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RESUMEN

RESUMEN

La alta biodiversidad y conservacion de los ecosistemas naturales en Latinoamérica se
considera como una de las fortalezas de la apicultura de la region. La disponibilidad de
variados recursos florales posibilita que las abejas puedan cubrir sus requerimientos
nutricionales y asi poder enfrentar agentes estresantes y enfermedades. Sin embargo,
los parasitos Nosema apis y Nosema ceranae destruyen el epitelio digestivo de Apis
mellifera dificultando su capacidad de absorcion de los nutrientes lo que puede llevar a
la muerte de la colmena. A pesar de esto, no existen reportes de muertes de colmenas
atribuibles a estos parésitos en América Latina, incluso en Peninsula de Yucatan donde

la nosemosis es el segundo problema de salud apicola.

Debido a que la fenologia floral esta influida por las precipitaciones y que por tanto
cambian las combinaciones de polen que colectan las abejas segun la estacién del afio,
en este trabajo se comparoé el efecto del pan de abeja proveniente de las temporadas de
lluvia y sequia del estado de Yucatén respecto a un sustituto proteico del polen y al
jarabe de sacarosa, en la infeccibn mixta por Nosema apis y Nosema ceranae en
obreras de Apis mellifera (africanizada). Para ello, se llevaron a cabo bioensayos en los
cuales abejas sanas y artificialmente inoculadas con esporas de ambas especies de

Nosema, fueron alimentadas con las dietas mencionadas.

Se encontré mayor diversidad de granos de polen en el pan de abeja de la temporada
de sequia mientras que, hubo mayor dominancia de un tipo de polen en el pan de abeja
de la temporada de lluvias. Por otro lado, la infeccién por nosemasis no influyé en el
consumo de alimento, pero si el tipo de dieta y el tiempo, siendo menor el consumo del
sustituto proteico. Este ultimo alimento, disminuy6 significativamente la probabilidad de
supervivencia de abejas sanas e infectadas. Efecto similar tuvo el pan de abejas de la
temporada de sequia en abejas enfermas, el cual, contrastantemente, provocé los
menores niveles de infeccion. El efecto de los panes de abeja no difirié en el peso del
cuerpo graso, la expresion de la profenoloxidasa y la glucosa oxidasa, pero si en la
vitelogenina y en la supervivencia de abejas infestadas. Nuestros resultados muestran
el marcado efecto de la dieta en la supervivencia de A. mellifera a la nosemosis en

condiciones tropicales.







ABSTRACT

ABSTRACT

The high biodiversity and conservation of natural ecosystems in Latin America is
considered one of the strengths of beekeeping in the region. The availability of a wide
range of floral resources enables bees to meet their nutritional requirements and at the
same time to cope better with stressors and diseases. However, the parasites Nosema
apis and Nosema ceranae destroy the digestive epithelium of Apis mellifera, hindering
its ability to absorb nutrients, which can lead to the death of the colony. Despite this,
there are no reports of colonies deaths attributable to these parasites in Latin America,

even in the Yucatan Peninsula where nosemosis is the second bee health problem.

Because floral phenology is influenced by rainfall and therefore the pollen combinations
collected by bees change according to the season. This work the effect of two bee bread
diets from the rainy and drought seasons of the State of Yucatan was compared to a
protein substitute for pollen and sucrose syrup, in the mixed infection with Nosema apis
and Nosema ceranae in Africanized Apis mellifera workers. For this, bioassays were
carried out in which the bees were fed with bee bread from the two seasons in question,

as well as with sucrose syrup and a protein substitute of bee bread.

When comparing the pollen composition, a greater diversity of pollen grains was found in
the bee bread of the dry season, while there was a greater dominance of a type of pollen
in the bee bread of the rainy season. On the other hand, the infection by nosemosis did
not influence the consumption of food, but the type of diet and the time did, being lower
the consumption of the bee bread substitute. This last food significantly decreased the
probability of survival of healthy and infected bees. Similar effect had the bee bread from
the dry season in infected bees, which, in contrast, caused the lowest levels of infection.
The effect of bee breads did not differ in the weight of the fatty body, in profenoloxidase
and glucose oxidase expression, but with of vitelogenin. Our results show the marked

effect of the diet in A. mellifera survival to nosemaosis in tropical conditions.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

Uno de los servicios ecosistémicos mas importantes es la polinizacién por
animales. Entre estos destacan las abejas (Hymenoptera: Apidae) las cuales son
consideradas especies claves en los ecosistemas ya que la reduccion de sus
poblaciones puede llevar a un trastorno en las relaciones planta-polinizador, provocando
asi, cascadas de extincion (Steffan-Dewenter y Tscharntke 1999). La polinizacién ocurre
como parte del proceso de pecoreo a través del cual las abejas colectan polen y néctar.
Estos dltimos constituyen las materias primas de la dieta de las abejas, las cuales son
transformadas y almacenadas en la colmena como pan de abeja y miel
respectivamente. Estos dos productos constituyen el Unico alimento de las abejas y de
su calidad depende que se cubran todos sus requerimientos nutricionales (Wright et al.,
2018).

Entre las abejas, Apis mellifera destaca como la especie mas usada en el mundo
para producir miel y polinizar cultivos (Johnson, 2007). El ser una especie generalista la
convierte en ideal para llevar a cabo los servicios de polinizacién de cultivos y en un
factor indispensable en una buena cosecha (Waser y Ollerton, 2006). Pero aquello que
es beneficioso para nosotros es negativo para la salud de las abejas, al ser expuestas a
una amplia gama de condiciones ambientales, (p. ej.: monocultivos), donde no pueden
alimentarse correctamente. A lo que se le afiade la diseminacion y aparicién de
enfermedades emergentes (principalmente parasitos) fomentado por la apicultura

migratoria (Fries et al., 1997).

Entre los parasitos que afectan actualmente a A. mellifera destacan Nosema
apis y Nosema ceranae (Microsporidia: Nosematidae). Ambos microsporidios, pero en
mayor medida N. ceranae, ocasionan pérdidas en la apicultura de paises de clima
templado (Martin-Hernandez et al., 2007; Higes et al., 2008) donde se ha estudiado que
destruyen el epitelio digestivo ventricular de las abejas europeas (Higes et al., 2007) lo
que les provoca estrés nutricional (Mayack y Naug, 2009). Lo anterior causa reduccion

del tiempo de vida de las abejas (Paxton et al., 2007), las induce a salir antes de tiempo




a pecorear (Goblirsch, Huang y Spivak, 2013) y afecta su capacidad de orientacion
(Kralj y Fuchs, 2010; Wolf et al., 2014).

Pero los efectos negativos de la nosemosis no se limitan a las abejas europeas.
Fleites-Ayil et al., (2018) observaron que las abejas africanizadas de la peninsula de
Yucatan, México, también son susceptibles a N. ceranae, con efectos similares a los
que provoca en abejas europeas al adelantar el inicio del pecoreo y disminuir su tiempo
de vida. Sin embargo, a pesar de que en esta regidon N. ceranae constituye la segunda
enfermedad mas frecuente de A. mellifera (UNAM-SENASICA, 2017), hasta la fecha no
existen reportes de muertes de colmenas atribuibles a dicho patégeno; situacion similar

a lo reportado en el resto de Latinoamérica (Vandame y Palacio, 2010).

En este contexto se plantea que la dieta es uno de los elementos claves en la
resistencia de A. mellifera a la nosemosis (Di Pasquale et al., 2013; DeGrandi-Hoffman
et al., 2016). Por tanto, se considera que la preservacion de los bosques originales de
las cuencas hidrograficas y una menor extension de tierra dedicada a la agricultura,
constituyen algunas de las ventajas de la apicultura latinoamericana con respecto a la
de Estados Unidos y Europa (Vandame y Palacio, 2010). Sin embargo, actualmente es
practica comun que los apicultores alimenten sus colmenas con dietas suplementarias o
sustitutos proteicos del polen (SAGARPA, 2004).

México se encuentra entre los cinco paises megadiversos del planeta por su
gran riqueza de plantas, de la cual entre el 50 y el 60 % es endémica (CONABIO, 2006).
Todo ello hace que sea un escenario ideal para evaluar el efecto de la dieta de las
abejas de Latinoamérica en su capacidad de defensa a la nosemosis. De ahi que, en
este trabajo, se evalu6 el efecto de dos dietas de pan de abeja acopiadas en la
peninsula de Yucatdn, en abejas africanizadas infectadas por nosemosis. Esta
informaciéon sera el punto de partida para comenzar a comprender el papel de la
diversidad de recursos florales tropicales en la nutricién, fisiologia e inmunidad de A.
mellifera y determinar su contribucién en el control de los niveles de Nosema spp. de la

region.
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ANTECEDENTES

1.1.  Nutricién de las abejas

1.1.1. Calidad nutricional de la dieta de las abejas

Las abejas obtienen sus recursos nutricionales de la miel y el pan de abeja los
cuales son el resultado del procesamiento y almacenamiento en la colmena, del néctar
y el polen respectivamente. El néctar es transformado en miel a partir de un complejo
proceso fisico-quimico de maduracién que involucra los buches de muchas abejas y la
eliminaciéon del agua contenida en este por evaporacién. El inicio del proceso de
maduracion del néctar comienza en la abeja pecoreadora (mayor de 20 dias de edad) la
cual inicia el proceso de concentracion del néctar antes de llegar a la colmena. Nicolson
y Human (2008) encontraron un aumento en la concentracién de azucar del néctar al
comparar el contenido del buche de abejas libando en las flores con aquellas que
regresaban a la colmena. Fendbmeno solo explicable por la evaporacién del exceso de
agua del néctar en las estructuras de la boca. Este proceso, que contribuye con la
maduracion del néctar (Park, 1925), también ha sido descrito como un mecanismo de
termo-regulacién de la cabeza de la abeja (Heinrich, 1980). Se basa en la regurgitacion
de una gota de néctar la cual va acompafiada de la extension y contraccién de las
estructuras de la lengua y contracciones pulsatiles de la aorta. Al hacer esto, la abeja
genera una pelicula de néctar la que se enfria al evaporarse el agua contenida en esta

gue al ser reintroducida en la cabeza la enfria.

Una vez que la abeja pecoreadora llega a la colmena regurgita el néctar
contenido en el buche y se lo entrega a través de la trofalaxis (lengua-lengua) a otras
abejas del interior del nido. Este proceso se repite varias veces entre abejas nodrizas
(con aproximadamente de 1 a 15 dias de edad), y cada abeja que esta en contacto con
el néctar le aflade un poco de su saliva la cual contiene la enzima invertasa que

participa en la hidrolisis de la sacarosa convirtiéndola en azlicares mas simples (Oertel
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et al., 1951; Nicolson y Human, 2008). El proceso de maduracion finaliza en las celdas
de los panales donde se termina de evaporar el exceso de agua por calentamiento de la

colmena y el batir de las alas de las abejas.

Durante la visita a las flores para acopiar néctar, el cuerpo de las abejas se
cubre del polen de las anteras el cual es atraido por la carga electrostatica que rodea a
la abeja y queda atrapado en los pelos del exoesqueleto. Con la ayuda de sus patas las
abejas se peinan el cuerpo y recogen los granos de polen los cuales son amasados (a
partir de la incorporacién de saliva y néctar) y almacenados temporalmente en las
corbiculas del tercer par de patas. Una vez en la colmena, las abejas pecoreadoras
depositan el polen corbicular en los panales donde las abejas nodrizas lo ensilan al

compactarlo con la cabeza en el fondo de la celda.

La composicién microbiolodgica y bioquimica del polen comienza a cambiar
desde el momento en que la abeja pecoreadora lo humedece con néctar para amasarlo
y transportarlo en las corbiculas (Gilliam, 1979b, 1979a; Gilliam et al.,1989). En este
proceso las abejas inoculan el polen con levaduras, bacterias del género Bacilus y
mohos que en conjunto comienzan el proceso fermentativo que convertira el polen en
pan de abejas (Loper et al., 1980; Vasquez y Olofsson, 2009). Esta transformacién
ocurre en cuatro fases descritas por Chevtchik (1950, citado por Gilliam, 1979b) y tarda
aproximadamente siete dias. La primera fase, que dura 12 horas, se caracteriza por el
desarrollo de varios grupos de microorganismos entre ellos levaduras. Seguidamente
bacterias acido-lacticas del género Streptococcus utilizan factores de crecimiento
secretados por las levaduras y los restos de otras bacterias y disminuyen el pH del
polen. En la tercera fase desaparecen las bacterias Streptococcus que son sustituidas
por Lactobacillus las cuales son mucho méas &acido-resistentes. La Ultima fase se
caracteriza por la desaparicion de bacterias acido-lacticas y levaduras por la elevada

acidez debido al acido lactico.

Ademés de la disminucion del pH por la adicién de acido lactico durante la
fermentacion del polen, se plantea que los microorganismos que participan en este
proceso también lo enriquecen con enzimas y sustancias antibiéticas (Gilliam et al.,
1988; Gilliam et al., 1989; Lee et al., 2014). A ello se le afiade la teoria de un posible

proceso de predigestién del polen lo que lo hace mas nutritivo una vez convertido en

4
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pan de abeja. Esto dltimo concuerda con lo reportado por DeGrandi-Hoffman et al.
(2016) quienes sefialan una mayor cantidad de aminoacidos en el pan de abeja que en
el polen de Rapini broccoli. Pero a la vez contrasta con los resultados de Human y
Nicolson (2006) quienes no encuentran diferencias en la disponibilidad de aminoacidos

del polen y el pan de abeja de Aloe greatheadii.

La ausencia de diferencias en la composicion nutricional entre el polen y el pan
de abejas apoya otra linea de pensamiento sobre el pan de abeja. Anderson et al.,
(2014) plantean que el polen almacenado en la colmena no evolucioné hacia una
conversion de nutrientes mediada por microorganismos si no, que es mas bien un
ambiente generado para la conservacion del alimento a partir de entre otros aspectos, la
adicion de miel, néctar y secreciones salivales de las abejas. Como evidencia estos
autores encontraron que i) las abejas prefieren consumir polen fresco (24-72 horas), ii)
los granos del polen almacenado mantienen su integridad estructural y conservan el
protoplasma a la vez que iii) la comunidad bacteriana de estos es muy similar a la
encontrada en el polen recién colectado. Los autores plantean que este Ultimo aspecto
demuestra la ausencia de una comunidad bacteriana emergente que haya co-
evolucionado para predigerir el polen. A pesar de todo lo anterior, los microorganismos
en el polen juegan un rol importante en la vida de la colmena a tal punto que,
recientemente Steffan et al. (2019) propusieron cambiar la clasificacion de las abejas de
animales herbivoros a omnivoros, basandose especificamente en el aporte proteico que

representan para las abejas los microorganismos presentes en el pan de abeja.

Mas alla de las diferencias de criterios en cuanto al origen del pan de abejas,
este y el polen son fuente de proteinas, lipidos, aminoacidos y vitaminas que las abejas
consumen para satisfacer sus requerimientos nutricionales (Roulston y Cane, 2000;
Brodschneider y Crailsheim, 2010). Aunque son las abejas pecoreadoras las que
acarrean el polen a la colmena, las Unicas que lo consumen para su propio desarrollo
son las abejas nodrizas. Al hacer un andlisis del contenido de polen del sistema
digestivo de las abejas Crailsheim et al., (1992) encontraron que su consumo aumenta
de forma constante desde que la abeja emerge de la celda alcanzando el maximo entre

los 4y 9 dias de edad, posterior a lo cual disminuye hasta aproximadamente los 20 dias
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de vida, momento a partir del cual es extremadamente baja la presencia de polen en el

intestino de las abejas.

Del consumo de polen depende el desarrollo de las glandulas hipofaringeas de
las nodrizas y con ellas la produccion de jalea real (Corby-Harris et al., 2018). Las
glandulas hipofaringeas se encuentran en la cabeza de las abejas y con la jalea real las
nodrizas alimentan principalmente a las larvas y a la reina (Wright et al., 2018). Esta
ultima depende exclusivamente de la jalea real para su alimentacion, lo que le permitira
poner los huevos necesarios para garantizar el recambio generacional de abejas
obreras en la colmena. De ahi que la supervivencia de una colmena depende de que el
polen cubra los requerimientos nutricionales de las abejas nodrizas para que el resto de

los individuos de la colmena lleven a cabo sus funciones bioldgicas.

Segun la especie de planta de la cual provenga el polen sera su aporte
nutricional en cuanto a proteinas, lipidos y vitaminas (Andrada y Telleria, 2005; Oliveira
et al., 2009; Yang et al., 2013) aunque mayormente el criterio sobre su calidad como
alimento para las abejas se basa en su aporte proteico (Liolios et al., 2015). Un ejemplo
de la variacion interespecifica en el contenido de proteinas lo aportan Colwell et al.,
(2017) quienes encontraron que el polen del ardndano azul y de las flores de los sitios
de barbecho tiene menor cantidad de aminoacidos y proteinas que el de manzana y
ardndano rojo, todos evaluados en las provincias maritimas de Canada. De igual forma
se ha encontrado que el polen del maiz (Hocherl et al., 2012), girasol y Typha spp
(Schmidt et al., 1987) son de pobre calidad nutricional. Mientras que algunas plantas
que producen polen de mayor calidad son el trébol (Trifolium spp.), la colza (Brassica
napus), la pera (Pyrus communis), almendra (Prunus dulcis), Populus spp. o lupina
(Lupinus angustifolius; Pernal y Currie, 2001; Somerville y Nicol, 2006) los cuales tienen
mayor disponibilidad de proteinas. Por lo tanto, existen cultivos que las abejas polinizan

cuyo polen no es lo suficientemente bueno como para mantenerlas bien alimentadas.

A diferencia de los abejorros (Leonhardt y Bluthgen, 2012; Ruedenauer et al.,
2015, 2016) las nodrizas de A. mellifera no pueden o no evalGan la calidad nutricional
del polen ni la presencia de sustancias toxicas (Roulston y Cane, 2000; Pernal y Currie,
2001; Corby-Harris et al., 2018) por lo tanto no son capaces de escoger entre un

alimento y otro en base a su valor nutricional. No obstante, Pernal y Currie (2001)
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encontraron que cuando disminuye la cantidad o la calidad de las reservas de polen en
la colmena, esta responde aumentando el reclutamiento de nuevas pecoreadoras con lo
cual aumenta la entrada de polen. Pero ello no implica que, en las condiciones
impuestas por la apicultura migratoria, las abejas van a tener acceso a polen de la
calidad adecuada o proveniente de diversas especies de plantas. Por lo tanto, para un
mejor manejo de la colmena y lograr tener una amplia poblacion de abejas ha sido
necesario conocer las necesidades nutricionales de A. mellifera para poder suplirlas

cuando la dieta natural no cumpla con las caracteristicas requeridas.

1.1.2. Requerimientos nutricionales de Apis mellifera

Apis mellifera se encuentra entre las pocas especies de insectos eusociales que
se conocen, lo que conlleva a que sus requerimientos nutricionales tienen tres niveles
de atencion: la colmena, las abejas adultas y la cria (Brodschneider y Crailsheim, 2010).
No obstante, dado que la alimentacion de las larvas y la reina dependen de las abejas
obreras, el estudio de los requerimientos nutricionales y el desarrollo de suplementos

alimenticios o sustitutos proteicos del polen, se enfoca en estas Ultimas.

A pesar de que el criterio en cuanto a la calidad del alimento de las abejas se
basa en el contenido proteico, todavia hay incertidumbre respecto a cuanta proteina
necesita consumir una abeja al dia. En este sentido destacan los trabajos de Loper y
Berdel (1980b, 1980a) quienes plantearon que una abeja adulta necesita entre de 0.12
— 1.24 mg de proteina al dia, mientras que Brodschneider et al., (2009) reportan una
cifra mas exacta de 0.87 mg. El contenido proteico de la dieta de las abejas se resalta
como un factor importante debido al aporte de nitrégeno. Schmidt y Buchmann (1985)
evaluaron la ingesta de nitrdgeno de una colmena en una jaula de vuelo, evitando asi el
sesgo de confinamiento. Estos autores encontraron que durante un periodo de 28 dias
una abeja adulta consume en promedio 3.07 mg de nitrégeno (obtenido a partir del

polen) del cual defeca el 19.5 % en forma de alimento no digerido y acido Urico.

A pesar de la importancia del contenido proteico en la dieta de las abejas, esta
no es la Unica fuente de nitrégeno ya que el polen también presenta aminoacidos libres
(Weiner et al., 2010). De hecho, la cantidad de proteina es menos importante que las
cantidades de aminoacidos esenciales presentes en la dieta (De Groot, 1953). Respecto

al requerimiento de aminoéacidos el trabajo de De Groot, (1952) es de suma importancia.
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Este autor encontr6 que la arginina, histidina, lisina, fenilalanina, triptéfano, leucina,
isoleucina, treonina y la valina son esenciales para el desarrollo de abejas jovenes.
Mientras que la glicina, alanina, serina, cistina, tirosina, hidroxiprolina, y los éacidos
glutamico aspartico no son esenciales. La presencia de estos aminoacidos en la dieta
de las abejas jovenes es indispensable ya de que de ello depende el desarrollo de las

glandulas hipofaringeas que secretan jalea real.

En contraste, los requerimientos y niveles oOptimos de lipidos, vitaminas y
minerales en la alimentacion de las abejas adultas permanecen relativamente
inexplorados. En el caso de los lipidos se ha observado que las abejas colectan polen
que presenta una proporcién 1:10 de proteinas-lipidos (Avni et al 2014). Entre estos, los
esteroles son imprescindibles en la dieta de las abejas ya que en sentido general los
insectos no pueden biosintetizarlos (Svoboda et al., 1978). Por consiguiente, las abejas
transforman los fitoesteroles que obtienen del polen en 24-metilenocolesterol, sitosterol
e isofucosterol (Svoboda et al., 1982) los cuales son imprescindibles en el desarrollo
larval. Dicha importancia se ve reflejada en que las abejas nodrizas son capaces de
alimentar a las larvas con los esteroles que contienen en su cuerpo (Svoboda et al.,
1986).

Por otro lado, las vitaminas hidrosolubles son comunes en el polen (Roulston y
Cane, 2000). Sin embargo se plantea que algunas, como la vitamina C y otras del
complejo B, pueden estar ausentes en el polen ya que pueden ser sintetizadas por los
microorganismos simbiontes del sistema digestivo de las abejas (Herbert et al., 1985;
Kwong y Moran, 2016). No obstante, la piridoxina (vitamina B6) es esencial para el
desarrollo larval (Anderson y Dietz, 1976). Sobre las vitaminas liposolubles en la dieta
de las abejas existe poca literatura, pero, aunque no son consideradas esenciales se ha
reportado que mejoran la cantidad de cria producida en la colmena (Herbert y
Shimanuki, 1978). Por otra parte, aunque el contenido de carbohidratos que presenta el
polen puede variar en calidad y cantidad (Franchi et al., 1996), la principal fuente de
azlcares de las abejas es la miel. No obstante, se conoce que una abeja adulta

necesita aproximadamente 4 mg de azlcar por dia para vivir (Barker y Lehner 1974).
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1.1.3. Efecto del consumo del polen en las abejas

La salud de las colmenas no se define solamente por la ausencia de
enfermedades sino también por la presencia de abejas bien nutridas capaces de
producir progenie y resistir agentes estresantes como parasitos, infecciones, pesticidas
y periodos de escasez. El consumo de polen se ha comprobado influye en el
metabolismo potenciando la expresion de peptidasas y de genes vinculados con el
metabolismo lipidico y la protedlisis (Alaux et al., 2011, Ament et al., 2011). Ademas,
regula positivamente la expresion de genes que participan en los mecanismos
moleculares que contribuyen a aumentar el tiempo de vida de las abejas meliferas. Por
otro lado, Alaux et al., (2010) reportan modificaciones de la inmunidad individual y social
a partir de dietas poliflorales y monoflorales (de acuerdo a la diversidad de pélenes que
las componen), lo que indica que la abundancia y la diversidad de los recursos

ambientales puede tener un impacto directo en la salud del polinizador.

Esto dltimo se ve reflejado en trabajos como los de Rinderer et al., (1974)
quienes reportaron que el consumo de polen polifloral disminuye la mortalidad de las
larvas infestadas con Bacilus larvae. Ademas, se reporta una disminucion de la
presencia del virus de las alas deformes en la hemolinfa de abejas alimentadas con
polen, en comparacion con las abejas que consumieron jarabe de sacarosa (JS) o un
sustituto comercial del polen (DeGrandi-Hoffman et al.,, 2010). En cuanto a los
microsporidios, Rinderer y Elliott, (1977) y Di Pasquale et al., (2013) encontraron que la
alimentacién con polen aumenta la longevidad de las abejas infectadas por N. apis y N.
ceranae respectivamente. En ambos trabajos los autores destacan la importancia de la
composicién nutricional del alimento que consumen las abejas. En este sentido
enfatizan en el contenido proteico como el principal factor que contribuye a aumentar el
tiempo de vida de las abejas frente a esta enfermedad. Efecto similar también fue
encontrado por Di Pasquale et al (2013) con polen de alto contenido lipidico, asi como

con la combinacion artificial de polen de diferentes origenes florales.

Por otro lado, ante una agricultura cada vez mas tecnificada y dependiente de
los pesticidas, pero también de las abejas para la polinizacion de cultivos, el polen y su
calidad también son factores importantes. En este sentido se ha demostrado por

ejemplo, que el polen contribuye a reducir la sensibilidad de las abejas a los pesticidas
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(Wahl y Ulm, 1983). Ademas, DeGrandi-Hoffman et al., (2016) plantean que la dieta
natural de las abejas en comparacién con sustitutos proteicos suministrados por el
hombre, puede mejorar la supervivencia a la invernada en paises de clima templado,
donde este proceso puede provocar la pérdida de entre el 22 y el 36 % de las colmenas
(Steinhauer et al., 2014).

En sentido contrario, la poca calidad y diversidad del polen también pueden
afectar el tamafio de las glandulas hipofaringeas y la longevidad de las abejas obreras
(Schmidt et al., 1987; Tasei y Aupinel, 2008; Di Pasquale et al., 2013) lo cual a largo
plazo puede provocar la muerte de la colmena. Esto se debe a que una afectacién en el
funcionamiento de las glandulas hipofaringeas repercute negativamente en la capacidad
de la colmena de producir crias, ya que tanto estas como la reina estarian mal
alimentadas. Esto, aunado a un menor tiempo de vida de las abejas obreras, llevaria a

la reduccion del tamafio poblacional de la colmena y eventualmente a su muerte.

1.1.4. Medio ambiente, diversidad floral y polen

Es posible que la evolucién de conductas de almacenamiento y preservacion de
los alimentos de A. mellifera (Anderson et al., 2014) asi como sus habitos de pecoreo
generalistas reflejen la presién de seleccion a las que estuvieron sometidas, frente a
condiciones ambientales cambiantes en las que la disponibilidad y diversidad de polen
variaban temporalmente llegando incluso a ser nula (p. ej.: los inviernos). Se conoce
que una colmena de abejas europeas en ambientes templados colecta entre 15 y 30 kg
de polen anualmente, pero mantiene una reserva constante de 1 kg de pan de abeja
(Winston, 1991). Por tanto, una colmena necesita un abastecimiento continuo de polen
para satisfacer esta demanda y con ella sus necesidades de proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales. De ahi que los comportamientos de almacenamiento y
preservacién de los alimentos representan entonces, una ventaja adaptativa que le
permite a las abejas meliferas disponer de varias fuentes de alimento en un momento
dado, teniendo en cuenta que la diversidad y disponibilidad de polen estan
condicionadas por el paisaje alrededor de la colmena y la estacionalidad (Avni et al.,
2009; Di Pasquale et al., 2016).

Las abejas meliferas pecorean en un area promedio de 10 km? alrededor de la

colmena, superficie en la que colectan entre 156 y 248 g de polen por dia (Dimou y
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Thrasyvoulou, 2007a). En dicho volumen pueden aparecer varias especies pero se ha
encontrado que de ellas solo de 5 a 20 representan mas del 1 % de la muestra (Dimou y
Thrasyvoulou, 2007b; Avni, Dag y Shafir, 2009). A pesar de que puede parecer poca
variedad ya que una colmena puede llegar a tener 60 mil individuos, las abejas invierten
mucha energia en mantenerla. Se ha observado que ante paisajes estructuralmente
simples, las abejas incrementan significativamente el esfuerzo de pecoreo al aumentar
la distancia a la que viajan para colectar polen (Steffan-Dewenter y Kuhn, 2003; Danner
et al., 2014). Lo anterior ocurre como respuesta compensatoria a la poca diversidad del
paisaje y demuestra la preferencia de las abejas por dietas de polen mas diversas
(Schmidt, 1984; Schmidt et al., 1987). Una dieta resultante de la mezcla de polen de
diferentes origenes florares constituye, por tanto, un menor riesgo en la nutricién de la

colmena ya que un tipo de polen puede suplir las carencias nutricionales de otro.

El aporte nutricional del polen depende del tipo de planta del que provenga y
varia, con rangos reportados de 16.8 a 25.9% de agua, 0.17 a 13.4% de grasa, 12.6 a
29.6% de carbohidratos y 2.9 a 35,5% de proteina (Day et al., 1990; Schmidt y
Buchmann, 1999). Por lo que es posible encontrar ambos extremos: polen con poco
aporte nutricional como el de maiz o de las asteraceas debido a su bajo aporte proteico
(Roulston et al., 2000; Hocherl et al., 2012) o deficiencia en aminoacidos esenciales
(Nicolson y Human, 2013), y polen con alto aporte de proteinas como el de la familias
Polygonaceae o Scrophulariaceae (Liolios et al., 2015). De ahi que la predominancia en
un momento dado de una o varias floraciones de poca calidad, puede representar un
problema para la nutricién de las abejas. Sin embargo, este efecto es de por si temporal
e implica que la disponibilidad de polen depende no solo de la diversidad del paisaje

sino que también esta sujeta a fluctuaciones estacionales (Danner et al., 2017).

El efecto de la estacionalidad sobre la disponibilidad, calidad y diversidad del
polen ha sido ampliamente estudiado (Coffey y Breen, 1997; Danner et al., 2016; Di
Pasquale et al., 2016). Al respecto se ha reportado la influencia de cultivos como la
colza (Brassica napus) en Alemania en los habitos de pecoreo de las abejas durante la
primavera en climas templados (Danner et al., 2016). Ello sin disminuir la frecuencia de
visita de las abejas durante dicha temporada, a otros tipos de paisajes para mantener la

variabilidad del polen. A pesar de esto, se plantea que en climas templados es el verano
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el periodo en el que las abejas acopian mayor diversidad de polen (Bilisik et al., 2008)
aungue segun Avni et al., (2009) el momento pico de recoleccion de polen difiere segln
el sitio de muestreo. El efecto de la temporalidad en climas templados también fue
evaluado por Di Pasquale et al., (2016), quienes encuentran en verano una mezcla de
polen de menor calidad influida por la floracion de maiz (Zea mays L.). Esta ultima
mezcla, de un total de seis evaluadas pertenecientes a otras temporadas del afio,

provoco la menor supervivencia de las abejas que la consumieron.

En cambio, abejas alimentadas con ocho mezclas de polen de las temporadas
lluviosa y seca de Brasil, respondieron de manera similar a la calidad y tipo de polen
independiente de la temporada, aunque su supervivencia se relaciond positivamente
con la cantidad media de proteina consumida (Frias et al., 2016). Ello indica que,
aunque las abejas responden de forma similar a la calidad del polen tanto en clima
templado y tropical, es probable que existan diferencias en el efecto de la estacionalidad
entre dichas condiciones climaticas, sobre la diversidad del polen y su impacto en la

salud de las abejas.

1.1.5. Suplementos nutricionales

A pesar de la importancia del polen como dieta proteica de las abejas, este no
siempre estd presente o en suficiente calidad y cantidad en todas las condiciones
ambientales. Por ejemplo, durante las invernadas en los paises de clima templado o la
produccién de miel en los manglares las abejas carecen de polen, mientras que, en la
polinizacion de monocultivos, la calidad de este recurso puede ser pobre. Esto ha
llevado al desarrollo de dietas que sustituyan o complementen el polen del que dispone
la colmena (Nabors, 2000; Mattila y Otis, 2006; DeGrandi-Hoffman et al., 2008).

Existe una amplia gama de dietas artificiales disponibles actualmente en el
mercado, aunque en algunos casos los apicultores prefieren prepararlas ellos mismos a
partir de materias primas. Las dietas se pueden clasificar de acuerdo a su objetivo en de
sostén, estimulo, suplementaria o sustituta. Generalmente para su conformacion se
usan la glucosa o la fructosa como fuente de carbohidratos, mientras que, como fuente
de proteinas se utilizan levadura (SAGARPA, 2004) o harina de soja (van der Steen,
2007), incluso algunos utilizan leche en polvo; ingredientes a partir de los cuales se

producen las conocidas “tortas” proteicas.
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Los estudios que comparan los sustitutos proteicos con el polen indican que son
equivalentes en palatabilidad (DeGrandi-Hoffman et al., 2008), en el desarrollo de las
glandulas hipofaringeas en abejas nodrizas (DeGrandi-Hoffman et al., 2010; Peng et al.,
2012), en los niveles de proteina de la hemolinfa (De Jong et al., 2009; Morais et al.,
2013), en la produccién de cria y el crecimiento de colmenas (Saffari et al., 2010). Sin
embargo, se ha encontrado que las cargas virales son mas bajas en las abejas
alimentadas con polen que con sustitutos del polen (DeGrandi-Hoffman et al., 2010),
probablemente debido a que la alimentacion de polen afecta la expresion de genes
asociados con la funciéon metabdlica e inmune (Alaux et al., 2010, 2011). De ahi que, se
hace necesario comparar el efecto del polen y las dietas suplementarias en la respuesta
inmune de A. mellifera.

1.2.  Mecanismos fisiolégicos e inmunitarios involucrados en la defensa a las
enfermedades

La presencia en la dieta de todos los recursos nutricionales que las abejas
necesitan como individuos, constituye la base para el funcionamiento de los elementos
fisiolégicos e inmunitarios que les confieren la capacidad de enfrentar agentes
estresantes y enfermedades. A. mellifera en su evolucion como insecto social perdio
genes relacionados con la inmunidad individual, pero gand otros involucrados en la
resistencia social (Barribeau et al., 2015). Algunas de las formas de resistencia social a
enfermedades son conductas como los habitos higiénicos y el acicalamiento (Ruiz et al.,
1998; Arathi et al., 2000). Los primeros consisten en la capacidad que tienen las abejas
nodrizas de detectar la cria enferma, parasitada o muerta en el interior de la celda y
como respuesta expulsarla de la colmena, interrumpiendo asi el ciclo infeccioso de las
enfermedades de la cria. Mientras que, a través del acicalamiento una abeja es capaz
de removerse a si misma o a otras abejas, ectoparasitos al morderlos o simplemente

quitarselos con las patas.

Ademas, existen mecanismos de resistencia social con base molecular como la
glucosa oxidasa (GOX), enzima cuyos productos participan en el mantenimiento de la
asepsia de la colmena. La GOX se encuentra principalmente en las glandulas

hipofaringeas donde cataliza la oxidacion de la B-D-glucosa a acido glucénico y
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peréxido de hidrégeno (Ohashi, et al., 1999). El acido glucénico mantiene la miel &cida
y, junto con el peréxido de hidrogeno son secretados en el alimento larval (White Jr., et

al., 1963) lo cual contribuye a la esterilizacion de la comida a nivel de colmena.

Pero cuando los parasitos y enfermedades logran traspasar las barreras de
defensa social las abejas tienen que enfrentarlos a nivel individual como cualquier otro
insecto, proceso integrado por mecanismos de defensa celular y humoral. La primera
estd mediada por hemocitos (entre cuyas funciones esta la fagocitosis; Alaux et al.,
2010b), la formacion de agregados multicelulares de hemocitos, la encapsulacion de
parasitos y la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Strand, 2008) .
Mientras que, las defensas humorales incluyen la activacion transcripcional de genes
gue conducen a la produccién de péptidos y moléculas efectoras con reconocimiento y

propiedades antimicrobianas (Brennan y Anderson, 2004)

Entre los componentes de la inmunidad humoral destacan cascadas enzimaticas
como la del sistema fenoloxidasa (PO) la cual tiene un rol importante en los procesos de
esclerotizacion de la cuticula, cicatrizacion de heridas y como mecanismo de defensa a
partir de la sintesis de melanina (Sugumaran, 1988; Brookman et al., 1989). La
profenoloxidasa (PPO) es el zimégeno (forma inactiva) de la PO y su proceso de
activacion inicia cuando los melanocitos reconocen lipopolisacaridos microbianos,
glucanos o peptidoglicanos lo cual provoca la activacion de serinas proteasas presentes
en la hemolinfa de los insectos. Estas serinas proteasas activas cortan la PPO para

generar la PO activa.

La PO es una enzima oxidorreductasa que oxida fenoles produciendo quinonas,
que luego se polimerizan de forma no enzimatica formando el pigmento melanina. Es
importante sefialar que tanto la melanina como los productos intermediarios de su
formacion son téxicos para los microbios. Cuando ocurre la infeccién por un patégeno o
se genera una herida, se produce un proceso inflamatorio. Una vez encontrado el
agente externo, los hemocitos se adhieren a este y secretan sustancias quimiotacticas
atrayentes a tipos especificos de hemocitos (Wood et al., 2006). En este caso la PO de
la hemolinfa se encuentra en oenocitos o células cristal las cuales no son adhesivas
(Lavine y Strand, 2002). No obstante, Gonzalez-Santoyo y Cordoba-Aguilar (2012)

plantean que las proteinas quimiotacticas secretadas atraen plasmocitos formandose
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una pared multicelular. La melanina entonces se dispone sobre las capas internas del
agregado celular y finalmente sobre la parte externa de la pared, proceso este conocido
como melanizacion (Mak y Saunders, 2005). De esta forma, el parésito es neutralizado

y se muere por inanicién sin poder reproducirse (Gillespie et al.,1997).

Es bien sabido en otros insectos, que el nivel de actividad de la PO puede verse
afectado por la calidad de la dieta (Lee et al., 2006; 2008). Sin embargo, en abejas no
hay datos concluyentes al respecto, ya que Schmid-Hempel y Schmid-Hempel, (1998)
no encontraron un efecto negativo de una nutricion limitada en la capacidad de
melanizacion en abejorros. Mientras que, Alaux et al., (2010b) encontraron cierto efecto
de la dieta al aumentar la actividad de la PO en los alimentos con mayor contenido

proteico.

Una estructura altamente relacionada con la inmunocompetencia humoral y a la
vez influida por la alimentacion, es el cuerpo graso. Este es un 6rgano relativamente
grande distribuido por todo el cuerpo de los insectos, preferentemente debajo del
tegumento y rodeando el intestino y el 6rgano reproductor (Brooks, 1985). A diferencia
de la estructura sdlida del higado, el cuerpo graso del insecto es un tejido suelto,
conformado principalmente por células especializadas llamadas adipocitos y organizado
en lobulos delgados que estan bafiados por la hemolinfa, lo que le da acceso directo a
esta, indispensable para llevar a cabo sus funciones (Arrese y Soulages, 2010). En el
caso de las abejas parte del cuerpo graso se encuentra en la zona ventral del abdomen,
en el envés de los segmentos 4 al 7, donde forma parte de las glandulas de la cera
(Collision, 2015).

El cuerpo graso es un 6érgano multifuncional donde se almacena el exceso de
nutrientes principalmente de lipidos y azucares (Gilby, 1965; Anand y Lorenz, 2008).
Ademas de su funcién relacionada con el almacenamiento y la utilizacién de nutrientes,
es un odrgano endocrino (Hoshizaki, 2005) y participa en la desintoxicacion del
metabolismo del nitrégeno (Brooks, 1985). Adicionalmente, es el principal sitio de
sintesis de péptidos antimicrobianos (Alaux et al., 2010) de ahi que su estado esta
relacionado con la salud de las abejas (Brown et al. 2003; Doums et al. 2002) y es

influido por la dieta.
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Uno de los productos biosintéticos mas importantes del cuerpo graso es la
vitelogenina (Vg). La sintesis de esta glucolipoproteina esta regulada nutricionalmente,
siendo mayor en dietas ricas en proteinas (Alaux et al., 2011) o lipidos (Di Pasquale et
al., 2013). A pesar de esto, su expresion disminuye con el envejecimiento de la abeja al
estar regulada negativamente por la hormona juvenil (Amdam et al., 2003). Por tanto,
cuando una abeja envejece aumenta la cantidad de hormona juvenil y disminuye la
cantidad de Vg en la hemolinfa. De ahi que la Vg esta relacionada con la determinacion
de las castas de abejas e influye en su tiempo de vida (DeGrandi-Hoffman et al., 2018),
estando en grandes cantidades en abejas nodrizas (jévenes) y lo opuesto ocurre en las
abejas pecoreadoras (viejas). Los resultados de Amdam et al., (2003) sugieren que la
Vg, entre otras funciones, participa en la formacion de jalea real en las glandulas
hipofaringeas de las abejas nodrizas lo que las convierte en un reservorio de alimento
cuando hay escasez. Estos autores también documentan que la regulacion negativa
hormona juvenil — Vg provoca la apoptosis de hemaocitos. A partir de lo cual hipotetizan
que, debido al costo energético de mantener el sistema inmune, la disminucion de la Vg
en abejas viejas puede estar relacionado una mayor privacién de nutrientes, asi como

una menor demanda de nutrientes.

Lo anterior estd en concordancia con otros trabajos en los que se encuentran
més evidencias de la influencia de la Vg en la inmunidad de las abejas. Salmela et al.,
(2015) documentaron como la Vg actia como portadora de sefiales de cebado inmune,
digase fragmentos de bacterias, de la abeja reina a los huevos. Demostrando asi, como
ocurre la de transferencia inmunitaria transgeneracional en insectos. Sin embargo, las
abejas obreras son estériles y no producen huevos en condiciones normales, lo que
indicaria que en estos insectos la transferencia inmunitaria transgeneracional
dependeria sélo de que la reina logre sobrevivir a las enfermedades. De ahi que
Harwood et al., (2019) investigaron si las abejas obreras podrian participar en dicho
proceso. Estos autores encontraron de manera inicial que fragmentos de bacterias
ingeridos por las nodrizas son transportados a sus glandulas hipofaringeas
proporcionando evidencia inicial de que el cebado inmunitario transgeneracional puede

funcionar a nivel de colonia en las abejas meliferas.
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1.3. Nosemosis

La patologia de insectos tuvo sus inicios en el desarrollo temprano de la
apicultura y la sericultura cuando aquellos que cultivaban abejas y gusanos de la seda
encontraron anormalidades en estos animales (Gilliam, 1997). En el caso de A. mellifera
se ha descrito una amplia gama de parasitos y enfermedades de la colmena
provocadas, entro otros, por virus, hongos, bacterias, acaros y polillas (Fries et al.,
1997). Pero la apicultura migratoria (Rosenkranz et al., 2010), el traslado de individuos
sin un debido control cuarentenario y el mal manejo de las abejas relacionados con la
apicultura moderna (Fries et al., 1997), han provocado la intensificacién del dafo que
provocan estas enfermedades y la aparicion de otras nuevas. Un ejemplo de la
incidencia en la colmena de parasitos ya conocidos y otros nuevos lo constituyen los

microsporidios Nosema apis y Nosema ceranae.

Los microsporidios se caracterizan por ser hongos, parasitos celulares obligados
y formadores de esporas (Witther y Weiss, 1999). Se conoce que N. apis infecta a A.
mellifera desde hace mas de cien afos siendo uno de los primeros microsporidios
descritos (Neveu-Lemaire 1938), de ahi que se considera el parasito con el cual la
especie coevoluciond. Por otro lado, N. ceranae fue reportada por primera vez en 2005
en abejas europeas (Higes et al 2006). Originalmente descrita en Apis cerana (abeja
melifera asiatica; Fries et al., 1996), se especula que N. ceranae aparece en Europa
entre finales de los afios "90s y la primera década del actual siglo (Klee et al 2007). Sin
embargo, Teixeira et al (2013) encontraron en antiguas muestras de abejas
africanizadas de Brasil, que este parasito aparentemente emergente, esta presente en
ese pais desde al menos 1979, lo que pone en tela de juicio todo lo que se conocia
hasta 2005 acerca de la nosemosis. Mientras que, en México N. ceranae se encuentra

presente desde al menos 1995 (Guerrero-Molina et al 2016).

Actualmente, ambas especies tienen distribucion global (Paxton et al., 2007) y
pueden provocar coinfeccion en abejas meliferas (Burgher-MacLellan et al., 2010;
Forsgren y Fries, 2010). Sin embargo, algunos autores plantean la teoria de que las
coinfecciones provocan procesos de seleccion hacia los individuos mas virulentos
debido a la competencia por los recursos (Choisy y de Roode, 2010; Bashey et al.,

2011). A partir del perfeccionamiento de los métodos de deteccion y diferenciacion en
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las dos especies de microsporidios que parasitan a A. mellifera, se ha encontrado que
N. ceranae es la especie predominante en muchas regiones (Williams et al., 2011,
Williams et al., 2014), lo que sugiere que puede ser un mejor competidor que N. apis

(Natsopoulou et al., 2015) y por tanto mas virulento.

1.3.1. Morfologia y patologia asociada

Las esporas de ambas especies de Nosema se caracterizan por una forma ovo-
cilindrica muy similar, aunque N. ceranae es ligeramente mas pequefio (4.4 X 2.2 ym)
que N. apis (4.4 x 2.2 ym;, Fries et al., 1996; Chen et al., 2009). Este género de
microsporidios se distingue por presentar nicleos diplocariéticos presentes en todas
etapas de desarrollo y un filamento polar caracteristico de las esporas maduras, a lo
que se le aflade que en el microscopio electrénico las esporas maduras estan
delimitadas por una exospora densa y una endospora transparente (Larsson, 1986). El
extremo anterior de la espora se caracteriza por presentar un disco de anclaje en forma
de hongo vy el inicio del tubo polar (Higes et al., 2010). Este ultimo se enrolla en la zona
anterior y media de la espora siguiendo la periferia de la pared de la misma llegando a
rodear el diplocarion. La cantidad de vueltas de enrollamiento es diferente entre
especies, siendo de 18 a 21 en N. ceranae y 30 en N. apis (Fries, 1989; Chen et al.,
2009) lo que evidencia la diferencia estructural entre ambas especies. En el extremo
posterior se encuentra una vacuola que contiene material floculante o un cuerpo denso

compuesto de material tubular que puede aparecer glomerular (Higes et al., 2010).

Al entrar en el intestino medio a partir de la ingestion de alimento o agua
contaminada, las esporas se activan por cambios en el pH y la concentracion de
cationes/aniones, o por aproximacién a una posible célula anfitriona (Keohane y Weiss,
1998). El proceso de activacién o germinacion consiste en la eversion del tubo polar el
cual perfora una célula epitelial de la pared intestinal y se inyecta el esporoplasma para
comenzar su diseminacion. Una vez dentro, el citoplasma que rodea los nucleos del
parasito se alarga en una estructura en forma de cinta, la cual se divide formando
hendiduras en el plasmalema entre los diplocariontes (Higes et al., 2010). En esta fase,
el nucleo de la célula del epitelio digestivo parasitada es desplazado a una posicion

apical e incluso cambia morfolégicamente.
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Una vez terminada la fase replicativa, de la cual no se conoce la cantidad de
ciclos, se comienzan a formar los esporoblastos dentro de los que se forman las
estructuras de la espora madura. Tres dias después de la infeccion en el caso de N.
ceranae, es posible observar esporas maduras dentro de las células infectadas (Higes
et al., 2007), las cuales germinardn dentro de la célula parasitada provocando
transmision horizontal a través del epitelio digestivo, proceso descrito tanto para N. apis

como para N. ceranae (Higes et al., 2010).

A pesar de que ambas especies atacan el sistema digestivo, existen diferencias
en cuanto a los signos clinicos observados en las abejas. La infeccion por N. apis se
caracteriza principalmente por la presencia de disenteria evidente a través de manchas
fecales en las estructuras de la colmena (Higes et al., 2008) y abejas arrastrandose. Sin
embargo, estos sintomas no aparecen en la parasitosis causada por N. ceranae, de
hecho se le ha llamado la “nosemosis seca” (Faucon, 2005 en Fries et al., 2006). Otra
posible diferencia importante entre estos parasitos es que N. apis parece restringir su
ciclo de vida a la pared intestinal, mientras que es posible que N. ceranae invada otros
organos como las glandulas hipofaringeas, las glandulas salivares, los tubulos de
Malpighi y el cuerpo graso (Chen et al., 2009). Sin embargo, estos resultados deben ser
analizados histolégicamente ya que no se han detectado esporas de N. ceranae en
estos tejidos (Higes et al., 2010)

Una de las caracteristicas mas llamativas de los microsporidios es que no
presentan mitocondrias, en su lugar tienen un remanente de este organelo llamado
mitosoma, el cual no tiene genoma ni capacidad para producir ATP (Katinka et al., 2001,
Cornman et al., 2009). A pesar de esta reduccion metabdlica, Tsaousis et al., (2008)
reportaron que otro microsporidio Encephalitozoon cuniculi, expresa cuatro
transportadores de ATP/ADP en la membrana celular cuando estd parasitando las
células del hospedero. Lo que indica que estos parasitos utilizan el ATP producido por
las mitocondrias del organismo hospedero. Adaptacién esta que es posible que también
presente N. ceranae, ya que se encontr6 que aumenta la tasa de respiracién de la
célula parasitada y que presenta gran similitud en los genes de transporte con aquellos
encontrados en E. cuniculi (Cornman et al.,, 2009). Ademas, tiene en su genoma un

homélogo a Puf3, familia de proteinas implicadas en la biogénesis y movimiento de las
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mitocondrias dentro de la célula (Garcia-Rodriguez et al., 2007; Saint-Georges et al.,
2008). Esto ultimo puede ser la causa de observar muchas mitocondrias alrededor del

plasmalema del parasito (Higes et al., 2010)

Se ha descrito que junto con el estrés mitocondrial se incrementa el estrés
oxidativo de la célula generado por especies reactivas del oxigeno (ROS; Cortassa et
al., 2014). En el intestino de las abejas parasitadas por N. ceranae ocurre un aumento
de la expresién de los genes de “oxidacion reduccion” lo que indica un incremento de
ROS debido a la infeccion (Dussaubat et al., 2012). En este Ultimo trabajo los autores
encontraron, ademas, que la infeccion provoca desregulacion de la expresion de genes
vinculados a la fosforilacién. Ambos efectos se han encontrado en células del epitelio
digestivo de humanos parasitados por Helicobacter pylori, donde se plantea que estan
vinculados al aumento de las mutaciones del ADN mitocondrial (ADN mit; Machado et
al., 2009). A lo que se le aflade que la infeccion por N. ceranae inhibe la expresion de

enzimas de proteccién al estrés oxidativo (Dussaubat et al., 2012).

El estudio de la nosemosis y particularmente la causada por N. ceranae ha
cobrado gran fuerza en los ultimos afios en Europa y América del Norte (Chen y Huang,
2010) debido a la deteccion de la muerte de miles de colmenas por este parasito
principalmente en Espafa (Higes et al., 2008). A partir de estos estudios se ha podido
encontrar que al N. ceranae destruir el epitelio digestivo de las abejas europeas (Higes
et al., 2007), genera estrés nutricional a nivel de organismo (Mayack y Naug, 2009).
Todo ello trae como consecuencia la reduccion del tiempo de vida de las abejas (Paxton
et al., 2007), las induce a salir antes de tiempo a pecorear (Goblirsch et al., 2013) y
afecta su capacidad de orientacion (Kralj y Fuchs, 2010; Wolf et al., 2014). Sin embargo,
existe un gran contraste con la informacion disponible sobre el efecto que provoca esta
enfermedad en los trépicos, donde la mayoria de los trabajos se han limitado a reportar
la presencia de una u otra especie, siendo poco documentado su efecto y relaciéon con

factores ecoldgicos internos y externos de la colmena.

Posiblemente la poca disponibilidad de literatura sobre el efecto de la nosemosis
en climas tropicales se debe al criterio generalizado de que esta enfermedad no
representa un problema para la apicultura de esta regién (Wilson y Nunamaker, 1983).

Sin embargo, Fleites-Ayil et al., (2018) encontraron que las abejas africanizadas de la
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peninsula de Yucatan, México, también son susceptibles a N. ceranae, con efectos
similares a los que provoca en abejas europeas al adelantar el inicio del pecoreo en
ocho dias y disminuir el tiempo de vida. A lo que se le afiade que, en esta region
geografica, N. ceranae constituye la segunda enfermedad més frecuente de A. mellifera
ya que infecta el 64.3% de las colmenas (UNAM-SENASICA, 2017). A pesar de esto,
hasta la fecha no existen reportes de mortalidad masiva de colmenas atribuibles a la
nosemosis en la peninsula de Yucatdn, ni en otras regiones de América Latina
(Vandame y Palacio 2010). Todo esto por tanto conduce a cuestionarse qué factores

establecen que exista, al parecer, un bajo impacto de la nosemosis en esta region.

1.3.2. Nosemosis, inmunidad y tratamientos

A pesar del impacto que tiene la nosemosis en la salud de las abejas, existe
poca informacion sobre su efecto en el sistema inmune de estos insectos (Antinez et
al., 2009). Asi como se ha descrito que N. ceranae, provoca la desregularizaciéon de los
mecanismos celulares de resistencia al estrés oxidativo (Dussaubat et al., 2012), se ha
descrito que la nosemosis provoca regulacion negativa de la expresion de genes
involucrados en la respuesta inmune. En este sentido Chaimanee et al., (2012)
encontraron que cuatro genes de la inmunidad humoral, defensina, abaecina,
apidaecina e himenoptaecina son regulados negativamente en abejas de menos de seis
dias de edad inoculadas con N. ceranae, pero no asi en aquellas de 12 dias. Fenémeno
gue puede estar relacionado con la disminucion de la energia invertida en la inmunidad

al envejecer la abeja (Amdam et al., 2003).

Sin embargo Chaimanee et al.,, (2012), no encontraron diferencias en la
expresion de los genes eater y Vg entre abejas saludables y enfermas. Resultado que
difiere de lo encontrado por Antlinez et al., (2009) quienes detectaron una disminucién
de los transcritos de Vg en abejas infectadas con N. ceranae después de 7 dias. De
hecho, en este Ultimo trabajo los autores plantean que la infeccion por N. ceranae
suprime significativamente la respuesta inmune, efecto que no encontraron como
resultado de la infeccién por N. apis. A pesar de que N. ceranae afecta la respuesta
inmune de las abejas infectadas, posiblemente por alteracion del metabolismo de
aminoacidos (Badaoui et al., 2017), estos insectos no se encuentran totalmente

desprotegidos frente a N. ceranae ya que existe una correlacion positiva entre la
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sobrevivencia al parasito y la actividad enzimatica de la PO (Di Pasquale et al., 2013).
Ademas, se plantea que es posible que haya variacion en la capacidad de las abejas
meliferas para defenderse de la nosemosis debido a la variabilidad genética
(Chaimanee et al., 2012), fendbmeno que ya ha sido descrito en la resistencia a

Paenibacillus larvae (Oldroyd y Palmer, 2003).

Sin embargo, el periodo de adaptacion de las abejas europeas a N. ceranae
podria ser muy largo y grandes los costos que implicaria este proceso selectivo debido
a la muerte de las colonias sensibles al parasito. Por tanto, no faltan los intentos de
encontrar tratamientos a la nosemosis destacando la fumagilina la cual controla los
niveles de este parasito pero solo temporalmente (Williams et al., 2011). Sin embargo,
las formulaciones de este medicamento disponibles en el mercado contienen la
fumagilina como una sal en forma de diciclohexilamina (DCH por sus siglas en inglés) la
cual ha sido reportada como genotoxica en ratones (Kulic et al., 2009) e induce dafios
en los cromosomas de leucocitos humanos (Stoltz et al., 1970). Por tanto, el uso de
fumagilina en la apicultura representa un serio problema para la salud humana ya que el

DCH es mucho mas estable en la miel que la fumagilina (van den Heever et al., 2015).

Por tanto se mantiene la busqueda de otras alternativas que permitan el control
de la nosemosis (Maistrello et al., 2008). Resultados positivos se han obtenido con el
timol aunque se ha encontrado que es toxico para las abejas (Ellis y Baxendale, 1997).
Mientras que, el uso de RNA de interferencia (RNAI) dirigidos especificamente al
parasito, parece una propuesta menos agresiva a la salud de las abejas y ha permitido
reducir la carga de esporas inoculadas en condiciones de laboratorio, al suprimir la
expresion del gen Dicer de N. ceranae el cual participa en la sintesis de RNAi del
parésito (Huang et al., 2016). Esta técnica también ha sido utilizada para silenciar el gen
cuticula desnuda (nkd) de las abejas, el cual regula negativamente la actividad del
sistema inmune del hospedero (Li et al., 2016). Segun los autores, al noquear los
transcritos de dicho gen con RNAi aumenta la expresién de varios genes de la
inmunidad (Abaecina, Apidaecina, Defensina-1 y PGRP-S2), se reduce el nimero de
esporas y aumenta el tiempo de vida de las abejas enfermas. De igual forma, el uso de
las porfirinas PP(Asp)2 (protoporfirina conjugada con restos de aspartato) y TMePyP, ha

demostrado disminuir significativamente el nimero de esporas en abejas infectadas por
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N. ceranae sin incrementar la mortalidad de las abejas sanas (Ptaszynska et al., 2018).
De ahi que solo queda esperar por la nueva arma que tendran los apicultores en el
futuro para combatir la nosemosis, deseando que sea inocua tanto para las abejas

como para los humanos.

1.4. Apiculturaen la peninsula de Yucatan

1.4.1. Historia breve

El manejo de las abejas europeas en la region yucateca inicié en 1898 cuando
estas se importaron por primera vez desde Estados Unidos (Gémez, 1990). No
obstante, el proceso adaptativo por parte de los nuevos apicultores no cobrd fuerza
hasta que en 1911 hacendados del estado de Yucatan traen abejas italianas desde
Estados Unidos con la consecuente capacitacion de los obreros en el manejo de estas
abejas (Labougle y Zozaya, 1986) y la adaptacion del manejo a las condiciones de la
zona. A pesar de esto, no fue hasta la Segunda Guerra Mundial que la apicultura de la
regién recibid el impulso necesario para su crecimiento, ello debido a la exportaciéon de
miel exclusivamente a Estados Unidos favorecida por la inversion de capital de dicho
pais que permiti6 el crecimiento de la produccién y la creacion de empresas

exportadoras (Echazarreta et al., 1997).

Sin embargo, la tenencia de colmenas y el sistema de produccién a gran escala
e intensivo, controlado por grandes capitales, se desfragmentd y fue evolucionando
hasta la estructura actual caracterizada por una apicultura a pequefia escala en la que
los campesinos son los propietarios de las colmenas (Echazarreta et al., 1997). A pesar
de esto la apicultura yucateca constituye una actividad econémica secundaria que se
complementa con la agricultura de la milpa maya, el cuidado de animales de traspatio y
la foresteria (Echazarreta-Gonzéalez, 1999). De ahi que la falta de capacitacién de los
productores en buenas practicas de manejo y produccion asi como la poca organizacion
de los productores (Gliemes-Ricalde et al., 2003) acentian el impacto de las nuevas
exigencias del mercado internacional, las enfermedades de las colmenas, la
deforestacion y fendmenos climéaticos todo lo cual disminuye las ganancias econémicas,
problema este Ultimo intensificado por la cadena de intermediarios (Echazarreta-
Gonzélez, 1999; Guemes-Ricalde y Pat-Fernandez, 2001; Soto-Mucifio et al., 2017).
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A pesar de esto la produccion de miel de la peninsula de Yucatan representa
aproximadamente el 31 % del acopio nacional para un total, por ejemplo, de 22 000
toneladas producidas en la regién en 2003 (Sagarpa-CEA, 2003) lo que representa una
importante fuente de ingresos de divisas a la economia mexicana. Dicho volumen de
produccién es en su mayor parte (95%) exportado hacia América del Norte y varios
paises Europeos (Ricalde et al., 2003) lo que permite la introduccion de estas ganancias
en la economia familiar de los apicultores mexicanos. Es importante destacar ademas,
gue la venta de la miel mexicana en el mercado internacional esta respaldada no solo
de por grandes volumenes al representar el 4 % de la miel producida en el mundo
(Echazarreta et al., 1997) sino también por su calidad, aromas y sabores frente a mieles
de otras regiones del mundo. Queda, por tanto, estimular el consumo nacional lo cual
beneficiaria no solo la salud de los mexicanos si no también, la economia de los

pequefios productores locales.

1.4.2. Vegetacién, climay apicultura

Debido a amplia gama de condiciones climaticas, de vegetacion, suelo y
particularidades de la apicultura, México se divide en cinco regiones apicolas: Norte,
Centro, Pacifico, Golfo y la peninsula de Yucatan (Labougle y Zozaya, 1986; Labougle,
1991; Cajero Avelar, 1999). Particularmente, la apicultura de la peninsula se sustenta
en una diversidad de vegetacion natural constituida predominantemente por vegetacion
secundaria que se desarrolla en las zonas agricolas dedicadas al cultivo de la milpa, en
las selvas medianas caducifolias y bosques tropicales lluviosos con predominancia de
las fabaceas (Flores, 1990). De hecho, en la peninsula de Yucatan se ha descrito una
amplia diversidad floristica con 15 formaciones vegetales entre antropizadas y nativas
(Zapata-Bello, 2017).

Dentro de Ila biodiversidad floristica yucateca se han identificado
aproximadamente 900 especies Utiles para la apicultura (CONABIO, 2018). Ademas,
Villanueva (1999) reporté mas de 100 especies de plantas de las que tanto las abejas
europeas como africanizadas obtienen polen a lo largo del afio. Pero la distribucién de
esta diversidad de plantas esta influida por la topografia, el tipo de suelo y las
condiciones climaticas (White y Hood, 2004). La caracteristica climatica mas notable de

la peninsula de Yucatan es un incremento del gradiente de la humedad del noroeste
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hacia el sureste (Gunn y Adams, 1981; Folan et al., 1983) llegadndose a encontrar rios
lagos, lagunas y zonas pantanosas en los estados de Campeche y Quintana Roo. Lo
gue a su vez influye en la vegetacion, por ejemplo, en el aumento de la altura del dosel
de oeste a este (White y Hood, 2004)

Ademéas de la distribuciébn espacial de los recursos floristicos, existe una
distribucion temporal condicionada por las precipitaciones. En la peninsula de Yucatan
la temporada de sequia abarca de noviembre a abril, mientras que la temporada de
lluvias ocurre en los meses de mayo a octubre (Batllori-Sampedro et al., 2006). Este
régimen de precipitaciones condiciona el calendario apicola de la region al tener en
cuenta qué especies de plantas de interés apicola florecen en cada temporada (Tabla
1.1). Informacién esta, que los apicultores utilizan para para planificar las acciones que

deben tomar para un correcto manejo de las colmenas (Echazarreta et al., 1997).

Tabla 1.1 Vegetacion apicola tipica de las cuatro temporadas de cosecha de miel
en la peninsula de Yucatan; tomado de Conabio, 2008.

enero-febrero marzo-julio agosto-octubre no_v!embre-
diciembre
Poca
vegetacion

Tajonal y otras  Cerca de 20

. . apicola. Sak
especies especies de la . . Enredaderas y
. o katsim (Mimosa .
Tipo de compuestas, las familia de las . bejucos, como
g ; : , bahamensis),
vegetacion  comelinas, Poligonaceas, kanasin xtabentun,
apicola verbenéaceas, zapotes, palmas, calabazas,
. (Lonchocarpus .
caracteristica algodonesy guayabas y otras rugosus) y el pasifloras y
oréganos especies de gosus) y barbascos
silvestres arboles sak piixoy
(Trema
micrantha)

El afio apicola en los apicultores yucatecos comienza en noviembre-diciembre
meses en los que comienzan a florecer algunos bejucos y plantas trepadoras,
principalmente de la familia Convolvulaceae. Este momento es ideal para preparar las
colmenas para la cosecha de miel que ocurre entre enero y mayo temporada en la que
se extrae el 90 % de la miel producida en la peninsula. Las principales especies que
soportan este nivel productivo son Viguiera dentata localmente conocida como taj y
Gymnopodium floribundum o Tsiits’ilché. Posteriormente y ya en la temporada de
lluvias florecen principalmente las plantas de la familia Fabaceae cuya miel se considera

de menor calidad comparada con las anteriores, por su alta humedad. El calendario
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termina en los meses de menor disponibilidad de recursos florales para las abejas
(agosto-octubre) en los cuales los apicultores deben procurar el alimento para sus

colmenas (Echazarreta et al., 1997).

En los trépicos, la lluvia a través de la liberacion del estrés hidrico o la reduccion
brusca de la temperatura actia como desencadenante para iniciar las etapas finales del
desarrollo de yemas, lo que lleva a una secuencia de antesis sincronizada (Opler et al.,
1976), lo cual debe provocar que las abejas tengan mayor disponibilidad de recursos
florarles en la época de lluvias. Sin embargo, esto contrasta con el hecho de que en la
peninsula de Yucatéan, cuatro de los cinco meses de la temporada de produccion de

miel ocurren en la época de sequia (Echazarreta et al., 1997).

JUSTIFICACION

En el estado de Yucatan, la nosemosis esta presente en el 64.3% de las
colmenas (UNAM-SENASICA, 2017). Sin embargo, hasta la fecha no existen reportes
de muertes de colmenas atribuibles a esta enfermedad en la peninsula, ni ha
representado un problema por décadas en otras regiones de América Latina (Invernizzi
et al., 2009; Teixeira et al., 2013).

México, como pais megadiverso es el quinto exportador mundial de miel y la
peninsula de Yucatan, destaca por sus indices productivos y la calidad de sus mieles. A
pesar de que la amplia diversidad floristica en la peninsula pone a disposicion de las
abejas una gran variedad de fuentes de polen, muchos apicultores alimentan sus
colmenas con dietas artificiales. Sin embargo, el efecto de ambos tipos de alimentos en

la capacidad de resistencia a la nosemosis en la regidon permanece sin estudiar.

Este trabajo permitird evaluar la influencia del tipo de dieta en la fisiologia y
salud de las abejas infectadas por nosemosis en condiciones tropicales. Ademas,
posibilitara entender el papel de la diversidad floral de la region en el enfrentamiento a
las enfermedades de A. mellifera y determinar su contribucién como factor ecolégico en

los niveles de nosemosis.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto del tipo dieta en indicadores de la capacidad de defensa de

Apis mellifera africanizada ante la nosemosis en condiciones tropicales?

HIPOTESIS

El tipo de dieta influye de forma diferente en los indicadores de la capacidad de
defensa de A. mellifera infectada por nosemosis en condiciones tropicales. Se espera
que las abejas infectadas por nosemosis, pero alimentadas con dietas elaboradas con

pan de abeja, tengan mayor:

i) consumo de alimento,
i) peso de los cuerpos grasos,
iii) expresion de los genes que codifican para la vitelogenina, la profenoloxidasa y la

glucosa oxidasa,
iv) infeccion por nosemoasis,
V) probabilidad de supervivencia,

que las abejas alimentadas con otro tipo, artificial, de dieta como el jarabe o un

sustituto de polen.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de dos dietas elaboradas con pan de abeja colectado en el
estado de Yucatan en las temporadas de lluvias y seca respectivamente, respecto a un
sustituto proteico del polen y al jarabe de sacarosa en la infeccibn mixta por Nosema

apis y Nosema ceranae en obreras de Apis mellifera (africanizada).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar el consumo de alimento por dieta suministrada
2. Evaluar el efecto del tipo de dieta en el peso del cuerpo graso
3. Evaluar el efecto del tipo de dieta sobre la expresion de los genes que codifican

para la vitelogenina, la profenoloxidasa y la glucosa oxidasa.

4. Comparar el nivel de infeccién por N. ceranae y N. apis segun el tipo de dieta
suministrada

5. Comparar en condiciones de laboratorio la influencia del tipo de dieta en la

supervivencia de Apis mellifera infestada por nosemosis

6. Caracterizar la diversidad floristica de las dos dietas de pan de abeja

provenientes de las temporadas lluviosa y seca de la peninsula de Yucatéan

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se llevé a cabo un bioensayo con disefio de bloques al azar con grupos de
tratamiento teniendo en cuenta dos niveles anidados: la presencia 0 no de infeccion por
nosemosis y el tipo de dieta. Botes de 30 abejas conformaron las unidades
experimentales, donde las abejas fueron alimentas durante siete dias con JS, un
sustituto proteico del polen y pan de abeja de las temporadas de lluvias y sequia del
estado de Yucatan. En cada bote si evalué la supervivencia, el consumo de alimento, y
el peso del cuerpo graso. Ademas, de cada bote se muestrearon abejas para la
determinacién de los niveles de expresion de los genes que codifican para la
profenoloxidasa, la vitelogenina y la glucosa oxidasa, asi como los niveles de infeccion

por N. apis y N. ceranae, todos estos evaluados por PCR en tiempo real.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Areade estudio

Para este trabajo se utilizO material biolégico proveniente del apiario (15
colmenas) experimental de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Autonoma de Yucatan ubicado al sur de la ciudad de Mérida (20°51°51.74°'N
89°36744.41°W). EIl apiario se caracteriza por ser estatico, es decir, esta en el en el
mismo lugar durante todo el afio por lo que las abejas dependen para su alimentacion
de la vegetacion que crece a su alrededor. Esta vegetacion es de tipo selva baja
caducifolia (Salvador-Flores y Espejel-Carvajal, 1994) la cual es caracteristica de climas
secos y calidos subhimedos, y crece sobre suelos planos, calcareos, poco profundos
de color oscuro o rojizo. La altura de los arboles de la selva baja caducifolia varia de 6 a

15 m y casi todos dejan caer sus hojas durante la época méas seca del afio.

2.2. Evaluacion del efecto de |la dieta en la defensa ante la nosemosis

Con el fin de comparar la influencia de la dieta en la supervivencia de Apis
mellifera a la nosemosis, se llevo a cabo un bioensayo con disefio de bloques al azar
teniendo como factores (y variables independientes) i) estado de salud de las abejas
(presencia o ausencia de nosemosis) y ii) tipo de dieta (Fig. 2.1). Mientras que, las
variables de respuesta evaluadas fueron: consumo de alimento, peso del cuerpo graso,
expresion de los genes que codifican para la PPO, GOX y Vg, asi como el nivel de
infeccion por nosemosis y la probabilidad de supervivencia. Excepto la supervivencia y
el consumo de alimento, todas las variables de respuesta fueron evaluadas el séptimo

(ultimo) dia de los bioensayos.

Los alimentos suministrados fueron: i) jarabe de sacarosa (JS) al 50 % (control),

i) un sustituto proteico del polen llamado de aqui en adelante Dieta base (DB) y los iii)
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panes de abeja correspondientes a las temporadas lluviosa y seca (P-LL y P-S) del
Estado de Yucatan. Este experimento se llevé a cabo durante siete dias y se repitid dos
veces, del 27 de septiembre al 4 de octubre y del 19 al 26 de octubre, ambos en 2019,
por lo que se tienen cuatro réplicas por tratamiento. Las unidades muestrales estuvieron
conformadas por botes con 30 abejas cada uno. Tanto los panales de cria incubados
(ver mas abajo) como las abejas adultas en los botes fueron mantenidos a 32.9°C (x
0.78 °C) y a una humedad relativa de 64.4 % (+ 2.6 %). En el caso de los tratamientos
estas condiciones eliminan el posible efecto “bote” que pudiera existir por mantener a

los grupos de tratamientos divididos en subgrupos de abejas confinadas.

Infeccién o no por nosemosis

_— N\

DB J P-S P-LL

IR

Figura 2.1 Disefio de bioensayo para evaluar el efecto de la calidad nutricional del
pan de abeja de las temporadas de lluvia y seca de Yucatan en la resistencia de
Apis mellifera a la nosemosis. DB: dieta base; J: jarabe de sacarosa al 50 %; P-S'y
P-LL: pan de abeja de la temporada de sequia y lluvias respectivamente, de
Yucatan.

2.2.1. Colecta del pan de abeja

De la camara de cria de 15 colmenas del apiario de experimentacién, se
colectaron aproximadamente 200 g de pan de abeja en los meses de febrero y agosto
de 2019, representando la época de sequia y lluvias respectivamente. Para extraer el
pan de abeja los panales fueron congelados con nitrégeno liquido lo que cristaliza la
cera y permite separarla facilmente del pan de abeja. Las muestras fueron almacenadas
a -20°C en atmdésfera reducida de O, sustituido por N2, ya que Pernal y Currie (2000)
en condiciones similares encontraron una pérdida menor al 1 % del contenido proteico

en polen almacenado durante un afio.

Anélisis palinolégico

Con el fin de identificar las familias y especies de plantas que componen el pan

de abeja muestreado se llevé a cabo un andlisis palinoldgico. Para ello, se tomaron tres
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submuestras de 250 mg cada una, de las dos temporadas evaluadas. El pan de abeja
de cada submuestra fue posteriormente diluido en 2 ml de agua destilada por agitacion
mecanica. Una vez obtenida la dilucion, esta fue transferida a un nuevo tubo con el
objetivo de separarla de restos de cera o remanentes sélidos del pan de abeja.
Posteriormente a cada submuestra se le realizaron tres lavados seriados por
centrifugacién a 3,000 rpm durante 5 minutos. Después de cada paso de centrifugacion,
teniendo cuidado de no derramar el sedimento (granos de polen), el sobrenadante se
decanté y se volvié a afiadir 2 ml de agua destilada. Una vez realizados los lavados el
polen fue procesado por el método de acetdlisis de Erdtman (1969) modificado por
Alfaro-Bates et al., (2010).

Debido a la alta concentracion de granos de polen obtenida luego de la
acetodlisis, una alicuota de cada submuestra fue diluida al 50 % con una solucién 1:1 de
agua destilada y glicerina. Para la identificacion de las especies y familias de plantas a
las que pertenecen los granos de polen encontrados que se utilizaron las imagenes e
informacion de referencia de Alfaro-Bates et al., (2010) y Quiroz-Garcia y Arreguin-
Sanchez (2008). Ademas, se utiliz6 la informacion disponible en el sitio web Flora Digital
de la Peninsula de Yucatan (Herbario CICY, 2010) respecto al calendario de floracion
de las especies de plantas identificadas. Los conteos de granos de polen se llevaron a
cabo en 16 cuadrantes de la cAmara de Neubauer, cada submuestra fue evaluada tres

veces.

2.2.2. Criay alimentacion de las abejas

Para la obtencion de abejas de la misma edad, de 24-48 horas previas al inicio
de los bioensayos se extrajeron del apiario ocho panales de cria con aproximadamente
21 dias de edad. Los panales fueron colocados en cajas individuales e incubados hasta
la emersion de las abejas en las condiciones controladas previamente mencionadas.
Una vez emergidas, las abejas se distribuyeron de forma aleatoria en las unidades

muestrales utilizando individuos de 24 a 48 horas de edad.

El JS se prepard en una proporcidén 1:1 de agua y azucar. Segun Williams et al.
(2013) 100 abejas requieren 5 ml de jarabe al 50 % diariamente para obtener el agua y
energia necesaria para vivir, por tanto, en este trabajo las abejas fueron alimentadas

con 1.5 ml de jarabe/dia. La DB se preparé segun van der Steen (2007) como sustituto
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proteico del polen (Tabla 2.1; revisado en Williams et al., 2013). Mientras que las dietas
de pan de abeja fueron suministradas en una cantidad de 4mg/abeja/dia (Di Pasquale et
al., 2013). Se seleccioné la cantidad absoluta de 4 mg de pan de abeja/abeja/dia ya que

Crailsheim et al. (1992) calcularon que una abeja consume 3.4 - 4.3 mg de polen al dia.

Para suministrar el pan de abeja, este se mezclé con JS teniendo en cuenta las
proporciones anteriormente mencionadas para el jarabe obteniéndose una consistencia
acuosa. Esta forma de administracién es una variante mas diluida a la utilizada por
Cremonez et al., (1998) quienes mezclan el pan de abeja con candy de miel (miel +
azucar) en una proporciéon 1:1. Todas las dietas se reemplazaron cada dos dias, la DB
fue suministrada ad libitum mientras que la cantidad de pan de abeja suministrado fue
ajustada segun numero de abejas sobrevivientes por bote. En todos los casos se

suministré agua ad libitum.

Tabla 2.1 Composicién de dieta sustituta de polen de van der Steen (2007).

Componente Proporciéon de masa total ()

Harina de soja (desengrasada) 0.143

Harina de levadura de cerveza 0.095

Caseinato de calcio 0.152

Proteina de suero (whey protein) 0.038

Jarabe de Sacarosa (50% peso/volumen) en agua 0.476

potable

Aceite de linaza 0.095

2.2.3. Obtencion e inoculaciéon de esporas de Nosema spp

Debido a que la cantidad de esporas de Nosema spp. en el sistema digestivo de
las abejas en vida libre varia (Copley et al. 2012; Traver y Fell 2011), primero se
procedi6 a determinar en el nivel de infeccion de las colmenas del apiario de
experimentacion a partir de conteo directo en camara de Neubauer. Para ello, de cada
colmena se colectaron 20 abejas pecoreadoras a las cuales se le extrajeron los
respectivos sistemas digestivos. Para la extraccion del sistema digestivo se diseccioné
el abdomen del resto del cuerpo, posteriormente se corté el segmento distal del
abdomen y el sistema digestivo se extrajo con una pinza a través de la apertura creada
(Fries et al., 2013). El conjunto de intestinos de las abejas de las respectivas colmenas

fue macerado y posteriormente se le afiadi6 un mililitro de agua para realizar los
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conteos de esporas. De las 15 colmenas del apiario de experimentacién se escogieron

las dos mas infectadas con 7.33 y 8.05 millones de esporas por abeja respectivamente.

Una vez identificadas las colmenas mas infestadas, se procedié a determinar las
especies de Nosema presentes, para lo cual se tomaron 10 abejas pecoreadoras por
colmena. ElI ADN fue extraido usando el kit Quick-DNA™ Tissue/Insect Miniprep Kit
Mca. Zymo. numero de catdlogo D6016, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras se analizaron mediante PCR convencional a partir del gen de la subunidad
16S del ARNr (Chen et al., 2008). En ambas colmenas seleccionadas se encontrd la
presencia de N. ceranae y N. apis lo cual coincide con lo encontrado en otros trabajos
donde se reporta la coinfeccion de ambas especies de microsporidios (Copley et al.,

2012). Por tanto, el in6culo suministrado contuvo esporas de N. apis y N. ceranae.

Estudios preliminares sugieren que la alimentacién grupal de esporas de N.
ceranae es tan efectiva para infectar abejas enjauladas como la inoculacion individual
(Tanner et al., 2012) por tanto, en este trabajo se utilizé inoculacién masiva. La dosis
dada fue de aproximadamente 100,000 esporas por abeja, la cual se ha encontrado que
es suficiente para infectar individuos enjaulados (Forsgren y Fries, 2010; Di Pasquale et
al., 2013). Para obtener la concentracion de esporas deseada se colectaron 25 abejas
pecoreadoras de las colmenas previamente seleccionadas y se mantuvieron vivas en
condiciones controladas. El dia de inicio del experimento 10 abejas de la colmena mas
infestada, fueron sacrificadas y a cada una se le extrajo el sistema digestivo. El conjunto
de todos los sistemas digestivos extraidos se macero y posteriormente se le afiadié un
mililitro de agua potable para la determinacién de la concentracion de esporas por
conteo directo en cadmara de Neubauer. El in6culo fue suministrado a través del JS el

cual fue el elemento comun en todas las dietas.

2.3. Evaluacion de las variables de respuesta

Todas las variables de respuesta fueron evaluadas el séptimo (tltimo) dia de los
bioensayos. Debido a lo cual la cantidad de abejas muestreadas por variable y grupo de
tratamiento estuvo sujeta a la disponibilidad de individuos por bote al final de los

bioensayos. La excepcion de lo anterior fueron la probabilidad de supervivencia y el
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consumo de alimento, cuyos datos fueron colectados durante el transcurso del
experimento. Para la probabilidad de supervivencia la evaluacion se llevd a cabo por
conteo directo de las abejas muertas por dia por bote. Mientras que, el consumo de
alimento fue cuantificado a partir de la diferencia de peso del recipiente con el alimento,
antes de suministrar cada dieta a las abejas y 48 horas después al hacer el recambio. El
valor de consumo fue transformado posteriormente a una relacién porcentual respecto
al peso inicial correspondiente. Por otro lado, y de forma patrticular, el peso del cuerpo

graso fue evaluado tanto al inicio del experimento como el dltimo dia.

2.3.1. Cuerpo graso

El cuerpo graso de los insectos es el analogo del higado de los vertebrados y su
cuantificacion es una medida indirecta de la inmunocompetencia humoral (Brown et al.,
2003; Doums et al., 2002). El peso del cuerpo graso de las abejas en este trabajo se
calcul6 usando el método de extraccion por éter descrito por Wilson-Rich et al., (2008).
De forma general este método consiste en secar en Silica gel el abdomen de cada
abeja a temperatura ambiente durante tres dias. Posteriormente los abdomenes son
pesados (peso seco) y lavados en éter por 24 horas para eliminar la grasa. Por Ultimo,
los abdomenes se secan por otros tres dias y se evalla nuevamente su peso. La
diferencia entre del peso seco del abdomeny su peso después del lavado con éter,

permite inferir el peso del cuerpo graso.

2.3.2. Cuantificacién por PCR en tiempo real de los genes de lainmunidad y
especies de Nosema
La evaluacion de la expresién de los genes que codifican para la Vg y la PPO,
asi como ambas especies de Nosema, se llevé a cabo en los abdémenes de las abejas
muestreadas, mientras que la expresion de la GOX fue evaluada en la cabeza (Tabla
2.2). Para ello las abejas fueron diseccionadas separando el abdomen y la cabeza (se
desecho el térax) e inmediatamente se congelaron las muestras en nitrégeno liquido,

las cuales fueron almacenadas a -80 °C hasta su procesamiento.

La cuantificacion de la expresion de cada gen por grupo de tratamiento se
realizé en tres réplicas las cuales a su vez fueron evaluadas por triplicado. Para extraer
el ARN los tejidos fueron macerados previa congelacién con nitrégeno liquido. Una vez

triturada la muestra, se procedié a la extraccion y purificacion del ARN siguiendo el
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protocolo de Trizol (Invitrogen). En caso de ser necesario la calidad del ARN se mejor6
con el kit RNA Clean & Cancentrator™-5 (The Epigenetics Company™) y con
tratamiento con DNAsa con el kit Turbo DNA-free™ invitrogen por Thermo Fisher
Scientific. La sintesis del ADN complementario (cDNA) se realizdé con el kit TagMan®
Reverse Transcripcion Reagenst (applied biosystems) ajustando la concentracion de
ARN a 500 ng/pl.

Tabla 2.2 Cebadores de los genes utilizados para evaluar el efecto de la dieta en la

capacidad de resistencia de Apis mellifera a la infeccién por nosemosis, en el
estado de Yucatan.

Gen Cebador Numero en  Referencia
Genbank
. Forward: ACAGATCCTGTATGGATTGC Desarrollado
Profenoloxidasa - en el cICY
Reverse: TCTTGGACGAGTAAAACGAT
_ _ Forward: GTTGGAGAGCAACATGCAGA Tsuruda et
Vitelogenina - al., (2008)
Reverse: TCGATCCATTCCTTGATGGT "
Glucosa Forward: GAGCGAGGTTTCGAATTGGA Yang et al.,
oxidasa Reverse: GTCGTTCCCCCGAGATTCTT (2005)
] Forward: TGAGGGAGGTCAGGCATGAT Desarrollado
Nosema apis - en el CICY
Reverse: AGGCCTTGCTTGTAGGAGAAAA
Nosema Forward: CGGATAAAAGAGTCCGTTACC Chen et al.,
DQ486027 (2008)
ceranae Reverse: TGAGCAGGGTTCTAGGGA
Forward: AATTATTTGGTCGCTGGAATTG Evans
Rps5 GB11132
Reverse: TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA (2006)

El volumen de reaccion para el PCR en tiempo real (qtPCR) fue de 20 puL
mientras que la concentracion de cDNA fue de 500 ng/ul. Cada reaccion contuvo 2 uL
de cDNA, 1 uL de los segmentos forward y reverse del cebador del gen en cuestién, 6
uL de agua ultra-pura 'y 10 uL de SYBR GREEN I. Las reacciones de PCR para la Vg, la
GOX y la PPO se programaron para correr un ciclo a 95°C durante un minuto y
posteriormente 40 ciclos a 95°C por 10 segundos, alternando con un minuto a 62°C
para las etapas de desnaturalizacion y elongacién respectivamente. Para los cebadores
utilizados para la cuantificaciéon de N. apis y N. ceranae, la temperatura de elongacién
fue de 60 y 61°C respectivamente, manteniéndose constante el resto de los parametros.

Los valores de umbral de ciclo (Ct) de los genes se normalizaron a partir del gen de
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expresion basal de la subunidad RPS5 ribosomal de A. mellifera (Evans et al., 2006), a
partir de lo cual se utilizé el método de cuantificacion comparativa (método Delta-Delta
Ct). Todas las reacciones de qtPCR realizaron en el equipo StepOne (Applied

Biosystems).

2.4, Andlisis de datos

2.4.1. Consumo de alimento y peso del cuerpo graso

Los datos analizados para ambas variables se caracterizaron por estar dados en
relaciones porcentuales. El valor de consumo de alimento se evalu6 en relacion al peso
inicial del alimento mientras que el cuerpo graso fue transformado a una relacion
porcentual respecto a la biomasa seca del abdomen. A partir de esta caracteristica, los
analisis del efecto del tipo de dieta y la nosemosis en el consumo de alimento y en el
peso del cuerpo graso, se llevaron a cabo con modelos lineares mixtos generalizados
con el paquete “Ime4” (Bates et al., 2015) de R (R Core Team, 2019) siguiendo una
distribucion binomial. La funcién de enlace entre la distribucién binomial y la normal es
conocida como logit (E(y) =log(p/(1-p))) y transforma un valor continuo de probabilidad
en un valor en el intervalo de 0 a 1, como son los datos de proporciones modelados en
este trabajo (Zuur et al., 2009). Ello permite modelar los valores que tomaran las
variables de respuesta (de tipo binomial) a partir del efecto de las variables predictoras.

Tanto para el consumo de alimento y como para el peso del cuerpo graso se
generaron identificadores teniendo en cuenta el numero de bote y la réplica del
experimento los cuales, de forma respectiva, constituyeron los efectos aleatorios de los
modelos generados. Estos identificadores permiten distinguir las réplicas de cada
tratamiento y evitan la pseudo-replicacion dentro del modelo. Por otro lado, en el caso
del consumo de alimento se incorporo al analisis el efecto del tiempo, variable que fue
incluida tanto en los efectos fijos como en los aleatorios (pendiente aleatoria) ya que se
ha demostrado que el consumo de polen en las abejas cambia por dia (Crailsheim et al.,
1992). Lo anterior implica que para el caso del consumo de alimento el modelo se
construye con interceptos y pendientes aleatorias mientras que en el caso del peso del

cuerpo graso solo los interceptos son aleatorios.
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Seis modelos fueron evaluados a partir de las posibles combinaciones entre las
tres variables predictoras (tipo de dieta, infeccion por nosemosis y tiempo) para analizar
su efecto en el consumo de alimento. Para seleccionar el modelo que mejor se ajusté a
los datos se utilizaron los Criterios informativos de Akaike y Bayesiano (AIC y BIC, por
sus siglas en inglés; Akaike, 1973; Schwarz, 1978) y los pesos correspondientes a estos
criterios. EI modelo con el menor valor de AIC y BIC es mas parsimonioso y por tanto se

ajusta mejor a los datos (Burnham y Anderson, 2004; Zuur et al., 2009)

Los pesos pueden interpretarse como la probabilidad de que un modelo sea el
mejor, dados los datos y el conjunto de modelos candidatos (Burnham y Anderson,
2001; Wagenmakers y Farrell, 2004). Estos valores para AIC fueron calculados con la
funcién “akaike.weights” del paquete “gpcR” de R (Ritz y Spiess, 2008). Mientras que los
pesos de BIC se calcularon con la funcion “bictab” del paquete “AlCcmodavg” de R
(Mazerolle, 2013). Los pesos son Uutiles porque pueden usarse para identificar un
conjunto de modelos que se ajusten con un 95 % de confianza a los datos obtenidos
(Burnham y Anderson, 2002). Dicho conjunto se puede construir sumando, por ejemplo,
los valores de peso de Akaike, partiendo del modelo con mayor peso, y agregando el
modelo con el siguiente valor mas alto hasta que el peso acumulativo exceda 0.95 (Zuur
et al., 2009).

2.4.2. Nivel de infeccidon por nosemosis y expresion de genes del sistema
inmune

El andlisis de la expresion de los genes del sistema inmune de A. mellifera
evaluados en este trabajo y el nivel de infeccion de Nosema spp. se llevo a cabo a partir
de los valores de Ct (ciclo umbral de amplificacion, por sus siglas en inglés) del qtPCR.
Dicho analisis se realizd con el paquete estadistico “pcr” de R (Ahmed y Kim, 2018) y se
tuvo como grupo de referencia las abejas sin nosemosis que consumieron JS. A partir
de este paquete se evaluo el efecto de las dietas y estados de salud con un modelo de

regresioén lineal proporcionado por el propio paquete “pcr”.

2.4.3. Andlisis de supervivencia

Con el fin de realizar el analisis de supervivencia se generd una base de datos
censurados, teniendo en cuenta las abejas muertas por dia y por bote. Los datos

censurados toman valores de 1y 0 lo que describe la ocurrencia o no de un fenémeno,
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en este caso la muerte de las abejas durante el periodo de evaluacion. A partir de la
base de datos generada se utilizo el modelo de regresion proporcional de Cox (Cox,
1972), disponible en el paquete “survival’ de R (Therneau, 2015), para analizar el efecto
de la nosemosis, el tipo de dieta y la interaccién entre estas dos variables en el riesgo
de muerte de las abejas. Lo anterior se complement6 con el andlisis de Kaplan-Meier

para evaluar la probabilidad de supervivencia de las abejas por dia.

Es importante destacar que el modelo de Cox asume que el riesgo de muerte de
un individuo es proporcional al de otro. Esto implica que el riesgo de muerte es
independiente del tiempo y en él solo influyen las variables predictoras. Una de las
formas de evaluar el cumplimiento de esta asuncion es a través de la distribucion de los
residuales de Schoefeld, los cuales se generan a partir del modelo de Cox y son
independientes del tiempo (Schoenfeld, 1982). Por tanto, los residuales de Schoefeld
permiten determinar cual de las variables en el modelo de Cox esta influida por el
tiempo. Al someter el modelo inicial obtenido con los datos de los experimentos a la
prueba de Schoefeld, se observé que la asuncion de riesgos proporcionales no se
cumplia para las variables evaluadas ya que la hip6tesis nula de dicha prueba es el
cumplimiento de la asuncién de los riesgos proporcionales o lo que es lo mismo, la

independencia de las covariables del tiempo (Tabla 2.3).

Tabla 2.3 Valores de p resultantes de la prueba de residuales de Schoefeld para un
modelo de regresion proporcional de Cox en el que se evalla el efecto de cuatroy
dietas y la infeccidn por nosemosis en el riesgo de muerte de Apis mellifera.

Variable Valor de p
Infeccion 0.034
Dieta <0.001
Infeccion: dieta <0.001
Global <0.001

A partir de lo anterior se decidi6 mejorar el modelo con un analisis estratificado
por tipo de dieta (Borges Pefia, 2005). Dicho andlisis evalla el efecto que tiene la
infeccion en cada dieta (pero no entre ellas) teniendo como referencia las abejas libres
de parasitismo respectivas a cada dieta. La desventaja de este tipo de analisis es que

no permite obtener un estimador del efecto de la variable estratificada.
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2.4.4. Composicion palinolégica del pan de abeja

Con el fin de comparar la diversidad de recursos florares disponibles para las
abejas a partir de la identificacion y cuantificacién de los morfotipos de granos de polen,
se emplearon el Coeficiente de Similitud de Jaccard y los indices de Shannon-Weaver y
de diversidad de Simpson. El Coeficiente de Similitud de Jaccard expresa el grado en el
gue las dos muestras de pan de abeja son semejantes por las especies presentes en
ellas, por lo que es una medida inversa de la diversidad, que se refiere al cambio de
especies entre las dos temporada (Peet, 1975; Magurran, 1989). El intervalo de valores
para el indice de Jaccard va de 0, cuando no hay especies compartidas entre ambas

muestras, hasta 1, cuando tienen la misma composicién de especies.

El indice de Shannon-Weaver como medida de heterogeneidad, tiene en cuenta
el grado de uniformidad en la abundancia de especies (Magurran, 2004). Adquiere
valores entre cero, cuando hay una sola especie, y el logaritmo de S, cuando todas las
especies estan representadas por el mismo nimero de individuos (Magurran 1988). Por
otro lado, el indice de Simpson mide la probabilidad de que dos individuos
seleccionados aleatoriamente de una muestra pertenezcan a la misma especie (0 a la
misma categoria). Este, toma valores de 0 a 1 de la forma en que mientras mas se
acerca el valor de 1, menor es la diversidad del habitat. El indice de Jaccard fue
calculado con el paquete “fossil” de R (Vavrek, 2011) mientras que los indices de

Shannon-Weaver y Simpson con el paquete “vegan” (Dixon, 2003) del mismo programa.
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RESULTADOS

3.1. Consumo de alimento

Entre los cinco modelos evaluados para analizar el efecto del tipo de dieta, la
infeccion por nosemosis y el tiempo en el consumo de alimento, el que mejor se ajustd a
los datos obtenidos fue el mas sencillo (infecciébn + tiempo + dieta) el cual tuvo los
menores valores de AIC y BIC (Tabla 3.1) y un peso de AIC 1.42 veces mejor que el
segundo, pero 7.4, 7.8 y 665.1 veces mejor que los tres restantes respectivamente. Asi
mismo los dos primeros modelos tienen pesos de BIC mayores de cero. En conjunto,
los resultados de AIC y BIC indican que la interaccion entre infeccion y tiempo apenas
afecta el resultado del modelo, y que las otras posibilidades de interacciéon entre

variables disminuyen la capacidad predictora del modelo.

Tabla 3.1 Valores del Criterio informativo de Akaike y el Criterio de informacion
bayesiano (AIC y BIC por sus siglas en inglés) y los pesos de Akaike y BIC para
cuatro modelos predictores del consumo de Apis mellifera libre y enferma con
nosemosis de cuatro dietas durante siete dias.

Modelo Interaccion entre covariables  AIC Piigiskge BIC PesB?(s: de
1 infeccion + tiempo + dieta 1460.5 0.5075 1485.32 0.85
2 infeccién * tiempo + dieta 1461.2 0.3577 1488.79 0.15
3 Infeccién + tiempo * dieta 1464.5 0.0687 1497.60 0
4 Infeccion * dieta + tiempo 1464.6 0.0653 1497.76 0
5 infeccion * tiempo * dieta 1473.5 0.0008 1525.98 0

A partir del modelo de regresion con distribucion binomial que mejor se ajusté a
los datos, se obtuvo una clara diferenciacion en el consumo de la DB y los otros tres
alimentos. Segun el modelo, la DB es el (nico alimento que las abejas,
independientemente de su estado de salud, no consumiran méas del 50 % del total
suministrado (Fig. 3.1). Mientras que, las abejas consumiran mas de la mitad de las

otras dietas hasta el cuarto dia de experimento. De hecho, se observa que el modelo
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genera un patron muy similar en el consumo de estas tres, aunque ligeramente mayor

para el JS que para los panes de abeja.

Entre los resultados obtenidos resalta ademas que, en nuestras condiciones
experimentales, las abejas enfermas consumen en promedio 5.46 % mas alimento, que
aguellas abejas libres de la enfermedad. Ademas, se constata en una clara tendencia a
la disminucién del consumo en el tiempo, con una reduccion diaria del 52 % respecto a

lo consumido en el dia anterior, independientemente de la presencia de infeccién (Fig.
3.1).
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Figura 3.1 Predicciones e intervalos de confianza del modelo de regresion logistica
para el porcentaje de consumo de Apis mellifera de cuatro dietas teniendo en
cuenta el efecto del tiempo y la presencia de infecciébn con nosemosis. DB: dieta
base, J: jarabe de sacarosa, P-S y P-LL: pan de abeja de la temporada de sequia y
de lluvias del estado de Yucatan, México.
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3.2. Cuerpo graso

El cuerpo graso fue evaluado como la relacién porcentual entre su peso y el de
la biomasa seca del abdomen de la abeja a través de un modelo de regresion binomial.
Al igual que lo ocurrido con el consumo de alimento, el modelo mas sencillo (infeccién +
tipo de alimento; AIC = 6717.7) se ajustd mejor a los datos que aquel que partié de la
interaccion entre las variables predictoras (AIC = 6723.0). A partir del mejor modelo se
obtuvo que, en abejas recién emergidas el cuerpo graso representa como promedio el
20.6 % de la masa seca del abdomen, aunque puede variar entre el 11.6 y el 33.8 %
como valores minimo y maximo respectivamente (Fig. 3.2). El modelo predice también
que, solo en las abejas que consumen JS los valores minimos pueden llegar a ser
menores a los de las abejas recién emergidas, alcanzando 8.8 y 9.3 % en abejas con y
sin nosemosis respectivamente. Esto se refleja en que en abejas alimentadas con JS
durante siete dias, el cuerpo graso tiende a disminuir su peso en un 14.2 % en abejas

libres de nosemosis y en 14.9 % en las parasitadas.

Una tendencia radicalmente opuesta a la anterior se present6 en abejas que
consumieron DB. El modelo muestra que después de siete dias de consumo de DB, el
cuerpo graso de las abejas puede llegar a representar hasta el 50.24 % y 48.0 % del
peso seco de abdomen, en abejas con y sin infeccion por nosemosis respectivamente.
De hecho, estos son los Unicos dos casos en los que la tendencia al aumento de la
relacion peso del cuerpo graso / masa seca del abdomen en siete dias, fue mayor a 35
%. En cambio, el efecto predicho para los panes de abeja fue menos intenso que el de
la DB, y muy similar para los dos tipos suministrados. En este caso el modelo predice
gue la diferencia entre las abejas recién emergidas y las alimentadas con pan de abeja

es en promedio 3 % para las saludables y 4 % para las infestadas por nosemosis.
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Figura 3.2 Predicciones e intervalos de confianza del modelo de regresion logistica
para el peso del cuerpo graso en relacién con la biomasa seca del abdomen de Apis
mellifera en abejas recién emergidas (R) y abejas alimentadas por siete dias con
cuatro dietas, a las cuales a su vez, se les evalué el efecto de la infeccion con
nosemosis. DB: dieta base; J: jarabe de sacarosa al 50 %; P-S y P-LL: pan de abeja
de la temporada de sequia y de lluvias del estado de Yucatan, México.

3.3.  Expresién génica

El andlisis del nivel de expresion del gen que codifica para la Vg, a través de un
modelo de regresion lineal permitio identificar el efecto de la dieta y la infeccion. En este
sentido aparecen tres situaciones, la infeccion: i) disminuye, ii) aumenta o iii) no afecta
la expresion del gen en cuestion (Fig. 3.3A). En el primer caso estan el JS y el P-S con
un marcado efecto negativo de la infeccién la que provoca una notable reduccién de la
expresion de la Vg. Mientras que, en sentido contrario esta la DB la cual fue la Unica
gue provoco un incremento sustancial de la expresion del gen en cuestion en abejas
parasitadas, ya en aquellas abejas que consumieron el P-LL, la nosemosis no afecta la

expresion de dicho gen.
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Por otro lado, la expresion de la PPO, zimégeno de la enzima PO, fue menor al
grupo control en ambas dietas de pan de abejas independientemente de la presencia o
no de la infeccion (Fig. 3.3B). No obstante, en estas dietas las abejas infestadas
expresaron 0.19 unidades de expresion relativa (UER) mas que las saludables. De
forma contrastante, ni en el JS ni en la DB la infeccion afecta la expresion de la PPO.
En cambio, para la GOX la mayor expresion en abejas infestadas se obtuvo solo en el
JS (9.12 UER) y la DB (19.3 UER; Fig. 3.3C). De hecho, la expresion de la GOX fue
menor a las 2.4 UER en ambas dietas de pan de abeja y estados de salud, comparable
con aquellas abejas saludables que consumieron JS (1.0 UER). A pesar de las
variaciones encontradas, sobresalta que, para dos de los tres genes de respuesta
inmune, las abejas infestadas alimentadas con DB presentaron los mayores niveles de

expresion.
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Figura 3.3 A: Expresion relativa de los genes de inmunidad, A: Vitelogenina, B:
Profenoloxidasa y C: Glucosa oxidasa, en Apis mellifera alimentada con DB: dieta
base; J: jarabe de sacarosa al 50 %; P-S y P-LL: pan de abeja de la temporada de
sequia y de lluvias del estado de Yucatan, México. Las barras muestran los
intervalos inferior y superior de la expresion relativa normalizada. Los asteriscos
sefialan los tratamientos con efecto significativo en la expresion de los genes,
resultante de modelos de regresion lineal para los cuales se tom6é como valor de
referencia la expresion de los genes correspondientes en abejas libres de
nosemosis alimentadas con jarabe de sacarosa

3.4. Nivel de infeccién

La presencia de una abundante amplificaciéon de los cebadores para N. apis y N.
ceranae en los grupos abejas inoculadas con esporas de estos hongos, confirma que el
proceso se llevo a cabo con éxito y reafirma que la inoculacién masiva es viable para
bioensayos en abejas confinadas (Fig. 3.4). Aunque hubo determinada expresion de los
cebadores en las abejas que no fueron inoculadas con esporas, esta fue
extremadamente baja. Entre los cuatro casos de abejas no infestadas en los que la
expresion fue mayor a una UER, el valor maximo obtenido fue de 16.7 UER para N. apis
en abejas que consumieron DB. Dicho nivel de expresiéon fue 408 veces menor que el
correspondiente para las abejas inoculadas que consumieron la misma dieta. Este
fendmeno puede deberse a que se trabajé con abejas de 24 a 48 horas de nacidas,
tiempo durante el cual estas pudieron haber consumido remanentes de alimento
contaminados del panal y/o haberse lamido entre ellas lo que puede haber provocado la
ingestion de pequefias cantidades de esporas. Por lo que se descarta que sea de
importancia la presencia de esporas en las abejas no inoculadas para nuestros

objetivos, pero es posible que asi ocurra de forma natural la inoculacién.

A pesar de que ambas especies de microsporidios fueron detectadas en las
abejas de los bioensayos, el nivel de infeccion por N. ceranae fue mayor en tres de las
cuatro dietas suministradas (Fig. 3.4). La excepcion de lo anterior, fue la DB en la cual
el nivel de parasitismo por N. apis es de 6819.2 UER el cual es 3.4 veces mayor al de
N. ceranae para la misma dieta. De hecho, este es el mayor valor de infeccion
registrado para ambas especies de microsporidios en las cuatro dietas suministradas.

Después de la DB el otro alimento que genera mayor infeccién de N. apis es el JS con
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1245.9 UER. Alimento este ultimo que provocd en cambio, los mayores niveles de
infeccion de N. ceranae, (3614.5 UER).

Por otro lado, los panes de abejas mantienen un patrén de infeccion similar
siendo mayor en las abejas que consumieron el de la temporada de lluvias para ambas
especies de microsporidios (Fig. 3.4). Resalta, ademas, la baja infeccion que se detectd
en las abejas que consumieron P-S respecto a las otras dietas. En este sentido el nivel
de infeccion en el P-S fue 11 y 28 veces menor respecto al P-LL, para N. ceranae y N.

apis respectivamente.
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Figura 3.4 Cuantificacion relativa por PCR en tiempo real del nivel de parasitismo
de A: Nosema apis y B: Nosema ceranae en Apis mellifera alimentada con DB: dieta
base; J: jarabe de sacarosa al 50 %; P-S y P-LL: pan de abeja de la temporada de
sequia y de lluvias del estado de Yucatan, México. Los asteriscos marcan
tratamientos con un efecto significativo (p < 0.05) resultante de una regresioén lineal
teniendo como referencia las abejas saludables alimentadas con jarabe de
sacarosa.

3.5.  Supervivencia

El andlisis estratificado del modelo de riesgos proporcionales de Cox, que
permite evaluar el efecto de la nosemosis por cada dieta de forma independiente,

muestra que la enfermedad sélo influyé significativamente en el riesgo de muerte de las
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abejas alimentadas con P-S (Fig. 3.5). En este caso, las abejas enfermas tuvieron un
riesgo de muerte 3.6 veces mayor que las abejas saludables (Modelo de Cox,
p<0.0001). Sin embargo, el modelo estratificado no permite comparar entre dietas por lo

gue se complementé con el andlisis de Kaplan Meier.

A partir del estimador de la probabilidad de supervivencia se obtuvo que, a pesar
de que la DB disminuye (aunque no significativamente; Fig. 3.5) el riesgo de muerte de
las abejas enfermas, este fue el alimento mas letal para las abejas. Tanto en las abejas
infestadas como en las saludables que consumieron DB, el tiempo de supervivencia
media de seis y cinco dias respectivamente, se alcanza en el transcurso del bioensayo
(Fig. 3.6). Esta situacion no se presenta ni en abejas saludables alimentadas con P-S, ni
en abejas alimentadas con las otras dos dietas independientemente de su estado de
salud. De hecho, las abejas parasitadas con nosemosis con mayor probabilidad de
supervivencia al final del experimento, de 63.3 y 60.4 %, fueron las que consumieron P-
LL y JS respectivamente. A lo que se le aflade que no hubo diferencias significativas en
la supervivencia entre las abejas parasitadas que consumieron estas dietas (prueba de
Mantel-Cox, p=0.6).
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Figura 3.5 Analisis estratificado para la evaluacion del riesgo de muerte de Apis
mellifera infestadas por nosemosis al consumir cuatro dietas: DB: dieta base; J:
jarabe de sacarosa al 50 %; P-S y P-LL: pan de abeja de la temporada de sequia y
de lluvias, respectivamente, del estado de Yucatan, México. La linea vertical sefala
el valor de referencia del riesgo de muerte para cada dieta teniendo en cuenta la
ausencia de nosemosis.
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Figura 3.6 Efecto de cuatro dietas y la infeccion por nosemaosis en la supervivencia
de Apis mellifera del estado de Yucatan, México. Los datos muestran la probabilidad
de supervivencia y sus intervalos de confianza al 95 % en un periodo de 7 dias para
abejas con y sin hosemosis. Valores de p para la prueba de Mentel-Cox.

3.6. Composicion polinica del pan de abeja

Como parte del proceso del andlisis palinolégico se contaron en total 19,948
granos de polen, 1,930 de la temporada de sequia y 18,018 de la temporada de lluvias.
El analisis permitié diferenciar 28 morfotipos de granos de polen, de los cuales se

identificaron 23 familias de plantas y de estos solo en 19 casos se llegé a nivel de
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especies; cinco tipos permanecen por identificar en ambos niveles taxonémicos (Anexos
I y II). De dicho total, 17 morfotipos fueron detectados en el P-S de los cuales se
identificaron 14 familias y 10 especies. En el caso del P-LL se detectaron 11 tipos de
granos polen, identificAndose nueve familias e igual cantidad de especies. Ambas
muestras comparten tres tipos de granos de polen provenientes de las plantas
Leucaena leucocephala (Familia Fabaceae), Thouinia paucidentata (Familia

Sapindaceae) y un tercer tipo de polen proveniente de la familia Poaceae.

En correspondencia con el calendario apicola de la peninsula de Yucatan, la
especie mas abundante en el P-S fue Viguiera dentata o tajonal (Familia Asteraceae),
seguida por Gymnopodiun floribundun o Tsiits’ilché (Familia Polygonaceae)
representando el 68 y 12 % respectivamente, del total de granos de polen contados
para la temporada. En el caso del P-LL el taxbn mas abundante pertenece al género
Mimosa sp. la cual representa el 94.8 % de los granos de polen encontrados, seguida

por Bidens pilosa (Familia Asteraceae) que representd el 2.5 % de la muestra.

Para la evaluacion de los indices ecolégicos se utilizaron los morfotipos de
granos de polen identificados. A partir de estos analisis se encontré poca similitud en los
tipos de granos de polen que componen los panes de abeja de cada temporada
(Coeficiente de Similitud de Jaccard = 0.1). De acuerdo con lo mencionado previamente,
la temporada en la que hubo mayor dominancia de un tipo de polen fue en la de lluvias,
en la que la probabilidad de encontrar dos tipos de polen diferentes fue solo del 9.9 %,
respecto al 51 % de la temporada de sequia (indice Simpson, 1 - D). Lo anterior
coincide con el indice de Shannon-Weiner con el cual se obtuvieron cifras de 0.26 y
1.18 para las temporadas de lluvias y sequias respectivamente. Un valor de cero del
indice de Shannon-Weiner indica que la muestra evaluada esta compuesta por una sola
especie y en este caso confirma la predominancia del polen de las mimosas en la
temporada de lluvias. Todo esto confirma que la temporada de sequia es mas diversa

en cuanto a recursos florares disponibles para las abejas.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Teniendo en cuenta el posible efecto de la alimentacion en la resistencia a la
nosemosis en condiciones tropicales, en este trabajo se planteé como hipétesis que el
tipo de dieta influye de forma diferente en los indicadores de la capacidad de defensa de
A. mellifera infectada por nosemosis. A partir de lo cual, se espera que, en las abejas
enfermas alimentadas con dietas elaboradas con pan de abeja tengan mayor: i)
consumo de alimento, ii) peso de los cuerpos grasos, iii) expresion de los genes que
codifican para la Vg, la PPO y la GOX, iv) infeccidn por nosemosis y v) probabilidad de
supervivencia, que las abejas alimentadas con otro tipo artificial de dieta como el jarabe
0 un sustituto de polen. Sin embargo, la menor expresion de los tres genes de
resistencia inmune evaluados, asi como el menor peso del peso del cuerpo graso en las
abejas alimentadas con pan de abeja en comparacion con la DB, nos lleva a rechazar

dicha hipotesis.

Sin embargo, a pesar de que la respuesta de la mayor parte de los mecanismos
relacionados con la inmunidad evaluados en este trabajo fue mayor en las abejas con
nosemosis que consumieron la DB, estas abejas tuvieron menor probabilidad de
supervivencia que aquellas alimentadas con el P-LL. De igual forma, las abejas
enfermas que consumieron dicho pan de abejas tuvieron menor riesgo de muerte que
las alimentadas con el P-S. Entre estas dos ultimas dietas la Unica diferencia obtenida
fue en el caso de la Vg, pero no debido a un incremento de la expresion de esta
proteina en las abejas que consumieron P-LL, si no por una disminucion en 1.45 veces

de esta variable en las alimentadas con el P-S.

La actividad de la Vg esta relacionada con la resistencia al estrés oxidativo
(Seehuus et al.,, 2006) por lo que es posible que contribuya a la resistencia a la
nosemosis entre cuyos efectos esta el incremento del estrés oxidativo y la
desregularizacion de las enzimas para enfrentarlo (Dussaubat et al., 2012). De ahi que,

la disminucion de la expresion de la Vg puede haber sido la causa por la cual las abejas
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alimentadas con P-S tuvieron mayor riesgo de muerte, que aquellas alimentadas con el
de la temporada de lluvias. A pesar de esto, queda por determinar hasta qué punto
contribuye la Vg al enfrentamiento a la nosemosis ya que, en nuestro trabajo, aquellas
abejas enfermas que consumieron DB expresaron 2.6 veces mas Vg que las que

consumieron P-LL, pero fue la dieta que mayor mortalidad provoco.

4.1. Consumo de alimento

Aunque previamente se ha reportado que los sustitutos proteicos comerciales
tienen similar palatabilidad que el polen (DeGrandi-Hoffman et al., 2008), nuestros
resultados con la dieta casera publicada por van der Steen, (2007) indican lo contrario, y
concuerdan con Hdocherl et al., (2012). En este ultimo trabajo los autores tuvieron que
afiadirle mielato a la DB para aumentar su aceptacion por parte de las abejas debido a
su bajo consumo. Los ingredientes proteicos presentes en la dieta de van der Steen,
(2007) son utilizados comunmente en el desarrollo de los sustitutos proteicos del polen
(SAGARPA, 2004) mientras que, la adicidn del aceite de linaza se debi6 a que contiene
acido linoleico el cual es un isémero del componente fagoestimulante del polen: acido
trans, cis, cis-2,9,12-octadecatridénico (C1gHsz002; Hopkins, et. al., 1969; Starratt y Boch,
1971). Teniendo en cuenta los resultados negativos con esta dieta casera, es posible
que el isbmero no sea tan atractivo para las abejas como el CisH3002 en si. Aunque se
ha descrito que los lipidos del polen son los que tienen mayor actividad fagoestimulante
(Lepage y Boch, 1968; Doull, 1974), Schmidt, (1985) encontr6 que no todas las
fracciones lipidicas (segun su polaridad) son igual de atractivas para las abejas y
plantea la posibilidad de sinergia entre dichas fracciones. De ahi que quizas la
palatabilidad de la dieta de van der Steen, (2007) se pueda mejorar con la combinacién

de varios tipos de lipidos.

Por otro lado, se encontré que la nosemosis provoca un incremento, aunque no
significativo en nuestro caso, de la cantidad de alimento que consumen las abejas.
Aunque se esperaria que las limitaciones fisiolégicas ocasionadas por esta enfermedad
estimulen a las abejas a ingerir mas alimento para compensar las carencias provocadas
por dicho parasito, la usencia de diferencia en el consumo de polen entre abejas

saludables y enfermas ha sido reportado anteriormente (Jack et al., 2016). Sin embargo,
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se ha descrito una mayor ingesta de JS en abejas con nosemosis respecto a aquellas
saludables (Naug y Gibbs, 2009; Martin-Hernandez et al., 2011). Por tanto, es posible
gue la disolucion del pan de abeja en JS pudo haber incrementado el consumo de esta
dieta proteica. De hecho, en nuestros resultados se observan patrones muy similares de
consumo de estas tres dietas. Sin embargo, puede que nuestro pequefio tamafio
muestral (4 réplicas por tratamiento) haya contribuido a no encontrar diferencias en el

consumo entre abejas infestadas y saludables.

Por otro lado, la reduccién en el consumo por dia predicha por el modelo
coincide con lo reportado por Pernal y Currie, (2000). Durante los primeros 15 dias de
vida las abejas son nodrizas y requieren de alimento en cantidad y calidad suficiente
para el desarrollo de las glandulas hipofaringeas, con las cuales producen jalea real. En
vida libre, se ha registrado que el consumo de polen aumenta a partir del dia en que la
abeja emerge alcanzando un pico entre los 4-9 dias, momento a partir del cual
comienza a disminuir pero se mantiene hasta los dias 15-18 (Crailsheim et al., 1992).
Sin embargo, cuando estan enjauladas las abejas regulan su ingesta de proteinas vy
carbohidratos (Altaye et al., 2010), probablemente debido a la ausencia de reina y cria
para alimentar lo que reduce la demanda de produccion de jalea real en la abeja nodriza

y por consiguiente disminuye su necesidad de incrementar la ingesta de alimento.

4.2. Efecto del tipo de dieta en los mecanismos de defensa

Aunque en este trabajo no se evaludé la calidad nutricional del alimento
suministrado, este es un aspecto fundamental a tener en cuenta. En nuestro caso, a
pesar de que las abejas fueron alimentadas con pan de abeja polifloral, si se observo la
predominancia del polen de las familias Fabaceae y Asteraceae en los panes de abeja
de las temporadas de lluvias y sequia respectivamente. En este sentido, a pesar de que
la disponibilidad de nutrientes varia entre especies de la misma familia, a partir de su
aporte proteico, el polen de las fabaceas se considera de mayor valor nutritivo (23 %;
Liolios et al., 2015) que el de las asteraceas (18 %; Telleria et al., 2019). Mientras que,
si tenemos en cuenta el porcentaje de proteinas presente en los ingredientes de la DB
(Tabla 4.1), su aporte proteico es del 27 %, el cual se encuentra en el rango sugerido

como optimo para el polen (23-30%, Herbert et al., 1977).
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Tabla 4.1 Aporte proteico de los ingredientes de la dieta base

Proporcién de Contenido proteico  Aporte proteico

Componente masa total (g) (%) @)
43.96
Harina de soja 0.143 (Machado et al., 0.06
2008)
. 47.19
Harina de levadura 0.095 (Caballero-Cérdoba 0.04
de cerveza y Sgarbieri, 2000)
Caseinato de calcio 0.152 (BraunggOZO) 0.14
Proteina de suero 0.038 72 0.03
(whey protein) (Morr y Ha, 1993) '
Jarabe de Sacarosa
(50% peso/volumen) 0.476 - -
en agua potable
Aceite de linaza 0.095 - -
Total 0.999 - 0.27

Por tanto, es posible que los niveles de expresion de la Vg obtenidos en este
trabajo sean el reflejo de un incremento del contenido proteico entre dietas, elemento
nutricional que afecta positivamente los niveles de Vg en la hemolinfa (Bitondi y Simdes,
1996). De igual forma el peso del cuerpo graso se ve afectado de forma positiva por el
contenido proteico de la dieta (Alaux et al., 2010). Sin embargo, en nuestro trabajo dicho
nutriente no parece estar incidiendo de manera muy marcada, debido al bajo
incremento registrado en las abejas que consumieron el pan de abejas. De ahi que, es
posible que la deficiencia de otros nutrientes como los lipidos (Toth, 2005) o una
demanda de polen superior a la disponibilidad de la dieta hayan incidido en el peso de

dicho érgano.

Por otro lado, suponiendo que cada vez que el gen de la PPO se expresa en
abejas enfermas tiene como resultado final una proteina activa, nuestros resultados
coinciden con Di Pasquale et al., (2013). Estos autores encontraron que la nosemaosis
provoca un incremento de la actividad de la fenoloxidasa en abejas alimentadas con
jarabe, pero no asi en las alimentadas con polen. Aunque en dicho trabajo no evaluaron
el nivel de infeccidon es posible que este incremento se deba a un alto nivel de

parasitismo por N. ceranae como el encontrado en nuestros resultados en las abejas
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privadas de dietas proteicas. Por otro lado, la carencia de efecto de la mayoria de las
dietas de polen también fue reportado por Alaux et al., (2010), quienes sélo encuentran
un ligero efecto positivo en una dieta de polen con 23.6 % de proteinas. En caso de que
el contenido proteico incremente la expresién o la actividad de la fenoloxidasa en abejas
como en otros insectos (Lee et al., 2006; 2008) esta podria ser la causa por la cual en
nuestros experimentos, las abejas que consumieron el sustituto proteico del polen
presentaron mayor expresién de esta enzima. No obstante, son necesarias mas
investigaciones para determinar el efecto de la dieta y las enfermedades en la PPO en

A. mellifera.

Los altos niveles de expresiéon de la GOX en las abejas que consumieron DB
pueden deberse al efecto positivo del contenido proteico de la dieta en esta enzima
(Alaux et al., 2010). En el caso de las abejas alimentadas con JS, la alta expresion de la
GOX puede estar relacionada con la conjuncion de los siguientes aspectos: i) la
actividad de la GOX incrementa con la edad de la abeja (Ohashi et al., 1999; Alaux et
al., 2010) y el comienzo del forrajeo esta influido por ii) la pérdida de lipidos (Ament et
al., 2011) vy iii) la nosemosis (Natsopoulou et al., 2016; Fleites-Ayil et al., 2018). Por
tanto, el bajo peso de los cuerpos grasos y los altos niveles de parasitismo por N.
ceranae pudieron haber provocado que las abejas que consumieron jarabe fuesen mas
“viejas” desde el punto de vista fisioldgico y como respuesta natural, incrementé la

expresion de la GOX.

4.3. Nivel de infeccién

Otro aspecto interesante y contrastante respecto al P-S fue el bajo nivel de
infeccién que tuvieron las abejas que lo consumieron. Este fue de 11 y 28 veces menor
respecto al P-LL, para N. ceranae y N. apis respectivamente. Viguiera dentata y Bidens
pilosa, las especies de asterdceas presentes en los panes de abejas evaluados han
sido ampliamente evaluadas por su importante actividad biolégica y presencia en la
medicina natural y tradicional de los pueblos latinoamericanos. Se ha comprobado por
ejemplo, que el extracto metandlico de las hojas de V. dentata tiene actividad inhibitoria
del crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides, el hongo que provoca antracnosis en

el aguacatero (Peraza-Sanchez et al.,, 2005). A lo que se le aflade que sus aceites
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esenciales y la fraccion hexanica del extracto metandlico de las partes aéreas de la
planta, tienen actividad antimicrobiana y antifingica (Canales et al., 2008). Mientras
que, diferentes extractos de B. pilosa tienen actividad inhibitoria del crecimiento de
Plasmodium falciparum (causante de la malaria) in vitro (Brand&o et al., 1997). Ademas,
Deba et al., (2008) encontraron actividad antifiungica en los aceites esenciales y los
extractos acuosos de B. pilosa. Por lo que no se puede descartar la posibilidad de que

el polen de estas plantas tenga actividad antinosémica.

Ademéas las asterdceas presentan lactonas sesquiterpénicas, las cuales
conforman un grupo de terpenoides con importancia taxonémica en la familia (Seaman,
1982) pero que tienen, entre otras, actividad citotoxica (Yang et al., 2007), antitumoral
(Li et al., 2020), antihelmintica (Pefia-Espinoza et al., 2020), tripanocida (Sosa et al.,
2020), antiinflamatoria y antibacteriana (Jiang et al., 2020). Estas sustancias se han
detectado en la subfamilia Asteroideae (a la cual pertenecen B. pilosa y V. dentata) con
actividad antiparasitaria, insecticida y antiviral (Chen et al., 2020). Por lo que es posible
que hayan lactonas sesquiterpénicas en el polen de B. pilosa y V. dentata, al igual que
en Parthenium hysterophorus (Asteroideae; Jayanth et al., 1993) que tengan algun

efecto fungicida contra las esporas de Nosema.

A partir de lo anteriormente planteado se puede teorizar que las sustancias
presentes en polen de las asteraceas del P-S disminuyeron la vitalidad de las esporas
de Nosema spp.: i) en el alimento antes que las abejas lo consumieran, ii) dentro del
estbmago de las abejas, o iii) que ocurrieran las dos situaciones mencionadas.
Cualquiera de estos casos seria indicativo de que puede existir alguna sustancia(s) en
el pan de abeja de la temporada de sequia que haya afectado a las esporas de
Nosema. Incluso no se puede descartar este posible efecto en el P-LL, en el que
también hubo polen de asterdceas y el nivel de infeccibn en las abejas que lo
consumieron fue menor a las que alimentadas con JS y DB para ambas especies de
Nosema. De ahi que un posible efecto antinosémico del polen de plantas tropicales,
podria ser la causa por la cual esta enfermedad no provoca serios problemas en la

apicultura de la region.

Por otro lado, el mayor nivel de infeccién por N. ceranae en abejas alimentadas

con JS no coincide con resultados previamente reportados en infecciones mixtas a los
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siete dias después de la inoculacion (Charbonneau et al., 2016). Forsgren y Fries
(2010) encontraron gue el incremento de la cantidad de esporas de N. ceranae es mas
lento que el de N. apis durante los primeros 11 dias en abejas inoculadas con igual
cantidad de esporas de ambas especies. Por lo cual se esperaria una menor presencia
N. ceranae que de N. apis en abejas jovenes, de ahi que es posible que la mayor
infeccion por N. ceranae encontrada en este trabajo en abejas alimentadas con JS, se
deba a las proporciones de esporas de cada especie de microsporidios en el in6culo
(Forsgren y Fries, 2010; Milbrath et al., 2015), factor que no fue evaluado inicialmente. A
la vez, la reproduccion mas lenta de N. ceranae puede que haya favorecido inicialmente
la r4pida multiplicacion de N. apis cuando las abejas fueron alimentadas con DB, ya que
las dietas proteicas propician el incremento del nimero de esporas de ambas especies
de microsporidios (Rinderer y Dell Elliott, 1977b; Jack et al., 2016). No obstante, a largo
plazo (>12 dias después de la infeccion) los niveles de deteccion de ambas especies
tienden a ser semejantes (Forsgren y Fries, 2010; Williams et al., 2014; Charbonneau et
al., 2016).

4.4,  Supervivencia

A excepcion de las abejas alimentadas con DB, no se observé diferencia entre
dietas en la supervivencia de las abejas saludables. De hecho, los resultados de este
trabajo no coinciden con van der Steen (2007) quien evalla el efecto de la DB y la
presencia y ausencia de polen almacenado en la colmena, en la longevidad de las
abejas. Este autor reporta que las abejas en vida libre alimentadas con la DB vivieron
mas (25 dias) en comparacién con las que se alimentaron de forma natural (16 dias) y

las que fueron privadas de polen (16 dias).

Sin embargo, Hocherl et al., (2012) al hacer un experimento similar usando DB,
una mezcla de polen de diferentes origenes y polen de maiz, encontraron que la dieta
artificial tuvo un efecto negativo en la capacidad de produccion de nueva cria en las
colmenas asi como en la eclosién de los huevos y la emersion de las abejas adultas.
Esto ultimo implica problemas nutricionales de las abejas nodrizas al no poder producir
jalea real de suficiente calidad para alimentar a la reina y las larvas. En este sentido

Hocherl et al.,, (2012) encuentran muy bajas concentraciones de los aminoéacidos
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esenciales para las abejas en la DB respecto a los dos tipos de polen utilizados.
Caracteristica que puede ser la causa de la baja probabilidad de supervivencia obtenida
en nuestros experimentos a pesar de incrementar la expresion de los genes de la
inmunidad y el peso del cuerpo graso. Aspecto que resalta que no solo se puede tener

en cuenta el aporte proteico de una dieta para evaluar su calidad (Liolios et al., 2015).

Los experimentos de van der Steen (2007) se llevaron a cabo con abejas en vida
libre mientras que el presente trabajo se realizé6 con abejas confinadas. En
concordancia con las posibles repercusiones que puede tener el encierro en la
supervivencia y consumo de alimento de las abejas, Williams et al., (2013) reconocen la
necesidad de evaluar la capacidad nutricional de esta dieta sustituta del polen en abejas
confinadas. A partir de nuestra experiencia y lo reportado por Hocherl et al., (2012) se
puede plantear que el sustituto del polen recomendado por van der Steen, (2007) y
Williams et al., (2013) no tiene la suficiente calidad para ser utilizado, al menos, en la

alimentacién de abejas enjauladas.

Por otro lado, se ha documentado que el polen de algunas especies de plantas
de la familia Asteraceae tienen bajo contenido proteico (Tasei y Aupinel, 2008; Liolios et
al., 2015) o son deficientes en aminoacidos esenciales (Loper y Cohen, 1987;
Somerville y Nicol, 2006). A lo que se le afiade la incapacidad de A. mellifera de digerir
completamente el polen de algunas asteraceas como por ejemplo del Diente de Leon
(Taraxacum officinale; Peng et al., 1985). Lo cual es posible que sea el motivo de la
reduccién de la longevidad y la capacidad de criar de A. mellifera alimentada con el
polen de dicha planta (Knox, Shimanuki y Herbert, 1971; Loper y Berdel, 1980b). Por
tanto, si los mecanismos de la inmunidad y la supervivencia dependen de la calidad del
alimento y su digestibilidad, entonces las abejas enfermas por nosemosis que
consumieron el P-S podrian haber enfrentado un desafio triple: la presencia de
parasitos que destruyen el epitelio digestivo que, por tanto, dificultan la absorcién de un

alimento de por si pobre y de dificil digestion.

Por dltimo, se debe tomar con cautela la aparente ausencia de efecto de la
nosemosis en el riesgo de muerte de las abejas que consumieron JS y P-LL. La no
significancia de este resultado se debe a que el alfa del modelo es 0.05, por tanto, una

modificacion de este valor probablemente haria significativo el efecto de la enfermedad
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en estas dietas. Ademés, la superposicion con el valor de referencia (Fig. 3.5)
representa sélo el 5.23 y 7.64% del rango de probabilidades de riesgo de muerte para
las respectivas dietas antes mencionadas. De ahi que es probable que si haya un
efecto significativo de la enfermedad en el riesgo de muerte el cual debe ser mayor para

las abejas que consumieron JS (Di Pasquale et al., 2013).

4.5. Composicion polinica del pan de abeja

Aunque la temporada de sequia tuvo un menor indice de dominancia respecto a
la de lluvias, ello no implica la ausencia de este fenomeno. De hecho, la predominancia
de un tipo de polen por temporada en la dieta natural de A. mellifera ha sido
previamente reportado por Avni, Dag y Shafir, (2009), quienes encontraron que la
especie dominante puede representar entre el 22 y el 94% de la muestra durante un
periodo de muestreo. En nuestro caso prevalecieron el polen de las familias Asteraceae
y Fabaceae en las temporadas de sequia y lluvias respectivamente, los cuales
representaron el 68.86 % y el 96.88 % de las muestras correspondientes. Esto a pesar
de las mas de 100 de especies de plantas que se ha descrito visitan tanto las abejas

europeas como africanizadas en la peninsula de Yucatan (Villanueva, 1999).

No obstante, la prevalencia de las familias Asteraceae y Fabaceae ha sido
registrada previamente en el acopio de polen de las abejas de otras regiones (Andrada
y Telleria, 2005; Dimou y Thrasyvoulou, 2007). De igual forma ha sido documentado el
contraste entre la biodiversidad local y la variedad de tipos de polen acopiados por las
abejas europeas. Por ejemplo, en Israel, donde se han registrado 2371 plantas
silvestres, las abejas por periodo de muestreo colectan polen proveniente de 5 a 20
especies (Avni et al.,, 2009). Mientras que, en la regiébn de Caldenal, Argentina, se
encontré que de 139 especies florecidas en dos periodos apicolas, las abejas visitaron
29 de las cuales solo 16 representaron mas del 1 % de la muestra (Andrada y Telleria,
2005). Lo cual sugiere que, independientemente del paisaje que rodee la colmenay de
ser una especie generalista, las abejas meliferas son selectivas al escoger las fuentes

de alimento.
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Existen fortalezas y limitaciones en los bioensayos con abejas enjauladas en
lugar de colmenas. EIl principal inconveniente es que no se tienen en cuenta las
interacciones entre las castas de la colmena, asi como entre las propias abejas obreras
de diferentes edades. A lo que se le aflade que las abejas son alimentadas con dietas
gue ellas no consumen en condiciones naturales. Todo lo cual puede afectar la
conducta natural de los individuos experimentales, como por ejemplo la ingesta de
alimento, con las consiguientes repercusiones en el metabolismo y el sistema inmune.
Sin embargo, los bioensayos eliminan el sesgo que introduce la variabilidad entre
colmenas en cuanto a disponibilidad de alimento, cantidad de individuos y la genética.
Por tanto, los resultados son interpretados teniendo en cuenta dichos aspectos, pero

con la vision que puedan ser extrapolados a la realidad apicola de Yucatan.

La apicultura del siglo XXI enfrenta el reto de condiciones climéaticas mas
agresivas y extremas, la pérdida de la biodiversidad, la fragmentacion de ecosistemas
naturales y la aparicion de nuevas enfermedades, condiciones que ponen en riesgo la
realizacion de dicha actividad. Una medida paliativa ha sido el estudio de las
necesidades nutricionales de las abejas y el consecuente desarrollo de suplementos
nutricionales que garanticen una buena nutricibn de las abejas. Sin embargo, no
siempre, los productos artificiales resultantes de mezclas aditivas de materias primas
gue en teoria cumplen con lo deseado, logran igualar la calidad del alimento natural. En
nuestro estudio la mayor mortalidad se registré en aquellas abejas, tanto sanas como
enfermas, que fueron alimentadas con el sustituto proteico del polen. Por tanto, la
utilidad de esta dieta como complemento de la nutricibn natural de colmenas de A.
mellifera debe evaluarse ya que, pero por si sola no cubre las necesidades nutricionales
de la especie. A lo que se le afiade su baja calidad como sustituto del polen para abejas

enjauladas en condiciones experimentales.

Por otro lado, se plantea que una dieta variada a partir de la combinacion de
diferentes tipos de polen, puede suplir los requerimientos nutricionales de las abejas vy,
por tanto, otorgarles mayor capacidad de defensa frente a agente estresante o
patégeno. Sin embargo, nuestros resultados muestran que las abejas pueden colectar y
por tanto consumir combinaciones desproporcionadas de diferentes tipos de polen, en

las cuales la calidad del polen predominante parece tener un rol importante. Lo que
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implica, por tanto, que no todas las combinaciones de polen acopiadas en ambientes
naturales en un momento dado son ideales. Pero una colmena dispone para su
alimentacion, tanto del polen recién colectado como de las reservas de pan de abeja. A
partir de lo cual se deriva y refuerza la importancia de propiciar una abundante reserva
de pan de abeja en la colmena, asi como de estudiar el aporte nutricional del polen de
las principales plantas de interés apicola de cada regién y temporada, con vistas a la
propagacion de aquellas que contribuyan a cubrir dptimamente los requerimientos

nutricionales de la colmena.
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

— Las abejas con nosemosis que consumieron dieta base tuvieron mayor
expresion de los genes de la vitelogenina, la profenoloxidasa y la glucosa oxidasa, asi
como mayor peso del cuerpo graso, en comparacion con las abejas alimentadas con

pan de abeja

— Las abejas parasitadas por nosemosis que consumieron pan de abeja de la
temporada de lluvias tuvieron mayor probabilidad de supervivencia que las alimentadas

con dieta base y pan de abeja de la temporada de sequia

— A pesar de tener baja probabilidad de supervivencia, las abejas alimentadas con
pan de abeja de la temporada de sequia presentaron los menores niveles de infeccion

para ambas especies de Nosema

— EIl pan de abejas colectado en la temporada de sequia (febrero de 2019) del
estado de Yucatan fue més diverso que el de la temporada de lluvias (agosto de 2019)

de la misma regién
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5.2. PERSPECTIVAS

La presente investigacion constituye a juicio de los autores el primer esfuerzo
para evaluar el efecto de la dieta natural de A. mellifera en su capacidad de resistencia
a las enfermedades en ambientes tropicales. Nuestros resultados permitieron identificar

nuevas preguntas para futuras investigaciones:

— ¢Es mas importante la calidad de un tipo de polen predominante en una mezcla
de pan de abeja que la diversidad de especies que lo componen, en la

resistencia a la nosemosis?

— En caso positivo: ¢ Cudl es el umbral a partir del que deja de tener efecto la

calidad del polen predominante?

— ¢ Existen sustancias con actividad antinosémica en el polen de Bidens pilosa o

Viguiera dentata?

— En caso positivo ¢,Cuales son esas sustancias y como afectan a Nosema?
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ANEXOS

ANEXO 1.

Tipos de granos de polen identificados en el pan de abejas de tres colmenas del apiario “Los africanos” de la Universidad
Autonoma de Yucatan, Mérida, colectado el mes de febrero (temporada de sequia de la regién)

Tipo o Nombre Nombre Mes de Temporada ,
de Familia D ., de Foto Porcentaje
cientifico comun colecta .
polen floracion
1 Asteraceae Viguiera Tajonal Febrero Noviembre- 68.29
dentata marzo
Gymnopodium e i s Diciembre-
2 Polygonaceae floribundum Ts'iits’ilché | Febrero junio 12.28
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3 Desconocido - - Febrero - 4.04
4 Arecaceae - - Febrero - 5.08
5 Asteraceae Trixis inula Yaax k an Febrero Agos_to- 0.57
aak abril
7 Bombacaceae Ceiba Ceiba Febrero Diciembre- 0.05
pentandra febrero
8 Fabaceae Febrero Falta foto 0.10
10 Convolvulaceae - - Febrero - 0.10
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11 Fabaceae Leucaena Huaxin Febrero T0d~0 el 2.23
leucocephala afo
Thouinia Marzo,
12 Sapindaceae . K an chunauo | Febrero Julio- 0.57
paucidentata L
diciembre
13 Ulmaceae Trema Sak pixooy | Febrero Tod~o el 0.05
micrantha ano
14 Moraceae Cecropia K aaxil Febrero T0d~0 el 0.16
peltata afo
15 Fabaceae Mimosa sp. - Febrero - 0.05
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5.60

0.05

16 Convolvulaceae | Merremia sp. Febrero
17 Desconocido - Febrero
Febrero
18 Poaceae - y
agosto
19 Desconocido - Febrero

0.10

0.67
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ANEXO II.

Tipos de granos de polen identificados en el pan de abejas de tres colmenas del apiario “Los africanos” de la Universidad
Auténoma de Yucatan, Mérida, colectado el mes de agosto (temporada de lluvias de la region)

Tipo o Nombre Nombre Mes de Temporada .
de Familia N . de Foto Porcentaje
cientifico comun colecta L
polen floracion
11 Fabaceae Leucaena Huaxin Febrero Tod~o el 0.05
leucocephala afo
- , Marzo,
12 Sapindaceae Thpumla K an Febrero Julio- 0.01
paucidentata chuntuo o
diciembre
Febrero
18 Poaceae - - y - 0.09
agosto
20 Fabaceae Acacia gaumeri ,BOX. Agosto Julio 1.98
kaatsim ‘
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Fabaceae Mimosa sp. - Agosto - ) Q‘@ . 94.85
LR
2 o o ¢
Asteraceae Bidens pilosa K&n muul | Agosto Tzdﬁcz)el 2.58
Desconocido - - Agosto - 0.06
Amaranthaceae | Amaranthus sp. - Agosto - 0.16
Euphorbiaceae | Croton fragilis | Taan che” | Agosto F?Errl?;o' 0.05
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0.03

0.04

0.01

27 Verbenaceae St_achytarph_eta Agosto
jamaicensis
28 Convolvulaceae | Ipomea carnea kerelil, Agosto T0d~0 el
choko kat afio
29 Desconocido - - Agosto -
Neomillspaughia Marzo-
30(5) Polygonaceae emarginata Sak itsa Agosto ~ mayoy
julio-agosto
: - N , Abril-
31(32) | Sapindaceae Talisia floresii k'oolok Agosto
agosto

0.09

0.01
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