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RESUMEN

El apicultor, para mantener la colmena y estimularla antes de que inicie la temporada de
floracion, le administra jarabe de alta fructosa o jarabe de azlcar, que Unicamente
contienen carbohidratos. El jarabe, comparado con la miel, es una sustancia pobre para
la abeja ya que sélo aporta energia, aunque con ella se logra un estimulo para
incrementar la postura de la reina o para evitar que la colonia sufra hambruna. Existen
también suplementos proteicos que ayudan a mantener la colmena aportandole
proteinas, acidos grasos y vitaminas necesarios para su mantenimiento de la colmena
en época de escasez. En colonias de abejas determinadas por técnicas morfométrica y
molecular como Apis mellifera scutellata haplotipo Al, se administraron como
suplemento alimenticio mezclados con jarabe de azucar el metabolito acido p-cumarico
(CUM), importante por sus efectos antioxidantes, y acido abscisico (ABA), que promueve
respuestas de inmunidad innata en abejas, asi como la combinacién de estas sustancias
(ABACUM), y jarabe como testigo. A lo largo de tres meses, se contd el nimero de
celdas con cria y reservas de miel y polen, la concentracidon de hemocitos en abejas
obreras y se monitorearon los principales parasitos de las abejas en México: Varroa
destructor y Nosema ceranae. Se postula que ABA y CUM no tienen efecto en la
ovipostura de la reina, manifestada como namero de celdas con cria, al menos en las
dosis que se manejaron pues con la administracion de jarabe, tratamiento testigo, no se
observaron diferencias significativas respecto a los otros tratamientos; sin embargo, si
hubo diferencias significativas a lo largo del tiempo en la suma de las variables cria
abierta y cerrada (p<0.0001) y en la variable reservas de alimento (p<0.0001). Con
respecto al monitoreo de V. destructor durante la administracion de ABA 'y CUM y la

mezcla de ambos metabolitos, no hubo diferencias significativas a lo largo del trabajo;



sin embargo, los nucleos lograron desarrollarse, lo que se explica por el tipo de abejas
(africanizadas), ya que se ha comprobado la tolerancia que tienen contra este acaro. No
se observaron diferencias significativas en los pardmetros para evaluar la infeccion por
N. ceranae (intensidad, prevalencia y abundancia); sin embargo, si hubo diferencia
significativa a través del tiempo: intensidad (p<0.0001), prevalencia (p<0.0001) vy
abundancia (p<0.0001). Esta diferencia se caracteriz6 por una disminuciéon drastica de
esporas entre el inicio y el fin del estudio, lo cual se asoci6 con el inicio de la floracién y
el desarrollo de la colmena. La cantidad de hemocitos a lo largo del experimento no
mostro diferencia significativa entre tratamientos, pero si hubo aumento de hemocitos

entre la primera y la Ultima evaluacién (p<0.0001).

Palabras clave: abejas africanizadas, suplemento alimenticio, antioxidantes, inmunidad.
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ABSTRACT

To maintain the hive and stimulate it before the flowering season begins, the beekeeper
provides it high fructose syrup or sugar syrup, which only contain carbohydrates. The
syrup, compared to honey, is a poor substance for the bee because it only provides
energy, although with it provides a stimulus to increase the egglaying of the queen or to
prevent the colony from starving. There are also protein supplements that help maintain
the hive by providing proteins, fatty acids and vitamins necessary for nest maintenance
in a time of scarcity. In bee colonies by morphometric and molecular techniques as Apis
mellifera scutellata haplotype Al, a food supplement was administered, it was a mix of
sugar syrup with either p-cumaric acid (CUM), important for its antioxidant effects, or
abscisic acid (ABA), which promotes innate immunity responses in bees, as well as
combined CUM and ABA. Over the course of three months, the number of cells with brood
and food reserves and the concentration of hemocytes in worker bees were estimated.
Besides, the main parasites of bees in Mexico were monitored: Varroa destructor and
Nosema ceranae. It is postulated that ABA and CUM have no effect on the egglaying by
the queen, manifested as the number of cells with brood, at least in the doses that were
administered, since after the administration of syrup, control treatment, no significant
differences were observed from the other treatments. There were significant differences
over time in the sum of the open and closed brood (p< 0.0001) and in food reserves
(p<0.0001). Regarding the monitoring of V. destructor, the administration of ABA, CUM
and the mixed metabolites did not result in significant differences; however, the nuclei
managed to develop, a fact explained by the strain of bees (africanized) since their
tolerance against this mite has been proven. No significant differences were observed in

the parameters for evaluation of N. ceranae infection (intensity, prevalence and



abundance). However, there was a significant difference over time: intensity (p< 0.0001),
prevalence (p< 0.0001) and abundance (p< 0.0001); this difference was characterized by
a drastic decrease in spores between the beginning and the end of the study, which was
associated with the onset of flowering and the development of the hive. The number of
haemocytes throughout the experiment showed no significant difference between

treatments.

Key words: Africanized bees, food supplement, antioxidants, immunity.
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I. INTRODUCCION

La abeja melifera occidental, Apis mellifera, es originaria de Europa y fue introducida al
Continente Americano por colonizadores europeos en el siglo XVII (Labougle y Zozaya,
1986). En el afo 1956 se introdujeron reinas Apis mellifera scutellata en Brasil
procedentes del sur del Continente Africano (Kerr, 1967). Las abejas de origen africano
llegaron a México en 1985, luego de un proceso invasivo que las llevé a establecerse

ampliamente en Centro y Sudamérica (Moffett et al. 1987).

Es importante suplementar con algo mas que carbohidratos a la colmena en época de
escasez, ya que se corroboré que abejas suplementadas con polen tenian una mayor
cantidad de vitelogenina en el cuerpo, mayor inmunidad celular y mayor cantidad de
aminoécidos y proteinas tanto en el intestino como en la hemolinfa (Goblirsch et al., 2013;
Azzouz-olden et al., 2018).

El &cido abscisico (ABA) es un componente natural presente en la miel que induce la
produccion de acido nitrico (HNO3) (Bruzzone et al., 2007; Lipp, 1990; Negri et al., 2015;
Tossi et al., 2012), el cual juega un papel de sefalizacion para la cicatrizacién de heridas,
respuestas de encapsulacion, activacion de la formacién de melanina y reconocimiento
de agentes extrafios (Negri et al., 2013, 2014, 2015). El acido p-cuméarico (CUM), un
compuesto de acido hidroxicinamico, se ha reportado que tiene efectos antioxidantes
(Zang et al., 2000; Isidorov et al., 2009; Chiremba et al., 2012; Buitimea-Cantua et al.,
2018; Cha et al., 2018). EI CUM se ha encontrado en polen, pan de abeja y propéleos
(Kumazawa et al., 2004, Jorge et al., 2008; Isidorov et al., 2009; Was et al., 2017). Mao
et al. (2013) mostraron evidencia de que el CUM contenido en polen y miel desarrolla la
expresion de genes de desintoxicacion en A. mellifera, lo que promueve la tolerancia

frente a los plaguicidas.



ll. REVISION DE LITERATURA

La miel es una mezcla viscosa compleja de hidratos de carbono simples (glucosa y
fructosa, principalmente), enzimas (invertasa, sacarasa, dextrasa, diastasa, glucosa
oxidasa), vitaminas (tiamina, riboflavina, acido ascérbico, piridoxina, acido pantoténico,
acido nicotinico), aminoacidos, acidos grasos, minerales (calcio, fésforo, potasio, sodio,
cloro, magnesio), sustancias aromaticas, pigmentos, cera y granos de polen (Dadant et
al.,, 1975; White Jr. et al., 1962; Zappi et al., 2018). Recientemente se comprobé la
importancia de suplementar con algo mas que carbohidratos a la colmena en época de
escasez, cuando se corrobord que abejas suplementadas con polen tenian una mayor
cantidad de vitelogenina en el cuerpo, mayor inmunidad celular y mayor cantidad de
aminoacidos y proteinas tanto en intestino como en hemolinfa (Goblirsch et al., 2013). Al
inocular a un grupo de abejas infectadas con Nosema apis, se observo que las abejas
gue Unicamente se suplementaron con carbohidratos desarrollaban estrés por hambre,

lo que ocasion6 dafio en el ADN en células infectadas (Azzouz-olden et al., 2018).

Abejas meliferas establecidas en México

La abeja melifera occidental, A. mellifera, es originaria de Europa y llegé al Continente
Americano gracias a los colonizadores europeos en el siglo XVII (Labougle y Zozaya,
1986). En el aflo 1956 se introdujeron reinas Apis mellifera scutellata en Brasil
procedentes del sur del Continente Africano (Kerr, 1967), pero un accidente ocasiond
gue descendientes de esas reinas africanas se esparcieran progresivamente en el

Continente Americano (Rinderer et al., 1991).

Las abejas de origen africano llegaron a México en 1985 (Winston, 1992), si bien Moffett
et al. (1987) encontraron que los primeros enjambres de abejas africanizadas llegaron a
México por Chiapas a finales de 1986. Smith et al. (1989) afirmaron que hacia 1989 cerca
del 97% de las colonias en Brasil, Venezuela, Honduras y México tenian ADNmt
caracteristico de A. m. scutellata. Quezada-Euan (2007), por medio de técnicas
morfométricas y moleculares, identifico mayor cantidad de genes africanos en colmenas

de la costa del Golfo de México a diferencia de poblaciones del Altiplano y costa del



Pacifico, debido a las condiciones humedas y grandes floraciones que hay en el Golfo
de Meéxico. Dominguez-Ayala et al. (2015) confirmaron que en climas tropical y
subtropical en México las colonias con abejas africanizadas son predominantes. En dos
estudios en los que Nielsen et al. (2000) y Clarke et al. (2002) analizaron la frecuencia
de haplotipos europeos y africanos en diferentes regiones en México, mostraron cémo
afecta el clima y el ambiente para que se establezcan poblaciones con predominancia
africana, asi como la oportunidad de una mezcla genética con abejas europeas locales
en las diferentes regiones de México, pues la abeja africanizada se desarrolla mejor en

climas célidos, mientras que en climas templados predomina la abeja europea.

Se conocen cinco linajes evolutivos de la especie Apis mellifera: A, incluye las
subespecies africanas adansonii, unicolor, capensis, monticola y scutellata; M, incluye
subespecies de Europa occidental como mellifera, iberica, sahariensis, major e
intermissa; C, conformado por abejas de Europa del este como ligustica, carnica,
macedonica, cecropiay sicula; el linaje O incorpora las subespecies de Oriente proximo
como meda, anatoliaca, syriaca, cipria y adami; por ultimo, el linaje Y, incluye la
subespecie yemenitica de Etiopia (Franck et al., 2000). Una herramienta para la
caracterizacion de los linajes de abejas es el patron de restriccion Dral del ADNmt en la
region COI-COII (Garnery et al., 1993; Franck et al., 2000).

Las abejas africanizadas A. m. scutellata tienen mayor afinidad por la recoleccion de
polen que de néctar. Danka et al. (1987) compararon la proporcion de abejas
pecoreadoras destinadas a la recoleccion de polen entre colonias africanizadas y
europeas en Venezuela y encontraron que por arriba del treinta por ciento de las abejas
africanizadas, contra el quince por ciento de las abejas europeas, recolectaron polen.
Fewell y Bertram (2002) obtuvieron resultados similares en Arizona, Estados Unidos de

Ameérica.

Las abejas africanizadas toleran méas ciertas enfermedades en comparacion con las
abejas europeas, debido principalmente a una mayor expresion del comportamiento

higiénico (detectar y remover cria muerta o enferma), de acicalamiento (comportamiento



de las abejas en retirar &caros de sus cuerpos usando patas y mandibulas) y a una menor

posibilidad de una invasion y reproduccion de agentes patégenos (Nganso et al., 2017).

Parasitos y patdgenos de las abejas

Las abejas conforman grandes colonias, pues son insectos sociales, lo que conlleva a
condiciones 6ptimas para que alojen parasitos y haya una transmision horizontal, ya que
el nido es un ambiente que incuba a miles de posibles huéspedes (Schmid-hempel,
2005).

Nosema spp.

Microsporidia, un grupo de parasitos unicelulares relacionados con el reino Fungi, son
parasitos intracelulares obligados que pueden afectar tanto a invertebrados como a
vertebrados (Vavra y Lukes, 2013). Apis mellifera es afectada por dos microsporidios del
mismo género: Nosema apis y Nosema ceranae, los que causan la enfermedad llamada
nosemosis (Smith, 2012; Fries et al., 2013). En México N. apis se reportd por primera
vez en 1980 (Guzman-Novoa, 1981) y N. ceranae esta presente desde 1995 (Guerrero-
Molina et al., 2016).

Fleites-Ayil et al. (2018) encontraron que N. ceranae induce a abejas africanizadas
jovenes a que comiencen a ser pecoreadoras ocho dias antes que abejas sanas y que
ocurre algo similar en abejas europeas. En el mismo trabajo colectaron 60 abejas de 21
colmenas de un apiario experimental, las muestras fueron analizadas mediante PCR
convencional y parte del alineamiento de la secuencia preservada de una pequefia
subunidad del gen 16S rRNA. Para la identificacion de N. ceranae y N. apis utiizaron el
protocolo descrito por Chen et al. (2008), el cual se basoé en la longitud de amplificacion

de segmentos de 250 o 401 pares de bases, respectivamente (Fleites-Ayil et al. 2018).

Cueto et al. (2019) identificaron especies de Nosema en el noreste de México mediante

reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, de 765 muestras de 76 apiarios y



de cuatro puntos espaciales; encontraron que el 87.32% de las muestras fue positivo a
N. apis, el 12.68% a N. ceranae y el 10.20% resultd en una coinfeccion de ambos

microsporidios.

Ambos microsporidios infectan y proliferan dentro de las células del epitelio ventricular
de las abejas adultas cuando éstas ingirieron esporos en agua 0 miel contaminados, o
se alimentaron por trofalaxis con abejas infectadas (Gisder et al., 2017; Huang et al.,
2015). Entre tres y cuatro dias después de la infeccion se produce degeneracion en el
tejido y deterioro en la renovacién celular, que son los dos factores responsables de la
mortalidad de abejas (Dussaubat et al., 2012). La infeccion con N. apis, considerada de
menor virulencia, se caracteriza por presentar signos como disenteria, reduccion en la
longevidad de las abejas infectadas y aumento en la mortalidad durante el invierno
(Kurze et al., 2016; Martin-Hernandez et al., 2018). La nosemosis causada por N.
ceranae también incrementa el consumo de azucar y afecta la respuesta inmune y la
esperanza de vida de las abejas (Botias et al., 2013; Li et al., 2018). La nosemosis
cronica causada por ambos microsporidos reduce la produccion de miel, la supervivencia
de la colmena, la longevidad de las abejas, el desarrollo de cria y la recoleccion de polen
(Paxton, 2010). Esta enfermedad presenta diferentes signos, como disenteria en
infecciones de N. apis, que tiene una transmision fecal-oral; sin embargo, la disenteria
no se presenta en la infeccién de N. ceranae, el cual tiene una infeccion oro-oral (Smith,
2012). Otro signo es aumento en el pecoreo en abejas infectadas debido a la
acumulacion de hormona juvenil, lo que ocasiona que estos insectos ingieran mas
alimentos y con ello el microsporidio también tiene mas nutrimentos para su desarrollo y
proliferacion (Goblirsch et al., 2013). La nosemosis causa dafios dentro de la abeja, por
ejemplo, modula el nivel de expresion de genes involucrados en actividades en el
metabolismo basico de carbohidratos, de aminoacidos, de transporte y energético.
También se observa una menor cantidad del gen que codifica a las enzimas dopa
descarboxilasa y catalasa, lo que compromete la inmunidad de las abejas, pues suprime
la cascada de melanina y ocasiona bajos efectos antioxidantes y xenobiéticos (Aufauvre
et al., 2014). El unico medicamento de reconocida eficacia en el control de la nosemosis

es la fumagilina (sal de biciclohexilamonio), por lo que es de amplio uso (Higes et al.,



2006 b); sin embargo, este producto no esta permitido en algunos paises por ser un
contaminante en la miel (Lopez et al., 2008) y toxico para el ser humano (van den
Heever et al., 2014). En México no esté autorizada la importacion de la fumagilina para
uso veterinario, aunque no se cuenta con ninguna prohibicion oficial de parte del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA).

Varroa destructor

El acaro Varroa destructor Anderson y Trueman, 2000 (Acari: Varroidae) causante de la
varroosis, es considerado el parasito mas importante de abejas meliferas (Lodesani et
al., 1992).

Ramsey et al. (2019) demostraron que V. destructor se alimenta principalmente del tejido
graso de adultas y larvas de A. mellifera, pues gracias a un perfil fluorescente en el cual
la hemolinfa y el tejido graso toman diferente color, identificaron que en el intestino de V.
destructor habia mayor cantidad de tejido graso. Los mismos autores observaron que
una dieta Unicamente de hemolinfa ocasionaba una esperanza de vida menor y una
menor cantidad de huevos en la hembra. Con lo anterior resulta interesante mencionar
gue ABA induce a la produccion de oxido nitrico en las células, el cual participa en la
respuesta celular que tiene A. mellifera y promueve la cicatrizacion en heridas luego de
gue la hembra de V. destructor dafie la cuticula (Negri et al., 2015). Este acaro posee
sustancias anticoagulantes que, al momento de lastimar la cuticula de las abejas, evita
una pronta cicatrizacion (Richards et al., 2011). Reyes-Quintana et al. (2019) midieron la
cantidad de hemocitos en abejas africanizadas infestadas con V. destructor y la
compararon con la de abejas sanas; las concentraciones fueron 1291 + 81 hemocitos/

ML y 1834 + 129 hemocitos/ pL, respectivamente.

Las colonias de abejas africanizadas, gracias a que son facilmente propensas a
enjambrar, presentan cargas mas bajas de poblaciones de V. destructor en comparaciéon
con las colonias de abejas (Fries et al., 2003). También expresan en mayor medida el



habito higiénico (Vandame et al., 2002) y de acicalamiento contra este acaro (Guzman-
Novoa et al., 2012).

Nganso et al. (2017) identificaron que el nivel de infestacion por V. destructor fue tres
veces mas alto en hibridos de A. mellifera de origen europeo comparado con A. m.
scutellata; notaron que esta uUltima es mas agresiva contra el acaro y concluyeron que
tiene mas mecanismos de supervivencia contra el acaro comparado con abejas
europeas. Datos similares fueron presentados por Medina-Flores et al. (2014), quienes
observaron que los niveles de infestacién por V. destructor en regiones calurosas de
México, en donde predominan abejas africanizadas, eran menores comparados con los

de regiones mas templadas, en donde predominaban abejas de origen europeo.

Varroa destructor parasita a abejas adultas y a sus crias (Demedio, 2010; Le Conte et
al., 2010), con lo cual produce dafios directos e indirectos sobre los individuos afectados
(Eguaras y Ruffinengo, 2006; Roberts et al.,2017). Se ha confirmado que transmite virus
a las abejas, seis de éstos confirmados en México: virus de la cria ensacada, virus de
las celdas reales negras, virus de las alas deformes, virus de la paralisis aguada, virus
de la paralisis aguada de Israel y virus de Cachemira (Hernandez y Arechavaleta, 2016).
El control de este acaro se realiza con acaricidas piretroides y fosforados, pero desde
hace una década se ha detectado resistencia a estos principios activos en Europa,
Estados Unidos, Asia, Argentina'y México (Maggi et al., 2009; Rodriguez-Dehaibes et al.,
2005). Un posible apoyo “natural” al problema del uso de agentes de sintesis
antiparasitarios es fortalecer el sistema inmunoldgico de las abejas a través de una

complementacién de su dieta (Negri et al., 2015).

Mecanismos de defensa de las abejas

El sistema inmune innato de los insectos incluye tanto defensa celular como humoral, la
primera de ellas mediante la actividad de los hemocitos o células de la hemolinfa
(Schmid-Hempel, 2005; Schmid et al., 2008). Cuando el organismo de un insecto
reconoce un agente extrafio, los hemocitos activan diferentes procesos tales como

fagocitosis, encapsulacion y nodulacion; de manera casi simultanea con las reacciones



celulares empiezan las respuestas humorales con la elaboraciéon de proteinas de
reconocimiento, las cuales inician una cascada de reacciones metabdlicas que terminan
con la sintesis de péptidos antimicrobianos y antifingicos que se liberan en la hemolinfa
(Nardi et al., 2006; Nation, 2016).

Las abejas meliferas tienen un sistema inmunoldgico innato, también conocido como
inmunidad individual, que incluye tanto barreras fisicas como respuestas celulares y
humorales que les permiten defenderse de una amplia variedad de organismos
infecciosos y parasitarios. Por otra parte, la alta densidad de poblacién en la colmena y
la presencia de alimento en ella la hace atractiva para diferentes patdogenos; sin embargo,
estas mismas condiciones también promueven la inmunidad social, caracterizada por un
comportamiento cooperativo dentro de la colonia a través de mecanismos como
regulacion de temperatura, comportamiento de aseo, recoleccién y uso de propéleo
(Larsen et al. 2019).

Marringa et al. (2014) encontraron en abejas, por medio de citometria de flujo con andlisis
microscopico, que hay una inexplicable diversidad de perfiles de hemocitos en una sola
colmena y postularon que la variacion pudiera estar relacionada con la edad de los
individuos, ademas de la influencia externa sobre la colmena como es el clima, la
exposicién a productos quimicos o la respuesta a determinadas infecciones. En cuanto
al numero de células en las abejas, la cria tiene mas hemocitos en comparacion con los
adultos, siendo larvas y pupas las que cuentan con una mayor cantidad de ellos (Wilson-
Rich et al. 2008). En un estudio en el que se incluyeron las dos castas de la abeja adultas
y los machos, se observé que los hemocitos disminuyen con la edad, sin distincion de

castas ni género (Schmid et al., 2008).

Alaux et al. (2010) encontraron que la calidad de las proteinas del polen de mezclas de
flores incremento la inmunocompetencia en A. mellifera, comparado con el de una fuente
floral Unica, expresada en un mayor nivel de la enzima glucosa oxidasa, mayor niumero

de hemocitos y niveles mas altos de la fenol oxidasa, enzima que, de acuerdo con



Eleftherianos y Revenis (2011), conduce a la formacion de melanina en heridas y se

ubica alrededor de los microorganismos intrusos en la hemolinfa.

Acido p-cumaérico

El acido p-cumarico (CUM) es un compuesto de acido hidroxicinamico, el cual tiene tres
isdbmeros: 4cido m-cumarico, &cido o-cumarico y acido p-cumarico. CUM es el isbmero
més abundante del &cido hidroxicinamico en la naturaleza, ampliamente distribuido en
frutas (manzanas, peras, tomates), tubérculos (papas), frijoles, té y granos (maiz y
sorgo), se ha reportado que el CUM tiene efectos antioxidantes (Zang et al., 2000;
Isidorov et al., 2009; Chiremba et al., 2012; Buitimea-Cantua et al., 2018; Cha et al.,
2018). EI CUM se ha encontrado en polen, pan de abeja y propoleos (Kumazawa et al.,
2004; Jorge et al., 2008; Isidorov et al., 2009; Was et al., 2017). Mao et al. (2013)
mostraron evidencia de que el CUM contenido en polen y miel desarrolla la expresion de
genes de desintoxicacion en A. mellifera, lo cual promueve la tolerancia de las abejas
frente a los plaguicidas; también indicaron que la concentracion de 82 ug /g no es toxica
para la abeja adulta. Mao et al. (2015) administraron 0.5 mM de CUM a larvas de abejas
y comprobaron que, al igual que los adultos, el consumo de CUM da como resultado una
regulacion positiva de mudltiples citocromos metabolizadores de xenobidticos en los

genes P450 y genes de inmunidad.

Acido abscisico

La fitohormona &cido abscisico (ABA) que regula el crecimiento, el desarrollo de semillas,
la adaptacion a abidticos y la respuesta a estresores medioambientales como
temperaturas altas, luz, sequias y baja salinidad (Schwartz et al., 2003; Sankar et al.,
2016). En los animales, ABA es una hormona enddégena que actia dentro de las
respuestas inflamatorias (Bruzzone et al., 2007). A través de estudios de laboratorio y
experimentos de campo, Negri et al. (2015) demostraron que la suplementacion a
colmenas con jarabe que contenia ABA promueve respuestas de inmunidad innata vy
también observaron que una suplementacion con ABA tiene un efecto importante en la

abeja a nivel individual, ya que estimula las respuestas inmunoldgicas innatas celular y



humoral. A nivel colonia, luego del invierno, las colmenas suplementadas con ABA logran

tener hasta un 70% de mayor poblacion comparada con el testigo.

El &cido abscisico (ABA) es un componente natural presente en la miel que induce la
produccion de &cido nitrico (HNO3) (Lipp, 1990; Bruzzone et al., 2007; Tossi et al., 2012;
Negri et al. 2015), el cual juega un papel de sefalizacion para la cicatrizacién de heridas,
respuestas de encapsulacion, activacion de la formacién de melanina y reconocimiento
de agentes extrafos (Negri et al., 2013, 2014, 2015).

.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Evaluar el efecto de las moléculas de origen vegetal 4cido abscisico y acido p-cumarico
administradas a nucleos africanizados de Apis mellifera para medir el incremento en
celdas con cria, la reserva de miel/polen y, a lo largo del trabajo, monitorear el
comportamiento de V. destructor y Nosema spp.

Objetivos especificos
Evaluar, mediante ensayos de campo, si el suministro de ABA y CUM como suplemento
alimenticio a colonias de A. mellifera scutellata estimula el desarrollo de éstas y el

almacenamiento de miel/polen.

Evaluar como afecta el suministro de ABA y CUM la infestacion de las abejas por V.
destructor, expresada en la mortalidad natural, infestacién de abejas adultas por la etapa

forética y la infestacion de cria.

Evaluar el efecto del suministro de ABA y CUM en la infeccion de las abejas por Nosema
spp., expresada en la intensidad, prevalencia y abundancia de este microorganismo en

las colonias.

Evaluar como afecta el suministro de ABA y CUM en la concentracién de hemocitos en

las abejas.
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Hipotesis
El suministro de ABA y CUM aumentara la produccién de cria de A. mellifera de origen
africano y las reservas de miel y polen; también incrementaréd las defensas inmunes

contra varroosis y nosemosis.

IV. MATERIALES Y METODOS

Material bioloégico y sitio de estudio

El material biologico para las pruebas en laboratorio y para el trabajo en campo se instalo
en la Posta Zootécnica Torreén del Molino de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootécnica de la Universidad Veracruzana, ubicada en Tejeria, Veracruz, México. El
trabajo inici6 con 17 colmenas, las cuales fueron muestreadas para, de éstas,

seleccionar una colmena que tuviera ascendencia africana.

Determinacion de africanizacién en Apis mellifera

Técnica molecular

La identificacion subespecifica de las abejas se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia
molecular, edificio de Fitosanidad, y en el Laboratorio de Acarologia en el Colegio de
Postgraduados campus Montecillo. Para determinar el linaje de las colonias de abejas
se usaron dos técnicas, la molecular y la morfolégica. Para la técnica molecular se extrajo
el acido desoxirribonucleico (ADN) total siguiendo parte del protocolo de Coté (2007), en
el cual se utiliz6 tnicamente el térax de una abeja por colmena. Se corrié la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de acuerdo con Garnery et al. (1993), con los primers
(iniciadores o cebadores) E2 (5-GGC AGA ATA AGT GCA TTG-3) y H2 (5°-CAA TAT
CAT TGA TGA CC-3’), que amplifican un segmento de la region intergénica ARNt'!-
COIl. La PCR se llevo a cabo en un termociclador marca Thermo Scientific 5020 modelo
ITCA0096; se uso el kit QlAamp DNA Micro kit (Cat. No. 56304), siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante. El programa de PCR consistio en desnaturalizacion a 96° por
5 min, 35 ciclos de 1 min con una temperatura de hibridacion de 53°C, extension a 72°C

durante 1 min, desnaturalizacién de 45 s a 96°C y 10 min de extension final a 72°C. Los

11



productos amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 1.5% con 60 mL de buffer
TAE con bromuro de etidio. Alicuotas de los productos de PCR se enviaron a la empresa
Macrogen, en Corea del Sur, para su secuenciacibn mediante el método Sanger.
Mediante el programa MEGA version 10.0.5 se formaron las secuencias consenso. La
identificacion de las subespecies de abejas y sus haplotipos fue realizada in silico por la
presencia y posicion de sitios de restriccidén diagnosticos de la enzima Dral (5’-TTT"AAA-
3’) (Salamanca et al., 2009; Garnery et al., 1993).

Técnica morfométrica

Para respaldar los resultados de la técnica molecular para identificacion de subespecies
de abejas, se utilizo la técnica morfométrica basada en Daly y Balling (1978) y Rinderer
et al. (1993), la cual consistié en tomar 10 abejas de cada colmena y a cada abeja se le
diseccionaron las siguientes partes anatomicas (Figura 1):

e Tercer esternito abdominal.

e Ala anterior izquierda.

e Ala posterior izquierda.

e Fémur izquierdo.

e Tibia izquierda.

e Basitarso izquierdo.

"0
A B
d1 d2
° °
3 ‘ o 3
(o D=

Figura 1. Fotografias de: A ala posterior izquierda, B ala anterior
izquierda, C tercer esternito abdominal, D d1 basitarso izquierdo, d2
fémur izquierdo y d3 tarso izquierdo.
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Las piezas anatomicas citadas se montaron entre porta y cubreobjetos en preparaciones
semipermanentes con acido lactico, las cuales fueron fotografiadas con la ayuda de un
estereoscopio Carl Zeiss Stereo V20 con camara Canon EOS 5D con objetivo de 1.0,

magnitud de 20.0 x y en un campo de 11.0 mm (Figura 1).

Se analizaron 25 caracteristicas (Cuadro 1), las longitudes y los angulos fueron medidos
con el programa ImageJ 1.52a con calibracion de escala a 7 mm. Los valores promedio
de cada caracteristica se multiplicaron por los coeficientes correspondientes; la suma de
los productos se sumo a la constante 65.8162 y el resultado fue el criterio para determinar
a las abejas como europeas o africanizadas; 1.2669 es el punto medio entre
africanizadas y europeas, arriba de este valor se consideran abejas con linaje africano y

debajo de este valor se consideran abejas con linaje europeo (Rinderer et al., 1993).
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Cuadro 1. Procedimiento para medir parametros basados en las especificaciones de

Daly y Balling (1978) y Rinderer et al. (1993), para la determinacion de africanizacion en

abejas.
NUm. Descripcién de la Valor Multiplicar por el
progresivo | caracteristica promedio de | siguiente
10 obreras | coeficiente
1 Longitud de ala anterior -1.6672
2 Ancho de ala anterior 6.5436
3 Longitud de abscisa proximal -4.6348
de vena M
4 Longitud de abscisa distal de 8.6729
vena M
5 Angulo A29 0.02846
6 Angulo A30 -0.006395
7 Angulo A31 0.02593
8 Angulo A32 -0.1883
9 Angulo A33 -0.07260
10 Angulo A34 -0.05546
11 Angulo A35 0.2896
12 Angulo A36 -0.1081
13 Angulo A38 -0.1196
14 Angulo A39 -0.09794
15 Longitud ala posterior -1.6948
16 Ancho ala posterior -6.6517
17 Numero de hdmulos 0.09415
18 Longitud fémur -15.1122
19 Longitud tibia 6.6036
20 Longitud basitarso 0.6594
21 Ancho basitarso -0.2038
22 Longitud del esternito 2.8746
23 Ancho espejo de cera -4.9703
24 Longitud espejo de cera -4.9189
25 Distancia entre espejos de 2.5428
cera
Suma de los
productos de
medias por
coeficientes
Sumarle la
siguiente
constante:

65.8162




Cria de reinas

Se selecciond una colonia que fue determinada como africanizada, tanto por la técnica
molecular como morfométrica, como pie de cria para la obtencién de reinas. Se utilizé el
meétodo de translarve (trasplante o injerto de larvas) basado en Woodward (2007), el cual
consistié en elegir larvas de aproximadamente tres dias de edad de la colmena
seleccionada, que fueron colocadas en copaceldas previamente acondicionadas en un
marco de bastidor (Figura 2 A). Una vez terminado el translarve se introdujo el marco a
una colmena huérfana para estimular a las obreras nodrizas a alimentar a las larvas y
convertirlas en reinas (Figura 2 B). Cuando éstas llegaron a adultas, se seleccionaron 20
reinas virgenes entre 11 a 13 dias después del translarve y cada una se introdujo en un
nacleo de tres bastidores para su fecundacién (Figura 3), posteriormente se cercioro la
fecundacion de la reina y el desarrollo del nucleo. El trabajo se inicié con 20 ndcleos de

cinco bastidores.

Figura 2. A: Tira llena de copaceldas luego del translarve, B: Celdas reales en

copaceldas operculadas proximas a emerger. Fotografia cortesia de Gonzalo Luna.
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Figura 3. A Nucleo de fecundacién con reina virgen; B reinas virgenes recién marcadas

listas para ser introducidas a nacleos de fecundacion.

Administracién de ABA y CUM con alimento suplementario

Se utilizé (x)-acido abscisico (ABA) 298.5% (HPLC) cultivo de células vegetales marca
Sigma® CAS: 14375-45-2 en dosis de 50 pM mezclado en 500 mL de jarabe 1:1 (azucar:
agua), administrado una vez por semana, de acuerdo con Szawarski et al. (2019) durante

todo el trabajo experimental.

Se utilizé p-acido cumérico 298.0% (HPLC) 4- &cido hidroxicindAmico marca Sigma® CAS:
501-98-4, con una dosis de 600 uM, que esta dentro del rango de dosis que utilizaron
Mao et al.(2013) mezclado en 500 mL de jarabe 1:1 (azucar: agua) una vez por semana

durante todo el trabajo experimental.

El trabajo abarco del 27 de enero al 30 de abril 2020. Se incluyeron los 20 ndcleos

divididos de la siguiente manera:

¢ Cinco nucleos, con numeros 1, 5, 7, 20 y 21, los cuales fueron suplementados
semanalmente con 500 mL de jarabe 1:1 méas 50 uM de ABA.

¢ Cinco nucleos, con nimeros 6, 8, 10, 14 administrados semanalmente con jarabe
1:1 mas 600 uM correspondiente de CUM.

16



e Cinco nucleos, con numeros 11, 12, 15, 23 y 25, administrados semanalmente
con 500 mL de jarabe 1:1 mas una mezcla de 50 uM ABA y 600 uM de CUM
(ABACUM).

e Cinco nucleos, con numeros 2, 3, 9, 13y 16, suplementados Unicamente con 500

mL de jarabe 1:1, como testigos.

Los nucleos correspondientes a los tratamientos anotados fueron dispuestos

aleatoriamente en el apiario experimental.

Medicion del nUmero de celdas con criay reserva

Este parametro se midié cada quince dias durante los tres meses que duro el trabajo,
con base en el método de Delaplane et al. (2013) con algunas modificaciones y consistio
en cuantificar el namero de celdas ocupadas por cria con un rectangulo de acrilico
transparente dividido en cuadrados de 5 cm x 5 cm (Figura 4), donde en cada cuadrado
caben 99 celdas de abejas obreras. Se coloco el rectangulo de acrilico sobre cada panal
de cada nucleo para contar cuantos cuadrados habia ocupados por cria abierta (CA), por
cria operculada (CO) y la cantidad de cuadrados de reservas de miel y polen (R) de todos

los bastidores de la cAmara de cria en sus dos caras.
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Al final del trabajo experimental se sumé el nimero de cuadrados que habia de CA, CO
y R en cada ndcleo a lo largo del experimento, posteriormente se agruparon por
tratamiento y el resultado final se multiplicé por 99 (esta cifra es la cantidad promedio de
celdas que hubo en un cuadrado de 25 cm? de 10 bastidores de diferentes nucleos, que
se conto6 previo a iniciar el trabajo experimental), para estimar el nUmero de celdas ya

sea con CA, CO o R de un nucleo a lo largo del tiempo.

Varroosis
A lo largo del trabajo experimental se monitoreo el acaro V. destructor, con base en tres
parametros establecidos por Dietemann et al. (2013):

e Conteo de caida natural de V. destructor: Este parametro se midi6 semanalmente
a lo largo de todo el trabajo, para lo cual se coloc6 debajo de cada nacleo un piso
modificado (Figura 5) con malla galvanizada de 8 x 8 hilos por pulgada (3 mm de
abertura) y debajo de ella una charola blanca (Figura 6), para poder medir la
cantidad de ejemplares de V. destructor que cayeron.
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Figura 6. Piso modificado visto desde arriba de la colmena.
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e Prevalencia de V. destructor en cria. Este pardmetro se midioé cada quince dias a
lo largo de todo el trabajo, se retird el opérculo de 100 celdas y se conto la cantidad

de hembras fundadoras de V. destructor presentes (Figuras 7 y 8).

Figura 7. Desoperculado de celdas de pupa de obreras. Al fondo
de la celda una deutoninfa de V. destructor.

Figura 8. Desoperculado de celdas de obrera.
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El nivel de infestacion por V. destructor en abejas obreras adultas se determiné
cada quince dias mediante el método descrito por De Jong et al. (1982). Esta
técnica consistio en agitar mecanicamente una muestra de aproximadamente 150
abejas obreras en alcohol al 75 % durante 15 s para desprender los &caros
adheridos a su cuerpo y, posteriormente, verter el alcohol a través de una tela
blanca, para registrar el nimero de acaros retenidos en ella (Figuras 9 y 10). El
porcentaje de infestacion se determind mediante el conteo total de acaros
encontrados en la tela, dividido entre el nimero de abejas analizadas y
multiplicado por 100.

Figura 9. Embudo con malla para retener abejas vy filtro de organza
para retener ejemplares de V. destructor, técnica de Jong et al., 1982),
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Figura 10. Hembras de V. destructor retenidas en el filtro de
organza.

Nosemosis

Identificacién de Nosema spp.

Se colectaron, previo al inicio del trabajo experimental, 30 abejas pecoreadoras de la
piguera de cada nudcleo y se colocaron en un frasco con etanol al 70%. Para la
identificacion de especies de Nosema, se llevo a cabo analisis por PCR y secuenciacion
de los amplicones en el Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal
(CENAPA) ubicado en la Carreta Federal Cuernavaca-Cuautla, Colonia Progreso,
Morelos. El protocolo, desarrollado en el CENAPA (MC Karina Rocha, comunicacion
personal) se inicié con la preparacion de un macerado, para lo cual se tomaron cinco
abejas de cada colmena y se colocaron sobre papel absorbente, luego se diseccionaron
sus abdémenes con una pinza previamente desinfectada y se colocaron en un tubo con
perlas de ceramica (MagNA Lyser Green Beads marca Roche® con nimero de producto
03358941001) mas 600 pL de agua destilada, se les sometié a disrupcion a 50
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oscilaciones por segundo durante 6 min, se paso6 el macerado a un tubo Eppendorf de 2
mL, al resto del tubo con perlas se le agregaron 600 pL de agua destilada, esto también
se paso al tubo de 2 mL; se centrifug6 a 14 000 rpm durante 3 min, se decant6 el
sobrenadante hasta dejar el pellet formado en el fondo del tubo, al cual se le agregaron
1000 pL de agua grado biologia molecular, éste se pas6é brevemente por un agitador

vortex y se volvio a centrifugar a 14 000 rpm durante 3 min.

La extraccion de ADN se realiz6 con el kit Wizard® Genomic DNA Purification. Se
agregaron 600 pL de solucion de lisis (nucleic lysis solution) al pellet, se mezcl6 en el
vortex durante 10 s, se incubd a 65°C durante 30 m, se afiadieron 3 uL de RNasas
(RNase solution) a cada muestra y se mezclo en el vortex, se incubod a 37°C durante 15
min y se dejé enfriar hasta temperatura ambiente. Se afiadieron 200 uL de solucién de
precipitado de proteinas (protein precipitation solution), se homogenizo e incub6 en hielo
durante 10 min, luego se centrifugd a 16 000 g por 6 m. Una vez terminado esto se
transfirieron 200 L de sobrenadante a un tubo de 1.5 mL con 600 uL de isopropanol, se
mezcl6 por inversidon y se centrifugd a 16 000 por 1 min, se deseché el sobrenadante y
Unicamente quedo el pellet, éste se lavé con 600 L de etanol al 70%, se mezcld con
vortex, se volvid a centrifugar a 16 000 g por 1 min, se desech¢ el sobrenadante y se dej6
secar el pellet durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se deshidraté el pellet en 50-
100 pL de solucién de rehidratacion (DNA rehidratation solution de Wizard® genomic DNA
Purification kit de Promega) durante 1 h a 65°C. Para cuantificar los 4cidos nucleicos se
utilizo el espectrofotometro Nanodrop 2000. Al terminar se coloco la mezcla de reactivos
basados en el Cuadro 2.

Para Nosema apis el iniciador en sentido fue 5-
GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA -3 'y el antisentido fue 5'-
GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG -37; en el caso de Nosema ceranae el
iniciador en sentido fue 5- CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA -3 vy el
antisentido fue 5- CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG -3°. Ambos juegos de
iniciadores amplifican un segmento de la unidad menor del gen de RNA ribosomal
(Martin-Hernandez et al., 2007). Para la PCR se utilizaron los siguientes reactivos: agua
libre de nucleasas 7.5 uL, mezcla maestra de reaccion (High-Performance GoTag® G2

DNA Polymesase in a Ready-to-Use Master Mix, Promega, cat. No. M7822) 12.5 pL,
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iniciador sentido 1 pL, iniciador antisentido 1 pL, ADN 3 pL con un volumen total de 25
ML
La PCR se corrié en un termociclador marca Applied Biosystems, modelo GeneAmp®

PCR System 9700, con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial, 95°C por 2 min;
35 ciclos de 95°, 30 s; 58°m 30; 72°, 30 s; con un periodo de extension final de 5 min.

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel agarosa al 2% en buffer
TBE 0.5X, tefiido con SYBR® Green PCR, y utilizando 1 puL de buffer de carga 6x
mezclado con 5 pL de cada producto de PCR, a 90-100 voltios durante 50 min. Como
referencia se us6 marcador de peso molecular de 100 pares de bases. Se visualizaron

los amplicones generados en la reaccion de PCR con un transiluminador de luz UV.

Los productos de PCR se procesaron para su secuenciacion con el método Sanger en
el CENAPA. Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa MEGA
version 10.0.5 para la obtencion de las secuencias consenso. Estas se alinearon
utilizando BLAST con secuencias depositadas en el GenBank para su identificacion

especifica por similitud con dichas secuencias.

Conteo de esporas de Nosema sp.

En cada muestra, cinco en total a lo largo de todo el trabajo experimental, fueron
colectadas 50 abejas pecoreadoras, ya que es mas probable que estén infectadas en
comparacion con abejas jovenes (Meana et al., 2010); se colocaron en un frasco con
etanol al 70% (Fries et al., 2013).

De acuerdo con Fries et al. (2013), se determiné la prevalenciay la intensidad de Nosema
spp. (numero de abejas infestadas entre nimero de abejas examinadas, y nimero de
esporos entre numero de abejas infectadas, respectivamente); asimismo y de acuerdo
con Prendas-Rojas et al. (2018), se determiné la abundancia de Nosema spp. (niumero
de esporos entre numero de abejas examinadas). El procedimiento fue extraer los
abdémenes de 21 abejas de cada colmena, los que fueron individualmente macerados
en 1 mL de agua destilada; esta agua fue filtrada dos veces con tela de organza, de ese

filtrado se tomd un alicuota (10 pL) y se estimd la concentracion de esporos en una
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camara de Neubauer Reichert Bright-Line® (0.1 mm de profundidad y area de recuento
de 0.0025 mm?) bajo un microscopio de contraste de fases Carl Zeiss® S-220601170 a
400 aumentos (400x).

Conteo de hemocitos

Este parametro se midio cada 15 dias durante el tiempo que dur6 el trabajo experimental,
para lo cual en cada fecha se colectaron 10 abejas de cada colmena. En el laboratorio
las abejas se anestesiaron con CO2 a 0.14 kg/cm? (2 libras por pulgada cuadrada)
durante 15 s (figura 11) y se procedi6 a la extraccion de la hemolinfa con base en el
protocolo de Garrido et al. (2013), que consistié en punzar la aorta (figura 12). Para la
puncion se utilizé una jeringa con aguja hipodérmica de 0.8 mm de diametro y 25 mm de
longitud (BD Ultra-fine®). La hemolinfa fue colectada de las 10 abejas para obtener 10
uL, 1 pL por individuo, con una pipeta de 10 pL (Thermo scientific Finnepipette® 1 — 10
pL). La hemolinfa se mezclé con 10 pL de solucién SBP por las siglas de Sarkaria, Bettini
y Patton (Sarkaria et al. 1951), para fijar y tefiir los hemocitos. De la mezcla se tomaron
10 pL para determinar la cantidad de hemocitos en una camara Neubauer Reichert
Bright-Line® (0.1 mm de profundidad y area de recuento de 0.0025 mm?), bajo un
microscopio de contraste de fases Carl Zeiss® a 400 aumentos (figura 13).
Inmediatamente después de extraer la hemolinfa y ain anestesiadas, las abejas se
sacrificaron en alcohol al 96%. Para el conteo de hemocitos se siguié la metodologia

descrita por Llanderal y Cibrian (1983).
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Figura 11. Proceso de anestesiado con CO2.

Figura 12. Extraccion de hemolinfa de la
aorta anterior.
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Figura 13. Hemocitos desde camara de Neubauer a 40x en microscopio de contraste

de fases.

Andlisis estadistico

Las variables de respuesta a la administracion de suplementos alimenticios se analizaron
mediante andlisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés), ademas se realizo la
prueba de comparacion de medias LSD (o= 0.05). En todos los casos, exceptuando a la
variable de conteo de celdas con reserva, a los datos se les aplicé transformacion
logaritmica Z = LOG(Y + 1) para satisfacer los supuestos de las pruebas paramétricas.
Se implementd el andlisis de varianza con muestras repetidas, pero los resultados no
mostraron autocorrelacion entre evaluaciones, por lo que se hizo un ANOVA
convencional cuyos factores de variacion fueron los tratamientos y los periodos de

evaluacion.

Para el caso de conteo de hemocitos, excepto las fechas 28/01/20 y 30/03/20 y en el
conteo de esporos en el pardmetro intensidad, se realizd un andlisis no paramétrico con
la prueba de Kruskal- Wallis y comparacion de medias con correccion de Bonferroni (a=

0.05). Para las variables en estudio se hizo una prueba de t (a= 0.05) para comparar los

27



niveles al principio y al final de los experimentos. El analisis estadistico se hizo con el
programa R, libreria agricolae (R Core Team, 2020; Mendiburu, 2020).

V. RESULTADOS

Identificacion molecular de subespecies y haplotipos de abejas

La observacion de las secuencias de nucleétidos de los amplicones obtenidos usando
los iniciadores E2 y H2, permitié ubicar los sitios de restriccion de la enzima Dral:
TTT~AAA. Al simular in silico los cortes a los segmentos amplificados, se determiné la
longitud de los segmentos resultantes, expresada en numero de pares de bases. Las
colonias 14, 15 y 20 fueron identificadas como del haplotipo Al, por la longitud de los
segmentos de restriccion como aparecen en el Cuadro 2 (Garnery et al., 1993;
Salamanca et al., 2009). Estos autores definen los haplotipos A1 a A9 como de linaje
africanizado pero no especifican a qué subespecie corresponde cada uno. Sin embargo,
de acuerdo con Harpur et al. (2020), la subespecie A. m. scutellata es el principal
componente de la invasion de las abejas africanas en América, por lo que las abejas
determinadas como del haplotipo Al se designan en este trabajo como dicha subespecie.
Los tamafios de los segmentos varian por algunos pares de bases respecto a los
previstos por los autores mencionados; esta variacion se atribuye a la limpieza manual
gue se hizo al elaborar las secuencias consenso. Las demas colonias fueron
identificadas como pertenecientes a otras subespecies, por lo que fueron descartadas

para su uso como pies de cria.

Cuadro 2. Tamafio del segmento de ADN resultado del corte de la enzima Dral.

Colmena Tamafio de segmentos de ADN (parece de bases)
14 50, 108, 477
15 41, 108, 468
20 50, 109, 440
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Identificacion morfométrica de subespecies de abejas

De las 17 colmenas que se analizaron, se eligieron las tres que fueron identificadas como
A.m. scutellata haplotipo A1 mediante la técnica molecular (colmenas 14, 15 y 20). En
los tres casos se corroboro la identidad como abejas africanizadas mediante el método
de Rinderer et al. (1993) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Resultado del analisis morfométrico para identificaciéon de abejas

africanizadas basado en Daly y Balling (1978) y Rinderer et al. (1993).

Valor final* Linaje africano Linaje europeo
Colmena 14 2.661 X
Colmena 15 2.724 X
Colmena 20 2.755 X

*El valor 1.2669 es el punto medio entre africanizadas y europeas, arriba de este valor
se consideran abejas con linaje africano y abajo de este valor se consideran abejas con

linaje europeo (Rinderer et al., 1993).

Se eligio a la colmena 14 como pie de cria sobre las colmenas 15y 20 porque tenia mejor
postura la reina y estaba suficientemente poblada de abejas y reserva (colmena fuerte),

en comparacién con las otras dos candidatas.

Efectos de los suplementos dietarios en el crecimiento de los nucleos

A lo largo de las observaciones sucesivas, se registro un incremento en el numero de
celdas ocupadas por cria de abejas, donde los valores corresponden a la suma de cria
abierta mas operculada (p<0.0001) (Figura 14). De igual forma, las reservas de miel y
polen aumentaron a lo largo de las observaciones (p<0.0001) (Figura 15). En contraste,
no se observo diferencia significativa entre tratamientos, excepto en la cantidad de cria
en la observacion del dia 10 de marzo de 2020, con cantidad de cria significativamente
inferior en el tratamiento de jarabe (Figura 14), y en reservas de miel y polen en la
observacion del 13 de febrero de 2020, donde el valor fue significativamente menor en
el tratamiento ABA (Figura 15).
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COMPARACION DE MEDIAS DEL NUMERO DE CELDAS CON
CRIA ABIERTA Y OPERCULADA
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Figura 14. Comparacion de medias de la variable cria abierta y cria cerrada, las
significancias para cada evaluacion son: 25/01/20: P = 0.45; 13/02/20: P=0.47; 25/02/20:
P=0.22; 10/03/20: P= 0.0034; 23/03/20: P= 0.34; 06/04/20: P=0.43; 30/04/20: P=0.94.

La comparacion de medias (LSD) es valida dentro de cada evaluacion.
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COMPARACION DE MEDIAS DE NUMERO DE CELDAS DE
RESERVA (MIEL Y POLEN)
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Figura 15. Comparacion de medias de la variable reserva, las significancias para cada
evaluacion son: 25/01/20: P = 0.17; 13/02/20: P=0.08; 25/02/20: P= 0.21; 10/03/20: P=
0.77; 23/03/20: P=0.78; 06/04/20: P=0.96; 30/04/20: P=0.45. La comparacion de medias
(LSD) es valida dentro de cada evaluacion.

Monitoreo de Varroa destructor

La caida natural de V. destructor tuvo fluctuaciones irregulares, con elevados picos en el
ndamero de ejemplares caidos, los cuales se ubicaron en las evaluaciones llevadas a
cabo entre el 10 de febrero y el 9 de marzo de 2020 (Figura 16). Estos picos no se
asociaron a algun tratamiento en particular, aunque fueron mas frecuentes en ABA (tres
picos), que en ABACUM vy jarabe (dos picos cada uno). No se observo ningun pico en
caida natural de V. destructor en los ndcleos alimentados con CUM. No se observo
diferencia significativa entre la caida natural entre la primera y la ultima evaluacion
(p=0.318).

Por otra parte, no se observé un efecto consistente de ningun tratamiento en la caida
natural de V. destructor, aunque en la evaluacion llevada a cabo el 24 de febrero la caida
natural fue significativamente menor en el tratamiento CUM (Figura 17).
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COMPARACION DE MEDIAS POR PERIODO DE
EVALUACION DE CAIDA NATURAL DE V. desctructor
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Figura 16. Comparacion de medias de la variable caida natural semanal de V. destructor,
las significancias para cada evaluacion son: 02/12/19: P = 0.71; 03/02/20: P=0.16;
10/02/20: P= 0.13; 17/02/20: P= 0.58; 24/02/20: P= 0.01; 02/03/20: P=0.06; 09/03/20:
P=0.43; 16/03/20: P= 0.57, 23/03/20: P= 0.89; 30/03/20: P= 15; 06/04/20: P= 0.46;

14/04/20: P=0.43 La comparacién de medias (LSD) es valida dentro de cada evaluacion.

En el conteo de celdas operculadas infestadas por V. destructor se observé fluctuacion
irregular, con porcentajes de celdas infestadas que variaron entre 1.5y 8 (Figura 17). No
se observd una tendencia de aumento o disminucién en el porcentaje de celdas

infestadas; no hubo diferencia significativa (p=0.123) entre las evaluaciones inicial y final.
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De manera similar a lo ocurrido con la cantidad de cria y de reservas alimenticias, asi
como con la caida natural de V. destructor, en evaluaciones realizadas en febrero y
marzo se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, donde ABAy CUM

tuvieron un porcentaje significativamente inferior de celdas infestadas (Figura 17).

COMPARACION DE MEDIAS EN CONTEO DE V. destructor
EN CELDAS OPERCULADAS
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Figura 17. Comparacion de medias de la variable conteo de V. destructor en celdas
operculadas, las significancias para cada evaluacion son: 02/12/20: P = 0.86; 18/02/20:
P=0.06; 03/03/20: P= 0.03; 16/03/20: P= 0.27; 30/03/20: P= 0.55; 14/04/20: P=0.85. La

comparacion de medias (LSD) es valida dentro de cada evaluacion.

En la dltima variable para estimar el nivel de infestacion por V. destructor, la infestacion
por ejemplares foréticos sobre abejas obreras adultas mediante la técnica de Jong et al.
(1982), presentd una disminucion en el porcentaje de infestacién, con diferencia
significativa (p<0.0001) entre la primera evaluacion y la ultima. En ninguna de las

evaluaciones se observo diferencia significativa entre tratamientos (Figura 18).
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COMPARACION DE MEDIAS PORCENTAJE DE
INFESTACION DE V. destructor TECNICA DE JONG
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Figura 18. Comparacion de medias de la variable conteo de ejemplares foréticos de V.
destructor por técnica de Jong et al. (1982), las significancias para cada evaluacion son:
09/12/19: P = 0.57; 12/02/2020: P=0.40; 24/02/20: P= 0.81; 10/03/20: P= 0.92; 23/03/20:
P=0.81; 07/04/20: P=0.37. La comparacién de medias (LSD) es valida dentro de cada

evaluacion.

Identificacién de Nosema spp.

Como resultado de la PCR usando los iniciadores especificos para la deteccién de N.
apis, en ninguna de las muestras se observé amplificacion (Figura 19), por lo que todas
las colmenas se consideran negativas a la infeccion por este patégeno. En contraste,
cuando se usaron los iniciadores especificos para la deteccion de N. ceranae, los nucleos
1,2,3,4,5,6,7,8,12,14,15,16,17,21,24 y 25 resultaron positivos a la infecciébn por esta

segunda especie (Figura 20).

Se analizaron secuencias de nucleos selectos procesadas por CENAPA: 1, 16 y 24.
Cuando se les aline6 con secuencias depositadas en el GenBank (BLAST, usando el

programa MEGA version 10.0.5), éstas presentaron alta similitud y cobertura expresadas
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en porcentaje, con lo que se confirmé la identidad de N. ceranae en las colmenas listadas
(Cuadro 4).

Figura 19. Electroforesis correspondiente a Nosema apis a. Es: escalera, Cx+: testigo
positivo, Cx-: testigo negativo, los niumeros del 1 al 25 corresponden al nimero de

colmena.
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Figura 20. Electroforesis correspondiente a Nosema ceranae. M: escalera, C+: testigo

positivo, C-: testigo negativo, la numeracion de 1-25 corresponde al nimero de colmena.

Cuadro 4. ldentificacion molecular de N. ceranae por similitud con secuencias de

9’ 10 11 12 13 14 15 16 17

M: G G 1819 20 21 22 :23: 24 25

nucledtidos del gen de RNA ribosomal, subunidad menor.

Ndcleo

Secuencia con
maxima similitud

Cobertura

Porcentaje
de
similitud

Clave de acceso

Nosema ceranae
aislamiento NC67,
secuencia parcial
de la unidad menor
del gen del ARN
ribosomal

100%

100%

0i|1916436001|MW092909.1

16

Nosema ceranae
aislamiento NC67,
secuencia parcial
de la unidad menor
del gen del ARN
ribosomal

100%

99.55%

0i|1916436001|MW092909.1

24

Nosema ceranae
aislamiento CR1
secuencia parcial
de la unidad menor
del gen del ARN
ribosomal

100%

100%

Qi|383281298|J0639307.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW092909.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TB9VZU6N016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MW092909.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TC22MGS0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ639307.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TEUG2JUN013

Cuantificacion de esporos de Nosema ceranae

La infeccién de los nucleos experimentales por N. ceranae se evalud por tres las
variables de respuesta, intensidad, prevalencia y abundancia. En las tres variables se
observé que a lo largo de las evaluaciones sucesivas los valores disminuyeron, con
diferencia significativa (p<0.0001) entre la primera y la ultima evaluacion (Figuras 21, 22
y 23 para intensidad, prevalencia y abundancia, respectivamente). En ninguna de las tres
variables de respuesta se observo diferencia significativa entre tratamientos, en todas

las evaluaciones sucesivas.

COMPARACION DE MEDIAS DE INTENSIDAD DE
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Figura 21. Comparacioén de medias de la variable intensidad. Significancias: 25/01/20: p
= 0.998; 13/02/20: p=0.827; 10/03/20: p= 0.707; 23/03/20: p= 0.22; 20/04/20: p= 0.118.

La comparacion de medias (Bonferroni) es valida dentro de cada evaluacion.
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COMPARACION DE MEDIAS DE PREVALENCIA DE
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Figura 22. Comparacion de medias de la variable prevalencia, las significancias para
cada evaluacion son: 25/01/20: P = 0.80; 13/02/20: P=0.34; 10/03/20: P= 0.46; 23/03/20:
p= 0.10; 20/04/20: P=0.72. La comparacion de medias (LSD) es valida dentro de cada

evaluacion.
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COMPARACION DE MEDIAS DE ABUNDANCIA DE
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Figura 23. Comparacion de medias de la variable abundancia, las significancias para
cada evaluacion son: 25/01/20: P = 0.998; 13/02/20: P=0.827; 10/03/20: P= 0.707;
23/03/20: P=10.22; 20/04/20: P=0.118. La comparacion de medias (LSD) es véalida dentro

de cada evaluacion.

Cuantificacion de hemocitos
La concentracion de hemocitos aument6 en la hemolinfa de las abejas entre la primera
evaluacion y la ultima (p<0.0001), sin diferencia significativa entre tratamientos en las

distintas evaluaciones (Figura 24).
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COMPARACION DE MEDIAS DE CONTEO DE HEMOCITOS
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Figura 24. Comparacion de medias de la variable conteo de hemocitos, las significancias
para cada evaluacion son: 28/01/20: P = 0.91; 19/02/20: p=0.14; 02/03/20: P= 0.77;
17/03/20: p= 0.67; 30/03/20: P= 0.88; 14/04/20: p=0.39, 27/04/20: p=0.56. La

comparacion de medias (LSD-Bonferroni) es valida dentro de cada evaluacion.

VI. DISCUSION

Al comparar la cantidad de cria en los nucleos experimentales (suma de cria abierta y
operculada) a lo largo de las evaluaciones sucesivas, no hubo diferencias significativas
entre tratamientos, por lo cual podemos afirmar que, al menos en las dosis que se
manejaron de ABA y CUM en abejas africanizadas, estos productos y la combinacion de
ellos no tuvieron efecto en el crecimiento poblacional de los ndcleos. Los resultados
coinciden con los de Szawarski et al. (2019), quienes no obtuvieron diferencias
significativas entre suplementar Unicamente con miel, comparado con suplementar miel

mas ABA en el desarrollo o, en su caso, mantenimiento de cria durante el periodo
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invernal. Sin embargo, los autores citados si observaron diferencias significativas en la

cantidad de abejas adultas al final del invierno, asociada al suplemento con ABA.

Para la variable reservas de miel y polen tampoco hubo diferencias significativas entre
tratamientos. Cabe destacar que ambas variables: cuantificacion de cria y cantidad de
alimentos de reserva, tuvieron un incremento significativo entre la primera y ultima
evaluacion en ambos casos (p<0.0001). Se postula que esto se debid a que durante el
trabajo experimental en la zona hubo floracion, con lo cual los ndcleos de todos los
tratamientos tuvieron suficientes fuentes de nutrientes para lograr desarrollarse, si bien

el suplemento que les fue administrado semanalmente fue consumido en su totalidad.

El experimento se instal6 en un ambiente casi urbano, de pobres recursos
nectapoliniferos, y se desarroll6 en una época de escasez de miel y polen, de manera
gue los suplementos alimenticios fueran la Unica fuente de alimento, y con ello las abejas
se vieran forzadas a consumirlo para poner en evidencia el efecto de ABA y CUM. Pese
a ello, los nucleos experimentales almacenaron reservas, lo que indica que recolectaron
miel y polen. En el presente estudio se seleccionaron intencionalmente abejas
africanizadas por ser el componente dominante y representativo de las abejas en México
y en amplias zonas de América tropical. Las abejas de este linaje son resistentes y
activas (Guzman-Novoa et al., 2011), lo que les permiti6 prosperar, aun en las
condiciones dificiles que se les impusieron. Sin embargo, al contar con una fuente
externa de alimento, los suplementos administrados pudieron ser almacenados o al
menos se diluyeron con néctar recolectado por abejas pecoreadoras, lo que pudo
enmascarar su efecto. Este hecho podria explicar por qué las colonias suplementadas
con ABA y CUM no tuvieron diferencias significativas en cantidad de cria y reservas de
alimento, comparadas con el testigo suplementado soOlo con jarabe de azucar, a
diferencia de lo observado por Negri et al. (2015), quienes demostraron que colmenas
suplementadas con jarabe que contenia ABA llegan a tener hasta un 70% de mayor
poblacién comparada con el testigo.
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Segun Negri et al. (2015), ABA induce a la produccion de 6xido nitrico en las células, el
cual participa en la respuesta celular que tiene A. mellifera y promueve la cicatrizacion
en heridas. Esto puede ser beneficioso luego de que la hembra de V. destructor dafe la
cuticula. Con base en lo anterior, en el presente trabajo se decidi® monitorear el
comportamiento de V. destructor durante la administracién de ABA y CUM; sin embargo,
no hubo diferencias significativas entre tratamientos en ninguna de las variables
estudiadas: caida natural, prevalencia en celdas operculadas ni infestacién en abejas
adultas (acaros foréticos). Al comparar la infestacion de V. destructor entre la primera y
la udltima evaluacion, la Unica variable que resulté con diferencias significativas
(p>0.0001) fue la cantidad de ejemplares foréticos en abejas adultas. De manera
consistente, hubo disminucién de V. destructor durante el tiempo de estudio en todos los
tratamientos, por lo que no se puede determinar que alguno de ellos tuvo efecto en la
infestacion de dicho &caro, sino mas bien la disminucién en la infestacion se puede
asociar con el aumento en la poblacion de abejas en los ndcleos, derivada del hecho de
gue las abejas experimentales almacenaron miel y polen. Se postula que la aparente
disminucién en la infestacidén por V. destructor es mas bien una “dilucién”, esto es, la
poblacion existente de este acaro se distribuyd en una mayor poblaciéon de sus
hospedantes. En México, la NOM001-ZO0-1994 (Diario Oficial de la Federacién, 2005)
recomienda que a partir de 5 % de infestacion por ejemplares foréticos de V. destructor
en abejas adultas, se aplique un tratamiento contra este acaro; durante todo el trabajo
experimental, aunque las colmenas tuvieron alrededor de ese porcentaje, lograron
desarrollarse sin problemas evidentes (como se comprobo en el desarrollo de cria) sin
un tratamiento acaricida. Las abejas africanizadas, como las usadas en este
experimento, tienen cierta tolerancia a V. destructor, como lo demostraron Medina-Flores
et al. (2014) y Reyes-Quintana et al. (2019), lo cual es una raz6n adicional para que ni
ABA ni CUM hayan tenido un efecto significativo.

No se detecté a N. apis en ninguna de las colonias con las que se inicio el estudio. Al
parecer esta especie predomina en el noroeste de México (Cueto et al., 2019), mientras
gue en el sur de este pais prevalece N. ceranae, segun datos del presente estudio y los

de Fleites-Ayil et al. (2018). Szawarski et al. (2019) observaron que el nivel de individuos
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parasitados por Nosema sp. (prevalencia) incrementé significativamente en abejas sin
suplementacion con ABA, lo que indic6 que ABA puede suprimir el desarrollo de
nosemosis a nivel colonia durante el invierno. Sin embargo, a nivel individuo no
obtuvieron diferencias significativas (intensidad). Segun Botias et al. ( 2013), la mejor
manera de evaluar salud en la colmena es mediante el parametro prevalencia. En este
trabajo no hubo diferencias significativas en ninguno de los tres parametros (intensidad,
prevalencia y abundancia); sin embargo, si hubo diferencias significativas entre la
primera y Ultima evaluacién: intensidad (p <0.0001), prevalencia (p <0.0001) y
abundancia (p <0.0001), lo cual se entiende en una disminucion drastica de esporos,
comparando el inicio del trabajo con las cifras finales en todos los tratamientos
analizados. Se sugiere que esto se debid a que los ndcleos experimentales almacenaron
miel y polen, con lo que se fortalecieron y con ello hubo una renovacion de abejas que
permiti6 disminuir la cantidad de esporos en la colmena. El nivel de infecciéon en
promedio de todas los ndcleos al inicio del trabajo y para el parametro abundancia fue
alrededor de 564,000 esporos/ pL, la cual es una infeccion leve de acuerdo con la tabla
de Jaycox (Diario Oficial de la Federacion, 1999 ). Al final del trabajo los nucleos tuvieron
en promedio 46 800 esporos / L, una cifra mas baja que las establecidas en la tabla de
Jaycox. Pese a que el apiario se instald en una zona ya conurbada pobre en recursos
florales, conforme las colmenas se desarrollaron el conteo de esporas de N. ceranae
bajé drasticamente, lo cual sugiere que, en la zona de estudio, la nosemosis no
representa un problema para las abejas africanizadas, en tanto sean capaces de

recolectar suficiente alimento para sostener un incremento poblacional.

La cantidad de hemocitos a lo largo del experimento no mostré diferencias significativas
entre tratamientos. Luego de suplementar a colonias de abejas con jarabe adicionado
con ABA, Negri et al. (2015) no registraron un aumento en el numero total de hemocitos,
lo que concuerda con lo obtenido en el presente trabajo. Schmid et al. (2008) encontraron
gue la cantidad de hemocitos en la hemolinfa disminuye conforme las abejas envejecen;
aunque sin significancia, en este trabajo se observé un incremento entre el inicio y el final
del experimento en la cantidad de hemocitos, lo que atribuimos a una reduccion en la

edad promedio de las abejas adultas, gracias a la entrada de la floracién y al subsecuente
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desarrollo de los nucleos. Dichos autores estimaron concentraciones de hemocitos entre
6 000y 18 000/ul, valores similares a los observados en el presente estudio. Por su parte,
Reyes-Quintana et al. (2019) observaron que abejas africanizadas recién emergidas y
parasitadas por V. destructor tenian una concentracion de hemocitos de 1291 + 81/uL,
significativamente menor que los 1834 = 129 hemocitos/ L en abejas no parasitadas, o
que difiere de lo encontrado en este trabajo, donde la concentracion de hemocitos es
aproximadamente 10 veces mayor, en el cual no se determiné si las abejas en las que
se midié la concentracion de hemocitos habian sido parasitadas por V. destructor, sin
embargo, no tuvieron ningun tipo de tratamiento acaricida previo y la infestacion en

abejas adultas oscil6 alrededor de 4.5%.

VII. CONCLUSIONES

De manera consistente, en todas las variables de respuesta evaluadas para determinar
el posible efecto de ABA, CUM y la combinacion de ambos productos (ABACUM), no se
observaron los efectos citados en estudios previos; por ejemplo, incremento en poblacién
o acumulacién de reserva o algun fortalecimiento del sistema inmune, que pudiera
resultar en una disminucion en la infeccion por Nosema spp. o infestacion por V.
destructor. Lo anterior no descarta que los productos citados podrian tener algun efecto
benéfico en las abejas, pero muestra que su efecto puede verse oculto cuando las abejas
suplementadas con esos productos tienen otra fuente de alimento, como la recoleccion
natural de néctar, tal como ocurrid en el presente trabajo y por el tiempo de abeja,
africanizada, ya que, hasta la fecha, inicamente se habia probado estos metabolitos en

abejas europeas.

La escasa informacion sobre la cantidad de hemocitos en abejas y la discrepancia entre
los datos reportados en los trabajos llevados a cabo, hace evidente la necesidad de
ampliar la informacion sobre el conteo de hemocitos en los diferentes estados de

desarrollo de A. mellifera.
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