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RESUMEN Y ABSTRACT



Resumen

Argentina es el segundo exportador mundial de miel (13% del total) y el cuarto productor
(contribuyendo con el 6%). El pais comercializa en el exterior el 95% de la miel producida
principalmente a la Unién Europea, Estados Unidos y Japdn. No obstante, la produccién
local se ha reducido considerablemente a lo largo de los ultimos afos, pasando de un
promedio de 84.000 toneladas anuales, en el periodo 2000-2009, a menos de 60.000
toneladas anuales en los ultimos dos afnos. El aumento de la actividad productiva se ve
amenazado tanto por problemas sanitarios como por el avance de la frontera agricola que
reduce la biodiversidad vegetal.

Dentro de los problemas sanitarios que se desconoce su impacto aun no resueltos
destaca la Nosemosis, una enfermedad causada por dos especies de microsporidios
(Phylum Microspora), Nosema apis y N. ceranae. Estos agentes son comuUnmente
encontrados en abejas (Apis mellifera) alrededor del mundo. Estos agentes son parasitos
obligados que se desarrollan en el intestino de las abejas adultas y generan una
considerable reduccién en la vida de sus hospedadores. La transmisién de Nosema en
abejas se realiza mediante la via fecal-oral por medio del cual los patégenos se
diseminan con las heces de individuos infectados a abejas sanas via ingestion. A nivel
mundial se ha generado una gran controversia sobre el rol que tendria estos agentes en
la pérdida de colmenas. El presente trabajo tuvo como objetivos identificar, mediante un
abordaje epidemioldgico, los factores que determinan la ocurrencia de Nosemosis,
evaluar el patrébn de comportamiento estacional de la enfermedad y caracterizar
genéticamente las poblaciones de Nosema spp. en diferentes ecosistemas de nuestro

pais, buscando estimar el impacto real sobre la produccién de miel.

En primera instancia se evalué la carga de esporos de Nosema spp. mensualmente a lo
largo de un afo en un total de 19 apiarios ubicados en cinco regiones agro-ecologicas
(Santa Fe Sur, Santa Fe Centro, Chaco Hiumedo, Chaco de Transicién y Chaco Semi-
arido) de las provincias de Santa Fe, Chaco y Formosa para determinar el
comportamiento estacional de dicho parasito. Los resultados obtenidos de las curvas de
esporulaciéon en las provincias analizadas indican un patrén caracteristico, similar al
reportado para la especie N. apis en otras regiones del mundo. Dicho patrdn solo varia en
funcién de las intensidades en cada regién analizada, siendo las regiones de Santa Fe
Sur y Centro y Chaco Semi-arido las que presentaron mayores niveles esporulares.



En las mismas regiones se analizaron muestras para determinar la especie de Nosema
spp. presente en 59 apiarios analizados en el periodo post-cosecha. Los resultados
moleculares indicaron que en las regiones bajo estudio se encuentran presentes ambas
especies. Se registrd infeccion exclusiva por N. ceranae en 37,8% de los apiarios
analizados, mientras que en 26,7% de los apiarios solo estaban infectados por N. apis. El
resto, 35,6% de los apiarios, se encontraron co-infectados por ambas especies de
Nosema spp.. Dichos resultados fueron contradictorios con otros reportados por
investigadores de otras regiones de Argentina donde solo N. ceranae. Los resultados
también indicaron la presencia de colmenas infectadas puramente con N. ceranae en
todas las regiones estudiadas, la presencia de colmenas con infeccién exclusiva con N.
apis en regiones de climas subtropicales y una proporcion significativamente mayor de
co-infeccidn en las regiones de clima templado del estudio. Estos resultados podrian dar
cuenta del posible reemplazo de N. apis por N. ceranae ya reportado en otras regiones.
Se determind la relacidn existente entre la presencia de las distintas especies de Nosema
spp. Yy el haplotipo de abeja que parasitan sin hallar una asociacion entre el haplotipo del
hospedador y la especie de parasito.

Por altimo, para identificar factores de riesgo asociados a la ocurrencia de altas cargas de
Nosema spp., se realizaron tres muestreos durante un afo en 64 apiarios en las regiones
mencionadas previamente, junto con encuestas estructuradas realizadas a los apicultores
para asociar variables de manejo con el riesgo de alcanzar altas cargas de parasitacion.
Entre los factores identificados se destacan las diferentes regiones agro-ecolégicas y la
presencia de Varroa destructor en altos y bajos niveles de infestacién. En el primer
muestreo, periodo post-cosecha, se distinguié una clara relacion de dichos factores sobre
los niveles de infeccién de Nosema spp. En cuanto al efecto debido a las regiones agro-
ecolégicas, se observé un marcado gradiente ascendente de Norte a Sur. Asimismo, se
determin6 una asociacion positiva entre los recuentos de esporos de Nosema spp. y los
niveles de infestacion con Varroa. Aquellas colmenas que presentaban mas de 3% de
Varroa en el periodo post-cosecha tenian mayores niveles esporulares de Nosema spp.
En el segundo y tercer muestreo, periodo de otofio y primavera, se observaron los niveles
mas altos de esporos de Nosema spp. en las regiones de Sur y Centro de Santa Fe y en
Chaco Semi-arido. Con relacién a las cargas de Nosema spp. y la infestacion con Varroa,
la relacion se invirtid y se determiné que aquellas colmenas que presentaban menos de

1% de Varroa en otofio y primavera fueron las que presentaban mayores niveles



esporulares. Esta situacién se debid en parte a la aplicacion de un producto acaricida
para controlar la parasitacion por Varroa en 80% de las colmenas analizadas. Por otro
lado, se determinaron factores de manejo asociados a niveles altos de esporos de
Nosema spp. en regiones de Chaco Semi-arido, siendo que aquellas colmenas donde se
realizaba el recambio de reinas con una frecuencia mayor a dos afnos o no se realizaba,
presentaban un mayor desarrollo de la parasitosis. Por otro lado, las colmenas que
recibieron algun tipo de suplemento polivitaminico o de polen tuvieron mayores niveles

esporulares.

Estos resultados brindan algunas respuestas a los apicultores. Por un lado, existe un
patron estacional de la parasitosis y los apicultores deberian estar atentos a los
momentos en los que se encuentran los picos de cargas maximas de esporos de Nosema
spp. Por otro lado, se deberian tomar medidas de control sobre otros patégenos, como es
el caso del acaro V. destructor, para disminuir el estrés dentro de las colmenas. Cabe
aclarar que la parasitosis no presenté un efecto directo en la produccion de miel ni en el
estado general de las colmenas durante el afio en el que se realizé el trabajo, lo que
estaria indicando que, a pesar de encontrarse niveles elevados en algunas regiones, el

parasito no llega a generar graves danos en la colmena.
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Abstract

Argentina is the second world exporter of honey (13% of the total) and the third producer
(contributing with 6%). Our country markets abroad 95% of the honey produced mainly to
the UE, the United States and Japan. However, local production has been reduced
considerably in recent years, from an average of 84,000 tons to less than 60,000 tons per
year in the last two years. The increase in productive activity is threatened by health
problems and the advance of the agricultural frontier that reduces plant biodiversity.

Among the health problems still unresolved highlight Nosemosis, a disease caused by two
species of microsporidiums (Phylum Microspora), Nosema apis and N. ceranae. These
agents are commonly found in bees (Apis mellifera) around the world. They are obligate
parasites that develop in the intestines of adult bees and generate a considerable
reduction in the life of their hosts. The transmission of Nosema in bees is done through
the fecal-oral route by means of which the pathogens are spread with the feces of infected
individuals to healthy bees by ingestion. Worldwide, a great controversy has been
generated about the role that this agent would have in the loss of hives. The objective of
this thesis was to determine, through an epidemiological approach, the factors that favor
the occurrence of Nosemosis, evaluate the pattern of seasonal behavior of the disease
and characterize genetically the populations of Nosema spp. in different ecosystems of

Argentina, seeking to determine the real impact on honey production.

In the first instance, the number of spores and prevalence of Nosema spp. monthly were
estimated over a year in a total of 19 apiaries located in five regions (Santa Fe Sur, Santa
Fe Centro, Chaco Humedo, Chaco de Transicion and Chaco Semi-arid) of Santa Fe,
Chaco and Formosa provinces to determine the seasonal behavior of the parasite. The
results obtained from the sporulation curves in the colony analyzed indicate a
characteristic pattern, similar to that reported for the Nosema apis in other regions of the
world. This pattern only varies depending on the intensities in each region analyzed, with
Santa Fe Sur and Centro and Chaco Semi-arid the regions with the highest sporular

levels.

In the same regions, samples of bees were collected and analyzed to determine the
species of Nosema spp. present in 59 apiaries during the post-harvest period. The

molecular results indicated that both species are present in the regions under study.
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Exclusive infection by N. ceranae was recorded in 37.8% of all apiaries, while in 26.7% of
the apiaries were only infected by N. apis. The rest, 35.6% of the apiaries, were co-
infected by both species of Nosema spp. These results were contradictory with others
reported by researchers from other regions of Argentina where it was only possible to
obtain positive samples exclusively from N. ceranae. The results also indicated the
presence of hives infected purely with N. ceranae in all the regions studied, the presence
of hives with exclusive infection with N. apis in regions of subtropical climates and a
significantly higher proportion of co-infection in temperate climate regions. These results
could account for the possible replacement of N. apis by N. ceranae already reported in
other regions. The existence of association between the presence of different species of
Nosema spp. and bee haplotypes that were parasitized. The results did not demonstrate

the existence of an association between the host haplotype and the parasite species.

Finally, to identify risk factors associated with the occurrence of high loads of Nosema
spp., three samplings were carried out during one year in 65 apiaries in the previously
mentioned regions. Structured surveys were applied to beekeepers with the aim to
associate management variables with the risk of high parasitic loads in honey bees.
Among the factors identified, the different regions analyzed and the presence of Varroa
destructor in high and low levels of infestation, were the most relevant. In the first
sampling, post-harvest period, an marked ascending gradient was observed from North to
South. Additionally, a positive association was determined between spore counts of
Nosema spp. and the levels of infestation with Varroa. Those hives that presented more
than 3% of Varroa in the post-harvest period had higher sporular levels of Nosema spp. In
the second and third sampling, the autumn and spring period, the highest levels of
Nosema spp. were find in South and Center of Santa Fe and in Chaco Semi-arid regions.
Regarding the loads of Nosema spp. and the Varroa infestation, the relationship was
reversed and it was determined that those beehives that presented more than 1% of
Varroa in autumn and spring had the highest sporular levels. This paradoxical situation
may be explained because the application of an acaricide product to control Varroa
parasitization in 80% of the hives analyzed. On the other hand, management factors
associated with high levels of Nosema spp spores were determined in Semi-arid Chaco
regions. Those hives whose queens were changed reigns every two years or more had a
greater development of parasitism. On the other hand, hives that received a polyvitaminic

or pollen supplement had higher sporulation levels.

12



These results provide some answers to beekeepers, there is a seasonal pattern of
parasitosis, beekeepers should be attentive to the moments in which peaks of maximum
levels of Nosema spp. spores and should take control measures of other pathogens such
as the mite V. destructor to reduce stress within the hives. It should be noted that the
parasitosis did not have a direct effect on the honey production or on the general state of
the hives during the year in which the work was carried out. This could be indicating that
despite being found high levels in some regions, the parasite does not get to generate

serious damage in the hive.
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Introduccion general

Argentina ocupa un lugar destacado en la produccién de miel ya que es el segundo
exportador mundial (13% del total) y el cuarto productor después de China, la Union
Europea y Turquia. El pais comercializa en el exterior el 95% de la miel producida debido
al bajo consumo interno y a la gran demanda, principalmente de Estados Unidos,
Alemania y Japén. Con base en el Registro Nacional de Productor Apicola, existen
10.574 productores con datos actualizados de sus apiarios, que registran 30.605 apiarios
con su posicion geolocalizada, conformando un total de 2.612.477 colmenas a nivel
nacional. La actividad productiva esta constituida por medianos y pequenos productores y
empresas familiares distribuidas en todo el pais. Representa una de las actividades
principales para la agricultura familiar y las economias regionales. En el afio 2017 la

exportacion de miel fue de 56.265 T. por un monto superior a U$S 145 millones [1].

Sin embargo, el aumento de la actividad productiva se ve amenazado tanto por
problemas sanitarios como por el avance de la frontera agricola que reduce la
biodiversidad vegetal. Dentro de los problemas sanitarios aun no resueltos destaca la
Nosemosis, una enfermedad causada por dos especies de microsporidios (Phylum
Microspora), N. apis y N. ceranae. Estos agentes son comunmente encontrados en
abejas (A. mellifera) alrededor del mundo [1]. La infeccion por N. apis fue descripta hace
mas de cien afos estando bien estudiada la patologia que genera [2]. Hace algunos afos
fue identificada [3] una nueva especie, N. ceranae, infectando abejas europeas en

Espana, que actualmente se encuentra distribuida en todos los paises del mundo.

Estos agentes son paréasitos obligados que se desarrollan en el intestino de las abejas
adultas y generan una considerable reduccion en la vida de sus hospedadores. La
transmisién de Nosema spp. en abejas se realiza mediante la via fecal-oral por medio del
cual los patdgenos se diseminan con las heces de individuos infectados a abejas sanas.
Los adultos sanos ingieren esporos de Nosema spp. al consumir alimentos contaminados
o cuando estan abocadas a las tareas de limpieza del material fecal en el interior de las

colmenas [4].

A nivel mundial se ha generado una gran controversia sobre el rol que tendria este
agente en la pérdida de colmenas, tanto por causas directas 0 como consecuencia de un

debilitamiento en las colmenas. Aun restan por dilucidar muchos aspectos sobre la

14



patogenicidad de Nosema spp. y su impacto sobre la sanidad y productividad de las
colmenas considerando las variaciones geograficas y estacionales [5, 6].

En Argentina son escasos los estudios que hayan analizado el impacto real de las
infecciones por Nosema spp. sobre las abejas y su interaccién con las condiciones
ambientales. Sarlo [7] concluyd, con base en diferentes estudios observacionales
realizados en la region sudeste de la provincia de Buenos Aires, que la Nosemosis
(especialmente causada por N. ceranae) resulta una patologia que genera intensa
mortalidad y retrasos en el desarrollo de las colonias. Estos estudios confirmaron que los
recuentos de esporos de N. ceranae en las colonias presenta una dindmica estacional

gue se correlaciona negativamente con la temperatura, no asi con la humedad.

En la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del INTA se desarroll6 durante marzo
de 2007 y hasta diciembre de 2010, un estudio de tipo observacional, muestreando
mensualmente apiarios localizados en diferentes regiones de la Provincia de Santa Fe.
Los apiarios mostraron variaciones anuales tanto en la prevalencia de colmenas positivas
a Nosema spp. (desde 59,7% en 2009 hasta 94,4% en 2010) como en los recuentos de
esporos de Nosema spp. (desde 152.000 esporos/abeja en 2009 hasta 867.000
esporos/abeja en 2007). Los recuentos de esporos mostraron estacionalidad,
observandose dos picos (otofio e inicio de la primavera). También fue posible asociar los
recuentos de esporos de Nosema spp. a la ubicacion geogréfica de los apiarios, siendo
elevados los recuentos en aquellos localizados cerca del Rio Parana, disminuyendo la
carga en apiarios alejados del mismo [8, 9]. Por otro lado, los resultados de dichos
trabajos compararon colmenas con tratamiento de fumagilina y sin dicho tratamiento,
colmenas control e indicaron una reduccion en las intensidades de N. ceranae, pero no
se determinaron diferencias significativas entre los grupos tratados y de control para las
medidas de resistencia de colmenas, incluida la poblacion de abejas adultas, la
disponibilidad de crias de abejas, la miel o el polen. La poblacion de abejas durante el

invierno se redujo tanto en las colmenas tratadas como en las de control.

A pesar de que se reconoce a la Nosemosis como un serio problema sanitario para la
apicultura capaz de generar graves mortandades de colonias y por ende pérdidas
economicas en distintas regiones apicolas [7], poco se conoce acerca de los factores que
influyen sobre su ocurrencia y diseminacién, y si las altas cargas de Nosema spp, pueden
tener efecto directo sobre el desarrollo y la produccién de colmenas en distintas regiones
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de Argentina. Por ello, resulta imprescindible realizar un analisis epidemiolégico que
permita identificar los factores que propician la ocurrencia de Nosemosis, evaluar el
patron de comportamiento estacional de la enfermedad y caracterizar genéticamente las
poblaciones de Nosema spp. en diferentes ecosistemas de nuestro pais, con especial

énfasis en el estudio del impacto real de la Nosemosis sobre la produccion de miel.
Phylum Microsporidia

Los microsporidios infectan las células del hospedador, se replican dentro de ellas,
producen esporas y luego se transmiten a otras células dentro del mismo hospedador o a
uno nuevo. Sin embargo, las diferentes formas en que lo logran y la diversidad de
especies hospedantes que parasitan indican el nUmero de vias evolutivas que estos
organismos han logrado alcanzar con éxito para adaptarse a las necesidades de sus
propias historias de vida y las de sus hospedadores [10].

Es un grupo de gran importancia ya que parasita insectos de relevancia econémica como
las abejas meliferas y se encuentran en estrecha relacion filogenética con los hongos [11,
12, 13]. Las relaciones formadas por los microsporidios con los insectos, son formas
extremas de simbiosis. Estos organismos son eucariotas unicelulares, parasitos
intracelulares obligados de muchas especies de vertebrados e invertebrados [14, 15].
Actualmente existen cerca de 143 géneros de microsporidios descriptos y cerca de 1000
especies. Casi la mitad de esos géneros (69) tienen un insecto como hospedador [14].

Los microsporidios producen esporas para protegerse contra las condiciones ambientales
adversas. Esas esporas poseen paredes proteicas y son de tamafo pequefio, variando
de 1 a 10 um de largo dependiendo de la especie. Casi todas las especies de
microsporidios experimentan su crecimiento y produccién de esporas dentro del
citoplasma de la célula hospedadora. No se desarrollan microsporidios fuera de sus
células hospedadoras, ya que estos parasitos requieren el ambiente celular para la

absorcién de energia y nutrientes [10].

Son organismos altamente especializados, han logrado una reduccion muy importante a
nivel morfoldgico, metabdlico, bioquimico y a nivel molecular de genes y genoma [14]. Se
ha producido una perdida y posterior compactacion de los genes [16], explicando las
diferencias en tamafo dentro del Phylum. Por otro lado, se ha producido la perdida de

genes destinados a la biosintesis de diversos componentes como nucleétidos, acidos
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grasos [17] y varios aminoacidos en este grupo de organismos, ademas de carecer de
mitocondrias [18]. Son considerados como patégenos oportunistas debido a que es mas
probable que causen una enfermedad si el estatus inmunol6gico del hospedador es
deficiente [19].

Mediante estudios ultraestructurales se ha observado que la célula hospedadora es un
proveedor de recursos ya que existe una atraccién fisica de los organelos del
hospedador, especialmente las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico, a la interfaz de
la estructura que envuelve al parasito en desarrollo. Esto sugiere que el parasito esta
explotando los recursos de su célula hospedadora [10].

Se destaca que gran parte del conocimiento que se tiene sobre los microsporidios, se
debe a que se han encontrado como importantes patégenos oportunistas de humanos
inmunocompometidos, 17 especies han sido detectadas en humanos [20].

Nosema spp.

Es el género mas diverso, presenta cerca de 100 especies descriptas [21]. Un
representante de gran importancia dentro del género es Nosema bombycis [22]. Dicha
especie se encontr6 asociada a la cria del insecto Bombyx mori'y, fue descripto como el
agente causal de la pebrina [23], la cual afecté de manera considerable la industria de la

seda en Europa [24] y continGia siendo un serio problema al menos en China [25].

Existen dos especies del género que son conocidas por infectar el ventriculo o intestino
medio de A. mellifera: N. apisy N. ceranae [26]. Las infecciones provocadas por ambas
especies de Nosema primariamente son trasmitidas via exposicién fecal-oral cuando las

abejas limpian los marcos o consumen alimento o0 agua contaminada con esporos.

Durante varios afos N. apis fue la principal especie que parasitaba A. mellifera, causando
Nosemosis [27]. En 1994, se reporta N. ceranae en abejas asiaticas Apis cerana [28].
Para el 2006 y luego del renombrado Sindrome de Colapso de Colmenas [29], causante
de muerte masiva de abejas en Espafa, se reporta por primera vez el salto de
hospedador de A. cerana a A. mellifera del microsporidio N. ceranae [3]. Desde ese afio,
comienzan a surgir un gran numero de investigaciones tendientes a determinar cual es la
especie que se encuentra parasitando a las abejas meliferas, ya que, de ser esta nueva

especie, podria tener un efecto directo en la muerte de las colmenas.
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En Taiwan se determind la presencia de N. ceranae de muestras de 2005 [38]. Un trabajo
realizado por Paxton y colaboradores [6] determin6é que N. ceranae se encontraba
parasitando a la abeja melifera de Finlandia desde 1998. Luego de un trabajo realizado
por Klee y colaboradores en 2007 [39], se disefid un mapa de distribucién mundial de la
especie, encontrandose en distintos paises de Europa, Oceania y América. Esta especie,
se ha convertido en un patégeno distribuido globalmente [3, 5, 38, 99, 211]. En la ultima
década, la deteccién de la infeccién por N. ceranae en las abejas ha aumentado en todo
el mundo y mas especificamente en los paises del sur de Europa [285] y en América
[211, 212, 279, 286,287]. Por el contrario, en los paises del norte de Europa, N. apis

sigue predominando sobre N. ceranae [65].

Se ha propuesto la hipétesis de que N. ceranae podria estar desplazando a N. apis, dada
la mayor distribucion en paises del Sur de Europa (Espana, ltalia, Israel, Grecia o
Turquia) en relacién a los del Norte (Suecia, Alemania). [39, 61, 93, 288, 293, 294]. Los
datos de estos trabajos, revelan una zona de transicién en la prevalencia relativa de las
dos especies. No se ha podido determinar una ventaja competitiva entre las especies en
cuestion y aparentemente tanto las variables ambientales como la competencia
interespecies son importantes elementos de modelos matematicos que ayudan a explicar
la prevalencia diferencial de Nosema spp. en distintas regiones climaticas [295]. Sin
embargo, debido a la amplia distribucién registrada para N. ceranae, existe una ventaja,
gue aun no ha podido ser determinada, en relacién a otras especies del género.

Los estudios, han reportado que N. ceranae, no so6lo se encuentra parasitando a especies
del genero Apis, como es el caso de A. cerana en China [289], A. mellifera [3, 38], A.
florea en Tailandia, A. dorsata en Vietham y Tailandia [296], y A. koschevnikova en
Indonesia [84]. También su presencia ha sido detectada en diferentes polinizadores,
como es el caso de especies del género Bombus en Argentina, Uruguay, Colombia,
China y UK [30, 297, 298, 290, 291, 292] , en relacion a estos polinizadores, se ha
determinado que la riqueza de los parasitos en abejorros silvestres aumenta cuando se

encuentran proximas a abejas meliferas criadas comercialmente [295].

Otra de las especies de abejas donde también se ha encontrado N. ceranae son las
abejas sociales de los géneros Melipona, Scaptotrigona, Tetragonisca provenientes de
Brasil y Argentina [213]. No solo las especies sociales se han detectado como portadoras
de N. ceranae, también, abejas solitarias de los géneros Osmia, Andrena y Heriades
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[299] se han identificado en Bélgica y dentro del grupo de los Vespidos, también se ha
reportado su presencia en Polybia scutellaris de Argentina [213].

Caracteristicas generales de Nosema spp.

Las infecciones provocadas por Nosema spp. se presentan principalmente cuando las
abejas obreras realizan limpieza de los panales o al realizar la trofalaxia entre abejas
infectadas y abejas sanas. En el momento que son consumidas, las esporas viajan a
través del tracto digestivo de las abejas meliferas hasta que en la regién del ventriculo
germinan [32].

Estructuralmente presentan dos membranas, la exospora proteinica y electrodensa, y la
endospora quitinosa y electrolicida, que la hacen resistente a los factores ambientales
adversos. Los esporos de Nosema spp. presentan un aparato nuclear diplocariotoco
compuesto por dos nucleos adyacentes morfolégicamente idénticos que se dividen en
forma igual y sincronica [32].

Ciclo de vida

El ciclo de vida de la mayoria de los microsporidios, en especial del género Nosema
presenta las siguientes caracteristicas (Figura 1):

La germinacion de las esporas es dirigida por procesos que aun no estdn completamente
claros. El desplazamiento del calcio intracelular y posterior anclaje calcio/calmodulina en la
superficie de las esporas podria comenzar una cascada de sefales que contribuirian al

proceso de hinchamiento y turgencia del polaroplasto [33].

Una vez eyectado el esporoplasma dentro de la célula ventricular, comienza su
crecimiento, en una fase denominada vegetativa o meronte. Pasadas las 24 horas de la
infeccion, se inicia la merogonia, dando lugar a la division binaria de merontes
diplocariéticos o por medio de fisibn se producen cadenas multinucleadas [34]. Dichas
estructuras son denominadas merozoitos, se asemejan a los merontes con un reticulo

endoplasmatico bien desarrollado, esta es la fase proliferativa del ciclo de Nosema.

A continuaciéon del desarrollo de los merontes se forman los esporontes, los cuales
presentan una cubierta superficial de quitina. Por una unica divisién binaria van a dar como

resultado dos esporoblastos, formando esporos de pared fina o endoespora y un corto
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filamento polar. Dichas esporas son consideradas esporas primarias o tempranas, se
desarrollan en el interior de la célula o en células adyacentes [7, 35].

Luego de la germinacion de estas esporas tempranas se produce nuevamente la inyeccion
del esporoplasma, dando lugar a nuevos merontes. Por medio de multiples divisiones se
produce una segunda secuencia de esporulacion [36]. Se forman nuevos esporontes
diplocariéticos, por divisién de los mismos se vuelven a formar dos esporoblastos, en este
caso se generan esporas maduras con endospora gruesa y un largo filamento polar, las
cuales pueden provocar la lisis de la célula y salir al exterior por la luz intestinal con las
heces, fase que se denomina esporogoénica [7,35]. La fase infectiva la presentan los dos
tipos de esporas que se desarrollan tanto la espora primaria, como la madura [14].

Figura 1. Esquema del ciclo de vida de N. apis y N. ceranae en células del epitelio ventricular de
A. mellifera. 1-8. Fase proliferativa, 9-12. Fase esporogénica. 13. Fase infectiva. FP=Filamento
polar, SP= esporoplasma, N= nucleo, NH=nucleo del hospedador, CH=célula del huesped,
IFP=inyeccién del filamento polar, EN= esporoblastos. Modificada de Mehlhorn, H. 2007.
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Nosemosis

La enfermedad causada por los microsporidios del género Nosema spp. es denominada
Nosemosis, siendo las especies causantes de dicha enfermedad en las abejas meliferas
N. apis [27, 37] y N. ceranae [3].

Durante cerca de 100 afos se consider6 a N. apis como el Unico agente etiol6gico
causante de Nosemosis. Con el Sindrome de Colapso de Colmenas reportado primero en
Europa y luego en Estados Unidos en los afnos 2006 y 2007, comenzaron a realizarse
investigaciones tendientes a determinar las causas de dicho colapso y surge el hallazgo de
N. ceranae en A. mellifera[3, 38, 39].

Dichas especies presentan ciertas diferencias con relacion a aspectos morfoldgicos,

patrones epidemiol6gicos y sintomatol6gicos que seran descriptos a continuacion:
N. apis

Las esporas que produce N. apis presentan un tamafo de 6 um de largo y 3 um de ancho.
Su filamento polar presenta entre 26-32 vueltas [40]. En el extremo posterior de la espora,
se aloja una vacuola con material flocular. Toda su estructura se presenta rodeada por el
esporoplasma.

Las abejas ingieren las esporas junto con alimentos o por medio de la trofalaxia [41, 42] y
germinan después de que han alcanzado la luz del ventriculo [43]. Como todos los
microsporidios, N. apis inyecta su esporoplasma en la célula hospedadora y completa su
ciclo de desarrollo intracelularmente [44].

N. apis presenta un patron caracteristico en climas templados, con prevalencias bajas o
niveles poco detectables durante el verano, un pequeio pico en otofio, un ligero aumento
en el invierno y un gran pico en la primavera antes de que las abejas de invierno sean
reemplazadas por abejas jovenes [43, 45]. Existe muy poca informaciéon sobre la
prevalencia estacional de N. apis en condiciones de climas tropicales o subtropicales.
Segun lo reportado por Fries y Raina [46], se revelaron niveles detectables de N. apis

durante todo el afio sin un patrén estacional.

La temperatura éptima para el desarrollo de esta especie ronda los 30-35°C [48].
Independientemente de la dosis inicial de esporas ingerida por las abejas, todo el
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ventriculo se infecta dentro de las 2 semanas posteriores a la infeccién. Esto se debe a la
autoinfecciodn [48]. Al provocarse la lisis, por la gran cantidad de esporas dentro de la célula
ventricular, son vertidas en la luz intestinal, las esporas recién formadas germinan,

extendiendo asi la infeccién a otras partes del intestino [41].

Segun Chen y colaboradores [49] la reproduccidon de N. apis solo se detect6 en las células
del ventriculo de A. mellifera. Otros autores han mostrado la presencia de esporas de N.
apis en otros tejidos diferentes al ventriculo, como son los ovarios, los tubulos de Malpighi
y las glandulas salivares, mandibulares e hipofaringeas de las abejas [27, 50] lo que podria
indicar que dicha especie no presenta especificidad para el tipo de tejido a infectar.

Por otro lado, en otro estudio se ha sugerido la posible trasmision sexual de los esporos de
N. apis [51] y se ha encontrado ADN de esta especie y de N. ceranae en el esperma de
zanganos [52]. En este dultimo trabajo también se demostr6 que reinas infectadas

artificialmente no transmiten verticalmente los esporos de Nosema a sus huevos.

Las abejas parasitadas con N. apis sufren ciertas consecuencias a nivel individual y
colonial. En ese aspecto, una de las mas documentadas ha sido el acortamiento de la vida
de las abejas, las cuales salen a pecorear a edades mas tempranas [53, 54, 55].

Se ha detectado que la infeccion por N. apis en obreras jévenes (1 y 2 dias de edad)
interrumpe el desarrollo del intestino medio [56]. Las lesiones producidas por la accién
citolitica de los merontes se traducen en una disfunciéon en las células ventriculares del
hospedador, extendiéndose la infeccién desde la parte posterior del ventriculo hacia la
anterior [48, 57].

Las abejas que se encuentran parasitadas por N. apis suelen presentar gran cantidad de
excremento en sus abdémenes lo que lo hace ver dilatado y distendido. Comunmente, el
signo caracteristico de la enfermedad causada por N. apis es la diarrea (40), pero en
algunos trabajos se han observado cargas muy altas de esporos en las abejas sin
presentar esta sintomatologia [58].

Se ha demostrado un menor consumo de oxigeno y agua, y mayor consumo de alimento
en las abejas infectadas por N. apis en comparacion con aquellas libres de infeccién [76].
Se ha observado una disminucién de los aminoacidos presentes en la hemolinfa de las
abejas infectadas con dicho parésito, indicando que la actividad metabdlica de las abejas
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infectadas fue menor que las abejas sanas [77]. Dicha disminucion provoca una reduccion
de las glandulas hipofaringeas [77, 78, 79] y un descenso de los niveles de proteinas en
los cuerpos grasos [80]. En las abejas reinas también se han detectado infecciones con
una reduccién del tamafno de los ovarios, una degeneracion de los oocitos [81] y una
inhibicion de la maduracion de los huevos en las ovariolas, lo que podria deberse a un

aporte energético deficiente [82].

En términos generales, las infecciones por N. apis se han visto asociadas a una reduccion
en la vida de las abejas infectadas y un incremento en la mortalidad invernal, con el

consecuente impacto negativo en la fortaleza y la produccién de las colmenas [35].
N. ceranae

Se han reportado infecciones de N. ceranae en A. mellifera que datan de mediados de
1990 en Estados Unidos [4], una muestra previa a 1990 de Uruguay [59] y el registro méas
antiguo, hasta el momento, se obtuvo en muestras de 1979 de Brasil [212]. Actualmente
presenta una distribucion global y en algunas regiones se especula que se encuentra
desplazando a N. apis [39, 60].

Las esporas que produce N. ceranae presentan un tamano de 4,7 um de largo y 2,7 pm de
ancho. Su filamento polar presenta entre 20-23 vueltas [14]. El proceso de germinacién es

similar al de N. apis.

Existe una gran contradiccién con relacién al papel que juega este parasito en el colapso
de las colmenas. Muchos paises han reportado su presencia como responsable de
pérdidas de colmenas [61, 62], pero en otros paises se considera que es encuentra en casi
todas las colmenas pero no se lo relaciona con la mortandad de las mismas [63]. Por otro
lado, estan aquellos autores que afirman que N. apis continda siendo més prevalente que
N. ceranae [64,65]. En un estudio extenso en varios paises de Europa se pudo determinar
que la distribucién de N. apis y N. ceranae y la intensidad de la infeccion variaban
estacionalmente y regionalmente, pero que la pérdida de colonias solo estaba relacionada
con la enfermedad en algunas regiones [66].

Con relacion a los efectos que puede ocasionar este microsporidio tanto a nivel individual
como de la colmena, se ha documentado que es promotora de forrajeos precoces [54, 55,
67], modifica los titulos de vitelogenina y la feromona mandibular en las reinas [68],
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disminuye las funciones inmunolégicas [69] y reduce la longevidad [70]. EI mayor sintoma
detectado es el estrés energético provocado por N. ceranae [71]. Se ha documentado que
la presencia de N. ceranae altera la expresién proteémica en algunas porciones del
intestino medio, responsables de la produccion de energia, la regulaciéon proteinica y la
defensa antioxidante [72] lo que se traduce en un aumento del apetito de las abejas

infectadas y una menor transmision de alimento via trofalaxia [73].

Se ha documentado en trabajos en laboratorio que los zanganos infectados con esporas
de N. ceranae mostraron una disminucién significativa en el volumen del semen y la
concentracion de espermatozoides, asi como un mayor porcentaje de fragmentacion del
ADN espermaético [74].

Co-infecciones

Las co-infecciones con ambas especies de Nosema spp. altera la nutricién, las vias
metabodlicas y hormonales, incluidas las vias de senalizacion de insulina. Otro de los
efectos a nivel individual es el incremento en la produccién de cierta feromona (etil-oleato)

en las abejas infectadas con ambas especies de Nosema spp. [75].
Diagndstico de la enfermedad

El diagnéstico de la infeccion por Nosema suele ser dificil de determinar, ya que no
presenta sintomas evidentes, excepto la diarrea en N. apis, pero que no constituye un

sintoma patognomonico ni exclusivo de la infeccion por microsporidios [41].

Para poder estimar la parasitosis en la colmena, sigue siendo muy controvertido el tipo de
abejas a utilizar. Hay quienes afirman que es importante determinar el grado de
parasitacion dentro de la colmena, utilizando abejas nodrizas para establecer el impacto de
la infeccion en la colmena [83]. Por otro lado, las abejas extraidas de la piquera (abejas
pecoreadoras) pueden informar sobre la mayor intensidad de la infeccién. Este dltimo
grupo etario de abejas es el mas utilizado y reconocido para realizar el diagndstico de la
parasitosis [61, 83, 84, 85, 86].

Una vez obtenidas las muestras, principalmente de la piquera de la colmena, se llevan al
laboratorio. Las técnicas utilizadas para diagnosticar la parasitosis son la microscopia
Optica y técnicas moleculares, aunque éstas ultimas suelen utilizarse principalmente con

fines de investigacion, ya que suelen ser muy costosas. La microscopia Optica, puede
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confirmar la presencia de Nosema y estimar la intensidad de la infeccion mediante el
recuento de esporos con hemocitémetro. Esta técnica tiene como desventaja que no
permite diferenciar entre especies de Nosema spp. y so6lo detecta esporas del parasito. Las
técnicas moleculares son mas sensibles que la microscopia Optica, pudiendo detectar
infecciones a niveles muy bajos, amplifica el ADN de los estados vegetativos y de espora
del parasito. De esta forma se puede determinar tanto la intensidad de la infeccién como
las especies que estan infectando [90]. Varios métodos se han desarrollado e
implementado basados en PCR convencionales y en tiempo real para identificar especies
de Nosema spp. [3, 39, 49, 65, 88, 89, 90, 91, 92, 93]. La mayoria se basan en la
amplificacién por PCR del gen 16S rRNA usando pares de cebadores de PCR especificos
de las especies en cuestidén, excepto el método de PCR duplex descrito por Gisder y
Genersch [91], que se dirige al gen de la ARN-polimerasa |l dependiente de ADN.

Otra de las técnicas que tienen poco desarrollo, pero que pueden ser muy Utiles en el
futuro, son las pruebas de ELISA. Recientemente, Aronstein y sus colaboradores
adaptaron la técnica de ELISA para detectar infecciones por N. ceranae [94, 95]. En un
ELISA, un anticuerpo que es especifico para una proteina u hormona de interés se acopla
a un tinte y, por lo tanto, es posible determinar si una proteina u hormona objetivo esta
presente en la muestra y estimar visualmente sus niveles. Aronstein y sus colaboradores
desarrollaron anticuerpos que se unen especificamente a la proteina de la pared de las
esporas (SWP32) de N. ceranae e incorporaron estos en un ELISA. Este método requiere
un equipo costoso para ser realizado, pero su desarrollo podria permitir su uso en el
campo, mediante una varilla que contenga el anticuerpo especifico, la intensidad de la
infeccion podria estimarse comparando los resultados de color con una tarjeta de
referencia proporcionada por el fabricante [95].

Otras técnicas poco desarrollas hasta el momento se asocian a mediciones acusticas o de
olores del estrés de colmenas. Se han puesto a prueba sistemas acusticos para detectar
Varroa en las colmenas [96], lo que podria replicarse en el caso de Nosema spp. Algo
similar se estd estudiando para vincular la presencia de sustancias téxicas u olores de
enfermedades en las colmenas con sefales acusticas [97]. Del mismo modo, se estan
analizando odorantes quimicos, mediante el analisis de las feromonas [98] y si estudios
futuros relacionan los niveles quimicos con la presencia de Nosema, los perfiles volatiles

se pueden usar como herramientas de diagndéstico.
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Hasta el momento no se ha determinado un umbral de dafio econdmico para las especies
de Nosema que parasitan a la abeja melifera. Las obreras pueden transportar hasta
decenas de millones de esporas, pero, como se sefialé anteriormente, la presencia de
parasitos no es una garantia de los sintomas de la enfermedad a nivel de la colmena
[41,99]. Resta realizar estudios para vincular los niveles de Nosema con el dano de

colmenas para que se puedan establecer pautas de tratamiento.
Tratamiento

Para controlar la Nosemosis, se conocen algunos tratamientos, como la fumagilina, los
compuestos derivados de bacterias (surfactinas, acidos organicos) o derivados de plantas
(aceites esenciales [OE] y otros productos vegetales) con actividad fungicida vy,
potencialmente, el uso futuro de productos genéticos (interferencia de ARN, ARNi). Los
compuestos antes mencionados alivian las infecciones graves a corto plazo inhibiendo las
infecciones activas, pero no matan las esporas que contaminan las colmenas. Suele ser
necesario la aplicacién de mas de un tratamiento, para prevenir la reinfeccion a causa de
esporas residuales. Lo anterior puede llevar a seleccionar cepas de resistencia por las
repetidas aplicaciones y ser sumamente costoso para los apicultores. Estos compuestos
también pueden tener efectos negativos para las abejas. Solo se encuentra probada la
eficacia de la fumagilina en multiples ensayos a campo y en laboratorio, teniendo eficacias
comprobadas en un corto periodo de tiempo, sin ser eficiente a largo plazo [2, 100, 101,
102]. La efectividad de los productos derivados de plantas o bacterias y el ARNi se ha
estudiado principalmente en ensayos de laboratorio, con estudios de campo limitados
hasta la fecha [103]. Se han estudiado surfactinas producidas por bacterias Bacillus subtilis
aisladas de muestras de miel, comprobando que reducen el recuento de esporas de N.
ceranae en obreras inoculadas en laboratorio [104]. Ademas, los &acidos organicos
(lacticos) aislados de la bacteria Lactobacillus johnsonii reducen las cargas de esporas en
el campo en conjunto con la fumagilina [105]. Varios aceites esenciales son eficaces para
reducir las cargas de esporas de Nosema [106, 107]. El analisis comparativo del genoma
de N. ceranaey N. apis condujo a la identificacion de elementos genéticos especificos del
parasito que estan potencialmente relacionados con la virulencia, que podrian
aprovecharse para desarrollar terapias basadas en ARNi contra las enfermedades de
Nosema [108, 109].
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Otra estrategia alternativa o complementaria para tratar el crecimiento vegetativo de los
parasitos es inactivar las esporas ambientales mediante la esterilizacion. Calentar los
cuadros y las camaras que no estan siendo utilizadas a 49° C durante 24 horas reduce las
infecciones subsiguientes de N. apis [110] y, tedricamente, el calentamiento a altas
temperaturas también podria matar las esporas de N. ceranae. Otros métodos incluyen la
exposicién a los rayos UV y la radiacion gamma, los cuales han demostrado su efciacia

para desactivar las esporas de N. apis en suspension liquida [111].

Con relacion a las practicas de manejo, se ha documentado que la reproduccién selectiva
de abejas tolerantes a N. ceranae puede ser Util para sustentar la resiliencia al parasito
[112, 113, 114]. También se ha documentado que las abejas africanizas tienen una
resistencia natural al N. ceranae al compararlo con las abejas italianas [115]. Otras
practicas de manejo pueden ser el recambio frecuente de reinas y la suplementacién
proteinica [116, 117, 118].

Estudio de los factores de riesgo

Los estudios epidemioldgicos intentan identificar los factores que pueden explicar o
contribuir a la aparicién de una enfermedad [119] que, por lo general, es fendmeno
multicausal [120]. Un factor de riesgo es aquel que incrementa la probabilidad de que se
presente una determinada enfermedad o fendmeno de interés [119], pudiendo clasificarse
en primarios 0 secundarios de acuerdo a la magnitud del efecto que producen sobre la
ocurrencia de la enfermedad. Para el caso de los insectos sociales, las interacciones que
se dan dentro de una colmena hacen que las patologias estén determinadas por una red
compleja de interacciones que incluye multiples factores asociados tanto a las colmenas
como al ambiente [121]. Por otro lado, en especies manejadas por el hombre, como es el

caso de A. mellifera, dicha complejidad aumenta.

La identificacién de factores de riesgo que contribuyen a la presencia o el desarrollo de
una enfermedad permitira implementar programas de manejo eficientes para evitar o
disminuir el desarrollo de una enfermedad. Para poder realizar la identificacién de
factores de riesgo se conducen estudios que permiten establecer la asociacion existente
entre la exposicidbn a uno o mas factores y la mayor intensidad en la presencia de un

patégeno. Dichos estudio pueden ser tanto experimentales como observacionales.
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En los estudios observacionales, se reconoce la ocurrencia o no del patégeno y se
registran variables que estan o estuvieron presentes en cada uno de los individuos
analizados (exposicién). Por otro lado, aquellos estudios que hacen un seguimiento de la
poblacién a lo largo del tiempo, son los que presentan un disefo longitudinal [122]
mientras que aquellos estudios que determinan en un momento dado tanto el estado de
la poblacién con relacién al patégeno y la exposicién a factores potencialmente asociados

a su presencia, se denominan transversales [119].

La identificacién de los factores de riesgo asociados a la ocurrencia de una enfermedad
permite disenar medidas tendientes a controlarla y proporciona informacién para la

implementacion de campanas de control y erradicacion efectiva de enfermedades.
Analisis espacial

Los estudios espaciales en epidemiologia buscan identificar las variaciones espaciales en
el riesgo de ocurrencia de una enfermedad, identificando ubicaciones (y, lo que es mas
importante, individuos) asociadas con un mayor riesgo de enfermedad [123]. La
localizacién ha sido reconocida como un componente esencial en la ciencia
epidemiolégica [124]. Los patrones espaciales de la ocurrencia de una enfermedad
pueden ser uniformes, aleatorios o agrupados (en cluster) [125]. Los métodos de
agrupaciéon espacial o clusters, son la herramienta mas comun para evaluar patrones
espaciales no aleatorios. Estos métodos han superado ciertas limitaciones de otros
métodos utilizados, presentando mejoras con relacibn a la potencia estadistica,
incluyendo situaciones en las cuales existen pocos casos detectados, alta variabilidad en
la densidad de la poblacion subyacente y el tamano y forma de los cluster [126]. Los
métodos “globales” para detectar clusters determinan si existe un agrupamiento evidente
de los datos a lo largo de la region de estudio, sin identificar la ubicacion de dichos
cluster. Los métodos de deteccion “locales”, definen la ubicacion y el tamano de los
cluster [127]. Spatial scan statistic es un test de deteccion de cluster que permite localizar
el sitio y radio de cada cluster, asi como testear su significancia estadistica [125].
Consiste en generar multiples circulos cuyos centroides se van desplazando a lo largo de
la region de estudio. Para cada posicion del centroide, el radio cambia y toma valores
entre cero y un limite superior establecido por el investigador (como maximo 50% de toda
la poblacién). Se definen de esta manera los clusters potenciales, cada uno con diferente
localizacién y tamano. El test de radio de verosimilitud (likelihood ratio test) plantea como
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hipétesis alternativa que existe al menos un circulo para el cual el riesgo de ocurrencia de
la enfermedad es mayor dentro que fuera del mismo. Para ello, se comparan los casos
observados sobre los casos esperados si la ocurrencia de la enfermedad presentara una
distribucion aleatoria [128, 129].

Abordaje de la presente tesis:

En Argentina se ha descripto la presencia de N. ceranae, sin embargo, la relacion de
dicha especie con N. apis y el impacto que causan ambas especies en la produccion de
miel y en la pérdida de colmenas es desconocido hasta el momento.

En las provincias de Santa Fe, Chaco y Formosa la actividad apicola se desarrolla con
diferentes tipos de razas de abejas, diferentes manejos por parte de los apicultores y en
diferentes ambientes con variaciones climéaticas que constituyen un escenario ideal para

determinar los factores que inciden en la ocurrencia de la Nosemosis.

La presente tesis busca realizar un andlisis epidemioldégico que permita identificar los
factores que propician la ocurrencia de Nosemosis, evaluar el patron de comportamiento
estacional de la enfermedad y caracterizar genéticamente las poblaciones de Nosema
spp. en diferentes ecosistemas de nuestro pais, con especial énfasis en el estudio del

impacto real de la Nosemosis sobre la produccién de miel.

Hipotesis:
Las hipotesis planteadas en la presente tesis doctoral son:

) La Nosemosis es una enfermedad multifactorial cuyo impacto estd asociado a la
intensidad de la parasitosis, la especie de Nosema spp. actuante, de factores
ambientales, de manejo de las colmenas y factores nutricionales y enfermedades
concomitantes que solo o en combinacion provocan estrés en las colmenas.

o La adopcién de medidas de manejo sobre las practicas apicolas asociadas con un
mayor riesgo de presentacion de la Nosemosis generara una reduccién en la prevalencia
de la enfermedad y una mejora en los parametros productivos de las colmenas.

o Existe una asociacién entre la subespecie de abeja y la especie de Nosema spp.
que la parasita.
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o La Nosemosis se presentara con mayor intensidad en colmenas emplazadas en
regiones frias y hUumedas, y con menor intensidad en regiones calidas y secas.
. Practicas de manejo como el recambio sistematico de reinas cada dos anos

reducen la ocurrencia de la parasitosis.

Objetivo general:

El objetivo general de este trabajo fue identificar los factores de riesgo asociados a la
presencia y difusion de la Nosemosis en diferentes regiones ecoldgicas del pais cuyo
control permita mantener colonias en buenas condiciones y de esta manera, optimizar la

produccion de miel.
Objetivos especificos
Los mismos son enunciados por capitulo:

Capitulo I: Caracterizaciéon de los ambientes mediante curvas de floracion y técnicas de
manejo apicola utilizadas en cada regién agro-ecoldgica.

1. Determinar las caracteristicas particulares de cada regién analizada con
relacibn a aspectos ambientales, climaticos y de manejo que realizan los

apicultores en sus colmenas.

Capitulo II: Variacion anual de la infeccion con Nosema spp. en colmena emplazadas en

diferentes regiones agro-ecologicas

1. Analizar la variacion mensual de la carga y prevalencia de esporos de Nosema
spp./ abeja de las colmenas a lo largo de un afo de estudio en diferentes eco-

regiones del pais.

2. Determinar la relacién entre la prevalencia y la carga de esporos de Nosema

spp./abeja de las colmenas.

Capitulo llI: Identificacion de especies de Nosema spp. con relacidon a las regiones agro-
ecolégicas y a la diversidad genética de A. mellifera
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1. Identificacion de poblaciones de Nosema spp. presentes en apiarios de las
regiones agro-ecolégicas de Santa Fe, Chaco y Formosa.

2. Determinar los haplotipos de las diferentes poblaciones de Apis mellifera
presente en los apiarios bajo estudio en las diferentes regiones agro-ecoldgicas.

3. Asociar los diferentes haplotipos de A. mellifera con las especies de Nosema

spp. identificadas.

Capitulo IV: Identificacion de factores de riesgo asociados a la presencia de Nosema spp.

luego de la cosecha de miel.

1. Identificar los factores de riesgo asociados con colmenas con altas cargas de
esporos Nosema spp./abeja de las colmenas en relacion a las distintas variables

analizadas en la etapa post-cosecha.

Capitulo V: Identificacion de factores de riesgos asociados a la presencia de Nosema spp.

en el ingreso a la invernada y al inicio de la primavera.

1. Identificar los factores de riesgo asociados con colmenas con altas cargas de
esporos de Nosema spp./abeja en las colmenas en relacién a las distintas variables
analizadas en el otofio y al inicio de la temporada apicola (primavera).

2. Evaluar el impacto de la Nosemosis sobre la produccion de miel y el estado de

las colmenas.
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Capitulo I: Caracterizacion de los ambientes
mediante curvas de floracién y técnicas de
manejo apicola utilizadas en cada region agro-
ecoldgica



Introduccion

La informacién de la region bajo evaluacion en un estudio epidemioldgico es esencial ya
que brinda particularidades sobre el entorno donde se encuentran los individuos a analizar,
sobre los propios individuos evaluados y sobre las técnicas utilizadas para determinar, en
este caso, el estado de las colmenas [130].

Caracteristicas del ambiente y las practicas de manejo apicolas utilizadas

La presente tesis doctoral se desarrollé en la regibn Pampeana norte (provincia de Santa
Fe) y el norte del pais (provincias de Chaco y Formosa). Este territorio reane diferentes

ecosistemas, producciones agricola-ganaderas y climas sub-tropicales y templados.

En la provincia de Santa Fe existen cerca de 4.000 productores con aproximadamente
500.000 colmenas (Departamento de Agricultura de Santa Fe, 2008). La provincia de
Chaco presenta 1.200 productores y 75.000 colmenas, mientras que en la provincia de
Formosa hay 750 productores con 19.000 colmenas [131]. En estas tres provincias, se
identificaron cinco zonas de estudio (Santa Fe Sur, Santa Fe Centro, Chaco Humedo,
Chaco Transicion y Chaco Semi-arido) de acuerdo con la clasificacion de regiones
agroecoldgicas en Argentina [132], la clasificacion agroecondmica de la provincia de Santa
Fe realizada por INTA [133] e informes de la RIAN [134] sobre las provincias de Chaco y

Formosa.

La region Santa Fe Sur presenta clima templado y se caracteriza por una temperatura
media anual de 16-18°C (16-31°C maxima y minima registrada en el afio de estudio) y
precipitaciones de 600 mm suroeste y 1100 mm noreste anuales. El uso mayoritario de la
tierra estd destinado a cultivos de soja, seguidos por trigo y maiz, secundariamente
pasturas de base alfalfa [133].

En la region de Santa Fe Centro el clima es templado, la temperatura media anual es de
17-18°C (18-36°C maxima y minima en el afo de estudio), con precipitaciones promedio
de 800-900 mm anuales. El uso del suelo esta destinado a la ganaderia intensiva (tambo e
invernada sobre pasturas de alfalfa), con participacion agricola de los cultivos de soja de
segunda, trigo, maiz y girasol, en tierras con alta capacidad productiva [133].

La zona chaquefna (que comprende las provincias de Chaco, Formosa y noreste de Santa

Fe) se dividié en tres regiones de acuerdo a gradientes de temperatura y humedad anuales
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[135]. En la region de Chaco Humedo el clima es sub-tropical humedo-sub-humedo, con
precipitaciones superiores a 1100 mm anuales. La temperatura media anual es de 23°C
(21-35°C maxima y minima registrada en el afo de estudio). Constituye un area deprimida
surcada por numerosos rios y riachos. En los albardones se desarrolla la actividad
agricola, generalmente con caracteristicas de minifundio siendo el resto del area de aptitud

ganadera, forestal o aprovechada para cultivos especiales como arroz [134].

En el Chaco de Transicién el clima es sub-tropical sub-humedo-himedo. Las temperaturas
medias anuales de 23-24°C (21,6-36°C maxima y minima registrada en el afio de estudio)
con precipitaciones medias anuales de 1000 mm. La mayor parte de la zona se caracteriza
por el uso agricola de la tierra con explotaciones dedicadas al cultivo de cereales,
oleaginosas y cultivos industriales (algodoén), insertos en un sistema mixto donde la

ganaderia constituye la alternativa productiva [134].

La region del Chaco Semi-arido presenta clima sub-tropical semi-arido, con temperaturas
medias anuales de 23°C (21,5-39,5°C maxima y minima registrada en el afio de estudio) y
precipitaciones anuales de 550 a 900 mm. La actividad principal es la explotacién forestal
extractiva. La agricultura se ve limitada por el déficit hidrico. Ademas, el pastoreo de los

suelos bajo monte constituye un sistema ganadero de baja eficiencia [134].

Para un correcto andlisis de las practicas de manejo apicola en la zona bajo estudio es
preciso conocer las curvas de floracién. Las mismas se obtienen registrando la evolucion
de la floracion de las diferentes especies de una zona, considerando fundamentalmente el
aporte de aquellas que tienen importancia apicola [136]. Las floraciones pueden ser
intensas, producirse por cortos periodos de tiempo y ser de ocurrencia repentina. Por otro
lado, las floraciones pueden ser suaves y continuas y de prolongada duracién en el tiempo.
Las floraciones van a condicionar el manejo productivo de la colonia, lo cual dara como

resultado un aprovechamiento eficiente de los recursos florales [136].

En Argentina, en los climas tropicales, las colonias comienzan a desarrollarse
practicamente tres meses antes que las colonias en los climas templados. En los meses de
junio-julio en clima tropical encontramos las colonias con caracteristicas similares a como

se pueden encontrar las colmenas de clima templado en primavera [136].

Con base en el Manual de Apicultura para Ambientes Subtropicales de INTA [136], se

pueden determinar practicas de manejo recomendables para los productores apicolas de
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acuerdo a los diferentes climas donde se desarrolla la actividad y a las actividades
particulares que realicen las abejas.

La gran variedad y cantidad de flores en los climas subtropicales, son favorables para que
las colmenas realicen como principal actividad la multiplicacion. De esta forma las abejas
aprovechan mas eficientemente la oferta de néctar y polen provista por el ambiente [136].
Lo que ocurre en climas templados es distinto, precisamente debido a las variaciones de
temperaturas mas marcadas y la disponibilidad relativa de flores. En este caso lo que
comunmente realiza la colmena es acumular reservas (miel) para llegar en mejores

condiciones a la primavera [136].

Con base en estas diferencias marcadas entre los climas donde se encuentran las colonias
gue se analizaron en la presente tesis, los requerimientos deberian ser diferentes y del

mismo modo los manejos por parte del productor.
Objetivo

Determinar las caracteristicas particulares de cada region analizada con relacién a
aspectos ambientales, climaticos y de manejo que realizan los apicultores en sus

colmenas.
Materiales y métodos

Con base en las diferencias climaticas y ambientales de las tres provincias bajo estudio se
tuvieron en cuenta las regiones agro-ecolégicas definidas previamente (Santa Fe Sur,
Centro, Chaco Humedo, de Transicion y Semi-arido) para analizar las curvas de floracion y

las practicas apicolas.
Encuestas de curvas de floracion

Se realizaron encuestas semi-estructuradas a un total de 15 técnicos apicolas, que
desarrollan su actividad como asesores en explotaciones apicolas de las regiones bajo
estudio, para relevar los siguientes datos (Anexo 1): periodo anual de floracion con
especificacion de entrada de polen y de néctar, momento (especificando al menos por mes
0 quincena) de finalizacion de cosecha de miel (bajada a camara) y comienzo de
tratamientos terapéuticos contra V.destructor, momento de desarrollo del nido de cria en

las colmenas y aplicacidon de tratamientos post-invernales.
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Encuestas de manejo

Por otro lado, se confeccionaron tres encuestas semi-estructuradas (Anexo 2, 3 y 4) que
fueron implementadas en tres momentos del afno, siguiendo el calendario apicola y en
simultaneo con los muestreos de enfermedades en las colmenas (Capitulo 4 y 5). Dichas
encuestas fueron realizadas en el momento de la bajada a cdmara (Pre-tratamiento),
momento clave para realizar algun tratamiento acaricida contra V. destructor, debido a que
las colmenas ingresaran a la invernada y deberian encontrarse libres de parasitos o con la
menor carga posible. El segundo muestreo se realizdé aproximadamente 45 dias luego de
la bajada a camara, debido a que en la mayoria de las regiones agro-ecolégicas
analizadas se aplica un tratamiento y el periodo de permanencia dentro de la colmena de
las tiras conteniendo el acaricida suele ser entre 42 - 45 dias. El ultimo muestreo se realiz6
cuando comenz6 a producirse el ingreso del flujo de néctar dentro de la colmena (Inicio de

temporada).

Todos los momentos de muestreo fueron determinados en cada regién con base en las
encuestas de curvas de floracion. Estas encuestas se realizaron a un total de 65
apicultores para determinar las técnicas de manejo mas utilizadas en cada regiéon agro-
ecolégica. Los apicultores participantes respondieron en el primer muestreo (Post-cosecha)
un cuestionario que incluia preguntas sobre el numero de colonias, suplementacion con
carbohidratos y dietas proteicas, monitoreo de los niveles de acaros en las colonias
medidos por los apicultores, reemplazo de reinas, fabricacion de nucleos, trashumancia,
tratamiento contra Varroa (frecuencia de la aplicaciéon de tratamientos), etc. Durante la
segunda visita, los apicultores proporcionaron informacién adicional sobre el tratamiento en
particular durante el otofio de 2015 (producto, fecha, etc.). Durante la ultima visita, los
apicultores respondieron sobre el manejo del invierno. Dependiendo de la regién
geografica, la fecha para la evaluacién de primavera varié entre los apiarios, estableciendo

esta visita inmediatamente después de que comienza el flujo de néctar.
Analisis estadistico

Para describir las diferentes variables en cada region se determinaron las proporciones en
relacién a las respuestas proporcionadas por lo apicultores y se confeccionaron graficos en

base a dichas variables por regién. Por otro lado, se analizaron mediante X2 la relacién
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entre la categorizaciéon de las variables y las distintas regiones analizadas. Los andlisis
estadisticos se realizaron con el programa InfoStat.

Resultados
Curvas de floracion (Anexo 1)

En las regiones de Santa Fe, tanto Sur como Centro, se pudo observar una reduccién
marcada en la disponibilidad de néctar y polen durante los meses de mayo, junio y julio.
Por otro lado, en los meses de noviembre, diciembre y enero se observan los mayores

flujos de néctar y polen (Figura 1).

Las tres regiones agro-ecolégicas de Chaco (Humedo, de Transicion y Semiarido)
presentan dos baches marcados con relacion a la disponibilidad de néctar y polen, con
distinta intensidad. Por un lado, ocurre una reduccién durante los meses de diciembre y
enero, mientras que durante los meses de mayo, junio y julio se sucede otra disminucion.
En los meses de febrero y marzo suele observarse en estas regiones un aumento
significativo del flujo de néctar y en los meses de octubre y noviembre se observa el mayor

flujo de néctar (Figura 1).
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Figura 1. Curvas de flujo de néctar (linea punteada) y polen (linea entera) en las diferentes regiones
agro-ecolégicas bajo estudio.

Las encuestas realizadas a los apicultores arrojaron resultados sobre el calendario apicola
en las diferentes regiones agro-ecologicas (Tabla 1). Se pudo observar que existen ciertas
variaciones con relacion al ingreso de néctar, reflejado particularmente entre las regiones

de Santa Fe (Sur y Centro) en comparacién con las regiones de Chaco (Humedo,
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Transicién y Semi-arido). De tal forma, las regiones de Chaco presentan dos momentos de

cosecha de miel, entre noviembre-diciembre y marzo-abril.

Tabla 1. Calendario apicola en las diferentes regiones agro-ecolégicas.

Regiones agro- e Mayor ingreso de Tratamiento
o Inicio de postura i Cosecha
ecoldgicas néctar post-cosecha
_ Noviembre-
Santa Fe Sur Agosto-Septiembre o Febrero Febrero-Marzo
Diciembre
Noviembre- i i
Santa Fe Centro Agosto o Marzo-Abril Marzo-Abril
Diciembre
Noviembre
Chaco Humedo Agosto Octubre-Diciembre Marzo-Abril

Febrero-Marzo

Chaco de ) Septiembre- Diciembre Enero
L Julio-Agosto )
Transicion Octubre-Noviembre Abril Abril
Chaco » Septiembre- Noviembre Diciembre
ulio ]
Semi-arido Octubre-Noviembre Abril Abril

Encuestas de manejo (Anexo 2)

De los datos aportados por las encuestas se realizd una breve descripcién por regiones
agro-ecoldgicas sobre las caracteristicas de los apiarios analizados. Los muestreos se
realizaron teniendo en cuenta las curvas de floracion, los momentos claves en el desarrollo
de la colmena. El primer muestreo seguido de la aplicacién de la encuesta 1, fue realizado
post-cosecha, donde las abejas suelen sufrir un gran estrés debido a la modificacion
provocada por la extraccion de miel. El segundo muestreo, seguido también por la
encuesta 2, se realizd aproximadamente 45 dias posteriores al primer muestreo,
coincidiendo con el momento que las colmenas comienzan a bloquearse, el nido de cria se
reduce, previo al ingreso a la invernada. Por ultimo, el dltimo muestreo se realiz6 al
comenzar la temporada apicola, lo que determina el estado en que las colmenas salen de

la invernada e inician el proceso productivo.
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En algunas respuestas se realizO una re-categorizacion de las mismas para obtener
informacidn con relaciéon a lo que es recomendado por el Manual Apicola para Ambientes
Subtropicales de INTA [136]. Una de las respuestas re-categorizada fue la correspondiente
al tipo de vegetacion presente en los alrededores de los apiarios muestreados. En funcién
de las respuestas aportadas por los apicultores, se decidié re-categorizar la variable en
tres posibles respuestas. Cuando los apicultores identificaban en los alrededores de sus
apiarios la existencia de especies de monte (chanar, algarrobo, eucaliptus, paraiso, etc.) y
especies propias de pastizales (tréboles, viznaga, cardo, siempre verde, pastura, etc.) nos
referimos a Monte y Pastizal. Cuando en la descripcion se incluia una combinacién de
especies vegetales tipicas del monte y pastizales con especies cultivadas (maiz, soja,
girasol, etc.), la variable fue nombrada como Monte y Cultivo. Finalmente, cuando los

apicultores solo pudieron identificar especies cultivadas nos referimos a Cultivo.

Se obtuvieron diferencias significativas (P< 0,001) entre las distintas regiones analizadas
con respecto a la vegetacién que circundaba los apiarios. En la regién Santa Fe Sur, el
mayor porcentaje de las colmenas donde se realizaron los muestreos se encontraban
rodeadas por monte y pastizal (60%), seguidas por colmenas ubicadas en zonas rodeadas
por cultivo en un 27,5%. En la region Santa Fe Centro, la mayor proporcién de colmenas
se ubicaron en ambientes que presentaban algun tipo de cultivo (70%). Las regiones de
Chaco Humedo y de Semi-arido presentaron un alto porcentaje de sus colmenas rodeadas
por monte y pastizal y monte y cultivo, con una pequena proporcién de ambientes solo de
cultivo. La region de Chaco de Transicion no presenté colmenas rodeadas por cultivos.
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Figura 2. Porcentaje de colmenas en las diferentes regiones agro-ecolégicas ubicadas en diferentes

ambientes: monte y pastizal (verde), monte y cultivo (naranja), cultivo (rojo).

Para dimensionar el tamafo de las explotaciones apicolas, a los productores se les solicitd
que indicaran la cantidad de colmenas que tenian sus apiarios. En general, en las
diferentes regiones se observd que los apiarios se encontraban representados en su
mayoria por menos de 50 colmenas, sin embargo, se encontraron diferencias significativas
al analizar las distintas regiones (P< 0,001). Los apiarios con menor cantidad de colmenas
se encontraron en Santa Fe Sur, con un promedio de 29 colmenas (entre 6 y 63
colmenas/apiario), seguidos por las tres regiones de Chaco con 34 colmenas en promedio
(de 20 a 80; de 20 a 60 y de 8 a 57 colmenas/apiario, para Chaco Hiumedo, de Transicién y
Semi-arido, respectivamente). Por otra parte, los apiarios del Centro de Santa Fe fueron
los més grandes con 57 colmenas en promedio (de 13 a 163 colmenas/apiario) (Figura 3).

En un 50% de los casos encuestados los apicultores indicaron que la actividad apicola era
su actividad secundaria, el resto de los encuestados lo consideraban como su actividad
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primaria o con fines educativos o investigativos encontrando diferencias significativas entre
las regiones analizadas (P<0,001), siendo el 60% de los apicultores del Chaco Humedo los

gue indicaron la apicultura como actividad primaria.
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Figura 3. Porcentaje de apiarios con menos de 50 colmenas (azul) y con 50 0 mas colmenas
(verde) por region agro-ecoldgica.

En la Figura 4 se presentan los resultados derivados de las encuestas relacionados con la
suplementacion polivitaminica que los apicultores declararon realizar como parte de sus
practicas habituales de manejo. Se encontraron diferencias significativas en el uso de los
polivitaminicos entre regiones (P<0,001). En general, se puede observar que el uso de
polivitaminico no fue una practica muy extendida entre los apicultores encuestados (entre
10 y 25% lo aplican), con excepcion de la regién Santa Fe Sur, donde cerca de un 60%

indico que aplicaban polivitaminico en sus colmenas.
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Figura 4. Porcentaje de apiarios alimentados con suplemento polivitaminico en las regiones agro-

ecoldgicas analizadas. Suplementacion con polivitaminico si= verde, no=azul.

Otra de las variables analizadas fue la suplementacion con polen. El polen natural no ha
sido utilizado en las distintas regiones, excepto en el Chaco Semi-arido en muy baja
proporcion (menos de 10%) a diferencia de las tortas de polen que se encontré mas
extendido su uso en las distintas regiones agro-ecoldgicas. Este tipo de suplemento se
diferencia entre aquellos que lo realizan de manera propia y los que compran la torta
elaborada de manera comercial. Del total de productores que indicaron utilizar la torta
como suplemento un 31% indicé que compraba el suplemento comercial y el 69% restante
elabora sus tortas. Chaco Humedo fue la regiéon en la que mas apicultores indicaron que
suplementaban con tortas de polen, con mas de 50% de los apiarios utilizando esta
practica (Figura 5). Al preguntar sobre el uso del suplemento, también fue consultado el

momento de aplicacion. La adopcidn de esta practica estuvo dividida en partes iguales
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entre aquellos que respondieron que lo aplicaban cuando consideraban que era necesario
y aquellos apicultores que lo aplicaban de manera rutinaria todos los afos.
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Figura 5. Porcentaje de apiarios que suplementan con variantes de polen en las regiones. No
suplementa=amarillo, torta=verde, polen natural=rojo.

Para reducir el nido de cria en las épocas invernales, la suplementacién artificial de
alimento hace que las abejas acopien alimento dentro de la colmena sin la necesidad de
buscarlo en el exterior y propician la reduccién del nido de cria y el aumento de las
reservas para las épocas desfavorables. Esta actividad es una practica muy extendida
entre los apicultores de las regiones de Santa Fe y Chaco Hiumedo, siendo suministrada en
forma concentrada (2:1= dos partes de azucar: una parte de agua) (Figura 6). Para el caso
de las regiones de Chaco de Transicion y Semi-arido algunos apicultores no realizan dicha
practica o realizan el suministro de jarabe de forma diluida, bloqueo 1:1 (una parte de
azucar: una parte de agua). El blogqueo se realiza en su mayoria con jarabe de azlcar
(92%), aunque en la regién de Santa Fe Sur los apicultores indicaron que utilizaban jarabe
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de maiz de alta fructosa en un 12% de las colmenas analizadas. Por su parte, en la region
de Chaco Semi-arido los encuestados indicaron que utilizaban solo miel en 9% de las
colmenas analizadas. El 8% y 9% de las colmenas ubicadas en las regiones Chaco de

Transicion y Semi-arido utilizaban jarabe y miel, respectivamente.
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Figura 6. Porcentaje de apicultores que indicaron el uso de blogueo de camara, no realiza bloqueo
= azul, realiza bloqueo 2:1 = verde, realiza bloqueo 1:1 = celeste.

La Figura 7 describe la practica de recambio de reinas realizada por los apicultores. En
funcion de las respuestas, esta variable fue re-categorizada en dos grandes grupos:
aquellos apiarios que no recambian reinas o lo realizan cada mas de dos afos, contra
aquellos que realizan recambio de reinas cada uno o dos anos (practica recomendada).
Con relacion a dicha variable, un alto nUmero de apicultores indicaron que no realizaban
recambio o lo realizan cada mas de dos afos. Se puede observar en la Figura 7 que el
porcentaje de apicultores que indicaron que realizan recambio anual o bianual no llega a
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50% en ninguna de las regiones, se encontraron diferencias significativas entre las
regiones (P=0,002), siendo las colmenas de Chaco de Transicion la region con mayor
porcentaje (46%) de recambio cada dos afos o menos, esta practica es sumamente
importante para mantener el buen estado general de la colmena

Porcentaje

santafesur  santafe chaco chacode chaco semi
centro humedo transicion arido

Region

Figura 7. Porcentaje de apicultores que realizan con distinta frecuencia el recambio de reinas en las
regiones. Azul= recambio de reinas cada uno o dos afnos, verde=recambio de reinas cada mas de

dos afnos o no se realiza.

En la Figura 8 se presenta el resultado de las respuestas indicadas por los apicultores con
relacion a la multiplicacion de colmenas, una practica que, en términos generales, es
realizada por la mayoria de los apicultores sin importar la region agro-ecolégica donde se
encontraban sus apiarios. S6lo una pequefia proporcion de apicultores localizados en las
regiones de Chaco no realizan multiplicacion (5% en Chaco Humedo, 8% en Chaco de
Transicién y 20% en Chaco Semi-arido).
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Figura 8. Porcentaje de apiarios que realizan multiplicaciéon en las regiones agro-ecolégicas. Verde=

realiza multiplicacién, Rojo=no realiza multiplicacién.

Otra de las variables descriptas fue la referida al recambio de cuadros negros (viejos) en
las colmenas, la cual presenté variaciones significativas entre las regiones analizadas
(P<0,001). En el Centro de Santa Fe se encontr6 que era una practica extendida entre la
mayoria de los apicultores encuestados, seguido por la regién de Chaco Humedo. En la
regién Santa Fe Sur el 50% de los apicultores realizaban recambio anual de tres cuadros o
mas. Lo anterior contrasta con las regiones de Chaco de Transicion y Semi-arido donde
menos de la mitad lo practicaban de manera habitual (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de apiarios que realizaban recambio de cuadros negros, asociada a las
regiones agro-ecoldgicas. Azul=recambia 3 0 mas cuadros, verde= menos de 3 cuadros 0 ninguno.

La consulta sobre la ubicacién de las colmenas dentro de los apiarios (Figura 10) permitio
determinar que las regiones de Chaco no presentaban colmenas bajo sol directo. Esto esta
altamente influenciado por el clima imperante en ese tipo de regiones donde las altas
temperaturas impiden esta ubicacién, siendo mas habitual ubicarlas bajo arboles de hojas
perennes que cubran las colmenas del sol durante todo el ano. Para el caso de las
regiones de Santa Fe, se observo en el Sur colmenas ubicadas tanto al sol directo como
bajo arboles de hojas caducas. Lo anterior también puede deberse al clima caracteristico
de la region lo que favoreceria el desarrollo de la colmena en épocas frias y las protegeria
en las épocas célidas. Para la region del Centro de Santa Fe, las colmenas se encontraron
ubicadas en proporciones similares en las diferentes variantes (sol directo, hojas caducas y

hojas perennes).
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Fig. 10. Porcentaje de apicultores que indicaron tener sus colmenas ubicadas bajo hojas

perennes (marron), hojas caducas (amarillo), sol directo (naranja).

Otra de las practicas analizadas fue el uso de poncho, elemento que se utiliza para
resguardar a las colmenas del frio en el invierno. Comunmente se emplean bolsas
plasticas para cubrir la region del nido de cria. Se observaron diferencias significativas en
el uso de poncho entre las diferentes regiones analizadas (P<0,001). Es una practica
extendida en la mayoria de las regiones evaluadas (aproximadamente el 40% - 60% de los
apicultores lo adopta), siendo el Sur de Santa Fe la regiébn con mayor uso entre los
apicultores encuestados (62,5%). Por otro lado, en Chaco Hiumedo menos del 20% de los
apicultores lo emplea.
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Fig. 11: Porcentaje de apicultores que indicaron el uso de poncho en sus colmenas, usa poncho =

verde, no usa pocho = azul.

Discusion

Los resultados de las encuestas brindaron informacion sobre la implementacion de las
practicas de manejo que realizaban los apicultores en las distintas regiones agro-
ecolégicas. En términos generales, las encuestas aportaron informacién que permite
diferenciar las regiones en funcién de curvas de floracion, asi como también con relacion a
las practicas de manejo que los apicultores que participaron de este trabajo realizan en sus

colmenas.

Al analizar las curvas de floracion fue posible diferenciar las regiones de Santa Fe Sur y
Centro, donde se distingue una reduccién importante en el flujo de néctar y polen
principalmente en la época invernal (mayo-agosto). Lo anterior contrasta marcadamente
con lo que ocurre en las regiones de Chaco Humedo, de Transicion y Semi-arido, donde
existe una disminucion marcada en el ingreso de polen y néctar en la época invernal, pero

el mismo no se extiende por largos periodos de tiempo, sino que se reduce a uno o dos

50



meses. También se pudo observar en las tres regiones de Chaco una reduccion aparente
en la época estival, principalmente en el mes de enero. Esta situacion se debe a las altas
temperaturas que se registran en dichas zonas en los meses de diciembre y enero, lo cual
provoca una reduccion en la disponibilidad floral. El clima influye en el desarrollo de las
flores y en la produccion de polen y néctar, teniendo efecto directo en la actividad de las
abejas y en el desarrollo de las colonias [143]. El efecto de la disponibilidad de alimento
para el desarrollo de las colmenas se refleja en la sanidad de las mismas y puede ser un
factor clave para la instalacion y proliferacion de ciertos patégenos que compiten con las

abejas por el alimento obtenido. [144].

Del mismo modo, con relacién al punto antes mencionado, podemos senalar, por un lado,
gue una mayor parte de los apiarios que se encuentran en las regiones de Santa Fe estan
dispuestos en ambientes rodeados por monte y cultivo contrastando con la baja proporcion
de apiarios que se ubican en monte y pastizal. Lo anterior se diferencia marcadamente con
lo que ocurre con los apiarios en las regiones de Chaco, donde la proporcion de apiarios
en zonas de monte y pastizal es mayor. Este aspecto tiene ciertas implicancias en el
desarrollo de las colmenas, principalmente con relacién al tipo de alimento disponible en el
ambiente para las abejas. En las regiones con monte y pastizal existe mayor diversidad de
especies florales, lo que repercute en una mejor nutricibn por el aporte de diferentes
vitaminas y minerales provistos por el alimento. Las abejas dependen completamente de
las plantas con flores como fuente primordial de polen y néctar, las abundancias mas altas
de abejas se correlacionan con ambientes que presentan mayor diversidad de plantas vy,
por lo tanto, mayor diversidad de fuentes de alimento [139].

Se ha detectado en estudios realizados en abejas sociales sin aguijon, que las colonias se
encuentran mas fuertes y las poblaciones crecen més rapidamente en entornos con mayor
diversidad floral debido a un suministro continuo de recursos alimenticios. Los autores de
dicho trabajo indicaron que el efecto positivo de la diversidad de plantas fue probablemente
impulsado por la disponibilidad continua de recursos y, por lo tanto, una mayor cantidad de
alimentos a lo largo del tiempo [140]. La alta diversidad de plantas ofrece una gama mas
amplia de fenologias de floracién, proporcionando asi un suministro continuo de recursos
florales a lo largo de las temporadas que pueden salvar los periodos con una disponibilidad
de alimentos baja [141, 142]. Por otro lado, el avance de la frontera agricola (ampliamente

observado en las regiones del Centro y Sur de Santa Fe) provoca una reducciéon marcada
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en la disponibilidad de flores en el ambiente, lo que se traduce en problemas nutricionales
para las abejas. A su vez, el modelo productivo actual, trae aparejado el uso de
agroquimicos que pueden tener efectos adversos sobre la salud de las abejas [143].

Los climas de cada una de las regiones analizadas determinan la mayor disponibilidad de
recursos florales en cada una de las regiones agro-ecoldgicas estudiadas. Las regiones de
Chaco se encuentran en clima subtropical, caracterizado por una gran variedad y cantidad
de flores. En este tipo de climas la colonia tiene como actividad principal la multiplicacion,
aprovechando la oferta de néctar y polen del ambiente. Las colonias adaptadas a climas
tropicales disminuyen parcialmente su actividad en las épocas de lluvia. Después de la
principal mielada, que se produce a fines del invierno y principios de la primavera, la
entrada de néctar en climas tropicales es muy irregular. Se alternan momentos de escasez
con cortos periodos de abundancia de néctar, ademas de producirse grandes variaciones
de la disponibilidad de flores en areas pequenas [136]. Por otro lado, las regiones de Santa
Fe se caracterizan por un clima templado con mayor variabilidad en las temperaturas a lo
largo del afio y menor disponibilidad floral. En este caso, las colmenas se desarrollan para
acumular reservas (miel) y pasar de manera favorable los inviernos frios. Las reducciones
en la disponibilidad floral, provocadas por variaciones estacionales, generan desbalances
en las colonias. Abejas que nacen en otofo, en climas templados, deben pasar todo el
invierno en el interior de las colonias y son el sostén de las mismas en la primavera. La
falta de reservas en las épocas de otofo tiene efecto directo en el desarrollo de las abejas,
lo que podria debilitar el sistema inmunolégico, haciéndolas mas susceptibles a los
patdégenos y acortando su vida atil [137].

Los momentos donde se produce alguna reduccién en la disponibilidad de recursos florales
es clave para la implementacion de técnicas de manejo, ya sea con la suplementacion de
algun producto nutricional para mejorar el aporte del ambiente, como asi también para el
control y prevencion de enfermedades, mediante muestreos que determinen los niveles de
parasitacion y el posterior uso de productos aprobados en los casos que sea necesario.
Uno de los aspectos abordados por la encuesta se refirié a la alimentacién artificial, que
corresponde al suministro de sustitutos de miel y/o polen en las colonias. Dichos sustitutos,
cumplen la funcién de sostener las colonias cuando el alimento es insuficiente en el
ambiente y también puede utilizarse para estimular las colonias en los momentos en los

cuales el aporte natural es escaso y se generan condiciones nutricionales favorables para
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el desarrollo temprano de la colonia. Mejorar la nutricion general de la colonia puede
ayudar a las abejas a enfrentar multiples estresores abibticos y biéticos [144]. Tortas de
polen suelen emplearse de forma eficiente para suplir las faltantes naturales y suelen tener
un alto contenido proteico (20%), del mismo modo los suplementos polivitaminicos intentan
reconstituir las deficiencias de polen en las colonias [136].

Con relacién a las caracteristicas ambientales mencionadas previamente de las regiones
analizadas cabria esperar que las regiones de Chaco presenten menor uso de
suplementos de polen y miel debido al aporte natural. Sin embargo, se observé que se
utilizaban dichos sustitutos en todas las regiones. Por ejemplo, aproximadamente el 50%
de los apicultores que realizan su actividad en la regién del Chaco Humedo utilizaban
suplementos de polen. Lo anterior estaria indicando que, aunque suelen ser ambientes con
mayor diversidad floral, existen momentos que requieren el aporte de un suplemento para
incentivar las colonias. En sentido inverso a lo que veniamos senalando, se ha
demostrado, en un trabajo realizado con abejas sociales sin aguijén, que la diversidad de
recursos disponibles en un ambiente no se correlaciona necesariamente con un alto

contenido de nutrientes para las abejas [145].

Gran variedad de estudios han aportado informacion sobre el papel de los suplementos de
polen (o suplementos de proteinas) en la salud y la longevidad de las abejas obreras [112,
146]. Dietas poliflorales exhiben en las abejas niveles constitutivos mas altos de glucosa
oxidasa, una enzima con propiedades antimicrobianas, en comparaciéon con las abejas
alimentadas con dietas monoflorales [147]. Por otro lado, se ha demostrado la reduccion
de las infecciones por el virus de alas deformes [148], las detoxificaciones por vias
moleculares [144, 149], debidas al suplemento de polen multifloral. Otros de los efectos
positivos derivados de la suplementacion proteica se han reflejado en las cargas de
esporos de Nosema spp. En trabajos realizados en laboratorio, al alimentar las abejas con
dietas con proteinas (polen corbicular, polen ensilado, sustituto de polen u otra proteina o
suplemento vitaminico) se observd una mayor longevidad de las abejas en contraposicion
a lo observado cuando las abejas fueron alimentadas solo con agua y azucar [116, 117,
150, 151, 152]. Estos estudios sugieren que una buena nutricion mejora la capacidad de
las abejas para tolerar en lugar de resistir (suprimir activamente) la infeccién con N.
ceranae [153]. El uso de los suplementos, como se indicé anteriormente, puede ser

sumamente beneficioso para la produccion y sanidad apicola. Sin embargo, las formas de
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administracién, los momentos de aplicacion y las cantidades pueden modificar su
efectividad y tener efectos adversos para la sanidad en la colmena. Como se analizé en el
presente trabajo, la implementacion de esta técnica se da en regiones que posiblemente
no estén requiriendo de su uso, pero ha sido replicada por desconocimiento. Esto puede
acarrear consecuencias relacionadas a ciertas enfermedades que pueden hacerse mas
propensas como ha sido documentado en algunos trabajos para el caso de la Nosema spp.
gue suele aumentar sus niveles de infeccidén al incorporar polen en la dieta de las abejas
[116, 117]. En otro trabajo realizado en Uruguay, se determiné que la disoponibilidad de
diversos origenes botanicos producto de las resevas de la propia colmena y la
suplementacién en momentos particulares del ano produce una reduccién en los niveles de
infeccion [243].

Otra técnica relacionada con la suplementacién que esta extendida, a partir de los
resultados del presente estudio, es el uso de tortas realizadas por los mismos apicultores.
El origen de la aplicacion de este tipo de suplemento puede estar basado en el
desconocimiento por parte de los apicultores sobre impacto nutricional de las mismas. Es
posible también que las cantidades colocadas en las colmenas no sean las apropiadas y
no cumplan con la funcién de nutrir, ya sea por contener poca cantidad o porque el

contenido proteico del polen utilizado no sea éptimo.

El blogueo de la camara de cria al inicio del otofio puede mejorar la condicién de
almacenamiento para el nuevo ciclo productivo e incrementa la acumulacién de reservas
corporales [136]. En las regiones de Santa Fe, esta fue una practica muy extendida que
favorece el mantenimiento de la colonia en épocas frias. En las regiones de Chaco esta
practica se realizaba, pero con menor frecuencia dada las condiciones mas benignas de
los inviernos en dichas regiones. Sin embargo, dado el efecto en la reduccion del nido de
cria al realizar el bloqueo, es posible que las colmenas en las regiones de Chaco
permanezcan durante todo el ano con una gran cantidad de celdas de cria, lo que podria
generar el desarrollo de algunos patdégenos, como es el caso de V. destructor. La
reproduccion de dicho parasito se produce dentro de las celdas de cria. Ha sido
documentado que el desarrollo de colmenas con gran cantidad de cria en la época invernal

propicia el desarrollo de dicha parasitosis [154].

Otra de las consultas realizadas en las encuestas sobre el numero de colmenas que

presentan los apiarios de los productores, dio como resultado que, en su mayoria, son
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productores de bajo numero de colmenas (menos de 50 colmenas por apiario). Solo la
region del Centro de Santa Fe presentdé un poco mas de 40% de productores que
consignaron poseer apiarios con mas de 50 colmenas. El hecho de tener apiarios con
menor numero de colmenas suele ser una practica extendida en las regiones analizadas.
Lo anterior permite a los apicultores ser eficiente en el uso del tiempo y en los viajes para
control y trabajo en las colmenas [136]. Por otro lado, una gran proporcion de los
apicultores encuestados indicaron a la apicultura como su actividad secundaria. Por dicho
motivo cabe esperar que el niumero de colmenas por apiario que manejen sea menor,

debido al tiempo que puede llevar el control de las mismas.

Con relacién a las practicas de manejo analizadas, una de las mas importantes es el
recambio de reinas. Dado que luego del segundo afno de vida de la reina su postura
disminuye, es recomendable realizar el reemplazo de la reina cada dos afios [136]. En
ambientes subtropicales, la recomendacién es realizar dicho recambio todos los afos ya
que la actividad de postura es mayor en ese tipo de climas [136]. A partir del analisis de los
resultados obtenidos, se puede concluir que no se encuentra extendida la practica de
recambio anual de reinas entre los apicultores de las regiones de Chaco. Lo anterior puede
deberse, en primera instancia, a la falta de conocimiento sobre la implementacion de esta
técnica. No obstante, no puede descartarse como motivos que expliquen la baja adopcién
de esta préactica de manejo la poca disponibilidad en sus territorios de reinas de calidad o
incluso el costo asociado a la implementacion de dicha practica que puede desalentar a los
apicultores. La implementacion de esta practica es mas homogénea entre los apicultores
ubicados en las regiones de Santa Fe. No obstante, el recambio frecuente de reinas
continta siendo implementada por un niumero reducido de los apicultores encuestados. Se
ha determinado que inducir el reemplazo de la reina puede constituirse en una medida a
corto plazo que los apicultores pueden usar con otras tacticas para controlar Nosema spp.
Diversas investigaciones han demostrado que al criar reinas nuevas y potencialmente mas
fértiles se pueden reducir las infestaciones provocadas por N. ceranae y N. apis [155, 156].
Adicionalmente, resulta efectivo aplicar esta estrategia durante los periodos de mayor
floracion con abundantes recursos nutricionales, lo que permitiria que la colonia se
recupere. Adicionalmente, el reemplazo de la reina se vio asociado a la sanidad con
relacién a los niveles de infestacidon de Varroa en trabajos realizados en la regién del
centro del pais, aquellas colmenas que realizan recambio de reinas cada dos afos o

menor a este periodo presentan menores cargas parasitarias de Varroa [154].
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Otra de las practicas analizadas se relaciona con la ubicacién del apiario. Para los
apicultores que contestaron la encuesta, cuyos apiarios se encontraban en clima templado
(regiones de Santa Fe) se destacd que existe mayor nimero de apiarios en sol directo
comparado con los de clima subtropical. No obstante, también existe un alto porcentaje de
apiarios ubicados bajo arboles de hojas caducas y perennes. Lo anterior permite la
circulacién de aire y la obtencién de luz directa entre las colmenas, reduciendo en este tipo
de climas la incidencia de enfermedades que podrian proliferar en condiciones de
humedad y oscuridad excesiva: Loque Europea, Cria Ensacada, Cria Yesificada y
Nosemosis. Por otro lado, en ambientes subtropicales, se recomiendan los lugares con
sombra, dado que evitan las altas temperaturas que puedan perjudicar la cria y el
derretimiento de los panales [136]. Entre los apicultores encuestados que tenian sus
colmenas en ambientes de clima subtropical (regiones del Chaco), presentaban sus
colmenas en mayor medida, bajo arboles de hojas perennes, coincidente con la
recomendacion antes mencionada. Para el caso de los ambientes templados, la ubicacion
de los apiarios deberia favorecer que las colmenas tengan luz de sol en abundancia en los
meses de invierno, lo que propicia un menor uso de miel por parte de las colmenas y
reduce la mortandad. Cabe aclarar que las abejas soportan bajas temperaturas, pero el
exceso de humedad es el principal problema en estos casos, ya que las abejas eliminan
mas agua metabdlica al consumir la miel, la cual debe ser eliminada del interior de la

colmena [136].

La calidad de los panales fue otra practica analizada, los mismos pueden estar
contaminados con material infectante de distintas enfermedades, principalmente las que
afectan a la cria. La practica recomendada por el Manual Apicola para Ambientes
Subtropicales [136] es recambiar anualmente el 30% de los panales de la camara de cria.
Con relacién a esta técnica los productores respondieron en forma variada, siendo una
practica muy utilizada en el Centro de Santa Fe, pero no asi en la region de Chaco Semi-
arido. Los panales pueden acumular esporas de distintos parasitos y pesticidas dentro de
las colonias por lo que su recambio reduce la acumulacién de dichos factores estresantes
[41, 48].

El uso del poncho tiene como funcién disminuir el consumo de miel al aislar el bolo invernal
de los espacios vacios, cubriendo solo los cuadros que presentan abejas [157]. La

utilizacién del poncho, suele ser una practica extendida entre los apiarios de regiones de
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clima templado, que permite el resguardo del nido de cria en las épocas de invierno
cuando la colmena se achica. En los resultados del presente trabajo se distingue que las
regiones de Santa Fe suelen emplearlo con mayor frecuencia y esto se debe precisamente
a las variaciones térmicas que pueden generar disminuciones en la temperatura. La region
qgue presentd su menor uso es una regién de clima subtropical con una estacién humeda
sumamente marcada lo que, combinado con altas temperaturas, podria propiciar el
desarrollo de diferentes parasitosis. Teniendo en cuenta esta situacion ambiental es de
esperar que la region de Chaco Himedo presente un numero reducido de apicultores que
implementen esta técnica. Algunas parasitosis, como es el caso de la Nosemosis, pueden
estar favorecidas por el uso de ponchos, ya que propician el tiempo de exposiciéon y
brindan condiciones de temperaturas éptimas para su desarrollo, haciendo que la humedad
generada por la colonia no pueda disiparse y genere un microclima de alta humedad
interna [157].

Conclusiones

Las regiones presentaron diferencias climaticas y ambientales bien marcadas, las cuales
repercuten en ciertas practicas de manejo, particularmente las que estdn en estrecha
relacion con las condiciones climaticas (administracién de suplementos, ubicacion del
apiario).

Existen algunas practicas que no se encuentran implementadas en gran medida en las
regiones agro-ecoldgicas del Chaco y si lo estan en las regiones de Santa Fe. Lo anterior
puede deberse a un mayor desarrollo de la actividad apicola con mayor tecnificaciéon en las
regiones de Santa Fe, a diferencia de lo que se observa en las regiones de Chaco donde la
actividad comenzé a desarrollarse hace menos tiempo.

Seria propicio fomentar el desarrollo de la actividad en ambientes subtropicales dado su
potencial productivo, de manera de llegar con la tecnificaciébn que se emplea en otras
regiones y que puede servir en ultima instancia para mejorar la produccion de las
colmenas.

Implementar de manera acertada las técnicas utilizadas en los ambientes donde existen
mayores limitaciones nutricionales para las abejas, podria mejorar los rendimientos y la

actividad apicola podria pensarse como actividad primaria, ya que una de los principales
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retos a los que se enfrenta la actividad es el hecho de no ser considerada una actividad
principal.
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Capitulo Il: Variacion anual de la infeccion con
Nosema spp. en colmena emplazadas en

diferentes regiones agro-ecologicas



Introduccion

Se han reportado en los ultimos afos, grandes pérdidas de colmenas en distintas partes
del mundo [158, 159, 160]. Las posibles causas y los factores asociados a estas pérdidas
se relacionan con problemas sanitarios, nutricionales o causadas por el aumento del uso
de plaguicidas [61, 160, 162, 163, 164]. Mucho se ha debatido con relaciéon a dichos
factores, siendo aceptada la idea de que las pérdidas de colmenas se producen por
multiples factores [159, 164]. En algunos casos, poder realizar un diagnostico de los

factores asociados con las pérdidas de colmenas suele ser una tarea compleja.

Los problemas sanitarios que repercuten sobre las colonias suelen ser dificiles de
diagnosticar y pueden presentar efectos subletales a largo plazo [165]. Por tal motivo,
suele ser arduo para los apicultores determinar cuando y por qué las colonias estan
experimentando problemas sanitarios. Por otro lado, los umbrales a partir de los cuales las
enfermedades dafan seriamente a las colonias son usualmente desconocidas. Las
estrategias de manejo para mitigar efectivamente estos problemas sanitarios tampoco
estan bien desarrolladas y, en algunos casos, el enfoque de manejo puede crear un estrés

involuntario para la colonia [165].

Uno de los factores que presenta las dificultades antes mencionadas para su control y
determinacion de los efectos subletales es la Nosemosis, una enfermedad causada por
dos especies de microsporidios Nosema apis y Nosema ceranae. Dichos patdgenos se
encuentran distribuidos alrededor del mundo [5, 166, 167]. En las abejas, la infeccién por
Nosema se transmite principalmente a través de la exposiciéon fecal-oral cuando limpian o

consumen alimentos o agua contaminada con esporas de Nosema [4].

La dinamica temporal de las infecciones por ambas especies del patdégeno presenta ciertas
variaciones. Para el caso de N. apis en climas templados, se ha descripto un patrén
caracteristico, exhibiendo una baja prevalencia durante el verano, un pequeno pico en el
otofio y un lento incremento de la infeccidon durante el invierno. En la primavera, las
infecciones aumentan rapidamente a medida que comienza la produccién de celdas de
cria, mientras que las posibilidades de vuelo aun son limitadas [27, 43]. Poco se conoce
sobre la dindmica temporal de las infecciones por N. apis en climas tropicales o
subtropicales. La infeccion parece estar presente, pero con un bajo impacto en la aptitud
productiva de la colonia [168] y probablemente sin la dinamica temporal pronunciada
observada en climas templados [46].
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Por otro lado, en Espafia, se considerd, con base a un trabajo de analisis de la prevalencia
de N. ceranae, que esta especie no presenta grandes fluctuaciones a lo largo del afo [99].
No obstante, estudios realizados en otros paises han informado que los niveles de N.
ceranae en las colonias fluctuan o presentan ciclos [63, 64, 93, 169], considerando que los
niveles de parasito son estacionales o se relacionan con la temperatura ambiental [170].
Esta conclusion se obtuvo de un trabajo realizado en 11 paises europeos que mostré una
mayor prevalencia de Nosema spp. esporas en colonias ubicadas en el norte de Europa
(Finlandia, Dinamarca, Polonia, Austria, Alemania del norte) en comparacion con las
colmenares ubicadas en el sur de Europa (Croacia, ltalia, Bulgaria, Grecia, Macedonia del
sur) [66]. De acuerdo con las explicaciones hipotéticas de las fluctuaciones estacionales
de Nosema, los autores propusieron que los climas mas frios limitan la capacidad de las
abejas para defecar fuera de la colonia, lo que lleva a mayores niveles de infeccion,
especialmente en la primavera y el otofio [66].

El recuento medio de esporas por abeja se ha utilizado tradicionalmente para determinar la
incidencia de la infeccién en una colonia [171, 172, 173]. Se ha establecido una relacién
estrecha entre el recuento de esporas y el grado de infeccién para esta enfermedad siendo
este pardmetro utilizado para evaluar la necesidad de tratamiento [173]. Sin embargo, la
relacion entre el recuento de esporos y la salud de la colonia puede no ser tan precisa
[174,175]. El recuento de esporos no esta directamente relacionado con la carga
parasitaria y el estado de salud de colonias infectadas naturalmente por N. ceranae en
condiciones de campo [61]. Segun estos resultados, el recuento de esporos no seria Util

para medir el estado de salud de una colonia [85].

Alternativamente, algunos estudios sugieren que determinar el porcentaje de abejas
infectadas dentro de una muestra es un mejor indicador de la intensidad de la infeccion
[61, 83, 174, 176]. Este ultimo método requiere mucho tiempo y es poco practico a nivel de
campo [87]. Sin embargo, en algunos casos se ha visto que existe una buena correlacién
entre la proporcion de abejas infectadas y el nUmero promedio de esporos en una muestra
combinada de abejas [81], pero continla siendo un aspecto de mucho debate en la
comunidad cientifica [63].

Objetivos

1. Analizar la variabilidad mensual de la carga y prevalencia de esporos de Nosema spp./

abeja a lo largo de un ano de estudio en diferentes eco-regiones del pais.
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2. Determinar la relacién entre la prevalencia y la carga de esporos de Nosema spp./abeja.
Materiales y métodos

En 19 apiarios ubicados en las diferentes regiones agroecolégicas de Santa Fe Sur,
Centro, Chaco Humedo, de Transicion y Semidrido, definidas en las provincias de Santa
Fe, Chaco y Formosa, se realizaron muestreos para determinar la presencia de Nosema
spp., desde septiembre/octubre de 2014 hasta septiembre/octubre de 2015.

En cada apiario se seleccionaron aleatoriamente un numero de colmenas (10% de las
colmenas existentes en el apiario 0 un minimo de seis si el mismo tenia menos de 60

colmenas), las cuales fueron monitoreadas mensualmente durante un afno.

De cada apiario se registraron los siguientes datos: temperatura y humedad ambiental
(tomados de las estaciones meteoroldgicas mas cercanas al sitio donde radica el apiario);
recuento y prevalencia de esporos de Nosema y parametros que caracterizan la fortaleza
de las colmenas (poblacién de abejas, area con cria, con polen y con miel) segun las
siguientes especificaciones:

v Poblacién de abejas por colmena: se contabilizd el nimero de cuadros cubiertos por

abejas de acuerdo con la metodologia reportada por Murilhas [179].

v Area de cria: Se realiz6 una divisién visual de las celdas de cria de obreras en 10 sub-
areas y se emple6 una escala de 0 a 1 para estimar la superficie del panal cubierta con
cria, luego se realizé la transformacion de los datos de acuerdo a la metodologia
reportada por Murilhas [179].

v Recuento de esporos de Nosema spp.: Se empled el protocolo de monitoreo y remision
de ejemplares reportado por Sarlo [7]. De cada colmena se tomaron 100 abejas
retornantes del vuelo directamente de la piquera empleando frascos plasticos
conteniendo 60 ml de alcohol 70%. La suspension de esporos se prepard macerando 60
abdémenes de abejas seleccionadas aleatoriamente. El nimero de recuentos de
esporos de Nosema spp./abeja fue determinado mediante microscopio Optico y
hemocitometro. De cada muestra se contd el nimero de esporos contenido en 80
cuadros del hemocitometro (5 grupos de 16 cuadros) siguiendo la metodologia
reportada por Cantwell [110] y modificada por Del Hoyo [180]. Esta metodologia de
muestreo es la empleada tradicionalmente para estimar la intensidad de la infeccion y
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permite detectar hasta un minimo de 5% de abejas infectadas con un 95% de confianza
[48].

v’ Prevalencia de Nosema spp.: Se empled la metodologia reportada por Sarlo [4],
estimandose la prevalencia de cada muestra a partir de una sub-muestra de 20 abejas.
A cada abeja se le extrajo el abdomen, se los maceré en forma individual en 1 ml de
agua destilada y un volumen de 50 pul del homogeneizado se observé bajo microscopio
Optico. Los valores se registraron como presencia o ausencia de esporos en 20 campos

observados.
Andlisis estadistico

Se realiz6 una descripcion de las variaciones en la cantidad de esporos de Nosema spp./
abeja encontradas en cada una de la regiones, relacionando ambas técnicas de analisis,
tanto recuento como prevalencia. Se analizaron las variaciones a lo largo del ano del
recuento de esporos de Nosema spp./abeja y poblacion de abejas, la cantidad de cria,
temperatura y humedad relativa en las distintas regiones analizadas. Se realiz6 un ANOVA
Factorial (sin interacciones) tanto de la prevalencia como del recuento de esporos de
Nosema spp./abeja y su relacién con la regidn y las fechas de muestreo.

Resultados

Variacion mensual de la prevalencia y recuento de esporos de Nosema spp./abeja por

region y relacion con los parametros de la colmena.

Regidn 1: Santa Fe Sur.

Al evaluar el desarrollo de la parasitosis en funcion de la poblacién de abejas se observo
cierta estabilidad a lo largo del afio en la cantidad de abejas adultas en la colmena,
llegando a un maximo de abejas en el mes de febrero y descendiendo lentamente en los
siguientes meses del afio. La carga esporular de Nosema spp. en el momento que las
colmenas comienzan a reducir su numero de abejas aumentd. Para el caso de las celdas
de cria por colmena, present6 sus valores maximos en el mes de enero, posterior a dicho
mes se observé una reduccion abrupta en el nimero de celdas con cria por colmena, hasta
estabilizarse en niveles bajos en el mes de abril y manteniéndose en valores relativamente

constantes durante los meses siguientes. Con relacién a dicha variable y la carga de
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esporos de Nosema spp., éstas aumentan de manera considerable en los meses en los

cuales se redujo el numero de celdas de cria (Figura 1).

Cabe aclarar que los valores de la media de celdas de cria son sumamente elevados en el

mes de enero, reportando colmenas completamente cubiertas de cria.
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Figura 1. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y media del nimero de
abejas por colmena (linea negra) y celdas de cria (linea punteada gris) a lo largo del afio de estudio

en la Region Santa Fe Sur.

La media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja para el Sur de Santa Fe a lo
largo de un afo fue de 649.819 + 925.706 (Tabla 1), siendo los valores mas elevados en
octubre 2014 y marzo 2015. La media de la prevalencia de esporos de Nosema spp. a lo
largo de un ano fue de 0,37 + 0,28, Santa Fe Sur presentd la mayor prevalencia observada
entre las regiones analizadas (P<0,001) y presento diferencias significativas con todas las
regiones de Chaco, (P<0,001). Los resultados por mes indican que en febrero se presentd

la mayor prevalencia en dicha region. Se distingue en la Figura 2 cierta sincronia entre los
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valores del recuento y prevalencia de esporos de Nosema spp. patron con algunas

discrepancias entre los meses de febrero y marzo.
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Figura 2. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y la prevalencia de

esporos de Nosema spp. (linea) a lo largo de un afio en la regiéon Santa Fe Sur.

Region 2: Centro de Santa Fe

Existe un desarrollo importante en la cantidad de abejas dentro de la colmena en los
meses de primavera y verano, hasta el mes de marzo, donde comienza a vislumbrarse una
disminucion leve en la poblacion. Al observar los niveles de esporos de Nosema spp./abeja
con relacion al nimero de celdas de cria, se pueden apreciar aumentos en los niveles
esporulares posteriores 0 en el mismo momento que se evidencia una fuerte disminucion

del numero de celdas de cria, particularmente en los meses de enero y mayo (Figura 3).

La region Centro de Santa Fe, presento6 diferencias significativas en el recuento de esporos
de Nosema spp. con las regiones de Chaco Hiumedo (P<0,001) y con la regién de Chaco
de Transicion (P=0,002).
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Figura 3. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y media del nimero de
abejas por colmena (linea negra) y celdas de cria (linea punteada gris) a lo largo del afio de estudio
en la Region Centro de Santa Fe.

La media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja para el Centro de Santa Fe a lo
largo de un ano fue de 761.300 + 1.680.610 (Tabla 1), siendo los valores mas elevados en
comparacion al resto de las regiones analizadas.Los niveles mas elevados se encontraron
en los meses de febrero y mayo de 2015. Para el caso de la prevalencia de esporos de
Nosema spp. se pudo determinar en marzo el mayor valor dentro de la serie estacional
(Figura 4). En esta regidén se puede observar en algunos meses cierta relacion entre los
niveles de recuento y prevalencia de esporos de Nosema spp., aunque el patrén no es tan
marcado como en el caso de Santa Fe Sur. Las prevalencias de esporos de Nosema spp.
para esta region presentaron diferencias significativas con relacién al resto de las regiones
de Chaco (P<0,001), siendo la prevalencia mas alta luego del Sur de Santa Fe, con la cual

no presento diferencias (P= 0,083).
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Figura 4. Media del recuento (barras) y la prevalencia de esporos de Nosema spp. (linea) a lo largo
de un ano en la regién Centro de Santa Fe.

Region 3: Chaco Humedo

A diferencia de lo observado en las regiones de Santa Fe, se aprecia en la region Chaco
Humedo menores niveles esporulares de Nosema spp., siendo la media del recuento de
esporos para esta region la mas baja a lo largo de un afno con 118.067 = 320.860
esporos/abeja, con diferencias significativas para el resto de las regiones (P=0,044), con
excepcion del Chaco de Transicion. Se observa que, en los meses de primavera y verano,
cuando las colmenas estaban en pleno desarrollo, los niveles de Nosema spp. se vieron
reducidos para luego aumentar las cargas en los meses donde disminuy6, en particular, el

numero de celdas de cria (Figura 5).

Ademas de presentar diferencias significativas con la regién del Centro de Santa Fe
(P<0,001), también el recuento de esporos de Nosema spp. fue inferior al de la regién de
Chaco Semi-arido (P<0,001).
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Figura 5. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y media del nimero de
abejas por colmena (linea negra) y celdas de cria (linea punteada gris) a lo largo del afio de estudio

en la Region Chaco Humedo.

Los meses con mayor prevalencia fueron octubre de 2014 y septiembre de 2015. La regién
de Chaco Humedo present6 la menor prevalencia de esporos de Nosema spp. con 0,15 +
0,18. Pueden determinarse ciertas coincidencias entre patrones de los niveles de recuento
y prevalencia de esporos de Nosema spp. a lo largo del afio (Figura 6). En particular se
observa que ambos diagnésticos indican niveles bajos de infeccién a lo largo del ano.

Esta region presentd diferencias significativas en la prevalencia de esporos de Nosema
spp. con las dos regiones de Santa Fe (P<0,001).
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Figura 6. Media del recuento (barras) y la prevalencia de esporos de Nosema spp. (linea) a lo largo

de un afno en la regién Chaco Humedo.

Regién 4: Chaco de Transicion

Del mismo modo que en el Chaco Humedo, la region de Chaco de Transicion presento
niveles bajos de cargas esporulares de Nosema spp. a lo largo del ano, diferenciandose
claramente de lo que ocurrié en las regiones de Santa Fe y Chaco Semi-arido. La
poblacion de abejas se mantuvo en niveles constantes hasta el mes de marzo donde,
luego de una pequefia disminucion, aumentdé durante algunos meses para volver a
reducirse. El numero de celdas de cria fluctu6 bruscamente en la primera mitad del ano
para luego sufrir una reduccién muy marcada en el mes de junio. Con relacién al desarrollo
de la colmena en funcion de las cargas de Nosema spp. se observo un nivel maximo de
recuento de esporos (septiembre 2014) en momentos donde la colmena se encontraba en
pleno desarrollo, a diferencia de lo observado en el resto de las regiones donde las cargas
maximas se registraron cuando se observaba una reduccién en el desarrollo de la
colmena. Sin embargo, a diferencia del resto de las regiones las cargas maximas aqui

mencionadas estan muy por debajo de los niveles altos presentados por ejemplo en las
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regiones de Santa Fe. En el resto del afno los niveles de Nosema spp. fueron muy bajos
(Figura 7).

El recuento de esporos de Nosema spp. fue inferior a lo registrado para la regién del
Centro de Santa Fe (P=0,002) y el Chaco Semi-arido (P=0,006).
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Figura 7. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y media del nimero de
abejas por colmena (linea negra) y celdas de cria (linea punteada gris) a lo largo del afio de estudio
en la Region Chaco de Transicién.

La prevalencia de esporos de Nosema spp. fue de 0,18 + 0,19 a lo largo del afo de
estudio, presentando prevalencias menores en relacion a las regiones de Santa Fe
(P<0,001). Las prevalencias més altas se observaron en septiembre de 2014 y febrero de
2015. El recuento y la prevalencia de esporos de Nosema spp. presentaron un patrén
similar a lo largo del afio de estudio (Figura 8) y a su vez los niveles reflejaron bajas

infecciones en las colmenas en consonancia con lo que ocurrié en el Chaco Himedo.
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Figura 8. Media del recuento (barras) y la prevalencia de esporos de Nosema spp. (linea) a lo largo
de un afo en la regién Chaco de Transicion.

Cabe aclarar que debido a las lluvias intensas en el area de estudio no se obtuvieron
resultados en el mes de julio de 2015, la muestra de prevalencia de abril tampoco pudo ser

analizada dada la presencia de un numero insuficiente de abejas en la muestra.

Region 5: Chaco Semi-arido

La media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja para el Chaco Semi-arido fue
similar a lo registrado para las regiones de Santa Fe. Sin embargo, el comportamiento de
la enfermedad a lo largo del afio no fue similar a lo reportado para las regiones de Santa
Fe. Por un lado, los niveles del recuento de Nosema spp. se incrementaron en el mes de
julio de 2015, siendo los valores previos sumamente bajos. Por otro lado, se distingue con
relacion al desarrollo de las colmenas, un elevado numero de abejas y de cria durante casi
todo el afno, exceptuando el mes previo al pico de esporos de Nosema spp. que presentd
niveles bajos de celdas de cria y en los meses posteriores una disminucion en la poblacion
de abejas (Figura 9). El recuento de esporos de Nosema spp. presentd diferencias
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significativas con las regiones de Chaco (P<0,001 con Chaco Humedo y P=0,006 con

Chaco de Transicién).
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Figura 9. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y media del nimero de
abejas por colmena (linea negra) y celdas de cria (linea punteada gris) a lo largo del afio de estudio

en la Regiéon Chaco Semi-arido.

Las menores prevalencias de abejas infectadas con Nosema spp. se dieron en septiembre
de 2014 y marzo de 2015. El recuento y la prevalencia de esporos de Nosema spp.
presentaron un patrén similar a lo largo del ano de estudio (Figura 10) y en consonancia
con lo observado en otras regiones, con valores bajos de ambas técnicas diagnosticas al
comienzo del afio y un aumento que se registrd a la par en el mes de julio. La prevalencia
de esporos de Nosema spp. para el Chaco Semi-arido present6 diferencias significativas
con las regiones de Santa Fe (P<0,001).
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Figura 10. Media del recuento (barras) y la prevalencia de esporos de Nosema spp. (linea) a lo

largo de un afio en la region Chaco de Transicion.

Cabe aclarar que debido a las lluvias intensas en el area de estudio no se obtuvieron

resultados del mes de mayo de 2015.

Tabla 1: Informacion de los valores medios de recuento y prevalencia de esporos de Nosema spp.

diferenciados por regién agroecoldgica.

Media Desvio Rango del Media de Desvio de Rango de
del del recuento la la la
recuento recuento prevalencia prevalencia prevalencia

Santa Fe Sur 649.818 925.706 (1.000; 0,37 0,28 (0; 1)
5.251.000)

Centro de Santa 761.300 1.680.610 (1.000; 0,28 0,27 (0; 1)

Fe 1.472.600)

Chaco humedo 118.067 340.859 (1.000; 0,15 0,18 (0; 1)
4.066.000)

Chaco de 1.677.425 411.888 (1.000; 0,17 0,19 (0;0,9)

Transicion 2.861.000)

Chaco Semi- 718.948 2.964.995 (1.000; 0,17 0,26 (0; 1)

arido 23.201.000)
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Variacion general mensual de la prevalencia y recuento de esporos de Nosema spp./abeja

Y su relacion con los parametros de la colmena.

Las medias generales del recuento de esporos de Nosema spp. con relacion a los
parametros de fortaleza de la colmena (poblacion de abejas y celdas de cria) presentaron
un patrén caracteristico. EI mayor nivel esporular de Nosema spp. se observo,
independientemente de la regiébn agroecol6gica analizada, en julio 2015 con mas de
1.934.043 + 4802132 de esporos. Con relacién a este pico podemos afirmar que se
produjo posterior a una reduccion marcada del numero de celdas de cria y de la poblacion

de abejas adultas (Figura 11).
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Figura 11. Media del recuento de esporos de Nosema spp./abeja (barras) y media del nimero de

abejas por colmena (linea negra) y celdas de cria (linea gris punteada) a lo largo del afio.

Asociado con el recuento de esporos se encuentra la prevalencia de abejas infectadas que
también experimentd uno de los valores mas altos en el mes de julio de 2015 con valores
aproximados a 0,28 + 0,33. Sin embargo, el valor mas elevado de prevalencia se observo
en septiembre de 2014. Se distingue entre ambas técnicas de andlisis de la muestra cierta

relacion con aumentos y disminuciones de manera sincronizada (Figura 12).
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Figura 12. Media del recuento (barras) y la prevalencia de esporos de Nosema spp. (linea) a lo

largo de un afo.

Variaciones marginales del recuento y la prevalencia de esporos de Nosema spp.

Al eliminar el efecto de los apiarios individuales por regién, se obtuvieron las medias
marginales que permiten despejar la variacion entre los apiarios. Los resultados
demuestran un patrén coincidente entre las regiones que solo varia en funcién de los
niveles de Nosema spp. tanto para el recuento de esporos como para la prevalencia
(Figura 13y 14).

Con relacién a las cargas de esporos de Nosema spp./abeja las regiones de Santa Fe
junto con el Chaco Semi-arido presentaron los niveles méas altos de esporos, seguidas por

el Chaco de Transicién y por ultimo el Chaco Humedo (Figura 13). Los meses donde se
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observaron mayores cargas esporulares de Nosema spp./abeja fueron febrero, mayo y julio
de 2015.
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Figura 13. Patrén regional de las cargas de esporos de Nosema spp./abeja a lo largo de un afio en

las diferentes regiones analizadas.

En cuanto a la prevalencia de esporos, las regiones de Santa Fe presentaron los mayores
registros a lo largo del ano, distinguiéndose una diferencia importante entre ambas macro-
regiones (Santa Fe y Chaco), seguidas por las regiones de Chaco en el mismo orden que
lo mencionado anteriormente para las cargas de esporos (Figura 14). Los picos de
prevalencia de esporos de Nosema spp. se dieron en septiembre de 2014 con el mayor

nivel, seguido por julio de 2015 y por ultimo en febrero de 2015.
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Figura 14. Medias marginales de las prevalencias de esporos de Nosema spp./abeja a lo largo de

un ano en las diferentes regiones analizadas.

Las cinco regiones presentaron una dinamica similar en relacién a la poblacién de abejas con

fluctuaciones entre las 10.000 y 21.000 abejas por colmenas a lo largo del afio. Solo la regién de

Chaco Humedo registrd un nivel mas elevado en el mes de abril 2015 llegando a 28.427 abejas por

colmena (Figura 15).
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Figura 15. Medias marginales de la poblaciéon de abejas adultas por colmena a lo largo de un afio en

las diferentes regiones analizadas.
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Al analizar de manera general el nimero de celdas con cria en las diferentes regiones, se
observa un punto de inflexibn en el mes de enero, donde la cria comenz6 a disminuir

llegando a los niveles mas bajos en los meses de mayo y junio (Figura 16).
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Figura 16. Medias marginales del nUmero de celdas con cria por colmena a lo largo de un afo en
las diferentes regiones analizadas.

El registro de temperatura en las distintas regiones revel6 un pico maximo en el mes de
enero, que luego comenzoé a disminuir alcanzando su menor valor en los meses de junio y
julio (Figura 17). Con relacion a la diferencia entre regiones, se registré el promedio
maximo de temperatura en el Chaco Semi-arido (29,8°C + 4,70°C), obteniendo diferencias
significativas con todas las regiones (P<0,001), excepto con Chaco de Transicién. La
temperatura media anual mas baja correspondié a la regién de Santa Fe Sur (22,92°C +
5°C) la que fue significativamente inferior a la registrada para el resto de las regiones
evaluadas (P<0,001).
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Figura 17. Medias de la temperatura a lo largo de un afo en las distintas regiones analizadas.

La humedad relativa en las distintas regiones analizadas indic6 un aumento progresivo,

desde enero, registrandose en la mayor parte de las regiones los niveles mas altos en los

meses de mayo y julio (Figura 17). Al analizar por separado las regiones se distingue la

media anual de humedad relativa mas elevada en la region Santa Fe Sur (75,6% + 7,17%),

con diferencias significativas con relacion a las humedades registradas en Santa Fe Centro
(P<0,001) y Chaco Semi-arido (P=0,019). Por otro lado, el registro de humedad relativa
anual mas bajo lo presento6 la regidbn Santa Fe Centro (70,90% + 7,55%), presentando

diferencias significativas con el resto de las regiones analizadas (P<0,001 con Santa
Sur, Chaco Himedo y Chaco de Transicion, P=0,008 con Chaco Semi-arido).

Fe
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Figura 17. Media de la humedad relativa a lo largo de un afo en las distintas regiones analizadas.

Se realizaron correlaciones de Spearman para determinar el grado de asociacion entre las
variables temperatura, hUmedad, poblacién de abejas y celdas de cria analizadas en
funcién de la prevalencia y el recuento de esporos de Nosema spp. Los resultados de
dichas correlaciones indicaron que existié asociacion entre la poblacién de abejas y el
recuento de esporos de Nosema spp (P=0,011), sin embargo el coeficiente de correlacion
fue muy bajo (r?=-0,092).

Por otro lado, la temperatura estuvo asociada tanto al recuento de esporos (P<0,001) y a la
prevalencia (P<0,001), pero nuevamente los coeficientes fueron bajos (r?=-0,27 y r2=0,14,
respectivamente). La humedad también estuvo asociada con el recuento (P=0,003) y la
prevalencia de esporos (P=0,021), observandose nuevamente valores bajos de coeficiente
(r>=-0,10 y r2=-0,089, respectivamente). Las correlaciones significativas encontradas
pueden deberse a la gran cantidad de datos involucrados en el estudio, sin embargo, los

valores bajos de los coeficientes no permitirian explicar dichas asociaciones.

Relacion entre las técnicas diagndsticas de la enfermedad (Recuento esporos/abejas y
prevalencia).

Se realiz6 una correlacion de Spearman entre el recuento y la prevalencia de esporos de

Nosema spp. Con base en este analisis, se pudo determinar una correlacion significativa

80



entre ambas variables analizadas (P< 0.001), pero con un coeficiente de correlacién bajo
de 0,5 (Figura 18).

Para intentar predecir el valor de la prevalencia de esporos de Nosema spp. en funcién del
recuento de esporos de Nosema spp. se probaron varios modelos (lineal, logaritmico,
inverso, cubico y cuadratico). Un modelo de regresion cuadratica fue el que mayor
correlacion mostré (P<0,001). Sin embargo, el valor de r2= 0,342 fue bajo para poder

determinar una posible relacion entre las variables analizadas.

Para obtener la Figura 18 se categorizd la prevalencia de esporos de Nosema spp.
resultando en cuatro categorias, menor o igual a 0,25; menor o igual a 0,50; menor o igual
a 0,75 y menor o igual a 1. Esta transformacion permitié visualizar la relacion entre las
variables de forma mas clara. La informacién obtenida a partir de estos resultados estaria
indicando que existe una relacion débil entre ambas técnicas diagnésticas, al tener mayor
recuento de esporos por abeja, se obtienen mayores prevalencias (P<0,001). Del mismo
modo, se puede predecir que al encontrarnos con prevalencias bajas e incluso hasta 0,75
de las muestras positivas a Nosema spp. en la prevalencia, los recuentos de esporas
permanecen por debajo del 1.000.000 de esporas/abeja. Sin embargo, luego de pasar
dicho valor de 0,75, el recuento de esporas puede dispararse hasta llegar a mas de
4.500.000
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Figura 18. Relacion entre la prevalencia de esporos de Nosema spp. categorizada y la media del
log del recuento de esporos de Nosema spp. Referencias: 1= < a 0,25; 2= de 0,25 a < 0,50; 3= de
0,50a=0,75;4=>a0,75.
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Discusion

Al analizar los resultados de manera general, teniendo en cuenta las variaciones
observadas regionalmente, pero sin tener en cuenta la diferenciacion por apiarios, se
puede distinguir un patron relacionado ampliamente con lo observado en otras regiones de
Argentina y del mundo [9, 64, 169]. El patron observado en los meses de septiembre y
julio, da cuenta de lo registrado en otras investigaciones [169, 181, 182, 183, 184], donde
se pudo determinar que existen picos marcados en la primavera y en el otofio
principalmente con relacion a la especie N. apis. Con base en nuestros resultados y debido
a que el ano de estudio estuvo caracterizado por un invierno benigno, se observaron picos

de otofio en meses de invierno (julio 2015).

Se ha documentado en muchos trabajos realizados en climas templados que las
infecciones por N. apis tienen un ciclo estacional, con niveles maximos en la primavera,
disminuyendo a lo largo del verano, seguido de un pico secundario antes de que los
niveles dismindyan en el invierno y luego aumenten en la primavera [169, 181, 182, 183,
184]. En consecuencia, los niveles de infeccion tienden a disminuir en el verano debido a
mecanismos de control dentro de la propia colonia, principalmente debido al aumento de la
natalidad y a la reduccién en la vida de las abejas [43].

Para el caso de la especie N. ceranae no se determiné aun la existencia de un patrén
estacional ya que, para los estudios realizados en Espafa, los niveles de este
microsporidio varian con el tiempo, con niveles muy altos desde finales del verano hasta la
primavera y picos maximos durante el invierno [61]. Sin embargo, por algunos factores aun
no determinados, en Canada se han informado los niveles mas altos en verano [185],
mientras que en Alemania fueron reportados durante la primavera [186]. En otros estudios
realizados en Estados Unidos y en Uruguay, tanto los datos de recuento de esporas como
los andlisis de PCR sugirieron que N. ceranae presenta un ciclo de infeccidn que alcanza
su punto maximo a finales de primavera o principios de verano y luego disminuye durante
el resto del afo [93, 300], patron similar al observado en Alemania [64] y a lo registrado

para N. apis en el presente estudio.

Fries [5] ha sugerido que la estacionalidad de Nosema spp. puede depender de las

condiciones climaticas. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, al
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sacar la variacién provocada por el factor apiario, se pudo observar una estacionalidad
sumamente marcada en todas las regiones. Considerando que el trabajo se realizé en
climas templados y subtropicales, no se pudo observar que la estacionalidad de Nosema
spp. fuese particular para cada region tal como Fries [5] atribuye a las condiciones
climaticas. No obstante, si se observo una marcada reduccién en los niveles de Nosema
spp. dependiendo la region analizada. Para el caso de Santa Fe Sur y Centro, se
determinaron valores elevados de prevalencia de esporos de Nosema spp., encontrando
diferencias significativas al compararlo con las regiones de Chaco. Para el caso del
recuento de esporos, se determiné diferencias significativas entre las regiones de Santa Fe
y la region de Chaco Semi-arido las cuales presentaron niveles elevados, en comparacién
con las regiones de Chaco Himedo y de Transicion las cuales no tenian altos niveles, los
cuales se encontraron a lo largo del afio por debajo del millén de esporos.

Los datos para las regiones templadas (Santa Fe Sur y Centro) coinciden con lo observado
en un trabajo realizado en Virginia, Estados Unidos, donde los niveles mas altos de
Nosema spp. se observaron justo antes y durante el pico de ingreso de néctar a la colmena
[169]. Estas regiones presentan el patrdn caracteristico con abundante recuento de
esporos en los meses de primavera y un pico mas pequefo en los meses de otofio. La
region de Santa Fe Sur presentd los niveles medios de temperatura méas bajo y de
humedad mas altos entre las regiones evaluadas, lo que propicia ampliamente el desarrollo
de la parasitosis. Las prevalencias mas elevadas de Nosema spp. se encontraron

asociados a regiones de alta humedad en distintas partes del mundo [187, 188, 189].

Para los climas subtropicales, existen pocos registros sobre estudios de Nosemosis. El
dato aportado por el presente trabajo indica cargas bajas de infeccion en comparacion a lo
observado en las regiones de climas templado, particularmente en la regién de Chaco
Humedo y Chaco de Transicion. Estas diferencias marcadas con relacion a las cargas de
esporos en distintas condiciones climaticas se asocian, en parte, a la dinamica de la
colmena y la parasitosis. Dado que la Nosemosis invade las células del ventriculo de las
abejas, es preciso que la membrana peritréfica, primera barrera que presentan las abejas
en su intestino medio, se encuentre debilitada. Esta condicion suele darse cuando la
disponibilidad alimenticia es reducida, situacién que ocurre en menor proporciéon en los
ambientes de clima subtropical, donde la disponibilidad floral es elevada y abundante
durante todo el afo. Por otro lado, en este tipo de ambientes los individuos de las

colmenas no suelen tener periodos prolongados de encierro y existe normalmente un
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mayor indice de natalidad, generando abejas jovenes y de vida corta de manera continua.
Lo anterior difiere de lo que ocurre con las abejas en climas templados, las cuales pueden
permanecer largos periodos de tiempo confinadas en las colmenas durante las épocas
invernales, lo que favorece el contacto permanente entre las mismas y aumenta el contagio

de la parasitosis [43,189].

Cabe aclarar que los resultados obtenidos para el Chaco Semi-arido, no concuerdan con lo
presentado para el caso de las regiones de Chaco Humedo y de Transicion, pudiendo
observarse en los meses de julio y agosto niveles muy elevados de la parasitosis. En
cuanto a las condiciones climaticas de la region cabria esperar que sea la que menor
incidencia de la enfermedad presente, ya que deberia corresponder a la regién mas seca y
con mayor temperatura a lo largo el afo. Sin embargo, no se observo la tendencia
mencionada, ya sea por las condiciones climaticas que no se presentaron de la manera
esperada (registr6 mayor humedad que otras regiones), como por alguna técnica de
manejo (suplementacién proteica, recambio de reinas, etc.) que se analizara en los

capitulos siguientes con mayor detalle.

Se determind la relacion entre las técnicas de andlisis de muestras, mediante prevalencia o
recuento de esporos de Nosema spp./abeja. Ambas técnicas suelen ser dificiles de
implementar de manera sistematica para los estudios de Nosemay, en estos casos, donde

el nimero de muestras es demasiado elevado suele complicar el analisis.

Se constaté la asociacion positiva existente entre ambas técnicas. Sin embargo, el
coeficiente de correlacion no fue muy elevado. Esto podria estar indicando que la relacion
existente entre ambas técnicas estd dada por la cantidad de muestras analizadas y no por
una correlacién real entre ambas. Se han realizado estudios para determinar la correlacion
entre ambas técnicas de muestreo y los resultados han variado de acuerdo a una
multiplicidad de factores. En algunos, no se han encontrado correlaciones significativas
entre la intensidad de la infeccion por N. ceranae (recuento) y el porcentaje de abejas
infectadas en muestras compuestas (abejas de distintas edades). Los autores de estos
trabajos [198] afirmaron que no es posible estimar con precision la incidencia de la
enfermedad segun la intensidad de la infeccion en muestras compuestas, asumiendo que
las muestras de abejas individuales son mas precisas para diagnosticar los niveles de
infeccion de una colonia y que lo ideal seria utilizar métodos de PCR para el analisis [118].
Sin embargo, y debido a los altos costos que representan este tipo de andlisis es poco

probable que se emplee de manera generalizada. Por otro lado, el analisis individual lleva
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mucho mas tiempo que el muestreo compuesto, por lo que el muestreo compuesto es mas

eficiente para grandes esquemas de muestreo [190].

En otros trabajos, utilizando menor nimero de abejas no se encontré una correlaciéon entre
el recuento de esporos por abeja y el porcentaje de abejas debido al alto numero de
esporas presentes en unas pocas abejas [174]. Este enfoque se relaciona ampliamente
con lo obtenido en el presente trabajo, donde una muestra con pocas abejas muy
infectadas puede generar el mismo recuento de esporas que una muestra con muchas
abejas moderadamente infectadas [177]. Otra cuestién a tener en cuenta es que pocos
esporos pueden ser incluso indetectables con técnicas de PCR, pero lo relevante es que

tan bajos niveles de infeccion no son econémicamente significativos [190].

Por otro lado, se han realizado trabajos donde el coeficiente de correlacion de ambas
técnicas fue significativo para muestras compuestas para determinar N. apis [175,
177,191,192], dichos coeficientes estuvieron entre 0,75 y 0,83. Resultados similares se
obtuvieron al comparar muestras compuestas y porcentaje de abejas infectadas con
infecciones de nivel bajo a moderado [89]. Al categorizar las variables prevalencia de
esporos de Nosema spp. se pudo obtener una relacion fuertemente significativa entre las
técnicas (P<0,001), lo que indic6 que al encontrarnos con valores superiores a 0,75 de
prevalencia de esporos de Nosema spp. los recuentos superan el 1.000.000 de
esporos/abeja pudiendo llegar a valores de més de 4.500.000 esporos/abeja. Sin embargo,
no fue posible encontrar relacidén entre los niveles altos de Nosema spp. y el estado de las

colmenas.

Seria apropiado realizar futuros estudios que intenten desarrollar nuevas técnicas que
puedan complementar las ya existentes y que permitan brindar una respuesta mas precisa

a los productores que se encuentran con la patologia.

Conclusiones

v' Se determiné un patrén de recuento y prevalencia de esporos de Nosema spp. que fue
similar en todas las regiones con diferencias en las intensidades

v" Dicho patrén estuvo fuertemente relacionado con lo que se ha descripto para la
especie N. apis.
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v' En relacién a las diferentes intensidades registradas en las regiones analizadas se
determiné una mayor abundancia en las regiones de clima templado y en una regién
singular de clima subtropical. Se pudo describir la parasitosis empleando dos técnicas
de analisis.

v Existe una débil asociaciéon entre dichas técnicas. Siendo complementarias, pero se
deben realizar estudios mas precisos que permitan determinar una forma mas rapida y

precisa de diagnosticar la parasitosis.
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Capitulo lll: Caracterizacion genética de
ejemplares de Nosema spp. con relacion a las
regiones agro-ecologicas y a la diversidad
genética de Apis mellifera*

* Pacini, A., Mira A., Molineri A., Giacobino A., Bulacio Cagnolo N., Aignasse A., Zago L., Izaguirre
M., Merke J., Orellano E., Bertozzi E., Pietronave H., Russo R., Scannapieco A., Lanzavecchia S.,
Schnittger L., Signorini M. 2016. Distribution and prevalence of Nosema apis and N. ceranae in
temperate and subtropical eco-regions of Argentina. Journal of Invertebrate Pathology 141: 34-37.



Introduccion

Nosema apis [184] fue considerado el Unico agente etiologico causante de la Nosemosis
en Apis mellifera L. hasta 2005, cuando adicionalmente N. ceranae se identific en abejas
europeas [3]. Previo a ese hallazgo, se pensaba que N. ceranae solo infectaba de manera
natural a las abejas asiaticas (Apis cerana) cuando se describié por primera vez en la
década de 1990 [28].

Luego de ser identificado en A. mellifera [3], se realizaron estudios en Espafa que
determinaron que N. ceranae era altamente virulenta en abejas enjauladas [193] y la
infeccion se correlacionaba con el colapso de colonias en el campo [66]. Dicha virulencia
podria atribuirse a que los patégenos que atraviesan con éxito las barreras de las especies
hospedadoras pueden ser mas virulentos para sus nuevos hospedadores que las especies

con las que evolucionaron conjuntamente [12].

Se han identificado ventajas competitivas con relacién a los factores de virulencia para N.
ceranae al comparar su genoma con el de N. apis [108, 194]. Existen etapas sexuales
cripticas en el ciclo de vida de N. ceranae, debido a la presencia de loci y genes
relacionados con el sexo, involucrados en la recombinaciéon meiotica [205]. El importante
intercambio genético detectado en N. ceranae [206] tiene importantes implicaciones
evolutivas, porque permite eliminar mas mutaciones perjudiciales eficientemente y
proporciona una mejor capacidad para adaptarse a nuevos entornos u hospedadores [207,
208]. Otra ventaja adaptativa de N. ceranae, que se ha documentado en poblaciones de
abejas europeas, se relaciona con el potencial bi6tico de esta especie con relacion a la
tolerancia de sus esporas para soportar temperaturas de hasta 60°C, combinadas con
resistencia a la desecacion [195, 200]. Pero, en contraste, se ha reportado que son
sensibles a las temperaturas de congelacién [5,64,201], lo que sugiere que la virulencia de
N. ceranae en la poblacion de abejas europeas esta influenciada por el clima y podria

modificarse con los cambios climaticos [64].

Actualmente, ambas especies de Nosema tienen una distribucion global, pero existen
variaciones temporales y regionales en la prevalencia ademas de las tasas de colmenas
infectadas individualmente y co-infectadas [202, 203, 204]. Algunos estudios sugieren que
N. ceranae estaria desplazando a N. apis, especialmente en zonas con condiciones

climaticas templadas [6, 39, 60, 161, 205, 206]. Se han realizado estudios para determinar
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efectos de competencia entre ambas especies, pero no demostraron ninguna ventaja
competitiva por alguna de ellas [65]. Sin embargo, un estudio realizado por Natsopoulou y
colaboradores [207], demostré que la ventaja ocurre cuando la infeccién comienza con N.
ceranae y luego aparece N. apis. Este hallazgo no explicaria el desplazamiento de una
especie sobre otra, pero si el efecto de que N. ceranae presenta cierta ventaja competitiva
cuando se encuentra establecido en un hospedador. Aparentemente las variables
ambientales y la competencia inter-especifica son elementos importantes para realizar
modelos matematicos que ayudan a explicar las diferentes prevalencias de Nosema spp.

en distintas regiones climaticas [207].

Existen numerosos estudios, mayormente realizados en laboratorio, que han documentado
la prevalencia de Nosema spp. Algunos de éstos, principalmente los realizados en Espana,
sugieren una mayor prevalencia y virulencia de N. ceranae [35, 61, 83, 98,161]. No
obstante, otros paises europeos Yy norteamericanos han informado hallazgos
contradictorios. Por un lado, existen trabajos en Canada que indican que N. ceranae
provoca la muerte de las colmenas y es el agente causal de la Nosemosis en la mayoria de
las colmenas y a su vez se encontrd altamente influenciado por co-infecciones con otros
patégenos [160,164, 208, 209]. En otros estudios, como el realizado en Serbia por
Stevanovic y colaboradores [203], indican que N. ceranae es casi ubicua y la Unica especie
de microsporidios que infecta a A. mellifera, pero no esta asociado con la pérdida de
colonias. En otros paises, como Bélgica [210], se reporté a N. ceranae como factor
causante del colapso de las colmenas. En Alemania y en Suecia se ha detectado a N. apis
como la especie mas prevalente, pero ninguna de las dos especies se asocié con la

mortalidad invernal [64, 65].

De acuerdo con informes variados en toda Europa y en regiones de Estados Unidos, la
distribucion de N. apis y N. ceranae y la intensidad de la infeccién varian estacional y
regionalmente. No obstante, la relacién causal entre la infeccion por Nosema spp. y la
pérdida de colmenas solo fue sugerida en algunas regiones de Europa [66, 203].

Es escasa la informacion disponible sobre la distribucion de las especies de Nosema spp.
en América del Sur en diferentes condiciones climaticas [59, 211, 212]. En todos los casos,
indican una mayor prevalencia y distribucion geografica de N. ceranae. En Argentina
existen registros de distribucion de especies de Nosema spp. en regiones templadas del
centro-sur del pais [8, 211, 213]. Con base en los resultados en estas regiones y como se
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ha reportado en otros lugares del mundo, existen ciertas contradicciones con relacién al

efecto real sobre la mortandad de abejas en manos de la Nosemosis [7, 8, 214].

Otro factor que podria estar modificando la prevalencia de las especies de Nosema que
parasitan las abejas es el tipo de hospedador. Las subespecies de A. mellifera se dividen
en cuatro grupos principales, respaldados por estudios morfométricos y genéticos, ademas
de andlisis de rasgos ecologicos, fisiolégicos y de comportamiento [215]: grupo A, que
incluye subespecies en toda Africa; grupo M, que incluye subespecies del oeste y norte de
Europa; grupo C, que incluye subespecies de Europa oriental; y el grupo O, que incluye
especies de Turquia y Oriente Medio [216, 217, 218]. En Argentina se ha documentado
una mayor proporcion de haplotipos de linajes A, en el norte del pais, con relacién a una
mayor proporcion de subespecies del grupo C en el centro y sur del pais [219, 220, 221].
Las abejas europeas exhiben adaptaciones morfolégicas y de comportamiento para
sobrevivir a los inviernos mas frios, mientras que las abejas africanas son mas agresivas y
muestran una mayor tendencia a enjambrar. Por otro lado, se han detectado diferencias en
la susceptibilidad a las enfermedades, siendo las abejas africanas mas resistentes al 4caro

patégeno Varroa destructor, el principal patégeno de las abejas en la actualidad [223].

Conocer la distribucién de las especies de Nosema spp. en las distintas poblaciones de A.
mellifera de regiones subtropicales y templadas de Argentina, brindard informacioén acerca
de la influencia ambiental en dicha distribucién y mayores herramientas para controlar la
enfermedad.

Objetivos

1. Caracterizar a nivel molecular poblaciones de Nosema spp. presentes en apiarios de
las regiones agroecoldgicas de Santa Fe, Chaco y Formosa.

2. Caracterizar los haplotipos de las diferentes poblaciones de Apis mellifera presente en
los apiarios bajo estudio en las diferentes regiones agro-ecolégicas.

3. Asociar los diferentes haplotipos de A. mellifera con las especies de Nosema spp.

identificadas.
Materiales y métodos

Disefio del estudio y tamario de muestra
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Se realizé un estudio transversal durante la post-cosecha de miel, abarcando el periodo
desde febrero a junio de 2015, en apiarios localizados en el centro-norte de Argentina,
especificamente en las provincias de Santa Fe, Chaco y Formosa. Un total de 361
colmenas de 59 apiarios propiedad de diferentes apicultores fueron muestreados. El
tamano de muestra se calculdé considerando que hay un numero estimado de 5300
colmenares en el area de estudio y una prevalencia esperada de Nosema spp. de 86,1%
[8] con un nivel de confianza del 95% y una precision <10%. Se definieron cinco regiones
agroecolégicas basadas en el periodo de flujo de néctar, el cronograma de manejo apicola,
la categorizacion de regiones agroecolégicas [135, 138] y practicas agricolas [137]: Santa
Fe Sur y Centro (regiones de clima templado), Chaco Himedo, de Transicién y Semi-arido
(regiones de clima subtropical) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las regiones agro-ecol6gicas analizadas.

Temperatura S L.
L. ) Precipitacion . Principal
Reg|orj A.gro media anual media anual Uscfs dela IFIu]o de Vegetacion
ecoldgica tierra Néctar/Polen .
(°C) (mm) circundante
Soja, maizy  Corto (menos :
Sur de Santa Fe 18 600-1100 . Monte y cultivo
trigo de tres meses)
Tambos,
Centro de Santa animales de Intermedio
Fe 17-18 800-900 invernada en (tres—cuatro Monte y cultivo
pasturas de meses)
alfalfa
Granjas
pequenas
Chaco Humedo 23 > 1200 ganader.lla ’ Largo (entre 9 Monte y pastizal
produccién a 10 meses)
forestal o
arrocera
Cultivo de
cereales,
Chac.o .d,e 23-24 <1000 oleaginosas Largo (entre 9 Monte y pastizal
Transicion . a 10 meses)
algodon y
ganaderia
Chaco Semi- Produccién Largo (entre 9 :
Arido 23 550-800 forestal a 10 meses) Monte y pastizal
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Los colmenares fueron elegidos al azar después de un procedimiento de aleatorizacion
estratificada [224]. La proporcion de colmenares se distribuyé segun el numero
oficialmente registrado de colmenares en cada regidn agroecoldgica.

Dentro de cada apiario, un minimo de seis colonias o el 10% de las colmenas totales [195]

fueron seleccionadas al azar.

Empleando el protocolo de monitoreo y remisién de ejemplares reportado por Sarlo [7]. De
cada colmena se tomaron 100 abejas retornantes del vuelo directamente de la piquera
empleando frascos plasticos conteniendo 60 ml de alcohol 96%. La suspension de esporos
se prepar6 macerando 60 abdémenes de abejas seleccionadas aleatoriamente. El nimero
de recuentos de esporos de Nosema spp./abeja fue determinado mediante microscopio
optico y hemocitémetro. De cada muestra se conté el niumero de esporos contenido en 80
cuadros del hemocitometro (5 grupos de 16 cuadros) siguiendo la metodologia reportada
por Cantwell [110] y modificada por Del Hoyo [180]. Esta metodologia de muestreo es la
empleada tradicionalmente para estimar la intensidad de la infeccion y permite detectar
hasta un minimo de 5% de abejas infectadas con un 95% de confianza [48].

Identificacion de especies de Nosema spp.

En el laboratorio de Parasitologia de INTA Castelar se realizd la identificacion de las
especies de Nosema spp. Se extrajo ADN de 50 abejas por colmena usando un Kit de
extraccién de ADN, DNAzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) segun el protocolo del fabricante.
Se utilizé el par de cebadores N. apis - sentido (5-CCATTGCCGGATAAGAGAGT-3") y N.
apis — antisentido (5"-CCACCAAAACTCCCAAGAG-3") con 269 pb de N. apis. El par de
cebadores, N. ceranae - sentido (5'-CGGATAAAAGAGTCCGTTACC-3") y N. ceranae -
antisentido (5"-TGAGCAGGGTTCTAGGGAT-3"), presenta 250 pb de N. ceranae. La PCR
especifica de especie se llevé a cabo como se describe en Chen y colaboradores [49].

Determinacion de haplotipos de Apis mellifera

Con el fin de analizar la variabilidad genética de A. mellifera, se tomé una muestra
representativa de abejas individuales por colmena en cada region agro-ecolégica. Del total
de los 59 apiarios muestreados previamente, fueron seleccionados 27 y de ellos se
enviaron abejas adultas de 130 colonias, para ser analizadas en el Laboratorio de Genética
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de Insectos de Importancia Econoémica, Instituto de Genética Ewald A. Favret ubicado en
INTA Castelar.

El ADN total fue aislado de las patas posteriores de dos abejas meliferas, como se
describe en] Baruffi et al. (1995). La citocromo oxidasa I-citocromo oxidasa Il, regién
intergénica (COI-COIlIl) del genoma mitocondrial de A. mellifera fue amplificado usando los
cebadores descritos por Crozier y Crozier [225] y Lobo Segura [226]. Los productos de
amplificacién obtenidos fueron digeridos con la enzima de restriccion Hinfl segun protocolo
puesto a punto en el laboratorio de Insectos de Importancia Econdémica [227].
Posteriormente se analizaron los patrones de restriccion para la determinacién del

haplotipo correspondiente a cada muestra.
Anadlisis estadistico

Diferencias en la presencia de las especies de Nosema spp. y recuento de esporas por
abeja se compararon usando modelos lineales generalizados mixtos (GLMM) incluyendo la
region como efectos fijos, el apiario como efecto aleatorio y empleando las funciones de
enlace adecuadas para cada variable dependiente en funcién de su distribucién de
frecuencias. Por otro lado, se realiz6 la comparacion entre especies de Nosema spp. y el
haplotipo de abeja identificada utilizando el test Chi-cuadrado de Pearson (x2). Todos los
andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando InfoStat [228].

Con el objetivo de visualizar de manera precisa la distribucién geografica de las especies
de Nosema spp. y los haplotipos de A. mellifera, se realizaron mapas a partir del Sistema
de Informacién Geografica QGIS 2.18.0 [229] utilizando las coordenadas geogréficas
originales de los apiarios donde se realizaron los muestreos y la informacién

correspondiente, y la relacién entre las mismas.
Resultados
Prevalencia y niveles de infestacion con Nosema spp.

Segun lo determinado por el recuento de esporas, Nosema spp. se encontré en 64% de las
colmenas muestreadas. En las regiones agro-ecoldgicas de clima templado, el 91,5% y
70% de las colmenas resultaron positivas para Nosema spp. en Santa Fe Sur y Centro,
respectivamente. En las regiones agro-ecolégicas de clima subtropical Nosema spp. fue

menos prevalente, con porcentajes de 30%, 30% y 35% en las colmenas de Chaco
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Humedo, Semi-arido y de Transicién, respectivamente. Se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de infestacién con Nosema spp. de las regiones templadas y
subtropicales, siendo menores los niveles en las regiones subtropicales (P< 0,001). Las
cargas mas altas se dieron en Santa Fe Sur (993.482 + 157.2635), luego el Centro de
Santa Fe (625.125 + 1.814.140), seguido por las regiones de Chaco Semi-arido (80.999 +
354.330), Chaco de Transicién (76.873 + 232.626) y por ultimo Chaco Humedo (47.193 +
263.546).

Identificacion de especies de Nosema spp.

Diagnosticos diferenciales empleando PCR demostraron una exclusiva infeccién por N.
ceranae en 37,8% de todos los apiarios, mientras que en 26,7% de los apiarios solo
estaban infectados por N. apis. El resto, 35,6% de los apiarios, se encontraron co-
infectados por ambas especies de Nosema (Figura 1).
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Figura 1. Especies de Nosema presentes en los apiarios monitoreados.
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Un analisis de distribucién mostré que los apiarios exclusivamente infectados por N.
ceranae y los que presentaban co-infecciones se encontraban en todas las regiones
analizadas. La co-infeccion fue mas prevalente en regiones con climas templado (77,9%)
en comparacion con aquellos del clima subtropical (22,1%) (P< 0.001). Por el contrario, los
apiarios que solo estaban infectados con N. apis se identificaron exclusivamente en
regiones agro-ecolégicas de clima subtropical, Chaco Humedo (45,5%), Transicion
(14,5%), con mayor predominio en la regién de Chaco Semi-arido (75%) (Figura 2).

CSA

CcT

CH

CSF

Regiones agroecoldgicas

SSF

0% 20% 40% 60% 80% 100%

N. apis ® N. ceranae M Co-infection

Figura 2. Porcentaje de colmenas infectadas con N. ceranae, N. apis, co-infeccion por cada Region
Agro-ecologica. CSA=Chaco Semi-arido, CT= Chaco de Transiciéon, CH= Chaco Himedo, CSF=
Centro de Santa Fe, SSF=Sur de Santa Fe.

Una asociacion altamente significativa (P< 0,001) entre las distintas especies de Nosema
spp. Y los niveles de infestacién (determinado mediante el recuento de esporas de Nosema
spp./abejas) fue hallada. Aquellas colmenas exclusivamente infectadas con N. apis
presentaron recuentos promedios de 9x10* esporas/abeja, mientras que las colonias donde
solo se encontr6 N. ceranae o co-infeccidén los recuentos de esporos fueron superiores,
alcanzando 6,5x10° y 7,8x10° esporas/abejas, respectivamente. Se pudo observar que

cerca de 70% de las colmenas que estaban infectadas solo con N. apis presentaban
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menos de 100.000 esporos/abeja, a diferencia de lo observado para las colmenas que
tenian co-infeccion o sélo estaban infectadas con N. ceranae, donde dicha proporcién fue
de 20% y 30%, respectivamente (Figura 3).

N. apis .
I T T T T 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Porcentaje de colmenas
H <100000 100001-500000 m >500000

Figura 3. Porcentaje de colmenas con diferentes niveles de esporos de Nosema spp. en funcion de
la especie encontrada.

Haplotipos de abejas

En las muestras se determinaron abejas del linaje europeo C (haplotipos C1 y C2j) y el
linaje africano A (haplotipos A1 y A4). Se encontr6 una asociacion significativa entre las
regiones climaticas y la distribucién de los haplotipos de A. mellifera (P< 0,001). El
haplotipo derivado de linaje europeo se determiné en 75% de las muestras de regiones
agro-ecologicas con clima templado mientras que el 71% de las muestras de las regiones
de clima subtropical fueron identificados como linajes de haplotipos derivados de abejas
meliferas de Africa. En el Sur de Santa Fe, solo se encontraron los haplotipos C1 y A4. Las
muestras del Centro de Santa Fe, no estuvieron representadas por el haplotipo A1. El resto
de las regiones presentaron muestras con los cuatro haplotipos de abeja. Se encontr6é una
asociacion significativa entre el haplotipo de abejas y el recuento de esporos de Nosema
spp. (P=0,027), siendo los haplotipos africanizados los que presentaron menor cantidad de
esporos de Nosema spp (47.464 + 195.245 esporos/abeja) en comparacion con los
europeos (951.442 + 2.690.580 esporos/abeja).
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Se realizé un mapa de distribucion de los linajes europeos y africanizados (Figura 4 A),
donde se observa que los haplotipos de linaje africano son mas comunes en las regiones
de Chaco, a diferencia de los haplotipos europeos que estan presentes mayormente en
regiones de centro y sur de Santa Fe. Por otro lado, no se encontraron asociaciones
significativas entre Nosema spp. y el haplotipo de A. mellifera (P= 0,463). La Figura 4 B
muestra las combinaciones posibles entre haplotipo de abeja y especie de Nosema spp. la
distribucion de las posibles combinaciones no permite determinar un patron entre las

especies y los haplotipos en las diferentes regiones analizadas.

0 100 200 300 400 500km

Figura 4. (A). Distribucion de los linajes europeos (cuadrados negros) y africanizados de abejas
(cruces). (B). Distribucién de las especies de Nosema spp. y los linajes de abejas encontrados.
Europeo vs. Co-infeccidn = cruz; Africanizado vs. Co-infeccién = rombo gris; Europeo vs N. apis =
circulo blanco; Africanizado vs. N. apis = cuadrado negro; Europeo vs. N. ceranae = estrella blanca;

Africanizado vs. N. ceranae = triangulo gris.

Discusion
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La distribucion geografica de Nosema spp. presentd tres patrones caracteristicos: (i) la
presencia de colmenas infectadas puramente con N. ceranae en todas las regiones
estudiadas, (ii) la presencia de colmenas con infeccién exclusiva con N. apis en regiones
de climas subtropicales y (iii) una proporcion significativamente mayor de co-infeccion en

las regiones de clima templado del estudio.

El presente trabajo mostr6 una mayor proporcién de apiarios infectados con N. ceranae
que con N. apis, como se ha documentado en muchas regiones del mundo [4, 61, 62, 63,
83, 99, 161, 203, 208, 209, 230, 241], cerca de 40 y 60% de las colmenas muestreadas en
cada regién, presentaban solo infecciones con N. ceranae, a excepciéon del Chaco Semi-
arido que sélo presento 12% de las colmenas infectadas exclusivamente con N. ceranae.

Al considerar los resultados de N. ceranae, se puede indicar que se ha reportado que esta
especie presenta ciertos inconvenientes para germinar por debajo de 4°C, disminuyendo
su poder germinativo en regiones climaticas caracterizadas por una estacion invernal fria
[64]. Para el caso del presente trabajo, el momento del afio en el que se realiz6 el
muestreo correspondid al final del verano, principios de otofio, siendo la temperatura
minima registrada de 19°C. Esto podria explicar en parte la mayor ocurrencia de N.

ceranae en las regiones analizadas.

Con relacion al segundo patron observado, se determind una fuerte ocurrencia de N. apis,
principalmente en regiones de clima subtropical durante el periodo de muestreo. Estos
resultados no estan representados de la misma forma en trabajos recientes de regiones
mas frias de Argentina, las cuales indican una prevalencia casi exclusiva de la especie N.
ceranae en contraste con N. apis [211, 250]. Por otro lado, el resultado obtenido en el
presente trabajo parece estar en contraste con la idea de que N. ceranae es mas
competitivo que N. apis en climas mas célidos [64, 65]. En relacion a lo mencionado
previamente, estos resultados pueden estar en consonancia con la época del afo en la
que se realizd el estudio, ya que las temperaturas en las distintas regiones en dicha época
(fines del verano) pueden ser propicias para el desarrollo de ambas especies de
microsporidios, indistintamente. En relacion a esta hipotesis, la temperatura minima
registrada fue de 19 °C y la maxima de 37 °C, esta temperatura maxima podria estar en
desventaja con la especie N. apis, ya que se conoce que presenta un desarrollo éptimo
entre los 30-35°C [47], y por tal motivo podria existir esa diferencia entre ambas especies
en las proporciones observadas.
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Por otro lado, estas diferencias observadas entre la distribucion de ambas especies
podrian dar cuenta de un posible desplazamiento de N. ceranae sobre N. apis, como ya se
ha registrado en algunas regiones del mundo [4, 5, 6, 39, 230], dado que se observé una
mayor proporcién de N. ceranae en las regiones del sur (Santa Fe Sur), con aumento de
las prevalencias de N. apis al norte (regiones de Chaco) y de las co-infecciones en el
centro (Centro de Santa Fe). Esta hipétesis también puede estar respaldada por un mayor
transporte de abejas entre las regiones del centro del pais, dado el mayor desarrollo de la
actividad, en comparacion con las regiones del Norte, el movimiento de abejas entre
distintas regiones del pais y del mundo puede y ha incentivado la rapida dispersién, no sélo

de N. ceranae [38] sino también de otros parasitos, como el caso de Varroa destructor [41].

Otro de los resultados obtenidos fue que aquellas colmenas que solo estaban infectadas
con N. apis presentaban menor nimero de esporos, este hallazgo ya ha sido registrado en
estudios realizados en Canada, donde los niveles de infeccién de colonias parasitadas por
N. apis fueron mas bajos que los registrados para N. ceranae [209]. Williams [233] y Huang
y Solter [102] realizando estudios en laboratorio, determinaron mayores cargas de esporos
de N. ceranae comparado con N. apis. Segun estos autores esto podria ser el resultado de
que N. ceranae produce una multiplicacion rapida y una alta inversion en esporas de
resistencia ambiental por que no reinfectan las células del epitelio pero resisten un tiempo
en el recto hasta que se liberan en el ambiente con las heces. Por otro lado, las regiones
mas célidas presentan una menor incidencia de la Nosemosis, esto podria explicar la

menor abundancia de esporas registradas en dichas regiones.

Para el tercer patrén registrado, las co-infecciones fueron mas prevalentes y presentaron
mayor conteo de esporos que las infecciones simples. Este ultimo resultado coincide con lo
reportado por otros autores, los cuales indicaron mayor abundancia de esporos en abejas
co-infectadas [209, 234], sugiriendo un efecto sinérgico entre ambos microsporidios que
pueden provocar un impacto mas fuerte sobre la salud de las abejas [209]. En este sentido,
se ha demostrado que las infecciones mixtas disminuyen la supervivencia de las abejas,
pudiendo deberse a una mayor produccidén de esporas dentro de las abejas infectadas, las
cuales pueden infectar diferentes sistemas moleculares o fisiologicos de las abejas [234].
Segun un estudio realizado por Notasopolou y colaboradores [207], al infectar abejas con
ambas especies en simultaneo, no se observaba la competencia entre estos

microsporidios parasitos. Sin embargo, en caso de colocar una especie primero y luego
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otra se determiné que el efecto de la competencia se observaba y dependia fuertemente
de la secuencia de infeccion, beneficiando al parasito preestablecido que inhibe el
desarrollo del segundo parasito. Adicionalmente, estos autores pudieron determinar un
mayor efecto inhibitorio de N ceranae sobre N. apis. Estos resultados podrian aportar a la
idea de que N. ceranae estaria inhibiendo el desarrollo de N. apis, dada la alta prevalencia
de co-infeccion y N. ceranae con relacién a N. apis en las regiones agro-ecolégicas de
clima templado estudiadas y las mayores prevalencias de N. apis encontradas en climas
subtropicales. Lo anterior esta sustentado en los resultados obtenidos por otros
investigadores de Argentina, que analizaron muestras de la regidén sur del pais (Sur de la
provincia de Buenos Aires) obteniendo mas de 98% de muestras positivas a N. ceranae
[211] y que en esta zona de transicidén entre clima templado y subtropical se esta dando la
posible competencia entre las especies en estudio. Sin embargo, esta hipbtesis necesita
ser probada en futuros estudios y con més resultados a lo largo del tiempo.

Respecto a la genética del hospedador (A. mellifera) y su posible asociaciéon con las
especies de Nosema, este andlisis se realiz6, dado que se ha propuesto que el origen
genético de las abejas podria ser un factor que explica los patrones de distribucidn
observados de Nosema spp. [115]. Los haplotipos africanizados de A. mellifera fueron mas
comunes en las regiones agro-ecoldgicas de clima subtropical que en las templadas, como
lo sugiri6 un estudio previo [219]. Sin embargo, en el presente trabajo, no se han podido
encontrar asociaciones significativas entre los distintos haplotipos de A. mellifera y las
especies de Nosema spp. Otros trabajos publicados, presentaron los mismos resultados
que lo indicado en el presente estudio, donde al analizar diferencias entre las frecuencias
de especies de Nosema spp. entre poblaciones naturales de abejas africanizadas y
europeas no encontraron diferencias [204]. Puede que las distintas poblaciones de A.
mellifera se encuentren infectadas de manera equitativa por ambos parasitos. No obstante,
es posible que el uso de una muestra con un nimero mas alto y un disefio de estudio
mejorado podrian revelar tal asociacion genética entre haplotipos de abejas y especies de
Nosema. Por otro lado, en este estudio pudo determinarse una relacion significativa entre
los haplotipos de abeja y los niveles esporulares de Nosema spp. (P=0,027), siendo las
abejas europeas las que presentaron mayor nimero de esporos en comparacion con las
abejas africanizadas. Existen estudios que apuntan a describir la mayor tolerancia de
abejas africanizadas a diferentes patdogenos, como es el caso de V. destructor [235, 236,
237]. Para el caso particular de N. ceranae, un trabajo realizado en Uruguay comparé el
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desarrollo de la infeccion con dicho microsporidios en abejas africanizadas e italianas (A.

mellifera ligustica) y determinaron que las abejas africanizadas tienen la capacidad de

limitar el nivel de infeccion en una colonia, debido posiblemente a que las abejas

africanizadas presentan una vida mas corta que hace que el parasito no llegue a

desarrollarse en el interior de las abejas [115, 238, 239]. En relacién a estos resultados

deberian profundizarse los estudios para corroborar la hipétesis presentada en dicho

estudio.

Conclusiones

v

Se determiné un gradiente creciente de co-infeccion y recuentos de esporos de
Nosema spp./abeja desde las regiones mas calidas (Célido, Semiarido y Transicién
Chaco) a las regiones mas frias (Centro y Sur de Santa Fe) del estudio.

Se encontr6 una fuerte presencia de N. apis en regiones de clima subtropical.

Este patron de distribucion inusual de Nosema spp. y el nivel de infeccion, pueden ser
causados por una diversidad de factores, entre ellos se podrian citar practicas
apicolas, temperaturas medias de cada region, etc.

No se hall6 una asociacion entre el haplotipo de las abejas y la especie de Nosema
spp.

Alternativamente, un proceso de recambio en curso de N. apis a N. ceranae también

puede dar lugar al patrén de distribucién de las especies observado.
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Capitulo IV: Identificacion de factores de
riesgo asociados a la presencia de Nosema
spp. luego de la cosecha de miel*

*Pacini, A., Giacobino A., Molineri A, Bulacio Cagnolo N., Aignasse A., Zago L., Mira A., Izaguirre
M., Schnittger L., Merke J., Orellano E., Bertozzi E., Pietronave H., Signorini M. 2016. Risk factors
associated with the abundance of Nosema spp. in apiaries located in temperate and subtropical
conditions after honey harvest. Journal of Apicultural Research 55: 4, 342—-350.



Introduccion

Muchos factores estresantes estan actuando para debilitar la salud de las abejas. Uno de
ellos es la Nosemosis, una enfermedad causada por dos especies de
microsporidios(Phylum Microspora), Nosema apis y Nosema ceranae [240]. Ambos se
encuentran comunmente en abejas meliferas adultas (Apis mellifera) en todo el mundo y
representan parasitos obligados del intestino de la abeja, lo que reduce la vida util de su
huésped [61].

La patologia causada por N. apis se ha denominado Nosemosis tipo A. El parasito puede
causar un dano tisular importante en el intestino, lo que reduce la supervivencia invernal en
climas templados, la produccion de miel y la eficacia de la polinizacién [241]. N. ceranae
puede causar Nosemosis tipo C que provoca estrés nutricional y energético [71], supresién
de la respuesta inmune del hospedador [69] y disminucion de la supervivencia de las
abejas a nivel individual [193, 242].

El rol que estos agentes tienen en las pérdidas de colmenas ha generado mucha
controversia [6]. En varios paises europeos se ha pensado que la rapida diseminacion de
N. ceranae esta relacionada con un numero creciente de muertes y baja produccién de
colmenas de abejas [61, 161, 243]. Diferentes informes han propuesto que los factores
climaticos desempefian un papel en el resultado de las infecciones por N. ceranae [5]. Las
bajas temperaturas inhiben la germinacién de N. ceranae mas que la germinacién de N.
apis [64]. Varios estudios realizados en regiones con climas mas frios (Suecia, Alemania)
mostraron un predominio de N. apis, pero en los paises europeos con veranos calurosos e
inviernos moderados N. ceranae fue la especie predominante [39]. Sin embargo, un
reciente estudio canadiense sugiere que N. ceranae puede adaptarse mejor que N. apis en
climas mas frios [209]. Aun queda por aclarar como las variaciones geograficas y

estacionales pueden influir en la patogenicidad de Nosema spp.

En simultaneo, algunas practicas apicolas pueden ser responsables de mantener las
formas mas virulentas de los patégenos, ya que contribuyen a su transmision horizontal
[244]. Entre las préacticas relacionadas con el desarrollo de la parasitosis, se ha
documentado que algunas practicas higiénicas, como el recambio de panales vigjos,
pueden reducir las cargas de esporos de N. apis [48], otra de las practicas asociadas a

bajas cargas de esporos de Nosema spp. es el recambio de reinas, las colmenas con
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reinas jévenes no logran desarrollar la parasitosis con tanta intensidad en relacion a las

colmenas con reinas mas longevas [156].

Cada zona geogréfica presenta una disponibilidad de recursos particular para las abejas
dependiendo de sus condiciones ambientales [245]. La calidad y las fuentes de alimento
para las abejas ha decrecido notablemente en gran parte del mundo [246]. Los cambios en
el uso de la tierra son los que provocan la reduccién de la diversidad de flores [247],
promovidos por el avance tecnolégico y los precios de mercado. Estas reducciones en los

aportes nutricionales pueden incidir de manera directa en la sanidad de las colmenas.

En Argentina hay pocos estudios que hayan analizado el impacto de las infecciones por
Nosema spp. sobre las abejas y su interaccion con las condiciones ambientales. Con base
en diferentes estudios observacionales en el sureste de Argentina, Sarlo [7] concluy6 que
la Nosemosis debida a la infeccién por N. ceranae produce una alta mortalidad y un
desarrollo retrasado de las colonias de A. mellifera. Ese estudio establecié que las esporas
de N. ceranae tienen una dinamica estacional en las colonias que se correlaciona
negativamente con la temperatura. Otros estudios, también realizados en Argentina, no
pudieron encontrar una relacién entre el nivel de esporulacién de Nosema spp. y los
parametros de fortaleza de la colmena [8,9]. La epidemiologia de esta enfermedad parece
ser compleja, y multiples factores pueden estar involucrados simultaneamente. En este
contexto, deben considerarse estrategias que permitan mitigar los efectos de esta
patologia. Los estudios epidemiolégicos permiten identificar factores que pueden explicar
los brotes de enfermedades y ofrecen informacion para sustentar cientificamente las
medidas de manejo apropiadas para controlar su efecto sobre la sanidad de las abejas
[119].

Objetivo

Identificar los factores de riesgo asociados con colmenas con alto nivel de infeccion de

Nosema en la etapa post-cosecha.
Materiales y métodos

Se realizd un estudio observacional transversal entre febrero y marzo de 2015 en las
provincias de Santa Fe, Chaco y Formosa. El nUmero de apiarios muestreados (n= 64) se
calcul6 considerando una prevalencia estimada de Nosema spp. de 86,1% [8], para un
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total de 5300 apiarios localizados en la zona bajo estudio, una confianza del 95% y un error
en la estimacion del 10%. Los apiarios se encontraban localizados en las cinco regiones
agro-ecoldgicas descriptas: Santa Fe Sur, Santa Fe Centro, Chaco Humedo, Chaco de
Transicién y Chaco Semi-arido (Tabla 1). El nimero de apiarios muestreados dentro de
cada region agro-ecolégica fue determinado en funcién de la participacion proporcional de
cada estrato en el nimero total de apiarios existentes. De esta manera se tomaron
muestras en 48 colmenas en la region Santa Fe Sur, 102 en Santa Fe Centro, 91 en Chaco

Humedo, 78 en Chaco de Transicion y 66 en Chaco Semi-arido (Figura 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las regiones agro-ecologicas analizadas

Region Temperatura Precipitacion . Principal
. . . Flujo de g
Agro- media anual media anual Usos de la tierra , Vegetacion
. o Néctar/Polen .
ecoldgica (eC) (mm) circundante
Sur de . . . Corto (menos de Monte y
Santa Fe 18 600-1100 Soja, maiz y trigo tres meses) cultivo
Centro de Tambos, animales Intermedio Monte
17-18 800-900 de invernada en (tres—cuatro . y
Santa Fe cultivo
pasturas de alfalfa meses)
Granjas pequenas
Chaco ganaderia, Largo (entre 9 a Monte y
g 23 > 1200 . .
Huamedo produccién forestal 10 meses) pastizal
0 arrocera
Cultivo de cereales,
ChaCf) .d’e 03-24 <1000 oleagln’osas Largo (entre 9 a Mon?e y
Transicion algodon 'y 10 meses) pastizal
ganaderia
Chaco Semi- 23 550-800 Produccion forestal 230 (entre 9.a - Monte y
arido 10 meses) pastizal

De cada apiario se seleccionaron el 10% de las colmenas del apiario o 6 colmenas como
minimo en aquellos apiarios que tenian hasta 60 abejas y determind: recuento de esporos
de Nosema spp., porcentaje de Varroa forética y parametros que caracterizan la fortaleza
de las colmenas (poblacion de abejas, &rea con cria, con polen y con miel). En cada
apiario se registrd la temperatura y humedad ambiental obteniendo la informacion de las

estaciones meteoroldgicas mas cercanas.
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Figura 1. Apiarios distribuidos en las distintas regiones agro-ecolégicas.

Porcentaje de parasitacion en abejas adultas

Se tom6 una muestra de aproximadamente 300 abejas nodrizas colectadas de dos o tres
cuadros de cria diferentes y se colocaron en un frasco con agua y alcohol (1:1). En el
laboratorio se agreg6 a cada frasco unas gotas de detergente. Posteriormente, los frascos
se agitaron vigorosamente durante unos minutos, se vacié el contenido sobre un tamiz que
retuvo las abejas dejando pasar los acaros que fueron recibidos en un pafo blanco
colocado debajo del tamiz. Se contabilizaron los acaros, las abejas y se determiné el
porcentaje de infestacion o tasa de infestacién de Varroa forética (VF) en abejas adultas
[248, 249]. Se utilizaron resultados previos para sub-categorizar las colmenas en dos
niveles de infestacion, alto: >3% VF y bajo: <3% VF [250, 154].

Recuento de esporas Nosema spp.
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De cada colmena se tomaron aproximadamente 100 abejas retornantes del vuelo
directamente de la piquera que fueron recolectas en frascos plasticos conteniendo 60 ml
de alcohol 96%.

Para realizar el recuento se maceraron 60 abddémenes de abejas seleccionadas
aleatoriamente. El nimero de recuentos de esporos de Nosema spp./abeja se determiné
mediante la observacion directa empleando microscopio Optico y hemocitometro. De cada
muestra se conté el numero de esporos contenidos en 80 cuadros del hemocitometro (5
grupos de 16 cuadros) [110, 180].

Encuestas de manejo

Simultaneamente con el muestreo se aplico a los productores apicolas una encuesta semi-
estructurada (Anexo 2, 3, 4) para conocer aspectos de manejo del apiario. Se recopilaron
datos relacionados con: nimero de colmenas, tipo de actividad, practica de transhumancia,
origen de reinas, suplementos alimenticios aplicados, tratamientos para Varroosis y
Nosemosis y tipo de invernada realizada (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de variables derivadas de las encuestas que fueron evaluadas como potenciales
factores de riesgo

Factores/variables

Regién: Santa Fe Norte, Centro, Chaco Himedo, Chaco de transicién, Chaco

_ mi-ari
Datos generales del apiario semi-arido

Tamano del apiario: nimero de colmenas por apiario

Suplementacion proteica: polen natural, polivitaminicos o torta de polen
Alimentacién c/ carbohidratos: Jarabe de sacarosa o maiz de alta fructosa
Cuando aplica carbohidratos: Otofio o en cualquier momento del afo
Multiplicacién de colmenas: Si o No (produccion de nicleos)
. . Frecuencia de recambio de reinas: Mas de dos afos- Dos afios 0 menos
Practicas de Manejo
Remplazo anual de Cuadros: cuadros nuevos por colmena/afno

Desinfeccion del material inerte post-cosecha: Si/No

Ubicacion del apiario: Sol directo-Arboles hojas perenes-Arboles hojas
caducas

Blogueo de camara: Jarabe 2:1- Jarabe 1:1- No bloquea
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Uso de poncho: Si/No
Trashumancia: Si/No
Apiarios cercanos: Si/No

Vegetacion circundante: Monte y pastizal- Monte y cultivo- Cultivo

Varroa pre tratamiento: >3%- <3%
Enfermedades
Nosema pre tratamiento: Si/No

Analisis de los datos

Se realiz6 la transformacion del recuento de esporas de Nosema spp. a log del recuento de
esporas (variable de respuesta), previo agregado de una constante de 1,5 a cada dato
para poder realizar esta transformaciéon en resultados donde hubo ausencia de esporas.
Esta transformacién se realizé para disminuir la gran variacion encontrada en los datos de
conteo de esporos de Nosema spp. Para identificar los factores asociados con el recuento
de esporas de Nosema spp. se realizd un analisis en dos etapas empleando Modelos
Lineales Generalizados Mixtos. Con base en la distribucion de frecuencias de la variable
de respuesta, se empled una distribucion Gamma con funciéon de enlace logaritmico.
Inicialmente se procedié a realizar un andlisis univariante (apiario como efecto aleatorio)
para seleccionar las variables explicativas potencialmente asociadas con el logi de la
abundancia de esporos de Nosema spp./abeja. Se seleccionaron aquellas variables que
tuvieron valores de P< 0,15 para ser ofrecidas al analisis multivariado. Sélo la variable
explicativa con el mayor valor de P fue seleccionada para el modelo multivariado cuando
dos de ellas explicaban resultados similares y estuvieron estadisticamente asociadas
(evaluacion de colinealidad). Se utilizé una estrategia de eliminaciéon backward realizada en
forma manual, seguida por la eliminacion de una variable a la vez con el valor P mas alto.
Con cada variable eliminada del modelo, se verificé el coeficiente de las variables
significativas y si dio lugar a un cambio de mas del 20% en las estimaciones, la variable se
mantuvo en el modelo para tener en cuenta su efecto de confusion [261]. Todos los
analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software InfoStat (Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Analisis espacial

El método de deteccién de conglomerados espaciales [128] se utilizé para identificar y
probar la importancia de grupos especificos para una distribucion de poblacion
heterogénea. El conjunto de datos fue escaneado para detectar donde la abundancia de
Nosema spp. fue significativamente menor o mayor de lo esperado por azar. Se calcul6
una prueba de razén de verosimilitud para cada posible area y el limite superior de
exploracién se establecio en el 50% de la poblacién en riesgo. Se asumié, en este caso,
qgue la abundancia de Nosema spp. seguia una distribucién normal y se informé el grupo
mas probable junto con los grupos secundarios basados en los criterios del indice de Gini
[252]. El modelo utiliza una funciéon de probabilidad basada en la distribucion normal,
aunque la distribucion verdadera del atributo continuo puede no ser normal. La inferencia
estadistica (valor P) es valida para cualquier distribucién continua ya que la aleatorizacién
no se realiza generando datos simulados a partir de la distribucién normal, sino mas bien,
permutando las ubicaciones espacio-temporales y el atributo continuo (por ejemplo,
abundancia de Nosema spp.). Todos los anadlisis se realizaron con el software SaTScan
versidén 9.2 (www.satscan.org). Finalmente, la distribucién de los factores de riesgo dentro
de los grupos detectados se analizé utilizando T-Student o Mann Whitney, segun la

distribuciéon de variables.
Resultados

El tamafio medio de los apiarios fue 39,76 = 27,35 colonias/apiario. Los apicultores que
poseian estos colmenares tenian aproximadamente 11 afos de experiencia en la actividad
apicola (11,76 = 7,69 anos). Durante los ultimos tres anos, la mortalidad promedio fue de
15,11 + 12,01% colonias/afo y la produccién media de miel fue de 20,06 + 12,31

kilogramos por colonia/afno.

Las colonias tenian 8,53 £+ 1,59 cuadros completamente cubiertos de abejas adultas, 3,75
+ 2,00 cuadros cubiertas de cria, 0,77 + 0,67 y 2,75 + 1,51 cuadros cubiertos de polen y
miel, respectivamente. Se pudo observar una correlacion significativa entre el Logqo de la
abundancia de Nosema spp./abeja y el tamafo de las colonias (n = 324; r = 0,173; P =
0,002), el polen (n = 319; r = -0,239; P <0,001), y la miel (n = 319; r = -0,250; P <0,001).
Sin embargo, los coeficientes de correlacién fueron bajos, siendo el valor de P influenciado

por el tamafo de la muestra.
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La prevalencia de Nosema spp. en las colonias fue de 50,13% (181/361) (Tabla 3). Sin
embargo, la prevalencia fue diferente entre las regiones: Santa Fe Sur presentd 23,8% de
las muestras positivas, 38,7% Santa Fe Centro, 14,9% en Chaco Humedo, 12,7% en
Chaco de Transicién y el 9,9% en Chaco Semi-arido. La abundancia media del log;, de la
abundancia de Nosema/abeja fue de 2,37 + 2,75. Sur y Centro de Santa Fe presentaron la
mayor abundancia con 4,99 * 1,84 esporos de Nosema/abeja (Logo) ¥ 3,50 = 2,66 esporos
de Nosema/abeja (Logig), respectivamente. Por otro lado, las regiones subtropicales
mostraron niveles mas bajos que las de Santa Fe: en Chaco Himedo 1.14 + 2.50 esporos
de Nosema/abeja (Logio), 1.54 £ 2.29 esporos de Nosema/abeja (Logio) en Chaco de
Transicién y 1.13 £ 2,75 esporos de Nosema/abeja (Log1o) en Chaco Semi-arido.

Tabla 3. Caracteristicas generales de las regiones agro-ecoldgicas analizadas.

Regiones agro- Tamafio del apiario Actividad Promedio de Promedio de Presen
ecoldgicas (colmenas/apiario)  apicola (afios)  produccion de mortalidad ciade
Santa Fe Sur 26,88 10,92 18,65 15,87 91,5
Centro de Santa 57,07 17,92 25,83 12,86 69,3
Fe
Chaco Humedo 34,33 7,12 22,73 12,62 30,3
Chaco de 34,11 11,41 14,71 16,77 29,5
Transicion
Chaco Semi- 34,10 8,19 17,20 20,08 36,5
arido

Analisis univariado

Nueve posibles variables explicativas fueron seleccionadas individualmente para ser
incluidas en el modelo de regresién logistica de efectos mixtos con apiario como efecto
aleatorio (las variables elegidas tenian un valor de significancia <0,15). Las variables
seleccionadas fueron: regidn agro-ecolégica, tamafo del apiario, empleo de polivitaminico,
multiplicacién de colmenas, ubicacion apiario, momento de alimentacion, uso de "poncho”
(bolsa de plastico que se utiliza en invierno para la proteccién del nido de cria), nivel de

infestacién de Varroa (3%, >3%), vegetacién circundante (Tabla 4).

110



Tabla 4. Definicién de las variables seleccionadas (P< 0.15) en el analisis univariado con potencial
asociacion con la abundancia de esporos de Nosema spp.

Definicion de la Nivel Media Desvio estandar P-valor
variable
Si 3,35 0,50
Suplemento
. . 0,057
polivitaminico No 2 o5 0.28
No 1,70 0,32
Suplemento de Torta 1,40 0,35 0,733
polen
Polen natural 0,88 1,05
<50 colmenas 1,33 0,24
Tamafo del apiario 0,133
50 colmenas o0 mas 2,29 0,67
Momento de Otofo 1,38 1,97
alimentacion con 5 <0,001
carbohidratos Otro momento de afo 3,63 2,47
Si 1,49 0,28
Recambio de reinas 0,625
No 1,73 0,43
. Cada 1 o 2 aflos 1,70 0,43
Frecuencia de 0.714
BB C3 DRI Cada mas de dos afos o 1,51 0,28
no recambia
Malo 1,35 0,52
BPH (Buenas i
Practicas Optimo 1,53 0,41 0,885
Higiénicas
Regular 1,67 0,34
Si 1,64 0,29
Apiarios cercanos 0,944
No 1,61 0,41
Inf L, Menos de 3% 2,21 2,51
3% 0 mas 3,04 2,49
Multiplicacién d Si 2,73 2,53
e
No 0,59 1,33
Santa Fe Sur 5,03 1,72
Regiones agro Centro de Santa Fe 3,64 2,45
gcolégicags <0,001
Chaco Humedo 1,47 2,01
Chaco de Transicién 1,85 2,27
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Chaco Semi-arido 1,47 2,08

Sol directo 4,07 1,93
Ubicat_:ic’:_n del Bajo arboles de hojas 1,81 2,19 <0,001
apiario perennes
Bajo arboles de hojas 2,82 2,63
caducas
Monte y pastizal 1,90 2,26
Vegetacion Monte y cultivo 3,11 2,64 0,022
circundante
Cultivo 3,10 2,52
Si 3,11 2,55
Uso de “poncho” 0,127
No 2,23 2,43

La variable regién agro-ecoldgica se asocidé con la vegetacién circundante (P< 0,001), por
lo tanto, sélo la regién se incluyd en el modelo final. Casi la mitad de las colmenas situadas
en las regiones de Santa Fe, estaban delimitadas por monte y cultivos (62,5% en el Santa
Fe Sur y 40% Santa Fe Centro). Por otra parte, 66,38% de las colmenas de las regiones de
Chaco estaban circundadas por monte y pastizal (46,2%, 84,6% y 72,7% en Chaco
Humedo, Chaco de transicién y Chaco Semi-arido, respectivamente).

Analisis multivariado

Los posibles factores de riesgo incluidos en el modelo estuvieron disponibles para 334 de
las 361 colonias muestreadas (86,8%). El apiario como efecto aleatorio fue significativo (P<
0,001). El modelo multivariado final identifico dos variables asociadas con la abundancia de
esporas de Nosema: Regién agro-ecolégica (P= 0,015) y la prevalencia de Varroa (P=
0,034) (Tabla 5).
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Tabla 5. Modelo final de regresion logistica multivariante (seleccién backward) para la abundancia

de Nosema spp. en 361 colmenas de abejas distribuidas en 64 apiarios.

Efecto aleatorio Estimador 95% CI Valor P
Apiario 0,860 0,540-1,369 <0,001
Efectos fijos Nivel 95% ClI Exp. B Valor P
Santa Fe Sur 0,07; 2,207 1,139
Centro de Santa Fe -0,216; 1,55 0,667
Region agro-
. Chaco Humedo -0,732; 0,940 0,104 0,001
ecoldgica
Chaco de Transicién -0,809; -0,946 0,068
Chaco Semi-arido - -
Menos de 3% Varroa -0,737; -0,180
Infestacion Varroa -0,459 0,037

Mayor o igual a 3% de
Varroa

Se observé una distribucién geografica particular, la mayor abundancia se registré en el sur

(Santa Fe Sur; 3,50 log1o Nosema esporas / abejas) y estos niveles se redujeron hacia las

regiones del norte. Chaco de transicion presenté los niveles mas bajos (1,54 logi, Nosema

esporas / abeja). Ademas, las colonias con mas de 3% de infestacién de Varroa mostraron

un aumento en los niveles de abundancia de Nosema (Figura 2). Las colmenas con niveles

de infestacion con varroa superior al 3% tuvieron aproximadamente recuentos de Nosema

spp./abeja que fueron un orden de magnitud logaritmica mayor en comparacién con las

colmenas que presentaron infestaciones inferiores al umbral de dafio econdémico.
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Figura 2. Variables del modelo final que resultaron significativas en asociacién con el logy, de
esporos de Nosema spp. (efecto aleatorio= apiario; n = 361).

Las variables seleccionadas previamente que no fueron significativas en el modelo
multivariado final se asociaron con los factores de riesgo identificados (Figura 3). Por
ejemplo, el uso de "poncho" durante la temporada de invierno (P< 0,001), la
suplementacién con polivitaminicos (P< 0,001) y la multiplicacion de colonias (P< 0,001) se
asociaron con las regiones. Algunas practicas de manejo, como el uso de poncho (62,5%)
y la suplementacion polivitaminica (62,5%) fueron utilizados con mas frecuencia en la
region Santa Fe Sur, pero no en regiones del Chaco (35,75% y 15,31%, respectivamente).
Ademas, la prevalencia de Varroa se asocid con la ingesta de carbohidratos en las
colmenas durante el otofio (P= 0,030), siendo que el 65% de las colmenas que tenian mas
de 3% de infestacion con Varroa realizaban la alimentacién en otro momento que no fuera
el otofo, el 53% de las colmenas que tenian menos de 3% de infestacidbn con Varroa

fueron alimentadas durante el otono.
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P<0,001
P<0,001

Poncho Bloqueo de
camara

Figura 3. Asociacion de variables obtenidas del analisis multivariado

Analisis espacial

Se detectaron dos clusters de alta y baja tasa de infestacion por Nosema en todo el rango
geografico. Se identificé un cluster de alto valor de abundancia de esporos de Nosema
spp./abeja con un total de 124 colonias y un grupo de bajo valor de abundancia con 180
colonias (57 colonias no se asociaron a ninguno de los dos clusters). El 77% de las
colonias con >3% de infestacion por Varroa previo al tratamiento de otofio, se asociaron
significativamente con el cluster de alto valor de abundancia de Nosema spp. (P< 0,001).
Ademas, las colmenas del Centro (61,9%) y del sur de Santa Fe (38,1%) fueron incluidas
en el grupo de alto valor de abundancia, mientras que las colmenas de Chaco de
Transicion (31,1%) Semi-arido (28%) y Chaco Humedo (40,9%) se incluyeron en el grupo

de bajo valor de abundancia (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de los apiarios monitoreados por regiones (n=64). A. Distribucién de los
cluster de abundancia de esporos de Nosema spp.; altos valores de abundancia (1), bajos valores
de abundancia (2). B. Asociacién espacial entre los cluster de distribucion de abundancia de
Nosema spp. y el porcentaje de infestacién con V. destructor (circulos negros: > 3% de infestacion
por colmena; circulos blancos: < 3% de infestacion por colmena). C. Asociacion espacial entre la
distribucién de cluster de abundancia de Nosema spp. y las regiones (Referencias = Figura 1).

Discusion

Se determinaron los factores de riesgo que promueven la aparicién de Nosema spp. en la
etapa de post-cosecha de miel. La region donde se encuentran las colmenas y la

prevalencia de alta infestacién de Varroa se asociaron con la abundancia de Nosema en

dicha etapa de estudio.

Efecto regional

Se observd un notable gradiente regional en la abundancia de esporas de Nosema spp.,
con recuentos altos en la regién Santa Fe Sur, descendiendo en las regiones del norte,

donde las temperaturas son mas elevadas. El efecto provocado por la variable regional
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puede tener implicancias con relacién a cuestiones climaticas y también se pudo relacionar

con el efecto del uso del suelo en las regiones analizadas.

Con relacion al efecto climatico, se pudo determinar que los resultados presentados en
este estudio refuerzan la idea de que los factores climaticos pueden desempenfiar un papel
clave en la prevalencia de la Nosemosis [5,66]. En las regiones analizadas los climas
preponderantes corresponden a templado para el Sur y Centro de Santa Fe y clima
subtropical en el norte, las denominadas regiones Chaquefias. Resultados similares se
obtuvieron en Chile cuando se cotejaron zonas con altitudes similares [253, 254], dichos
autores concluyeron que las zonas con mayor precipitacion anual y menor temperatura
media anual (clima templado) presentaron una mayor parasitacion y aquellas localidades
con mayores temperaturas y menores precipitaciones presentaron prevalencias mas bajas.
En un extenso trabajo realizado en distintas regiones de Europa, se determin6é que el
componente ambiental fue el Unico factor significativo que influyd en la prevalencia de

distintas enfermedades de las abejas, entre ellas la presencia de Nosema spp. [66].

El efecto regional también se encuentra asociado con la vegetacion circundante a la
localizacién de los apiarios analizados. De este modo, se pudo determinar que los niveles
mas bajos de esporas se encontraban en apiarios con monte y pastizal circundandolos,
mientras que las colmenas con altos niveles de esporulacion de Nosema spp. se
encontraban ubicadas en apiarios rodeados por cultivos (especialmente de soja y maiz).
Actualmente la intensificacion agricola y la aplicacion de productos para el control de
malezas y plagas afectan las areas de forraje de las abejas [131]. Alaux y colaboradores
[147] han reportado la relacibn entre la nutricibn y la inmunidad en las abejas,
considerando que la exposicion a una dieta polifloral mejora algunas funciones inmunes en
comparacion con las dietas monoflorales. Los mismos autores demostraron los efectos
interactivos entre microsporidios y pesticidas, indicando que ambos factores debilitan la
salud de las abejas [147]. Considerando que las regiones de climas templados presentan
condiciones climaticas favorables para el desarrollo de la parasitosis y a su vez existe un
alto porcentaje de colmenas en ambientes rodeados por cultivo, donde es frecuente el uso
de pesticidas que pueden afectar la inmunidad de las abejas, es razonable una mayor
abundancia de esporos de Nosema spp. en dichas regiones.

Entre los apicultores, cuando existen restricciones en la disponibilidad de polen, es una

practica comun alimentar sus colmenas con mezclas de amino&cidos y vitaminas con

117



jarabe de azlcar para que sea mas palatable para las abejas, no solo para satisfacer los
requerimientos de proteinas de la abeja, sino también para fortalecer la resistencia
fisiolégica a las enfermedades [116]. Esta practica estuvo relacionada con los niveles de
Nosema spp., siendo mayor la abundancia de esporos en las colmenas que fueron
alimentadas con suplementos polivitaminicos. Los ensayos en laboratorio realizados en
Argentina demostraron que abejas alimentadas con polen fresco [116] o compuesto amino-
vitamina [255], desarrollan rapidamente la infeccién con N. ceranae. Este efecto puede
deberse a la competencia que genera el parasito con la alimentacién del hospedador una
vez que se encuentra establecido. Se ha documentado en ensayos de laboratorio, que la
especie N. ceranae provoca hambre en las abejas alimentadas con carbohidratos, de esta
forma se produce un estrés energético, que conduce a una menor supervivencia de abejas
expuestas al parasito [71]. Los mismos autores observaron que las abejas infectadas y
alimentadas ad libitum tienen la misma supervivencia que las no infectadas. Lo anterior
estaria indicando que la disponibilidad de alimento podria enmascarar la mortalidad
causada por el estrés energético impuesto por el parasito. Existen resultados de distintos
estudios que afirman que se vio aumentada la supervivencia en abejas alimentadas con
pan de abeja en comparacion con sustitutos de proteinas, a pesar del mayor desarrollo de
parasitos [117, 118]. Segun lo informado por Archer [255], la proteina confiere un beneficio
de supervivencia en las abejas que padecen altos niveles de estrés y mejora su capacidad
para enfrentar una respuesta al mismo. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
podrian reforzar la idea de un efecto beneficioso a largo plazo en las colmenas al
alimentarlas con suplementos, ya que, aunque propician el desarrollo de la parasitosis
aumentan la supervivencia de las colmenas infectadas. Invernizzi y colaboradores [243]
han reportado que suplementar las colmenas en determinadas épocas del afno puede

reducir los niveles parasitarios de las colmenas.

Otras practicas de la apicultura vinculadas a las regiones agro-ecolégicas fueron el uso de
"poncho" y la multiplicacion de colmenas. Aquellos apiarios que utilizaban poncho
presentaron mayores niveles de esporulacién que los que no realizan dicha operacion.
Esta practica es comun en zonas frias y reduce el consumo de miel mediante el

aislamiento del bolo invernal. El "poncho" anula el comportamiento natural del bolo
mediante la compresidn de las abejas que dan lugar a largos periodos de exposicion y
generan las condiciones Optimas de temperatura para el desarrollo de los parasitos [7]. Se

pudo determinar que el uso del poncho estuvo mas extendido en las regiones de clima
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templado (Sur y Centro de Santa Fe). Sin embargo, dicha practica podria ser una variable
asociada en momentos claves del desarrollo de la parasitosis como es el caso de la salida
del invierno o inicio de primavera, ya que durante el confinamiento de invierno las abejas
se encuentran expuestas a periodos extensos de encierro, sin poder volar y generando un
foco de infeccion elevado dentro de la colmena [157]. Con relacién a la multiplicacién, se
determin6é que dicha practica asociada a las regiones agro-ecoldgicas, se presentaba en
colmenas con mayor numero de esporos de Nosema spp. Esto podria indicar que los
apicultores que realizan dicha practica podrian estar dispersando la parasitosis en nuevas

colmenas.
Efecto de la infestacion con Varroa

Un segundo factor de riesgo asociado con la abundancia de Nosema spp. fue el nivel de
infestacién de Varroa. Las colmenas con mas de 3% de Varroa en las abejas tenian mas
abundancia de esporas de Nosema spp. A escala global, la mayoria de las colmenas
manejadas de A. mellifera estan infectadas por V. destructor, el cual es considerado una
de las principales amenazas a la apicultura mundial [256]. Su interaccién con otros
posibles factores que generan por separado efectos sub-letales en las colmenas en
conjunto pueden ser letales [185]. Muchos estudios informaron los efectos sinérgicos entre
N. ceranae y V. destructor que podrian explicar las pérdidas de colonias observadas en
Europa y EE.UU. [61, 160, 257, 258]. Por otro lado, Botias et al. [84] presentaron un trabajo
donde determinaron que la infeccion por Nosema spp. puede afectar el comportamiento de
las abejas y, en consecuencia, los tratamientos contra Varroa son menos eficaces en
colonias afectadas por Nosemosis. Existen varias hipdtesis que podrian explicar los
efectos sinérgicos entre ambos patdgenos. Por un lado, el aumento en la permeabilidad de
la membrana peritréfica después de la infestacion por V. destructor puede aumentar la
susceptibilidad a la infeccion por Nosema spp. Por otro lado, cambios comportamentales
por el aumento del estrés energético generado por la Nosemosis aumentarian la
susceptibilidad a la infestacién por V. destructor. Otra hipétesis posible, podria deberse al
debilitamiento provocado por las infestaciones con Varroa, volviendo mas inefectiva la
vigilancia y la defensa de las colmenas siendo facilmente “pilladas” por abejas
provenientes de colmenas mas fuertes [244]. Este movimiento de abejas entre colmenas
puede propiciar la transmisién horizontal de patégenos, como podria ser el caso de la

Nosemosis. La co-infecccibn de ambos patégenos también puede estar dada por la
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inmunosupresién y la disminucion de la expresidén de vitelogenina en las abejas [69, 259].
Estos efectos enumerados previamente dan cuenta de una asociacién sinérgica entre

ambas patologias.

Se determin6 una fuerte asociacién entre las colmenas con >3% de infestacion con Varroa
forética y las que recibieron jarabe de azucar para realizar el bloqueo y los que lo realizan
en otro momento que no sea otofio. Es probable que esta practica, si no se realiza de
manera correcta y en los momentos del afo requeridos, propicie el aumento en el nimero
de celdas de cria [260] y de este modo podria provocar un aumento de la reproduccion de
Varroa. El bloqueo de camara, genera un efecto indirecto, ya que al aumentar los niveles
de Varroa provocaria un aumento de los niveles de Nosema spp.

Analisis espacial

Los métodos para deteccion de cluster son las herramientas mas comunes para evaluar
patrones de distribucion espacial no aleatorias [126]. Los factores de riesgo asociados con
la abundancia de Nosema spp. del modelo final estuvieron relacionados con clusters de
alta y baja tasa identificadas en el andlisis espacial. Del mismo modo que se pudo
determinar en el modelo un gradiente Norte a Sur en aumento con los recuentos de
esporos de Nosema spp., se determinaron clusters de baja tasa en el Norte y de alta tasa
en el Sur. Por otro lado, el modelo también present6 asociacién con la parasitacion con
Varroa, los clusters de alta tasa estuvieron asociados a colmenas con mas de 3% de

Varroa y los de baja tasa se asociaron a colmenas con menos de 3 % de Varroa.

La heterogeneidad en las condiciones ambientales, la disponibilidad de los recursos
nutricionales y las practicas de manejo podrian explicar en cierta medida los resultados
presentados. Este estudio se realizé en un momento del afo cuando la infestacién de
Varroa era alta y podria haber afectado el desarrollo de la Nosemosis. Algunos estudios
han sugerido que el efecto sinérgico entre N. ceranae y V. destructor puede ser la causa
de las pérdidas observadas en distintas partes de Europa y Estados Unidos [61, 160, 261,
262]. En torno a este efecto, se ha documentado la inmunosupresion causada por Varroa
[259, 263, 264], lo cual podria predisponer a la ocurrencia de otros patégenos, como es el
caso de ambas especies de Nosema spp. Por otro lado, el efecto demostrado que
presentan ambos patdégenos (N. ceranae y V. destructor) reduciendo la expresién de la

vitelogenina puede tener un efecto devastador en las colmenas [69]. Sin embargo, se
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necesitan mas estudios para dilucidar mejor el efecto de Varroa en presencia de Nosema
spp.

¢Cual es el patdbgeno que debemos controlar con mayor esmero para poder tener
colmenas sanas? Considerando la virulencia y la asociacion que puede tener Varroa en la
ocurrencia de ésta como otras patologias (virus) y debido a que existen algunos productos
para su control, seria apropiado concentrar esfuerzos en minimizar los efectos del acaro
sobre las abejas y de dicho modo se reducirian las cargas de los patégenos que se
asocian de manera directa o indirecta.

Conclusiones

v' Las regiones agro-ecolégicas y la prevalencia de Varroa fueron los factores asociados
con la abundancia de esporas de Nosema spp.

v'La informaciéon proporcionada hasta el momento muestra que las condiciones
ambientales y la disponibilidad de los recursos nutricionales juegan un papel
fundamental en el desarrollo de esta parasitosis.

v' La alta prevalencia de Nosema spp. en las colmenas con prevalencia de Varroa
superior al 3% podrian estar relacionadas con la supresion inmune de estas colonias
para ambos patégenos.

v Practicas de manejo que reduzcan las cargas de Varroa podrian ayudar a disminuir las
cargas de Nosema spp.
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Capitulo V: Identificacion de factores de
riesgo asociados a la presencia de Nosema
spp. en el ingreso a la invernada y al inicio de

la primavera



Introduccion

Argentina exporta alrededor del 95% de su produccién nacional de miel y contribuye al 6%
de la produccién mundial de miel [1]. Sin embargo, al igual que en otras regiones, la
produccion se ve afectada por problemas de salud de las abejas [265].

Existen muchas pérdidas de colonias registradas en todo el mundo, especialmente en
Europa y los Estados Unidos [99, 100, 164, 266, 267, 268, 270]. Recientemente, en
América del Sur, se estan realizando investigaciones enfocadas en las pérdidas de
colmenas, con resultados similares a los reportados en Europa y Estados Unidos [214,
265, 270, 271, 272]. Diferentes patdgenos (Varroa destructor, Nosema spp., Virus) y otros
factores de estrés (la inanicién y la exposicidn a pesticidas) han sido identificados como
factores potencialmente responsables de la pérdida de colmenas de abejas [214, 246, 275,
26, 277, 278).

En este contexto, en el presente trabajo nos enfocamos en identificar los factores que
pueden contribuir a la aparicion de ciertas enfermedades, como es el caso de la
Nosemosis. A. mellifera puede ser parasitada por dos especies de microsporidios, N. apis'y
N. ceranae. La aparicibn de estos microsporidios estda ampliamente documentada en
climas templados [7, 65], pero poco se sabe sobre su presencia en climas tropicales o
subtropicales [5, 279]. Dado que N. ceranae se describi6 recientemente como un patégeno
de A. mellifera [3], surge una gran controversia sobre el papel de este microsporidio en
relacion con las pérdidas de colmenas. Algunos autores sugieren que N. ceranae esta
desplazando a N. apis [6, 39, 59, 161]. En Argentina, N. ceranae fue considerado el Unico
responsable de Nosemosis [211]. Sin embargo, investigaciones publicadas recientemente

informaron la presencia de N. apis en algunos apiarios del pais [279].

Ambas especies muestran variaciones temporales y regionales [202, 204], siendo
documentado en regiones del centro de Santa Fe un patrén de distribucion de la
enfermedad con picos de mayor esporulacién en los meses de finales de otofo y comienzo
de la primavera [8,9]. Estos momentos suelen encontrarse relacionados a épocas de
reduccion en la disponibilidad de alimento y son momentos clave en la implementacion de
practicas de manejo del apiario para el control de patégenos. Por tal motivo es esencial
identificar los factores asociados con la presencia de Nosema spp. en dichos momentos y

en distintas regiones, especialmente con relacién a las variaciones ambientales que puede
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darse y también a practicas de manejo que realizan los apicultores en sus apiarios. A partir
de lo anterior sera posible disefar estrategias tendientes al control de esta enfermedad en
los colmenares ubicados en climas templados y subtropicales de nuestro pais.

Objetivos

1. Identificar los factores de riesgo asociados con la aparicion de Nosemosis en ambientes
templados y subtropicales de Argentina en el otofio y al inicio de la temporada apicola

(primavera).

2. Evaluar el impacto de la Nosemosis sobre la produccién de miel y el estado de las

colmenas.
Materiales y métodos
Diserio del estudio y tamario de la muestra

En el presente trabajo se realizd un estudio observacional longitudinal en tres provincias de
Argentina, Santa Fe, Chaco y Formosa. El estudio se llevé a cabo en dos momentos del
ano, teniendo en cuenta las altas cargas de Nosema spp. registradas durante ese periodo
de tiempo. El primer momento de muestreo se determiné en otofio (entre abril y junio),
mientras que el segundo momento fue fijado durante la primavera (entre septiembre y
noviembre). Los apiarios muestreados se ubicaron en el norte y centro de Argentina
(Figura 1, Capitulo 4). Se tomaron muestras de un total de 335 colonias de 56 apiarios
(propiedad de diferentes apicultores), las colmenas muestreadas fueron las mismas que
las del muestreo post-cosecha, pero el nimero de apiarios se redujo debido a no contar
con la disponibilidad del inicio del trabajo. Basado en el periodo de flujo de néctar, el
programa de manejo de la apicultura, la categorizacion de las regiones agro-ecologicas
[132, 135] y las practicas agricolas [133, 134], se definieron cinco regiones: Santa Fe Sur;
Santa Fe Centro; Chaco Humedo; Chaco de Transicion; y Chaco Semi-arido (Tabla 1,
Capitulo 4).

El nUmero de apiarios muestreados de cada region se determindé de acuerdo con el
numero de apiarios registrados para cada regién bajo estudio. Los apicultores se eligieron
al azar siguiendo procedimientos de aleatorizacion estratificada (numeros aleatorios
computarizados) [224]. Dentro de cada apiario, se selecciondé al azar un minimo de seis

colmenas o el 10% del total de colmenas del apiario en caso de que existieran mas de 60
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colmenas en el apiario [195] para evaluar los niveles de esporulacion de Nosema spp.
(abundancia de Nosema spp.) y nivel de infestacién de V. destructor.

Recopilacion de datos

La recoleccién de datos se realizd6 dos veces durante todo el periodo de estudio (se
tomaron muestras de las mismas colmenas en cada apiario en cada momento): en otofio y
en primavera. Todas las muestras fueron tomadas en el mismo afno (2015). Durante cada
visita a los apiarios, registramos datos relativos a: medidas de la fortaleza de las colmenas
(poblacién adulta y area de cria, reservas de miel y polen), abundancia de Nosema spp. y
niveles de infestacion de V. destructor. Ademas, se aplicaron encuestas a los apicultores

en cada momento de muestreo.

Se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en el muestreo post-cosecha (descripto en
el Capitulo 4 de la presente tesis) para determinar variables asociadas a momentos previos
a lo largo del afo.

Porcentaje de parasitacion en abejas adultas

Se tom6 una muestra de aproximadamente 300 abejas nodrizas colectadas de dos o tres
cuadros de cria diferentes y se colocaron en un frasco con agua y alcohol (1:1). En el
laboratorio se agreg6 a cada frasco unas gotas de detergente. Posteriormente, los frascos
se agitaron vigorosamente durante unos minutos, se vacio el contenido sobre un tamiz que
retuvo las abejas dejando pasar los acaros que fueron recibidos en un pafo blanco
colocado debajo del tamiz. Se contabilizaron los acaros, las abejas y se determind el
porcentaje de infestacion o tasa de infestacién de Varroa forética (VF) en abejas adultas
[248, 249]. Clasificamos cada colonia en alto y bajo nivel de infestacion de Varroa segun
un umbral critico del 3% previo a un tratamiento con acaricida, 1% en otofio y 2% en
primavera [250, 265, 280].

Recuento de esporas Nosema spp.

De cada colmena se tomaron aproximadamente 100 abejas retornantes del vuelo
directamente de la piquera que fueron recolectas en frascos plasticos conteniendo 60 ml
de alcohol 96%.
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Para realizar el recuento se maceraron 60 abddémenes de abejas seleccionadas
aleatoriamente. El nimero de recuentos de esporos de Nosema spp./abeja se determiné
mediante la observacion directa empleando microscopio 6ptico y hemocitometro. De cada
muestra se conté el nimero de esporos contenidos en 80 cuadros del hemocitometro (5
grupos de 16 cuadros) [110, 180].

Determinacion de especies de Nosema.

El ADN gendmico se aislé de las muestras de recuento de esporas de Nosema spp.
obtenidas en el monitoreo de otono, de 51 apiarios utilizando el Mini Kit DNeasy Plant
(Qiagen, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La PCR
especifica de la especie se llevd a cabo como se describe en Chen [49].

Encuestas

En cada visita a los apiarios, las posibles variables explicativas del manejo se obtuvieron
de encuestas respondidas por los productores apicolas. Las mismas recopilaron
informacién sobre: ubicacién geografica, nimero de colonias y practicas de manejo
comunmente realizadas (dietas con carbohidratos y proteinas, ubicacion, multiplicacién,

transhumancia, produccion de miel, etc.) (Anexo 2, 3 y 4).
Anadlisis estadistico

Se realizaron andlisis de correlacion de Spearman, entre las variables de fortaleza (nUumero
de abejas adultas, numero de celdas de cria, miel y polen / colmena), la produccién de miel
y los recuentos de esporos de Nosema spp. en los distintos momentos de afo para

determinar la incidencia de la parasitosis en las colmenas muestreadas.

Para identificar factores asociados a la carga de esporos de Nosema spp. durante el
periodo bajo estudio, se procedid a realizar un analisis en dos etapas. Inicialmente se
realizé un analisis univariado utilizando Modelos Lineales Generalizados Mixtos (GLMM -
con apiario como efecto aleatorio) para seleccionar variables explicativas potencialmente
asociadas con la abundancia de esporos de Nosema spp. en cada momento de estudio
(otofo y primavera). La distribucién de frecuencia de la variable de resultado (abundancia
de Nosema spp.) presentd una desviacién hacia la derecha y algunas muestras tuvieron
cero esporas de Nosema spp./ abejas. Por esa razon, se agregd un valor constante de

1000 a todas las muestras y se asumio que la distribucion de frecuencia de esta variable
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seguia una distribucion Gamma que utiliza funciones de enlace logaritmico. Las variables
con un valor de P< 0,15 se seleccionaron para un analisis multivariado posterior. La
variable explicativa con el valor P mas bajo se seleccioné para el modelo multivariado
cuando dos de ellos explicaron resultados similares y se asociaron estadisticamente

(evaluacion de colinealidad) [120].

El analisis multivariado se realizd utilizando un GLMM (con el apiario como efecto
aleatorio) para evaluar el efecto de las variables explicativas seleccionadas sobre la
abundancia de esporos de Nosema spp. en cada momento de estudio. Se asumié que la
variable de respuesta seguia una distribucion Gamma con funciéon de enlace logaritmico.
Para reducir las variables dentro del modelo se siguid una estrategia de eliminacion
backward realizada en forma manual, seguida por la eliminaciéon de una variable a la vez
con el valor P mas alto. Con cada variable eliminada del modelo, se verificé el coeficiente
de las variables significativas y si dio lugar a un cambio de mas del 20% en las
estimaciones, la variable se mantuvo en el modelo para tener en cuenta su efecto de
confusién [251]. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat [228].

(Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
Analisis espacial

El método de deteccién de conglomerados espaciales [128] se utilizé para identificar y
probar la importancia de grupos especificos para una distribuciébn de poblacién
heterogénea. El conjunto de datos fue escaneado para detectar areas donde la abundancia
de Nosema spp. fue significativamente menor o mayor de lo esperado por azar. Se calculé
una prueba de razén de verosimilitud para cada posible area y el limite superior de
exploracién se establecié en el 50% de la poblacion en riesgo. Se asumio, en este caso,
que la abundancia de Nosema spp. seguia una distribucién normal y se informé el grupo
mas probable junto con los grupos secundarios basados en los criterios del indice de Gini
[252]. El modelo utiliza una funcién de probabilidad basada en la distribucién normal,
aunque la distribucion verdadera del atributo continuo puede no ser normal. La inferencia
estadistica (valor P) fue considerada valida para cualquier distribucién continua. La razén
de esto es que la aleatorizacién no se realiza generando datos simulados a partir de la
distribucion normal, sino mas bien, permutando las ubicaciones espacio-temporales y el
atributo continuo (por ejemplo, abundancia de Nosema spp.). Todos los analisis se
realizaron con el software SaTScan versién 9.2 [281]. Finalmente, la distribucién de los
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factores de riesgo dentro de los grupos espaciales detectados se analizé utilizando T-
Student o Mann Whitney, segun la distribucion de variables.

Resultados
Fortaleza, produccion y enfermedades

El promedio mas alto de abejas adultas, cria y polen por colmena en el inicio de la
invernada (otofio) fue de 18.803 + 3.508, 26.456 = 14.147 y 5486 = 4.719,
respectivamente. En este momento, el Centro de Santa Fe era la regién con mas abejas
adultas por colmena, la region con mas celdas de cria fue el Santa Fe Sur y Chaco de
Transicion fue la region con mas celdas de polen por colmena. El momento con el
promedio maximo de celdas con miel por colmena se registré en Chaco de Transicién en
otofio con 22.417 + 12.440 celdas de miel (Figura 2).

Al buscar asociaciones entre las variables de fortaleza y los recuentos de esporos de
Nosema spp. se encontraron ciertas asociaciones, para el caso del recuento de esporos en
otono, se asocié con el nimero de celdas de cria en post-cosecha (P< 0,001; r2= -0,24),
numero de celdas con polen en post-cosecha (P= 0,048; r2= -0,119); numero de celdas con
miel en otono (P< 0,001; r>= -0,23) y numero de celdas con polen en otofio (P< 0,001; r?= -
0,202). El recuento de esporas para la primavera se asocié con las celdas con polen en
post-cosecha (P< 0,001; r2= -0,205), las celdas de cria en otofio (P=0,002; r>= -0,201), las
celdas con polen en otofio (P<0,001; r>= -0,214), las celdas con abejas (P<0,001; r>= -
0,310), cria (P=0,021, r2= -0,160), miel (P<0,001; r2= -0,338) y polen (P= 0,016; r?= -0,170)
en primavera. Cabe aclarar que los resultados indican asociaciones, pero los r2 son

demasiado bajos para poder asociar dichas variables.

Por otro lado, se analizé la relacion entre los niveles de Nosema spp. en cada momento y
la produccién de miel al finalizar el afno productivo en estudio (campana 2015/16). Los
resultados indicaron que no existi6 asociacion entre los niveles de Nosema spp. post-
cosecha (P= 0,802), otofio (P= 0,076) y primavera (P= 0,534) y la produccién de miel en el
periodo de estudio.
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Figura 2. Numero de cuadros con abeja (A), celdas de cria (B), celdas con polen (C) y celdas de
miel (D) por colmena, en los distintos momentos de muestreo en cada regién agroecoldgica (rombo
= Santa Fe Sur; cuadrado gris= Santa Fe Centro; triangulo blanco= Chaco Himedo; circulo blanco =

Chaco Transicion; cruz= Chaco Semi-arido).

Con respecto a la presencia de patdgenos en las colmenas, la abundancia de Nosema
spp. mas alta se observé en la primavera con 702.145 + 2.365.566 esporas/abejas. En
dicho momento, Chaco Hiumedo mostr6 el valor mas alto de abundancia de esporos de
Nosema spp. (1.811.911 + 4.629.927 esporas / abeja) (Figura 3) seguidos por el Centro y
Sur de Santa Fe (673.228 + 1.119.670 esporos / abeja). La region de Chaco de Transicion
mostré los niveles mas bajos en este momento (33.826 + 89.620). Durante la post-
cosecha, la regién Santa Fe Sur presento los niveles méas altos de parasitacion (993.482 +
1.572.635 esporos / abeja) y el Chaco Hiumedo presenté los niveles mas bajos (47.193 +
263.546 esporos / abeja). Para el otono, la regién Chaco Semi-arido fue la que presenté
mayores niveles (1.389.019 * 4.491.399 esporos / abeja) y nuevamente Chaco Humedo
present6 los niveles mas bajos (67.025 + 206.846 esporos / abeja). Los resultados del

analisis de especies de Nosema spp. indicaron que un 93% de las muestras analizadas
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fueron positivas para N. ceranae, mientras que un 7% present6 co-infeccion. Las muestras

gue indicaron co-infeccién se ubicaban en un apiario de la regién Centro de Santa Fe.

Como era de esperar, el nivel de infestacion de Varroa fue mas elevado en el muestreo
post-cosecha (7,13 = 8,71%), siendo Centro de Santa Fe la regidon que registrd el nivel
maximo de infestacion (10,31 £ 11,58%), siendo el Chaco Semi-arido la regién con menor
porcentaje de infestacién (3,01 + 2,79%). En el otofo, los niveles de Varroa se redujeron
considerablemente, debido a la aplicacién de un tratamiento acaricida en la mayoria de las
colmenas analizadas (80%). Las colmenas no tratadas pertenecian Unicamente a las
regiones de Chaco y en dicho momento la region de Chaco Humedo presentd los
porcentajes mas elevados de infestacién (3,10 + 5,20%), siendo el Centro de Santa Fe, la
region con los niveles mas bajos de parasitacion (0,81 + 2,69%). Los datos en la primavera
coinciden con lo reportado en el otofo, siendo el Chaco Humedo la regiéon con mayor
infestacion por Varroa (2,26 + 2,73%) y el Centro de Santa Fe la region con menos (0,53 +
1,35%).
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Figura 3. Abundancia de esporos de Nosema spp./abeja (A) y % de infestacién con Varroa
destructor (B) en las regiones bajo estudio en los distintos momentos de muestreo.

Factores asociados a abundancia de Nosema spp. en otorio.

Inicialmente, se analizaron dieciocho variables para encontrar una asociacion con la
abundancia de Nosema spp. en otofo (Tabla 2). Se seleccionaron siete posibles variables
explicativas para ser incluidas en el GLMM: suministro polivitaminico (P= 0,069),
reemplazo de reina (P= 0,121), multiplicacion (P= 0,030), ubicacion del apiario (P= 0,009),
vegetacién circundante (P= 0,005), abundancia de Nosema spp. post-cosecha (P= 0,043) y
nivel de infestacion de Varroa en otofio (P= 0,003). Las asociaciones entre las variables
indicaron lo siguiente: aquellos productores que indicaron que utilizaban polivitaminicos en
sus colmenas, presentaron mayores niveles de esporos de Nosema spp. que los que no
utilizaban. Los que indicaron que realizaban frecuentes recambios de reinas tenian menor

nuamero de esporos que los que no realizaban dicha practica. Los que multiplican sus
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colmenas presentaron niveles superiores de Nosema spp. en comparacion con aquellos
que no lo realizaban. Las colmenas que se encontraban ubicadas bajo sol directo
presentaban mas esporos de Nosema spp. que las que se encontraban bajo arboles de
hojas caducas y a su vez estas Ultimas mas que las que se encontraban bajo arboles de
hojas perennes. Los apiarios circundados por monte y pastizal presentaban menos
esporos de Nosema spp. que los que estaban rodeados por monte y cultivo y menos que
los que estaban rodeados por cultivo. Las colmenas que presentaron menos de 1% de
Varroa en el otofio presentaron mayores niveles de esporos de Nosema spp. que las que
tenian mas de 1% de infestacion con Varroa en el otono. Las colmenas que tenian mas

esporos de Nosema spp. post-cosecha presentaron mas Nosema spp. en otofo.
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Tabla 2. Definicion de las variables explicativas seleccionadas (P<0,015) para el analisis univariado con potencial asociacién con la

abundancia de Nosema spp. en otofio y primavera.

Abundancia de Noserma spp. en otofio

Abundancia de Nosema spp. en primavera

Variable Nivel Media + DS Valor P Media Valor P
Santa Fe Sur 945076 + 648498 307257 + 231740
Centro de Santa Fe 937540 + 414450 208466+ 111287
Region agro-ecolégica Chaco Himedo 68623 + 458255 0,21 241740+ 131354 0,001
Chaco de Transicion 154189 + 514571 16559+ 11693
Chaco Semi-arido 1571661 + 570257 21847 + 15428
Menos de 50 colmenas 45927 + 22038 THE65 + 26160
T lgual o mas de 50 colmenas 78834+ 21084 L 482820 £ 290436 L
No 55266 + 24222 63100+ 23938
Suplemento de polen Torta de polen 53864 + 30952 0,867 312850 + 23938 0,034
Polen Natural 225166 + 531694 51833 + 112230
- No 37546 + 14462 100803 + 36888
Suplemento polivitaminico Si 154878 + 104619 0,069 156094 + 99704 0.553
. No 7456+ 9517 23542+ 26328
Multiplicacion Si 65216 £ 22654 0.102 129347 + 41202 0.144
] _ No 122466 + 73979 113190 = 651143
Recambio de reinas _ 0,121 0,991
Si 39550 + 16003 114052 = 43745
Cada1 o 2 afios 43 745+ 24571 43511221112
Frecuencia de recambio Cadaméas de dos afios ono se 0,584 0,013
§4 6558+ 27 724 200 599+ 74931
hace
Optimo 55307 + 33940 370440+ 180912
BPH {Buenas practicas higiénicas) Malo 28090+ 24490 0,660 TH357 £ 30559 0,007
Regular 68850 + 33940 30514+ 22627
Bajo drboles de hojas perennes 29858 5 13983 24970+ 14586
Ubicacion del apiario Bajo arboles de hojas caducas 48700+ 95267 0,009 245102+ 109837 0,001
Sol directo 534631 + 433800 441245+ 299547
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Monte y pastizal 23579+ 10933 3836616080
Vegetacion circundante Monte y cultivo HEOV1+ 29954 0,035 193738 £ 92002 0,003
Cultivo 583151+ 497519 480811+ 346752
ADIarios Cercanos Mo B5691 + 40453 0825 51094 + 27751 0.069
" Si BET06+ 23313 ' 170047 £ 63687 '
Menos de 3% deinfestacion
Infestacion con Varroa post- 717952 27205 0160 BT822+ 29813 0018
cosecha |g|JEI|ﬂmi::I5 de 3% infestacion E2351 + 19228 I 148048 + 42018 !
Menos de 1% infestacidn 73181225943 162828+ K2282
Infestacion con Varroa otofio : ; . 0,003 0,008
lgual o mas de 1% infestacion 27551 + 11333 E4022 + 24507
Abundancia de Nosemas t-
Pp- pos - - 0,043 - 0,486
cosecha
Abundancia de Nosema spp. - -
) - - 0,037
otono
Menos de 1% infestacidn - 117812+ 37605
Infestacion con Varroa primavera  |q,3| o mas de 1% infestacidn - - 107650 + 39620 0,740
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Después del analisis backward, el modelo final mostr6 dos variables asociadas
significativamente con la abundancia de Nosema spp. en otofo (Tabla 3): ubicacién del apiario
(P= 0,002) y nivel de infestacién de Varroa en otofio (P= 0,029). Los apiarios totalmente
expuestos al sol tuvieron la mayor abundancia de Nosema spp. (534.631 + 433.809 esporas /
abejas). Las colonias con >1% del nivel de infestacion de Varroa en otofio tuvieron menos
abundancia de Nosema spp. (27.551 + 11.333 esporas / abeja) que las colmenas con <1% de
nivel de infestacién de Varroa (73.181 £ 25.943 esporas / abeja). El efecto aleatorio del apiario
fue significativo (P< 0,001).

Tabla 3. Modelo Lineal Generalizado Mixto (seleccion backward) para la abundancia de Nosema spp. en
335 colmenas en otofio.

Valor

Efecto aleatorio Estimador 95% IC =
Apiario 1,97 1,65 - <0,001

2,36

Valor

Efectos fijos F gl =
Suplemento polivitaminico 0,05 1 0,820
Multiplicacion 0,02 1 0,880
Recambio de reinas 1,09 1 0,290
Ubicacion del apiario 6,61 2 0,002
Vegetacion circundante 2,09 2 0,127
Infestacion con Varroa poscosecha 4,35 1 0,029
Abundancia de esporos de Nosema spp. post- 1,46 1 0,239

cosecha

Referencias: F= parametro estimado, 95% IC= intervalo de confianza 95%, gl= grados de libertad

Algunas de las variables seleccionadas previamente que no fueron significativas en el modelo
multivariado final se asociaron con los factores de riesgo identificados. Por un lado, los niveles
de infestacion con Varroa en otofio se asociaron a la multiplicacién de colmenas (P= 0,009), ya
que el 82% de los apicultores que no multiplicaban sus colmenas tenian mas de 1% de niveles
de infestacidén en otofio, mientras que el 75% de los que si multiplicaban tenian menos de 1% de
infestacién en esa estacion del afio/temporada. La variable ubicacidén del apiario se relacioné con
el recambio de reinas (P= 0,047), dado que el 61% de los apicultores que no recambiaban reinas
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se encontraban bajo arboles de hojas perennes y casi un 50% de los que recambiaban estaban
ubicados bajo arboles de hojas caducas. Por otro lado, la vegetacién circundante estuvo
asociada a la ubicacion del apiario (P= 0,003), ya que el 50% de los apiarios que se ubicaban
bajo sol directo se encontraban rodeados por cultivos, el 60% de los que se encontraban bajo
arboles de hojas caducas estaban rodeados por monte y pastizal y casi el 70% de los que se
encontraban bajo arboles de hojas perennes estaban circundados por monte y pastizal. Por
ultimo, la ubicacion del apiario también estuvo asociada los niveles de Nosema spp. en post-
cosecha (P< 0,001), siendo los apiarios ubicados bajo el sol directo los que presentaban
mayores recuentos de esporos de Nosema spp. (Figura 4).
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Varroa en otofio
P=0,029

Recambio de / lk 0.003
reinas /_\

Abundanciade

Nosema spp. en Multiplicacion
otofo

P=0,047

Ubicaciondel /
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P= 0,002
P<0,001
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F=0,003 Nosema spp.
poscosecha
Vegetacion

circundante

Figura 4. Asociacion de variables obtenidas del analisis multivariado
Factores asociados a la abundancia de Nosema spp. en primavera

Luego del andlisis univariado, se seleccionaron once posibles variables explicativas para ser
incluidas en el GLMM: regién agro-ecologica (P= 0,001), tamafno del apiario (P= 0,008),
suministro de polen (P= 0,034), buenas practicas de higiene (BPH) (P= 0,007), ubicacién del
apiario (P= 0,001), presencia de apiarios vecinos (P= 0,069), abundancia de Nosema spp. en
otofo (P= 0,037), nivel de infestacién de Varroa post-cosecha (P= 0,019) y nivel de infestacion
de Varroa en otofio (P= 0,008) (Tabla 2). La region Santa Fe Sur present6 los mayores
recuentos de esporos de Nosema spp. con relacién al resto de las regiones. Los apiarios que
estaban constituidos por mas de 50 colmenas presentaban mas esporos de Nosema spp. que
los apiarios mas pequenos. Aquellos apicultores que indicaron suplementar con tortas de polen
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tenian mas recuento de esporos de Nosema spp. que los que no suplementaban, y a su vez
estos ultimos presentaban mayor infeccion que los que suplementaban con polen natural.
Nuevamente la multiplicacion de colmenas fue una variable asociada a las cargas de Nosema
spp., siendo los que multiplicaban los que mas esporos tenian. Aquellos apicultores que
indicaron que realizaban recambio de reinas cada uno o dos afos tenian menos esporos de
Nosema spp. que los que lo hacian menos frecuentemente o no lo hacian. Los que realizaban
practicas higiénicas de manera 6ptima tenian mas Nosema spp. que no lo hacian. La ubicacién
del apiario nuevamente dio resultados similares a los presentados en el otofio, siendo las
colmenas que estaban ubicadas bajo sol directo las que presentaron mayores niveles de
Nosema spp., seguidas por las que se ubicaban bajo arboles de hojas caducas y por ultimo las
ubicadas bajo arboles de hojas perennes. Otra de las variables que se presenté con la misma
relacion que en el otofio fue la vegetacién circundante. Por otro lado, las colmenas que se
encontraban cercanas a otros apiarios presentaban mayor recuento de esporos que las que no
tenian apiarios cerca. Las colmenas que presentaban mas de 3% de infestacion con Varroa en
post-cosecha tenian mayores cargas de Nosema spp. en este momento. Las colmenas que
tenian menos de 1% de Varroa en el otofio presentaron mayores cargas de Nosema spp. Por

ultimo, las colmenas con mas Nosema en otofio, presentaban mas Nosema spp. en primavera.

Después de un analisis backward, el modelo final incluyé nueve variables (Tabla 4). Tres
variables se asociaron significativamente con la abundancia de Nosema spp. en primavera:
region agro-ecoldgica (P= 0,050), nivel de infestacién de Varroa post-cosecha (P= 0,016) y nivel
de infestacién de Varroa en otofio (P= 0,019). El resto de las variables se mantuvieron en el
modelo final porque se encontraban interactuando con el resto de las variables y el efecto al
sacarlas modificaba en un 20% los coeficientes de las variables que permanecian en el modelo.
El efecto aleatorio del apiario fue significativo (P< 0,001).

Los apiarios ubicados en Santa Fe Sur tuvieron la mayor abundancia de Nosema spp. (307.257
+ 231.740 esporos/abeja) al compararlos con las restantes regiones, las regiones de Santa Fe y
Chaco Humedo presentaron los niveles més altos de Nosema spp. en comparaciéon con las
regiones de Chaco de Transicién y Semi-arido (P= 0,050). Las colonias con >3% del nivel de
infestacion de Varroa en post-cosecha tuvieron 148.048 + 48.018 esporos/abeja de Nosema spp.
en la primavera, mientras que las colonias con <3% del nivel de infestacion de Varroa en post-
cosecha presentaron recuentos de 87.852 + 29.813 esporos/abeja de Nosema spp. en
primavera. Las colonias con >1% del nivel de infestacion de Varroa en otofio tuvieron una
abundancia de Nosema spp. mas baja (64.022 + 24.592 esporos/abeja) que las colonias con
<1% del nivel de infestacion de Varroa en otofio (162.829 + 52.282 esporos/abeja).
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Tabla 4. Modelo Lineal Generalizado Mixto (seleccion backward) para la abundancia de Nosema spp. en
256 colmenas en primavera.

Efecto aleatorio Estimador 95% CI Valor P
Apiario 2,10 1,72 - 2,55 <0,001
Efectos Fijos F gl Valor P
Region agro-ecoldgica 2,33 4 0,050
Tamafno del apiario 0,46 1 0,490
Suplementacion con polen 0,27 2 0,750
BPH (Buenas practicas higiénicas) 0,84 2 0,430
Ubicacion del apiario 1,19 2 0,300
Apiarios cercanos 0,01 1 0,920
Infestacion con Varroa post-cosecha 5,86 1 0,016
Infestacion con Varroa otofio 5,15 1 0,019
Abundancia de Nosema spp. otoio 3,10 1 0,070

Referencias: gl= grados de libertad, F= pardmetro estimado.

Solo la variable tamafo del apiario se asocié con la infestacion de Varroa en el otofio (P= 0,024),
siendo que el 93% de los apiarios que tenian mas de 50 colmenas, presentaban menos de 1% de

infestacién con Varroa (Figura 5).
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Figura 5. Asociacion de variables obtenidas del analisis multivariado.

Analisis espacial
Periodo de muestreo de otono

Se detectaron tres clusters significativos en la region estudiada (P< 0,05). Dos de ellos eran
clusters de alta abundancia de esporos de Nosema spp., con un promedio dentro del grupo de
1.231.103 esporos/abeja (47 colmenas) y 365.065 esporos/abeja (cinco colmenas). El cluster de
baja abundancia de esporos de Nosema spp. incluyé 133 colmenas y mostré una media de
87.867 esporos/abeja, mientras que la media fuera de este cluser fue de 365.065 esporos/abeja
(Figura 4A).

Las colmenas incluidas en los dos clusters de alta abundancia de esporos de Nosema spp. se
encontraron en la region del Centro de Santa Fe (89%) y en la region del Chaco Semi-arida
(11%). Cabe destacar que las colmenas de la ultima region nombrada pertenecen a un solo
apiario por lo que no podrian considerarse como un grupo espacialmente agrupado. Casi el 50%
de las colmenas ubicadas en el cluster de baja tasa de esporos de Nosema spp. se encontraban
bajo arboles de hojas perennes (P< 0,001). El 72% de las colmenas que se encontraban en el
cluster de baja tasa, realizaban recambio de reinas (P= 0,014) y a su vez estaban circundadas
por monte y pastizal (P< 0,001). Por otra parte, el 88,5% de las colmenas que se encontraban en
el cluster de alta tasa presentaban menos de 1% de infestacién con Varroa (P= 0,001).
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Periodo de muestreo de primavera

Se detectaron dos grupos significativos en la regién estudiada (P< 0,05). Un cluster de alta
abundancia de esporos de Nosema spp. con un promedio de 5.351.197 esporos/abeja en el
interior (19 colonias) y un cluster de baja abundancia de esporos de Nosema spp. con un
promedio de 61.970 esporos/abeja en el interior (91 colonias) (Figura 4B). El cluster de baja
abundancia se encontrd representado por colmenas de todas las regiones. Para el caso del
cluster de alta tasa, solo se encontraron colmenas pertenecientes a la regién de Chaco Humedo,
el 89% de dichas colmenas tenian un nivel de infestacion de Varroa <1% en otofio (P= 0,035). El
81% de las colmenas que se encontraban en el cluster de baja tasa se encontraban en apiarios
con menos de 50 colmenas, mientras que, por otro lado, el 74% de las colmenas de cluster de
alta tasa se encontraban en apiarios con mas de 50 colmenas (P< 0,001).

0 100 200 300 400 500 km
W W ——

Figura 4. Distribucion de clusters en otofio (A) y en primavera (B) en apiarios localizados bajo climas
templados y subtropicales de Argentina. Gris oscuro= cluster de alta abundancia de Nosema spp. Gris

claro= cluster de baja abundancia de Nosema spp.
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Discusion
Fortaleza y produccion de miel

El andlisis realizado en el presente capitulo nos permite concluir que en las diferentes regiones
analizadas no existié un efecto significativo en la modificacion de los parametros de fortaleza y la
produccion de miel con relacion a las cargas esporulares de Nosema spp. Esto podria indicar
que en las regiones bajo estudio la presencia de altas cargas de esporos de Nosema spp. puede
no tener un impacto directo en el estado de las colmenas, como asi también, en la produccién de
miel. En trabajos realizados en Uruguay, donde se evalu6 el desarrollo de la parasitosis con
distintos tratamientos y suplementando con polen se pudo constatar que las altas cargas de la

enfermedad no afectaron los parametros de fortaleza de las colmena [301].
Determinacion genética de Nosema spp.

Del capitulo 3 de la presente tesis, se desprende un trabajo publicado donde se identificd una
mayor proporcién de abejas co-infectadas y una proporciéon importante de infecciones puras por
N. apis que las observadas en el presente capitulo [279]. Para el momento otorio, los resultados
obtenidos dan cuenta de la presencia de N. ceranae en mas de 95% de las muestras positivas.
Los resultados presentados en este capitulo son consistentes con el estudio publicado por
Medici et al. [211] que mostrd un predominio de N. ceranae en las muestras analizadas en clima
templado. Una posible explicacion de las discrepancias observadas puede deberse a variaciones
en el patrén de ocurrencia de las especies a lo largo del afo en diferentes climas, dado que los
resultados informados en el presente capitulo se realizaron en otro momento del afo. Sin
embargo, se deben realizar mas estudios para determinar los patrones de distribucién de ambas
especies a lo largo del aino y en condiciones agro-ambientales contrastantes. Por otro lado, las
técnicas moleculares para la identificacion de especies de Nosema spp. han sido cuestionadas
en algunos trabajos, dado que los métodos para identificar especies se basan en diferencias de
las secuencias especificas de las especies de Nosema spp. en el gen 16S ARNr. Los trabajos
indicaron que estos métodos pueden conducir a resultados confusos debido a los polimorfismos
y la recombinacion de copias multiples del gen ARNr 16S de ambas especies [91]. Existen
diferencias en las secuencias de primers utilizadas por los distintos grupos de estudio de
Nosema spp. [90]. Una prueba de la especificidad y limites de deteccién de distintos conjuntos
de primer sugiere que algunos de ellos pueden carecer de especificidad o exhibir una baja
sensibilidad [90]. Ademas, el uso de diferentes métodos moleculares o condiciones en los
laboratorios puede llevar a inconsistencias. Los resultados dispares con relacion a lo reportado
por otros estudios conducidos en distintas regiones de Argentina, podrian indicar que existen
discrepancias entre los resultados arrojados por las diferentes técnicas empleadas para la
identificacion de las especies en estudio. Por tal motivo, se deberian realizar esfuerzos para
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determinar un protocolo conjunto que permita identificar de manera precisa y confiable cada
especie.

Por otro lado, se constataron variaciones temporales y regionales en la abundancia de Nosema
spp. Yy se identificaron posibles factores que contribuyen a esta ocurrencia. Dentro del area de
estudio, hubo una variacién ambiental considerable, que es uno de los factores mas importantes
asociados con la aparicibn de ambas especies de microsporidios. La ubicacién en donde se
localizan las colmenas y las cargas de Varroa tanto en post-cosecha como en el otofio, fueron

los factores asociados a mayores cargas de esporos de Nosema spp.

Efecto Varroa

Con relacién a la identificacion de factores asociados a la presencia de Nosema spp., los niveles
de parasitacién con V. destructor fue la variable asociada independientemente del momento
analizado. No obstante, la interaccién entre los patdégenos vari6 segun la temporada. Al
considerar los resultados obtenidos en el capitulo precedente, podemos afirmar que entre la
primavera y el otofio siguiente (post-cosecha) hay poco o ningun control de la infestacion de
Varroa por parte de los apicultores, por lo que probablemente Varroa 'y Nosema spp. actuan
sinérgicamente. Sin embargo, una vez que el apicultor controlé Varroa a principios de otofio (por
ejemplo, la aplicacion del tratamiento con acaricida sintético), interrumpe la relacion entre ellos.
Las colmenas que mostraron un nivel de infestacion de Varroa inferior al 1% presentaban una
abundancia de Nosema spp. significativamente mayor que aquellas colonias con una infestacién
persistente con Varroa (>1%) después del tratamiento. El efecto de un tratamiento con acaricida
combinado con la reduccién natural de las celdas de cria en otofio, podria haber contribuido a
reducir las cargas de Varroa. Por el contrario, el efecto de la dinamica de la poblacién de abejas
(mas abejas adultas /celdas de cria) y el comportamiento durante el otofio (nimero de dias de
vuelo) podrian tener un efecto diferente en la presencia de Nosema spp., congregando un mayor
nuamero de abejas adultas dentro de las colmenas [281] y propiciando el contagio entre abejas
infectadas con Nosema spp. Se ha reportado que el parasitismo provocado por V. destructor es
capaz de modificar el desarrollo de Nosema a lo largo del ciclo anual en zonas de clima
templado [258]. Poder corroborar esta informacion con colmenas que no estén expuestas a
tratamientos acaricidas podria colaborar en la comprension de la dinamica de ambos parasitos

en las colmenas.

Estudios previos sefnalaron que la infeccion con Nosema spp. afecta el comportamiento de las
abejas obreras, modificando el éxito de la remocién de Varroa en colmenas con abejas con alto

indice de mortalidad de acaros o alto comportamiento higiénico [83, 282]. En tal sentido, las
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colmenas con alta abundancia de Nosema spp. pueden modificar el comportamiento defensivo
aumentando la susceptibilidad a la infestacién de Varroa, pudiendo comprometer la efectividad
del tratamiento acaricida. Los resultados indican que aquellos apiarios que presentaron un
porcentaje mayor al 3% de niveles de infestacion con Varroa post-cosecha tuvieron més
abundancia de Nosema spp. en primavera. Esto podria indicar que aquellos apiarios que se
encontraban por encima del umbral de tolerancia (>3% de infestacién por Varroa) antes del
tratamiento con acaricida en otofo, aunque pudieron reducir los niveles de infestacion por Varroa
con el tratamiento, todavia eran susceptibles a ser infectados por Nosema spp. Esto apoya la
idea de que controlar las infestaciones de V. destructor en las colmenas puede ser vital para
mitigar las infecciones con Nosema spp. y que, del mismo modo, controlar las infecciones de
Nosema spp. pueden ser beneficioso para controlar la propagacién del acaro V. destructor [257].
Ahora bien, con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, la fortaleza de las
colmenas fue analizada y no se vi6 afectada por el desarrollo de la Nosema spp., lo que estaria
indicando que, a pesar de tener altas cargas en distintos momentos del afno, el efecto de
Nosema no registra grandes inconvenientes en las colmenas. Signorini y colaboradores [9],
realizaron un trabajo analizando la efectividad de la aplicacién de fumagilina de forma mensual o
en relacion al nivel de cargas esporulares que presentaban las colmenas en distintas regiones.
En dicho trabajo, se pudo determinar que la Nosema spp. no gener6 un impacto importante en
las colmenas. Del mismo modo, otros autores afirman en base a sus investigaciones que N.
ceranae por si sola, sin otro factor adverso ya sea nutricional, presencia de Varroa, intoxicacién
con agroquimicos no produce efectos sobre las perdidas invernales en las colmenas ni altera el
desarrollo en la primavera [262, 276, 284]. Con relacion a este ultimo punto, y dado que mas de
80% de los apicultores encuestados realizaron algun tipo de tratamiento para controlar Varroa,
se puede indicar que sin dicho control, las colmenas habrian estado seriamente afectadas por
Varroa, lo que podria favorecer el desarrollo de Nosema. Debido al conocimiento actual sobre
los problemas inmunitarios que ocasiona Varroa en las abejas es preponderante aunar esfuerzos
en desarrollar técnicas de control de la Varroa de manera eficiente para reducir el efecto

conjunto que puede ocasionar la acumulacién de patégenos en las colmenas.
Efecto regional

Los factores climéticos tienen un impacto significativo en el ciclo de vida de Nosema spp, por lo
qgue la Nosemosis tiende a desarrollar esporulaciones mas altas en climas frios y humedos [5,
283]. Sin embargo, observamos que la regidon semiarida del Chaco (regibn con mayor
temperatura y menor humedad de nuestro estudio) presentd un apiario que mostro los niveles
mas altos de abundancia de Nosema spp. en otofo. Por un lado, este resultado podria
explicarse por una precipitacion inusual observada a fines del verano de 2015, seguida de una

caida gradual de la temperatura, por lo que aparentemente hubo "una carga latente del parasito”
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que aumenté cuando la humedad inusual proporcioné un ambiente favorable para su
propagacion [5, 283]. El confinamiento de las abejas durante un largo periodo de tiempo debido
a la lluvia durante una etapa critica del afio seguida de dias mas frios podria haber favorecido el
desarrollo de la Nosemosis. Por otro lado, mas que un efecto geografico, estos resultados
pueden explicarse por las practicas de manejo aplicadas en este apiario, ya que la mayoria de
estas practicas surgieron como factores de riesgo en este estudio. En dicho apiario, las
colmenas se alimentaron con polivitaminicos, no se realiz6 el reemplazo de la reina y se
encontraban rodeados principalmente por cultivos, tres de los factores que estuvieron asociados
a las cargas mas elevadas de esporos de Nosema spp. en otofio. Con relacion a estos factores,
se ha documentado en el capitulo previo que el uso de polivitaminicos es un factor que puede
aumentar los niveles de Nosema spp. y como se discutié previamente, se conocen trabajos que
informan sobre el aumento de los niveles esporulares de Nosema al suplementar con
polivitaminicos. Pero, a su vez, ese efecto es beneficioso ya que aumenta la supervivencia de
las abejas en comparacion con aquellas que no son alimentadas con dichos suplementos [116,
117, 118, 300]. La necesidad del uso de suplemento, surge debido a una reduccion en la
disponibilidad de alimento en el ambiente. Dicha reduccion se debe en gran parte al actual
modelo productivo, donde se reduce al maximo la disponibilidad de recusos florales en el
ambiente. Esta situacién sumada al uso de agroquimicos, repercute en la nutricion y en forma
concomitante en la sanidad. Por tal motivo, es de esperar que en aquellas zonas donde el
predominio de ambientes que circundan a las colmenas sean cultivos, se vea un aumento en las

cargas de esporos de Nosema spp.
Practicas de manejo y su efecto regional

Por ultimo, la préactica del recambio de reinas presenta implicancias con relacién a la sanidad de
las abejas, se ha reportado en diferentes trabajos que el reemplazo de reinas reduce las cargas
de esporos de Nosema spp. [84, 156]. Por otro lado, la reduccion en las infestaciones de Varroa
también se ha visto asociada al recambio de reinas entre los dos anos posteriores a su
introduccion en las colmenas [280]. Esta practica de manejo fue significativa en el andlisis de
nuestros datos y estuvo fuertemente asociada a cargas altas de Nosema spp. en aquellos
apiarios que realizaban recambio cada mas de dos anos posteriores a su introduccion en la
colmena. Con base en los resultados de trabajos previos, es sumamente importante la
implementacion en estrategias de control de la Nosemosis, ya que se pudo comprobar un efecto
directo al ver menos cargas de Nosema spp. en colmenas que recambian las reinas cada dos
anos como maximo y un efecto indirecto, ya que, el recambio cada uno o dos afos se vio

asociado a los porcentajes mas bajos de infestacién con Varroa.

Las colonias completamente expuestas al sol mostraron la mayor abundancia de esporos de
Nosema spp. en otono. Al parecer, la ubicacién del apiario no es per se el factor principal, ya que
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estuvo asociado de manera simultdnea a otras variables. Al considerar estas asociaciones
podemos indicar que las colmenas expuestas al sol directo y arboles de hojas caducas, se
encontraban ubicadas exclusivamente en regiones de clima templado (Sur y Centro de Santa
Fe) y estaban rodeadas principalmente por cultivos. Al contrario, las colmenas ubicadas bajo
arboles de hojas caducas y perennes se ubicaban en regiones de Chaco y se encontraban
rodeadas principalmente por monte y pastizal. Ambos factores asociados dan cuenta de que
existen practicas que se comparten en las distintas regiones y que se asocian a variables
ambientales. La ubicacion de colmenas en distintas regiones tiene un componente climatico
fuerte que imposibilita, por ejemplo, la ubicacién bajo el sol directo de colmenas en regiones de
Chaco donde las temperaturas pueden ser muy elevadas. A la inversa, en clima templado,
puede existir la ocurrencia de colmenas al sol directo o bajo arboles de hojas caducas debido a
que las condiciones climaticas son menos rigurosas en verano y pueden existir inviernos con
bajas temperaturas. Por otro lado, con relacion a las deficiencias nutricionales propias de los
ambientes agricolas, se tienen registros que estan fuertemente vinculadas a la presencia de
Nosema spp. [152, 243]. Por tal motivo era de esperar que las colmenas de regiones templadas
(predominantemente agricolas) mostraran una mayor abundancia de los esporos de Nosema
spp. La ocurrencia de Nosemosis durante el otofio se asocid principalmente con un grupo de
factores interconectados, incluido el clima (templado/subtropical) y la vegetacion circundante
(cultivos/monte) y no tanto a la presencia de factores individuales como, por ejemplo, la
ubicacion del apiario. El modelo expuesto en este trabajo, no pudo reflejar esta complejidad y la
distribucion de patrones regionales también se observé en el capitulo previo sobre factores de
riesgo en el momento post-cosecha. Los resultados dan cuenta de variaciones ambientales que
asocian ciertas variables que se practican con sus variantes en cada region. Esta informacién
nos permite concluir que el efecto ambiental suele ser mas fuerte que las practicas asociadas

que se realizan en cada regién por separado.

Como se menciond anteriormente, las diferencias regionales también se asociaron con
particularidades en el manejo apicola y los recursos de floracién. Algunas practicas apicolas
empleadas tradicionalmente en el sur y centro de Santa Fe, ain no se han implementado en las
regiones subtropicales del Chaco. Sin embargo, la biodiversidad de las regiones chaquenas
proporciona un entorno mas favorable para la apicultura, en comparaciéon con las regiones
templadas (sur y centro de Santa Fe), donde las areas de forraje estan actualmente afectadas
por la intensificacién de la agricultura y la aplicacion de agroquimicos derivados [134]. Por esta
razén, los apicultores que poseen apiarios ubicados en las regiones de Santa Fe tienen que
realizar un manejo preciso de sus colmenas para evitar potenciales problemas debido a
deficiencias nutricionales y riesgos quimicos. Naug y Gibbs [73] encontraron alteraciones en el
comportamiento de las abejas en respuesta a la apetencia provocada por N. ceranae. Este
patdégeno indujo un mayor nivel de apetencia y podria mediar cambios de comportamiento que

145



alteran la dinamica de transmisién de Nosema spp. En un estudio realizado por Di Pasquale
[152] donde se analizé la influencia del polen en la salud de las abejas, concluyeron que la
disponibilidad de diferentes recursos florales, como se puede observar comunmente en las
regiones del Chaco, podria cubrir la influencia limitada de algunos pdlenes y mejorar la tolerancia
a la infeccién por Nosema spp. Un estudio realizado por Jack et al. [118] demostré que la dieta
con mayor cantidad de polen aumenta la intensidad de N. ceranae, pero también aumenta la
supervivencia o la longevidad de las abejas. Del mismo modo, Basualdo [117] concluyeron que
una dieta natural induce mayores niveles de desarrollo de proteinas y parasitos, pero la
supervivencia de las abejas también fue mayor que con las dietas no naturales. De acuerdo a
nuestros resultados y los presentados podemos afirmar que la disponibilidad de alimento de
calidad es fundamental para permitir a las abejas un bajo desarrollo de la parasitosis como asi
también, en casos de suplementacion, aumentar la supervivencia de las abejas con altos niveles

de parasitacion.
Analisis espacial

La ubicacién y las caracteristicas de los clusters proporcionan informacidén sobre las condiciones
qgue son favorables para el desarrollo y la propagacién de la enfermedad [127]. Se determinaron,
a lo largo del periodo bajo estudio, tres cluster de alta tasa de infestacién con Nosema spp., dos
de los cuales se encontraron en otolo y uno durante la primavera. Las regiones que
representaban dichos clusters estaban en relacion directa con las que presentaron los niveles
mas altos de esporos de Nosema spp. en post-cosecha y en otono. Sin embargo, en la
primavera hubo un cluster de alta tasa ubicado en la regiéon del Chaco Himedo, en particular un
grupo pequefio ubicado al sur de esta region. La distribucion de conglomerados podria estar
indicando un efecto ambiental o de manejo en los apiarios ubicados en esa region, como en el
caso del apiario de Chaco semi-arido en otofio. Al analizar por separado aquellos apiarios que
presentaron valores extraordinarios, se puede verificar que existen ciertos factores de manejo,
como el tamano del apiario, el recambio de reinas, el suministro de polen y otros factores
relacionados con el entorno circundante en el que se encontraron los apiarios identificados con
altas tasas de Nosema spp. En este caso, la implementacion de las variables antes
mencionadas en conjunto, jugo un papel mas importante en estas regiones de Chaco que el
hecho de encontrarse en una regién donde no es frecuente encontrar altas cargas parasitarias.
Por tal motivo, es fundamental tener en cuenta que, aunque la Nosemosis tiene un fuerte
componente ambiental, puede estar regulada por practicas de manejo asociadas a los ambientes

en los cuales se encuentran las colmenas.

Para la variable infestacion con Varroa, los clusters fueron consistentes con lo representado por
los modelos, encontrando asociaciones inversas entre las cargas de esporos de Nosema spp. en

relacion con Varroa, tanto en el otofio como en la primavera.
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Conclusiones

v Tanto las regiones agro-ecoldgicas como la presencia de Varroa son factores preponderantes
que explicarian el nivel de infeccibn de Nosemosis en los momentos de muestreo de otofio y
primavera.

v Existe un gradiente regional de norte a sur en la abundancia de Nosema spp. que se relaciona
en términos generales con los factores ambientales, de salud y nutricionales.

v Las regiones de Chaco presentaron variaciones en algunos casos puntuales, siendo
determinados posibles factores de manejo que soslayan el efecto del ambiente.

v' La prevalencia de Varroa fue otro de los factores asociados con la abundancia de esporas de
Nosema spp. no pudo determinarse una sinergia en el otofio y en la primavera, sin embargo, el
momento post-cosecha indicé que las altas prevalencia de Nosema spp. en las colmenas
estaban asociadas a prevalencia de Varroa superior al 3%, el efecto de ambos patdgenos,
puede tener efecto directo en el sistema inmune de las abejas, haciéndolas mas débiles y
susceptibles a otras patologias o factores de estrés.

v' Para las regiones en estudio y el afio en el que se llevé a cabo el trabajo no se pudo determinar
un efecto de altos esporos de Nosema spp. sobre la produccion de miel y el estado de las

colmenas analizadas.
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Discusidén general

La Nosemosis es una parasitosis que se encuentra distribuida en la mayoria de los apiarios del
mundo. Sin embargo, hasta la actualidad existe gran controversia sobre el papel que juegan

tanto N. apis como N. ceranae en la mortalidad de colmenas.

En el presente trabajo se registraron resultados que refuerzan algunas ideas con relacion a la
parasitosis. Con base en los datos presentados, se registrd un patron caracteristico de esporos
de Nosema a lo largo del ano, siendo dicho patrén similar a lo observado en otras regiones de
Argentina y del mundo [8, 64, 169]. Los niveles maximos de esporulacion se registraron al
finalizar la invernada y el comienzo de la primavera, este patron presentd caracteristicas
similares a lo reportado para la especie N. apis [169, 181, 182, 183, 184]. Por otro lado, las
intensidades de la infeccion se vieron relacionadas con las regiones donde se encontraban los
apiarios, siendo las regiones de climas templados (regiones de Santa Fe) las que presentaron

las intensidades mas elevadas, con algunas excepciones en distintos momentos del afo.

Por otro lado, se determind las especies que se encuentran parasitando las abejas en las
regiones en estudio en el periodo post-cosecha. Los resultados arrojaron diferencias en las
proporciones observadas de las especies con relacion a lo reportado por otros autores para otras
regiones del pais [211, 213]. Los datos dan cuenta de una mayor proporcién de N. ceranae en
las regiones agro-ecoldgicas del sur, seguido por co-infecciones en todas las regiones y por
ultimo infecciones puras de N. apis exclusivamente en el norte. Estos resultados podrian aportar
sustento a la hipotesis que indica que N. ceranae estaria desplazando a N. apis [4, 5, 6, 39, 230].
Asimismo, no se pudo determinar la asociacion entre los haplotipos de A. melliferay las especies
de Nosema spp. No obstante, resta analizar la totalidad de las muestras de cada regién para

descartar la asociacion.

Para realizar un estudio epidemioldgico, se requiere conocer cuales son los factores que
propician el desarrollo o la ocurrencia de una enfermedad. En el presente trabajo, se
determinaron los factores de riesgo en distintos momentos del ano apicola, los cuales resultan
ser claves en el desarrollo de la parasitosis en estudio y de los hospedadores que la padecen.
Los factores que se presentaron en cada uno de los momentos de muestreo fueron las regiones

en donde estaban localizados los apiarios y el porcentaje de infestacién con Varroa.

Ha sido reportado por muchos autores que la Nosemosis presenta un componente climéatico muy
fuerte. En el presente trabajo se pudo corroborar dicha afirmaciéon, ya que las colmenas con
mayores recuentos de esporos de Nosema spp. estaban caracterizadas por encontrarse en
regiones de clima templado [5, 66, 253, 254]. Por otro lado, asociado al componente ambiental,
se destaca la nutricion de las abejas, siendo las regiones con mayor intensidad de cultivos las
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que presentaron los mayores niveles esporulares. El actual modelo productivo provoca una
fuerte reduccién de la disponibilidad floral, sumado al paquete de insumos que se aplican en los
cultivos generan un debilitamiento que hace propicio el desarrollo de las distintas parasitosis en
las colmenas [116, 117, 147, 134, 255].

Otro de los factores asociados a los niveles mas elevados de Nosema spp. fue el porcentaje de
infestacién con Varroa. Los mayores niveles de recuento de esporos se asociaron, a finales de la
temporada de cosecha, a los porcentajes de Varroa por encima del umbral de dafo y en los
muestreos de otofio y primavera se asociaron a porcentajes de Varroa por debajo de dicho
umbral. Estos resultados pueden estar indicando que los porcentajes por encima del umbral de
Varroa en post-cosecha hacen que los niveles de Nosema spp. se incrementen, llegando a
niveles maximos en la primavera. Aunque los porcentajes de Varroa se hayan reducido debido a
un tratamiento acaricida, los niveles de Nosema spp. continGan aumentando. Se conoce el
efecto sinérgico que provocan ambos patégenos al actuar sobre las colmenas [83, 281, 282,
284], lo que resta por determinar es cudl de los dos patdégenos genera que el siguiente se

desarrolle en la colmena o si lo hacen en forma simultanea.

Se identificaron regiones que presentaron situaciones particulares en momentos determinados.
En dichas situaciones un grupo de factores relacionados al manejo del apiario estuvieron
asociados a los recuentos altos. Factores como el recambio de reina con una periodicidad de
dos aflos como maximo, propicia el buen desarrollo de la colmena, teniendo reinas prolificas que
limitan el desarrollo de patologias como la presentada en la presente tesis. Por otro lado, el uso
de polivitaminicos o polen suele ser una practica habitual en momentos donde la escasez de
alimento dificulta el buen desarrollo de la colmena. Sin embargo, esta ultima herramienta puede
acarrear niveles altos de Nosema spp cuando las colmenas ya se encuentran parasitadas,
favoreciendo la proliferacién del parasito en el interior de las abejas, pero también alargando la

supervivencia de las mismas [116, 117, 118].

Finalmente, las colmenas que se encontraban con mayores cargas esporulares de Nosema spp.
no reportaron diferencias en los parametros de fortaleza de la colmena, cuadros con abeja, cria,
miel y polen en relacién a aquellas que tenian menores cargas esporulares. Tampoco se vieron
diferencias con relacion a la produccion de miel. Estos resultados podrian estar indicando, como
ya se ha reportado en otras regiones, que Nosema spp. no tiene efectos directos sobre las
colmenas por si sola y que hay que considerar otros factores que pueden estar asociados con
este patdogeno, como el estrés nutricional, la presencia de Varroa o intoxicaciones con
agroquimicos [169, 276, 284].
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Conclusiones generales

v

Tanto el recuento de esporas como la prevalencia de Nosema spp. registraron un patrén similar
de distribucién a lo largo del afo en todas las regiones analizadas, diferenciandose entre ellas

s6lo en sus intensidades.

Las mayores abundancias de esporas de Nosema spp. se registraron en las regiones de clima

templado y fueron disminuyendo hacia regiones de clima subtropical.

N. ceranae se encuentra en los apiarios de todas las regiones agro-ecologicas bajo estudio,
aunque en mayor proporcion en las regiones del sur. Las co-infecciones se registraron en todas
las regiones, siendo mas frecuentes en el centro. Por su parte, N. apis se encontré sélo en
regiones de clima subtropical. Este patrén podria estar indicando un desplazamiento de N. apis

por N. ceranae.

Los resultados sobre la presencia de las diferentes especies de Nosema spp. variaron
considerablemente en los momentos analizados. En el segundo muestreo en casi un 100% la

especie presente en las colmenas fue N. ceranae.

Las regiones agro-ecolégicas y los porcentajes de parasitacion con Varroa fueron los factores de
riesgo asociados a altos niveles esporulares de Nosema spp.

Tanto las variaciones climaticas, como la disponibilidad nutricional de cada regién fueron

determinantes para el desarrollo de la parasitosis.

El control de las cargas parasitarias de Varroa posteriores a la cosecha de miel se constituye en

una medida de manejo que previene los incrementos esporulares de Nosema spp.

La parasitosis no presenté un efecto directo en la producciéon de miel ni en el estado general de
las colmenas. Lo anterior indicaria que, a pesar de encontrarse niveles elevados en algunas
regiones, el parasito no genera graves danos en la colmena.

La presencia de Nosema spp. no genera por si sola una patologia diferenciable. Su
patogenicidad estaria condicionada a las caracteristicas climaticas y disponibilidad floral de las
diferentes regiones agro-ecoldgicas y a la pre-existencia de otros patdogenos, fundamentalmente
V. destructor.
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Perspectivas

Resta contestar algunos interrogantes que surgen con relaciéon a la Nosemosis:

v En cuanto al diagnéstico de la parasitosis, es importante unificar criterios para determinar la
metodologia mas adecuada para estimar los niveles de parasitacion y su impacto en la sanidad
de las colmenas.

v Este primer punto permitira determinar, por otro lado, posibles umbrales de dafo en distintas
regiones.

v" Aunque no se pudieron encontrar evidencias estadisticas de la asociacion entre el haplotipo de
abeja y la especie de Nosema spp., aun no es posible descartar esta hipotesis y se deberian
realizar mayores estudios en este sentido.

v Para poder determinar el posible desplazamiento de las especies de Nosema spp., seria propicio
realizar una curva de esporulacién, durante mas de un ano, que indique las proporciones de las
distintas especies de Nosema spp. Con relaciéon a este punto, también restaria estandarizar
técnicas de PCR para la determinacion de las especies.

v' Se deberia determinar cual de los dos patégenos (V. destructor o Nosema spp.) es el estresor
principal.

v' Todas las practicas de manejo que fueron identificadas como factores de riesgo de la presencia

de Nosema spp. deberian ser evaluadas en forma experimental.
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ANEXOS



Anexo 1: Encuestas realizadas a técnicos apicolas, para armar curvas de floracién.
Nombre:
Departamento:

Apiarios asesorados (incluyendo n° de colmenas):

1. Marcar con una X en cada mes, el nivel (de 1 a 10) de flujo de néctar correspondiente a la
region donde desempefia su trabajo.

Escala de Flujo | ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC

1

10

2. Marcar con una X en cada mes, el nivel (de 1 a 10) de flujo de polen correspondiente a la
region donde desempefia su trabajo.
Escala de Flujo | ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC

1
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6
7
8
9
10
3. ¢A partir de qué mes (de ser posible especificar con mas detalle) considera Ud. que
comienza el desarrollo del nido de cria en la zona donde desempeiia su trabajo?
4. ¢En qué periodo (quincena y mes) identifica Ud. Un mayor ingreso de néctar en la zona
donde desempefia su trabajo?
5. éEn qué periodo (quincena y mes) finaliza la cosecha de miel en la zona donde desempeiia
su trabajo?
6. ¢En qué periodo (quincena y mes) comienzan los tratamientos pos-cosecha acaricidas en la
zona donde desempena su trabajo?
7. ¢Realiza normalmente tratamientos contra Varroa durante la época Invernal? Si es asi, ¢En

qué periodo (quincena y mes) lo aplica y que producto utiliza?
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Anexo 2: Encuesta post-cosecha 2015, realizada a productores apicolas que participaron del

monitoreo.
Fecha: Nombre del Apiario: Niimero de colmenas:
RENSPA: Ubicacion geografica (georreferenciada): Antigiiedad en

la Actividad (afios):
1- La actividad apicola representa para usted:

a- Su principal fuente de ingresos econémicos
b- Una actividad econdémica secundaria
c- Otra. Especificar: vinculaciéon laboral

2- ;Qué suplemento de polen utiliza?

a- Polen natural comercial ~ b-Polen natural recolectado por usted c- Torta comercial
d-Realiza su propia torta  e-No suplementa

(Agrega polivitaminico?

a- Si b- No
Suplementa:
a- Todos los afos b- Cuando es necesario

3- ¢;Alimenta las colmenas con jarabe de aziicar o algin otro suplemento energético?

a- Si b- No

En caso afirmativo, especificar ;qué alimento utiliza?

a- Jarabe de azucar b- Azucar, sin diluir c- Solo jarabe de maiz de alta
fructosa d- Miel e-otra

(En qué estacion del aiio lo aplica?

a- Otofio b- Primavera c- Otro (especificar):................
Alimenta:
a- Todos los anos b- Cuando es necesario

4- ;Realiza recambio de reinas?

a- Si b- No
. Cada cuantos afos recambia la reina en cada una de sus colmenas?
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a- Todos los afios b- Cada dos afos c- Més de dos afios  d- No recambia
5- ¢(Como realiza la multiplicacion de su apiario? (Marcar todas las opciones correctas)
a- Niucleos en primavera
b- Division de colmenas en otofio
c- Paquetes en primavera
6- ¢Realiza recambio anual de cuadros?
a- Menos de 3 c./colmena  b-3 c./colmena  c- mds de 3 c./colmena  d- No realiza
7- ¢(Desinfecta el material inerte cuando vuelve del apiario?
a- Si b- No
En caso afirmativo ;Cémo realiza la desinfeccion?
a- Fundido b- Flameado  c- Lava con lavandina d- Lo deja en el apiario
8- Ubicacion del apiario
a- Debajo de arboles de hojas perennes (las hojas permanecen en el arbol durante todo el afio)
b- Debajo de drboles de hojas caducas (las hojas caen del arbol en alguna estacion del afio)

c- Sol directo, sin drboles cubriendo el apiario.

9- (Realizan bloqueo de camara de cria en otofio?
a- Jarabe 2:1 b- Jarabe 1:1 c- No

10- ; Practica trashumancia?

a- Si b- No

En el caso afirmativo ;Hacia donde y cual es el mes de salida de las colmenas?

¢ Cuadl es el mes de regreso de las colmenas?

¢ Qué porcentaje del apiario traslada?

. Realiza monitoreo y tratamiento acaricida luego del traslado de las colmenas?
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a- Si

11- ; Utiliza poncho?

a- Si

b- No

b- No

12- ; Aplica tratamiento para Varroosis en el otofo, posterior a la cosecha de miel?

a- Si

b- No

13- ;(Realiza muestreos Pre-tratamiento y Pos-tratamiento (prueba del frasco)?

a- Solo Pre-tratamiento b-S6lo Pos-tratamiento c-Ambos d-Ninguno
14- Complete el siguiente cuadro:
Otoiio 2012 | Primavera | Otono 2013 | Primavera Otoio 2014
2012 2013

Producto acaricida
utilizado

Marca comercial

(Como lo aplic6?

(Tuvo Problemas de
eficacia?(SI/NO)

(Fue necesario un
segundo tratamiento?

(Con qué producto
acaricida recurd?

(Coémo lo aplico?

15- ; Aplico tratamiento acaricida a la salida de la invernada 2014?

a- Si

b- No

¢ Qué producto utiliz6?

a- Ac. Oxalico
f- Fluvalinato

Indique el nombre comercial del producto aplicado y el modo de aplicacion.

b- Ac. Formico

c- Amitraz

g- Coumaphos

. Cuando fue realizada la aplicacion? (colocar fecha)

d- Timol

e- Flumetrina
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Observaciones: finalizado el tratamiento del timol

16- ;Realiz6 tratamientos contra Nosema?
Si: No:

En caso afirmativo, ;realizé6 un muestreo previo?

Si: No:

- Qué niveles de esporas de Nosema habia previo al tratamiento?

a- Menos de 350.000 b-Entre 350.000 y 1 mill6n c- Més de 1 millén

¢ Qué producto comercial utilizé y cuindo fue realizada la aplicacion? (colocar fecha)

Observaciones:

17- ; Existen apiarios cercanos?
a- Si b-No

(Cuantos?
(A qué distancia se encuentran cada uno de ellos?
Sobre estos apiarios ;Qué cantidad de colmenas hay por apiarios?

18- Mortalidad invernal de colmenas (porcentaje) durante los tltimos tres aifos:
2012:
2013:
2014:

Indique las causas aparentes o factores asociados que atribuye a las pérdidas

Causas/Afio 2012 2013 2014

Heladas

Sequias

Inundaciones

Granizadas

Intoxicacion por aplicaciones de
plaguicidas

Fuentes de agua contaminada

Hormigas

Hambre

Enfermedades
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Problemas de Reina

No Se

Otros

19- ; Cual fue la produccion promedio de miel/colmena de los tltimos 3 afios?

2011-2012 2012-2013

2013-2014

20- ; Qué tipo de vegetacion, pastura, cultivos observa rodeando algunos metros su apiario?

Predominio de palma algarrobo algarrobillo

Oeste:

Sur:

Norte:

Este:
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Anexo3: Encuesta otono 2015, realizada a productores apicolas que participaron del monitoreo

Fecha: N° de colmenas:
Identificacion del apiario: Técnico:

1- Completar el siguiente cuadro

Otofio 2015

Producto acaricida utilizado

Marca comercial

(Cudndo aplic6?

(Coémo lo aplic6?

(Tuvo Problemas de
eficacia?(SI/NO)

2- ;Realizo tratamientos contra Nosema?
Si: No:
En caso afirmativo, ;realizé6 un muestreo previo?
Si: No:
. Qué niveles de esporas de Nosema habia previo al tratamiento?
b- Menos de 350.000 b-Entre 350.000 y 1 millén c- Més de 1 millon
¢ Qué producto utilizé y cuando fue realizada la aplicacion? (colocar fecha)

Observaciones:
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Anexo 4: Encuesta inicio de temporada (Primavera 2015) realizada a productores apicolas que
participaron del monitoreo

Fecha: N° de colmenas (sin contar los ndcleos agregados):
Identificacion del apiario: Técnico:

1- Completar el siguiente cuadro

Fin invernada 2015

Producto acaricida utilizado

Marca comercial

(Cuando aplic6?

(Cémo lo aplic6?

(Tuvo Problemas de
eficacia?(SI/NO)

2- ;Qué productos acaricidas utilizé a la salida de la invernada en los dltimos 3 afios?

Producto/Ano 2012 2013 2014
Amitraz
Coumaphos
Flumetrina
Fluvalinato
Timol
Oxalico

3- (Realizo6 tratamientos contra Nosema?
Si: No:

En caso afirmativo, ;realizé un muestreo previo?
Si: No:

¢ Qué niveles de esporas de Nosema habia previo al tratamiento?
c- Menos de 350.000 b-Entre 350.000 y 1 millon ~ c-Mas de 1 millén

¢ Qué producto utilizé y cuando fue realizada la aplicacion? (colocar fecha)
Observaciones:

4- ;Qué produccion promedio de miel (en kg. Por colmena) se registré en la temporada 2014 -
2015?
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