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Resumen:

La ascosferosis o cria de cal, es una enfermedad infecciosa de las abejas meliferas (Apis mellifera)
causada por el hongo Ascosphaera apis que ocasiona la muerte a sus larvas. En casos severos puede
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causar disminucién de la poblacion de abejas adultas y de productividad de la colonia. Este es el
primer estudio que se realiza en México con la finalidad de determinar la prevalencia de A. apis en
colonias de abejas meliferas en una region apicola. Se llevé a cabo en nueve municipios del sur de
Jalisco, distribuidos en dos zonas climaticas (calida subhimeda y templada subhimeda) y se
analizo la relacién del hongo con factores como altura sobre el nivel del mar, precipitacion pluvial
y temperatura ambiental. Se tomaron muestras de cria de abejas de 365 colonias, de las cuales, el
74.1 % fueron positivas a ascosferosis mediante analisis microscopico. El 75.6 % de las colonias
de la zona célida y el 72.2 % de la templada resultaron positivas a A. apis, respectivamente, y no
fueron significativamente diferentes en la prevalencia de este hongo (P>0.05). El andlisis de
regresion logistica indico que al incrementarse la precipitacion pluvial también se incrementa
significativamente el numero de colonias infectadas por A. apis (odds= 3.53; P<0.01). Hubo una
correlacion significativa entre precipitacion pluvial y proporcion de casos positivos a ascosferosis
(r=0.87, P=0.003). Los otros factores estudiados no tuvieron relacion significativa con casos de
ascosferosis. Debido a los altos porcentajes de colonias infectadas con A. apis encontrados en este
estudio, debieran considerarse investigaciones posteriores para determinar cuales son las causas de
la alta prevalencia de este hongo en colonias de abejas del estado de Jalisco.
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Introduccion

La ascosferosis o cria de cal es una enfermedad fungica de la abeja melifera (Apis mellifera L.)
causada por el hongo Ascosphaera apis™™. El hongo que causa la ascosferosis afecta principalmente
a larvas, pero también a las pupas de las abejas. Las dos vias principales de contagio son digestivas
a través del consumo de alimentos contaminados con esporas del hongo, o éste puede penetrar a
través de la cuticula de las crias mediante el tubo germinativo que sale de las esporas. Ambas
formas de infeccion producen micelios que penetran el cuerpo de las larvas, ocasionando su muerte
y confiriéndoles la caracteristica de momias®. Existen factores predisponentes que favorecen la
presentacidn de brotes de ascosferosis, como son el exceso de humedad en el interior de la colmena,
bajas temperaturas o el manipular las colonias mas de lo necesario®. Observaciones empiricas
sugieren que la ascosferosis se incrementa con el estres causado por la frecuente transportacion de
colmenas para polinizar cultivos agricolas, por la exposicion a los pesticidas usados en los sitios
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de polinizacién y por los nuevos patdgenos que afectan a las abejas. Todos estos factores deprimen
el sistema inmune de la abeja y favorecen el desarrollo de patégenos como A. apis®. La mortalidad
por ascosferosis en las crias de las abejas generalmente es baja, pero hay ocasiones en que llega a
sobrepasar el 30 %®. La enfermedad se ha reportado en casi todos los paises en el mundo,
incluyendo México® . Es importante resaltar que la prevalencia de la ascosferosis en algunos
paises aument6 considerablemente, al grado que se ha llegado a considerar una amenaza casi tan
seria como la infestacion del acaro Varroa destructor®, La ascosferosis en México ha sido poco
estudiada y no se le ha dado la importancia que requiere. Sin embargo, Medina y Mejia? en
Yucatan, encontraron que la ascosferosis esta asociada al colapso de colonias. Fuera de estudios
aislados como el realizado en Yucatan, puede decirse que no hay datos para saber qué tan
prevalente y generalizada esta la ascosferosis en México, ya que nunca se ha llevado a cabo un
estudio epizootioldgico para determinar su prevalencia en el pais o en algin estado del pais.
Ademas, no se conoce cudl es la situacion de la ascosferosis y las relaciones que puede tener con
variables geograficas y climaticas en apiarios de México, por lo que el objetivo del presente trabajo
fue determinar la presencia de la enfermedad en colonias de abejas meliferas y determinar su
relacion con variables geogréficas y climaticas en los municipios de la region sur-sureste del estado
de Jalisco, México.

Material y métodos

El trabajo se realizd en nueve municipios ubicados en dos zonas climaticas consideradas templada
y calida (climas templado subhimedo y calido subhimedo, respectivamente) con el fin de
determinar la prevalencia de A. apis y si existe una relacion entre el clima y prevalencia del hongo
en colonias de abejas meliferas. Los municipios se ubican en el occidente de México (19°24°, 21°
14’ N; 101°59°, 104° 5° O). Los municipios de Gomez Farias, Zapotlan el Grande, Tapalpa y Union
de Guadalupe, tienen clima templado sub-himedo y los municipios de Tecalitlan, Tamazula,
Zacoalco de Torres, Sayula, y Cocula, presentan clima céalido subhtimedo™?. Los municipios con
clima céalido subhimedo tienen una temperatura media anual de 21 °C. Este clima no presenta
cambio térmico invernal bien definido®®. El régimen de lluvias se registra de junio a septiembre,
con una precipitacion promedio de 801 mm y la altitud promedio es de 1,495 msnm®?. Los
municipios con clima templado subhimedo presentan un cambio térmico invernal bien definido;
la temperatura media anual es de 14.4 °C y la precipitacion media anual de 1,117 mm; la altitud
promedio es de 1,711 msnm®. En las dos zonas geograficas se tomaron al azar entre marzo y
mayo, muestras de 365 colonias de abejas meliferas ubicadas en 145 apiarios. El tamafio de la
muestra se calcul6 con base de 4,950 colmenas de las regiones seleccionadas del estado de Jalisco.
De ellas se tomaron para su analisis 365 colmenas (13.56 %). Este calculo se realiz6 con la férmula
de estudios transversales y se utilizd un muestreo aleatorio estratificado desproporcionado a un
nivel de confianza del 95% y poder estadistico del 80 %. El resultado fue 21 muestras por municipio

470



Rev Mex Cienc Pecu 2020;11(2):468-478

incluyendo 15 % por pérdidas, para un total de 160 colmenas. Sin embargo, se decidio tomar un
total de 365 colmenas para tener una mayor precision en el andlisis (Cuadro 1).

Cuadro 1: Namero de apiarios y colonias muestreadas para diagnostico de Ascosphaera apis por
municipio y zona climatica, en el sur de Jalisco

Municipio Apiarios Colonias Zona climética
Cocula 17 41 Calida subhumeda
Sayula 21 52 Célida subhumeda
Tamazula 36 93 Célida subhumeda
Tecalitlan 21 54 Célida subhumeda
Zacoalco de Torres 14 39 Calida subhumeda
Gobmez Farias 6 15 Templada subhiimeda
Tapalpa 12 37 Templada subhiimeda
Unidn de Guadalupe 8 20 Templada subhimeda
Zapotlan el Grande 10 14 Templada subhimeda
Total 145 365

Se obtuvieron muestras de panal de los bastidores centrales de la cAmara de cria donde se
encontraba cria sin opercular de las abejas y en algunos casos se observaron signos de ascosferosis
(momificacion de las crias). Se cortd un trozo de panal de 10 x 10 cm de cada colonia evaluada,
que fueron envueltos en hojas de papel y mantenidos en cajas de cartdn para ser transportadas al
laboratorio donde fue realizado el diagnostico. De cada apiario se registro la siguiente informacion:
altitud (msnm), con un GPS (Sportrack-color, Magellan, USA), mientras que los datos de la
temperatura ambiental (°C) y precipitacion pluvial (mm), se tomaron de los registros de la
Comision Nacional del Agua para cada municipio®4.

Las crias contenidas en las muestras de panales se procesaron en el Laboratorio de Microbiologia
del Centro Universitario del Sur (CUSur) de la Universidad de Guadalajara, en donde se utilizo la
técnica de azul de lactofenol para el diagnéstico de hongos. Los portaobjetos utilizados se
limpiaron con solucién de éter etilico y una vez secos, se les agregd una gota de solucion salina
fisiol6gica, donde se colocd un pequefio trozo de una larva sospechosa de ascosferosis. La muestra
larvaria se expandi6 con un palillo, hasta que ésta absorbid la gota de agua, después se depositd
sobre la muestra de la larva una gota de azul de lactofenol y se cubrié con un cubreobjetos.
Posteriormente, se buscaron micelios y esporocistos de A. apis bajo el objetivo seco débil de un
microscopio (40 X). La presencia de A. apis se determind con base en el hallazgo de esporocistos
tipicos del hongo en las muestras analizadas® y se calcul6 el porcentaje de colmenas con
ascosferosis para cada uno de los municipios.
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En el andlisis estadistico, la variable de respuesta fue el nimero de colonias de abejas infectadas
con el hongo A. apis entre diferentes municipios. Los predictores (variables explicativas) incluidos
en el analisis fueron: temperatura ambiental, precipitacion pluvial y altura sobre el nivel del mar.
Para reducir problemas de multicolinealidad, las variables explicativas fueron estandarizadas. El
analisis estadistico se efectu6 empleando las siguientes técnicas. Las proporciones de colonias
infectadas entre municipios y entre zonas fueron comparadas utilizando la prueba de Ji-cuadrada
con ajuste de Bonferroni para identificar diferencias significativas. Con el proposito de identificar
factores asociados con la infeccion del hongo, se llevo a cabo un andlisis de regresion logistica
maultiple siguiendo los criterios de Hosmer y Lemeshow(®); este anélisis permitio obtener el radio
de probabilidad de encontrar colonias positivas a ascosferosis (odds) y su correspondiente intervalo
de confianza (IC) al 95%. También se hizo una correlacidn de Pearson entre la proporcion de casos
positivos a ascosferosis y los factores. Los analisis estadisticos fueron realizados con el paguete R
version 3.3.2(47),

Resultados

De 365 muestras evaluadas, el 74.1 % resultaron positivas a A. apis. Los municipios con
porcentajes mas altos de muestras positivas fueron Gomez Farias y Zacoalco de Torres, con 93.3
y 92.3 %, respectivamente, mientras que los que tuvieron porcentajes mas bajos, fueron Zapotlan
el Grande, Union de Guadalupe y Tecalitlan, con 57.1, 60.0 y 61.1 %, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2: Porcentajes promedio de colonias de abejas meliferas positivas a Ascosphaera apis en
nueve municipios de dos zonas climaticas del sur de Jalisco

Municipio Porcentaje Zona climatica
promedio
Cocula 82.93 Célida subhiimeda
Sayula 73.08 Caélida subhimeda
Zacoalco 92.31 Célida subhiimeda
Tamazula 68.82 Célida subhiimeda
Tecalitlan 61.11 Célida subhiimeda
Tapalpa 78.38 Templada subhimeda
Gobmez Farias 93.33 Templada subhimeda
Union de Gpe. 60.00 Templada subhimeda
Zapotlan el Grande 57.14 Templada subhimeda
Total 74.10
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Se encontraron apiarios con el 100 % de colonias positivas a A. apis en los municipios de Gomez
Farias, Cocula, Sayula, Tamazula, Tapalpa, Tecalitlan, Zapotlan el Grande y Zacoalco de Torres,
pero en Unién de Guadalupe, el porcentaje de colonias positivas mas alto en un apiario fue de
60 %. La distribucion del porcentaje de colonias infectadas entre los nueve municipios fue
examinada por medio de un diagrama de cajas (Figura 1). La figura muestra que la mediana del
porcentaje de colonias infectadas fue de 71 %. Considerando todas las colonias muestreadas, la
mitad de ellas tuvo valores de prevalencia de ascosferosis de entre 57 y 82 %.

Figura 1: Diagrama de caja representando la distribucién del porcentaje de colonias de abejas
positivas a la infeccion por el hongo Ascosphaera apis
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Los valores mostrados incluyen el porcentaje minimo, el maximo, cuartil 1 (25% de los datos), media (50% de los
datos), cuartil 3 (75% de los datos) y el rango entre cuartiles.

En total se realizaron 36 comparaciones de las proporciones de colonias de abejas infectadas con
A. apis entre los nueve municipios. Al ajustarse el area critica para comparaciones multiples, las
diferencias entre proporciones no fueron significativas (P>0.05). En cuanto a zonas, los resultados
indican que la prevalencia de ascosferosis entre la zona célida (75.6 %) y la templada (72.2 %) no
fue significativamente diferente (x> = 0.86, n= 209, P= 0.35). Los resultados del analisis de
regresion logistica se presentan en el Cuadro 3. La ecuacion del modelo completo (el modelo
incluyendo todos los predictores) de regresion logistica fue la siguiente:

logodds = 1.04141 — 0.03434 Temperatura + 1.2188 Precipitacion pluvial
— 0.02706 Altura sobre el nivel del mar
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Cuadro 3: Predictores de la infeccion de colonias de abejas meliferas con el hongo Ascosphaera
apis del anélisis de regresion logistica (modelo completo)

. Probabilidad
0]

Variables (Odds ) IC 95% p
Temperatura *0.97 (0.69 - 1.37) 0.84
Precipitacion pluvial *3.38 (1.73-7.48) <0.01
Altura sobre el nivel %0.97 (0.64 - 1.50) 0.89
del mar

*Colonias de Ascosphaera apis.

Este andlisis indicd que la precipitacion pluvial se asocid significativamente a la infeccion de
colonias con el hongo. Al incrementarse la precipitacion pluvial también se incremento
significativamente el nimero de colonias infectadas por A. apis (odds = 3.53; P<0.01; Figura 2).
Asimismo, se encontr6é una correlacion significativa entre precipitacion pluvial y proporcion de
casos positivos a ascosferosis (r=0.87, n=9, P= 0.003). Los otros factores estudiados no tuvieron
relacion significativa con casos de ascosferosis.

Figura 2: Relacién entre precipitacion pluvial y proporcién de casos positivos a la infeccién por
el hongo Ascosphaera apis en nueve municipios evaluados en Jalisco, México
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Discusion
Este es el primer estudio que se realiza en México con la finalidad de determinar la prevalencia de

A. apis en colonias de abejas meliferas en varias regiones apicolas de un estado. En un trabajo
similar realizado en la region semidesértica de los Altos de Jalisco, México, durante los meses de
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julio a octubre (época de lluvias), en el que se monitorearon 42 colonias distribuidas a lo largo de
solo 12 km dentro de esta region, se encontré un 67.1 % de muestras positivas a A. apis“®. El
estudio de la region semidesértica de los Altos de Jalisco representa una muestra muy pequefia (42
colonias) de un area restringida del estado de Jalisco a diferencia de este estudio que incluyd 365
colonias en las dos regiones mas productoras de miel del estado de Jalisco. Sin embargo, es
importante observar que aun cuando el estudio de los Altos de Jalisco fue llevado a cabo en época
de lluvias, el porcentaje de muestras positivas fue similar al encontrado en este trabajo realizado
en época de sequia (74.1 %). Lo anterior refuerza la hipotesis de que la prevalencia de ascosferosis
en colonias de abejas del estado de Jalisco es alta en diferentes épocas del afio. La temperatura
ambiental influye en la temperatura y humedad de la colonia, pero las abejas crean su propio
microclima interno de humedad y temperatura®, por lo que es dificil determinar cémo afecta el
clima medioambiental externo en épocas de lluvia y sequia. Sin embargo, otras investigaciones
mencionan que una reduccion de 35 °C a 30 °C en la temperatura interna de la colonia aumenta la
prevalencia de A. apis®?.

Con respecto a la humedad, otros estudios concuerdan con lo encontrado en este trabajo en cuanto
a que la precipitacion pluvial esta relacionada con una alta prevalencia de ascosferosis. Por
ejemplo, en una investigacion reciente se determiné que humedades relativas de 85 a 90 %, asi
como temperaturas internas de 25 a 30 °C en colonias de A. mellifera favorecen la presencia y
proliferacion de esporas de A. apis®?. En cambio, colonias que mantienen caliente (> 35 °C) y
relativamente seco el nido de cria, limitan significativamente la infeccion por A. apis. También
Bamford y Heath®? determinaron que la temperatura y la humedad interna del nido de cria son
factores predisponentes para la presencia de A. apis en la colonia. Estos autores evaluaron el
enfriamiento de la colonia a 25 °C, lo que resulté en un 95 % de momias de cria de cal, mientras
que con 30 °C, la momificacién disminuy6 a 43 %, y con 35 °C, bajé a 29 %. En relacion a la
humedad relativa, cuando esta superd el 87 % a una temperatura de 30 °C, la momificacion
aumento en 7.75 % en relacion a solo el efecto de la temperatura a 30 °C. De la misma forma, a
68 % de humedad y 30 °C, las momificaciones de larvas de la colonia solo aumentaron en 0.95 %.

Claramente, bajas temperaturas y humedad elevada, favorecen la presencia de ascosferosis. Otros
investigadores han encontrado que otros factores contribuyen a la transmision y desarrollo de la
enfermedad de la cria de cal en las colonias de abejas, como por ejemplo la cera estampada y el
polen®23), También, una disminucién en la proporcion de abejas adultas con relacion a crias
contribuye a la prevalencia de la enfermedad®. Quiza algunos de estos factores estén
contribuyendo a la alta prevalencia de ascosferosis en Jalisco. Sin embargo, solo futuros estudios
podran determinar si estos u otros factores son responsables de esta alta prevalencia de la
enfermedad.
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Conclusiones e implicaciones

Se encontré un 74.1 % de muestras positivas a A. apis de 365 muestras evaluadas, lo que constituye
una elevada prevalencia del hongo en colonias de abejas del sur de Jalisco. La prevalencia de A.
apis fue particularmente alta en algunos municipios, donde el promedio de muestras positivas
alcanz6 mas del 90 % y no hubo diferencias en prevalencia entre zonas. El factor climéatico que
tuvo una asociacion significativa con la presencia de A. apis y que muy probablemente influy6 en
una mayor presencia del hongo en las colonias de abejas, fue la precipitacion pluvial. La altitud y
la temperatura ambiental no tuvieron efectos significativos sobre la prevalencia de A. apis en este
estudio. Debido a los altos porcentajes de presencia de A. apis en las colonias evaluadas, deben
considerarse estudios posteriores para determinar cuales son las causas (ademas de la precipitacion
pluvial), de la alta prevalencia de A. apis en colonias de abejas del sur de Jalisco.
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