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Resumen:

Aethina tumida (Coleoptera: Nitidulidae), cominmente conocido como el Pequefio Escarabajo de
la Colmena (PEC), se esta posicionando como una plaga importante en la industria apicola fuera
de su rango de distribucion natural. En México, informes recientes indican que el PEC esta
distribuido en toda la peninsula de Yucatan. La invasion de las colonias de abeja melifera por el
PEC esta quimicamente mediada por compuestos volatiles producidos por la levadura Kodamaea
ohmeri, considerada un simbionte secundario del PEC. Se analizé la presencia de esta levadura en
colonias de abeja melifera en Yucatan con base en la premisa de que los simbiontes se encuentran
frecuentemente distribuidos junto con su huésped, por lo que la presencia de K. ohmeri en colmenas
estaria fuertemente asociada con la presencia del PEC. En colonias manejadas de abeja melifera
africanizada (AMA), se aislaron e identificaron levaduras asociadas con escarabajos adultos y los
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resultados muestran que el PEC junto con su levadura asociada, K. ohmeri, ha invadido colonias
de AMA en Yucatan. También se report6 por primera vez la presencia de levaduras diferentes a K.
ohmeri asociadas con el PEC en esta region geogréfica.

Palabras clave: Aethina tumida, Apis mellifera, Asociacidén escarabajo-levadura, Simbionte
secundario, Kodamaea ohmeri, PEC, ADN ribosémico, Apicultura tropical.

Recibido: 26/03/2019

Aceptado: 23/09/2019

Introduccion

Aethina tumida Murray1867 (Coleoptera: Nitidulidae), cominmente conocido como el Pequefio
Escarabajo de la Colmena (PEC), es un parasito oportunista que invade los nidos de la abeja Apis
mellifera y se esta posicionando como una plaga importante en la industria apicola fuera de su
rango de distribucion natural. Las hembras del PEC proliferan dentro de las colonias de abeja
melifera y sus larvas consumen el polen, la miel y las crias presentes en las colmenas, provocando
la fermentacion de la miel y el colapso de la colonia>?. El PEC se report6 por primera vez en
México en 2007 en el estado de Coahuila®, posteriormente se han reportado en otros estados,
incluyendo Campeche, Michoacan, Jalisco, Quintana Roo, San Luis Potosi y Yucatan, que son los
principales estados productores de miel®®. Los PEC se reportaron por primera vez en 2012 en
apiarios ubicados al noreste del estado de Yucatan®, y reportes recientes indican su presencia en
toda la peninsula de Yucatan(®. La invasion de adultos del PEC en colonias de abeja melifera parece
estar mediada quimicamente por compuestos volatiles producidos por la fermentacion microbiana
de las reservas de alimentos. Uno de los factores que predisponen la invasién del PEC en colonias
de abejas es la asociacion con la levadura fermentativa Kodamaea ohmeri:®). Esta levadura es un
simbionte facultativo o secundario del PEC y se ha aislado del tubo digestivo de escarabajos
adultos, huevos y larvas*1V); se considera el principal factor responsable de la fermentacion del
alimento almacenado en las colonias y de producir los compuestos que atraen a otros escarabajos
adultos(1213),

En esta interaccion, los simbiontes ayudan al huésped a colonizar nuevos habitats y a expandirse a
nuevas areas geograficas, ya que juegan un papel importante en la nutricion del insecto
hospedero®*-1"). Las levaduras proporcionan nutrientes esenciales, como esteroles, y producen
quimicos que atraen a los insectos dispersores y favorecen la migracién dirigida a un nuevo
ambiente®”). Es factible que los PEC adultos al colonizar nuevas colmenas y apiarios, transporten
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a la levadura K. ohmeri con ellos. El objetivo de este estudio fue analizar la presencia de levaduras,
especificamente K. ohmeri, asociadas con el PEC adulto que invade colonias manejadas de abeja
melifera africanizada en Yucatan. Con base en la premisa de que los simbiontes se distribuyen
junto con su huésped, se asume que, en esta region, K. ohmeri se encuentra a menudo asociada con
PEC adultos“®'®, Los resultados ayudaran a dilucidar la relacion entre el PEC y sus levaduras
asociadas y su impacto en colonias de abeja melifera, ademas de que, permitiran disefiar estrategias
adecuadas para controlar esta plaga empleando levaduras simbioticas del PEC en ambientes de
Neotropico.

Material y métodos

Este estudio se realiz en el periodo de febrero a julio de 2016 en colonias de A. mellifera
africanizadas ubicadas en dos sitios diferentes en el estado de Yucatan, México. Un grupo de
colonias se ubicé en el apiario experimental del Campus de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias
de la Universidad Autébnoma de Yucatan en el municipio de Mérida (20° 51' 51.62 "N; 89° 36'
45.35" O), el segundo grupo se ubicd en un apiario de propiedad privada en el municipio de Motul
(21° 08" 03" N 89° 19" 03” O). Los apiarios contenian aproximadamente 30 colonias de abejas, de
las cuales se seleccionaron aleatoriamente seis colonias para el muestreo. De cada colonia, fueron
retirados todos los panales, la caja, tapa, fondo y alimentadores artificiales (alimentadores internos)
de la colmena, y buscamos y se colectaron PEC adultos.

Los escarabajos adultos fueron colectados del fondo de la colmena, los panales con cria y los
alimentadores artificiales. En todos los lugares se observé un gran numero de PEC. Cada escarabajo
se colecto con pinzas esterilizadas en alcohol al 99% para evitar la contaminacion entre escarabajos.
Posteriormente, cada escarabajo se colocd en un frasco estéril con una tapa de rosca y se etiquetd
conforme a la colonia de origen, el lugar dentro de la colmena y el nimero de espécimen. Los
escarabajos adultos se identificaron morfolégicamente conforme a los métodos estandar para la
identificacion a nivel de especiet®. En total, se colectaron 27 escarabajos adultos vivos (de 1 a 6
escarabajos por colonia).

Para obtener las levaduras, cada escarabajo se coloco individualmente dentro de cajas con agar
YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) y se le permitié caminar libremente en toda la
superficie de la caja con agar durante 40 min. No se esterilizo el exterior del escarabajo con alcohol,
ni tampoco se enjuagd con agua estéril, esto con la finalidad de mantener al escarabajo vivo e imitar
la forma natural de dispersidn dentro de las colonias de la abeja melifera. A cada escarabajo se le
permitié mordisquear y moverse libremente sobre la superficie del agar, imitando la forma en que
los escarabajos diseminan la levadura cuando se mueven a través de los panales de abeja melifera.
Este método aumenta la probabilidad de obtener levaduras de las piezas bucales y el sistema
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digestivo del escarabajo®®. Después de los 40 min de inoculacion del agar, los escarabajos se
sacrificaron y se almacenaron en alcohol al 70 %. Las cajas con agar se incubaron a 25 °C y se
revisaron cada 24 h para detectar el crecimiento de levaduras. Se monitoreo el crecimiento de las
colonias microbianas mediante la observacion de cada placa en un estereoscopio a una
magnificacion de 50x. Para aislar y purificar las levaduras de las placas con agar, seleccionamos
colonias de cada morfotipo y se colocaron individualmente en tubos Eppendorf con 600 il de agua
destilada estéril. Las colonias se resuspendieron y sembraron en una nueva caja con agar. Estas
cajas se incubaron a 25 °C durante 5 dias o hasta la aparicion de crecimiento microbiano. Este
procedimiento se realizé por duplicado para cada morfotipo observado en las cajas originales.

Todos los morfotipos de levadura se almacenaron en la coleccion de levaduras del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY). La identificacion de las especies se realizd por medio
de la secuenciacion simétrica del dominio D1/D2 (nucleétidos 63-642 de Saccharomyces
cerevisiae) de la subunidad grande (LSU, por sus siglas en inglés) del ribosoma, siguiendo los
protocolos estandar de extraccion de ADN®®29, Para la extraccion del ADN, las células se
cultivaron durante aproximadamente 48 h en caldo YPD (3 g de extracto de levadura, 3 g de
extracto de malta, 5 g de peptona y 10 g de glucosa por litro de agua destilada) en un agitador
orbital a 100 rpm a 27 °C y se colectaron por centrifugacion. La pastilla de células precipitadas se
sumergio en nitrogeno liquido durante 10 min y se trituré en un mortero antes de colocarlo en un
tubo estéril con 800 ul de solucion amortiguadora (50 mM de Tris-HCI, 250 mM de NaCl, 50 mM
de EDTA, 0.3 % de dodecilsulfato sodico). Se afiadieron 20 pl de RNasa para limpiar las muestras,
las cuales se calentaron en un termobloque a 65 °C durante 30 min y se agitaron suavemente cada
10 min. Posteriormente las muestras se enfriaron a 23 °C y se adicionaron 500 pl de cloroformo
para extraer el ADN. Las muestras se centrifugaron a 1,300 rpm durante 10 min. Se recupero el
sobrenadante y se adicionaron 700 pl de isopropanol. Las muestras se mezclaron suavemente y
centrifugaron durante 5 min para precipitar el ADN. La pastilla de ADN se recuper0 y enjuago con
500 pl de etanol al 70% y se centrifugd durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y se secé el
ADN durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la pastilla se resuspendi6 en 70 ul del
amortiguador TE (10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA [pH 7.4]). Las muestras de ADN se
prepararon para la PCR empleando 5 pl (120-500 ng) de las muestras diluidas con 1 ml de TE
0.5X. Para verificar la extraccion, se tomaron 5 ul (120-500 ng) del ADN y se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % empleando TBE (Tris-Borato-EDTA) 0.5X y una corriente
de 100 V durante 15 min. A continuacion, el ADN se cuantifico por espectrofotometria con un
NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) y diluyé a 20 ng/ul para la PCR.

La amplificacion de la secuencia D1/D2 se realizd utilizando los iniciadores NL-1 (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) y NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3")?)
y siguiendo el protocolo de PCR: 95 °C durante 12 min seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C durante 15 s, alineacién a 55 °C durante 10 s y extension a 72 °C durante 20 s; con una
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extension final de 5 min a 72 °C. EI ADN amplificado se prepar6 para secuenciacion con el kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del
fabricante con los iniciadores NL-1 y NL-4. Las muestras se inyectaron individualmente para
electroforesis en un Analizador de DNA ABI 3730xI| (Applied Biosystems). Las secuencias se
alinearon y ensamblaron, se obtuvo una secuencia consenso para cada cepa aislada de levadura
usando el software bioinformatico Geneious Pro 8.1.7 (Biomatters Ltd, Auckland, Nueva Zelanda).
Se consulto la base de datos de nucle6tidos GenBank utilizando la herramienta basica de busqueda
de alineacion local (BLAST, por sus siglas en inglés)@Y para buscar especies de levadura con
secuencias de DNA que coincidieran con nuestras cepas aisladas. Todas las secuencias produjeron
correlaciones significativas con las levaduras en GenBank, con 98.8-100 % de cobertura e
identidad. El grado de divergencia en la porcion D1/D2 entre las secuencias de las cepas iasladas
y las secuencias concordantes encontradas en GenBank no excedieron el 1%; por lo tanto, se
consideraron secuencias coespecificas®?. Las secuencias obtenidas en este estudio se depositaron
en GenBank bajo los nimeros de acceso mostrados en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Levaduras aisladas de PEC adultos colectados en colonias de la abeja africanizada
Apis mellifera en apiarios de Yucatan, México

, . . Clave de ,
Espécimen Colonia Especies de Sitio de cena NUmero
de de P DF* P ., de
escarabaio  abeias levadura colecta coleccién GenBank

! ] cicy
1 1 Kodamaea ohmeri Panal con cria 0 CICYRN1044 MF431846
Kodamaea ohmeri Panal con cria 0 CICYRN1045 MF431847
Meira argovae Panal con cria 1 CICYRN1047 MF431848
2 2 Kodamaea ohmeri Alimentador 0 CICYRN1048  MF431849
artificial
. Alimentador
2 2 Kodamaea ohmeri e 0 CICYRN1049 MF431850
artificial
. . . Alimentador
2 2 Citeromyces siamensis e 0 CICYRN1050 MF431851
artificial
. Alimentador
2 2 Kodamaea ohmeri ee . 0 CICYRN1051 MF431852
artificial
. Alimentador
2 2 Kodamaea ohmeri e 0 CICYRN1052 MF431853
artificial
. . . Alimentador
2 2 Citeromyces siamensis e 1 CICYRN1053 MF431854
artificial
. Alimentador
3 2 Kodamaea ohmeri e 0 CICYRN1054 MF431855
artificial
. Alimentador
3 2 Kodamaea ohmeri e 0 CICYRNI1055 MF431856
artificial
. . . Alimentador
3 2 Citeromyces siamensis artificial 0 CICYRN1056 MF431857
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3 2 Kodamaea ohmeri Alimentador 0  CICYRN1058  MF431858

artificial

. . . Alimentador

4 2 Citeromyces siamensis . 0 CICYRN1059 MF431859

artificial
5 2 Lachancea fermentati All_n_we_ntador 0 CICYRN1060 MF431860

artificial
6 3 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1062 MF431861
7 3 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1063 MF431862
7 3 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1064 MF431863
8 3 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1066 MF431864
9 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1069 MF431865
9 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1070 MF431866
10 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 1 CICYRN1072 MF431867
10 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1073 MF431868
11 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1091 MF431869
12 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRNI1074 MF431870
13 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1075 MF431871
13 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1076 MF431872
14 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1089 MF431873
14 4 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1090 MF431874
15 5 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1077 MF431875
16 5 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1078 MF431876
17 6 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1081 MF431877
18 6 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1082 MF431878
19 6 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1084 MF431879
20 6 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1086 MF431880
20 6 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1087 MF431881
20 6 Kodamaea ohmeri Piso colmena 0 CICYRN1088 MF431882

* Diferencias de nucledtidos de ADNTr entre el tipo de cepa de GenBank y el aislado conespecifico de este estudio.

Resultados

Los escarabajos adultos de A. tumida se encontraron en todas las colonias de AMA examinadas, se
encontraron principalmente en las pequefas grietas del piso de la colmena. La presencia de
levaduras se detectd en las placas con agar (cada una representativa de un solo escarabajo) después
de cinco dias de incubacion. Se obtuvieron 37 cepas de 20 de los 27 escarabajos colectados, de las
cuales se identificaron cuatro especies diferentes de levadura; tres de las cuales se reportaron
asociadas a A. tumida por primera vez. La levadura identificada con mayor frecuencia fue K.
ohmeri con 31 colonias aisladas, seguida de Citeromyces siamensis con cuatro colonias, Lachancea
fermentati y Meira argovae con una colonia, respectivamente (Cuadro 1). Con respecto al lugar
dentro de la colmena en donde se colectaron los especimenes, los PEC adultos encontrados en el
piso de la colmena estaban asociados Unicamente con K. ohmeri, mientras que los escarabajos
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colectados de los panales con cria estaban asociados con K. ohmeri y M. argovae. Los escarabajos
colectados en los alimentadores artificiales estaban asociados con tres especies de levadura: K.
ohmeri, C. siamensis y L. fermentati.

Discusion

De las cuatro especies de levadura identificadas, solo K. ohmeri se puede considerar estrechamente
asociada con el PEC(Y, Esta levadura se aislo de la mayoria de los escarabajos colectados en la
colmena, y se considera un simbionte secundario de A. tumida®. Los resultados muestran que los
simbiontes se encuentran distribuidos junto con su hospedero!9), y sefialan que la invasion del
PEC en apiarios de esta region mexicana ha generado la expansion y distribucién de K. ohmeri a
nuevas zonas en las que no se habia detectado previamente.

En cambio, las otras levaduras aisladas del PEC no se pueden definir como simbiontes y
probablemente fueron adquiridas de forma externa por PEC adultos durante sus movimientos a
través de los panales con cria, alimentadores y otras estructuras dentro de la colmena. Citeromyces
siamensis, que pertenece al orden Saccharomycetales, es una levadura fermentativa asociada con
alimentos altamente concentrados, como el calamar salado y la soya fermentada®®. En este estudio,
se aislo a esta levadura de los escarabajos que se alimentaban del jarabe de sacarosa en los
alimentadores artificiales y es probable que el escarabajo haya adquirido esta levadura de forma
pasiva al alimentarse del jarabe. A diferencia de C. siamensis, L. fermentati (Saccharomycetales),
otra levadura fermentativa, estd asociada con el intestino de insectos como las moscas de la frutay
los neurdpteros®®?, y se ha aislado de una gran variedad de sustratos liquidos como jugo de fruta y
fermentos de oliva y tequila®). En este estudio, L. fermentati se aislé de un escarabajo que se
encontraba en un alimentador artificial, lo que se considera una adquisicion circunstancial. Meira
argovae es un hongo basidiomiceto anamarfico tipo levadura de la clase Ustilaginomycetes que se
ha reportado asociado con &caros fitofagos® en vastagos de bambt®@”. Es probable que Meira
argovae tenga potencial para controlar estos &caros en cultivos importantes ya que secreta
sustancias antagonicas®®. M. argovae se aislo de un escarabajo colectado de un panal con cria de
una colonia; por lo que, la adquisicién de esta levadura por el PEC adulto pudo ocurrir cuando el
escarabajo camino a través de los panales con cria.

Kodamaea ohmeri (Saccharomycetales, familia Metschnikowiaceae) fue la especie aislada con
mayor frecuencia en nuestro estudio y también es la Unica especie aislada de forma repetida del
material fermentado encontrado en colonias de A. mellifera infestadas con el PEC, y del cuerpo de
los escarabajos®7#29, La importancia de la relacion entre el PEC y K. ohmeri no es clara, aunque
se ha demostrado que la presencia de K. ohmeri aumenta la capacidad de invasion y reproduccion
del escarabajo en colonias de A. mellifera3%, ya que esta levadura es responsable de producir
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componentes volatiles en el alimento, los cuales actian como fuertes atrayentes para otros
escarabajos®Y.

Los resultados muestran que el PEC asociado con la levadura K. ohmeri ha invadido colonias de
A. mellifera en Yucatan, lo que sugiere que el impacto del escarabajo en colonias de A. mellifera
en esta region puede aumentar debido a la presencia de K. ohmeri. Sin embargo, se requieren
experimentos adicionales para comprobar la hipétesis de que la presencia de K. ohmeri en este
estudio aumenta la capacidad del PEC de infestar apiarios. En Yucatan, A. mellifera africanizada
tiene un comportamiento similar al de sus ancestros africanos, los cuales atrapan, encapsulan y
confinan PEC adultos dentro de las grietas y hendiduras de la colmena, también retiran los huevos
y larvas del escarabajo, evitando la fermentacion del panal, la produccion de quimicos y la atraccion
de més escarabajos dentro de las colonias.

Se ha propuesto utilizar a K. ohmeri para fermentar sustitutos de polen o polen como atrayente en
trampas de escarabajo y asi poder controlar al PEC en las colonias de abeja melifera. Ademas del
uso de K. ohmeri como atrayente, también se requieren datos experimentales con C. siamensis, L.
fermentati y M. argovae para explorar el papel de estas levaduras en la atraccion de escarabajos.
Aungue K. ohmeri no es exclusiva del PEC, ya que se ha asilado de nidos de abejorros como
Bombus impatiens y Bombus pensylvanicus que no tienen PEC en sus colonias“?, es admisible
asumir que el PEC es un dispersor activo de K. ohmeri y otras levaduras a nuevos recursos y
hospederos®19),

Conclusiones e implicaciones
Los resultados indican que el PEC se encuentra en apiarios africanizados en la region de Yucatan
y que esta colonizacion también ha generado la dispersion de su simbionte facultativo K. ohmeri y
de otras levaduras asociadas a alimentos e invertebrados (C. siamensis, L. fermentati y M. argovae)
en sustratos no registrados previamente para estas levaduras, y por primera vez, en una region
donde no se habian observado.
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