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Resumen:

Nosema ceranae, es un parasito obligatorio del intestino medio de las abejas meliferas que
causa destruccion de las células epiteliales afectando la digestion y asimilacién del alimento,
impactando negativamente el desarrollo y sobrevivencia de las colonias de abejas. Con la
finalidad de reducir los efectos negativos, se evalud la eficacia del timol en el control de esta
parasitosis. El estudio se realiz6 en dos apiarios experimentales con un total de 56 colonias
de abejas distribuidas en tres grupos experimentales: G1) 18 colonias que recibieron
tratamiento con fumagilina como producto de referencia (25.2 mg de fumagilina/semana);
G2) 19 colonias que recibieron tratamiento con timol como producto alternativo (66 mg de
cristales/semana) y G3) 19 colonias que no recibieron ningun tratamiento (grupo testigo).
Los tratamientos con la fumagilina y timol se aplicaron a traves del jarabe de azlcar una vez
por semana durante cuatro semanas consecutivas. Los niveles de infeccion de N. ceranae se
estimaron en el macerado del abdomen de 60 abejas adultas colectadas de cada colonia
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experimental. Los resultados al final de los tratamientos indican que las colonias que
recibieron fumagilina (G1) disminuyeron sus niveles de infeccidn de 123,529 a 1,805 esporas
por abeja; para G2 (timol), la reduccion fue de 133,438 a 28,099 esporas por abeja, y para las
colonias del grupo testigo (G3) fue de 119,306 a 36,447 esporas por abeja. Los tres grupos
experimentales presentaron diferencias estadisticas significativas en los niveles de infeccion
de N. ceranae al final de los tratamientos. La fumagilina presenté una mayor eficacia
(95.2 %) en comparacién con el timol la, cual fue baja (31.1 % de eficacia) indicando que se
requieren estudios adicionales para determinar la concentracion mas efectiva a nivel de
colonia bajo condiciones tropicales de Yucatan, a fin de que este aceite esencial de origen
vegetal sea incorporado como producto alternativo para el control de esta parasitosis.
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La nosemosis, es una parasitosis que afecta el tracto digestivo de las abejas Apis mellifera y
es causado por dos especies de hongos de la familia Nosematidae: Nosema apis, especie
originalmente asociada a esta infeccion en las abejas meliferas y Nosema ceranae, especie
originalmente asociada a la abeja asiatica Apis cerana y diagnosticada por primera vez
infectando a las abejas A. mellifera en el centro y norte de Espafia en 2006® donde se habia
registrado durante el invierno una reduccion en la produccion de miel y una alta mortalidad
de colonias de abejas®?.

Ambas especies de microsporidios (N. apis y N. ceranae) se reproducen rapidamente dentro
de las células epiteliales del intestino medio (ventriculo) de las abejas adultas (reina, obreras
y zanganos) ocasionando la destruccion de las células epiteliales encargadas de la digestion
y asimilacion del alimento® lo que ocasiona un estrés nutricional en las abejas infectadas®.
Otros dafios observados a nivel individual demuestran una reduccion en el periodo de
vida®5® y un efecto negativo en la orientacion y habilidades como forrajeadoras en las
obreras infectadas(”®.

A nivel de colonia, los dafios causados por la nosemosis pueden ser graves cuando la
prevalencia y niveles de infeccidn son altos, ocasionando una reduccion en las areas de cria
y en la poblacidn de abejas adultas y en consecuencia una reduccién en la produccion de miel
de las colonias®® hasta llegar al colapso y pérdida de las mismas®'12),
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A partir de 2006 cuando se diagnostico la infeccion en las abejas A. mellifera, la especie N.
ceranae se ha convertido en uno de los patdgenos mas ampliamente distribuidos a nivel
mundial®*%, y ha estado asociada a una alta mortalidad de colonias de abejas en Europa*?,
Norteamérical*® y Sudamérica® presentando una mayor virulencia en comparacion con la
infeccion causada por N. apis®178),

En Yucatén, los apicultores no han reportado la pérdida masiva o alta mortalidad de colonias
de abejas debido a la infeccion por N. apis o N. ceranae. Sin embargo, a partir de 200819 se
ha reportado una elevada prevalencia de la nosemosis (74 a 100 %) en colonias provenientes
de apiarios comerciales en comparacion con lo reportado en afios anteriores (7.2 %)%, y esta
alta prevalencia se ha atribuido a la presencia de la especie N. ceranae, infectando a las abejas
africanizadas en Yucatan®Y. Recientemente, se confirmé que la infeccion causada por N.
ceranae afecta negativamente el inicio y duracion de forrajeo en abejas de origen
africanizado, asi como la longevidad de las obreras bajo las condiciones tropicales de
Yucatan®?),

Para el control de la nosemosis, el Unico medicamento considerado eficaz contra este
microsporidio ha sido la fumagilina (sal de diciclohexilamonio), un antibiético obtenido del
hongo Aspergillus fumigatus y que histéricamente se ha utilizado para controlar esta
parasitosis causada por N. apis en abejas meliferas desde que fue evaluado a principios de la
década de los 50?%. ElI mecanismo de accion de la fumagilina, es la inhibicién de la
replicacion del ADN del microsporidio suprimiendo su reproduccion, lo que resulta en una
disminucion del nimero de esporas en el ventriculo de las abejas®4%9,

A diferencia de los Estados Unidos de América donde las infecciones causadas por N. apis o
N. ceranae pueden ser controladas con la aplicacion de fumagilina, en diversos paises de
Europa®® asi como en México, este antibi6tico no esta autorizado para el control de la
nosemosis debido a la toxicidad que puede representar para los humanos, por lo que cualquier
residuo que quede en la miel de las colonias que se encuentren bajo tratamiento, representa
un riesgo directo para el consumidor®?).

Debido a estos inconvenientes, algunos productos alternativos han sido propuestos para el
control de esta parasitosis, incluyendo diferentes aceites esenciales de origen vegetal como
el timol obtenido del tomillo (Thymus vulgaris), el aceite esencial de vetiver (Chrysopogon
zizanioides) asi como el resveratrol, que es un polifenol natural presente en numerosas
plantas y frutos como la uva. Estos aceites esenciales han presentado resultados favorables
en el control de la nosemosis, principalmente el timol?®2%, Se ha demostrado que colonias
con nosemosis que fueron tratadas con timol aplicado a través de un jarabe de azlcar en una
concentracion de 0.44 mM, presentaron una reduccién en el nimero de esporas por abeja y
registraron un incremento en las areas de cria, poblacion de abejas adultas y produccion de
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miel posterior a la aplicacion de este producto en comparacion con las colonias de abejas que
no recibieron ningun tipo de tratamiento®). Adicionalmente, se considera que por su
naturaleza, los productos alternativos a base de aceites esenciales no representan toxicidad
para las abejas, presentan un menor riesgo de dejar residuos en la miel®? y son de menor
costo para el apicultor.

Debido a la necesidad de contar con productos alternativos, el objetivo del presente trabajo
fue comparar la eficacia del timol en el control de la nosemosis causada por la especie N.
ceranae infectando abejas africanizadas (A. mellifera) bajo condiciones tropicales de
Yucatan.

El experimento se realizd en dos apiarios pertenecientes a la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Yucatan (UADY) ubicados en la
localidad de Xmatkuil (20° 51' 51" N, 89° 36' 45" O y 20° 51' 55" N, 89° 36' 46" O), a 15.5
km de la ciudad de Mérida, Yucatan. Esta regién presenta un clima célido sub-himedo con
lluvias en verano (Awo), con una precipitacion pluvial promedio anual de 985 mm,
temperatura promedio anual de 26.8 °C y humedad relativa promedio anual de 78 %GY.

Las colonias de abejas en ambos apiarios eran colonias dobles (camara de cria y un alza)
alojadas en colmenas tipo Langstroth, que contaban con reinas africanizadas fecundadas
naturalmente, con una poblacion de abejas adultas que cubrian entre 7 a 9 panales de la
camara de cria y con 6 a 8 panales conteniendo cria en diferentes etapas (huevos, larvas y
pupas), ademas de contar con panales con miel y polen. Las colonias fueron distribuidas de
manera similar entre los grupos experimentales y todas se encontraban infectadas con la
especie N. ceranae, la cual fue identificada a través de la técnica de PCR punto final®? en
muestras de abejas forrajeadoras colectadas en la entrada de cada colonia experimental.

Antes de iniciar las evaluaciones, se realiz6 un diagnostico preliminar en ambos apiarios para
determinar el nivel de infeccion de N. ceranae (nimero de esporas/abeja) en todas las
colonias de abejas, con la finalidad de que los tres grupos experimentales presenten un nivel
de infeccion similar al inicio del experimento. Para determinar el nivel de infeccion, se
colectaron muestras de abejas adultas (~100 a 150 obreras) de la entrada de cada colonia
experimental. Sesenta abejas de cada muestra fueron analizadas para determinar la presencia
de esporas de N. ceranae y se cuantifico la severidad de la infeccion (nimero de
esporas/abeja) a través del conteo de esporas presentes en el tracto digestivo de las obreras,
la cual consiste en retirar el abdomen de las 60 abejas adultas y colocarlas en un mortero
afiadiendo 60 ml de agua destilada®3%). Los abdémenes fueron macerados hasta obtener una
mezcla homogénea y la suspension se filtré a través de una gasa para eliminar impurezas.
Una gota de la solucion fue colocada en ambos reticulos de una camara de Neubauer donde
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se observd a 400 aumentos y se registro el nimero de esporas del macerado, determinando
el nivel de infeccion (nimero de esporas) promedio por abeja.

La evaluacion de la eficacia de la fumagilina (Fumagilin-B®) y los cristales de timol (Sigma-
Aldrich; >99.5 % de pureza) en el control de N. ceranae se realizd durante un periodo de
cuatro semanas Yy las colonias de abejas de ambos apiarios se dividieron en tres grupos
experimentales, los cuales fueron:

Grupo 1 (G1): con 18 colonias de abejas que recibieron tratamiento con fumagilina como
producto de referencia (Fumagilin-B®), aplicando 1.2 g del producto comercial (25.2 mg de
fumagilina base) por colonia/semana en un litro de jarabe de azucar (2:1, azlcar: agua);
Grupo 2 (G2): con 19 colonias que recibieron tratamiento con timol como producto
alternativo, aplicando 66 mg de cristales de timol (99.5 % de pureza) por colonia/semana en
un litro de jarabe de azUcar (2:1, azUcar: agua), y el Grupo 3 (G3): con 19 colonias de abejas
a las cuales se les suministré Gnicamente un litro de jarabe de azucar (2:1, azlcar: agua) por
colonia/semana, sin ningun tipo de tratamiento, conformando el grupo testigo. Los
tratamientos se aplicaron una vez por semana durante cuatro semanas consecutivas.

Al final de cada semana de aplicacion, abejas adultas se colectaron de la entrada de cada
colonia con la finalidad de determinar el nivel de infeccion para cada grupo experimental, de
acuerdo con la metodologia descrita con anterioridad.

Los datos originales (nimero de esporas por abeja) fueron divididos entre mil, para facilitar
su manejo estadistico, y se utilizd la transformacion Box-Cox®? para normalizar la
distribucion de la variable de interés. Finalmente, se empled un andlisis de varianza de
medidas repetidas para comparar los promedios por tratamiento (grupos experimentales),
semana y la interaccion de ambos factores (tratamiento x semana). El nivel de significancia
empleado fue del 5% y los calculos se realizaron con el programa PAST version 3.20C%),

Antes de iniciar la aplicacién de los tratamientos, se observo que los niveles de infeccion de
N. ceranae en los tres grupos experimentales, no presentaron diferencias estadisticas
significativas de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis (H= 0.5587, P=0.7563), indicando
una distribucion similar de los niveles de infeccion de las colonias para los tres grupos
experimentales (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Namero de esporas por abeja (X + EE) registrado en los tres grupos
experimentales después de la aplicacion de cada tratamiento para el control de Nosema

ceranae
Fumagilina Timol Testigo H

Dia 0 123,529+41,220° 133,438+59,291% 119,306453,100%  0.5587
a'rigpncacién) 104,688+42,293° 67,812+14,426°  80,394+22,381°  1.8960
?Zl,iigncacién) 57.666+14,827°  84,500+23,054°  96,666+25476°  2.1100
Dia2l 30,468+11,100%  27,058+0779%  42,631+9,055%  4.9040
(3™ aplicacion)

Dia28 1,805+527 @ 28,009+17,574  36,447+17,554¢  24.0900
(4" aplicacion)

Eficacia final, % 95.2 31.1 -

Se incluye el valor del estadistico de prueba (H) para cada semana de aplicacion.

X + EE= Promedio + error estandar.
ac | jterales diferentes entre columnas indican diferencias significativas (P<0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observo que las colonias que recibieron
tratamiento con la fumagilina (Fumagilin-B®), presentaron una disminucion de los niveles

de infeccion (X+E.E.) de 123,529 + 41,200 a 1,805 + 527 esporas por abeja al final de las
cuatro semanas de tratamiento, lo que representa una eficacia del 95.2 % de este antibiotico
en el control de N. ceranae (Cuadro 1). Para las colonias del grupo que recibieron el jarabe
con los cristales de timol (G2), el numero de esporas se redujo de 133,438 + 59,291 a 28,099
+ 17,574 esporas por abeja, representando una eficacia del 31.1 %. La disminucion natural
de los niveles de infeccion de la nosemosis observada en el grupo testigo, puede ser resultado
de las fluctuaciones estacionales que se observan durante los diferentes meses del afio, las
cuales como se ha reportado en otros trabajos®®, pueden variar drasticamente entre las
diferentes temporadas del ciclo apicola.

Durante las tres primeras semanas de aplicacion de los tratamientos, el nimero de esporas
por abeja registrado en los tres grupos experimentales no presentaron diferencias estadisticas
significativas, las cuales fueron significativas hasta al final de las cuatro semanas de
tratamiento (Cuadro 1) donde el grupo que recibi6 la fumagilina, presenté una mayor eficacia
seguido por el grupo que recibio el timol. La diferencia en la reduccion de la infeccion
registrada hasta el final de la cuarta semana del grupo que recibi6 la fumagilina (G1), indica
que este antibiotico alcanza su mayor eficacia cuando las colonias de abejas recibieron los
100.8 mg de fumagilina base (4.8 g de Fumagilin-B® en total) de acuerdo con las indicaciones
del laboratorio fabricante.
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la aplicacion de la fumagilina disminuyé
significativamente los niveles de infeccion de N. ceranae hasta la cuarta semana de
aplicacion y fue diferente a los niveles de infeccion registrados en las colonias que recibieron
timol (G2) o solo recibieron el jarabe de azUcar sin tratamiento (G3), lo cual coincide con lo
reportado por diversos autores en diferentes paises®’-4%, donde sefialan que este antibidtico
continda siendo apropiado para controlar la infeccion causada por la especie N. ceranae. Sin
embargo, aun cuando este antibiotico es eficiente en reducir temporalmente los niveles de
infeccion de N. ceranae, no evita las reinfecciones en las colonias después de seis meses de
aplicados los tratamientos®®).

La eficacia del timol registrada en este trabajo (31.1 %), fue inferior a lo observado bajo
condiciones de laboratorio en abejas infectadas por N. ceranae que fueron alimentadas con
jarabe de azlcar conteniendo timol, donde se observo una reduccion del 40 % del nivel de
infeccion en comparacion al grupo testigo que no recibi6 ningun tratamiento para el control
de esta parasitosis“Y.

Se reporta que el timol presenta una mayor eficacia en el control de la nosemosis a partir del
tercer afio de la aplicacion del producto®®® a diferencia del presente trabajo donde este aceite
esencial de origen vegetal fue aplicado en una sola temporada, por lo que seria recomendable
seguir aplicando el producto durante dos afios adicionales para verificar la eficacia de la dosis
suministrada.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se puede concluir que la fumagilina
demuestra eficacia en reducir los niveles de infeccion de la nosemosis causada por la especie
N. ceranae infectando abejas africanizadas bajo condiciones de clima tropical. Sin embargo,
la aplicacion de este antibidtico no esta autorizado en México para uso en abejas y se
recomienda su aplicacion cuando los niveles de infeccion sean superiores a los dos millones
de esporas/abeja y se respeten las dosis suministradas®®. En este sentido y considerando que
los niveles de infeccion de N. ceranae en este trabajo fueron inferiores a este valor (dos
millones de esporas/abeja) antes de iniciar los tratamientos, es posible que la aplicacion del
timol reduzca los niveles de infeccidn de N. ceranae en abejas africanizadas establecidas bajo
condiciones tropicales de Yucatan.

Sin embargo, para que el timol sea considerado en el control alternativo de este hongo, se
requiere realizar otras evaluaciones para tener resultados favorables en su eficacia, ya sea
incrementando la dosis aplicada en cada tratamiento, el nimero de aplicaciones y el periodo
0 época de aplicacion, para que pueda ser utilizado como una alternativa de control, ya que
por su origen presenta un menor riesgo de dejar residuos en la miel.
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