108 Agrociencia Uruguay - Volumen 17 1:108-113 - enero/junio 2013 Agrociencia Uruguay

Control de Nosema ceranae en colonias de abejas (Apis mellifera) en
forestaciones de Eucalyptus grandis

Mendoza Yamandu?, Harriet Jorge?, Campa Juan?, Katz Helena?, Ramallo Gustavo*, Diaz-Cetti Sebastian?, Invernizzi Ciro®

Ynstituto Nacional de Investigacion Agropecuaria. Ruta 11 km 50, 70000, Colonia, Uruguay. Correo electrénico:
ymendoza@inia.org.uy

2Direccion de Laboratorios Veterinarios, Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca. Ruta 8 km, 17.500, 12100,
Montevideo, Uruguay

SFacultad de Ciencias, Universidad de la Republica. Igua 4225, 11400, Montevideo, Uruguay.

Recibido: 30/8/11 Aceptado: 29/6/12

Resumen

La nosemosis es una enfermedad causada por los microsporidios Nosema Apis y Nosema ceranae que afecta las funciones
digestivas de las abejas meliferas (Apis mellifera). N. ceranae fue descrito en A. mellifera en el afio 2005 y ha sido asociado
a una elevada mortandad de colonias en algunos paises del hemisferio norte. En Uruguay N. ceranae esta presente en todo
el territorio, mientras que es muy dificil encontrar a N. apis. La nosemosis se presenta indefectiblemente en las colonias que
se trasladan a las forestaciones de Eucalyptus grandis y puede ser la causa de las elevadas pérdidas registradas alli durante
elinvierno. En un apiario emplazado en una forestacion de E. grandis se evalué el efecto de dos dosis de fumagilina (400 y
200 mg/colonia) y del propoleos (3 g/colonia) sobre la infectacion por N. ceranae y el desarrollo poblacional en primavera. Se
encontrd que las colonias que recibieron 400 mg de fumagilina resultaron menos infectadas por N. ceranae que las del grupo
control (P<0,01), mientras que en las colonias que recibieron 200 mg de fumagilina la diferencia se dio con un nivel de
significancia marginal (P=0,09). Las colonias que recibieron extracto de propéleos no se diferenciaron de las del grupo control
en el nivel de nosemosis (P>0,10). En primavera las colonias que recibieron 400 mg de fumagilina presentaron una mayor
poblacion que las de los demas grupos (P<0,01). Este estudio muestra que la infectacion por N. ceranae incide en la
mortandad y tamafio de las colonias durante el invierno.
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Summary

Control of Nosema ceranae in Honey Bees (Apis mellifera) Colonies in
Eucalyptus grandis Plantations

Nosema disease is caused by the microsporidia Nosema apis and Nosema ceranae which affects the digestive functions of
the honey bees (Apis mellifera). N. ceranae was described in A. melliferain 2005 and it is associated with a high mortality of
colonies in some northern hemisphere countries. In Uruguay N. ceranae is present throughout the whole territory, while N. apis
is not easily found. Inevitably, Nosema disease is present in the colonies that are moved to the Eucalyptus grandis plantations,
and may be the cause of high colony losses recorded there during winter. The effect of two doses of fumagillin (400 and 200 mg/
colony) and propolis (3 g/colony) over N. ceranae, and the spring population development was evaluated in an apiary located
inan E. grandis plantation. Colonies that received 400 mg of fumagillin were less infected by N. ceranae than the colonies from
the control group (P<0.01), whereas for the colonies that received 200 mg of fumagillin the differences (P=0.09) were marginal.
Colonies that have received propolis extract did not differentiate from control colonies (P>0.10). The colonies that received 400
mg of fumagillin showed a larger population in spring than any colony from the other groups (P<0.01). This study shows that
N. ceranae infectation affects the mortality and size of the colonies in winter.
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Introduccion

La nosemosis es una enfermedad de las abejas melife-
ras (Apis mellifera) cuyos agentes causales son los mi-
crosporidios Nosema apis y Nosema ceranae. Ambas
especies de Nosema se reproducen en las células epitelia-
les del ventriculo de las abejas afectando las funciones di-
gestivas, lo que conduce a desnutricion, envejecimiento fi-
siologico, reduccion de las glandulas hipofaringeas y muer-
te prematura (Bailey y Ball, 1991; Fries, 1997; 2010). Mien-
tras N. apis fue descrito a principios del siglo pasado, N.
ceranae, cuyo hospedero original es la abeja asiatica Apis
cerana (Fries etal., 1996), fue encontrado en A. mellifera
en Espafia en el afio 2005 (Higes et al., 2006). Actualmente
N. ceranae se encuentra ampliamente distribuido en el
mundo (Higes et al., 2006; Klee et al., 2007; Huang et al.,
2007; Chen et al., 2008; Higes et al., 2009; Invernizzi et al.,
2009; Giersch et al., 2009; Fries, 2010).

Desde su descubrimiento N. ceranae ha acaparado la
atencion de investigadores y apicultores pues podria ser
una de las causas de la elevada mortandad de colonias
ocurridas en los Gltimos afios en Europa y Estados Unidos
(Stokstad, 2007; van Engelsdorp et al., 2009; Neumanny
Carreck, 2010; Potts et al., 2010). En este sentido, se ha
encontrado que N. ceranae seria mas virulento que N. apis
(Higes etal., 2007; Martin-Hernandez et al., 2007; Paxton
etal., 2007; Higes et al., 2008). Recientemente, Bromens-
henk et al. (2010) encontraron que la coinfeccion de las
abejas con N. ceranae y un virus iridiscente de invertebra-
dos (IIV), reportado por primera vez en abejas meliferas,
podria explicar la muerte por despoblamiento de colonias
en Estados Unidos, fendmeno que en ese pais se conoce
como Colony Collapse Disorder (CCD). Sin embargo, va-
rios estudios desestiman que N. ceranae sea el causante
de pérdidas masivas de colonias (Cox-Foster et al., 2007,
Chenetal., 2008; Gémez Pajuelo et al., 2008; Invernizzi et
al., 2009; Mayack y Naug, 2009; Forsgreny Fries, 2010).

La nosemosis es reconocida en Uruguay desde la dé-
cada de 1940, y al igual que en otros paises, hasta hace
pocos afios se creyo que el parasito responsable era N.
apis (Invernizzi et al., 2011a). Sin embargo, recientemente
Invernizzi et al. (2009) encontraron Ginicamente a N. cera-
nae en muestras de abejas infectadas representativas de
todas las regiones del pais. En este estudio también se
reportd la presencia de N. ceranae en una muestra de abe-
jas obtenida antes de 1990, siendo este el registro mas
antiguo de esta especie que se conoce en el mundo
(Paxton, 2010).
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En los Ultimos afios se han realizado andlisis molecula-
res de numerosas muestras de abejas de diferentes zonas
del pais detectando solamente a N. ceranae, con la Ginica
excepcion de una muestra proveniente del departamento de
Canelones donde N. apis se encontraba coinfectando la colo-
niajunto con N. ceranae. En base a estos resultados, actual-
mente se asume que en Uruguay la nosemosis tiene como
principal agente causal a N. ceranae (Invernizzi etal., 2011a).

En Uruguay la Nosemosis se presenta indefectiblemen-
te enlas colonias que se trasladan a las plantaciones co-
merciales de Eucalyptus grandis durante el periodo de flo-
racion entre febrero y mayo. En este sentido, Invernizzi et
al. (2011b) encontraron que colonias libres de nosemosis
trasladadas a una forestacion de E. grandis al comienzo de
la floracién presentaban sin excepcion la enfermedad al
tercer dia de instaladas con un promedio de 27,6% de pe-
coreadoras infectadas. Al final del periodo de floracion el
promedio de pecoreadoras infectadas alcanzé el 90,8%.
Los autores plantean que la nosemosis estaria implicada en
la elevada mortandad de colonias que suelen encontrar los
apicultores cuando dejan los apiarios en las forestaciones
durante lainvernada.

El antibiético fumagilina, que fue el tnico producto em-
pleado para controlar el parasito histérico N. apis (Fries,
1997), también es eficiente frente a N. ceranae (Williams et
al., 2008; 2011, Higes et al., 2011). De todos modos, Higes
etal. (2011) encontraron que la estabilidad de la fumagilina
es afectada por muchos factores y que su eficiencia depen-
de del vehiculo utilizado en las aplicaciones, concentracion
y el nimero de dosis que reciben las colonias. El uso de la
fumagilina no es legal en los paises europeos (Fries, 2010)
y en Uruguay esta restringido a los criaderos de reinas
(MGAP, 2010).

El prop6leos es una resina que las abejas colectan de
diferentes tipos de plantas y utilizan para tapar huecos y
grietas del nido, reforzar la base de los panales, y cubrir con
unafina capalas paredes del nidoy de los panales (Seeley
y Morse, 1976). Las propiedades antimicrobianas del pro-
poleosy el papel que tiene en lainmunidad de las colonias
han sido recientemente valorizados (Simone et al., 2009;
Evansy Spivak, 2010; Simone-Finstrom y Spivak, 2010).
El extracto alcohdlico de propdleos ha sido utilizado con
éxito en el control de la bacteria Paenibacillus larvae, agen-
te causal de la Loque Americana, tanto en estudios de cam-
po (Mlagany Sulimanovic, 1982; Antinez et al., 2008) como
de laboratorio (Bastos et al., 2008). También en condicio-
nes de laboratorio se ha utilizado el extracto de propdleos
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como acaricida frente al 4caro ectopardsito Varroa destruc-
tor con resultados positivos (Garedew et al., 2002; 2003).

Este estudio estuvo dirigido a determinar sila fumagilina
y el extracto alcohdlico de prop6leos reducen laincidencia
de la nosemosis en invierno y si afectan la poblacion de
abejas al inicio de la primavera en colonias emplazadas en
una forestacion de E. grandis.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el departamento de Rivera, Uru-
guay (31°10' S; 55° 39’ O) en un apiario emplazado en
febrero de 2008 en una forestacion industrial de E. grandis
para explotar la floracion de esta especie (febrero-abril). El
28 de abril se seleccionaron 42 colonias con reinas del
mismo origen y edad que presentaban similares niveles de
poblacion adultay area de cria.

Para medir la infestacion por N. ceranae de cada colo-
nia se maceraron conjuntamente los abdémenes de 60
abejas tomadas de la zona més alejada del nido de criaen
elinterior de la colmenay se determind el nimero promedio de
esporas por abeja utilizando un hemocitometro (Cantwell, 1970).
En base alos valores de infectacion las colonias fueron orde-
nadas de menos a mas infectadas y se dividieron en 10
grupos de cuatro colonias, escogiendo las colonias de cua-
tro en cuatro siguiendo el orden establecido. Las dos colo-
nias mas infectadas quedaron fuera de estos grupos. Pos-
teriormente, las colonias de cada uno de los 10 grupos se
repartieron entre los cuatro grupos de colonias experimen-
tales. Las dos colonias mas infectadas se asignaron a dos
de los grupos por sorteo. De este modo, se buscé que los
cuatro grupos de colonias tuvieran promedialmente simila-
res niveles de nosemosis.

La aplicacion de las dosis de fumagilina (Fugiprimdel
Laboratorio Apilab) y extracto de propéleos se realizé en
dos aplicaciones, los dias 9y 24 de junio, utilizando como
vehiculo 1,5 kg de jarabe de fructosa por colmena en cada
aplicacion. Para la preparacion del extracto de prop6leos
se mantuvo durante 15 dias 200 g de propéleos en 800 cc
de alcohol en un lugar fresco y oscuro, agitando fuertemen-
te el envase dos veces al dia. El propéleos utilizado fue
obtenido de colmenas del departamento de Colonia.

Se aplicaron dos dosis de fumagilina: una de 200 mg por
colonia siguiendo las recomendaciones del producto co-
mercial y otra de 400 mg por colonia buscando asegurar la
desinfeccion completa de las colonias. La dosis de extracto
alcohdlico de propdleos empleada fue de 3 g de prop6leos
por colonia, que fue la utilizada por Antlinez et al. (2008)
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para prevenir la infeccion por Paenibacillus larvae, agente
causal de la Loque Americana.

En junio se realizaron los siguientes tratamientos a cada
grupo de colmenas: 1) fumagilina (400 mg/colonia; 11 colo-
nias), 2) fumagilina (200 mg/colonia; 10 colonias), 3) propd-
leos (extracto alcohdlico, 3 g propdleos/colonia; 11 colo-
nias), 4) control (jarabe de fructosa; 10 colonias).

El 14 de agosto se evalud la nosemosis post-tratamiento
contando las esporas con la metodologia descrita anterior-
mente y se clasificaron las colonias en tres niveles: 1) sin
esporas, 2) con menos de 1 x 10° esporas/abejay 3) con
més de 1 x 10° esporas/abeja. El criterio de dividir las colo-
nias en base a un nivel de infectacion de 1 x 10 esporas/
abeja se hizo siguiendo a Somerville y Hornitzky (2007) y
Oliver (2008) quienes encontraron que a partir de ese valor
las colonias se ven afectadas y necesitan tratamiento.

Para evaluar el efecto del control invernal de la nosemo-
sis en el desarrollo primaveral de las colonias, el 5 de no-
viembre se midi6 la poblacién adulta de abejas y enbase aesta
informacidn se clasificaron las colonias en tres grupos: 1) muer-
tas, 2) déhiles (hasta cinco panales cubiertos por abejas) y 3)
fuertes (mas de cinco panales cubiertos por abejas).

El andlisis estadistico se realizo utilizando un modelo
lineal generalizado de datos agrupados en una escala ordi-
nal con distribucion multinomial. Los calculos se realizaron
empleando el procedimiento GENMOD de programa esta-
distico SAS estableciendo un nivel de significacion de 0,05.

Resultados

Las 42 colonias seleccionadas para el estudio presenta-
ron niveles de nosemosis muy variables, con un minimo
de 50.000 y un maximo de 2.750.000 esporas/abeja. Asi,
los cuatro grupos de colonias formados presentaron una
alta variabilidad interna en los niveles de infectacion: 1) fu-
magilina (400 mg/colonia): 368.182 + 468.654 esporas/
abeja 2) fumagilina (200 mg/colonia): 510.000 + 667.476
esporas/abeja, 3) propoleos: 400.000 + 379.473 esporas/
abeja, 4) control: 535.000 £ 807.964 esporas/abeja. No se
encontraron diferencias significativas entre los cuatro gru-
pos en el nivel de infectacion de las colonias (P > 0,10).

El nivel de infeccion de las colonias de los diferentes
grupos mostro diferencias significativas luego de aplicar los
tratamientos. Las colonias que recibieron 400 mg de fuma-
gilina se diferenciaron significativamente de las del grupo
control (P<0,01), mientras que las colonias que recibieron
200 mg de fumagilina mostraron diferencias con las del grupo
control, pero con un valor de significancia marginal (P=0,09).
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Figura 1. Distribucion de las colonias que recibieron tratamientos contra N. ceranae en junio segt’m el grado de infeccion
encontrado en agosto.
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Figura 2. Distribucion de las colonias que recibieron tratamientos contra N. ceranae en junio segun la poblacion adulta encontrada

en noviembre. Débiles: hasta cinco panales cubiertos por abejas. Fuertes: mas de cinco panales cubiertos por abejas.

Las colonias que recibieron extractos de propdleos nosedife- ~ que las del grupo control (P<0,01). En cambio no se halla-

renciaron de las del grupo control (P>0,10) (Figura 1). ron diferencias significativas en la poblacion de abejas adul-
La poblacion de abejas adultas en primavera varid entre tas entre las colonias que recibieron 200 mg de fumagilina,

las colonias de los diferentes grupos. Las colonias quereci- ~ propéleosy las de control (P>0,10) (Figura 2).

bieron 400 mg de fumagilina se encontraron més pobladas
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Discusién

Enlas condiciones en que se realizé el estudio, las apli-
caciones de 400y 200 mg de fumagilina por colmena redu-
jeron lainfestacion de N. ceranae al cabo de 60 dias, aun-
que el efecto de la dosis de 400 mg resulté mayor que el de
la dosis de 200 mg. En Canadé, Williams et al. (2008, 2011)
encontraron que las colonias que recibieron una aplicacion
de 190 mg de fumagilina en otofio estaban menos infecta-
das por N. ceranae en primavera que las colonias sin tratar.
En Espafia, Higes et al. (2011), probaron diferentes vehicu-
los, concentraciones y nimero de aplicaciones para sumi-
nistrar la fumagilina hallando que la dosis de 120 mg por
colonia en jarabe de azlcar repartidas en cuatro aplicacio-
nes semanales impide el despoblamiento y muerte de las
colonias por N. ceranae después de un afio. Constatar la
eficacia de la fumagilina en el control de N. ceranae en
Uruguay es un resultado muy importante para los apiculto-
res que poseen criaderos de reinas, ya que estan habilita-
dos para usar este antibiético para no ver afectada la pro-
duccion de material vivo. Este punto estaba en duda, ya que
algunos afios antes de ser detectado N. ceranae en las
abejas meliferas europeas Whittington y Winston (2003)
habian probado la ineficacia de este antibidtico frente a N.
bombi en los abejorros Bombus occidentalis. Como N.
ceranae se encuentra mas relacionado con N. bombi que
con N. apis (Shafer etal., 2009) se temia que la fumagilina
no pudiese controlar este patdgeno emergente de las abe-
jas meliferas.

En relacion a la accion del extracto de prop6leos en el
control de la nosemosis, no se encontraron efectos en las
condiciones en que se suministrd el mismo a las colme-
nas. De todos modos, la composicion del propéleos y su
capacidad como antiséptico varia mucho con el origen bo-
tanico de las resinas (Bastos et al., 2008). En este trabajo
no se identificé el origen botanico del propéleos utilizado.
Futuros estudios para determinar el potencial del extracto
de propdleos en el control de la nosemosis deben tener en
cuenta el origen botanico del mismo y variables como con-
centracion, nimero de aplicaciones y volumen total por
colonia.

La poblacién adulta de las colonias en noviembre fue
mayor en las colonias que recibieron una dosis de 400 mg
de fumagilina en relacién a las de los otros grupos, indican-
do que laintensidad de la infeccion por N. ceranae afecta
negativamente el desarrollo primaveral. El importante nd-
mero de colonias muertas (28%) considerando conjunta-
mente todos los tratamientos excepto la dosis de 400 mg de
fumagilina, coincide con la situacion descrita por los apicul-
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tores cuando dejan los apiarios en las forestaciones de E.
grandis luego de terminada la floracion otofial. Reciente-
mente, Invernizzi et al. (2011b) encontraron en una foresta-
cion de E. grandis una pérdida de 30% de las colonias del
apiario y un fuerte despoblamiento de las restantes a 80 dias
de culminada la floracién. En ese momento se encontrd
que todas las colonias tenian nosemosis con un promedio
de mas del 90% de las abejas pecoreadoras infectadas,
por lo que los autores atribuyen a N. ceranae la mayor
responsabilidad en el despoblamiento. En cambio, Willia-
ms et al. (2011) hallaron en Canada que colonias tratadas y
no tratadas con fumagilina en otofio se diferenciaban enla
intensidad de infectacion por N. ceranae en primavera, pero
no en su tamafio o en la proporcion de colonias muertas.

La pérdida de colonias por nosemosis pareceria ocurrir
solo en los casos en que las colonias permanecen en las
forestaciones de E. grandis durante el invierno, ya que es-
tudios recientes indican que colonias muy infectadas, retira-
das de las plantaciones inmediatamente después de culmi-
nada la floracién no sufren despoblamiento y llegan a la
primavera en muy buenas condiciones (Antinez et al.,
2011).

Considerando la prohibicion del uso de fumagilina en
apiarios destinados a la produccion de miel, se recomienda
alos apicultores retirar las colmenas de las forestaciones
de E. grandis una vez culminada la floracidn, evitando asi
pérdidas invernales de colonias por nosemosis.
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