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RESUMEN

Especies pertenecientes al género Nosema (Nosema apis y Nosema ceranae) infectan a abejas
meliferas, abejorros, y recientemente a abejas sin aguijon; cuyo rol en la polinizacion de flora
silvestre y cultivos de relevancia econdémica es de gran importancia. Por su consecuencia en las
abejas sin aguijon, la presencia de los microsporidios ha llamado la atencion tanto a nivel
econdémico como de conservacion. Por ello nuestro estudio pretende determinar la presencia y
prevalencia, ademas de la caraterizacion molecular de Nosema sp. en abejas sin aguijon de
Ecuador. Desde Agosto 2018 a Marzo 2019, se realizaron salidas de campo (sc) para la
recoleccion de un pool de muestras de abejas sin aguijon adultas por nido (n;), de meliponarios
(M) visitados en distintas comunidades (c) de la provincia de Orellana (Amazonia) (sc = 3, n; =
34, M =6, ¢c = 2) y de Loja (Sierra sur) (sc =2, n; = 48, M = 20, ¢ = 14). Por primera vez, se
detectd Nosema apis en abejas sin aguijon de Ecuador con una prevalencia del 4.88% (n; = 4/82).
Los géneros de abejas sin aguijon positivos a Nosema apis fueron Tetragonisca 25% (n; = 2/8) y
Scaptotrigona 25% (n; = 2/8) de la provincia de Orellana. Con el analisis filogenético basado en
la secuencia del gen RPB1 (297 pb) se confirmd la correspondencia de las muestras positivas del
estudio con la especie Nosema apis. Los factores de riesgo implicados en la presencia de N. apis
fueron la humedad y los géneros estudiados. Asi, este es el primer estudio que indica la presencia
Nosema apis en abejas sin aguijon de Ecuador y de Sudamérica, alertando no solo de las posibles
pérdidas econdmicas; sino y principalmente, sobre las repercusiones en la conservacién de abejas

sin aguijon.

PALABRAS CLAVE:
. ABEJAS SIN AGUIJON
o Nosema apis

. PCR DUPLEX

. GEN RPB1

. PREVALENCIA
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ABSTRACT

Species of genus Nosema (N. apis and N. ceranae) infect honey bees, bumblebees, and recently
stingless bees; whose role in the pollination of wild flora and crops of economic relevance is of
great importance. Because of its consequence in stingless bees, the presence of microsporidia has
attracted attention both economically and in conservation. Thus, our study aims to determine the
presence and prevalence, in addition to the molecular characterization of Nosema sp. in stingless
bees from Ecuador. From August 2018 to March 2019, field trips (sc) were made for the
collection of a pool of samples of adult stingless bees by nest (n;), of meliponarios (M) visited in
different communities (c) of the province of Orellana (Amazon) (sc =3, n; =34, M =6, ¢ = 2)
and Loja (Southern Sierra) (sc = 2, n; = 48, M = 20, ¢ = 14). For the first time, N. apis was
detected in stingless bees from Ecuador with a prevalence of 4.88% (n;= 4/82). The genus of
stingless bees positive to N. apis were Tetragonisca 25% (n; = 2/8) and Scaptotrigone 25% (n; =
2/8) from the province of Orellana. With the phylogenetic analysis based on the sequence of the
RPB1 gene (297 bp), the correspondence of the positive samples of the study with the N. apis
species was confirmed. The risk factors involved in the presence of N. apis were humidity and
the genera studied. Thus, this is the first study that indicates the presence of N. apis in stingless
bees from Ecuador and South America, not only warning of possible economic losses; but and

mainly, on the impact on the conservation of stingless bees.

KEY WORDS:

. STINGLESS BEE
o Nosema apis

. DUPLEX PCR

o PREVALENCE

° RPB1 GENE



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

Las abejas sin aguijon, meliponas o nativas son un grupo de insectos eusociales distribuidos
en las zonas tropicales (Schwarz, 1948) y subtropicales del mundo (Heard, 1999; Michener,
2007). En Ecuador, se distribuyen en la region litoral, sur-interandina y amazénica (Ramirez,
Urefia, & Camacho, 2012; Ramirez, 2016).

Las abejas nativas cumplen una funcion de vital importancia, al ser polinizadores generalistas
de la flora silvestre en el ecosistema del trépico (Hurtado Burillo, 2015). De igual manera, su rol
en la polinizacion de cultivos es de relevancia econémica, como el café (Heard, 1999), el tomate
(Del Sarto, Peruquetti, & Campos, 2005; Slaa, Sanchez, Malagodi-Braga, & Hofstede, 2006), y la
frutilla (Asiko, 2012; Brosi, 2009; Heard, 1999), representando un total del 60% de los cultivos
tropicales. Asi, la polinizacién mediada por estas abejas contribuye anualmente con miles de
millones de délares a la economia mundial (Brosi, 2009); ya que, con una eficiente explotacién
de recursos florales, y sus altas densidades poblacionales, son los actores principales del ciclo
nutritivo en los cultivos (Roubik, 1989).

Sin embargo, se ha indicado un declive global de la poblacion de polinizadores como, las
abejas meliferas (Goulson, Nicholls, Botias, & Rotheray, 2015), los abejorros (Potts et al., 2010)

y las abejas nativas (Gonzéalez-Varo et al., 2013), a consecuencia de los procesos de degradacion
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ambiental, que no solo provocan una vulnerabilidad de especies, sino de la biodiversidad en
general (Freitas et al., 2009; Potts et al., 2010; Reyes-Gonzélez et al., 2017).

Unos de estos procesos es la pérdida de bosques (Freitas et al., 2009; Potts et al., 2010); siendo
una gran amenaza para las abejas nativas (Brosi, Daily, Shih, Oviedo, & Durén, 2007), pues sus
nidos se localizan en cavidades de troncos de arboles y/o a nivel subterraneo (Brosi et al., 2007;
Freitas et al., 2009). También, las abejas meliferas disminuyen sus defensas por la exposicion a
productos quimicos y asi se facilita el ataque por diferentes parasitos (Pettis, VVanEngelsdorp,
Johnson, & Dively, 2012; Wu, Smart, Anelli, & Sheppard, 2012). La introduccién de especies
como la abeja melifera es otra amenaza, por un lado, genera una competencia por los recursos
alimenticios (Hurtado Burillo, 2015), y por otro, como se ha venido observando (Colla,
Otterstatter, Gegear, & Thomson, 2006; McArt, Koch, Irwin, & Adler, 2014), al interactuar entre
especies se pueden obtener resultados perjudiciales, como por ejemplo, durante el uso de recursos
florales (forrajeo) presentan un contacto fisico unas con otras (Ramalho, 1990), siendo asi una
fuente de introduccién (Porrini et al., 2017), dispersion y transmisién de agentes causales de
enfermedades relevantes a nivel econémico y de biodiversidad (McArt et al., 2014).

La nosemosis, es un calro ejemplo de estas enfermedades. Es una infeccion flngica de las
abejas meliferas cuyos agentes causales son los microsporidios del género Nosema, siendo
Nosema apis y Nosema ceranae (Charbonneau, Hillier, Rogers, Williams, & Shutler, 2016;
Nogueira Neto, 1997). Esta enfermedad produce la degeneracion del epitelio intestinal del
huésped (Rangel et al., 2016), problemas digestivos graves (Higes, Martin, & Meana, 2006;
Pacheco, 2008) e incluso la muerte (Nunes-Silva, Piot, Meeus, Blochtein, & Smagghe, 2016;

Rangel et al., 2016; Rasmussen & Cameron, 2007; Ravoet et al., 2014).
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...... Estudios evidencian una preocupacion a nivel global, con la deteccion de un incremento de
infecciones causadas por Nosema spp. en los polinizadores, tales como las abejas meliferas
(Charbonneau et al., 2016; Gisder et al., 2010; Gémez-Moracho, 2015; Klee et al., 2007),
abejorros nativos (Gonzéalez-Varo et al., 2013; Goulson et al., 2015), y recientemente en avispas y
abejas sin aguijon (Porrini et al., 2017). En Ecuador, se ha indicado la presencica de Nosema spp.
en abejas meliferas (Fuentes Hidalgo, 2017; Ortega —ojeda & Vivas Espinoza, 2015). Y un
informe reciente en tres provincias del norte de Ecuador, evidencia por primera ves la presencia

de Nosema ceranae en las abejas meliferas (Sandoval, 2018).

1.2 Justificacion del problema

El Ecuador al ser un pais mega-diverso, cuenta con una basta poblacién de polinizadores
(conocidos y no) (Reyes Sanchez, 2016), de estos las abejas sin aguijon vienen siendo estudiadas
en cuanto a la distribucion y diversidad de especies (Coloma, 1986; Garcia-Olivares et al., 2015;
Ramirez et al., 2012), asi como la caracterizacion de la miel de abejas sin aguijéon y la
comercializacion de esta (Arana Rodriguez & Beltran Apolo, 2015; Ramirez, 2016; Vit, Vargas,
Lépez, & Valle, 2015). Por el contrario, estudios sobre enfermedades en las abejas sin aguijon
son escasos en comparacion con los realizados en abejas meliferas, siendo la nosemosis una de
las mas estudiadas en estas abejas (Alvarez-Lopez, 2016; Fuentes Hidalgo, 2017; Maldonado
Yaguana, 2018; Sandoval Morejon, 2018; Vivas Espinosa, 2015). No obstante, en las abejas sin
aguijon se desconoce en gran parte y porque no decirlo en su totalidad los resultados negativos
provocados por la nosemosis (Agtiero et al., 2018; Porrini et al., 2017), perfilandose de este modo
como, un modelo clave en el analisis de la dispersion de patdgenos entre especies y sus

consecuencias (Rose, 1996; E. W. Teixeira et al., 2018).
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Ademas, considerando el gran impacto que tiene la nosemosis en la salud (el estado sanitario)
de los miembros de la Familia Apidae, de los que se tiene evidencia concreta (Mantilla Salazar,
2012), surge la necesidad de una deteccion precisa del agente causal con un diagnostico de
laboratorio eficiente (Joost, 2013; Shimanuki, 1992), siendo los métodos moleculares
recomendados por la World Organisation for Animal Health (OIE) al ser herramientas
especificas, sensibles (OIE, 2013, 2018), modernas y confiables (Ghosh & Weiss, 2009). De este
modo, se pretende aportar con informacion relevante a los meliponicultores y sobre todo a las
autoridades de sanidad animal y biodiversidad sobre la problematica sanitaria actual de las abejas
sin aguijon del pais, y con ello poder establecer medidas de tratamiento, control y prevencion,

evitando asi pérdidas de biodiversidad.

1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general
Determinar la presencia y caracterizar molecularmente Nosema sp. mediante PCR ddplex en

abejas sin aguijon (Hymenoptera: Meliponini) de las provincias de Orellana y Loja — Ecuador.

1.3.2 Obijetivos especificos
e Determinar la prevalencia de Nosema sp. por provincia a nivel de meliponario y nido, a
través de la aplicacion de una PCR duplex en abejas sin aguijon de las zonas de estudio.
e Caracterizar Nosema sp. por medio de analisis moleculares y bioinformaticos en abejas
sin aguijon.
e Determinar los posibles factores de riesgo implicados en la introduccion y/o

mantenimiento de Nosema sp. en las zonas de estudio.



CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Tribu Meliponini
2.1.1 Generalidades

Dentro del grupo de abejas corbiculadas, las abejas sin aguijon, nativas, o meliponas se
caracterizan por no tener un aguijon, lo que las diferencia de las abejas meliferas (Hurtado
Burillo, 2015). Las abejas sin aguijon son eusociales, es decir poseen un alto nivel de
organizacion exhibiendo una division de trabajo, en el cuidado cooperativo de la cria y la
superposicién de generaciones (S. . Ramirez et al., 2010). Las colonias estan formadas por una
Unica reina madre y una poblacién abundante de obreras (Brosi, 2009).

La arquitectura del nido asi como la disposicién de las celdas de la cdmara de cria difiere
entre especies (S. . Ramirez et al., 2010; Roubik, 2006). La ubicacion puede ser a nivel
subterrdneo o en cavidades internas de arboles, o de troncos secos (Arnold, Zepeda, Vasquez, &
Aldasoro, 2018; Baquero & Stamatti, 2007; Roubik, 2006). La entrada del nido esta fabricada de
materiales, como: cerumen (mezcla de cera y resina vegetal) (Arnold et al., 2018), propdleo o
geopropdleo (Michener, 2007; Roubik, 2006). Y su forma varia de acuerdo al tamafio de la
especie y puede incluso estar influenciada por condiciones climéticas (el nivel de exposicion:
sol/viento) (Franck, Cameron, Good, Rasplus, & Oldroyd, 2004). Al ingreso del nido se pueden

encontrar abejas guardianas encargadas de la vigilancia, que frente a una amenaza reaccionan
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diferente, por ejemplo: esconderse en el interior del nido, o reaccionar de manera agresiva
(Arnold et al., 2018).

El comportamiento de las abejas sin aguijon varia por ejemplo, especies de Meliponas al
sentir cerca a una persona, se retiran de la entrada hacia el interior del nido, presentando un
comportamiento timido y no defensivo (Roubik & Peralta, 1983). Sin embargo, especies como
Oxytrigonas presentan un comportamiento agresivo y defensivo, ellas lanzan secreciones
glandulares que contienen &cido férmico, produciendo quemaduras en la piel (Michener, 2007).
También, pueden dirigirse hacia diferentes partes de la cabeza como: el cabello, las orejas, los
0jos, o incluso la boca (Roubik, 2006).

La crianza de las abejas sin aguijon se denomina Meliponicultura, la cual ha venido siendo
practicada desde épocas pasadas, por indigenas y campesinos, empleando incluso colonias

artificiales para facilitar su manejo (Baquero & Stamatti, 2007).

2.1.2 Clasificacién taxonomica
La clasificacion taxondmica segun la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) de la tribu de abejas sin aguijon es:
Organismos celulares
Dominio: Eucariota
Reino: Metazoa
Subreino: Eumetazoa
Rama: Bilateria
Infrarreino: Protostomia

Superfilo: Ecdysozoa



Filo: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hymenoptera
Suborden: Apocrita
Superfamilia: Apoidea
Familia: Apidae
Subfamilia: Apinae

Tribu: Meliponini

La tribu Meliponini agrupa especies de caracter social perteneciente a la Subfamilia Apinae.
Esta cuenta con 19 tribus, de las cuales cuatro conforman el grupo de abejas corbiculadas, abejas
que poseen una corbicula o cesta de polen en la parte anterior de la tibia en la pata trasera
(Hurtado Burillo, 2015). Tales tribus son: Bombini (abejorros), Euglossini (abeja de la orquidea),

Apini (abeja de miel) y Meliponini (abeja sin aguijon) (Rasmussen & Cameron, 2007).

2.1.3 Origen y distribucion

Segun datos paleontoldgicos y biogeogréaficos, se ha considerado que el origen de las abejas
sin aguijon es en el continente africano (Amano, Nemoto, & Heard, 2000). Esta hipotesis tiene un
respaldo en que, sus especies primitivas con un sistema de aguijon bien desarrollado viven
exclusivamente en Africa (Wille, 1979). (Wille, 1979).

Las abejas sin aguijon estan distribuidas en los continentes de Africa, Asia, Australia y

America (Fig. 1), especificamente en las zonas tropicales y subtropicales (Arnold et al., 2018). En
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direccion al sur, su extension alcanza las regiones templadas (Tropico de Capricornio) y al norte

se extienden poco mas alla del Tropico de Cancer (Michener, 2007).

i
N
-u.-.\_:::(x‘.

Figura 1. Areas de distribucion de las abejas sin aguijon.
Fuente: (Arnold et al., 2018).

Hasta la fecha se han descrito cerca de 500 especies(Camargo & Pedro, 2013). Solo en
América central y del Sur, se conocen mas de 400 especies (Amano et al., 2000; Fernandez,
Zambrano, & Gonzalez, 2010). Donde, la mayoria de abejas habitan en bosques hdmedos,
concentrando su diversidad en la cuenca del rio Amazonas (S. . Ramirez et al., 2010). En Brasil,
existe un registro de 244 especies validas, y cerca de 89 formas no descritas (datos ain no
publicados), pertenecientes a 29 géneros (Camargo & Pedro, 2013; Pedro, 2014). En Ecuador, los
estudios referentes a la diversidad de abejas sin aguijén son escasos y no se ha podido estimar un
valor real de esta poblacion, pero se cree que debe ser elevada por los distintos ecosistemas. Por
otro lado, (Coloma, 1986) reportd para el Ecuador 73 especies, (J. A. Ramirez et al., 2012)

reportd cerca de 90 especies en el sur del pais.



2.1.4 Plagas y enfermedades

Antiguamente, casi nada se sabia sobre las enfermedades que podian afectar a las abejas sin
aguijon (Schwarz, 1948). Luego, mencionan que estas abejas son mas resistentes a las
enfermedades y parasitos que afectan normalmente a las abejas meliferas (Delfinado-Baker,
Baker, & Phoon, 1989). Y eventualmente, se comenzaron a describir algunas plagas de insectos y
acaros que atacan a los nidos de las abejas (Baquero & Stamatti, 2007; Nogueira Neto, 1997), por
ejemplo:
A. Foridos (Pseudohypocera kerteszi): Son moscas de tamafio reducido, que son atraidas
por el olor del polen de un nido. Al ingresar, colocan sus huevos en potes de alimento abiertos o
celdas de cria (Baquero & Stamatti, 2007). EI férido puede llegar a destruir totalmente la cria de
una colonia de abejas provocando la pérdida de esta (Brown, 1993).
B. Abejas ladronas (Lestrimelitta sp.): Abeja limén, Ilamada asi por el fuerte olor que
emanan las obreras al momento de un ataque. Son abejas pequefias, de color negro brillante, la
entrada del nido es tubular en forma de cuernos que cuelgan (Baquero & Stamatti, 2007).
C. Hormigas: Es un insecto que puede atacar un nido, provocando el desalojo de una colonia
de abejas (Baquero & Stamatti, 2007).
D. Acaros: Los &caros Pyemotes son parasitos de insectos, como las abejas meliferas
(Chmielewski, 1991) y de abejas sin aguijon (Nogueira Neto, 1997). Son viviparos, las hembras
se fijan a los hospederos (generalmente larvas o pupas), les inyectan una toxina; como resultado,
quedan paralizados y mueren (Macias-Macias & Otero-Colina, 2004). Después de una
infestacion, se tiene un desastre total; siendo un peligro potencial para insectos que viven en

nidos cerrados, como las abejas (Macias-Macias & Otero-Colina, 2004).
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Por otro lado, se conoce que patdgenos de las abejas meliferas pueden atacar a otros
miembros de la familia Apidae, como los abejorros (Plischuk et al., 2009), las avispas y las
abejas sin aguijon (Nogueira Neto, 1997; Nunes-Silva et al., 2016; Porrini et al., 2017).

Estudios (Garrido-Baildn et al., 2012; Nogueira Neto, 1997; Porrini et al., 2017) indican que, uno

de estos parasitos son los microsporidios del género Nosema.

2.2 Género Nosema
2.2.1 Generalidades

El género Nosema pertenece al grupo de los microsporidios eucariotes unicelulares (Tsai, Lo,
Soichi, & Wang, 2003). Los microsporidios son parasitos intracelulares obligados del reino Fungi
(Sinpoo, Paxton, Disayathanoowat, Krongdang, & Chantawannakul, 2018; Tsai et al., 2003),
formadores de esporas, con una amplia variedad de hospedadores, desde invertebrados (Tsai et
al., 2003) hasta vertebrados (Cruz Choappa & Cruz Choappa, 2018; Didier, 2005). Las especies
de Nosema generalmente infectan a invertebrados, como Amphipoda (Terry et al., 1999),
Orthoptera (Terry et al., 1999), Lepidoptera (Tsai et al., 2003) e Hymenoptera (Fries, Feng, da
Silva, Slemenda, & Pieniazek, 1996; Higes, Garcia-Palencia, Martin-Hernandez, & Meana, 2007;
Higes, Martin-Hernandez, Botias, et al., 2008; Joost, 2013). Dentro de las caracteristicas del
género Nosema estan, la carencia de organulos como: el aparato de Golgi, los peroxisomas y las
mitocondrias (en su lugar; estan los mitosomas) (Martin-Hernandez et al., 2012; Vavra, 1976), y
la presencia de ribosomas (coeficiente de sedimentacion 70S) (Weber, Bryan, Schwartz, &
Owen, 1994). El genoma de los microsporidios, en cuanto al tamafio es reducido y compacto,
posiblemente conservaron genes involucrados en la codificacion proteica para la obtencion de

nutrientes del hospedador y no para la sintesis metabdlica (Nakjang et al., 2013).
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Por otro lado, las especies del género Nosema que producen una gran afectacion econémica
son: Nosema bombycis Naegeli (Parasita el gusano de seda (Bombyx mori L.) (Gémez-Moracho,
2015)) y Nosema apis Zander y Nosema ceranae Fries (Parasitan las abejas de la miel (Apis

mellifera L. y Apis cerana Fab.) (Higes, Martin-Hernandez, Botias, et al., 2008)).

2.2.2 Clasificacion taxonémica

Segun la base de datos del NCBI, la clasificacion taxonémica de las especies de Nosema es:
Organismos celulares

Dominio: Eucariota

Reino: Fungi

Filo: Microsporidia

Suborden: Apansporoblastina

Familia: Nosematidae

Género: Nosema

Especie: Nosema apis, Nosema ceranae

2.2.3 Nosema apis

Nosema apis descrita hace méas de cien afios (Higes et al., 2007), es un parasito especifico e
historico de las abejas meliferas (Apis mellifera). Su ciclo de vida se completa en 3 a 4 dias. Las
esporas son cuerpos ovales de 4 a6 umy 2 a 4 um de largo y ancho respectivamente. En general,
no se considera muy virulenta, pero se cree que provoca una pandemia. Disminuye la vida de las
obreras y debilita las colonias altamente infectadas, causando un dafio econdmico significativo

(Klee et al., 2007).
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2.2.4 Nosema ceranae

En 1994 en Beijing-China, fue detectado Nosema ceranae en una abeja melifera de Asia
(Apis cerana). Las esporas son levemente mas pequefias que las de N. apis siendo cuerpos ovales
deda7pumy2a7pumde largo y ancho cuando estan vivas. Por morfologia, es similar a N. apis,
sin embargo difieren a nivel gendmico y de hospedero. N. ceranae puede infectar algunas
especies de polinizadores de los géneros Apis (A. mellifera, A. cerana, A. florea, A. kochevnikovi
0 A. dorsata) y Bombus (Gémez-Moracho, 2015). A pesar de las coinfecciones N. ceranae se ha
convertido en la especie dominante en muchas regiones del mundo, lo que sugiere que puede ser
un mejor competidor que N. apis (Charbonneau et al., 2016). Y ademas, se ha demostrado que N.

ceranae es mucho més virulenta que N. apis (Klee et al., 2007).

2.2.5 Ciclo biol6gico de Nosema spp.

El ciclo biolégico de los microsporidios es similar en el grupo de abejas (Fig. 2). Como
primer paso esta la ingesta de esporas, seguido, estas germinan favorecidas por las condiciones
fisico-quimicas del ventriculo luego de 10 minutos de su ingreso, infectando de manera
especifica las células epiteliales aprovechando su elevada actividad metabdlica (Fries et al., 1996;
Gomez-Moracho, 2015). Mediante la acumulacion de presion en la espora, el filamento polar
hueco emerge y penetra en la pared de la celula epitelial, permitiendo que el esporoplasma (con
sus dos nucleos) ingrese a la célula para madurar y convertirse en meronte (célula madre).
Posterior a la infeccion (24 horas), los merontes realizan divisiones nucleares y citocinesis para
ser merozoitos. Luego, estos con divisiones sucesivas maduran a esporontos (poseen material
denso depositado externamente sobre la membrana plasmatica) y con una ultima division se

transforman en dos esporoblastos (esporas inmaduras) (Fries, 1993; Gomez-Moracho, 2015).
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Finalmente, las esporas salen por medio de las heces de la abeja, generando una nueva fuente de

infeccion por las actividades de limpieza y alimentacion de las colonias (Chen et al., 2009).

MEROGONY

Figura 2. Ciclo bioldgico de Nosema spp.
Fuente: Springer Life Sciences.

El tiempo que toma en completar el ciclo de desarrollo de los microsporidios, desde su
ingesta hasta la expulsion es de 48 a 60 horas (Fries, 1993). Se ha demostrado que, dentro de dos
semanas posteriores a la infeccion inicial es posible encontrar dentro del intestino medio entre 30

a 50 millones de esporas.
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2.3 La nosemosis
2.3.1 Generalidades

La nosemosis es una grave enfermedad de las abejas meliferas en estado adulto (Rangel et al.,
2016). Tradicionalmente, la nosemosis tipo A hace referencia a la infeccion de N. apis en Apis
mellifera, pero con la aparicion de N. ceranae en este hospedador se propuso la hosemosis tipo C
(Gémez-Moracho, 2015). En la aparicion de la enfermedad, el potencial bidtico de N. apis y N.
ceranae juega un rol importante. En el caso de nosemosis de tipo A, la proliferacion se da en
temperaturas moderadas y una susceptibilidad a valores elevados, explicando asi su prevalencia
en areas templadas y neotropicales mayor y menor respectivamente (Gémez-Moracho, 2015). Por
otro lado, en el caso de la nosemosis de tipo C tiene la capacidad de un desarrollo a distintas
temperaturas, logrando de esta manera, una infeccién en todo el afio (Martin-Hernandez et al.,

2012), provocando una falta de patrdn estacional de la enfermedad (Gomez-Moracho, 2015).

2.3.2 Sintomas y efectos

El érgano de mayor afectacion es el intestino o ventriculo (Rangel et al., 2016). Un érgano
infectado, por lo general cambia de aspecto, ya que es lastimado lo que conlleva a una
inflamacién, deformaciones, flacidez, pierde su tono muscular, se torna de color blanco-lechoso,
a diferencia de un érgano sano, el cual es turgente y de color verde-amarillo (Pacheco, 2008;
Ravoet et al., 2014). Con frecuencia, un sintoma detectado son manchas de diarrea de color
marron oscuro con olor desagradable en el interior de la colmena (Cruz Choappa & Cruz
Choappa, 2018). También, es frecuente observar abejas sin poder volar, en el suelo y en los
alrededores de la colmena encontrar un nimero excesivamente alto de abejas muertas con gran

volumen abdominal (Pacheco, 2008).
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Las colonias de abejas meliferas y todos sus miembros se infectan, incluyendo, abejas obreras
adultas, zanganos y reinas (Chen et al., 2009). Podemos mencionar algunos impactos negativos
en la salud de la abeja como disenteria (Pacheco, 2008), vidas acortadas (Suwannapong,
Maksong, Seanbualuang, & Benbow, 2010), disminucién de la poblacion obrera, exceso de reinas
infectadas y disminucién del tamafio de la colonia (Goulson et al., 2015; Wu et al., 2012). Sin
embargo, hay que diferenciar los efectos negativos que producen en las abejas cada especie de
Nosema:

e EIl efecto de N. apis es a nivel de tejido/especifico, es decir, s6lo se reproduce en el

intestino medio (células epiteliales), por ende la mayoria de efectos tienen relacion con el

deterioro y debilidad del estado nutricional (Joost, 2013).

e El efecto de N. ceranae involucra una respuesta del sistema inmune de la abeja melifera,
puesto que en el estudio realizado por Antendz et al., (2009), la expresién de varios genes,
tales como abaecina, glucosa deshidrogenasa, himenoptaecina (péptido antimicrobiano) y
vitelogenina (proteina involucrada en la reproduccion y longevidad de las abejas)
disminuya significativamente.

Generalmente, en las abejas meliferas se presentan algunos efectos negativos tanto en la

fisiologia como en su produccién (Pacheco, 2008) (Tabla 1).
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Tabla 1
Efectos negativos de la nosemosis en abejas meliferas.
A nivel de abeja A nivel de la produccion
e Alteracion del metabolismo e Disminucion de la poblacién colmenar.

Con una disminucion del proceso digestivo de
proteinas (polen) su reserva energética es baja y

Disminucién de la produccién de miel.
Mayor consumo de reservas energéticas durante el

reduce la longevidad de la especie. invierno o periodo de encierro y baja cantidad
o Atrofia de las glandulas hipofaringeas. para el siguiente periodo estacional.
e Anemia e Produccién nula de jalea real, como consecuencia
e Problemas con la reina no se produce reinas de buena calidad o larvas

Ovarios atrofiados, disminuyendo la cantidad de saludables

postura.

2.3.3 Transmision de la enfermedad

La via principal de transmision de la nosemosis, de abeja a abeja es fecal-oral (Rangel et al.,
2016), mediante la ingesta de alimentos y agua contaminada con las esporas, de igual manera por
las tareas de limpieza o profilaxis (Fries, 1993; Gdmez-Moracho, 2015; OIE, 2013). También, la
contaminacion fecal tanto de la cera como de los panales para el crecimiento de la cria, y de otras
superficies de la colmena, llegan a ser un indculo suficiente para que la enfermedad se transmita a
la proxima generaciéon de abejas (OIE, 2013, 2018). Por otro lado, se ha informado de otras
fuentes de transmisién de esporas de especies de Nosema, como por ejemplo, la deteccion de
esporas de N. ceranae en canastas de polen, las cuales mostraron una infectividad luego de una
infeccion artificial de abejas adultas libres de Nosema (Higes, Martin-Hernandez, Garrido-Bailon,
Garcia-Palencia, & Meana, 2008).

Un aspecto importante es la viabilidad de las esporas, en las heces pueden estar viables por un
periodo de entre uno a tres afios, incluso las esporas pueden permanecer infectivas cerca de
cuatro meses al estar inmersas en la miel de produccién; no obstante, disminuyen su viabilidad
luego de tres dias al estar a la temperatura de la colmena; en cambio, en el suelo y sombra pueden

permanecer por dos meses Y en los cadaveres de abejas infectadas por 20 dias (OIE, 2013, 2018).
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2.3.4 Control, tratamiento y prevencion

El control de la enfermedad debe orientarse a la erradicacion del agente causal, Nosema spp.
y los factores contribuyentes a su desarrollo (Pacheco, 2008). La inactivacion de las esporas
partiendo del material infectado de la colmena; es decir la superficie y los panales, puede ser
mediante temperatura a 65°C por 15 minutos o con quimicos como &cido acético (OIE, 2013,
2018). El tratamiento con empleo de quimicos es poco recomendable por la prohibicién de su uso
en varios paises, ademas de la afectacion a la salud de las abejas como la fumagilina (Giannini et
al., 2015; Pettis et al., 2012; Potts et al., 2010). Actualmente, estd en investigacién nuevos
compuestos de origen vegetal como alternativas de control, Maistrello et al., (2008) mostr6 en su
estudio que abejas alimentadas con timol y resveratrol (fitoalexina de uvas), presentaron tasas de
infeccion significativamente bajas con respecto a colmenas sin tratar.

La prevencion de la enfermedad involucra buenas practicas de manejo, como el recambio
anual de reinas y marcos viejos, ademas de un adecuado manejo higiénico de la colmena (FAO,
2018). También, se recomienda ciertas medidas de manejo como: desinfectar el material usado en
cada colmena, limpiar las colmena al final del invierno, realizar examenes de laboratorio

regularmente (Joost, 2013; Pacheco, 2008).

2.3.5 Técnicas de diagndstico
Con un diagnéstico en campo, Unicamente se puede observar cambios de coloracion que
presenta el tubo digestivo, generdndose la necesidad de un diagndstico mediante técnicas de

laboratorio (Joost, 2013). La deteccion de nosemosis puede ser a través de un analisis
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microscopico tradicional (FAO, 2018), microscopia electrénica (Ghosh & Weiss, 2009) o

métodos moleculares (Klee et al., 2007; OIE, 2013, 2018).

2.3.5.1 Microscopia Optica y microscopia electronica de transmision (TEM)

Todos los microsporidios producen una espora resistente al medio ambiente que es capaz de
liberar un filamento polar interno enrollado (tubo polar) en la célula hospedadora; este caracter es
identificado por medio de TEM como diagnostico tradicional. Sin embargo, es poco sensible,
debido a la pequefia cantidad de tejido que se puede examinar y la falta de sefial de amplificacion
(Ghosh & Weiss, 2009). La microscopia Optica como método de diagnostico también se ha
desarrollado, es mas rapido y mas sensible que TEM, pero se necesita personal con experiencia

para una interpretacion exitosa.

2.3.5.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las esporas de Nosema sp. son similares y dificilmente pueden distinguirse por microscopia
Optica, por lo que a falta de caracteristicas morfolGgicas claras para el reconocimiento de
especies, requiere de técnicas que usan marcadores moleculares para facilitar el diagnostico e
identificacion de microsporidios de abejas (Ghosh & Weiss, 2009).

La PCR es un ensayo enzimatico (Garibyan & Avashia, 2013; Rahman, Uddin, Sultana,
Moue, & Setu, 2013), basado en la amplificacion de un fragmento o secuencia especifica de
ADN millones de veces, generando un producto de miles de copias de ADN (Garibyan &
Avashia, 2013). En la reaccion se emplean componentes como: la ADN polimerasa, un juego de
primers (forward-reverse), los nucleotidos, el buffer de reaccion, el cloruro de magnesio (MgCly)

o0 el sulfato de magnesio (MgSQO,) vy el agua libre de nucleasas y DNasas (De Dios, Ibarra, &
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Velasquillo, 2013). La enzima clave es la ADN polimerasa, que une los nucleotidos individuales
para formar el producto de PCR, estos actian como bloques de construccion utilizados por la
enzima para crear el producto de PCR (Rahman et al., 2013). Los primers son fragmentos cortos
de ADN con una secuencia definida complementaria al ADN objetivo que se debe detectar y
amplificar (Garibyan & Avashia, 2013). La ventaja de esta técnica es la poca cantidad de ADN
que se necesita obteniendo un gran numero de copias de fragmento deseado (De Dios et al.,
2013). La utilidad de la técnica en diagnostico, se evidencia por la facilidad de identificacion de
un organismo patégeno causante de enfermedades con una mayor probabilidad (Garibyan &
Avashia, 2013; Ishmael & Stellato, 2008). La técnica de PCR proporciona un diagnéstico muy
sensible para detectar la infeccion por microsporidios porque permite la deteccion del parésito a
niveles muy bajos de infeccion y puede revelar todas las etapas de su ciclo de vida.

Existen variantes de la PCR convencional, siendo la PCR multiplex quien brinda una mejora
significativa a la técnica convencional. En el desarrollo de la variante de PCR, se realiza una

incorporacion maltiple y simultanea de pares de primers (Martin-Hernandez et al., 2012).

2.4 Factores de riesgo

En epidemiologia, riesgo hace referencia a la probabilidad de ocurrencia de una patologia en
una poblacién determinada (De Almeida, Castiel, & Ayres, 2009). EIl termino de riesgo, a su vez
implica que la presencia de un factor o caracteristica puede incrementar la probabilidad de
adversas consecuencias (Pita-Fernandez, Vila, Carpente-Montero, & Montero, 1997).

Un factor de riesgo es cualquier variable, caracteristica o circunstancia asociada al incremento
de la probabilidad de padecer, desarrollar o estar expuesto a una enfermedad determinada (De

Almeida et al., 2009; Pita-Fernandez et al., 1997). Estos factores de riesgo pueden ser de caracter
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biologico, ambiental, de comportamiento, socio-cultural, econémico, entre otros. Pueden incluso
aumentar el efecto aislado de cada uno de ellos produciendo un fenémeno de interaccién (Pita-

Ferndndez et al., 1997).

2.5 Sistema de hipotesis

Ho: No existe la presencia de Nosema sp. infectando abejas nativas en las provincias de Orellana
y Loja — Ecuador.

Hi: Existe la presencia de Nosema sp. infectando abejas nativas en las provincias de Orellana y

Loja — Ecuador.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Fase de campo
3.1.1 Zonas de estudio

La presente investigacion formo parte del proyecto de sinergia “Mejoramiento de la
meliponicultura en Ecuador, a través de investigacion cientifica aplicada, transferencia de
tecnologia y capacitacion”, el cual abarc6 dos provincias del Ecuador, Orellana (region
amazonica) y Loja (region sur interandina); las mismas que fueron contempladas como zonas de
estudio en la investigacion.

En el periodo de Agosto 2018 a Marzo 2019, se realizaron cinco salidas de campo a distintas
comunidades (Anexo N° 1), en la provincia de Orellana (3 salidas, 2 comunidades) y Loja (2

salidas, 14 comunidades).

3.1.2 Estimacion del tamafio muestral

En el desarrollo del estudio, para estimar un 6ptimo tamafio muestral (n) y que los resultados
sean significativos, se consideraron algunos prerrequisitos basicos para el célculo:
I. 1-a, es el nivel de confianza de la prueba y Z su coeficiente. La eleccion es arbitraria, pero

generalmente el criterio mas corriente es: 1-a del 95% y Z = 1,96.
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I. d, es el nivel de sensibilidad en el estudio. La precision absoluta es del 95% y un error
maximo admitido de d = 0,05 (5%).
[11. p, es la proporcion o frecuencia esperada. En este caso es p = 0.2 (20%).
EC. 1, 2:

_Z?xpx(1—p) _ N=xn
n= no_N+n

d2

Aplicando los valores antes descritos en la EC. 1, se obtuvo un total de 246 meliponarios.
Sin embargo, al conocer el nimero total estimado de meliponarios (N) reportados por el
técnico del proyecto y un informe de capacitaciones impartidas a productores por la Direccion
Provincial Agropecuaria de Loja, se calculd el nimero estimado de muestras reales (n,) por

provincia con la EC.2, obteniendo un total de 63 meliponarios (Tabla 2).

Tabla 2
Tamarfio muestral 6ptimo de meliponarios.

Provincia Numero total (N) Numero corregido (n,)

Orellana 10 9
Loja 70 54
Total 80 63

En cada meliponario (M), la seleccion de o los nidos centinela (n;) (unidad epidemiolégica)
fue realizada por un muestreo simple al azar, procurando colectar por lo menos muestras de un

nido de cada especie de abejas sin aguijon presente, y de cada nido Unicamente abejas adultas.

3.1.3 Levantamiento de informacion base
El proyecto de sinergia conto con un técnico de Campo, quien realizo el contacto con los

meliponicultores y/o representantes de asociaciones o grupos de meliponicultura para la
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planificacién de reuniones de trabajo. En estas reuniones, se dio a conocer el objetivo de la
investigacion, una breve introduccion al tema y el alcance del proyecto.

Asi también, se levantd la informacion base sobre la ubicacion de meliponarios de cuyos
productores presentaron interés en formar parte del proyecto. De esta manera, con la informacién
recolectada se elaboré un cronograma de trabajo, indicando la fecha de visita a cada

meliponicultor.

3.1.4 Muestreo
3.2.1.1 Aplicacion de encuestas técnico — sociales

Durante la visita al meliponicultor, se aplicd una encuesta técnico - social (Anexo N° 2), con
el fin de obtener una basta informacion para el muestreo, y ademas conocer sobre el estado
sanitario de las abejas sin aguijon y la presencia de posibles factores de riesgo relacionados a

enfermedades.

3.2.1.2 Geo- referenciacion y registro de nidos

Al tener seleccionado el o los nidos a muestrear después de haber realizado la encuesta, se
procedid a su geo-referenciacion con ayuda del equipo Sistema de Posicionamiento Geogréafico
(GPS). También, se aplicé un registro (Anexo N° 2), en donde se tomaron datos de las

caracteristicas del nido.

3.2.1.3 Colecta de muestras
En la toma de muestras, con ayuda de una red entomolodgica se realizo la captura de un pool

de abejas sin aguijon (nimero aproximado de entre 4 y 30 individuos) por nido y se coloco las
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abejas en tubos cdnicos de plastico de 15 mL que contenian etanol al 70%, para conservar las
muestras y su uso posterior en andlisis moleculares. Después, se rotularon los tubos con el
cédigo: HIN1EM (H: Hacienda, N: Nido, EM: Ensayo molecular) y lugar y fecha de
recoleccion. Finalmente, se colocaron las muestras dentro de una hielera refrigerada hasta su
transporte al laboratorio, lugar en donde, se tomaron y almacenaron todas las muestras a 4° C

hasta su analisis.

3.3 Fase de laboratorio
3.3.1 Extraccién de ADN

Se utilizo el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification con su protocolo descrito en
el inserto. Se adicion6 600 ul de Nuclei Lysis Solution fria a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL que contenia de 8 a 10 abddémenes de abejas (en algunos casos se tomd menos de 8 abejas).
Se trituraron los abdémenes con la ayuda de un palillo estéril e incubaron a 65° C durante 30
minutos. Luego, se afiadi6 17.5 pl de proteinasa K de 20 mg/mL e incub6 a 55° C por 3 horas con
una inversion cada 30 minutos. Seguido, se afiadié 3 ul de RNase mezclando por inversién varias
veces Yy se incub6 durante 15 minutos a 37° C. El lisado se enfrié 5 minutos antes de incubarlo a -
20° C toda la noche. Después, al lisado a temperatura ambiente se agregé 200 ul de Protein
Precipitation Solution, se agité vigorosamente por vortex durante 20 segundos, se enfrié en hielo
por 5 minutos y se centrifugd durante 4 minutos a 16.000 g. Cuidadosamente, el sobrenadante
(contiene el ADN) se retird y transfirid a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL que
contenia 600 pl de etanol absoluto (grado molecular). Se mezclé suavemente por inversion hasta
que las hebras blancas de ADN formen una masa visible y se centrifugd durante 1 minuto a

16.000 g. Se descarto con cuidado el sobrenadante, se agrego 600 ul de etanol al 70%, se invirtié
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suavemente el tubo varias veces para lavar el ADN vy se centrifugé durante 1 minuto a 16.000 g.
Se aspir6 el etanol y se invirtio el tubo en papel absorbente limpio para dejar secar al aire el pellet
por 15 minutos. Finalmente, a la muestra de ADN se agreg6 entre 30 a 100 pl de DNA
Rehydration Solution, se incubé durante toda la noche a 4° C y se almacen6 a —20° C hasta su uso
posterior. Todas las centrifugaciones fueron realizadas a temperatura ambiente.

Luego, por medio de espectrofotometria con ayuda del equipo NanoDrop Genova Nan —
Jenway (Thermo SCIENTIFIC), se medio6 la concentracion en pg/mL de las muestras de ADN
obtenidas, asi también la calidad y la pureza de estas mediante la relacion de absorbancias
260nm/280nm, cuyo valor 6ptimo se encuentra entre 1.6 — 2 indicando una calidad aceptable para
ADN (Buckingham, 2012). Ademas, la integridad del ADN se observo a través de electroforesis
en gel de agarosa al 0,8% en buffer TBE 1X durante 1h a 120V, y su revelado por medio del

Fotodocumentador Bio Rad ChemiDoc ™ XRS.

3.3.2 PCR duplex

Para detectar la presencia de Nosema sp., se utilizaron los pares de primers indicados en la
Tabla 3, en conjunto con el protocolo de PCR duplex desarrollado por Sandoval Morejon (2018)
para amplificar dos regiones del gen de la subunidad mayor de ARN polimerasa Il (RPB1), una
por especie de Nosema, y se emplearon controles positivos para N. apis y N. ceranae procedentes
del trabajo de investigacion mencionado.

Cada reaccion fue llevada a un volumen final de 25 pL, con el agua del tipo UltraPure ™
DNase/RNase-Free Distilled Water y la Taqg polimerasa (Marca abm), se llevo a cabo el

ensamblaje de la PCR duplex con las condiciones de reaccion detalladas en la Tabla 4.
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Tabla 3
Detalle del conjunto de primers.
Nombre del . ms s Especie a Tamafno del
primer Secuencia (57->3) identificar fragmento
NosaRNAPol-F2 ~ AGCAAGAGACGTTTCTGGTACCTCA Nosema apis 297 pb
NosaRNAPol-R2 CCTTCACGACCACCCATGGCA
NoscRNAPol-F2 TGGGTTCCCTAAACCTGGTGGTTT
NoscRNAPol-R2 TCACATGACCTGGTGCTCCTTCT Nosema ceranae 662 pb
Tabla 4
Condiciones de reaccion para la PCR duplex.
Reactivos Unidad Stock Concentracion Final Volumen (pL)
H,O L - - 13.00
Buffer X 10.00 1.00 2.50
NosaRNAPol-F2 UM 10 0.50 1.25
NosaRNAPoI-R2 UM 10 0.50 1.25
NoscRNAPol-F2 UM 10 0.40 1.00
NoscRNAPol-R2 UM 10 0.40 1.00
MgSO, mM 25 1.75 0.25
DNTPs UM 40.00 0.80 0.50
Taq U/uL 5.00 1.250 0.25
ADN ngr 100 100 4
Volumen Total 25.00

Después, la reaccion se realizd en un Termociclador, cuyas condiciones de amplificacion
fueron 1 min de desnaturalizacién inicial a 95° C, 40 ciclos de: desnaturalizacién (1 min a 94° C),
annealing (1 min a 67° C), y extension (1 min a 72° C), y extension final 10 min a 72° C. El
producto de PCR se observo por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE
1X durante una 1h a 120V y el revelado fue mediante un Fotodocumentador Bio Rad ChemiDoc
™ XRS. En la confirmacion de positivos detectados mediante una PCR duplex, se realizd una
PCR simple (convencional) empleando un solo par de primers, con modificaciones en las
condiciones de reaccion (Tabla 5) y unicamente el cambio de namero de ciclos a 35, en las

condiciones de amplificacion de la PCR.
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Tabla 5
Condiciones de reaccion para la PCR simple.
Reactivos Unidad Stock Concentracion Final Volumen (pL)
H,O uL - - 14.88
Buffer X 10.00 1.00 2.50
NosXRNAPol-F2 UM 10 0.50 1.25
NosXRNAPol-R2 UM 10 0.50 1.25
MgSO, mM 25 2 0.50
DNTPs ny 40.00 0.80 0.50
Taq U/uL 5.00 0.625 0.13
ADN ngr 100 100 4

Volumen Total 25.00

3.3.3 Andlisis filogenético

Previamente, los productos de PCR obtenidos se purificaron con el Kit comercial Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System, siguiendo las recomendaciones del inserto. Luego, se
enviaron las cuatro muestras para su secuenciacion en direccion forward y reverse a la empresa
Macrogen, en Corea.

De los resultados obtenidos, los cromatogramas (forward y reverse) de cada secuencia (M12,
M16, M54, M55), inicialmente fueron depurados en el programa MEGA version 6.0 y se realizé
el ensamblaje en Ugene version 1.22.0, obteniendo una secuencia consenso (contig) de cada
muestra. Cada secuencia consenso obtenida se compar6 con secuencias depositadas en la base de
datos GenBank empleando el programa online Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), y
se descargaron las secuencias mas representativas. Seguido, se alinearon y cortaron las 19
secuencias en MEGA version 6.0, para obtener un alineamiento multiple de 297 pb. De esta
manera, con las secuencias de la region del gen RPB1 se construyd un arbol filogenético

utilizando en método de evolucién de Maximun Likelihood (ML) con el modelo Kimura 2
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pardmetros y un soporte de 1.000 repeticiones (bootstrap). Las especies Trachipleistophora

hominis y Vittaforma corneae fueron los grupos externos (outgroup).

3.4 Andlisis estadistico
3.4.1 Estadistica descriptiva

Con la informacién recolectada tanto en las encuestas técnico-sociales como en los registros
se elabord una base de datos, y empleando el software de acceso libre Epi Info se analizé la
distribucion de la muestra de: meliponarios en funcion de la provincia y canton, y nidos en
funcion del meliponario. Para observar la presencia 0 no de sesgos que podrian afectar el

resultado del estudio.

3.4.2 Estadistica analitica
3.4.2.1 Prevalencia

Con los resultados de la prueba de PCR duplex, se obtuvo la prevalencia puntual (expresado
como porcentaje de muestras positivas sobre el total de muestras analizadas con un nivel de
confianza del 95%) de Nosema sp. en abejas sin aguijon por provincia a nivel de meliponario y

nido.

3.4.2.2 Factores de riesgo

La informacion tanto de las encuestas técnico-sociales como de los registros, proporcionaron
los factores de riesgo que pueden influir en la presencia 0 no de Nosema sp. en las abejas sin
aguijon. Las variables se agruparon de acuerdo a su correspondencia en: elementos climaticos

(temperatura, humedad), factores geograficos (altitud), caracteristicas de las abejas (género),
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procedencia del nido (original, colecta, multiplicacién), tipo de nido (natural, caja), ubicacién del
nido (cerca de casa, bosques, cultivos, fuentes de agua, animales), presencia de abejas meliferas
(10m, 100m, 1000m), practicas de manejo (produccion de derivados, uso de material de
extraccion de derivados, conocimiento de nosemosis). Todas estas variables fueron tomadas
como variables independientes y la variable dependiente fue la presencia de Nosema spp. El
andlisis de los datos (tanto las variables asi como sus interacciones) se realizaron mediante un
GLM (General linear model - univariable) con el software IBM SPSS. Se aceptaron como
factores de riesgo las variables cuyo p-valor era < 0.05; el cual indica una asociacion de las

variables con una diferencia significativa.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Distribucion de muestras de trabajo
4.1.1 Distribucion de meliponarios

De un total de M = 90 existentes en los cantones de estudio, se muestreo un 28.89% (M =
26/90). Los meliponarios visitados en el canton Fco. de Orellana fue el 60% (M = 6/10) de la
poblacidn total existente, en el canton Pindal la muestra representd el mayor porcentaje de todos
los cantones de Loja (45%, M = 9/20). En el canton Celica se obtuvo un 25% (M = 5/20), y en el
canton Puyango se obtuvo un 15% (M = 6/40) (Anexo N° 3). Las muestras de Fco. de Orellana,
Pindal y Celica se consideraron significativas al ser mayor al 25% de la poblacion total. Sin
embargo, en el caso de Puyango, la muestra no fue representativa debido a la poca apertura de los
productores para su participacion en el estudio. Dentro de la muestra de trabajo (M = 26), no se
observo sesgos en su distribucion, pues el cantdon Pindal obtuvo el maximo porcentaje de
muestreo 34.62% (Anexo N° 3). De igual manera, este resultado se debi6 a la elevada

participacion de los productores en el estudio.

4.1.2 Distribucion de nidos
Se muestreo un 24.26% (n; = 82/338) de la poblacion total existente de nidos en los
meliponarios visitados. Se recolecto un 72.34 % (n; = 34/47) en Fco. de Orellana, un 16.78 % (n;

= 24/143) en Pindal, un 13.64 % (n; = 12/88) en Celica, y un 20% (n; = 12/60) en Puyango
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(Anexo N° 3). En la distribucién de nidos por cantones, se observé el mayor porcentaje (41.46%)
de nidos recolectados en Fco. de Orellana, sequido de los cantones de Loja. De igual manera, este
resultado fue como consecuencia de la gran apertura y participacion de los productores en el
estudio. En el canton Fco. de Orellana, se debe indicar que el nimero de nidos muestreados en
los meliponarios M1, M2, M3, M4 fue elevado incluso llegando a un 100% en el meliponario
M3, gracias a la apertura de los productores. En los meliponarios M5 y M6 existieron muy pocos
nidos, de los cuales se muestreo un 50% (n; = 1/2), a pesar de ello estos meliponarios presentaron
un sesgo (2.94%) en la distribucion de la muestra (Anexo N° 3). En Loja se observé un bajo
namero de nidos muestreados (n; = 1 a 2) tomando en cuenta el tamafio de los meliponarios: M6,
M12, M13, M14, M20. Lamentablemente, la colaboracion de los productores y no el esfuerzo del
muestreo; es lo que refleja el tamafio de la muestra de los tres cantones de la provincia de Loja.
Por ejemplo, la gran apertura de los productores de los meliponarios M1, M2 y M3 presenté los
porcentajes mas altos de nidos recolectados 12.50%, 12.50% y 8.33% respectivamente (Anexo
N° 3).

Como informacion adicional, por parte del trabajo de investigacion “Diversidad de abejas sin
aguijén (Hymenoptera: Meliponini) en las provincias de Orellana, Sucumbios y Loja, Ecuador”
realizado por (Prado et al., 2018), se conocié los géneros muestreados de abejas sin aguijon.
Determinando un total de cinco géneros: Tetragonisca (n; = 8), Scaptotrigona (n; = 8), Melipona
(n; = 12), Nannotrigona (n; = 5), Cephalotrigona (n; = 1), y 43 géneros no identificados (n; =
48). El presente estudio no pudo lograr un tamafio ideal, puesto que la participacion de los
meliponicultores fue la principal influencia para no llegar a un 6ptimo nivel de significancia de
datos. Sin embargo, los resultados aqui expuestos pueden ser tomados como base para siguientes

investigaciones.
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4.2 Prevalencia de Nosema spp.

En el presente estudio, mediante el andlisis de los resultados obtenidos por PCR duplex, se
reveld de manera general la presencia de N. apis por primera vez en abejas sin aguijon, en un
4.88% (n; = 4/82) de nidos distribuidos en un 7.69% (M = 2/26) de meliponarios (Tabla 6). En

cambio, no se detecto la presencia de N. ceranae en los meliponarios muestreados.

Tabla 6
Prevalencia general de Nosema spp. determinada en abejas sin aguijon.
Nidos Meliponarios
Provincia ~ Nosema spp. . Porcentaje . Porcentaje
Frecuencia o Frecuencia o
(%) (%)
Orellana N. apis 4/34 11.72 26 33.33
N. ceranae 0/34 0 0/6 0
Loia N. apis 0/48 0 0/20 0
J N. ceranae 0/48 0 0/20 0
N. apis 4/82 4.88 2/26 7.69
Total N. ceranae 0/82 0 0/26 0

Las muestras positivas correspondieron a dos de los cinco géneros conocidos de abejas sin
aguijon (Tribu Meliponini), siendo estos, Tetragonisca (n; = 2/8) y Scaptotrigona (n; = 2/8). En
cambio, no se detectd Nosema spp. en los géneros Melipona (n; = 12), Nannotrigona (n; = 5),

Cephalotrigona (n; = 1), y géneros no identificados/desconocidos (n; = 48) (Tabla 7).



Tabla 7
Comparacion de prevalencia de Nosema spp. en varios géneros de abejas sin aguijon.
Pais / Especie
. Ecuador Argentina Brasil
Geéneros
N. apis ' N. apis ' N. apis '
ceranae ceranae ceranae

Tetragonisca 2/8(25)* 0/8(0)*  0/6 (0) *** 6/6 (100) *** 0/39 (0) **  0/39 (0) **
0/1 (0) ***  0/1 (0) ***

Scaptotrigona  2/8(25)*  0/8(0)*  0/2 (0) *** 2/2 (100) ***

Melipona 0/12 (0)*  0/12 (0) * 0/49 (0) **  0/49 (0) **
0/5 (0) *** 5/5 (100) ***

Nannotrigona 0/50)*  0/5(0)*
Cephalotrigona 0/1(0)* 0/1(0)*

Spsin
identificar 19) 024" 024(0)*
Sp por
identificar (24) 0/24 (0)* 0/24 (0) *

Simbologia: *Presente estudio, modificado de ** (Nunes-Silva et al., 2016), *** (Porrini et al., 2017).

//—\?\
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Figura 3. Ubicacion geografica de los nidos positivos en Orellana — Ecuador.
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Ademas, los cuatro nidos positivos estuvieron localizados Unicamente en la comunidad de
Dayuma, provincia de Orellana (amazonia ecuatoriana) (Fig. 3) (Anexo N° 4). N. apis se presento
con una prevalencia de 11.72% (n; = 4/34) en nidos y un 33.33% (M = 2/6) en meliponarios

(Tabla 6).

A nivel de Sudamérica, se conocia de la presencia Unica de N. ceranae en abejas sin aguijon
de Argentina y Brasil en un 92.86% (n; = M = 13/14) (Porrini et al., 2017). Los géneros positivos
fueron Tetragonisca y Scaptotrigona de origen argentino y Melipona de origen brasilefio (Tabla
7). En el presente estudio, el género Melipona de Ecuador no evidencid la presencia de Nosema
spp. No obstante, nuestros resultados contribuyen con informacion sobre la especie (N. apis) que
puede también estar presente en los géneros Tetragonisca y Scaptotrigona de abejas sin aguijon.

Con respecto a los géneros Nannotrigona y Cephalotrigona, no existen estudios previos en
América Latina (Nunes-Silva et al., 2016; Porrini et al., 2017), siendo este el primer estudio que
analiza los dos géneros de abejas sin agujén para el diagndstico de Nosema spp. Sin embargo, no
se observd la presencia de este patdgeno. En definitiva, siendo escasas las investigaciones de
Nosema en abejas sin aguijon (Nunes-Silva et al., 2016; Porrini et al., 2017), nuestro estudio es
pionero en Ecuador y el tercero en América del Sur de tal indole, analizando incluso una mayor
cantidad de especies en mas de cinco géneros conocidos y diecinueve no identificados.

Ahora, en Argentina y Brasil la prevalencia del microsporidio Nosema spp.se encuentra
liderada por N. ceranae con elevados valores, tanto en abejas meliferas (Tabla 8) como en abejas

sin aguijon (Tabla 6).
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Tabla 8
Comparacion de la prevalencia de Nosema spp. en abejas meliferas.

Prevalencia (%0)

Pais - Referencias
N. ceranae  N. apis
Ecuador 55.17 48.28 (Sandoval Morejon, 2018)
Argentina 49 <1 g:)/llezd)lm, Sarlo, Porrini, Braunstein, & Eguaras,
Brasil 98.82 <1 (Message, Teixeira, & De Jong, 2012; E. W.

Teixeira et al., 2013)

En las abejas sin aguijon estas elevadas prevalencias pudieron ser consecuencia del gran
porcentaje de abejas meliferas positivas a N. ceranae distribuidas en los dos paises (Tabla 7),
pues se conoce que los parésitos de abejas meliferas, como Nosema, pueden expandirse a otros
polinizadores (Graystock, Goulson, & Hughes, 2015). En América del Sur, N. ceranae se ha
observado en especies como: abejorros silvestres de Argentina (Bombus atratus, Bombus
bellicosus, y Bombus morio) (Plischuk et al., 2009), de Uruguay (Bombus atratus y Bombus
bellicosus) (Arbulo et al., 2015), y de Colombia (Bombus atratus) (Gamboa et al., 2015), y

ademas en avispas argentinas (Polybia scutellaris) (Porrini et al., 2017).

En Ecuador, un estudio previo realizado por Sandoval Morejon (2018) en abejas meliferas,
indicd un porcentaje similar de prevalencias entre N. apis y N. ceranae (Tabla. 8). No obstante,
las abejas sin aguijon no presentaron el mismo patrén epidemiologico que las abejas meliferas, ya
que N. ceranae no fue encontrado mientras que si se observd N. apis, pero con una baja
prevalencia. Probablemente, la alta prevalencia y distribucion de abejas meliferas positivas a N.
apis en el territorio nacional, pudo favorecer la aparicion de este microsporidio en las abejas sin
aguijon. A nivel nacional, existe un mayor nimero de registros de abejas meliferas positivas a N.

apis ubicadas en distintas de provincias (AGROCALIDAD, 2016; Amoguimba-Molina, 2016;
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Méndez Vinueza, 2016; Sandoval Morejon, 2018). Esto concuerda con el incremento actual de la
prevalencia de N. apis en abejas meliferas del pais, del 9% a nivel nacional (Agrocalidad, 2016)
al 48.28% (Sandoval Morejon, 2018), esto a pesar de ser un estudio realizado Unicamente en tres
provincias. A diferencia de N. apis, N. ceranae se ha encontrado Gnicamente en tres provincias de
la sierra ecuatoriana (Carchi, Imbabura, Pichincha) (Sandoval Morejon, 2018). Sin embargo, en
las provincias de Orellana y Loja se desconoce la prevalencia actual de Nosema spp. en abejas
meliferas (Agrocalidad, 2016; Amoguimba-Molina, 2016; Méndez Vinueza, 2016; Sandoval
Morejon, 2018). Por ello al no contar con esta informacion, no es posible afirmar/sugerir que la
presencia de N. apis en abejas sin aguijon se deba a la baja prevalencia de N. apis en abejas
meliferas o0 a la poca distribucion de abejas meliferas en las provincias de estudio (nimero de

apicultores).

Ahora, para entender como parasitos de abejas meliferas pueden ser transmitidos a otros
huéspedes de la Familia Apidae, se plantean que las formas de interaccién entre polinizadores
(Colla et al., 2006; McArt et al., 2014), y su incremento por la superposicion de areas de
distribucion no antes visto (Aglero et al., 2018). Ademas de la prevalencia distribuida de Nosema
spp. en América del sur desde hace varias décadas (Maggi et al,, 2016), podrian ser la clave de
ésta alarmante situacion en los miembros de la Familia Apidae (Aguero et al,, 2018; Porrini et al,,
2017). Las interacciones por el contacto entre individuos sanos y enfermos genera una
contaminacion cruzada (Porrini et al,, 2017) intra e interespecifica (Graystock, Blane,
McFrederick, Goulson, & Hughes, 2016). Como lo demuestran Graystock et al, (2015), en donde
los parasitos de abejorros domesticados: A. bombi , C. bombi, y N. bombi, y de abejas meliferas

domesticadas: N. apis y N. ceranae se dispersaron efectivamente en flores visitadas por ellos, y a
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su vez en abejorros silvestres previamente sanos, al visitar las mismas flores (Aguero et al,, 2018;
Colla et al,, 2006; McArt et al,, 2014). Otro ejemplo de formas de interaccion es a través del
hurto tanto de nidos como de recursos, tales como: néctar o polen (Aguero et al,, 2018). Este
hecho puede incrementar la probabilidad de contaminacidn cruzada por el antecedente de la
presencia en el polen de patégenos totalmente infectivos, como Nosema (Higes, Martin-
Hernandez, Garrido-Baildn, et al., 2008). De este modo, la polinizacion junto a las flores como
vectores compartidos (Graystock et al,, 2015), pueden incrementar la transmision de patdgenos
entre distintos huéspedes, como Nosema (Aguero et al,, 2018; Higes, Martin-Hernandez, Garrido-
Bailon, et al,, 2008; McArt et al,, 2014). Ademas, la probabilidad de la transmision de patégenos
de un huésped a otro puede estar influenciada tanto por el huésped, como por el mismo patdgeno
(Graystock et al,, 2013), sin embargo, Perlman & Jaenike (2003) demostraron que la filogenia del
nuevo huésped es un determinante clave en el éxito de la infeccion, incluso mas alla de compartir
una misma area geografica. Al conocer de la filogenia tradicional que comparten las tribus del
grupo de abejas corbiculadas (Ascher, Danforth, & Ji, 2001; Rasmussen & Cameron, 2007), y en
particular, la relacion estrecha entre Apini y Meliponini probablemente, el rango de hospedadores
de Apini pueda abarcar a Meliponini, generandose asi el cambio de huésped (Brothers, 1999;
Nunes-Silva et al,, 2016).

Por ultimo, a pesar de que datos de un numero mayor de provincias son claramente necesarios
para obtener conclusiones firmes, nuestros resultados sugieren que el microsporidio Nosema apis,
siendo parasito de abejas meliferas puede aparecer en abejas sin aguijon de la amazonia

ecuatoriana.
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4.3 Caracterizacion de Nosema sp.
4.3.1 Anélisis molecular

Las muestras sospechosas por PCR duplex fueron confirmadas a través de un ensayo de PCR
convencional, en donde el tamafio del fragmento amplificado correspondiente a N. apis estaba
cercano a 300pb (= 297pb) (Fig. 4), tal como se describe en varios estudios en donde emplearon
el mismo par de primers (Gisder & Genersch, 2013; Graystock, Goulson, & Hughes, 2014;
Graystock, Yates, Darvill, Goulson, & Hughes, 2013; Meixner et al,, 2014; Sandoval Morejon,
2018). De este modo, se confirmd por PCR la presencia de N. apis en las muestras M12, M16,

M54 y M55 de abejas sin aguijon de la provincia de Orellana.

. *
C+1 C+2

Ensayo** PCR simple N. apis *

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de productos de PCR
convencional.
M: Marcador molecular de 100pb; C+1 y C+2: control positivo (N. apis);
MP: Muestras de ADN de nidos de abejas sin aguijon; C-: Control
negativo (H20).
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4.3.2 Andlisis filogenético

Estudios moleculares de N. apis y N. ceranae se han centrado en la aparicion de tales
microsporidios en miembros de la Tribu Apini (abejas de miel o abejas con aguijon) (Chaimanee,
Warrit, & Chantawannakul, 2010; Chen et al., 2009; Huang et al., 2008). De igual manera, en
miembros de la Tribu Bombini (abejorros) (Arbulo et al., 2015; Graystock et al., 2013; Hicks,
Pilgrim, Perry, & Marshall, 2018; Li et al., 2012; Plischuk et al., 2009). Sin embargo, en
miembros de la Tribu Meliponini (abejas sin aguijon) son escasos los estudios y en especial a

nivel de Sudamérica (Nunes-Silva et al., 2016; Porrini et al., 2017).

Por consiguiente, el presente estudio forma parte del escaso grupo de investigaciones
moleculares sudamericanas de especies de Nosema en abejas sin aguijon, y es el primero en
analizar filogenéticamente Nosema sp. encontradas en abejas sin aguijon de la provincia de

Orellana (amazonia ecuatoriana).

Los resultados de la secuenciacion de las muestras M12, M16, M54 y M55 nos permitieron
obtener un contig de cada una. Estos al ser comparados con secuencias de la base de datos
GenBank, produjeron coincidencias que confirmaron su correspondencia al género Nosema con
maés del 72% de identidad y su correspondencia a la especie Nosema apis (DQ996230.1) con un

99.66% de identidad y 100% de Query cover en todos los casos (Tabla. 9).
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Tabla 9
Detalle de las secuencias obtenidas del GenBank.
Numero de accesion Especie Origen Porcentaje de
(GenBank) P g identidad (%)
DQ996230.1 N. apis Inglaterra 99.66
XM _024474576.1 N. ceranae Canada 79.18
HQ457438.1 N. disstriae Canada 78.72
HQ215550.1 N. antheraeae China 77.66
HQ457437.1 N. sp. Canada 77.66
DQ666959.1 N. spodopterae Taiwan 77.10
HQ457435.1 N. fumiferanae Canada 76.95
JX213752.1 N. bombycis Inglaterra 76.77
JX213749.1 N. lymantriae Inglaterra 76.77
DQ996234.1 N. trichoplusiae Inglaterra 76.77
DQ666960.1 N. bombycis Taiwan 75.86
DQ996232.1 N. empoascae Inglaterra 72.64

En el alineamiento mdultiple se observo una region altamente conservada (296 pb) de los
contig (M12, M16, M54, M55) con las secuencias de N. apis de Inglaterra (DQ996230.1) y de
Ecuador (Sandoval Morején, 2018). No obstante, se encontré una pequefia diferencia entre los
contig del estudio y las dos secuencias del GenBank de N. apis de abejas meliferas (hospedero
original), en un solo nucleétido (C y T, posicién 97) (Anexo N° 5). Resultados similares se
encontraron en las secuencias de ADNr de N. ceranae, Chaimanee et al., (2010) compararon
aislados de este microsporidio de diferentes hospederos A. cerana (hospedero original), y A.
florea y A. dorsata (nuevos hospederos), encontrando pequefias diferencias en la secuencia
amplificada. Por otro lado, Huang et al., (2008) corroboran que se da una pequefia variacion de

un aislado de Nosema spp. en diferentes hospederos.

Dentro de las secuencias obtenidas del GenBank para el gen RPB1, se encontraron secuencias
pertenecientes a Nosema spp. con hospederos del Orden Hymenoptera (abejas meliferas) en un
16.67% (2/12 secuencias), y del Orden Lepiddptera (polillas) en un 83.33% (10/12 secuencias)

(Anexo N° 5). Ademas ninguna secuencia de la base de datos pertenecio a Sudamérica. La Unica
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secuencia disponible para Sudamérica fue obtenida del trabajo de titulacion desarrollado por

Sandoval Morejon (2018), con la cual se comparé la secuencia de N. apis para Ecuador.

El andlisis filogenético de la region del gen RPB1 (Fig. 5), confirmo la correspondencia aun
mas de las muestras del estudio (M12, M16, M54, M55) al género Nosema obtenido por BLAST,
y dentro de este género con la especie N. apis. Presenta una relacion mas cercana con N. apis de
abejas meliferas de Ecuador e Inglaterra (ubicados en el mismo clado, y bootstrap del 99%),
seguido de N. ceranae de Canada.

93 | JX213752.1 N. bombycis - Inglaterra
DQ996234.1 N. trichoplusiae - Inglaterra
DQE66960.1 N. bombycis - Taiwan
DQE66959 1 N. spodopterae - Taiwan
DQ996232 1 N. empoascae - Inglaterra
HQ457437.1 N. sp. - Canada
24 - HQ457435.1 N. fumiferanae - Canada
HQ215550.1 M. antheraeae - China
H457438.1 N disstriae - Canada
93 JX213748.1 N. lymantriae - Inglaterra
XM 0244745761 N. ceranae - Canada
71, DQ996230.1 N. apis - Inglaterra
£9 M. apis - Ecuador
M12C Crellana
g9 | M16C QOrellana
M54C Crellana
M55C Orellana
XM 007604550.1 Vittaforma corneae - USA
AJ278945 1 Trachipleistophora hominis - Inglaterra

14

93

_
0.20
Figura 5. Arbol filogenético de Nosema spp. basado en un fragmento del gen RPB1.
Fue construido mediante un andlisis de Maxima verosimilitud. EI outgroup es
Trachipleistophora hominis. Los valores de bootstrap se ubican en las ramas del arbol.
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Estudios filogenéticos del Phylum Microsporidia se han basado en un conjunto de genes del
ADN ribosomal (ADNr), empleando secuencias de las subunidades pequefias (SSU) (Baker,
Vossbrinck, Maddox, & Undeen, 1994; Sokolova et al., 2003; Zhu, Wittner, Tanowitz, Cali, &
Weiss, 1994), grandes (LSU) (Zhu et al., 1994), y espacios transcritos internos (ITS) (Gresoviac
et al., 2000; Matheny, Liu, Ammirati, & Hall, 2002; Muller et al., 2000), distinguiendo varios
grupos de este phylum, entre ellos el grupo de Vairimorpha y Nosema (Baker et al., 1994). Como
producto de estas de investigaciones, se ha observado un sin nimero de secuencias de Nosema en
la base de datos GenBank pertenecientes a tales genes. Sin embargo, no siempre han dado una
buena resolucion a nivel de especie (Cheney, Lafranchi - Tristem, & Canning, 2000).
Presentandose la necesidad de genes alternativos para obtener filogenias con mejores resultados,
como por ejemplo, los genes codificantes de proteinas como: quitina sintasa (Mehmann, Brunner,
& Braus, 1994), R-tubulina (Thon & Royse, 1999), ATP6 (subunidad de la ATPasa mitocondrial)
(Kretzer & Bruns, 1999), y RPB1 (subunidad mas grande de la ARN polimerasa Il) (Hirt et al.,
1999), todos han mostrado ser una buena fuente de informacion en filogenia de distintos hongos.
En los microsporidios asi como en los organismos eucariotas, los genes de ADNTr se presentan
como multigénicos (varias copias) (Tay, O’Mahony, & Paxton, 2005), ya que necesitan cubrir la
elevada demanda de transcripcion de ARNr para la sintesis de ribosomas (BioTed, 2000). De
igual manera, los genes de tubulina de los microsporidios han presentado dos copias (Phillipe &
Adoutte, 1998). Los genes multigénicos hacen que sea dificil la clasificacion a nivel de especie
puesto que, al existir diferencias en pocos nucle6tidos, no se puede conocer si es a causa de una
variacion de la cepa/aislado o una variacion en las diferentes copias del mismo gen (Cheney,
Lafranchi - Tristem, Canning, Bourges, & Canning, 2001). El gen de RPBL1 tiene una sola copia

en el genoma de una variedad de organismos entre ellos los microsporidios (Hirt et al., 1999), ya
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que es un gen housekeeping (de mantenimiento ) (Schroder et al., 2013), y se evita de esta
manera al ser empleado en andlisis filogenéticos problemas de copias paralogas (Sidow &
Thomas, 1994). Por ello, en este estudio se empled la secuencia de una region del gen RPB1 para
evitar posibles problemas en la dilucidacion de la relacion filogenética de Nosema sp. en dos
diferentes hospederos, las abejas meliferas (hospederos originales) y las abejas sin aguijon (nuevo

hospedero, encontrado en el presente estudio).

4.4 Determinacion de los factores de riesgo

En el presente estudio, se analizaron 10 variables (Tabla 10) como posibles factores de riesgo
implicados en la introduccion y mantenimiento de Nosema sp. en las abejas sin aguijon de la
provincia de Orellana y Loja.

De los elementos climéticos y factores geograficos analizados, se determind que solo la
humedad es un factor de riesgo para la presencia de Nosema spp. en abejas sin aguijon (F =
6.478, p = 0.013) (Tabla 10). En el presente estudio se trabajé en dos zonas de diferentes regiones
del pais. La provincia de Orellana (regién amazonica) esta caracterizada por un clima tropical-
hamedo, precipitaciones todo el afio, una temperatura promedio de 27 °C y humedad relativa del
90% (Varela, 2019). En cambio,en los cantones de estudio de la provincia de Loja (region sur-
interandina) se tiene un clima templado, semi-humedo, una temperatura promedio de 25 °C y
humedad relativa del 70% (Varela, 2019). Es clara la ligera variacion de temperatura y mas de
humedad en las dos zonas de estudio, y al ser un posible factor de riesgo la humedad, en la
provincia de Orellana se estableceria un ambiente propicio para el desarrollo de Nosema spp. Los

factores ambientales como la temperatura y humedad, demostrado por Ozgor & Keskin (2015),
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tienen un efecto directo sobre la presencia y el nivel de infeccion de Nosema spp. en abejas
meliferas de diferentes zonas de Turquia.. Ademas estos resultados concuerdan (Fenoy, Rueda,
Higes, Martin-Hernandez, & del Aguila, 2009), puesto que N. ceranae tiene una mejor
adaptacion a temperaturas elevadas (climas célidos a calurosos), a diferencia de N. apis, que si
estd adaptado a temperaturas moderadas (climas célidos a templados). Incluso, se ha encontrado
que las esporas de N. apis son mas resistentes a bajas temperaturas (Fenoy et al., 2009).

Por otro lado, se determiné que los géneros (F = 4.078, p = 0.002) (Tabla 10) son un factor de
riesgo. Entre ellos, los géneros Scaptotrigona y Tetragonisca fueron susceptibles a Nosema apis.

En cuanto a las demés variables, estas no representaron un factor de riesgo (p>0.05).

Tabla 10
Variables de analisis como posibles factores de riesgo.
. . Frecuencia
Variable Nivel Total POSITIVOS F (p-valor)
17-19 5 0
19-21 0 0
Temperatura (°C) 21-23 31 0 0.000 (1.000)
23-25 0 0
25— 27 46 4
50 -60 24 0
60 -70 24 0
Humedad (%) 70 - 80 21 4 6.478 (0.013)
80-90 13 0
90 -100 5 0
250 - 350 34 4
350 - 450 0 0
450 -550 0 0
Elevacion (msnm) 550 - 650 0 0 0.000 (1.000)
650 - 750 5 0
750 - 850 20 0
850 — 950 27 0
Tetragonisca 8 2
Scaptotrigona 8 2
. Melipona 12 0
Género Nannotrigona 5 0 4.078 (0.002)
Cephalotrigona 1 0
N/I 48 0
. . Original 16 1
Procedencia del nido Colecta 56 > 0.407 (0.667)
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Multiplicacion 10 1
. . Natural 38 0
Tipo nido Caja 44 4 3.707 (0.058)
Casa 29 1 0.050 (0.823)
Bosque 36 3 1.262 (0.266)
Ubicacion del nido Cultivos 5 0 0.961 (0.331)
Fuentes de agua 29 3 0.000 (1.000)
Animales 48 2 0.144 (0.706)
Presencia de abejas 10 11 1
meliferas (m) 1 100 5 0 0.231 (0.874)
1000 47 2
Produccién/Recoleccion  Si 64 4
de derivados del nido No 18 0 1.171 (0.283)
Si, mismo material 20 2
Uso de materlal para Si, dlf_erente 1 0 0.295 (0.747)
extraccion de derivados  material 5 0
No
Conocimiento de Si 1 0
NOSemosis No 25 4 0.080 (0.779)

Simbologia: N/I = no identificado, F = Test F de Fisher, p = significancia. El nivel de confianza es 95%
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Por primera vez, se detecto la presencia del microsporidio N. apis en las abejas sin aguijon de
los géneros Tetragonisca y Scaptotrigona del Ecuador. Este resultado apoya la problematica
actual de la aparicion de Nosema spp. en polinizadores silvestres de América del Sur y recalca la

importancia de ampliar a otros géneros como Bombus en Ecuador.

Nosema apis se presentd con un 11.72% en nidos y un 33.33% en meliponarios de Dayuma,
provincia de Orellana. Por otro lado la provincia de Loja tuvo una prevalencia del 0% tanto en
nidos como en meliponarios. N. ceranae estuvo ausente en todas las muestras de abejas sin

aguijon.

El anélisis filogenético basado en la secuencia del gen RPB1 (297 pb) confirmé la
correspondencia de las muestras positivas del estudio con Nosema apis de abejas meliferas, al

ubicar todas las secuencias en un mismo clado (bootstrap 99%).

Los posibles factores de riesgo para la aparicion de N. apis en abejas sin aguijon fueron la

humedad y los géneros estudiados.
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5.2 Recomendaciones

Se sugiere complementar el estudio epidemioldgico de Nosema spp. con el andlisis de un
nimero mayor de muestras, procedentes de otros cantones de la provincia de Loja, y de
provincias aledafias como Guayas y EI Oro. Ademaés, se recomienda recolectar las muestras en
diferentes épocas del afio para dilucidar la posible influencia de las condiciones climaticas en la

aparicion de Nosema spp. en abejas sin aguijon.

Se recomienda realizar un estudio epidemioldgico de Nosema spp. en abejas meliferas de las
provincias de Orellana y Loja, con la finalidad de comprender la epidemiologia de Nosema spp.

en abejas sin aguijén por la relacion ecoldgica que existe entre ambos grupos.

Para el contraste de los resultados filogenéticos realizados con el gen RPB1 se recomienda
emplear un gen distinto al del estudio, de esta manera se podria comprobar la correspondencia de

las muestras con un mayor nimero de secuencias de la base de datos GenBank.
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