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RESUMEN
Las abejas meliferas son importantes para la seguridad alimentaria y el
mantenimiento de la biodiversidad. El objetivo fue identificar las causas que
ocasionan la disminucién de las abejas meliferas en La Comarca Lagunera. De
43 apicultores, se obtuvieron 132 muestras de abejas y de panal con miel y cera,
se clasificaron con (CA) y sin (SA) antecedentes de colapso. A éstas se les
determinaron las principales parasitosis y plaguicidas. Se utilizé6 Kruskal-Wallis
para el nivel de infestacion de las parasitosis, y X2 para las caracteristicas y
tipologia del apicultor. Para los plaguicidas se analizaron cinco muestras de miel
y cera de colonias CA y SA, asi como dos de miel y de cera bajo colapso; las
muestras fueron analizadas por LC-QTOF y GC-MS/MS. No hubo diferencia (p >
0,05) en la prevalencia de V. destructor y Nosema entre colonias CA y SA, asi
también en los niveles de infestacidén. Se detectaron en total 24 plaguicidas en
miel y cera. El acetamiprid se encontr6 en el 100% de las muestras. Los
resultados reflejan que la presencia de plaguicidas y patbgenos pueden contribuir
afectando a las abejas. Sin embargo, se requieren mas estudios para tener una
mejor comprension de los factores que afectan las pérdidas de colonias de abejas

meliferas en la region.

Palabras clave: Apis mellifera, Desorden del Colapso de las Colonias,

Patdgenos, Plaguicidas, Prevalencia.



ABSTRAC
Honey bees are important for food security and biodiversity preservation. The aim
was to identify the causes that cause the decrease of honey bees in La Comarca
Lagunera. From 43 beekeepers, 132 samples of bees and honeycomb were
obtained with honey and wax, classified with (CA) and without (SA) antecedent of
collapse. They were determined pathogen and pesticides. Using Kruskal-Wallis
for the level of infestation of the pathogens, and X? for the characteristics and
typology of the beekeeper. For the pesticides, five honey and wax samples from
CA and SA colonies were analyzed, as well as two honey and wax samples under
collapse; the samples were analyzed by LC-QTOF and GC-MS / MS. There was
no difference (p> 0.05) in the prevalence of V. destructor and Nosema between
colonies CA and SA, as well as, in the levels of infestation. 24 pesticides were
detected in honey and wax analyzed. Acetamiprid was found in all samples. The
results reflect that the presence of pesticides and pathogens can contribute
affecting bees. However, more studies are required to have a better
understanding of the factors that affect the loss of honey bee colonies in the

region.

Key words: Apis mellifera, Colony Collapse Disorder, Pathogens, Pesticides

Prevalence.

Vi



INTRODUCCION

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) son insectos polinizadores que tienen un
papel importante en la actividad agropecuaria, ya que alrededor de un tercio de
los cultivos dependen de forma directa de la polinizacion, aportando al afio a la
calidad y cantidad de éstos, un valor aproximado de 265 mil millones de ddlares;
por esta razon, son esenciales para la seguridad alimentaria y el mantenimiento
de la biodiversidad (Lautenbach et al., 2012).

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha observado un incremento en la
disminucién de las abejas meliferas debido a una gran diversidad de factores
(Brutscher et al., 2016). Estas pérdidas recientes que afectan la actividad apicola
son consideradas como un sindrome llamado “Colony Collapse Disorrder” o
Desorden del Colapso de las Colonias (DCC), caracterizado por la pérdida
masiva de éstas y en consecuencia la pérdida de miles de colmenas. Se ha
mostrado que existen mas de 60 factores asociados al DCC (VanEngelsdorp et
al., 2009), entre los cuales se tiene una alimentacion deficiente, las practicas de
manejo inadecuadas, la reduccion del habitat, el impacto del cambio climatico, el
uso indiscriminado de plaguicidas y la presencia de patégenos (Staveley et al.,
2014; DeGrandi-Hoffman y Chen, 2015; McMenamin y Genersch, 2015).

Los patégenos impactan de diferente forma a las abejas, por ejemplo, Varroa
destructor afecta el sistema inmunoldgico, el comportamiento, la orientacién y la
actividad de las abejas pecoreadoras, ademas de ser un vector mecanico y
bioldgico de virus (Yang y Cox-Foster, 2007), mientras que Nosema spp. afectan
el tracto digestivo de las abejas adultas, provocando en las obreras afectadas
reduccion en el desarrollo de las glandulas hipofaringeas y menor acumulacion
de grasa corporal (Fries, 1993; Higes et al., 2008). Por su parte, el &caro Acarapis
woodi provoca pérdidas econdmicas significativas en muchas areas geogréaficas.
Parasita el sistema respiratorio; vive y se reproduce principalmente en la traquea
protoracica de la abeja, aunque también puede encontrarse en la cabezay en los

sacos aéreos toracicos y abdominales. Este organismo se alimenta de la



hemolinfa de su hospedero y es vector de varios virus de las abejas (Garrido-
Bailon et al., 2012).

En cuanto a los plaguicidas, las abejas se exponen cuando buscan los recursos
néctar-poliniferos, sobre todo si las colonias estan ubicadas cerca de areas
agricolas (O’Neal et al., 2018). La exposicion a dosis subletales de plaguicidas
puede afectar el comportamiento de la abeja (El Hassani et al., 2005; Balbuena
et al., 2015), el pecoreo (Cresswell y Thompson, 2012; Henry et al., 2012), su
longevidad (Wu et al., 2011), la termorregulacion (Tosi et al., 2016) asi como su
aprendizaje olfativo y memoria (Williamson y Wright, 2013; Lu et al., 2014). Los
residuos de plaguicidas pueden acumularse en el pan de abeja, miel y cera
(Johnson et al., 2010; Lozano et al., 2019) representando un riesgo para los

consumidores.

Las pérdidas de colonias de abejas reportadas en regiones de Europa y América
del Norte han sido superiores al 30% (VanEngelsdorp y Meixner, 2011). Para el
caso de México, en La Comarca Lagunera, del 2010 al 2016 se presentd una
disminucién del 35 % de las colonias de abejas (SIAP, 2018). Debido, a la
disminucién de colonias, aunado a la falta de estudios sobre la presencia y
niveles de infestacion de las principales parasitosis, asi como tambien, la
deteccion de plaguicidas en bajas concentraciones en muestras de miel y cera
(Alcantar-Rosales et al., 2016). Por lo anterior, se requiere conocer cudles
pueden ser las causas predeterminantes en la regiéon de La Comarca Lagunera

ante la reciente disminucion de las abejas meliferas.



REVISION DE LITERATURA

1. Importancia de las abejas meliferas como polinizadores

Entre la gran diversidad de animales polinizadores que existen en el mundo las
abejas son las primordiales, y la especie Apis mellifera es el grupo predominante
y principal debido a su facil manejo, su adaptacion a diferentes ambientes, su
capacidad de recolectar néctar y polen de una gran variedad de plantas, asi como
también, desde el punto de vista econdémico obtenido a través de los productos
de la colmena (Martins et al., 2015; Gaines-Day y Gratton, 2016; Saturni et al.
2016). No obstante, la contribucion mas importante es la polinizacién, es decir, la
transferencia del polen que se encuentra en el estambre al pistilo, con este
esencial papel llevado por las abejas se facilita y mejora la producciéon de
alimentos, se mantiene la biodiversidad y los ecosistemas (Jones y Agrawal,
2017; FAO, 2018).

1.1. Laimportancia de las abejas para la vegetacion silvestre

La polinizacion es un servicio que las abejas brindan al ecosistema, sin esta
funcion esencial, a través de la cual se transporta con eficacia el polen de una
flor a otra, la polinizacion se veria gravemente afectada (Garantonakis et al.,
2016). Kremen et al. (2007) reportan que del 60 al 90 % de la vegetacion silvestre
dependen directa o indirectamente de los insectos polinizadores para su
reproduccion. Por lo tanto, una reduccién de esta especie polinizadora se veria

reflejada en una gran amenaza para la diversidad bioldgica.

El habitat natural (vegetacion silvestre) es primordial ya que proporciona a las
abejas sitios de anidacion y areas de pecoreo sobre todo cuando los cultivos
agricolas no estan en floracion (Mifiarro et al., 2018; Simba et al., 2018), con la
conservacion de estas areas alrededor de los campos agricolas se incrementa la
diversidad y abundancia de las abejas (Alomar et al., 2018) mejorando el servicio

de polinizacion.



1.2. Laimportancia de las abejas para la agricultura

La abundancia y diversidad de las abejas aseguran una provision sostenida de
servicios de polinizacién a una gran diversidad de especies vegetales y una mejor
alimentacion humana (FAO, 2018). Sin embargo, la agricultura se ha extendido
rapidamente a lo largo de las Ultimas décadas con la llamada agricultura
intensiva, poniendo en peligro algunas especies de abejas y la incapacidad de
polinizar adecuadamente grandes extensiones de cultivos (Klein et al., 2007) en
base a esto, Hass et al. (2018) mencionan que los sistemas agricolas a pequefia
escala pueden estimular a los polinizadores y mejorar la reproduccion de las

plantas.

Una estimacion global sugiere que la produccion de mas del 87.5 % de las plantas
angiospermas dependen principalmente de los insectos polinizadores como las
abejas (Ollerton et al., 2011; Ollerton, 2017) y un tercio de los cultivos agricolas
dependen de la polinizacién, por lo que para complementar esta actividad los
agricultores rentan colmenas de abejas, del cual hay una mejora en la produccion
del 75 % (Kremen et al., 2007). Sin lugar a dudas los productores agricolas de
los Estados Unidos de América y de Europa son quienes tienen claramente
identificado el beneficio econémico de la polinizacién y en ese sentido, ante la
amenaza de la disminucién de la diversidad de abejas como polinizadores a nivel
mundial se le ha dado un valor econdmico a la polinizacion de 265 mil millones
de dodlares anuales (Lautenbach et al., 2012), con esto se hace evidente la

dependencia de las abejas como polinizadores en el sistema alimentario.

A pesar de que los cereales se autopolinizan o son polinizados por el viento se
ha demostrado que con la polinizacion por insectos como las abejas, éstos
tienden a incrementar la calidad y cantidad de la produccion (Nicole, 2015), sin
embargo, cultivos como las nueces, las frutas, las verduras, las oleaginosas y
algunos forrajes utilizados para la produccion de carne y derivados, serian

gravemente afectados por el descenso de los polinizadores (Spivak et al., 2011).



2. El Desorden del Colapso de las Colonias

La actividad apicola ha existido desde la antigiiedad, no obstante, a finales del
siglo XIX se empez06 a tecnificar pasando a ser una actividad mas intensiva,
incrementando el nimero de colmenas y por consiguiente los problemas
sanitarios se hicieron mas visibles y frecuentes. A pesar de esto, el conocimiento
sobre el manejo apicola ha establecido practicas de manejo sanitario donde

pueden coexistir las abejas y los problemas sanitarios (Kurze et al., 2016).

Documentalmente las pérdidas de colonias de abejas han ocurrido hace mas de
100 afos. Desde 1869 se han registrado al menos 18 episodios de pérdidas de
colonias, por ejemplo, en 1905y 1919 el 90 % de las colonias de abejas murieron
en la Isla de Wight en el Reino. Asi también, en 1910 Australia reportd el 59 %
de pérdidas y para 1975 volvio a reportar altas pérdidas (Underwood y
VanEngelsdorp, 2007). Sin embargo, en las ultimas décadas, los fenomenos de
este tipo se han observado en mayor frecuencia (Brutscher et al., 2016), el
término empleado al fenbmeno es el DCC (VanEngelsdorp et al., 2009),
expresion acufiada en EUA para definir un sindrome que se caracteriza por: a) la
muerte de parte o toda la colonia, con presencia de abejas muertas dentro o cerca
de la colmena; b) la desaparicion de parte o toda la colonia, con abandono de las
reservas de alimento y las crias; y c) el debilitamiento de la colonia, caracterizada
por un lento desarrollo durante la primavera, bajo condiciones Optimas (Simon-
Delso et al., 2014).

El DCC fue notificado por primera vez en el 2006 en los Estados Unidos de
América registrando pérdidas superiores a la tercera parte de sus colonias de
abejas (VanEngelsdorp et al., 2009; Spivak et al., 2011; Brutscher et al., 2015;
Brutscher et al. 2016) de igual manera en el continente europeo se presenté una
situacion similar (Faucon et al.,, 2002). Asi también, se han reportado
considerables pérdidas en Canada, China y otras partes de Asia (Van der Zee et
al., 2012, 2014).

En México el DCC es considerado un problema emergente sin estadisticas

oficiales sobre la afectacién, asi como también, la informacién sobre los factores
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gue favorecen el colapso de las colmenas es insuficiente. Algunos estudios
reportan la presencia de plaguicidas en muestras de miel y cera (Pérez, 2012;
Valdovinos-Flores et al., 2017). Para el caso de la region de La Comarca
Lagunera del 2010 al 2016 se presentd una disminucion del 35 % de las colonias

de abejas (SIAP, 2018) sin conocer las causas que originaron la disminucién.

3. Factores asociados al Desorden del Colapso de las Colonias

Existen diversos factores asociados al DCC ya sean bi6ticos o abioticos pero
ninguno de ellos ha sido reconocido como el Unico responsable, se considera un
problema multifactorial en el que varios factores interactian ocasionando el
colapso; entre los principales se encuentra una alimentacion deficiente, practicas
de manejo inadecuadas, reduccion del habitat, cambio climatico, exposicion a
plaguicidas, la presencia de patégenos como el acaro Varroa destructor y el
microsporidio Nosema spp., asi como también, la sinergia entre los diversos
factores (Staveley et al., 2014; DeGrandi-Hoffman y Chen, 2015; McMenamin y
Genersch, 2015). A continuacién, se presentan los principales factores que

participan en la pérdida de las colonias.

3.1. Reduccién del habitat

La modificacidon del paisaje a través de la fragmentacion, degradacion y
destruccion de habitats naturales, la instauracion de nuevos habitats
antropogénicos, las préacticas agricolas intensivas, y las grandes extensiones de
monocultivos influyen negativamente en la interaccion planta-polinizador a escala

individual, poblacional y comunitaria (Kremen et al., 2007; Goulson et al., 2015).

Las abejas alimentadas con las dietas poliflorales presentan mayor inmunidad en
comparacién con las dietas monoflorales, por tanto, la disponibilidad y
abundancia de recursos néctar-poliniferos proporciona una nutricién adecuada y
por efecto una mayor inmunidad impactando directamente la salud de las abejas
meliferas (Alaux et al., 2010), como resultado del cambio de uso de suelo esta

afectando gravemente a los polinizadores y en especial a las abejas.



3.2. Cambio climético

A nivel mundial el cambio climéatico es aceptado como una de las mayores
amenazas a la biodiversidad, las altas temperaturas, sequias, tormentas,
inundaciones, entre otros eventos climéticos extremos, han provocado cambios
fenolégicos y desajustes entre las poblaciones de plantas y polinizadores que
posteriormente pueden llevar a la extincion de ambos (Bellard et al., 2012; FAO,
2018).

Con el incremento de los eventos climaticos extremos se espera que tengan un
gran impacto en las comunidades locales de polinizadores como las abejas
(Goulson et al., 2015). Asi como también, éste modificara los patrones de
floracion, desplazando el periodo de floracion de la vegetacion de importancia
como fuente de alimento para las abejas. Se estima que del 17 al 50 % de las
especies polinizadoras sufriran escasez de alimento a causa de alteraciones en

los patrones de floracién de las plantas (Memmott et al., 2007).
3.3. Presenciade plaguicidas

Debido al uso indiscriminado de plaguicidas, éstos han sido sefalados por las
autoridades sanitarias, el sector apicola, y la opinion publica como los principales
responsables en la mortalidad de los polinizadores principalmente las abejas
(Hladik et al., 2016), éstas se exponen a los plaguicidas cuando buscan el néctar,
polen y el agua de la gutacion de las plantas, sobre todo si las colonias estan

ubicadas cerca de areas agricolas (O’'Neal et al., 2018).

Los impactos de los plaguicidas sobre las abejas varian de acuerdo a las
condiciones ambientales. Las bajas temperaturas y una dieta baja en proteinas
aumentan la susceptibilidad de las abejas a la intoxicacion (Archer et al., 2014;
Schmehl et al. 2014). Los efectos subletales observados para dosis bajas de
plaguicidas en las abejas son diversos, por ejemplo, estudios han demostrado
que la exposicion a dosis subletales de plaguicidas pueden afectar el
comportamiento de la abeja (El Hassani et al., 2005; Balbuena et al., 2015), el

pecoreo (Cresswell y Thompson, 2012; Henry et al., 2012), su longevidad (Wu et



al., 2011), la termorregulacion (Tosi et al., 2016) asi como su aprendizaje olfativo
y memoria (Williamson y Wright, 2013; Lu et al., 2014).

Los residuos de plaguicidas pueden acumularse en el pan de abeja, miel y cera
(Johnson et al., 2010; Lozano et al., 2019). La cera de abejas presenta la
capacidad de almacenamiento residual de plaguicidas (Benuszak et al., 2017).
Por tanto, de un panal contaminado los residuos pueden transferirse a la miel
almacenada, presentando un riesgo para los consumidores, también, el consumo
de “miel en panal” o como aditivo de alimentos en el tratamiento de frutas,

suplemento alimenticio o como saborizante (Wilmart et al., 2016).

Los plaguicidas mas utilizados en la agricultura y por lo tanto lo de mayor
presencia en el interior de la colmena son los herbicidas, acaricidas y fungicidas,
aunque los que han sido sefialados como los principales causantes de la
mortalidad de las abejas son los insecticidas de la familia de los neonicotinoides
(Botias y Sanchez-Bayo, 2018; Ostiguy et al., 2019).

Los neonicotinoides se comercializaron por primera vez en 1991, su uso ha
crecido rapidamente hasta convertirse en el insecticida mas utilizado en todo el
mundo. Su popularidad comenzé a incrementarse en los primeros afios del 2000
registrandose en 120 paises con mas de 140 usos agricolas (Jeschke et al.,
2011). Pertenecen a la familia de insecticidas sintéticos derivados de la nicotina
del cual se debe su nombre, presentando un modo de accién similar con la
desventaja que la nicotina para el mismo fin se degrada facilmente, y es por ello,
del surgimiento de los neonicotinoides, los cuales presentan mayor persistencia.
La clasificacién de estos insecticidas presenta variaciones entre generaciones,
utilizado una variedad de términos para subdividir esta clase quimica basada en
fragmentos estructurales, para tal caso se clasifican en tres generaciones
diferentes. La primera generacion formada por acetamiprid, imidacloprid,
nitenpyram Yy tiacloprid, su caracteristica estructural es un anillo heterociclo 6
cloro-3-piridilo. La segunda generacion compuesta por clotianidina y tiametoxam,

su caracteristica es que contienen un anillo 2-cloro-5-tiazolil y la tercera



generacion formada por dinotefuran, la cual presenta la caracteristica de un anillo
3-tetrahidrofuranil (Nauen y Jeschke, 2010; Jeschke et al. 2011).

Los insecticidas neonicotinoides son neurotoxinas que actuan interfiriendo sobre
el sistema nervioso central del insecto, especificamente sobre el receptor de
acetilcolina nicotinico post-sinaptico impidiendo la transmision de los impulsos
nerviosos, causando en pocas horas modificacion en su comportamiento
llegando a la paralisis debido a la interrupcion de los impulsos nerviosos y

posteriormente la muerte (Jeschke et al., 2011; Anderson et al., 2015).

Su aceptaciéon de los neonicotinoides en el mercado se debe a la presencia de
un amplio espectro de eficacia en el control de insectos chupadores, como é&fidos,
moscas blancas, arafias, algunos microlepiddpteros, coledpteros, y termitas entre
otros. Presentan una accion sistémica y translaminar, son potentes a bajas dosis,
proporcionan control a largo plazo y presentan con una pronunciada actividad
residual (Jeschke et al., 2011).

Otra de las ventajas atribuidas al éxito de los neonicotinoides, es su versatilidad
en sus formas de aplicacion, ya que pueden ser aplicados en irrigacion de agua
por goteo, en cultivos hidropénicos, por inyeccion en troncos, aplicacion directa
al suelo (granulos), aplicacion foliar con spray, dispersion de aceites y para tratar
las semillas formando una capa de recubrimiento sobre el grano (Jeschke et al.,
2011). Los neonicotinoides mas usados en la agricultura (imidacloprid,
clotianidina y tiametoxam), son empleados principalmente para tratar semillas,
aplicacion sobre el suelo (granulos) y en el tratamiento foliar de la mayoria de
cultivos y cereales. Sin embargo, estos ultimos tres neonicotinoides han sido
temporalmente prohibidos por la Comision Europea, debido a la creciente
preocupacion por el riesgo que llegan a ocasionar a las abejas meliferas y en
general a todos los polinizadores (Brandt et al., 2016). Sin embargo, su uso y

aplicacion en México es libre no teniendo restriccion alguna.

Los neonicotinoide al tener la caracteristica de ser sistémicos, es decir, al ser
aplicados no se mantienen en el exterior de la planta, sino que, por su capacidad

de traslocacion, se distribuye en el tejido vascular de toda la planta

9



proporcionando proteccion contra los insectos herbivoros. Asi también, se
encuentran en la planta cuando alcanza el proceso de gutacion que consiste en
la excrecidon de gotas de agua desde el interior de la planta hasta la superficie de
las hojas, finalmente los residuos de los neonicotinoides llegan a estar presentes
en el polen y néctar (Douglas y Tooker, 2015). Sin embargo, dependiendo del
método de aplicacién y tipo de cultivo aproximadamente el 1.6 % al 28 % del
ingrediente activo sera absorbido por el cultivo (Robin y Stork, 2003), mientras
que la mayor parte se dispersa en el medio ambiente, el suelo, el agua y otra
parte se disipa. En base a esto se ha encontrado que los neonicotinoides
representan un riesgo significativo para las aguas superficiales y la diversidad de
la fauna acuatica y terrestre (Anderson et al., 2015; Morrissey et al., 2015).

Recientemente, a nivel mundial se ha prestado especial atencién a los efectos
gue estos insecticidas pueden tener sobre los insectos polinizadores como las
abejas, existiendo controversias donde hay estudios que demuestran que las
abejas no se ven afectadas por este tipo de compuestos (Cutler y Scott-Dupree
2007; Chauzat et al. 2009) mientras que otros demuestran su alta toxicidad
ocasionando efectos sub-letales (Brandt et al., 2016), contradicciones que
pueden estar relacionadas con las diferentes formas de realizar los estudios, por
ejemplo, experimentos llevados a cabo en laboratorios, en jaulas experimentales,
en invernaderos o bajo condiciones de campo, asi como también, con diferentes
tiempos de exposicion, sometiéndolos a condiciones extremas las cuales no

reflejan las condiciones reales de exposiciéon a los plaguicidas.

Por otro lado, ademas de la toxicidad y los efectos subletales para las abejas, es
necesario mencionar que existe otro efecto asociado a los neonicotinoides, el
cual consiste en el sinergismo entre los plaguicidas y la infeccion por Nosema
ceranae haciendo que las colonias sean mas susceptibles llegando a ocasionar
el colapso (Van der Sluijs et al., 2013). Los efectos sinérgicos de los plaguicidas
no solo ocurren con los microsporidios de N. cerana, sino que también, se ha
registrado con otros parasitos como el acaro Varroa y la presencia de virus

(Brutscher et al., 2016), asi como el efecto combinado de dos 0 méas de estos
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factores, los cuales afectan severamente y debilitan significativamente el sistema
inmune, y las reservas energéticas de las obreras se ven afectadas en el
rendimiento, de esta manera son altamente susceptibles a la pérdida de las
colonias (Dainat et al., 2012) favoreciendo el colapso de las colmenas (Sanchez-
Bayo y Goka, 2014).

3.4. Presencia de patdogenos

La relacion entre la presencia de patégenos y el colapso de las colonias no esta
bien definida, pero investigaciones reflejan una alta prevalencia de patégenos en
colonias colapsadas perdiendo parte o la totalidad de la poblacion de abejas
(Smith et al., 2013). Entre los principales patégenos se encuentra el &caro Varroa
destructor y el microsporidio Nosema spp.

3.4.1. Varroa destructor

La varroosis es una parasitosis externa causada por el acaro Varroa destructor,
afecta a la cria y a las abejas adultas. Esta parasitosis causa grandes pérdidas
econdémicas a la apicultura y es considerada como el problema sanitario mas
importante a nivel mundial (Dainat et al., 2012; Guzman-Novoa y Correa-Benitez,
2012; Meixner et al., 2014).

Ciclo biolégico de V. destructor. Parasitosis la cual se caracteriza por presentar
dos fases en el ciclo de vida de V. destructor la fase forética y reproductiva. La
fase forética es la etapa durante la cual las hembras adultas de Varroa se
encuentran parasitando a las abejas adultas, utilizandolas como medio de
transporte y diseminaciéon. La fase reproductiva sucede dentro de las celdas
donde se desarrollan las crias. Los machos y las etapas ninfales son de corta
duracion, solo se pueden encontrar dentro de las celdas operculadas
(Rosenkranz et al., 2010).

El ciclo de Varroa comienza cuando los acaros que parasitan a las abejas adultas
se alimentan de la hemolinfa. El estrecho contacto entre las abejas permite que
el 4caro infeste abejas nodrizas, mismas que al alimentar a las larvas, propician

la entrada de acaros hembras a las celdas poco tiempo antes de que sean
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operculadas (15-20 h antes en celdas de obreras y 40-50 h antes en celdas de
zanganos). Una vez que penetra a la celda, el 4caro se sumerge al fondo del
alimento larval, para protegerse de la accién de remocion por parte de abejas
obreras higiénicas. La tasa de infestacion es de 8 a 10 veces mayor en la cria de

zanganos en comparacion con la cria de obreras (SAGARPA, 2010).

Aproximadamente 60 h después de que la celda es operculada, el acaro sube al
cuerpo de la prepupa e inicia su postura en ella. La postura de la hembra
fundadora de Varroa es estimulada por la hemolinfa que succiona del cuerpo de
la prepupa. En condiciones normales, del primer huevo se desarrolla un macho
(que al igual que en las abejas se desarrolla partenogenéticamente, sin
necesidad de que el huevo sea fertilizado) y de los subsecuentes eclosionan
hembras. Una vez depositado el primer huevo, los siguientes son puestos a
intervalos de aproximadamente 30 h. En total, se generan un macho y tres a
cuatro hembras en una cria de obrera, mientras que en una cria de zangano (que
son preferidas por los acaros, por tener un periodo de operculado mas largo que
el de las obreras), pueden generarse un macho y cinco a seis hembras, aunque
no todos estos descendientes alcanzan la madurez reproductiva dentro del
tiempo durante el que la celda se mantiene operculada. La viabilidad reproductiva
de la progenie de Varroa depende de que los 4caros descendientes alcancen el
estadio adulto y logren aparearse. Por ello, entre mas dure el tiempo de
operculado de la celda, mas &caros seran reproductivamente viables. En
condiciones normales es factible que se desarrollen un macho adulto y hasta dos
hembras reproductivamente viables dentro de una celda de obrera, mientras que
en una celda con cria de zadngano (que dura tres dias mas operculada) se podrian
producir un macho y tres a cuatro hembras fecundas (SAGARPA, 2010).

Durante su desarrollo, el acaro pasa por varios estadios secuenciales que son
huevo, protoninfa, deutoninfa y adulto. Durante las primeras horas de la etapa
adulta ocurre el apareamiento de los acaros. Las hembras de Varroa, al igual que
las abejas reinas, poseen una espermateca para almacenar los espermatozoides

del macho, mismos que utilizan para fertilizar huevos que daran lugar a hembras.
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Cuando las abejas alcanzan el estadio adulto emergen de las celdas junto con
las hembras fecundas de Varroa; el macho y los estadios inmaduros quedan
dentro de la celda y mueren poco tiempo después, o bien, salen de la celda junto
con la abeja, pero también mueren en poco tiempo. El macho muere de inanicién
debido a que sus estructuras bucales le sirven como 6rgano copulador, por lo
que no pueden usarlos para alimentarse. Después de salir de la celda, las
hembras fecundas del acaro pueden inmediatamente infestar otras celdas, o
parasitar abejas adultas con las que pueden transportarse e infestar otras
colonias. El ciclo completo (de huevo a adulto) dura aproximadamente seis a siete
dias. Una hembra de Varroa puede realizar 1.5 ciclos reproductivos en promedio
en condiciones normales, pueden llegar a vivir de dos a ocho meses en el interior
de la colmena. La poblacion del &caro aumenta rapidamente conforme aumenta
la cantidad de cria en la colmena, porque ello favorece su reproduccion (Guzman-

Novoa y Correa-Benitez, 2012).

Mecanismos de transmision. La transmision o dispersion de V. destructor entre
colmenas sucede por factores internos y externos. Los factores internos son
aquellos relacionados con la biologia de las abejas (la deriva, el pillaje, el ingreso
sin restriccion de zanganos a diferentes colmenas, o la invasion de enjambres).
Los factores externos, que favorecen su dispersién, son las practicas
inadecuadas de manejo (intercambio de panales con cria y abejas entre colonias
infestadas y sanas, la introducciébn de reinas con obreras infestadas, el
movimiento de colmenas infestadas a apiarios con bajos niveles de infestacion)

(Guzman-Novoa y Correa-Benitez, 2012).

Dafios provocados por V. destructor. La parasitosis se caracteriza por debilitar
las colonias de abejas, debido a la desnutricién causada por la disminucion del
contenido proteico. Las abejas parasitadas presentan sintomatologia nerviosa,
pérdida de la habilidad en el vuelo, dificultad en la capacidad de aprendizaje,
adelanto de la edad de pecoreo y comportamiento anormal, reflejado ausencias
prolongadas a la colonia y en ocasiones no regresando (Fuchs et al., 2006).

Ademas la parasitosis provoca un estado de inmunosupresion que favorece la
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accion sinérgica de otros agentes bioldgicos, principalmente virus como el Virus
de las Alas Deformes (DWV), virus de la paralisis aguda israeli (IAPV), virus de
la paralisis aguda (ABPV) y virus de la cria ensacada (SBV) (Rosenkranz et al.,
2010).

Todos los sintomas anteriormente mencionados, dependen del grado de
infestacion, a niveles elevados ocasionan que la cantidad de tejido graso de las
abejas adultas disminuya incrementando su sensibilidad a ciertos plaguicidas (Le
Conte y Mondet, 2017; Fries et al., 2003), lo que puede llegar al colapso de la
colonia (Di Prisco et al., 2016) reflejandose un descenso repentino de la poblacion
adulta, malformaciones en las obreras restantes, cria salteada, alteracion de la
capacidad reproductiva, retraso en el reemplazo generacional, incremento y
asociacion a otras enfermedades (Fries et al., 2003). Sin la aplicacion de un
tratamiento efectivo a tiempo, en contra a los altos niveles de infestacion, la
mayoria de las colonias se colapsan en un periodo de tiempo de 2-3 afios (Spivak
et al., 2011).

3.4.2. Nosema spp.

El microsporidio Nosema spp. y en especial Nosema ceranae se le atribuye al
colapso de las colmenas, patégeno ampliamente extendido a nivel mundial y
causante de numerosas pérdidas econdmicas tanto de forma individual como
asociada a otros agentes. Afecta principalmente a las abejas adultas
pecoreadoras (Paxton et al., 2007; Higes et al., 2008).

Ciclo biolégico de Nosema spp. La infeccion por Nosema spp., inicia por medio
de la ingestidn de esporas a través de alimentos contaminados (miel y polen), los
cuales al llegar al ventriculo (estbmago de las abejas) germinan por efecto del
jugo digestivo y se expulsa el filamento polar enrollado dentro, permitiendo que
penetre a las células epiteliales del ventriculo y el contenido de la espora pasa a
traves de este filamento inyectandose en el interior de las células (Fries, 1993).

Las esporas del protozoario presentan una forma ovalada de aproximadamente
4 a 6 micras de largo por 2 a 4 micras de ancho, bajo la luz del microscopio
electronico de barrido las esporas (N. apis y ceranae) pueden ser diferenciadas
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(Ptaszynska et al., 2014), en su interior de la espora contiene un esporoplasma
con dos nucleos haploides y dos vacuolas; una superior denominada polaroplasto
y otra posterior que contiene una estructura enrollada en forma de hélice llamada
filamento polar. En la parte anterior existe una estructura denominada micropilo

0 casquete polar por donde se produce la apertura de la espora (Fries, 1993).

Una vez en el interior de la célula, el contenido de la espora pasa por un proceso
de maduracion, y en el citoplasma de la célula huésped los dos nucleos del
esporoplasma se fusionan y se transforman en un meronte, conocido como célula
madre. Posteriormente, éste se divide asexualmente, originando merozoitos o
células hijas, proceso que se conoce como merogonia (existiendo dos ciclos
merogonicos). Y en seguida inicia la fase de formacion de esporas o esporogonia,
donde los merozoitos se diferencian en esporontes, y cada uno produce dos
esporoblastos, que una vez maduros originan las esporas. Cuando las esporas
maduran, las células epiteliales del ventriculo se dilatan y rompen, las esporas
son liberadas en la luz del intestino para llevar a cabo la reproduccion y
germinacion de nuevas esporas, pueden reinfectar a otras células epiteliales y
aumentar la infeccién en la abeja o salir al exterior con las heces. Para completar
el ciclo bioldgico, la espora debe estar bajo condiciones 6ptimas de temperatura,
durante las 48 a 60 hr posteriores a la infeccion. La temperatura es un factor
importante para la multiplicacion y germinacion de las esporas, se puede
encontrar una actividad limitada de las esporas por debajo de los 20 ‘C y por
arriba de los 35 °C, presentando una temperatura éptima para su desarrollo y

multiplicacién entre los 30 y 35 °C (Fries, 1993).

Mecanismos de transmisién. Las esporas del patbgeno Nosema se trasmite de
dos formas (indirecta y directa), la forma indirecta se presenta cuando una abeja
sana entra en contacto con material o alimento contaminado con esporas, como
seria el contacto con residuos fecales depositados en paredes, pisos y panales
como resultado de la introduccion de material biolégico (reinas u obreras)
infectado; practicas de manejo inadecuado como el intercambio de panales de

una colonia sana a una enferma o revisar primeramente las colonias infestadas
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y posteriormente las sanas; y a través del pillaje de una colonia infestada a una
colonia sana (Fries, 1993; Rangel et al., 2016). La forma de trasmision directa es
menos frecuente y se presenta a través de la trofalaxis (intercambio de alimento),
por este medio, la infeccidn se puede presentar en obreras, reinas y zanganos,
los cuales presentan la misma sensibilidad como las obreras y la reina (Fries,
1993).

Dafios provocados de Nosema spp. Se pueden observar varios sintomas de
esta parasitosis, pero no todos pueden ser causados por la hosemosis ya que
algunos se pueden relacionar con envenenamiento, presencia de virus u otra
enfermedad. Los sintomas observados en las abejas adultas son paralisis en las
abejas, alas temblorosas, incapacidad para volar, pérdida de pelos del térax,
manchas fecales dentro de la colmena, disenteria, y también se pueden observar
agrupaciones de abejas enfermas en el suelo o en la piquera y por lo general las

obreras parasitadas presentan el abdomen inflamado (Fries, 1993).

En las obreras, se observa reduccién en el desarrollo de las glandulas
hipofaringeas, menor acumulacién de grasas en su cuerpo, no aprovecha bien el
polen como alimento y la proteina almacenada en su cuerpo se consume con
mayor rapidez, reduciendo el periodo de vida o longevidad de las abejas; en las
reinas la presencia de esporas de nosema presentara una disminucion de la
postura de huevos (Fries, 1993), esta infeccion en la reina puede permanecer
durante un largo periodo de tiempo, por lo que es recomendable realizar el
cambio de reinas cada afio y asi evitar una mayor contaminacién a otros

individuos de la colonia (Simeunovic et al., 2014).

3.4.3. Acarapis woodi

La acariosis traqueal o acarapisosis es una parasitosis causada por el acaro
microscopico Acarapis woodi, se encuentra en las traqueas de las abejas adultas,
en la cabeza y en los sacos aéreos toracicos y abdominales, se alimenta de la
hemolinfa, es portador de virus y provoca importantes pérdidas econdmicas
(Garrido-Bailon et al., 2012).
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Ciclo bioldgico de A. woodi. Las abejas jovenes son infestadas por el acaro
hembra cuando entran en contacto fisico con abejas parasitadas de mayor edad
(las abejas transmisoras son mayores a los 14 dias de edad). A. woodi pasa de
los pelillos del térax de la abeja enferma a los de la abeja susceptible,
sujetdndose a ellos con la ayuda de sus ufias. Posteriormente, y guidndose por
las corrientes de aire producidas por la respiracion de la abeja hospedadora,
encuentra el espiraculo de una trdquea del protorax a través del cual penetra
(SAGARPA, 2010).

Una vez en la trdquea de la abeja, la hembra de A. woodi se alimenta y ovoposita
entre cinco y siete huevos. Los huevos eclosionan y dan lugar a ninfas a los tres
a seis dias. Las ninfas mudan y se convierten en adultos aproximadamente dos
semanas después de puestos los huevos. Los adultos copulan en el interior de
las traqueas y las hembras fecundadas pueden dar lugar a la siguiente
generacion en la misma tradquea, o bien salen de ésta, para infestar a otras abejas
(SAGARPA, 2010).

Tanto las ninfas como los acaros adultos se alimentan de la hemolinfa de la abeja,
misma gue succionan de las paredes de las tragueas, las cuales perforan con la
ayuda de sus queliceros, lo que origina las lesiones de queratinizacion y
melanizacién que se consideran patognomonicas (tipicas), para el diagndstico en
el laboratorio. La insuficiente provision de oxigeno a los muasculos de vuelo a
consecuencia de la obstruccién de las trAqueas con acaros, explica el porque las
abejas pierden habilidad para volar;, ademas, se observa un debilitamiento
general del insecto hospedador como resultado del efecto de toxinas producidas
por los parasitos y también por la hemolinfa perdida. El tiempo de vida de una
abeja enferma es de aproximadamente 30 % mas corto que el de una abeja sana

(Guzman-Novoa y Correa-Benitez, 2012).

Mecanismos de transmision. El &caro parasita el sistema traqueal y los sacos
aéreos del térax de las abejas; la infestacion se inicia en abejas jévenes de hasta
seis dias de edad; abejas de mayor edad son inmunes a la penetracion del acaro

a sus traqueas, posiblemente se debe al endurecimiento de los pelos que rodean
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los espiraculos del primer par de tragueas toracicas, por donde penetra el acaro
(SAGARPA, 2010).

Los niveles de infestacibn se elevan después de periodos largos de
confinamiento. La transmisién se favorece con malos manejos del apicultor, con
abejas pilladoras, con abejas en deriva y con los enjambres. La manera mas
frecuente en que la enfermedad llega a un apiario sano en zonas libres del
problema, es a través de la migracion de enjambres o por la compra de abejas
reinas enfermas. Los acaros no son capaces de sobrevivir sin un hospedador

vivo por mas de 12 h (Guzman-Novoa y Correa-Benitez, 2012).

Dafios provocados por A. woodi. Los signos clinicos de la acarapisosis no
siempre se observan y generalmente so6lo son evidentes cuando los niveles de
infestacion de las colonias son muy altos (> 50 % de las abejas de una colonia
infestada). Entre las manifestaciones clinicas, se observan abejas con las alas
“dislocadas,” abanicandolas sin conseguir volar, su abdomen se aprecia
distendido, hay abejas muertas o moribundas frente a las piqueras; otras abejas
presentan el térax desprovisto de pelillos por lo que se ve negro y brillante; es
notorio también que las abejas enfermas pierden el instinto de picar. Este
sindrome suele aparecer en dias con baja temperatura a la sombra, en colonias
altamente infestadas que han pasado por un prolongado periodo de encierro,
pero no es caracteristico ni exclusivo de la acarapisosis, ya que puede también
observarse en casos de hambre, envenenamiento por insecticidas, o por
consumo de alimentos fermentados, cambios bruscos en la temperatura
ambiental, o en casos de otras enfermedades como la nosemosis, la amebosis y

la paralisis (Guzman-Novoa y Correa-Benitez, 2012).
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RESUMEN

Las abejas meliferas son importantes para la seguridad alimentana y el mantenimiento de la bicdiversidad.
Se ha presentade un colapso de las colonias ocasionado por la exposicion a plaguicidas. El objetivo fue
determinar y cuantficar la presancia de plaguicides en miel y cera de colonias de abejas bapo colapso (BC),
con (CA) y sin antecedentas de colapso (EA). Se analizaron cinco muesiras de miel y cinco de cera de
colenias CA y SA, asi come dos de miel y de cera BC; las mueastras fueron analizadas por LC-QTOF y GC-
MSMS. Se detectaron en total 24 plaguicidas en miel y cera. El acetamiprd se encontr en el 100% de las
muestras. En las colonies BC, presentaron an promedio altos niveles de acetemiprid en cera ¥ mial {0.402
y 0.833 mg kg ' respectivamente). Para las colonias CA. los promedios de acetamiprid fueron 0.685 v 0206
mg kg' para cera y miel respectivamenta, an las colonias 54, los promedios del acatamiprid en cera ¥ miel
fueron 0.234 y 0.404 mg kg' respectivamente. En conclusién, las colonias CA presentaron la mayor
diversidad de plaguicsdas seguides por S& y BC. Estes resultados podrian sugerir la padicipaciin de los
plaguicidas como causa del colapso de las colonias.

Palabras clave: Apiz mellifera. Desorden del Colapse de las Colonias, México y QuECHERS.

ABSTRACT
Honeybeas are mportant for food security and biodiversity preservation. There has been & collapse of the
colonies caused by exposure to pestcides. The aim was to determine and guantfy the presence of
pesticides in honey and wax from bee colonies, under collapse (BC) and with (CA) and without antecedant
of collapse (SA). Five honey samples and five colony wax samplas were analyzed from colonias CA y 54,
as wall as two of honey and two wax from colonies CB; samples were analyzed by LC-QTOF and GC-
MS/MS. 24 pesticides were detected in honey and wax analyzed. Acetamiprid was found in all samples. In
colonies, CB the wax and honey had high sverages levels of acatamiprid (0402 and 0.632 mg kg-1
respactively). For wax and honey from colonies CA, the averages of acatamiprid were 0.888 and 0,288 mg
kg-1 respectively. In wax and honey from colonies SA the averages of acetamipnd were 0.234 and 0.404
mg kg-1 respectively. In conclusion, the colonies CA had the greatest diversity of pasticides, followed by
the group S& and finally BC. Our results suggest the participation of pesticides as & cause of colony

collapsa.
Keywords: Apis melifera, Colony Collapse Disorder, México and QUECHERS.
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INTRODUCCION

Las abejas meliferas son importantes polinizadores de una gran diversidad de cultivos y
plantas nativas, la polinizacion llevada a cabo por estos insectos es necesaria para el 35
% de los cultivos destinados a la alimentacion humana (Ollerton, 2017); sin embargo, a
nivel mundial han sufrido una disminucion en sus poblaciones, fendmeno llamado el
Desorden del Colapso de las Colonias (DCC) (Brutscher et al., 2016). Las caracteristicas
de las colonias colapsadas, son: la muerte parcial o total de la colonia con presencia de
abejas muertas dentro o cerca de la colmena, la desaparicion parcial o total de la colonia,
con el abandono de las reservas de alimento v las crias y el debilitamiento de la colonia
mediante un lento desarrollo durante la primavera, bajo condiciones dptimas (Simon-
Delso ef al., 2014).

Aungue se han reportado diversos factores como [as probables causas del colapso de
las colonias, uno de los mas importantes es la exposicion a plaguicidas (Calatayud-
Vemich ef af,, 2018; Sanchez-Bayo ef al, 2016; Traynor ef al., 2016). Las abejas se
exponen a los plaguicidas cuando buscan los recursos néctar-poliniferos, sobre todo si
las colonias estan ubicadas cerca de areas agricolas (O'Neal ef al, 2018). Se ha
demostrado que la exposicion a dosis subletales de plaguicidas puede afectar el
comportamiento de la abeja (Balbuena ef al, 2015}, el pecoreo (Cresswell v Thompson,
20121, su longevidad (Wu ef &, 2011}, la termormregulacion (Tosi ef af., 2016) asi como
su aprendizaje olfativo y memaoria (Lu ef al , 2014).

Los residuos de plaguicidas pueden acumularse en el pan de abeja, miel y cera (Johnson
ef al, 2010; Lozano et al, 2019} presentandose en esta ditima la capacidad de
almacenamiento residual de plaguicidas (Benuszak et al, 2017). Paor tanto, de un panal
contaminado, los residuos pueden transferirse a la miel almacenada, presentando un
riesgo para los consumidores; también, el consumo de “miel en panal®, como aditivo de
alimentos en el tratamiento de frutas, suplemento alimenticio o como saborizante,
representan un riesgo para la salud (Wilmart ef al., 2016).

En el semidesierto del norte de México, se ha encontrado la presencia de plaguicidas en
bajas concenfraciones en muestras de miel y cera (Alcantar-Rosales ef al., 2016), y se
ha reportado para el periodo de 2010 al 2017 una disminucion de hasta el 35% de las
colonias de abejas (SIAP, 2018).

Par lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue determinar v cuantificar la presencia de
plaguicidas en muestras de miel v cera de colonias de abejas, con v sin antecedentes de
colapso.

MATERIAL ¥ METODOS

Muestreo de las matrices de las colmenas. El muestreo se realizd en el semidesierio
del norte de México (25° 05" y 26° 54" LN y 101° 40' y 104° 45" LO), entre los meses de

2
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junio a septiembre de 2017, con base en el padron de apicultores registrados en el Comité
Sistema Producto Apicola de la Region Lagunera A.C., bajo el criterio de contar con al
menos de 10 colonias; siendo seleccionados 43 apicultores, de los cuales, mediante un
muestreo aleatorio del 20% de las colonias de cada apiario y bajo condiciones naturales.
Se obtuvieron un total de 132 muestras de panal con miel y cera de aproximadamenta 12
cm?; de estas, para su analisis de plaguicidas, se seleccionaron al azar 12 muestras, de
[as cuales cinco se clasificaron como provenientes de colonias con antecedentes de
colapso (CA); cinco como asintomaticas o provenientes de colonias sin antecedentes de
colapso (SA), v dos muestras de apianos que al momento del muestreo sufrieron el
colapso (BC). La clasificacion se realizé de acuerdo a los datos obtenidos del apicultor y
con base en los criterios definidos por Simon-Delso ef al (2014).

Con un cuter desechable se cortd un pedazo de panal con miel vy cera de
aproximadamente 12 cm?, se coloco en una bolsa de plastico con su respectiva
identificacion v posteriormente fueron transportadas al laboratorio de Biologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna en Torreon, Coahuila, para
almacenarlas a -20 °C, hasta su analisis en el laboratorio del Centro de Investigacion y
Asistencia en Tecnologia v Disefio del Estado de Jalisco, A. C. (CIATEJ)), Apodaca,
Nuevo Leon. A cada una de las muestras {miel y cera) se les determind165 plaguicidas.

Productos quimicos y soluciones. Los estandares analiticos de los plaguicidas se
obtuvieron de ChemService, Inc. (West Chester, PA, USA) Sigma-Aldrich-Fluka (5t
Louis, MO, WSA), Sigma-Aldrich-Supelco (Bellefonte, FA, USA), Accustandard (New
Haven, CT, USA), y ULTRA Scientific (N. Kingstown, BRI, USA). El acido formico (grado
M3} vy formiato de amonio (base metal traza) se adguirieron en Sigma-Aldrich. El
Acetonitrilo grado HPLC v el agua grado HPFLC fueron adquindos en Tedia High Furity
Solvents (Fairfield, OH). Las sales de extraccion "Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
and Safe” (QUEChERS) (Méetodo AQAC) y los kits SPE de dispersion (Bond Elut), fueron
adquiridos en Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA).

Preparacion y extraccion de muestras. De cada muestra se tomaron 7 g de miely 3 g
de cera, las cuales previamente fueron descongeladas a temperatura ambiente. Se
realizd la extraccion de residuos de plaguicidas de acuerdo con una modificacion del
método analitico “QUEChERS" (Valdovinos-Flores ef al., 2017), previamente validado en
el Laboratorio de Servicios Analiticos de la Sede Noreste del CIATEJ. Este metodo consta
de dos pasos: (1) la separacion de plaguicidas de la matriz con acetonitrilo, v (2) el
extracto de limpieza. Se utilizaron curvas de calibracion en matriz (matriz-matched
calibration), los analitos y el estandar interno se agregaron después de pesar las
muestras, antes de agregar disolventes. Se transfirieron 300 yL de extracto a viales de 2
ml. Una muestra fue inyectada en un sistema de Cromatografia de liquidos, acoplado a
un espectrometro de masas en tiempo de vuelo (LC-QTOF); y otra en un Cromatografo
de gases acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo (GC-MS/MS).

3
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Extraccion en miel. De acuerdo al método analitico “QuUEChERS" modificado por
Valdovinos-Flores ef al. (2017}, en un tubo de plastico para centrifuga de 50 ml, se
pesaron 7 g de miel, a los cuales se agregaron 10 ml de agua desionizada; se agitaron
manualmente las muestras durante un minuto, se agregaron 15 ml de acetonitrilo
acidificado al 1% con acido acético (vw) vy se agitd nuevamente durante 1 min.
Fosteriormente se usaron 6 g de MgS504 v 1.5 g de acetato de sodio. Todas las muestiras
fueron agitadas durante 1 min. y se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min,

Fara hacer la limpieza del extracto se utilizaren 8 ml del sobrenadante, v se transfirieron
a un tubo de 15 mil, con 400 ml de amina primaria-secundaria (FSA), 1200 mg de MgS04
v 400 mg de EC-C18; se agitaron durante 1 min. v se cenfrifugaron a 4000 rpm por 5 min.

Extraccion en cera. Para la extraccion de esta matriz fue utilizado el método de Niell et
al. (2014). En un fubo de plastico para centrifuga de 50 ml se pesaron 3 g de cera, se
agregaron 15 ml de acetonitrilo acidificado al 1% con acido acético (v/v). Los tubos se
colocaron en un bafio de agua a 80 *C hasta la fundicion de la cera. Una vez fundida la
cera, se agitaron durante 20 seq. v se colocaron nuevamente en el bafo para que se
funda; se repitio el proceso de fundicion y agitacion tres veces mas. Las muestras se
colocaron a temperatura ambiente v luego se llevaron a un congelador a -20 *C durante
dos horas.

Fara hacer la limpieza del extracto, se extrajeron 8 ml del sobrenadante y se transfirieron
a un fubo de 15 ml, con 400 ml de amina primaria-secundaria (P5A), 1200 mg de MaS0a

v 400 mg de EC-C18. Se agitaron durante 1 min. v se centrifugaron a 4000 rpm por &
min.

Cromatografia de liqguidos acoplado a un espectrometro de masas en tiempo de
vuelo (LC-QTOF). Para el analisis de LC, se utilizd un sistema HPLC de la serie 1200 de
Agilent (Agilent Technologies), con una bomba binaria acoplada a un espectrometro de
masas G6530A Q-TOF (Agilent Technologies). La separacion cromatografica se logrd
utilizando una columna Eclipse Plus C18 (100 mm * 2.1 mm x 1.8 ym, Agilent
Technologies). Las fases moviles consistian en agua con 0.01% de acido formico + 10
mM de formato de amonio (Disolvente A) v metanol con 0.01% de Acido formico + 10 mM
formato de amonio (Disolvente B).

La inyeccion se realizd ufilizando una disolucion de automuestrador, en la que se
mezclaron 3 pL de extracto con 15 pL de disolvente A. El gradiente de elucion fue el
siguiente; 20-50% B a 0-3.5 min, 50-90% B a 3.25-8 81 min, 80-100% B a 8.81-10 min,
100% B a 10-12.8 min v re-equilibracion a condiciones iniciales de 12.9 min a 18 min.
Para el andlisis de espectrometria de masas, se ulilizd una fuente de ionizacion por
electropulverizacion Agilent Jet-Stream, que operaba en modo idnico positivo, con los
siguientes parametros de operacion: modo de adquisicion TOF MS, rango de adquisicion
de 50-950 m/z, N2 a 180 °C v 13 L/min como gas de secado, presion del nebulizador a

4
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40 psi, tension de la boquilla a 0V, gas de vaina a 300 *C y 10 L/min, tension capilar a
4000 ¥, voltaje skimmer a 65 V, voltaje fragmentador a 150 V, octapole RF at 750 V.
Agilent Mass Hunter, Workstation se utilizd para la adquisicion y analisis de datos.

Cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas triple cuadrupolo
({GC-MS/MS). Para la cromatografia de gases, se uso un cromatégrafo de gases 73004,
acoplado a un espectrometro de masas cuadripedo triple 7000B, con ionizacion de
impacto de electrones (El), equipado con un automuestreador 7693A (Agilent
Technologies). La separacion cromatografica se realizé utilizando dos columnas capilares
DB-5 MS ultra interés (15 m = 0.250 mm = 0.25 pm de espesor de pelicula; Agilent
Technologies). Se utilizd una union final purgada para conectar las dos columnas, v se
realizo un lavado después de cada ejecucion. Se inyectaron 2 UL del extracto en modo
sin divisionas (5 min a 21.1 psi), con un flujo constante de 1.0 mi/min (columna 1)y 1.2
mimin {columna 2).

El helio de alta pureza se utilizo como gas portador. La configuracion del inyector fue de
65 °C (contener 0.2 min) a 310 °C a 600 "C/min; la temperatura del hormo se programo
de 60 "C (1 min) a 170 °C a 40 "C/min a 310 "C (4 min). El espectrometro de masas fue
operado en el modo de ionizacion de impacto de electrones (energia de ionizacion 70
eV); mientras que la linea de trasferencia v las temperaturas de la fuente de iones se
fijarom a 300 °C.

Para la seleccibn y cuantificacion de analisis se utilizé e modo de monitoreo de iones
(SIM), seleccionado con un minimo de tres iones para cada analisis. La velocidad de
escaneo para cada segmento se establecio aproximadamente en dos escaneos, con el
fin de obtener un minimo de 10 puntos de datos por pico.

RESULTADOS

Cuadro 1. Plaguicidas encontrados en muestras de cera y miel en colonias de abejas meliferas
bajo colapso (EC), con antecedentes de colapso (CA) ¥ sin antecedentes de colapso [ 5A), por LC-
QTOF y GC-M5M 5

Grupo Tipo de Insecticidas Funpicidas Acaricidas Herbicidas Total
musstra

Cera 4 1 i} 1] 3

He Misl 2 1 0 1] 3
Cera 13 4 1 1 149

A Misl 5 2 0 1] 7
Cera 1 4 1 1 17

4 Misl 5 a 0 1] &
BC a 2 0 1] g

Ca 18 a 1 1 24

= 16 4 1 1 22

5
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Plaguicidas detectados en cera y miel de colonias BC, CA yv SA. En la cera se
encontrd una mayor diversidad de plaguicidas (insecticidas, fungicidas, acaricidas vy
herbicidas), con respecto a las muesiras de miel (insecticidas y fungicidas). Por ofra parte,
el mayor nimero de plaguicidas por grupos se encontrd en las colonias con antecedentes
de colapso (20), seguido por las colonias sin antecedentes (19) vy finalmente con agquellas
bajo colapso (7). Este mismo comportamiento se observo al separar los plaguicidas por
categoria, encontrandose en todos los casos, una mayor diversidad en CA, seguido por
SA v finalmente por BC (cuadro 1),

Con respecto a la cantidad de plaguicidas, el insecticida acetamiprid fue el Unico
detectado en todas las muestras de cera analizadas vy esfuvo presente en una mayor
cantidad en las colonias CA (0.686 mo kg™), sequido por BC (0.402 ma ka'™), ¥ finalmente
por SA (0.234 mg ko) (cuadro 2). Este mismo insecticida se presentdé en todas las
muesiras de miel, pero en mayor cantidad en las colonias BC (0.633 mg kg, seguido
por [as SA (0.404 mag ko), v finalmente las CA (0.266 mg ko) (cuadro 3).

Por otro lado, el insecticida malation se encontrd en 11 muestras de cera de las colonias
CB, CA vy 5A; sin embargo, las cantidades fueron bajas. Cabe agregar que la permetrina
cis se encontrd Unicamente en seis muestras de cera CA (0.087 mg kg") v SA (0.002 mg
ko) (cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio de plaguicidas (mg kg'') en cera de colonias de abejas meliferas bajo [(BEC),
con (CA) y sin [ 5A) antecedentes de colapso, detectados por LC-GTOF y GE-MS5/M S

BL Ca A
Poslive BC ca EA

1 2 1 i 3 ] ] | Fy 4 & 5 L] [L1] 1] i}

A AR D3 1T Q083 06  OTI6 0198 0073 Qi 0as 02 12 1403 CARE 0334

cL cL CL CL L cL cL CL CL L cL cL
B {1 000

0033 T 00E 4

CL CL L CL

G 1 006 1
Cl
[}
0 a0 00k G023 0025 D025 Godd a3 003F 00 f Gn2hs  Nnoes
i | L ] il | il [+ il
[ i} G CiE GO (o] (] CiE GO (o]
E T 1
CL
F {018 [ETHES] ECT s ) HECT 5 G2 ngEaT
CL CiL cL CL CL
o 3 0H {100 [ENH Dl Qo1 oog3 Gnds T A D01R
[ (o} i [} (o} i [a]
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& Acetamiprid, B Carbendasim, © Cafentrazens elil, D! Clypiios, B Clorantrandiproke, Fo Coumafis, & Dellamelring H
Dimetaata, | Ditenilamina, J: Fluokastrobina, K Imdadoprd, L Malasian. M- Malaoaon, N: Matagyfenceide, B Propargea, O
Pentacomlenal, P! Permetrinag, cie-, @ Permelrina, trans-, K Pyraciosirobing 3: Tetwtuaran, T: Tickanaio, U2 Trifkeisirobina

T: Trazas, CL: Cromatogradla de liquides CG: Gromatogradla de gesas

DISCUSION
Diversidad de plaguicidas en cera y miel. Las muestras de cera presentaron una mayar
diversidad de plaguicidas (insecticidas, fungicidas, acaricidas v herbicidas), con respecto
a las de miel. De la misma manera Johnson ef al. (2010), reportan la presencia ocasional
de residuos de plaguicidas en la miel, debido a que la mayoria de los plaguicidas son
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hidrofobicos y pueden fransferirse con mayor facilidad a través de interacciones de las
abejas meliferas hacia la cera de éstas (Calatayud-Vernich et al., 2018). Por lo tanto, los
plaguicidas se pueden encontrar con mayor frecuencia en la cera que en la miel; o bien,
aunque los niveles de plaguicidas en la miel son bajos, éstos tienden a contaminar la cera
por su naturaleza lipoefilica (Valdovinos-Flores ef al, 2017); asi como un bajo reemplazo
de cera en la colmena vy el reciclar para volver a introducir. Por tanto, los plaguicidas de
alia hidrofobicidad y esiabilidad, son los principales factores para el almacenamienio de
plaguicidas en |a cera (Calatayud-Vernich et ar., 2018).

Cuadro 2. Promedio de plaguicidas {mg kg™'] en miel de colonias de abejas meliferas bajo [BEC],
con (CA) y sin [ 5A) antecedentes de colapso, detectados por LC-QTOF

Plaguicidas en miel

Muestra A B C 1] E F G H
ae 1 0570 0.004 0,008
2 0.887 ftrazas
1 0,258 trezas 0008
2 0141  0.008 trazas  trazas
CA 3 0. 108 0.002
4 0,800 0.004
§ 0,231 0,008 0.002
1 0.787 trezas 0007 0005
2 0,101 0.014 ftrazas
54 3 0,200 frazas
4 0.487 0,008
5 0.353
Positivas 12 3 1 1 4 4 ] 1
Promedio BC 0,833
Fromedio CA 0,268 0.003
Fromedio 5A 0,404 0.010

A Acetamuprid, B Carbendazion, © Imelaclopred, D Flusxesimlang, E: Dmetcals, F: Malsaxon, G Malamidolos, H: Omalosaio

Del total de los plaguicidas, los insecticidas fueron los principales encontrados en las
muesiras de cera, con el 59. 1%, lo que corresponden principaimente a arganofosforados
(clorpirifos, malation, coumafés, dimetoato v malaoxon), piretroides (deltametrina,
permetrina cis y trang), neonicotinoides (acetamiprid e imidacloprid), v organoclorados
(pentaclorofenol). Asimismao, en la miel se enconird organofosforados (dimetoato
malaoxon, metamidofos v ometoato), ¥ neonicotinoides (acetamiprid e imidacloprid);
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representando el 75.0% de las muestras. La presencia de insecticidas en la miel ¥ cera
de abejas representa el mayor riesgo para los insectos polinizadores (Botias y Sanchez-
Bayo, 2018; Ostiguy ef al., 20193 por tanto, la deteccion v cuantificacion de éstos en las
muestras analizadas, reflejan su alta exposicion de las abejas, ocasionando danos
irmeversibles en algunas colonias.

Los fungicidas en la cera (27.3%) vy miel (25.0%), fueron la segunda clase de plaguicidas
encontrados con mayor presencia. Botias y Sanchez-Bayo (2018) sefialan que algunos
fungicidas pueden aumentar la toxicidad de los insecticidas al reducir la capacidad de
desintoxicacion de las abejas. También se ha encontrado que los residuos de fungicidas
en las colonias estan relacionados con la prevalencia de enfermedades en las abejas
(Simon-Delso et al, 2014). Ademas, se sugiere que el efecto de los fungicidas en los
polinizadores no es por toxicidad directa, sino por la alteracion del microbioma presente
en el polen y néctar de las plantas tratadas y/o contaminadas de las que se alimentan las
abejas ¥y de su propia flora bacteriana (VanEngelsdorp ef al., 2009); lo que fiene
importantes consecuencias en la nutricion y estado de salud de las abejas.

Finalmente, los herbicidas (9.1%) v acaricidas (4.5%), son los plaguicidas con menor
pregencia en las muestras de cera analizadas. Los herbicidas no representan toxicidad
aguda para los insectos polinizadores (Botias y Sanchez-Bayo, 2018); sin embargo, su
uso afecta de manera indirecta a las abejas, porgque eliminan gran cantidad de plantas
silvestres v reducen la diversidad floral, que es la fuente principal de alimento
(Bohnenblust ef a/., 2016), a esto puede atribuirse la baja presencia de herbicidas en las
muestras analizadas.

Fara el caso de los acaricidas, los cuales son utilizados para el control de Varmoa
destructor, pueden actuar de manera aditiva o sinérgica con los residuos de insecticidas
en las colonias de abejas (Johnson et al, 2013) sin embargo, en nuestro caso, los
acaricidas encontrados en las muestras fue del 4.5% del total de plaguicidas, por lo que
posiblemente estos ocasionan efectos adversos menores en las colonias de abejas.

Diversidad de plaguicidas en cera ¥y miel de colonias BC, CA y SA. Las colonias Con
Antecedentes de Colapso tuvieron mayor diversidad de plaguicidas (20), respecto a las
colonias Sin Antecedentes (19), v las colonias Bajo Colapso (7); lo cual se refleja también
al desagregar a los plaguicidas en insecticidas, fungicidas, acaricidas v herbicidas;
excepto para el caso de estos dos Ultimos, en los que no hubo presencia en BC, y la
diversidad fue similar en las colonias CA y SA.

Alcantar-Rosales ef al. (2016), reportan en miel y cera datos similares en relacion a la
reducida diversidad de plaguicidas para las colonias que colapsaron, enconfrando dos
plaguicidas (neonicotinoides vy organofosforados) en las muestras de miel, v cuatro
(organofosforados, benzimidazol, piretroides y derivado de la piriding) en la cera; sin
embargo, éstos se encuenfran en bajas concentraciones. En relacion a esto, la cera
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contaminada con plaguicidas, al estar en contacto con el huevo en desarrollo hasta que
emerge la abeja, pueden llegar a provocar efectos sub-letales en las abejas obreras,
afectando principalmente el desarrollo larvario v la longevidad de las abejas (Wu el al,
2011y pudiendo provocar efectos indirectos en la colonia, tales como cambios
prematuros en el rol de las abejas v en la actividad de pecoreo. Para el presente caso,
las colonias que colapsaron presentaron la menar diversidad de plaguicidas, pero en altas
cantidades; lo que posiblemente demuesira que la presencia de insecticidas v fungicidas
afectaron a las abejas, provocando el colapso.

Es impartante resaltar ademas, que la presencia de plaguicidas se debe al manegjo de las
colmenas (estacionarias y migratorias), asi como a la ubicacion del apiario, entre otros
factores (Ostiguy ef al_, 2019). Para nuestro caso, en los tres grupos (CA, SA vy BC), la
mayoria de las colmenas son movilizadas, v se ha reporfado que la movilizacion de
colmenas desfinadas para la polinizacion provoca una mayor exposicion a plaguicidas
(Traynor ef al, 2016). En nuestro caso, los apicultores las movilizan, debido a dos
razones: la busqueda de floracion, v cuando son arrendadas para la polinizacion de
cultivos; este manejo puede ocasionar estrés a las abejas, volviéndolas mas susceptibles
a la intoxicacién por plaguicidas (Sanchez-Bayo et al., 2016).

La ubicacion de los apiarios también es un factor importante, debido al efecto que tendra
en las colmenas la vegetacion circundante. Se ha demostrado que la intensificacion de
la agricultura provoca la pérdida de habitats naturales: por tanto, los cultivos intensivos vy
en general la falta de biodiversidad vegetal limitan la cantidad de alimento, lo que provoca
una disminucion en abundancia v riqgueza de polinizadores; asi como un impacto en la
salud de las abejas meliferas (Kovacs-Hostyanszki et al., 2017).

En nuestro caso, la vegetacion circundante al momento del muestreo vy los cultives que
mayormente se siembran, son los siguientes: para el grupe BC, la vegefacion
predominante fue de pinabete {Tamarx spp.) v los cultivos cercanos a los apiarios,
fueron maiz (Zea mays), alfalfa (Medicago sativa) y algodon (Gossypium spp.). Para el
grupo CA, la vegetacion predominante fue pinabete { Tamarix spp.) v mezquite (Frosopis
laevigata), con cultivos de maiz (2. mays), sorgo (Sorghum vulgare), algodon (Gossypium
spp.), alfalfa (M. safiva), sandia (Citruilus lannatus), melén (Cucumis melo), chile
(Capsicum annuum), v calabaza (Cucurhita pepo). Finalmente, para el grupo SA, la
principal vegetacion predominante fue mezquite (P. laevigata) v pinabete (Tamarix spp.),
con cultivos de alfalfa (M. safiva), maiz (Z. mays), sorgo (S vulgare) y algodon
(Gossypium spp.). Esto da evidencia que las colmenas de la region estan ampliamente
expuestas a plaguicidas, lo que significa que las zonas agricolas contribuyen a la alta
presencia de plaguicidas en los productos de la colmena (Traynor et al, 2016).

Se encontrd la mayor diversidad de residuos de plaguicidas en la miel v cera en las
colonias CA, pudiera estar relacionada con la cantidad de cultives cerca de las colonias
donde fueron tomadas las muestras; sin embargo, la cantidad de plaguicidas fue menaor
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comparado a las colonias en colapso con presencia de altas cantidades de plaguicidas
en miel y cera. Lo anterior, posiblemente se debid a que estas colonias presentaron
mayor exposicion a los cultivos tratados, o bien, debide a una aplicacion reciente de
plaguicidas durante la permanencia de |as colonias con respecto a CA y 54, ya que
presentaron menores niveles de plaguicidas, aun estando en la misma region.

Una exposicion cronica de las abejas a los plaguicidas a dosis subletales pueden afectar
las funciones neurclogicas, como la memaoria ¥ el comportamiento; sintomas que pueden
presentarse anfes del colapso de la colmena (Lu ef al, 2014), aunado a esto, la
exposicion a plagas, enfermedades, una mala nutricion, o la interaccion entre plaguicidas
y patégenos, contribuyen a la mortalidad de las colonias de abejas (Broadrup ef al. 2019),
lo que posiblemente ocurrit en las colonias BC.

Cantidad de plaguicidas en muestras de miel y cera. El insecticida encontrado en la
totalidad de las muestras de miel y cera fue acetamiprid, mismo que ademas fue el que
en promedio tuvo la mayor cantidad, tanto en miel (0.385 mg kg-'), como en cera (0.316
mqg kg-'); rebasando los Limites Maximos de Residuos (LMR) de la Union Europea (UE)
(0.05 mg kog'"). Datos reportados por Gawel ef al. (2019) en miel difieren a los nuestros,
cuyas concentraciones son bajas y van de 0.001 a 0.13 mg kg''. También, Da Silva ef al.
(2015}, reportan un promedio de 0.0025 mg kg™

Estudios realizados por El Hassani et all (2008) indican que el consumo de este
plaguicida a dosis subletales de 0.1 pgfabeja afecia su comportamiento y aprendizaje
olfativo, debido a su efecto inmunosuprasor (D1 Prisco et al, 2013), provocando una
mayor susceptibilidad a la infeccion del microsporidio Nosema (Broadrup ef al, 2019),
Ademas, el debilitamiento inmunelogico favorece a la propagacion del acaro Varroa en
las colonias de abejas meliferas, el cual es fuente de trasmision de virus (Di Prisco ef al,
2016), como el Virus de las Alas Deformes (DWW), el Virus de la Paralisis Aguda lsraeli
(1APV), el Virus de la Paralisis Aguda (ABPV) y el Virus de Kashmir (KBV) (Belsky y Joshi,
2019; Brutscher ef af., 2016). La combinacion de estas enfermedades con los insecticidas
neonicotinoides, contribuyen al colapso de las colmenas (Sanchez-Bayo ef al., 2016).
Ademas, el acetamiprid puede presentar efectos sinérgicos cuando es combinado con
otros plaguicidas (Wang et al, 2019}, lo gue posiblemente explica el colapso de las
colonias en esta region; aunado a que éstas probablemente tenian mayor tiempo de
exposicion a los plaguicidas.

El segundo plaguicida en frecuencia fue el malation, que se encontré en 11 muestras de
cera con niveles desde 0.005 hasta 0.041, y un promedio de 0.015 mg kg-"; cifra que no
rebasa los LMR de la UE de 0.05 mg kg'. Para el norte de México Valdovinos-Flores et
al. (2017), reportan la presencia de malation en el 100% de las muestras de cera, con
niveles que van de 0.006 a 1.532 mg kg, con un promedio de 0.018 mg kg'. El malation,
utilizado en la agricultura comao insecticida y acaricida v para el control de plagas urbanas,
presenta baja persistencia v alta toxicidad en insectos (Toxnet, 2019).
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Los resultados de este estudio demuestran una alta incidencia del organofosforado
malation en el norte de México, y aunque presenta baja persistencia, es de alta incidencia
en las muestras analizadas. Lo anterior probablemente se explique por la aplicacion del
organofosforado cerca de las colmenas antes de gue fueran recolectadas las muestras,
¥ a que como anteriormente se menciond, que la mayoria de las colmenas se movilizan
en busca de floracion y se ubican principalmente cerca de los cultivos agricolas.

Finalmente, la permetrina cis se encontrd en menor frecuencia (seis muestras de cera),
pero en mayaor cantidad (0.087 ma ko '); sin embargao, la UE no especifica su LMR. Datos
similares son reportados por Johnson ef al (2010), con valores de 0.133 mg kg ". Mo
obstante, este insecticida es altamente toxico para las abejas, con una DLsy topica de
0.024 po/abeja (Piccolomini ef af, 2018). La exposicidn prolongada de los piretroides
pueden afectar la inmunidad celular y humoral; asi como la disminucion en la inmunidad
en las abejas (2 ef a/., 2019). La permetrina se utiliza principalmente como insecticida v
acaricida para el tratamiento de semillas de uso forestal, ¥y para el control de vectores
(Toxnet, 2019 v su amplio uso puede ser la razon de su mayor cantidad y presencia en
las muestras analizadas, ya que algunas muesiras provenian de la cercania de zonas
agricolas.

Es importante sefialar que La Comarca Lagunera ha sido referente en cuanto a la siembra
de algodon, cultivo de forrajes para el ganado bovino, v ademas la produccion horticola
se encuentra en aumento (SIAP, 2019); por lo que es una region donde se han utilizado
una gran diversidad de plaguicidas, muchos de los cuales presentan efecto residual
(Vargas-Gonzalez ef al., 2016). Por lo tanto las practicas agricolas inadecuadas y el uso
v manejo ineficiente de los plaguicidas (Esquivel-Valenzuela ef al., 2019) han creado un
serio problema de salud publica, debido a intoxicaciones por agroquimicos, asi como para
el medio ambiente; destacandose el daiio ocasionado a la apicultura por su efecto en el
colapso de las colmenas.

CONCLUSIONES

La mayor cantidad de plaguicidas se encontraron en la cera de las colonias con
antecedentes de colapso; asi fambién presentan la mayor diversidad (insecticidas,
fungicidas, acaricidas v herbicidas). La presencia de plaguicidas en la miel v cera de las
colonias bajo, con, ¥ sin antecedentes de colapso pueden ser la consecuencia de los
tratamientos fitosanitarios utilizados en la agricultura, por lo que su presencia puede verse
influida por el origen de la muestra, va que el radio de accion de las abejas es de hasta
diez kilometros. Sin embargo, nuestros datos no nos permiten afirmar que la presencia
de plaguicidas sea la principal o Gnica causa del colapso de las colonias; y por lo tanto,
se requiere continuar con este tipe de investigaciones para determinar los factores que
afectan la salud de las abejas meliferas, como o &5 la presencia de plaguicidas, parasitos
v enfermedades en la region.
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Articulo 2

Patdgenos y pérdida de colonias de abejas
Caracteristicas del apicultor y parasitosis de las abejas como causas en la pérdida
de colonias de La Comarca Lagunera
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Characteristics of the beekeeper and parasitosis of the bees as causes in the loss of

colonies of the Comarca Lagunera

ABSTRACT. To determine the role that varroosis, nosemosis, acarapisosis, and some
aspects of the typology of the beekeeper as the cause of the colony losses, 132 bee samples
of bees from 43 beekeepers were obtained from the same number of colonies and were
classified with and without a antecedent of colony loss (APC). The characteristics of the
management, the typology and colony loss were obtained by means of questionnaires
applied to the beekeepers, and the infestation levels for each pathogen were classified by
its severity. The effects on the colony loss were identified, using Kruskal-Wallis for the
level of infestation of the pathogens, and a test of X2 for the characteristics and typology
of the beekeeper. There was no difference (p > 0,05) in the prevalence of V. destructor
and Nosema between colonies with and without APC, whereas there was no presence of

A woodi. Likewise, the colony loss was equal (p > 0,05) for those with and without APC
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in relation to the infestation level of V. destructor and Nosema infection, and to the
characteristics and typology of the beekeeper. Our results discard the variables studied as
the cause of the colony losses, and further studies are need to identify the causes of this

phenomenon, such as the use of pesticides.

Key words: Apis mellifera. Diseases. Infestation. México. Prevalence.

RESUMEN. Para determinar el papel de la varroosis, nosemosis, acarapisosis y algunas
caracteristicas y tipologia del apicultor como causa de la pérdida de las colonias, se
obtuvieron de 43 apicultores, 132 muestras de abejas del mismo nimero de colonias y se
clasificaron en con y sin antecedentes de pérdida de colonias (APC). Las caracteristicas
del manejo, la tipologia y las pérdidas de colonias se obtuvieron a traves de cuestionarios
aplicados a los apicultores y los niveles de infestacion para cada parasitosis se clasificaron
por su severidad. Se identificaron los efectos sobre la pérdida de las colonias, utilizando
Kruskal-Wallis para el nivel de infestacion de las parasitosis, y X? para las caracteristicas
y tipologia del apicultor. No hubo diferencia (p > 0,05) en la prevalencia de V. destructor
y Nosema entre colonias con y sin APC, mientras que no hubo presencia de A. woodi. De
igual manera, la pérdida de colonias fue igual (p > 0,05) para aquellas con y sin APC en
relacion a los niveles de infestacion de V. destructor e infeccién de Nosema, y a las
caracteristicas y tipologia del apicultor. Nuestros resultados descartan a las variables
estudiadas como causantes de la pérdida de las colonias, siendo necesarios mas estudios

para identificar las causas de este fendbmeno, como el uso de plaguicidas.

Palabras clave: Apis mellifera. Enfermedades. Infestacion. México. Prevalencia.

INTRODUCCION

Las abejas meliferas (Apis mellifera L) son insectos polinizadores que tienen un papel
importante en la actividad agropecuaria, ya que alrededor de un tercio de los cultivos
dependen de forma directa de la polinizacién, aportando al afio a la calidad y cantidad de

éstos un valor aproximado de 265 mil millones de dolares; por esta razén, son un
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componente esencial para la seguridad alimentaria y el mantenimiento de la biodiversidad
(Lautenbach et al., 2012).

En los dltimos afios se ha observado un incremento en la pérdida de abejas meliferas
debido a diversos factores (Brutscher et al., 2016), lo que se ha nombrado como Desorden
del Colapso de las Colonias (DCC). Varios estudios han mostrado que existen mas de 60
factores asociados al DCC (VanEngelsdorp et al., 2009), entre otros, una alimentacion
deficiente, practicas de manejo inadecuadas, reduccion del habitat, sequias o lluvias
extremas, exposicion a plaguicidas y la presencia de parasitos como el &caro Varroa
destructor y el microsporidio Nosema spp (Staveley et al., 2014; DeGrandi-Hoffman &
Chen, 2015; McMenamin & Genersch, 2015; Dennis & Kemp, 2016).

Los patdgenos afectan de diferente forma a las abejas, por ejemplo, V. destructor afecta
el sistema inmunologico, el comportamiento, la orientacion y la actividad de las abejas
pecoreadoras, ademas de ser un vector mecanico y bioldgico de virus (Yang & Cox-
Foster, 2007), mientras que Nosema apis y Nosema ceranae, afectan el tracto digestivo de
las abejas adultas, provocando en las obreras afectadas reduccién en el desarrollo de las
glandulas hipofaringeas y menor acumulacién de grasa corporal (Fries, 1993; Higes et al.,
2008). Por su parte, el acaro Acarapis woodi provoca pérdidas econémicas significativas
en muchas areas geograficas. Parasita el sistema respiratorio; vive y se reproduce
principalmente en la traquea protoracica de la abeja, aunque también puede encontrarse
en la cabeza y en los sacos aéreos toracicos y abdominales. Este organismo se alimenta de
la hemolinfa de su hospedero y es vector de varios virus de las abejas (Garrido-Bailon et
al., 2012).

Las colonias con antecedentes de pérdida (APC) retinen una serie de caracteristicas, entre
las que sobresalen: a) la muerte de parte o toda la colonia, con presencia de abejas muertas
dentro o cerca de la colmena; b) la desaparicion de parte o toda la colonia, con abandono
de las reservas de alimento y las crias; y c) el debilitamiento de la colonia caracterizada
por un lento desarrollo durante la primavera, bajo condiciones optimas (Simon-Delso et
al., 2014).

Las pérdidas de colonias de abejas reportadas en regiones de Europa y América del Norte

han sido superiores al 30% (VanEngelsdorp & Meixner, 2011). Para el caso de México,
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en La Comarca Lagunera, del 2010 al 2016 se presentd una disminucién del 35% de las
colonias de abejas (SIAP, 2017). La disminucion de colonias, aunada a la falta de estudios
sobre la presencia y niveles de infestacion de las principales parasitosis, motivan la
presente investigacion, con el objetivo de determinar la prevalencia y niveles de
infestacion/infeccion de V. destructor, Nosema spp y A. woodi, evaluar el papel que los
niveles de estas parasitosis y algunas caracteristicas de manejo de las colonias y la
tipologia del apicultor, tienen en la pérdida de las colonias, asi como también, cuantificar

la pérdida de colonias de abejas meliferas de La Comarca Lagunera.

MATERIAL Y METODOS

Localizacion. El estudio se realiz6 en los municipios de Matamoros, Torreon, Francisco
I. Madero, San Pedro y Viesca, del estado de Coahuila, y en los municipios de Lerdo y
Gomez Palacio del estado de Durango, ubicados en La Comarca Lagunera (25° 05’ y 26°
54’ LN y 101° 40’ y 104° 45° LO), la cual se caracteriza por una precipitacion anual de
235 mm, altitud de 1139 msnm, clima seco semiarido, y temperatura promedio anual de

22 °C, con maximas y minimas de 33 y 9 °C respectivamente (INEGI, 2017).
Factores analizados

Cuestionario. Antes de la colecta de muestras cada apicultor respondié un cuestionario
del cual se obtuvieron datos como su edad, su experiencia en la actividad apicola, la
ubicacién del apiario, el namero de colonias (tipologia) y su movilizacion, el estado
sanitario de las colonias (con APC y asintomaticas o sin APC), y las pérdidas de colonias
durante el periodo 2016 y 2017.

Colecta de las muestras. De 66 apicultores registrados en el Comité Sistema Producto
Apicola de la Regidn Lagunera A.C., se seleccionaron 43 apicultores, bajo el criterio de
contar con al menos de 10 colonias y disponibilidad de participar en el proyecto. La toma
de muestras se realizo de junio a septiembre de 2017 mediante un muestreo aleatorio del
20% de las colonias de cada apiario, obteniendo un total de 132 muestras. Las muestras
se clasificaron en provenientes de colonias con APC (n = 48; 36,4%) y asintomaticas o

provenientes de colonias sin APC (n = 84; 63,6%) de acuerdo a los datos obtenidos de la
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aplicacion del cuestionario a cada apicultor y con base en los criterios definidos por
Simon-Delso et al. (2014).

Las muestras fueron de aproximadamente 200 abejas adultas tomadas de los bastidores
del alza en un frasco con alcohol al 70% (Traynor et al., 2016) y transportadas para su
posterior analisis al laboratorio del Departamento de Biologia de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna. En las muestras se analizaron los

siguientes patdgenos:

Varroa destructor. Las muestras fueron analizadas para detectar la presencia de acaros de
acuerdo a la técnica del agitado (Shimanuki & Knox, 2000) y el nivel de infestacion se
calculd con el nimero de acaros por cada 100 abejas y se reporté como porcentaje de
infestacion (OIE, 2017), clasificAndose en tres niveles: 1) 0,0-5,0%; 2) 5,1-10,0% y 3)
10,1-15,0%.

Nosema spp. Las muestras se analizaron mediante la técnica de Cantwell, determinando
la presencia y cuantificando el nimero de esporas. Se reporta la intensidad de infeccion
en millones de esporas por abeja (OIE, 2017; Shimanuki & Knox, 2000), clasificandose
en cuatro niveles: Ligero (1-5), regular (> 5 -10), semisevero (> 10-20) y severo (mas de
20) (Guzman-Novoa & Correa-Benitez, 2012).

Acarapis woodi. El analisis de cada muestra se realiz6 en 20 abejas adultas con la técnica
del disco mesotoracico (OIE, 2017; Shimanuki & Knox, 2000), para determinar la

presencia del acaro y su nivel de infestacion.

Caracteristicas y tipologia del apicultor. La edad del apicultor se categorizo en tres
grupos: 26-45; 46-65 y, mayor a 65 afios (Chauzat et al., 2016); la experiencia del apicultor
en la actividad se clasific en dos grupos: menor a 30 afios y mayor de 30 afios; la tipologia
de la actividad se clasifico, con base al numero de colonias de cada apicultor en tres
categorias, pequefios apicultores (< 50 colonias), intermedios (51 a 200 colonias) y
comerciales (> 201 colonias) (Vélez et al., 2016); respecto a la practica de movilizacion

de las colonias se clasificaron en: si y no.
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Pérdidas de colonias de abejas. La pérdida de colonias de abejas se obtuvo a través del
cuestionario aplicado a los apicultores, la informacion obtenida se categoriz6 en cuatro
rangos (0-25%, 26-50%, 51-75% y mas del 76%).

Anélisis estadistico. Para determinar si los datos cumplian con criterios de normalidad se
realizo la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Los niveles de infestacion de
Varroa se transformaron a raiz cuadrada y los niveles de infeccion de Nosema se
transformaron en base Logio. Para la prevalencia de los patdgenos entre los grupos (con y
sin APC) se realiz una prueba de X2. La comparacion de los niveles de infestacion de
varroa e infeccion de nosema entre los grupos se realiz6 mediante una prueba de Kruskal-
Wallis. Para el efecto de las caracteristicas y tipologia del apicultor como causa de la
pérdida de las colonias se realiz6 una prueba de X2. Los analisis estadisticos se realizaron
con el programa SPSS Statistics version 20,0 (SPSS, 2018).

RESULTADOS

Prevalencia de V. destructor, Nosema spp y A. woodi en colonias con y sin APC. No se
encontrd diferencia significativa en la prevalencia de V. destructor (X>=0,127;g.l. = 1; p
=0,722) entre el grupo con APC (77%) y sin APC (86%), mientras que la prevalencia de

Nosema spp fue del 100% en los dos grupos. A. woodi no se detect6 en las muestras (Tabla
).

Niveles de infestacidn/infeccidn en colonias con y sin APC. No se encontr6 diferencia
significativa (p > 0,05) en los niveles de infestacion para V. destructor y Nosema spp entre

los grupos con y sin APC.

Caracteristicas y tipologia del apicultor. La edad, experiencia y tipologia del apicultor,
y la movilizacion de las colonias no tuvieron efecto (p > 0,05) sobre la pérdida de colonias

entre los grupos con y sin APC (Tabla I1).

Pérdidas de colonias. Las pérdidas de colonias de abejas del 2016 al 2017 pueden ser
consideradas de importancia econdémica para los apicultores, especialmente para dos de
ellos, que representan el 45%, quienes sufrieron pérdida de mas del 76% de sus colonias,

mientras que, de manera contraria, nueve apicultores (21%) perdieron menos del 25% de
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sus colonias. La mayoria de los apicultores (n = 32, 74%) sufrieron pérdidas del 25 al 75%

de sus colonias.

DISCUSION

Este estudio arroja evidencias que una alta proporcién de colonias aparentemente sanas
tienen altas prevalencias y niveles de infestacion/infeccion de V. destructor y Nosema spp
respectivamente, aunque no existe diferencia entre los niveles de infestacion de estos
parasitos entre las colonias con antecedentes y sin antecedentes de pérdida. De la misma
forma, ni las caracteristicas ni la tipologia del apicultor afectaron la pérdida de colonias

entre uno y otro grupo.

Prevalencia y nivel de infestacion/infeccion de V. destructor y Nosema spp y A. woodi
en colonias con y sin APC. No se encontr6 diferencia estadistica (p > 0,05) entre los
grupos con y sin APC para la prevalencia de Varroa y de Nosema. Para V. destructor la
prevalencia en colonias con APC fue 77% y en colonias sin APC de 86%, resultados que
difieren con los reportados por VanEngelsdorp et al. (2009) (64% y 53%) y con los
reportados por Meana et al. (2017) (59% y 41%). La prevalencia elevada que se reporta
en este estudio puede estar relacionada por la cercania entre apiarios y la sobresaturacion
de colonias en un area (Herrera et al., 2017) y, con la aplicacién inadecuada de
tratamientos para su control (Meana et al., 2017). Ademas, puede deberse a la dificil
erradicacion del acaro, sin embargo, las abejas meliferas pueden sobrevivir con Varroa
hasta con el 17% de infestacion (Currie & Gatien, 2006), nivel mayor a lo encontrado en

el presente estudio (Tabla I).

El porcentaje promedio del nivel de infestacion de V. destructor en colonias con y sin
APC fue de 3,59 + 0,54 y 3,06 + 0,54 respectivamente; Genersch et al. (2010) reportan
3,4 £ 0,1 para las colonias sin APC, nivel similar a lo encontrado en el presente estudio.
Por otro lado, VVanEngelsdorp et al. (2009) reportan 8,6% de prevalencia en colonias con
APC, valor mayor a lo registrado en este estudio. Estas diferencias en la dindmica
poblacional de V. destructor pueden tener diversas causas, como los factores ambientales

que alteran las condiciones microclimaticas dentro de la colonia, la temperatura, humedad
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y disponibilidad de polen o néctar (Rosenkranz et al., 2010) o el mejoramiento genético
(que favorece la capacidad de eliminar las varroas adultas y detectar y remover las crias
afectadas) (Meixner et al., 2015), asi como también, el comportamiento higiénico, que

afecta la supervivencia y éxito reproductivo de Varroa (Rosenkranz et al., 2010).

La prevalencia de Nosema spp. en ambos grupos fue del 100%, similar a lo reportado para
N. ceranae en colonias con APC por Meana et al. (2017). Por otra parte, VanEngelsdorp
et al. (2009) reportaron prevalencias del 35% para colonias sin APC. La prevalencia
elevada puede deberse a la presencia de la especie N. ceranae, que a diferencia de N. apis,
es mas virulenta y resistente a altas temperaturas (Martin-Hernandez et al., 2009), ademas,
es catalogada como una de las principales causas en la pérdida de colonias (Higes et al.,
2008). Sin embargo, en el presente estudio no se realizé un diagndstico diferencial para
N. ceranae, por lo que no se puede determinar si la prevalencia del microsporidio y los
niveles de infeccion encontrados se deben a esta especie.

El nivel promedio de infeccion por Nosema para los dos grupos fue de nueve millones de
esporas por abeja (Tabla 1), el cual no influyé la condicion sanitaria de las colonias (con
y sin APC). Sin embargo, en el grupo sin APC, el 77% de las colonias presentaron niveles
de infeccidn de ligero a regular, mientras que el grupo con APC fue el 63%. Estos
resultados contrastan con lo reportado por Traynor et al. (2016) quienes reportan niveles
promedios de infeccién por debajo de 0,5 millones de esporas por abeja, al igual que con
los 1,9 millones en colonias con APC y un millén en colonias sin APC reportados por
VanEngelsdorp et al. (2009). Estas diferencias en los niveles de infeccion pueden deberse
a los métodos de muestreo, areas geograficas, especies de abejas y técnicas de diagnostico,
entre otros factores bidticos y abioticos (Papini et al., 2017). Ademas, se ha observado una
coevolucién huésped-patdgeno gracias a la cual, las abejas obreras pueden lograr un
desempefio adecuado, llegando a mantener la eficiencia y la productividad de la colonia
(Kurze et al., 2016a).

El acaro A. woodi no se encontrd en las muestras analizadas. En efecto, este acaro no
presenta un problema sanitario para la apicultura en la region. En lugares donde esta
presente, se observa una prevalencia y nivel de infestacion bajo (Garrido-Bailén et al.,

2012; Figueroa & Arechavaleta-Velasco, 2018), ya que al parecer se ha establecido un
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equilibrio entre el paréasito y las abejas, debido probablemente a la aplicacién de diversos
métodos de control de V. destructor, los cuales tienen efecto indirecto sobre A. woodi
(OIE, 2017).

Caracteristicas y tipologia del apicultor. No se encontro efecto de la edad, experiencia,
tipologia del apicultor y movilizacion con respecto a la pérdida de las colonias (Tabla I1),
de manera similar a lo reportado por Genersch et al. (2010) y Meana et al. (2017). Esto
pudo deberse a que las abejas meliferas se han adaptado para resistir o tolerar parasitos de
forma individual y que a nivel social pueden reducir o evitar la trasmision de parasitos en
la colonia (Kurze et al., 2016b).

Pérdida de colonias. Publicaciones recientes confirman la pérdida de colonias de abejas
en varios paises (Van Der Zee et al., 2015; Chauzat et al., 2016; Meana et al., 2017;
Jacques et al., 2017; Kulhanek et al., 2017; VanEngelsdorp et al., 2017). En el presente
estudio se encontrd que mas de la mitad de los apicultores (56%) sufrieron pérdidas del
26 al 50% de sus colonias durante los afios 2016 y 2017; resultados similares se
encontraron en México con 33,4% (Medina-Flores et al., 2018) y Estados Unidos de
América 40,5% (Kulhanek et al., 2017). La mayoria de los apicultores atribuyeron la
pérdida a los plaguicidas aplicados en los cultivos y al cambio climatico, sin descartar la
nula aplicacion de productos para el control de parasitosis y las practicas inadecuadas de
produccion. El rango de las pérdidas de las colonias es muy variable que va del 4% (Van
Der Zee et al., 2012) hasta el 85% (Neumann & Carreck, 2010). Esta variacion puede ser
atribuida a diversos factores como la diversidad genética de las abejas meliferas y la
presencia de plagas y enfermedades, el uso excesivo de plaguicidas, la pérdida de

vegetacion y las practicas de manejo (Neumann & Carreck, 2010).

Los resultados demuestran que la prevalencia y niveles de infestacion/infeccion de los
patdgenos, asi como las caracteristicas y tipologia del apicultor, no favorecen la pérdida
de las colonias de abejas reportadas en los ultimos afios en La Comarca Lagunera. Se
requieren mas estudios de monitoreo longitudinal para tener una mejor comprension de
los factores que afectan las pérdidas de colonias de abejas meliferas, especialmente la

presencia de plaguicidas y factores ambientales no considerados en esta investigacion, por
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lo que es importante realizar investigaciones que se enfoquen a evaluar estos elementos y

su papel en las pérdidas de las colonias en la region.
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Tabla 1. Prevalencia y nivel de infestacion/infeccion para V. destructor y Nosema spp, en

colonias con y sin antecedentes de pérdida (APC).

V. destructor Nosema spp
. Nivel de Nivel . . .
Prevalencia . . . Prevalenci . Nivel Nivel
APC n infestacion Méximo N° esporas por abeja . .
(%) a (%) maximo minimo
(%) (%)

Con 48 77 3,59 +0,54° 13 100? 9678 x 10° + 0,949 x 10% 29200x10° 2800 x 10°
Sin 84 86% 3,06 +0,34° 15 100° 9180 x 103+ 1,184 x 10% 89600 x10° 1200 x 10°

2No se encontraron diferencias estadisticas en la misma columna (p > 0,05).

Promedio + Error Estandar.
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Tabla I1. Efecto de las caracteristicas de manejo de los apicultores en las pérdidas de las

colonias.
V. destructor Nosema spp
Con Sin Con Sin
APC % APC % X* p APC % APC % X* p
(n) (n) (n) (n)
Edad (afios)
26-45 6 429 8 571 6 400 9 60,0
45-65 12 50,0 12 50,0 059 0,74 14 483 15 51,7 0,59 0,75
> 65 2 333 4 667 2 33,3 4 66,7
Experiencia (afios)
<30 14 452 17 548 14 43,8 18 56,2
0,98 0,32 0,00 0,96
30-45 8 615 5 385 8 444 10 55,6
Tipologia
Pequefios < 50 7 350 13 650 11 458 13 54,2
. 0,32 0,85
Intermedios 50-200 8 444 10 556 044 0,80 9 450 11 55,0
Comerciales > 200 2 333 4 66,7 2 333 4 66,7
Movilizacion
Si 14 452 17 548 15 545 18 545
1,89 0,17 0,83 0,77
No 3 231 10 769 7 412 10 58,8

No se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre los grupos.
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CONCLUSION GENERAL

La prevalencia y niveles de infestacion infeccidn de los principales patégenos, las
caracteristicas y tipologia del apicultor, asi como, la presencia de plaguicidas en
la miel y cera no son las Unicas causas que favorecieron la pérdida de las colonias
de abejas reportadas en los ultimos afios en La Comarca Lagunera. Se requiere
continuar con este tipo de investigaciones para determinar los factores que
afectan la salud de las abejas meliferas, como lo es la presencia de plaguicidas,

parasitos y enfermedades en la region.
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