RESISTENCIA A LA ENFERMEDAD DE CRiA YESIFICADA POR
COLONIAS DE APIS MELLIFERA CON EFICIENTE COMPORTAMIENTO
HIGIENICO (HYMENOPTERA, APIDAE)
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ABSTRACT

CHALKBROOD DISEASE RESISTANCE IN APIS MELLIFERA COLONIES WITH EFICIENT
HYGIENIC BEHAVIOUR (HY MENOPTERA, APIDAE). Inan apiary composed of 14 hygienicand 7 non-hygienic
colonies of Apis mellifera Linnaeus, 1758 the presence of visible and capped mummieswasrecorded, onehygienic
and 4 non-hygienic colonies showed symptoms of chalkbrood. Twenty-eight days after amassive contamination of
the colonieswith pollen patties containing Ascosphaera apis Olive & Spiltair, 1955, the situation wasamost identical
tothat at the beginning: the same4 non-hygienic coloniestill wereinfected and onehygienic colony that was healthy
becameinfected. The high proportion of hygienic coloniesthat eliminated the disease symptoms suggeststhat they
could maintain themselves hedlthy in spite of the presence of colonieswith chalkbroodinthe apiary.
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INTRODUCCION

En las abejas Apis mellifera Linnaeus, 1758 la enfermedad de Cria Yesificada o
Ascosferiosis es causada por el hongo heterotalico Ascosphaera apis Olive & Spiltoir,
1955. Las larvas ingieren las esporas junto con su alimento y estas germinan en el
extremo distal del intestino, en el momento en quelaslarvas comienzan a ser operculadas
(8 a9 dias de edad). Los micelios se expanden répidamente, atraviesan la membrana
peritroficay tres dias despuésllegan alasuperficie delalarvacontinuando su crecimiento
enformaaérea. En este momento |aslarvas aparecen como estructuras duras normalmente
de color blanco, Ilamadas yesos o momias, que eventualmente puede tornarse gris o
negro si seforman cuerpos fructiferos (Bamrorp & HeaTH, 1989; BAILEY & BALL, 1991).

LaCria Yesificada se encuentra distribuidaen casi todo €l mundo y en Uruguay se
ha incrementado mucho en los Ultimos afios siendo frecuente encontrar colonias sanas
y enfermas en los apiarios de produccién, fundamentalmente durante la primaveray €l
verano. La dispersion de A. apis entre colonias de un apiario es muy facil debido ala
deriva de abgjas, a robo de miel y adicionamente a intercambio de materiales de la
colmenapor los apicultores (MeHR et al., 1976; HERBERT et al., 1977; KoENIG et al., 1987).

Los esfuerzos por controlar esta enfermedad con antimicéticos y otros quimicos
presentan muchos problemas debido a su dificil y costosa aplicacion en la colmenary,
eventualmente a los efectos secundarios negativos sobre la cria, abgjas adultas y miel
(GiLLiAM & V ANDENBERG, 1990). El uso de abejas sel eccionadas paramanifestar un eficiente
comportamiento higiénico aparece como una alternativa en el control de la enfermedad
(MILNE, 1983; GILLIAM et al., 1983; GILLIAM et al., 1988; SPivak & GiLLIAM, 1993; Spivak &
ReuTER, 1998). Este mecanismo de resistencia comportamental consta de dos etapas: el
desoperculado de la celday laremocion de la pupa muerta. Cada etapa esta gobernada
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por un gen recesivo, de modo que Unicamente | as abejas dobl e recesivas pueden realizar
un comportamiento higiénico completo (RoTHENBUHLER, 1964). ParaMoriTz (1988) el patrén
de herencia es mas complejo incluyendo interacciones genéticas como la aditividad,
epistasisy dominancia, frecuentes en laexpresion delamayoria de los comportamientos.
Lautilizacion de abejas higiénicas mostro en el pasado excel entesresultadosen € control
dela L ogue Americana causada por labacteria Paenibacillus larvae White, 1907 (PARk,
1937; Woobrow, 1941; ROTHENBUHLER, 1964) y variablesen el control del acaro parasito
Varroa jacobsoni Oudemans, 1904 (BOECKING et al., 1992; Spivak, 1996).

En Uruguay los apiarios de produccion estéan formados por colonias de abejas
altamente hibridizadas, consecuencia de |os apareamientos libres de abejas A. mellifera
iberica Goetze, 1964y A. mellifera ligustica Spinola, 1806 principalmente, ehibridosde 4.
mellifera scutellata Lepeletier, 1836 durante muchos afios (BURGETT et al., 1995).

Se pretende determinar si el comportamiento higiénico es un componente de
resistenciaimportante alaCria Y esificada que permite alas colonias higiénicas, sin
seleccidn previa en este sentido, mantenerse sanas en apiarios que contienen
colonias enfermas.

MATERIAL Y METODOS

El experimento se realizd durante los meses de noviembre y diciembre de 1996 y enero de 1997 en un
apiario formado por 21 colonias de abejas altamente hibridizadas, encabezadas por reinas jovenes libremente
apareadasy sin seleccion previa. En este periodo las col onias ubicadas en colmenastipo Langstroth llegaron asu
méximo desarrollo. Lapoblacion de abejas adultas cubriaa menoslos 10 cuadrosdelacémaradecriay lacriase
encontraba distribuida en més de 4 cuadros. El abundante flujo de néctar permiti6 a las colonias acumular
promedia mente 20 kg demiel y néctar enlasa zasmelarias.

Durantelosmesesde noviembrey diciembre serealizaron en cadacol onia4 pruebas sucesivas paraeval uar
el comportamiento higiénico. Paraello se mat6 aproximadamente 100 larvas recién opercul adas pinchéndolas a
través del opérculo con un afiler entomolégico y se dejé el pana 24 horas dentro de la colmena (NewTton &
OstasiEwskI, 1986). El nimero de celdaslimpiadas por | as abejas en estetiempo se expresd como TasadeLimpieza
(TL) en porcentaje. Antesde continuar con € experimento, todas| as col oni asfueron examinadas exhaustivamente
paraverificar lapresenciadeCriaY esificada

El dia3 de enero se procedié acontaminar experimentalmente acadaunadelas colonias alimentandolas
con 200 g de torta de polen conteniendo Ascosphaera apis. Para hacer |as tortas primero se pulverizaron
2 kg de polen comercial junto con los yesos (4 yesos blancos y 4 yesos negros por colonia) en una
licuadora. Luego se agreg6 un kg de azlcar y agua destilada hasta obtener una consistencia semisélida.
Las tortas se colocaron sobre los cabezales de la camara de cria y dos dias después las abgjas las habian
consumido.

Luego de la contaminacion masiva se realizaron 4 inspecciones los dias 9, 13, 20 y 31 de enero. La
enfermedad seregistré como presenciao ausenciadeyesosvisiblesu operculados. Lapresenciadeyesosoperculados
se determind desopercul ando manua mente 250 cel das de un panal con abundantesyesosvisibles (en caso quelos
hubiese) o de un panal cualquieracon criarecién operculada. Parael andlisis se dividieron arbitrariamente las
coloniasen higiénicasy no higiénicas segiin susvaloresde TL fueran mayoreso menoresal 80 % respectivamente.

RESULTADOS

De acuerdo a las respuestas a la prueba de comportamiento higiénico € apiario
quedd conformado por 14 coloniashigiénicasy 7 no higiénicas (tab. 1). Lamayoriadelas
colonias del primer grupo mostraron una alta repetibilidad en las 4 evaluaciones del
comportamiento higiénico, mientras que las colonias no higiénicas manifestaron su
capacidad de limpieza en forma muy variable. De las 16 colonias que estaban sanas
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Tablal. Comportamiento higiénico delas 21 coloniasde abejasdel apiarioy lapresenciade Cria Yesificadaantesdelacontaminacion
del dia 3 de eneroy durante las cuatro inspecciones siguientes redlizadas ese mes. Abreviaturas: C, contaminacion; H, colonias
higiénicas; I, inspeccidn; L, tasadelimpieza; NH, colonias no higiénicas; O, yesos operculados,; V, yesosvisibles; +, presenciade
yesos; 0, ausenciade yesos.

Coloni TL Clasifi- C | | | |
N° Media+ DE | cacion 3enero 9enero 13enero 20 enero 3lenero
\% O \ O \% O \ O \% o
5 97,8+0,3 H 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
20 97,7+23 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 93,7+9,4 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
22 93,1+45 H 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
8 93,1+6,2 H 0 0 + + 0 0 0 0 0 0
15 93,0+28 H 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
1 93,0+5,6 H 0 0 + + + 0 0 0 0 0
26 92,0+4,8 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 90,8+10,8 H 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
10 89,1+43 H + + + + + + + + 0 0
n 85,7+14,4 H 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
25 84,8+13,6 H 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
16 82,6+17,0 H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19 82,0+15,3 H 0 0 + + + + + + + +
12 77,1137 NH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24 76,6+12,4 NH + 0 + + 0 0 + + + 0
23 71,7+257 NH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 60,9+21,7 NH + + + + + + + + + +
18 57,2+20,7 NH 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0
14 54,4+13,9 NH + + + + + + + + + +
9 49,4+134 NH + + + + + + + + + +

antesdel 3deenero, solo 9 coloniashigiénicas(N°5, 22, 8,15, 1, 4,11, 25y 19) y lacolonia
N° 18 no higiénica se enfermaron luego de consumir las tortas de polen. En cambio, 4
colonias higiénicas (N° 20, 17, 26 y 16) y dos no higiénicas (N° 12 y 23) no mostraron
sintomas de Cria Yesificada durante €l periodo de inspeccion.

Se manifesté una clara asociacion entre la presencia de Cria Yesificaday el bajo
comportamiento higiénico de las colonias. Este fendmeno se verifica en dos situaciones.
Previo alacontaminacién del apiario habia4 coloniasno higiénicas(N°24, 2, 14y 9) y una
higiénica (N° 10) con Cria Yesificada. Finalmente, en la Ultimainspeccion, el apiario se
presentaba précticamenteigual queal comienzo del experimento, yaquelas4 coloniasno
higi éni cas anteriores continuaban enfermas y también presentaba yesos la colonia N© 19
higiénica, que no estabaenfermaantesdeiniciar lacontaminacién del apiario. El resultado
del test de Chi cuadrado fueigual paralas dos situacionesdescritas (c?2=7,00; gl =1; P<
0,02).

Del experimento también se desprenden las siguientes observaciones. en laprimera
inspeccion luego de lainoculacién, encontramos 6 colonias muy higiénicas (N°5, 22, 15,
4,11, 25) y unapoco higiénica (N° 18) que presentaban yesos visibles pero no operculados
(menos de 0,4%). En la segundainspeccion estas colonias no presentaron sintomas de la
enfermedad. |déntica situacién present6 la coloniaN° 1 higiénicaen lasegunday tercera
inspeccion. Hubo un solo caso de reinfeccion durante el periodo de inspeccion (colonia
N° 24, no higiénica). No se encontré ninguna col onia que tuviese yesos ocultos pero que
no mostraraal mismo tiempo yesos visibles.
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DISCUSION

Los resultados indican con claridad que el comportamiento higiénico es un
mecanismo de resistencia muy eficaz ala Cria Yesificada que permite que las colonias
higiénicas se mantengan sanas dentro de un apiario con colonias enfermas. Esto se
confirmacon larapidarecuperacion de lamayoriade las col onias higiénicas a solamente
10 dias de infectar todas las colonias.

Es posible que lavelocidad con que se eliminaron los sintomas esté vinculado ala
incidencia de dos factores ambientales. Por un lado, €l gran flujo de néctar presente
durante el periodo de estudio pudo estimular alasabejasalimpiar las celdas. Al respecto,
THompsoN (1964) y MomoT & RoTHENBUHLER (1971) encontraron que el comportamiento
higiéni co de unacol oniaaumenta cuando hay ingreso de néctar alacolmena, seguramente
debido alanecesidad de celdas limpias para amacenarlo. Otro factor que pudo jugar un
papel importante en la répida recuperacion del apiario es la falta de enfriamiento de la
cria. ParaFLores et al. (1996) esmuy dificil quelacriaseenfermes no sufreun enfriamiento
en el momento en que es operculada su celda. Seguramente éste enfriamiento no ocurrié
en la cria de | as colonias experimental es ya que habian muchas abejas adultas y durante
€l mes de enero latemperatura ambiente es de aproximadamente 30 °C durante el diay
20 °C durante lanoche.

GiLLIAM et al. (1983), GiLLIAM et al. (1988) y Spivak & GiLLiam (1993), luego de
contaminar masivamente con 4. apis un apiario compuesto de colonias higiénicasy no
higiénicas, encontraron que la mayoria de las col onias higiénicas presentan pocos yesos
en los panales de cria 'y mayor capacidad de remocién de los yesos. MiLNE (1983)
evaluando separadamente el desoperculado y la remocion de las colonias en cgjas de
laboratorio, hallé que solo esta Ultima etapa se relaciona significativamente con la
resistencia a la Cria Yesificada.

La presencia de colonias con Cria Yesificada dentro de un apiario es suficiente
para que las demés colonias tomen contacto con 4. apis. MEnR et al. (1976) encontraron
gue unas pocas colonias enfermas pueden rapidamente infectar las demas col onias sanas
atravésdeladerivadeabejas o por el robo demiel entre colonias. También HERBERT et al.
(1977) consiguieron infectar colonias sanas con solo agregar reinas, obreras 'y panales
con criaabiertau operculadatomados de col onias enfermas. Estosinvestigadores|ograron
asu vez recuperar € hongo a partir de obrerasy reinas de colonias que habian eliminado
todos los sintomas de la enfermedad. Koenic et al. (1987) detectd 4. apis en lacargade
polen de obreras pecoreadoras y en fuentes de agua dentro del apiario indicando que
estas pueden ser vias de transmision. Por tanto, el comportamiento higiénico constituye
un mecanismo importante de las colonias parael control delaenfermedad, peseal ingreso
constante del hongo por las vias mencionadas. La presencia del hongo dentro de la
colmena posibilita las reinfecciones o € agravamiento de la enfermedad cuando las
condiciones para su desarrollo son favorables. En esta investigacion se verificd un solo
caso dereinfeccidn (coloniaN° 24, no higiénica).

Existen dos posibles razones, no excluyentes, para explicar que 4 colonias
higiénicas y dos no higiénicas no mostraran sintomas de la enfermedad en la primera
inspeccion. Una razén seria que las abejas pudieron retirar las yesos en los 6 dias
siguientes a la contaminacién, pues aln las dos colonias no higiénicas presentaron
valoresde TL promedio elevados dentro de su grupo (77,1 %y 71,7 %). Otra, esquelas
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larvas de estas col onias posean mayor resistenciafisiol6gicaalaenfermedad, impidiendo
el desarrollo de los hongos. Ninguna de €llas estaba enferma antes de la contaminacion y
permanecieron sanas durante | as cuatro inspecciones siguientes alin ante la presencia de
polen contaminado. En este sentido, Srivak & GiLLiam (1993) encontraron algunascolonias
que presentaban elevada resi stencia comportamental y fisiolégicaalaCria Yesificada.

Resulta interesante verificar que 8 colonias (7 higiénicas y una no higiénica),
previamente a la eliminacién de los sintomas de la enfermedad, hayan pasado por una
etapa de mostrar yesos visibles pero no operculados. Esto significaria que las abejas
pudieron reconocer la presenciade lacria muertay desopercularla, pero no retiraron los
yesos de las celdas. Seguramente laformay textura que tienen los yesos juega un papel
importante en laremocion. GiLLiAM & V ANDENBERG (1990) describieron el primer estado
de lalarva enferma como blanco, esponjoso y totalmente expandido dentro de la celda,
adquiriendo laformade ésta. Posteriormente comienzaasecarsey contraerse, tornandose
dura, momento en el cual algunas forman cuerpos fructiferos y adquieren un color gris
0 negro. Posiblemente | as obreras no puedan remover los yesos muy adheridos alacelda
por imposibilidad fisica 0 mecanica, debiendo esperar hasta que se contraigan y
desprendan para removerlas.

LaCriaVYesificadaal igual que otras enfermedades como laLoque Americanay la
Varroasis matan a las larvas cuando sus celdas han sido operculadas. La forma en que
las obreras reconocen la muerte de la cria a través del opérculo puede basarse en la
pérdida de temperatura (GRAMACHO et al., 1998) o en los olores despedidos por la cria
muerta(Spivak & Downey, 1998; GRAMACHO et al., 1999).

La prueba de comportamiento higiénico ha sido aplicada con éxito en programas
de seleccion de abgjas que buscan aumentar la tolerancia a las enfermedades de la cria
(Spivak & ReUTER, 1998; PaLAcio et al., 2000). También es destacable que es una prueba
sencilla, facil de realizar por parte de los apicultores para mejorar sus colonias.
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