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RESUMEN

El Mal del Rio es una intoxicacion que afecta a las colonias de abejas meliferas y se caracteriza
por una mortalidad masiva de larvas que puede determinar la muerte de las colonias por
despoblamiento. Esta intoxicacion que es producida cuando las abejas colectan las excreciones
de un insecto, Epormenis cestri que estan hospedados en arboles de Sarandi Colorado
(Sebastiana schottiana), ocurre en apiarios cercanos a cursos de agua con abundante vegetacion
asociaday los primeros signos clinicos se detectan a finales de la primavera e inicios del verano.
El principal signo clinico es la ausencia de larvas, que puede ser total en los casos mas graves
o parcial en los casos moderados y leves. El objetivo del trabajo fue relacionar la mortalidad
larvaria con la concentracion del mielato téxico que consumen las colonias. Se utilizaron 20
colonias sin reservas de alimentos, divididas en 5 grupos a los que se les aport6 concentraciones
crecientes del mielato tdxico: 1) 0%, I1) 12,5%, II1) 25%, 1V) 50% y V) 100%. Se armaron 4
carpas de tul y en cada carpa se instald una colonia de cada grupo, las que Unicamente podian
consumir la dieta que se le habia ofertado. Durante 9 dias se realizo el seguimiento fotografico
en cada colonia del desarrollo de un sector de huevos hasta que las larvas iniciaban el proceso
de metamorfosis. A partir del analisis de imagenes se contabilizé la sobrevivencia larvaria de
cada grupo dia a dia y se confeccionaron las curvas de sobrevivencia larvaria, siendo el % de
sobrevivencia larvaria final en cada grupo: 1) 78 + 10,1, 1) 45+ 12,7, 111) 9+ 11,7,1V) 1 £ 0,8
y V) 0. El anélisis de imégenes ademas permitié detectar que las larvas sobrevivientes en los
grupos que consumieron mielato que las tenian en cantidad suficiente (Grupos 11 y 111) fueron
menores a las del grupo que no recibi6 mielato. Se concluye que el mielato produce mortalidad
larvaria masiva a muy bajas concentraciones, que los diferentes cuadros clinicos que se ven en
condiciones de campo pueden estar relacionados a la cantidad de mielato que las abejas estan
consumiendo en relacidn a otros recursos, y dado que las larvas sobrevivientes pueden también
estar afectadas, la enfermedad puede ser més grave de lo que se habia descripto anteriormente.



SUMMARY

River disease is an intoxication that affects honey bee colonies and is characterized by a massive
mortality of larvae that can determine the death of colonies by depopulation. This intoxication,
which is produced when bees collect the excretions of an insect Epormenis cestri that are hosted
in Sarandi Colorado trees (Sebastiana schottiana), occurs in apiaries near waterways with
abundant associated vegetation and the first clinical signs are detected at late spring and early
summer. The main clinical sign is the absence of larvae, which can be total in the most severe
cases or partial in moderate and mild cases. The objective of the work was to relate larval
mortality with the concentration of toxic honeydew consumed by the colonies. 20 colonies
without food reserves were used, divided into 5 groups to which increasing concentrations of
toxic honeydew were given: 1) 0%, I1) 12.5%, I11) 25%, 1V) 50% and V) 100 %. 4 tulle tents
were set up and a colony from each group was installed in each tent, which could only consume
the diet that had been offered. Photographic monitoring was carried out for 9 days in each
colony of the development of an egg sector until the larvae began the metamorphosis process.
From the analysis of images, the larval survival of each group was counted day by day and the
larval survival curves were made, with the final larval survival % in each group: 1) 78 + 10,1,
)45+ 12,7, 111) 9 £ 11,7, IV) 1 £ 0,8 and V) 0. The image analysis also made it possible to
detect that the surviving larvae in the groups that consumed honeydew that had them in
sufficient quantity (Groups Il and I11) were smaller than those of the group that did not receive
honeydew. It is concluded that honeydew produces massive larval mortality at very low
concentrations, that the different clinical pictures seen in field conditions may be related to the
amount of honeydew that the bees are consuming in relation to other resources, and since the
larvae survivors may also be affected, the disease may be more severe than previously
described.



1. INTRODUCCION

1.1- La apicultura. Antecedentes historicos

Para referirnos a la apicultura tenemos que remontarnos al origen de la palabra, proveniente del
Latin, apis que significa abeja y cultura, cultivo, (cultivo de las abejas). Segun la Real
Academia Espafiola, se puede definir como: “el arte de criar abejas para aprovechar sus
productos”. Mas completo y preciso seria definirla como la ciencia aplicada que estudia la abeja
melifera y mediante la tecnologia se obtienen beneficios econdmicos (Negrin, 2009).

La apicultura es por lo tanto una actividad agropecuaria con el objetivo de obtener los
productos que ellas son capaces de elaborar y posteriormente recolectarlos para el consumo
humano. El principal aporte de las abejas es la produccion de miel y la polinizacion de cultivos
(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, INTA).

Durante miles de afios las colmenas que se explotaban eran rusticas o fijistas, construidas con
los recursos existentes en cada region, como arcilla, troncos huecos, paja, mimbre etc., como
se hace referencia en la Figura 1., y los panales que las abejas construian eran destruidos total
o0 parcialmente para cosecharlas, ademas que las revisiones o los manejos que podian aplicarse
eran muy limitados (Crane. 1999). Si bien desde hacia décadas en distintos lugares de Europa
se estaba intentando desarrollar una colmena que permitiera retirar los cuadros con los panales
sin destruirlos, recién a mediados del siglo XIX, en Estados Unidos, Lawrence Langstroth,
comprendi6 el concepto de “espacio de abeja” y desarrolld una colmena movilista (Figura 2)
basada en ese concepto, que patentd en 1852. Esto significo el pasaje a la apicultura moderna
basada en colmenas de cuadros moviles, y si bien actualmente existen varios modelos de
colmenas de cuadros moviles, la colmena Langstroth es la més utilizada a nivel mundial para
la apicultura comercial (INTA).

Figura 1: Colmena fijistas, rustica de mimbre utilizadas antiguamente. Fuente: Besora, (2015).
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Figura 2: Esquema colmena Langstroth, movilista, utilizada actualmente. Fuente: Besora,
(2015).

1.2- Laapicultura en Uruguay

Las primeras colonias de abejas fueron introducidas en Uruguay en 1834 por Bernardino
Rivadavia por lo que fue uno de los primeros paises de Sudamérica en desarrollar la apicultura.
En 1855 ya se comercializaba miel en nuestro pais, pero solo en droguerias y en 1859 se
comienza a comercializar los distintos subproductos como la cera. (Cordara. 2007). En 1892 se
introdujo la primera colmena movilista estandar, importada desde los Estados Unidos (Negrin,
2009).

Actualmente Uruguay exporta mas del 90% de la miel que produce, contando con mas de
560.000 colmenas y casi 2500 propietarios de colmenas o productores en el territorio nacional,
este hecho lo convierte en un pais netamente exportador en el rubro. La Figura 3 hace referencia
al numero de propietarios y colmenas en el periodo 2010-2019. (Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca. 2020). El Sector Apicola en Uruguay ha mantenido un nivel de produccion
anual de miel en el entorno de las 12.000 toneladas en los ultimos 5 afios de acuerdo a la
informacion relevada por el Sistema Nacional de Trazabilidad de la Miel y los Productos
Apicolas (SINATPA. 2020). La apicultura ha sido en los Gltimos afios el segundo rubro de
exportacion del sector granjero en Uruguay, solamente detras de los citricos (MGAP, 2020).
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Figura 3: Evolucidn del nimero de propietarios y colmenas en Uruguay, periodo 2010-20109.
Fuente: SINATAPA 2020.

Los departamentos con mayor actividad apicola son Rivera, Soriano, Paysandd, Rio Negro y
Colonia, quienes suman el 49% del total de propietarios de colmenas y el 56% del total de
colmenas declaradas (Figura 4).



Apiarios de la Declaracion Jurada
Afo 2020

Figura 4: Apiarios de la Declaracion Jurada, 2020. Fuente: https://www.gub.uy/ministerio-
ganaderia-agricultura-pesca/comunicacion/noticias/distribucion-colmenas-uruguay.

Segun el SINATPA la actividad apicola es el tipo de produccion extractiva o de servicios que
los propietarios de colmenas declaran realizar. Los productos apicolas declarados son: miel,
propoleos, cera, polen, apitoxina, jalea real, reinas, nucleos, paquetes, trashumancia y

polinizacion.

Del total de propietarios de colmenas en 2020, el 28% declara realizar una sola actividad (Miel)
(Figura 5), mientras que el 71% declara tener mas de una actividad asociada a sus colmenas
con el comun denominador de la produccion de miel, siguiendo en orden, los productos de cera

(24%) y propdleos (18%).
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Figura 5: Gréfica Exportacion de miel Uruguaya, volumen y principales destinos. Fuente:
MGAP-DIEA. 2020.

1.3- Organizacion, integrantes de la coloniay ciclo bioldgico

Taxondmicamente la abeja pertenece a la Clase: insecta. Familia Apidae, Género Apis: que
contiene 11 especies conocidas dentro de las cuales se encuentra la Apis mellifera. (Crane.
2009).

Las abejas meliferas son insectos eusociales por lo que forman colonias con decenas de miles
de individuos. ElI comportamiento social hace que una colonia funcione como un
superorganismo en el que tanto en nimero de integrantes como las funciones que realizan estan
perfectamente reguladas y coordinadas. Las interacciones sociales y la regulacion de la
actividad se realizan gracias a la capacidad de comunicacion de sus integrantes (Quero, 2004).

En una colonia de abejas encontramos tres tipos de individuos morfolégica y funcionalmente
diferenciados que constituyen las castas: reina, zanganos y obreras (Figura 6) (Quero, 2004).

honeybee SR
(Apis melifera) : ;

queen
© 2006 Encyclopadia Britannica, Inc

Figura 6: Castas de abejas adultas: de izquierda a derecha obrera, reina y zangano.
Fuente: Ramsey, (2018). The ethology of honeybees (Apis mellifera) studied using
accelerometer technology. Nottingham Trent University (United Kingdom).

Las abejas tienen un proceso de metamorfosis completa y su desarrollo se divide en cuatro
fases: huevo, larva, ninfa o pupay adulta, y la duracion de desarrollo completo varia segun cada
casta, siendo de 16 dias para la reina (Figura 7), 21 para la obrera (Figura 8) y 24 dias para los
zanganos (Figura 9) (Martinez & Ayala. 2017).



Reina: solo hay una por colmena, es la unica hembra que se desarrolla sexualmente, y al tener
las ovariolas desarrolladas tiene un abdomen mé&s largo y prominente, lo que permite
diferenciarla facilmente de las abejas obreras (Mendizabal. 2005). Las funciones principales de
la reina son mantener la cohesion de la colonia mediante las feromonas que produce, y la de
poner los huevos que daran origen a los nuevos individuos de la colonia (Yadav, Kumar & Jat,
2017). Las feromonas que produce estimulan la organizacion de la colmena motivando a las
obreras a cumplir sus funciones (Quero. 2004). La reina también controla el sexo de su
descendencia, teniendo la posibilidad de poner dos tipos de huevos: haploides (n) sin fecundar
de los cuales nacen machos o zanganos, y huevos diploides (2n) fecundados, que van a dar
origen a hembras diploides ya sea una obrera o una reina. (Yadav et al., 2017; Guiomar. 2011).

1 2 5
estadio de huevo estadio larvario (8 dias) estadio de pupa (4 dias)
fy k) eclosién prepupa emergencia
16 dias

Figura 7: Etapas del desarrollo de la reina. Fuente: Clement, (2012).

Zanganos: Son mas largos que las obreras, miden alrededor de 1,5 cm y son mas voluminosos
que lareinay obreras. Su presencia esta limitada a la estacién reproductiva, aunque en colonias
fuertes en climas templados pueden existir durante todo el afio. Su nimero rara vez supera el
de varios cientos. No tienen ninguna de las estructuras necesarias para recoger néctar o polen'y
carecen del aparato del veneno. Su principal funcién es la de fecundar a una reina mientras esta
se encuentra realizando los vuelos de fecundacion (Yadav et al., 2017).
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Obreras: Las abejas obreras forman la mayor parte de la colonia y su numero puede variar
desde 4.000 o 5.000 individuos hasta 60.000 o 70.000 dependiendo de la estacion del afio y
fortaleza de la colonia. Son los individuos mas pequefios de la colmena, normalmente sus
6rganos reproductores estan atrofiados. Las abejas obreras poseen un aparato del veneno,
constituido por una parte glandular, un reservorio y un aguijon, el cual lo utilizan en casos
necesarios y por lo general mueren después de usarlo ya que se desprende al utilizarlo (Yadav
et al., 2017). El ciclo de la abeja obrera es de 21 dias (Figura 10).
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Figura 9: Etapas del desarrollo de la abeja obrera. Fuente: Clément, (2012).




Las obreras son las que a lo largo de su vida se encargan de la mayor cantidad de las tareas de
la colonia, las cuales van cambiando segun la edad lo que se le denomina politeismo temporal
0 programacion normal (Figura 10 y Figura 11) (Mortensen, Smith & Ellis. 2015).
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Figura 10: Distribucién de las diferentes tareas de las abejas obreras dentro y fuera de la
colmena. Seeley, (2009)
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Figura 11: Tareas de las abejas obreras a lo largo de su vida y forma de distribuirse dentro de
la colmena. (Mortensen et al., 2015).

La longevidad para cada habitante de la colmena es variable, la reina en promedio puede vivir
de 3 a 5 afios, las obreras 4-6 semanas en el verano y hasta 4 a 5 meses en invierno y los
zanganos entre 1,5 a 3 meses apareciendo en verano y desapareciendo en el otofio (Kilani,
1999). Otra diferencia importante es la duracion del ciclo de desarrollo de cada uno, ya
mencionados anteriormente. En el caso de la reina demora en total 15-16 dias, los zanganos 24
dias y en las abejas obreras un total de 21 dias. (Quero, 2004; Martinez et al., 2017; Yadav et
al., 2017).

1.3.1-Ciclo natural de una colonia

El ciclo natural de la colmena es anual y es muy dependiente de la vegetacion existente en el
entorno donde esta la colonia (Figura 12). En las regiones templadas el ciclo comienza en la
primavera y se caracteriza por cuatro fases sucesivas: 1- Fase de desarrollo, 2- Fase de
enjambre, 3- Fase de preparacion para la invernada, 4- Fase de invernada. (Agence Frangaise
de Sécurité Sanitaire des Aliments, 2009).
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Figura 12: Ciclo natural esperable en una colmena en Uruguay. Fuente: Unidad Académica de
Animales de Granja- Facultad de veterinaria - UDELAR

Cada colonia de abejas puede contar con 40.000 a 60.000 individuos durante la estacion célida,
con un indice de caida a 15.000 o incluso 5.000 en invierno (AFSSA, 2009), Las abejas
necesitan 37°C dentro de la colmena para desarrollar su cria y 17°C cuando no hay cria
(Mendizabal, 2005).

1.4- Importancia de las abejas en la produccién de alimentos, mantenimiento de
ecosistemas y péerdida de colonias

La actividad apicola en base a la domesticacion de las abejas meliferas occidentales Apis
mellifera se practica en todo el mundo con diferente grado de desarrollo (Alippi, 2014)
existiendo actualmente 90.999.730 colmenas en explotacion en el mundo, con una produccion
anual de 1.860.712 toneladas de miel (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, 2021). A la produccion de miel se le debe sumar otros productos
que se pueden obtener de la explotacion apicola, como el propoleos, el veneno de abeja, la cera,
el polen, la jalea real, y la produccion de material vivo como reinas, paquetes de abejas y
nucleos de abejas.

Las abejas meliferas ademas de generar productos para la alimentacion, cosmética y medicina,
brindan un servicio de enorme valor ecoldgico y productivo, como agente polinizador.
Aproximadamente el 80 % de todas las especies de plantas que florecen estan especializadas
para ser polinizadas por animales, principalmente insectos (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, 2008., Altieri et al., 2015).

Gallai, Salles, Settele & Vaissiere, (2009) cuantifican en el afio 2005 el beneficio econémico
atribuible a los insectos polinizadores, entre los que se destacan las abejas meliferas,
adjudicandole un valor de €153.000.000.000, lo que represent6 el 9,5% del valor total de la
produccion agricola de ese afio, aunque la proporcion podria ser mucho mayor, ya que solo se
consideraron los cultivos mas importantes para el consumo humano directo y no incluye la
contribucion de los polinizadores en la produccién de semillas de cultivos, ni las pasturas y
cultivos forrajeros, la produccion de flores ornamentales, asi como tampoco el valor de los
polinizadores en el mantenimiento de los ecosistemas silvestres, valores importantes que siguen
sin ser calculados. Por otra parte, los cultivos que dependen de los servicios de polinizacion son
de alto valor, alcanzando un promedio de 761 euros por tonelada frente a los 151 euros por
tonelada de los cultivos que no dependen de la polinizacion animal.

Desde hace mas de 10 afios vienen ocurriendo importantes pérdidas de colonias de abejas en
algunas regiones del mundo. En Estados Unidos Pettis & Delaplane, (2010) mencionan que en
1940 existian 6 millones de colonias de abejas, y en 2008 esa cifra se redujo a 2,3 millones. La
situacion de perdidas de colonias ha sido estudiada en Latinoamérica (Maggi et al., 2016) y
también especificamente en Uruguay (Antlnez et al., 2017). Estas pérdidas de polinizadores
estdn generando una preocupacion creciente en la comunidad cientifica y también en los
gobiernos, debido a las consecuencias que puede tener sobre la produccion mundial de
alimentos (FAO, 2008).

Un estudio reciente indica que la pérdida de polinizadores constituye una de las principales
amenazas para el sostenimiento de las poblaciones humanas en las proximas décadas y la
importancia de un manejo sustentable para tratar de disminuir estas pérdidas (Chaplin-Kramer
et al., 2019).



1.5- Principales enfermedades infecciosas y trastornos no infecciosos de las abejas
en Uruguay

Las abejas meliferas, como cualquier otro organismo vivo, son susceptibles a ser afectadas por
una gran variedad de enfermedades producidas por bacterias (Allipi, 2014), virus (Ritter, 2014),
hongos (Fries, 2014), parasitos (Mondet & Le Conte, 2014), asi como plagas y predadores
(Ritter & Allsop, 2014; Schafer & Ritter, 2014), que pueden tener un efecto nocivo en el
desarrollo y productividad.

Existen méas de 20 enfermedades conocidas de la abeja melifera occidental y solo 6 de estas,
estan consideradas como de declaracion obligatoria dentro del codigo de los animales terrestres
de la OIE: Loque Americana, Loque Europea, Varroasis, Acariosis, infestacion por
Tropilaelaps y Aethina tumida. En Uruguay, como en todo pais con industrias apicolas
desarrolladas, las enfermedades de las abejas son una de las principales causas que afectan la
rentabilidad de las empresas apicolas, no habiendo registradas enfermedades zoondticas en las
abejas. (Invernizzi et al., 2011; Anido et al., 2015).

Las enfermedades de las abejas, suelen dividirse como enfermedades de las abejas adultas y
enfermedades de la cria (Figura 13), de acuerdo a la etapa en la que se afectan las abejas
(Guzman, 2012).
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Figura 13: Enfermedades de la abeja adulta y de la cria. Fuente: Julio, (2011).

Ademas de las enfermedades infecciosas, las abejas estan expuestas a una gran variedad de
sustancias, que estan en el entorno, desde las utilizadas por el hombre en la agricultura y la
apicultura, hasta las producidas en forma natural por las plantas (Pistorius, 2014; Johnson,
2015). Hay insectos que son especialistas y han desarrollado mecanismos especificos para
contrarrestar los efectos estas sustancias presentes en determinados néctares y/o polenes
(Després et al., 2007).

La abeja A. mellifera, al ser una especie generalista, puede ser afectada por algunas de las
sustancias que las plantas secretan o utilizan para defenderse de depredadores (Detzel & Wink,
1993; Adler, 2000). En la mayoria de las regiones donde se practica apicultura existen reportes
de colonias intoxicadas por néctares y polenes de una gran cantidad de especies botanicas,
siendo reportados 36 géneros (Barker, 1990; Cintra, Malaspina & Bueno., 2005). En algunos



casos afecta solo a las etapas larvarias (Sharma, Raj, & Garg, 1986; Pimentel & Message, 2004),
en otros unicamente a los adultos (Palmer-Jones & Line, 1962; Batista & Cardoso, 2013), y en
otros casos, se registra mortalidad de larvas y de adultos (Barker, 1990).

1.6- Mal de Rio

El Mal del Rio en abejas meliferas (MDR), es una enfermedad que ocurre a finales de la
primavera, afectando a colonias que estan cercanas a cursos de agua con abundante vegetacion
asociada, y se caracteriza por una mortalidad masiva de larvas que puede llevar a la muerte de
la colonia por despoblacién (Mendoza et al, 2012; Harriet, 2012).

Esta enfermedad ha sido reportada en Uruguay desde mediados de 1940, apareciendo en
apiarios ubicados en las cercanias del rio Santa Lucia, desde entonces se presenta en forma
esporadica, pero en los ultimos 20 afios ha sido reportada con mayor frecuencia, y se ha
extendido en el litoral y en el centro del Pais (Mendoza et al., 2012; Juri, Nogueira & Invernizzi,
2016; Nogueira et al., 2016a ,Nogueira, Juri, Santos & Invernizzi, 2020a), (Figura 14) y en las
Gltimas temporadas ha sido diagnosticado en Argentina (INTA, 2019) . Las colonias afectadas
por MDR tienen un componente geografico muy importante, afectdndose todos los apiarios y
todas las colonias de cada apiario de la zona donde se presenta (Invernizzi et al., 2011b).
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Figura 14: Distribucion geografica en Uruguay de la enfermedad MDR desde 1951 hasta el afio
2016.

Las pérdidas econdmicas producidas por el MDR son importantes, pues la intoxicacion ocurre
durante la temporada apicola; Haller, Juri, Plavdn & Nogueira, 2014, relevaron las pérdidas
ocasionadas por el MDR en un grupo de productores apicolas, durante un periodo de 3 afios, y
las mismas fueron de 19,90 ddlares por colmena en explotacién por afio, correspondiendo
51,8% a pérdidas de produccion, 36,5% a pérdidas de colonias, 10,3% a manejos extra 'y 1,4%
a otras pérdidas.

También se realizd el diagnéstico temprano de la enfermedad en condiciones de campo
(Nogueira et al., 2014), asi como la deteccion de casos subclinicos (Nogueira et al., 2016b). Se
pudo comprobar que los embriones (huevos) no eran afectados (Nogueira et al., 2016¢) y que
el traslado de colmenas afectadas no era efectivo si se trasladaban en forma tardia a un campo



seguro (Juri et al., 2016a), e incluso puede llevar a transmitir el MDR a colonias sanas, que se
encontraban en campos seguros, mediante el pillaje por parte de éstas a las colmenas con MDR
trasladadas (Nogueira et al., 2016a).

Recientemente, Inverinzzi et al. (2018) demostraron de que el MDR es una intoxicacion
producida por las excreciones de un insecto, Epormenis cestri (Hemiptera, Flatidae), asociado
a arboles de Sarandi Colorado (Sebastiana schottiana), y tanto el insecto (Metcalf, 1957) como
el arbol Sarandi Colorado (Grandtner & Chevrette, 2014), estan distribuidos en amplias
regiones de Argentina y Brasil, por lo que es esperable que esta intoxicacion ocurra en esos
paises.

Los Flatidos se caracterizan por su estrecha relacion con las plantas, y tienen un aparato bucal
especializado para succionar el floema de las mismas (Huang, Zhang, Hong, 2019), la savia del
floema contiene concentraciones muy altas de azUcares en relacion a otros nutrientes esenciales,
por lo que deben eliminar hasta el 90% del azlcar ingerido. Estas excreciones que van cayendo
en las partes vivas de las plantas, son aprovechados por otros insectos como una importante
fuente de energia (Douglas, 2009), y dado que las abejas suelen recolectarlas, son consideradas
como un componente de la composicion de la miel (Thrasyvoulou et al., 2018, Codex, 2019).
El hecho de que metabolitos secundarios de plantas, pasen del floema de las plantas a las
excreciones de insectos succionadores de plantas, fue considerado por Molineaux et al. (1990),
como forma de estudiar estas moléculas en las plantas.

Invernizzi et al., (2018), reprodujeron la mortalidad larvaria en condiciones de laboratorio
utilizando el mielato depositado en las colonias afectadas por el MDR, y también con las
secreciones recolectadas de Epormenis cestri. Recientemente Rossini et al. (2021), a partir de
extractos vegetales de Sebastiana schottiana, también reprodujeron la mortalidad larvaria en
laboratorio, y la molécula involucrada es la xantoxilna. Viotti et al., 2021, corroboraron que el
mielato afecta la morfologia de los oeonocitos de las larvas afectadas y aumenta la localizacion
e immunoexpression de caspasa- 3 por lo tanto aumenta la apoptosis celular en las células del
cuerpo graso de las larvas intoxicadas.

El MDR al originarse por las excreciones de una poblacion de insectos que tienen una dindmica
poblacional muy compleja (Denno & Roderick, 1990) va a determinar qué en una regién, en
determinadas temporadas puedan ser importantes las poblaciones y por ende las excreciones
que produzcan y en otras temporadas ser minimas o inexistentes, explicando asi que en
determinadas zonas deje de reportarse el MDR luego de ocurrir en varias temporadas, y
aparecer en regiones donde no se habian dado casos anteriormente.

En una poblacion de Epormenis cestri, sus individuos comienzan a desarrollarse en sus estadios
de ninfa, sus excreciones pasan a ser cada vez de mayor volumen, y en algin momento son
detectadas por las abejas y ellas comienzan a colectarlas (Figura 15).
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Figura 15: Epormenis cestri: A) Estadio adulto, B) Ninfa C) Excreciones sobre las hojas.

Una vez que estas excreciones comienzan a llegar a la colonia, la mortalidad larvaria aparece
en forma inmediata y afecta a todas las colonias del apiario, siendo el principal signo clinico de
la intoxicacion (Invernizzi et al., 2018). En los cuadros clinicos mas graves, una vez que
nacieron las abejas que estaban operculadas el Gnico estadio de la cria son los huevos ya que
las larvas se mueren a las primeras horas de haber nacido, este signo clinico es patognoménico
de MDR, sin embargo en los cuadros moderados y leves una cantidad variable de larvas
sobrevive y es operculada, determinando el signo clinico de cria salteada, que es comun a otros
problemas que puedan estar presentes en ese mismo periodo, como Loque americana, Loque
europea y Varroosis (Guzman & Correa, 2012; Ritter, 2014) o zanganos diploides por



endogamia (Rinderer, 2013), e inclusive ser pasado por alto en una revision normal de la
colmena y solamente ser diagnosticado mediante analisis de imagenes de la camara de cria
(Nogueira et al., 2016a).

Santos & Invernizzi, (2020) estudiaron a Epormenis cestri en su habitat, relevando las
diferentes especies botanicas donde se hospeda, su ciclo y sus predadores, y se pudo observar
a algunas aves y aracnidos predando los insectos, asi como ninfas muertas atacadas por hongos
y parasitadas por acaros. Esto indicaria que varios organismos pueden actuar como
controladores biolégicos de las poblaciones de E. cestri, lo que podria sentar la base para
estudiar las fluctuaciones que pueden tener sus poblaciones de una temporada a otra.

Considerando que generalmente la gravedad de las intoxicaciones esté relacionada a la dosis
del toxico involucrado, y que trabajos anteriores han demostrado que el aporte de jarabe de
azucar a las colonias que estan en una zona donde esta ocurriendo el MDR, inicialmente permite
una mayor sobrevivencia larvaria, aunque en poco tiempo ya no es eficaz para evitar la
mortalidad masiva de las mismas (Nogueira et al., 2021; Nogueira et al., 2021b). Por otra parte,
se documentd un caso en el cual se trasladaron algunas colmenas afectadas por el MDR a un
apiario sano, y si bien las mismas tenian escasas reservas, ese mielato fue suficiente para
producir diferentes grados de mortalidad larvaria en las decenas de colonias que pillaron a esas
colmenas afectadas por MDR. De lo anterior surgen dos grandes preguntas 1) ¢El mielato toxico
que ocasiona el MDR puede ser toxico a bajas dosis? Y 2) ¢La sobrevivencia de larvas esta
relacionada a la concentracion del mielato toxico en la dieta de las abejas?

2- HIPOTESIS

La sobrevivencia larvaria es inversamente proporcional a la concentracion del mielato toxico
en la dieta de las abejas.

3- OBJETIVOS
3.1. Objetivo General:

e Relacionar la sobrevivencia larvaria con la concentracion del mielato que produce el
MDR.

3.2. Objetivos Especificos:

e Analizar la sobrevivencia larvaria en funcion de la concentracion del mielato que
produce el MDR

e Analizar el dia de la muerte larvaria en funcion de la concentracion del mielato que
produce el MDR.

e Analizar el tamafio de las larvas sobrevivientes en funcién de la concentracién del
mielato que produce MDR.



4, MATERIALES Y METODOS
4.1 Manejo de las colonias

El estudio fue realizado en marzo de 2018 en INIA La Estanzuela, en el departamento de
Colonia (Ruta 50 Km 11, Dpto. de Colonia, coordenadas GPS: 34° 20" 23.72” S — 57° 41°
39.48” O.

Se conformaron 20 nucleos de aproximadamente 6000-8000 abejas con una reina fecundada y
se instalaron en nucleros con tres panales obrados vacios, un alimentador interno y una torta de
polen polifloral de 500 gramos. Se instalaron 5 colonias en cada carpa, de forma que en cada
una de las carpas las colonias recibian las 5 posibles concentraciones de miel/mielato (Figura
16).
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Figura 16: A) y B) Carpas de tul de 4 x 6 m que fueron utilizadas para que las colonias no
puedan traer recursos y deban utilizar lo que se les oferta para alimentarse, C) grupos de acuerdo
a las proporciones de miel y mielato toxico ofertados y D) disposicion de los grupos en las
carpas.

Cada unade las cinco colonias de cada carpa recibio 2 kg de una mezcla de mielato provenientes
de colmenas afectadas por Mal del Rio y miel de colonias sanas de acuerdo a las siguientes
proporciones en el contenido de mielato: 1) 0%, I1) 12,5%, 111) 25%, 1VV) 50% y V) 100% (Figura
16:CyD)

El mielato utilizado fue cosechado de colonias afectadas en forma grave por Mal del Rio al
grado de que la mortandad de larvas fue total. EI mismo fue tipificado como mielato por el
laboratorio QSI (Alemania). La miel de colmenas sanas fue obtenida de un apiario del
departamento de Canelones. La tipificacion del origen botanico mediante técnicas palinoldgicas
dio por resultado una miel polifloral, con mayor presencia de Lotus spp., Eucalyptus spp. y
Schinus longifolius. EI mielato y la miel fueron templados en estufa a 30 °C por 24 hs, y luego
se pesaron para lograr las proporciones de 12,5% 25% y 50% de mielato-miel. Cada mezcla fue
homogeneizada mediante una mezcladora de alimentos, y luego envasada e identificada a
efectos de ofertarla a la colonia correspondiente (Figura 17 A).

Las tortas de polen se hicieron a partir de polen almacenado en panales, de colmenas sanas,
extraidos utilizando un equipo extractor de polen (Wilara 10935). El polen extraido fue
amasado y mezclado con un 10% al peso de jarabe de sacarosa 1/1 para unirlo y lograr una
consistencia semisolida (Figura 17 B).
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Figura 17: Preparacion de la carpa y alimento que se les aporto: A) miel/mielato y B) tortas de
polen.

4.2- Fotografia de la cria y analisis de imagenes

Se utiliz6 una cdmara Nikon D 5300 con objetivo Nikkor de 50 mm, montado sobre un bastidor
que permite mantener la distancia y el angulo entre la cAmara y los panales fotografiados
(Figura 18).
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Figura 18: Esquema y foto del bastidor que porta la camara y el cuadro.

Al tercer dia de instalados los nucleos de abejas en las carpas, se seleccion6 un cuadro con
huevos de cada colonia, se lo marcé y se lo fotografi6 diariamente durante nueve dias, de forma
de poder realizar el seguimiento desde que emergié la larva del huevo hasta que su celda fue
operculada. No se observo rechazo al alimento aportado.

A las iméagenes fotograficas de los panales se les superpuso una grilla digital que encerraba 195
celdas en la zona del panal con méas huevos. Asi, se pudo seguir el desarrollo de cada larva
originada de un conjunto de 100 a 150 huevos por colonia. Con esta informacion se
construyeron curvas de sobrevivencia de larvas para cada colonia.



B

Figura 19: Grilla que se superpone en la fotografia de los cuadros para contabilizar la
sobrevivencia larvaria en un mismo sector dia a dia. (A y B) Celdas coloreadas que seran
contabilizadas (B).

En los grupos de colonias que registraron larvas sobrevivientes al quinto dia (luego la celda es
operculada), se midio el area a 20 larvas utilizando el programa Image J. En el caso de que no
existieran larvas sobrevivientes suficientes dentro del area de la grilla, se utilizaron larvas de
otro sector del panal, realizando el seguimiento de las fotos de cada dia a efectos de confirmar
la edad de las larvas seleccionadas.
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Figura 20: A) Larva de tamafio normal respecto al dia de nacida y B) Larva de menor tamafio

respecto al dia de nacida.

4.3 Analisis estadisticos

Se analizaron las variables dependientes mortandad de larvas y el tamafio de larvas (&rea de
larvas en mm) que llegaron al quinto dia de las colonias sometidas a diferentes concentraciones
de mielatos al 25%, 12,5% y 0% (variable independiente o factor). Las variables fueron
comparadas con el test de Kruskal-Wallis y un test post hoc de Tukey. Luego fueron presentadas
como medias + e.e.m, el nivel de significancia fue de P < 0,05.



5- RESULTADOS

Sobrevivencia larvaria

La sucesion de fotografias tomadas a partir de un panal con huevos de las colonias alimentadas
con diferente concentracién de mielatos permitio establecer curvas de mortalidad larvaria en
cada una.

La mortalidad larvaria de las colonias que recibieron mielatos en concentracion de 100%, 50%
y 25% supero el 90%, mostrando diferencias significativas con la mortandad hallada en las
colonias que recibieron mielatos en concentracion 12,5% y 0% (55% y 22%, respectivamente).
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Figura 21: Curvas de sobrevivencia de colonias que recibieron mielatos provenientes de
colonias afectadas por el Mal del Rio en diferentes concentraciones. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0,05) para el test de Tukey.

Tamano de las larvas:

El tamafio de las larvas fue determinado en las larvas de cinco dias. Como no hubo
practicamente larvas sobrevivientes en las colonias que recibieron mielatos en concentraciones
de 100% y 50%, el estudio se hizo solo con las larvas de las colonias que recibieron mielatos
en concentraciones de 25%, 12,5% y 0%.

El tamafio de las larvas vario en las colonias de acuerdo a la concentracion de mielato recibida,
siendo menor a mayor concentracion, aunque con una diferencia significativa entre las larvas
de colonias que recibieron mielatos en concentraciones de 25,5% y 12,5% (Figura 22).
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Figura 22: Tamafio de las larvas de cinco dias en colonias de abejas que recibieron mielatos
provenientes de colonias afectadas por el Mal del Rio en diferentes concentraciones. Se indican
los niveles de significacion para el test de Tukey.



6- DISCUSION

Historicamente el Mal del Rio fue descrito como una enfermedad de origen ambiental que mata
masivamente las larvas de un dia de edad, por lo que al cabo de unos dias no se encuentra cria
en las colonias salvo huevos (Mendoza et al., 2012; Harriet, 2012). Este cuadro fue corroborado
en el este ensayo cuando se les ofrece a las colonias dosis de mielato al 25% o mayores.

Sin embargo, la posibilidad de que concentraciones menores de mielatos (por ejemplo, ante una
poblacion reducida de E. cestri) tuviera efectos diferentes en las larvas, como una mayor
sobrevivencia, muerte en un momento mas avanzado del ciclo y efecto en el tamafio, no habia
sido contemplada. Experimentos donde se suministrd jarabe de azucar a las larvas mostraron
que una dilucion del mielato podia mejorar la sobrevivencia de las larvas (Nogueira et
al.,2021b). La molécula responsable de la muerte de la larva es la xantoxilina (Rossini et al.,
2021). La xantoxilina se encuentra en diferentes especies de arboles de las familias
Euphorbiaceae, Piperaceae, Apiaceae y Rutaceae, presentando actividad antiafida
(Chermenskaya et al., 2012). Los Sarandies colorados (Sebastiania schottiana) donde se
concentra E. cestri pertenece a la familia Euphorbiaceae.

Las poblaciones de insectos succionadores de savia pueden variar de manera sustancial afio a
afio (Denno & Roderick, 1990), por lo que el escenario planteado de variacion en la
disponibilidad de mielatos es probable. El hecho de que el MDR se presente algunos afios y
otros no, y varie entre zonas (Mendoza et al., 2012; Harriet, 2012), implica que las poblaciones
de E. cestri sufren fuertes fluctuaciones.

Los resultados hallados en este estudio muestran que la cantidad de mielato que ingresa a las
colmenas puede determinar efectos maltiples.

En primer lugar, es destacable como el mielato utilizado que se obtuvo de colonias con MDR
con mortandad total de larvas, pero seguramente tenia néctar de origen floral, causaba la
mortandad de mas del 90% de las larvas aun con una dilucion al 25%. Esto nos permite
conjeturar que en un ambiente o afio donde la poblacion de E. cestri es reducida, las
consecuencias en la mortalidad larvaria, no seria diferente a la hallada cuando la poblacion del
insecto es importante. Recién cuando la concentracion de mielato se reduce 8 veces
encontramos una sobrevivencia de 45% de las larvas. Aun en este caso, el efecto a nivel colonia
seria importante, posiblemente con despoblamiento, ya que en las colonias sanas el porcentaje
de sobrevivencia normal supera el 85% (Fukuda & Sakagami, 1968; Gardfalo, 1977). A nivel
de campo, el salteo de la cria de una situacion similar podria llevar a confusion de los sintomas
de este cuadro leve de MDR con los de otras enfermedades que afectan a la cria como las
enfermedades bacterianas Loque Americana y Loque Europea o niveles elevados de infestacion
por Varroa destructor.

Las colonias que solo recibieron miel tuvieron una mortandad larvaria importante (22%),
superior a la hallada en similares condiciones en otros estudios (menor al 15%). La diferencia
puede deberse a condiciones ambientales o del experimento que no son faciles de identificar.



Un segundo efecto de la concentracion de mielatos se dio en la edad en que se mueren las larvas.
Las curvas de mortandad muestran que las larvas, especialmente las de las colonias que
recibieron el mielato en concentraciones de 50%, 25% y 12,5%, pueden morir en diferentes
momentos de los cinco dias que dura su ciclo. La mortalidad larvaria en las colonias que
recibieron solo mielato se concentro entre el segundo y tercer dia, y no en el primero como era
de esperar. Esto posiblemente se deba a que los nucleos para el ensayo se armaron mayormente
con abejas nodrizas provenientes de colonias sanas, de forma que ya tenian jalea real acumulada
previo a la oferta del mielato. Esta jalea real la comenzaron a utilizar recién cuando empezaron
a nacer las larvas de la postura de la reina en el ndcleo, por lo que se demoré en circular el
toxico (al menos en una concentracion letal) y esto explicaria la diferencia inicial con las
mortalidades que se registran en condiciones de campo.

Este resultado es importante ya que amplia la sintomatologia hasta ahora descrita (muerte de
larvas de un dia), incorporando la posibilidad de muerte de las larvas a mayor edad en
situaciones con menor oferta de mielatos. Este nuevo cuadro puede pasar desapercibido por los
apicultores (se observan larvas de todas las edades) o confundidas con otros problemas
sanitarios o nutritivos. Esta situacion puede presentarse al inicio o al final de cuadros graves de
MDR, cuando la oferta de mielatos no es suficiente para causar la muerte masiva de larvas.

Un tercer resultado importante que se encontrd en este estudio es que las larvas sobrevivientes
de las colonias que recibieron las concentraciones mas bajas de mielato (25% y 12,5%)
presentaron menor tamafio que las larvas de colonias alimentadas con miel. EI menor tamario
de las larvas puede ser producto del estrées generado por la intoxicacion. En este sentido,
recientemente Viotti et al.,2021, encontraron que la ingestion de mielatos altera la morfologia,
localizacion y la inmunoexpresién de la proteina inductora de apoptosis caspasa-3 en oenocitos
y trofocitos del cuerpo graso. Otro factor que puede determinar el menor tamafio de las larvas
de las colonias alimentadas con mielatos es la menor movilidad de éstas en las celdas lo que
provocaria una tasa de ingesta de alimento menor. La menor movilidad de las larvas intoxicadas
fue observada en el laboratorio en una experiencia de cria artificial (Arredondo, comunicacion
personal). El hecho de que las larvas sobrevivientes a la intoxicacion por mielatos sean mas
chicas al momento de que las abejas sellen sus celdas para iniciar la fase de pupa, determina
gue emerjan abejas mas pequefias y con probables secuelas de la intoxicacion. Estas abejas
podrian tener una menor expectativa de vida y restricciones fisiologicas (ej. funcionamiento de
glandulas), que en dltimo término afecten a las colonias. Nos encontramos asi que la
intoxicacién de las larvas por las excreciones de E. cestri pueden generar dos situaciones
diferentes respecto a las abejas adultas. Mientras que en los cuadros graves las larvas mueren
en su totalidad y las abejas adultas no se ven afectadas (no hay indicios de que ocurra), en
situaciones donde el aporte de mielatos es reducido las larvas sobrevivientes pueden dar lugar
a abejas adultas que no se desemperien igual que las abejas normales. Este efecto indirecto de
los mielatos en las abejas adultas y en Gltimo término en el funcionamiento de la colonia es un
tema a abordar en el futuro.

En suma, este estudio muestra que el Mal del Rio es una enfermedad de las larvas de abejas con
una sintomatologia mas compleja que la descrita histéricamente dependiendo de la
concentracion de mielato disponible en el ambiente y permite relacionar los diferentes cuadros



clinicos que se observan a nivel de campo con la proporcion de mielato toxico y miel que
pueden estar consumiendo las colonias (Figuras 23 y 24).
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Figura 23: Esquema de como se ve en el panal el ciclo de desarrollo de la abeja A) Normal,
donde cada huevo se transforma en una larva que luego es operculada dando un patrén
compacto B) la muerte de larvas-(cruces rojas) ocasiona el patron de cria salteada en la cria
operculada, donde se van a alternar celdas operculadas con celdas vacias.
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Figura 24. A) Cuadros de Mal del Rio leves, moderados y graves de acuerdo a la sobrevivencia

larvaria (patron de salteo de la cria) B) Concentracion de mielatos y sobrevivencia larvaria y
como se relacionaria con el patrén de salteo de la cria.




7- CONCLUSIONES

El andlisis de la sobrevivencia larvaria a distintas concentraciones de mielato toxico para MDR
nos permitio observar la gran variante sintomatologica de la enfermedad y cuan dependiente es
el cuadro clinico a la concentracién del mielato toxico consumido, ya que podemos destacar
que en colonias afectadas por MDR con una concentracion toxica mayor al 25% la mortalidad
larvaria es de més del 90% y cuando se reduce 8 veces (12,5%) la sobrevivencia es del 45%, de
todas formas en este caso el efecto del despoblamiento a nivel de la colonia no deja de ser
importante.

También destacamos que con respecto a la edad de las larvas con concentraciones menores al
50% las mismas pueden morir en diferentes momentos del ciclo y no solo el dia 1 como estaba
descrito, lo que incluye mas variantes del cuadro y es importante para ser tenido en cuenta por
los apicultores y tomar medidas o realizar un analisis exhaustivo ante sospecha o diferencial de
otras afecciones, implementar medidas de control o preventivas para evitar mayores pérdidas.
Algo no menos importante que podemos concluir es que las larvas sobrevivientes de las
colonias que recibieron las concentraciones mas bajas de mielato (25% y 12,5%) presentaron
reduccion del tamafio, lo que también se asocia con el futuro de sobrevivencia de la colmena
por la enfermedad.

El MDR es una enfermedad de las larvas con sintomatologia méas compleja de la descripta
histéricamente, el escenario del cuadro es muy dependiente de la concentracion del mielato en
el ambiente, al estar tan influenciado por factores externos, por ejemplo, la region geogréfica,
arboles y no solo relacionado a la abeja, sino a la toxicologia general de la enfermeda.

Este experimento ha sido de gran aporte para confirmar medidas de control y prevencién que
ya habian sido descriptas como cambiar las colmenas de lugar cuando empiezan a observarse
signos clinicos de la enfermedad, asociada con la presencia de E. cestri y la vegetacion para asi
salvaguardar nuestros apiarios y biodiversidad y plantear nuevas interrogantes con las variantes
encontradas en la presentacion de los signos, por ejemplo el efecto indirecto de los mielatos en
las abejas adultas y en el funcionamiento de la colonia.
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