Apiciencia Vol.XIX. No.2, 2017. ISSN: 1608-1862. RNPS: 1920-040. P4g. 34 - 49. mayo - agosto

Habitos higiénicos de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) en Cuba

Hygienic behaviour of Apis mellifera (hymenoptera: apidae) in Cuba

Autores: Alejandro Pérez Morfi', Adolfo Pérez Pifieiro’, Ariam Jiménez*>.

1-Centro de Investigaciones Apicolas, Carretera Cano-Wajay, Km 0, El Cano, Arroyo Arenas, La
Lisa, La Habana, Teléfono 202 0890.

2-Facultad de Biologia, Universidad de La Habana; Calle 25, # 455 entre J e |, Plaza de la
Revolucioén, La Habana, Cuba.

3-Avian Research and Conservation Institute; 411 NE 7w Street, Gainesville, Florida 32601.

genetical@ciapi.minag.cu

Recibido: 17- 6 - 2017
Aprobado: 29 - 6- 2017

34



Apiciencia Vol.XIX. No.2, 2017. ISSN: 1608-1862. RNPS: 1920-040. Paqg. 34 - 49. mayo - agosto

RESUMEN

El comportamiento higiénico de las abejas meliferas es un rasgo asociado con la resistencia a Varroa
destructor y a otras enfermedades de la cria. Actualmente Cuba esta mejorando su stock genético a
través de la seleccion y cria de abejas meliferas mas productivas e higiénicas a través del Proyecto
de Seleccion y Mejora de la Abeja en Cuba. Como punto de partida, este estudio caracterizé el
estado del comportamiento higiénico en 4039 colmenas comerciales y reproductoras (maternas y
paternas) de todo el pais en 2013. El numero de colmenas que eliminaron un bajo porcentaje de crias
(<50%) fue significativamente menor que el observado para colmenas con porcentajes medios y
altos, para una mediana nacional del 74.3%. Siete de las catorce provincias evaluadas mostraron
porcentajes de remocién de crias por encima del 80%. Los resultados enfatizan el gran potencial de
las abejas cubanas para resistir enfermedades de cria y por lo tanto, para llevar adelante un
programa de seleccién y reproduccion en este sentido, especialmente debido a que los tratamientos

quimicos a las colmenas estan prohibidos en Cuba.

Palabras claves: habitos higiénicos / Varroa destructor / abejas cubanas.

ABSTRACT

Honey bees’ hygienic behavior is a trait associated with resistance to Varroa destructor and other
brood diseases. Currently, Cuba is improving its genetic stock through the selection and breeding of
hygienic and more productive honey bees through the Selection and Improvement of Honey Bees
Project. As a starting point, this study characterized the condition of the hygienic behavior in 4039
commercial and breeding colonies from all over the country in 2013. The number of colonies that
removed low percentage of brood (< 50 %) was significantly lower than those with median and high
percentages, with a national median of 74.3 %. Seven of the fourteen provinces evaluated, showed
median percentages of removed brood above 80 %. The results stress the great potential of Cuban
honey bees’ colonies to resist brood diseases and therefore to carry up a selection and breeding

program especially due to the fact that chemicals treatments to colonies are banned in Cuba.

Keywords: hygienic behavior / Varroa destructor / Cuban honey bees
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INTRODUCCION

Los servicios de polinizacion que ofrecen las abejas, especialmente Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae), son indispensables para mantener la salud del ecosistema y la economia mundial (Steffan-
Dewenter y Tscharntke, 1999; Morse y Calderone, 2000). Sin embargo, practicas incorrectas en la
apicultura han conducido a la aparicion y diseminacién de nuevas enfermedades en todo el mundo
que han causado grandes desastres (Gajger y col., 2014). En la actualidad A. mellifera se ve afectada
por una amplia gama de enfermedades: acaros, hongos, virus, protozoos, bacterias, bacilos, entre
otros (Morse y Flottum, 1997). No obstante, el acaro ectoparasitario Varroa destructor (Anderson y
Trueman, 2000) es actualmente la mayor amenaza para la apicultura a nivel mundial (Rosenkranz et
al., 2010). Este parasito se reproduce dentro de las celdas donde se desarrollan las crias y se
alimenta de su hemolinfa lo que provoca una pérdida significativa de peso en la futura abeja adulta.
El dafo inducido por el acaro reduce el desemperio en el vuelo y el tiempo de vida de la abeja adulta
(Duay y col., 2002; De Jong y col., 1982). Aunque el cambio de huésped de V. destructor de Apis
cerana a Apis mellifera ocurrié en la primera mitad del siglo pasado (Oldroyd, 1999), se detecté por
primera vez en Cuba en 1996 (Gonzales, 1996) considerandose la causa principal de la muerte de
mas de 10 000 colmenas entre 1996 y 1997, en sélo dos provincias (Verde M. y Chan S., nd).

El comportamiento higiénico se considera como un mecanismo asociado con la resistencia a
parasitos y enfermedades de la cria como V. destructor. Las abejas adultas individuales que expresan
el rasgo higiénico destapan y eliminan las crias enfermas de los panales antes de que el patégeno
sea transmisible, lo que reduce la propagacion de la infeccién en la colmena (Rothenbuhler, 1964).
Debido a su importancia como respuesta inmune de la colmena, se han creado varias lineas de
abejas higiénicas (Bichler y col., 2010; Rinderer et al., 2010).

Dado que hasta el momento no se han encontrado compensaciones negativas entre caracteres
relacionados con la produccién y la seleccién hacia el comportamiento higiénico (Spivak y Reuter,
2001; Wielewski y col., 2012; Nicodemo et al., 2013; Pérez-Morfi et al., 2015), en 2013 Cuba inicié el
Proyecto de Seleccion y Mejora de la Abeja en Cuba. El objetivo principal de este proyecto es mejorar
la productividad de miel de las poblaciones comerciales de abejas meliferas y su capacidad para
resistir enfermedades. Sin embargo, hasta la fecha no hay informacion publicada sobre el nivel actual
de expresion del comportamiento higiénico en las poblaciones cubanas de A. mellifera. Por tanto, el

objetivo de este estudio fue caracterizar el estado de la expresion de los habitos higiénicos de las
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colmenas comerciales cubanas de A mellifera. Dicha informacion es fundamental para establecer los

objetivos futuros del actual Proyecto Abejas, Seleccién, Mejora y Manejo.

MATERIALES Y METODOS

La expresion de la conducta de habitos higiénicos se realizé a través de la estimacion del porcentaje
de remocién de crias muertas en una muestra de colmenas seleccionadas al azar en 14 provincias
cubanas (N = 4 039; Tabla I). Las evaluaciones fueron llevadas a cabo en 2013 para todas las
provincias del pais excepto la provincia de La Habana, la cual no se incluyé debido a la baja actividad
de la apicultura en la zona. La evaluacién del comportamiento higiénico fue realizada por los técnicos
de la representaciéon provincial de la Empresa Cubana de Apicultura. Las evaluaciones abarcaron
tanto colmenas reproductoras (maternas para obtener larvas para injertos, y paternas para la cria de
zadnganos) como colmenas de produccion de miel.

Tabla I: Cantidad de colmenas de Apis mellifera evaluadas para habitos higiénicos en Cuba en el afio
2013. Las colmenas fueron evaluadas como parte del Proyecto Seleccién y Mejora de la Abeja en
Cuba.

Tipo de colmena

Provincia Maternas Paternas Produccion  Total
Pinar del Rio 12 2 200 214
Mayabeque 25 93 5 123
Artemisa 19 0 23 42
Matanzas 30 43 79 152
Cienfuegos 16 56 119 191
Villa Clara 8 19 933 960
Santi Spiritus 14 36 928 978
Ciego de Avila 18 101 537 656
Camagliey 48 0 211 259
Las Tunas 8 6 191 205
Holguin 8 26 43 77
Granma 55 8 0 63
Santiago de Cuba 26 38 7 71
Guantanamo 12 30 6 48
Total 299 458 3282 4039
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Para cuantificar el comportamiento higiénico se utilizé la prueba del pinchado de la cria (“pin-kiled”;
Palacio et al., 2000, Nicodemo et al., 2013). Se sacrificé la cria operculada en un area de 100 celdas
utilizando un alfiler entomoldgico, mientras que otra area de cria operculada del mismo tamafo se
utilizé como control. En ambas areas se registraron: 1) la cantidad de celdas operculadas el dia 0 (X),
la cantidad de celdas operculadas luego de 24 horas (Y) y la cantidad de celdas con restos de cria
luego de 24 horas (Z) (Palacio et al., 2000). A partir de estos datos se calcul6 el porcentaje de
remocion de crias como la expresién de habitos higiénicos (HH). El porcentaje de remocion de crias
(HHE) se calculo de la siguiente manera:

HHp = ((X-Y-2) / X) * 100;

HHc = ((X-Y-Z) / X) * 100;

HHr = HHp — HH¢

Siendo HHP el porcentaje de remocién de cria sacrificada en el area de prueba, HHC el porcentaje de
remocion de cria en el area de control y HHF el porcentaje de remocién definitivo de la colmena. Las
colmenas con HHr = 80% se consideraron higiénicas.

1.1.  Anaélisis estadistico

Dado que los datos no cumplieron las premisas de normalidad (Prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk: W = 0. 931; P <0.001) y homogeneidad de la varianza (Prueba de Bartlett: K?; = 3212.483; P
<0.001), el andlisis se llevé a cabo utilizando estadistica paramétrica. Siendo la mediana y los rangos
intercuartilicos (IQR) los estadisticos de tendencia central y dispersion utilizados.

A través de una prueba de Prueba de Bondad de Ajuste se analiz6 si la muestra nacional present6
variaciones para tres categorias de porcentaje de remocion de cria (bajo:> 50%, medio: 50-79%, alto:
80-100%). Se condujo este mismo andlisis para evaluar el nimero de colmenas higiénicas por tipo de
colmenas (materna, paterna y de produccion). La prueba de Kruskal-Wallis seguida por la prueba de
Dunn para comparaciones multiples se utilizd para evaluar las diferencias en HHg entre tipos de
colmenas.

La similitud entre provincias teniendo en cuenta los habitos higiénicos por tipo de colmena fue
analizada a través de un escalado multidimensional no métrico (NMDS) Para ello se confecciond una
matriz de similitud utilizando la distancia Euclidiana. El indice de similitud Euclidiano ofrece una
medida de la distancia entre dos objetos en un espacio multidimensional (Quinn y Keough, 2002).
Esta medida se selecciond porque las variables cumplen con las premisas de haberse medido en
escalas similares y no tener valores cero (Quinn y Keough, 2002). Este analisis tuvo en cuenta el

numero de colmenas maternas, paternas y de produccién de 11 provincias. Tres provincias fueron
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excluidas del analisis NMDS debido a la ausencia de datos para colmenas paternas (Camaguey,
Artemisa) y de produccion (Granma).

La mayor parte del andlisis se realiz6 en el programa R (R Development Core Team, 2012). La
prueba de Dunn se llevd a cabo en Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., 2007) y el NMDS en Primer v6

(Clarke y Gorley, 2006). Las diferencias estadisticas se consideraron significativas para P <0.05.

RESULTADOS

La mediana nacional del porcentaje de remocién de crias en el pais fue del 74,3% (IQR: 57,6 —
84,8%). La distribucion del numero de en funcién del porcentaje de remocién de crias mostré una
tendencia a la expresion de este rasgo por encima del umbral seleccionado (HHg = 80%, Fig. 1). Las
colmenas con porcentajes bajos (<50%) estuvieron significativamente menos representadas en la
muestra (Prueba de Bondad de Ajuste: X%, = 682.68; P <0,001). Las colmenas higiénicas
representaron el 39.5% de la muestra nacional.
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Figura 1: Numero de colmenas segun porcentaje de remocidn de crias de Apis mellifera en Cuba
durante el afio 2013. Las lineas discontinuas representan la division en tres categorias de porcentaje
de remocién de crias: bajo: >50 %, medio: 50-79 % y alto: 80-100 %.

El HH: mostré variaciones segun el tipo de colmena (Prueba de Kruskal-Wallis, X%, = 76.45, P
<0.001). Las colmenas maternas mostraron mayor HHr que las colmenas paternas y de produccion,
en ese orden (Fig. 2, Prueba de Dunn: Z = 5,45 y P <0,001; Z = 8,62 y P <0,001). El numero de
colmenas higiénicas varié segtn el tipo de colmena (Prueba de Bondad de Ajuste: X% = 1185.15; P
<0,001). Proporcionalmente, hubo mas colmenas maternas higiénicas (0,64) que paternas (0,49) y de

produccion (0,36).
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Figura 2: Variacién del porcentaje de remocion de crias de Apis mellifera en Cuba en colmenas
maternas (N = 299), paternas (N = 458) y de produccién (N = 3282), segun datos obtenidos por el
Proyecto de Seleccién y Mejora de la Abeja en Cuba en el aio 2013. Las letras destacan diferencias
significativas entre tipos de colmenas segun la Prueba de Dunn (Z=5.45y P <0.001; Z=8.62y P <
0.001).

El analisis general de la expresion del comportamiento higiénico mostrd variaciones entre provincias.
Pinar del Rio, Mayabeque, Camaguey y Granma fueron las unicas provincias que mostraron valores
HH¢ superiores al 80% (Tabla ). Otras tres provincias (Artemisa, Ciego de Avila y Holguin) mostraron
valores medios de HHg por encima del umbral del 80%, pero no para los cuartiles. El resto de las
provincias generalmente mostraron un porcentaje de remocion por debajo del umbral para los

criterios de higiene.
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Tabla II: Valores de mediana y rangos intercuartilico (RIC) del porcentaje de remocién de crias por

provincia y tipo de colmena de Apis mellifera en Cuba entre enero y diciembre de 2013. Las

provincias fueron ordenadas de mayor a menor a partir de la columna para valores Generales de

HHF. Sl: sin informacion.

Mediana (RIC)

Provincias
Maternas Paternas Produccion General

Camaguey 95,0 (91,6-97,9) NI 95,0 (92,7-97) 94,9(92,2-96,9)
Mayabeque 96,0 (92,1-99,0) 94,4 (88,2-97,8) 95,7 (94,7-95,9) 94,6(89,7-98,8)
Artemisa 78,6 (69,6-93,4) NI 93,3 (89,0-95,7) 92,0(78,7-94,2)
Granma 91,1 (86,7-96,8) 94,7 (91,3-96,1) NI 91,6(87,4-96,7)
Pinar del Rio 88,0 (85,0-89,1) 89,7 (88,9-90,5) 90,8 (88,5-92,0) 90,7(88,3-92,1)
Holguin 71,1 (50,8-85,0) 55,0 (35,9-69,8) 97,0 (88,2-98,0) 82,4(57,9-97,8)
Ciego de Avila 84,5 (83,3-87,5) 84,6 (82,0-89,0) 80,9 (78,7-83,1) 81,4(79,1-84,2)
Matanzas 63,0 (35,7-83,3) 34,6 (15,4-63,6) 84,0 (78,1-90,5) 76,0(51,2-85,9)
Cienfuegos 79,7 (76,2-84,0) 76,2 (21,8-81,6) 51,2 (18,9-80,8) 73,1(20,3-80,9)
Santi Spiritus 45,1 (38,4-61,2) 48,8 (37,6-66,2) 66,7 (59,0-74,5) 65,9(58,4-74,2)

Santiago

59,5 (48,6-66,3) 45,0 (29,6-66,3) 82,9 (57,2-89,1) 58,4(36,2-69,0)
de Cuba
Villa Clara 62,8 (40,9-67,2) 59,2 (56,5-65,0) 57,1 (50,0-66,7) 57,2(50,0-66,7)
Las Tunas 13,5(7,5-41,2) 26,4 (9,0-39,2) 58,4 (22,7-73,6) 56,8(18,4-73,4)
Guantanamo 55,6 (31,7-72,5) 47,5 (15,3-77,3) 26,0 (0,3-52,6) 50,5(19,9-71,8)

El analisis de similitud entre las provincias mostré dos grupos principales, que agrupan ocho de las
once provincias tenidas en cuenta para este analisis, y tres grupos independientes que se
corresponden con provincias individuales (NMDS, Stress = 0.01, Fig. 3 A). Cada grupo incluye
provincias con un grado de similitud = 70%. El grupo 1, formado por Pinar del Rio, Mayabeque y
Ciego de Avila, tiene HHr = 80% independiente del tipo de colmena (Tabla Il, Fig. 3). El grupo 2
incluye provincias con valores intermedios de HHg como Matanzas, Villa Clara, Sancti Spiritus,
Holguin y Santiago de Cuba. En este caso, los valores mas altos de HHr se corresponden
principalmente con las colmenas de produccion. Las provincias de Cienfuegos, Las Tunas y
Guantanamo quedan aisladas de cualquier forma de agrupamiento debido a valores notablemente
bajos de HHE (Fig. 4)
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A

Figura 4: A: Escalado multidimensional no métrico (indice de similitud Euclidiano) para el porcentaje
de remocion de crias en 11 provincias cubanas durante el afio 2013 en tres tipos de colmenas de
Apis mellifera (maternas, paternas y produccion); B: representacion en el mapa de los grupos
obtenidos a partir del NMDS, grupo 1 (gris claro): PR: Pinar del Rio, MY: Mayabeque and CA: Ciego
de Avila; grupo 2 (gris oscuro): MT: Matanzas, VC: Villa Clara, SS: Santi Spiritus, HO: Holguin, SC:
Santiago de Cuba; grupos independientes (negro): CF: Cienfuegos TU: Las Tunas GU: Guantanamo.

Los grupos incluyen provincias con un grado de similitud = 70%.
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DISCUSION

La mediana nacional del porcentaje de remocién de crias de 74.3% acentua el potencial de las abejas
meliferas cubanas para resistir naturalmente las enfermedades de la cria como V. destructor. Los
datos muestran claramente la alta incidencia de la expresién del comportamiento higiénico en las
colmenas cubanas. Segun Spivak y Reuter (1998), aproximadamente el 10% de las poblaciones
comerciales de abejas meliferas en EE. UU. Son higiénicas. Esta cifra es superada en las
poblaciones de abejas cubanas donde se encontré que 39.5% de las colmenas, casi cuatro veces
mas, expresan este comportamiento en los niveles deseados.

Tal resultado tiene como principal causa la estrategia nacional adoptada en la practica de la
apicultura en la década de los 90 cuando el acaro fue detectado por primera vez en Cuba. Las
condiciones restrictivas impuestas por la crisis econdmica en ese momento impidieron la compra de
suficientes productos acaricidas para todas las colmenas. Por lo tanto, Cuba adopté la llamada Lucha
integrada propuesta por el Centro de Investigaciones Apicolas (CIAPI, Verde M. y Chan S., sf) como
una estrategia nacional, que se basé en los siguientes principios: 1) darle una manejo adecuado a
cada colmena; 2) uso de panales de zanganos como trampas para el acaro; y 3) impulsar la
seleccion natural, reproduciendo sélo aquellas colmenas que sobrevivieran a la infestacién por V.
destructor.

La intencién de esta estrategia era reducir el numero de acaros por colmena mediante el manejo del
apicultor en la colmena, al tiempo que se generalizaban los rasgos de resistencia subyacentes en las
poblaciones de abejas meliferas cubanas. Sin embargo, posterior al establecimiento de la Lucha
Integrada no se llevaron a cabo programas oficiales de mejoramiento o selecciéon en Cuba, pero la
cultura de "sélo reproducir las colmenas mas fuertes y productivas" se establecié entre los apicultores
cubanos. Es probable que esta sea la principal causa de los resultados de las altas tasas de remocion
encontradas en este trabajo, probando también la posibilidad de una apicultura libre de tratamientos,
aun mas cuando los quimicos a largo plazo han demostrado ser ineficientes (Kochansky et al., 2001
Spreafico y col., 2001). Dada la ineficiencia comprobada de los tratamientos quimicos para el control
de acaros y el aumento de los requisitos del mercado, en Cuba su uso en las colmenas ha estado
prohibido durante mas de 10 afios.

Otro factor que podria estar influyendo en el alto nivel de expresiéon del comportamiento higiénico
entre las colmenas de abejas meliferas cubanas es el efecto de la variabilidad genética (Lapidge y

col., 2002). La abeja melifera cubana es el resultado de la hibridacién entre A. mellifera mellifera
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introducida en el pais alrededor de 1764 y A. mellifera ligustica introducida entre 1940 y 1950 (Pérez-
Pifeiro, 2007). A pesar de que han habido varios estudios que describen la expresion del
comportamiento higiénico considerando las subespecies en abejas meliferas (revisado en Spivak,
1996; Bak y col.,, 2010), es ampliamente aceptada como el factor mas importante para la
adaptabilidad y el desempefios, la variabilidad genética de la poblacién y en mayor escala, de la
especie (Oldroyd y col., 1992; Tarpy 2003; Myerscough y Oldroyd, 2004; Oldroyd y Fewell, 2007). En
el momento de la deteccién de V. destructor en Cuba en 1996, habian pasado mas de 20 afios sin
importacion oficial de abejas meliferas en el pais. Pero en los montes existian amplias poblaciones
salvajes de abejas meliferas. Es posible especular que las colmenas silvestres, constantemente
sujetas a la seleccién natural, fueron y siguen siendo un factor importante en la generalizacién de
rasgos de resistencia como el comportamiento higiénico.

Sin embargo, se requiere un esfuerzo mayor y mas sistematico para la seleccion de las colmenas
reproductoras ya que la salud y el rendimiento de las colmenas de produccion dependen de ellas.
Aunque una gran cantidad de colmenas maternas fueron higiénicas, es necesario hacer que este
caracter sea extensivo a cada colmena reproductora. Por lo tanto, también es importante intensificar
la mejora del material genético de las colmenas paternas, ya que éstas mostraron menores tasas de
remocion que las colmenas maternas. Para tener éxito en la expresion optima del comportamiento
higiénico en la colmena, es necesario lograr que entre el 50 y el 75% de los zdnganos con los que se
aparean las abejas reinas presenten los genes involucrados en la expresiéon del comportamiento
higiénico en su genoma (Trump y col, 1967; Arathi y Spivak, 2001). Esto coincide con las variaciones
encontradas entre las provincias, destacando que en aquellas donde las colmenas reproductoras
tenian HHg> 80%, las colmenas de produccién también eran higiénicas, a diferencia de las provincias
donde las colmenas maternas y paternas no tenian esta caracteristica. Aumentar la presencia del
rasgo higiénico en las colmenas paternas es un objetivo alcanzable porque un sélo grupo de reinas
hermanas, hijas de una reina higiénica, se puede usar para controlar el pedigri paterno.
Alternativamente, se pueden usar varios grupos de reinas hermanas, cada una de ellas derivada de
una colmena paterna higiénica (Buchler y col., 2013).

Por otro lado, las diferencias entre provincias son el resultado aleatorio del trabajo empirico de los
criadores y apicultores en cada una de ellas. Antes de 2013, la prueba del pinchado de la cria o
cualquier otra prueba para evaluar el comportamiento higiénico de las abejas no se habia utilizado
ampliamente en Cuba, s6lo habian sido llevados a cabo estudios a pequefia escala en Mayabeque

(Sanabria, 2007). Sin embargo, actualmente V. destructor no se considera una causa primaria de
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muerte de colmenas. Por lo tanto, en aquellas provincias donde el rasgo higiénico no mostré valores
altos para considerar las colmenas como higiénicas, es altamente probable que otras formas de
resistencia que no se tomaron en cuenta en este estudio estén presentes. Pero como el
comportamiento higiénico también es efectivo contra otras enfermedades de la cria, es deseable y
posible generalizarlo sin afectar la variabilidad genética a largo plazo apoyandose en la evaluacion de
la variabilidad genética de las poblaciones de A. mellifera y promoviendo un intercambio controlado y

sistematico de reinas entre criadores.

CONCLUSIONES

— Existe una elevada expresiéon de los habitos higiénicos en las poblaciones comerciales de abejas
meliferas cubanas, siendo las colmenas maternas las que mayores porcentajes de remocion de
crias presentaron

— Pinar del Rio, Mayabeque y Ciego de Avila fueron las provincias con la mayor expresién de los
habitos higiénico para los tres tipos de colmenas evaluadas

— Es posible llevar a cabo un programa de mejoramiento genético de las abejas meliferas cubanas
en vistas a generalizar caracteres de resistencia contra Varroa destructor sin necesidad de recurrir

a la importacién de abejas

RECOMENDACIONES
Llevar a cabo estudios sobre la presencia de otras formas de resistencia frente a Varroa destructor en

las poblaciones de abejas meliferas cubanas.
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