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ABREVIATURAS 

μL: microlitro, unidad de medida de volumen 

μm: micrómetro o micra, unidad de medida de longitud 

μM: micromolar, unidad de concentración 

ºC: grado Celsius, unidad termométrica 

AEMPS: Agencia Española del Medicamento y Productos Sanitarios 

ARNr 16S: gen de la subunidad ribosomal pequeña bacteriano 

ARNr 18S: gen de la subunidad ribosomal pequeña eucariota 

ARNr 28S: gen de la subunidad ribosomal grande eucariota 

A: adenina, base nitrogenada 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADNk: ADN del kinetoplasto 

Am-COI: gen de la subunidad I de la citocromo oxidasa de Apis mellifera 

ARMm: ARN mensajero 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNr: ARN ribosomal 

ASV: Amplicon Sequence Variants, o variante de la secuencia del amplicón 

ATCC: American Type Culture Collection, o Colección Americana de Cultivos 

Tipo 

ATL: tampón ATL 

BS: BioSprint, sistema automático de extracción de ácidos nucleicos 

C: citosina, base nitrogenada 

CA: California, estado de los Estados Unidos 

CIAPA: Centro de Investigación Apícola y Agroambiental 



Abreviaturas 

 

CiMUS: Centro de Investigación en Medicina Molecular y Enfermedades 

Crónicas 

CLM: Castilla-La Mancha 

CO2: dióxido de carbono (gas) 

Cp: crossing point, o punto de corte del ciclo de amplificación con el umbral, 

calculado mediante el estadístico de Máximo de la 2ª derivada, en la qPCR. Es 

equivalente a Ct (cycle threshold value) 

Cytb: gen que codifica para la proteína Citocromo b 

DWV: deformed wing virus, o virus de alas deformadas 

EURL: Laboratorio de Referencia de la Unión Europea 

EVs: extracellular vesicle, o vesículas extracelulares 

FAZ: flagellum attachment zone, o zona de adhesión del flagelo 

FOR: forward sequence, o secuencia directa (5’-3’), referente al cebador que anilla en 

la hebra de ADN dirección 3’-5’. 

g/L: gramos por litro, medida de concentración 

g/RCF: fuerza centrífuga relativa o fuerza g 

g: gramo, unidad de medida de masa 

G: guanina, base nitrogenada 

gapdh: gen que codifica para la proteína gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GLM: Generalised Linear Model, o modelo lineal generalizado 

gp63: gen que codifica para la glicoproteína de 63 kDa 

HTS: High-Throughput Sequencing, o secuenciación de alto rendimiento 

Hz: hercio, unidad de medida de frecuencia 

IA: Iowa, estado de los Estados Unidos 

INIA: Instituto Nacional de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria 

IRIAF: Instituto Regional de Investigación y Desarrollo Agroalimentario y 

Forestal 



Figuras y Tablas 

 

its: internal transcribed spacer, o espaciador transcrito interno 

JCCM: Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha 

LD: Límite de Detección 

LMR: Límite Máximo de Residuos 

LNA: locked nucleid acids, o ácidos nucleicos bloqueados 

Lp1: haplotipo de L. passim que se corresponde con la secuencia MT558272.1 de 

GenBank 

Lp2: haplotipo de L. passim que se corresponde con la secuencia LT976801.1 de 

GenBank 

M: concentración molar o molaridad 

MA: Massachusetts, estado de los Estados Unidos 

MET: Microscopía Electrónica de Transmisión 

mL: mililitro, unidad de medida de volumen 

MO: Microscopía Óptica. 

ng: nanogramo, unidad de medida de masa 

NCBI: National Center for Biotechnology Information, Centro Nacional de Información 

Biotecnológica. 

P: Proteasa. 

p.e.: post-emergencia 

p.i.: post-infección 

pb: pares de bases nitrogenadas, medida de la longitud de un fragmento genético 

PCR: polymerase chain reaction, o reacción en cadena de la polimerasa 

PCoA: Principal Coordinates Analysis, o análisis de coordenadas principales 

PK: Proteinasa K 

ptp3: gen que codifica para la proteína del túbulo polar 

p/v: peso/volumen, medida de concentración 



Abreviaturas 

 

qPCR: real-time-quantitative PCR, o PCR cuantitativa en tiempo real 

REV: reverse sequence, o secuencia reversa (3’-5’), referente al cebador que anilla en 

la hebra de ADN dirección 5’-3’ 

ROS: reactive oxygen species, o especies reactivas del oxígeno 

rpb1: gen que codifica la subunidad mayor de la proteína RNA polimerasa II 

Rpm: revoluciones por minuto 

SEM: scanning electron microscope, o microscopía electrónica de barrido 

SSU rRNA: ARN de la subunidad menor del ribosoma 

T: timina, base nitrogenada 

TE: tampón Tris-EDTA. 

Tm: Melting temperatura, Temperatura de melting 

TOPII: gen que codifica para la proteína ADN Topoisomerasa II 

U/mL: unidades por mililitro, medida de concentración 

UCM: Universidad Complutense de Madrid 

UE: Unión Europea 

USC: Universidad de Santiago de Compostela 

v/v: volumen/volumen, medida de concentración 
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PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-

ausencia). 

Figura 31. Abundancia relativa de los géneros más abundantes encontrados en 
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significativas en función de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de N. 
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**p<0,01; ***p<0,001. 
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colmenas. A) Índice de diversidad de Shannon; B) Índice de diversidad de 

Simpson; C) Gráficos PCoA basados en el índice de disimilitud de Bray-Curtis; 

D) Gráficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios 

(presencia-ausencia). 
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***p<0,001. 
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de diversidad de Shannon; B) Índice de diversidad de Simpson; C) Gráfico PCoA 

basado en el índice de disimilitud de Bray-Curtis; D) Gráfico PCoA basado en el 
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intestinales analizadas en abejas infectadas (naranja) y no infectadas (azul). 

Cuando la distribución de las muestras no permite establecer cajas, los valores se 

representan mediante círculos. *p<0.05. 

Figura 42. Diagramas de cajas que muestran la abundancia absoluta del número 

de copias del gen ARNr 16S para las diferentes bacterias intestinales analizadas 

en abejas infectadas por N. ceranae (naranja) y no infectadas (azul) a cada edad, 

ordenadas de mayores a menores diferencias. Cuando la distribución de las 

muestras no permite establecer casillas, las bacterias se representan mediante 

círculos. *p<0.05. 
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distintas bacterias intestinales analizadas en abejas de 7 días (izquierda) y 21 días 

(derecha) infectadas con N. ceranae y no infectadas. Cuando la distribución de las 
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RESUMEN 

La abeja melífera (Apis mellifera Linnaeus, 1758) es uno de los 

principales polinizadores de plantas silvestres y cultivos agrícolas en todo el 

mundo, y además elabora diversos productos ampliamente utilizados por el 

ser humano (miel, polen, cera, propóleos o veneno de abeja). En las últimas 

décadas, las poblaciones de estos insectos han experimentado un preocupante 

descenso a nivel global. Las principales causas son el aumento en el uso de 

algunos tipos de plaguicidas en zonas de agricultura intensiva, la falta de 

recursos nutritivos asociada a la pérdida de diversidad floral silvestre debido a 

la extensión de monocultivos, la fragmentación de ecosistemas, el cambio 

climático y la acción de diferentes patógenos. 

Para contrarrestar estos factores de estrés, las abejas poseen 

mecanismos sociales e individuales que ofrecen protección frente a las 

diferentes amenazas para la colonia. Uno de ellos es la microbiota intestinal, la 

cual no solo contribuye a la digestión y asimilación de nutrientes, sino que 

también desempeña un papel importante en la mejora de la respuesta 

inmunitaria y en la protección frente a patógenos. Por tanto, la microbiota 

intestinal resulta ser un componente determinante en la salud de estos 

polinizadores. Sin embargo, el estrés ocasionado por los parásitos en el 

hospedador puede alterar la homeóstasis intestinal y alterar las comunidades 

bacterianas presentes en el intestino de la abeja. 

Dos de los patógenos más ampliamente extendidos a nivel global son 

el ácaro Varroa destructor y el microsporidio Nosema ceranae, quedando muy 

pocas zonas del mundo libres de ellos. La influencia de V. destructor en la 

microbiota intestinal de las abejas aún no está del todo clara al ser un 

ectoparásito que no tiene contacto directo con las bacterias intestinales. En el 

caso de N. ceranae, un parásito que afecta a las células del intestino medio de la 

abeja, existe evidencia de que parece modificar la microbiota intestinal pero 

aún se requiere de más estudios para entender cómo lleva a cabo estas 

modificaciones. Otro parásito intestinal que en los últimos años se está 

describiendo en muchas partes del mundo es Lotmaria passim, aunque su 

patogenicidad y su posible influencia en la microbiota intestinal están aún en 

estudio. 
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En esta Tesis Doctoral se ha investigado la modulación que se produce 

en la microbiota intestinal como consecuencia de la acción de estos parásitos, 

así como algunos factores dependientes tanto del hospedador como del 

parásito pueden afectar a las poblaciones bacterianas presentes en el intestino 

de las abejas. 

Para llevar a cabo estas investigaciones, en primer lugar, se realizó un 

estudio en el que se determinó la eficacia de diferentes métodos de extracción 

de ADN para verificar su idoneidad en el análisis de bacterias intestinales, 

microsporidios y tripanosomátidos. Dado que gran parte de las muestras 

utilizadas procedían de ensayos previos, era necesario corroborar la 

adecuación de estos métodos para llevar a cabo estos análisis. El estudio no 

sólo ha demostrado que los métodos utilizados en la extracción de dichas 

muestras son perfectamente válidos, sino que también ha demostrado la 

necesidad evaluar la idoneidad de cada técnica de extracción para cada tipo de 

microorganismo a analizar, si se pretende obtener resultados científicos fiables 

y reproducibles. 

Una vez comprobado que las muestras disponibles eran adecuadas para 

los análisis pertinentes, se llevó a cabo el estudio de abejas de colonias de 

Madeira y de archipiélago de las Azores. Estas islas se seleccionaron por 

presentar diversas combinaciones en la presencia de V. destructor y N. ceranae. 

Se realizó un estudio para conocer la distribución y la prevalencia de 

tripanosomátidos en las islas mediante el uso de diferentes técnicas 

moleculares como la PCR (PCR convencional y qPCR) y técnicas de 

secuenciación (Alto rendimiento y Sanger). Este estudio reveló que los 

tripanosomátidos, específicamente L. passim, están presentes en todas las islas, 

incluyendo la que se está libre de N. ceranae y V. destructor, demostrando que L. 

passim parasita las abejas melíferas desde mucho antes de su descripción. 

Una vez conocida la presencia y distribución de V. destructor, N. ceranae 

y L. passim en las islas Azores, se estudió su influencia en la microbiota 

intestinal en colonias de abejas ubicadas en diferentes islas con distintas 

combinaciones de parásitos. Este análisis permitió describir la microbiota 

intestinal de las abejas que nunca han estado expuestas a V. destructor ni a N. 

ceranae, mostrando que su composición bacteriana se encuentra bien 

conservada con respecto a abejas del resto del mundo que ya han estado 
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expuestas a estos patógenos. En particular mostraron una abundancia elevada 

de Bartonella, lo cual sugiere que esta bacteria tiene una función importante en 

estas poblaciones de abejas. Se observó que la presencia de V. destructor y L. 

passim aumentó la abundancia de Bartonella e influyó principalmente en las 

bacterias del íleon reduciendo la abundancia de Snodgrassella, Gilliamella y 

Frischella. N. ceranae aumentó la abundancia de estas dos últimas y del género 

Lactobacillus, reduciendo la abundancia de Snodgrassella, evidenciando que estos 

parásitos pueden alterar la microbiota intestinal. 

Por último, para estudiar la influencia de factores dependientes del 

hospedador y del patógeno en la microbiota intestinal, se estudiaron abejas 

infectadas con N. ceranae a distintas edades, en las cuales se determinó la 

presencia y abundancia de las principales bacterias que forman parte de la 

microbiota intestinal mediante la técnica de qPCR. Se observó que las abejas 

infectadas en las primeras 24 horas tras su emergencia mostraron un 

incremento de la carga bacteriana de prácticamente todas las bacterias 

intestinales características tras 7 días de infección, mientras que las que se 

infectaron con 14 días de edad presentaron una disminución en algunas 

especies bacterianas como Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Bartonella 

apis y Bombella apis. Además, G. apicola fue la bacteria más influenciada por la 

infección, independientemente de la edad de las abejas en el momento de la 

infección. Este hecho sugiere que podría servir como un marcador de disbiosis 

intestinal asociado a N. ceranae como han propuesto otros autores. 

SUMMARY 

The honey bee (Apis mellifera Linnaeus, 1758) is one of the main 

pollinators of wild plants and agricultural crops worldwide, as well as 

producing various products widely used by humans (honey, pollen, wax, 

propolis and bee venom). In recent decades, bee populations have experienced 

a worrying decline worldwide. The main causes are the increased use of some 

types of pesticides in intensive agricultural areas, the lack of food resources 

associated with the loss of wild floral diversity due to the spread of 

monocultures, the fragmentation of ecosystems, climate change and the action 

of different pathogens. 

In order to counteract these stressors, honey bees have social and 

individual mechanisms that provide protection against various threats to the 
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colony. One of these is the gut microbiota, which not only contributes to the 

digestion and assimilation of nutrients, but also plays an important role in 

enhancing the immune response and protection against pathogens. The gut 

microbiota is therefore a key component in the health of these pollinators. 

However, stress caused by parasites in the host can disrupt gut homeostasis 

and alter the bacterial communities present in the bee gut. 

Two of the most widespread pathogens worldwide are the Varroa 

destructor mite and the Nosema ceranae microsporidium, with very few areas of 

the world remaining free of them. The influence of V. destructor on the gut 

microbiota of honey bees is still unclear, as it is an ectoparasite that does not 

have direct contact with gut bacteria. In the case of N. ceranae, a parasite that 

affects cells in the midgut, there is evidence that it appears to alter the gut 

microbiota, but more studies are needed to understand how it does this. 

Another gut parasite that has been described in many parts of the world in 

recent years is the trypanosomatid Lotmaria passim, although its pathogenicity 

and possible influence on the gut microbiota are still under investigation. 

In this PhD thesis, the modulation of the gut microbiota as a 

consequence of the action of these parasites was investigated, as well as how 

some host- and parasite-dependent factors can affect the bacterial populations 

present in the honey bee gut. 

To carry out this research, a study was firstly performed to determine 

the effectiveness of different DNA extraction methods to verify their 

suitability for the analysis of gut bacteria, microsporidia and trypanosomatids. 

As a large proportion of the samples used were from previous studies, it was 

necessary to confirm the suitability of these methods for carrying out these 

analyses. The study has not only shown that the methods used to extract these 

samples are perfectly valid, but has also demonstrated the need to evaluate the 

suitability of each extraction technique for each type of microorganism to be 

analysed if reliable and reproducible scientific results are to be obtained. 

Once the available samples were considered suitable for analysis, bees 

from colonies in Madeira and the Azores archipelago were studied. These 

islands were chosen because they have different combinations of V. destructor 

and N. ceranae occurrence. A study was carried out to determine the 

distribution and prevalence of trypanosomatids on the islands using different 
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molecular techniques such as PCR (conventional PCR and qPCR) and 

sequencing techniques (high-throughput and Sanger). This study showed that 

trypanosomatids, especially L. passim, are present on all islands, including the 

one free of N. ceranae and V. destructor, demonstrating that L. passim parasitised 

honey bees long before its description. 

Once the presence and distribution of V. destructor, N. ceranae and L. 

passim in the Azores were known, their influence on the gut microbiota was 

studied in bee colonies from different islands with different combinations of 

parasites. This analysis allowed us to describe the gut microbiota of bees that 

had never been exposed to V. destructor and N. ceranae, showing that their 

bacterial composition was well conserved compared to bees from the rest of 

the world that had been exposed to these pathogens. They showed a high 

abundance of Bartonella, suggesting that this bacterium plays an important role 

in these bee populations. It was observed that the presence of V. destructor and 

L. passim increased the abundance of Bartonella and mainly affected the ileum 

bacteria by reducing the abundance of Snodgrassella, Gilliamella and Frischella. N. 

ceranae increased the abundance of the latter two and of the genus Lactobacillus 

and reduced the abundance of Snodgrassella, showing that these parasites can 

alter the honey bee gut microbiota. 

Finally, to study the influence of host- and pathogen-dependent factors 

on the gut microbiota, bees infected with N. ceranae at different ages were 

studied and the presence and abundance of key gut microbiota bacteria were 

determined by qPCR. It was observed that honey bees infected within the first 

24 hours after emergence showed an increase in the bacterial load of almost 

all characteristic gut bacteria after 7 days of infection, while those infected at 

14 days of age showed a decrease in some bacterial species such as 

Bombilactobacillus spp, Lactobacillus spp, Bartonella apis and Bombella apis. 

Furthermore, G. apicola was the bacterium most affected by the infection, 

regardless of the age of the bees at the time of infection. This fact suggests 

that it could serve as a marker of intestinal dysbiosis associated with N. ceranae, 

as suggested by other authors. 
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La abeja melífera (Apis mellifera Linnaeus, 1758) es la especie de abeja 

más ampliamente distribuida a nivel global debido a su gran adaptabilidad y 

productividad. Su importancia en los ecosistemas terrestres es crucial, ya que 

desempeña un papel fundamental en la polinización de plantas silvestres y 

aquellas destinadas a la producción de alimentos en todo el mundo. De hecho, 

se estima que el 70% de los cultivos tropicales (Roubik 1995) y el 85% de los 

cultivos en Europa (Williams 1994) que producen alimentos para consumo 

humano y animal dependen de los polinizadores. También es un productor 

directo de alimentos para consumo humano, como la miel y la jalea real, 

además de otros productos como los propóleos, el polen o el veneno de abeja 

(apitoxina). Todo ello, hace que A. mellifera sea una especie clave en el equilibro 

natural de los ecosistemas, en la conservación de la biodiversidad silvestre y en 

la preservación de la producción primaria global. 

El valor económico de la polinización en la agricultura, junto con los 

productos derivados de la apicultura, se estima en unos 153 billones de euros 

al año a nivel mundial (Gallai et al. 2009). En España, según el Plan Nacional 

de Conservación de Polinizadores, el valor anual de la polinización está 

estimado en 2.400 millones de euros, de los cuales, 62 millones corresponden 

exclusivamente a la producción de miel, cera y polen según el Ministerio de 

Agricultura, Pesca y Alimentación. En cuanto al censo de colmenas, según el 

Registro general de explotaciones ganaderas (REGA), a fecha de marzo de 

2024 el número de colmenas censadas fue de 2.803.668 colmenas, de las cuales 

el 80% pertenecen a apicultores profesionales, lo que pone de manifiesto la 

importancia del sector apícola español en las actividades ganaderas. 

Por tanto, es fundamental garantizar la viabilidad de las colonias de 

abejas mediante la conservación y mantenimiento del estado sanitario de las 

mismas. Sin embargo, en las últimas décadas, las poblaciones de abejas han 

sufrido pérdidas anuales alarmantes (vanEngelsdorp y Meixner 2010; Hristov 

et al. 2020) resultado de una combinación de factores bióticos y abióticos que 

pueden actuar tanto de forma aislada como sinérgica. Entre estos factores se 

encuentran la exposición a numerosos plaguicidas como consecuencia del 

aumento de la agricultura intensiva y la contaminación ambiental, la pérdida 

diversidad de flora silvestre debido al incremento de monocultivos, la 

fragmentación de los ecosistemas, el cambio climático y el aumento en la 

prevalencia de parásitos y patógenos (Le Conte y Navajas 2008; Higes et al. 



Introducción General 

12 

 

2010; Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010; Goulson et al. 2015; Cavigli et 

al. 2016).  

Las abejas, para hacer frente a todos estos factores de estrés, cuentan 

con mecanismos tanto sociales como individuales que le permiten hacer frente 

a las diversas amenazas para ellas y para la colonia. Uno de ellos es la 

microbiota intestinal, que desempeña un papel crucial en su salud, 

contribuyendo a la digestión del alimento, reforzando sistema inmunitario y 

brindando protección frente a parásitos (Engel, Martinson y Moran 2012; 

Schwarz, Huang y Evans 2015; Steele et al. 2021). No obstante, el estrés 

ocasionado por los parásitos puede alterar la homeóstasis intestinal y modular 

las poblaciones bacterianas presentes en el intestino de las abejas. 

Entre los patógenos más extendidos a nivel mundial se encuentran el 

ácaro Varroa destructor y el microsporidio Nosema ceranae, con muy pocas 

regiones del planeta que permanecen libres de ellos. Otro parásito que en los 

últimos años se ha descrito en muchas localizaciones del planeta es el 

tripanosomátido Lotmaria passim, pero su patogenicidad no está del todo clara. 

La influencia del ácaro en la microbiota intestinal aún no se ha estudiado en 

detalle ya que, al ser un ectoparásito, no interactúa directamente con las 

bacterias intestinales. Sin embargo, N. ceranae y L. passim son parásitos 

intestinales del intestino medio y posterior, respectivamente y, por tanto, 

tienen contacto directo con las bacterias intestinales. En el caso del 

microsporidio existe evidencia de que parece influir en la microbiota intestinal 

(Hubert et al. 2017; Rubanov et al. 2019; Zhang et al. 2019; Naree et al. 2022); 

sin embargo, aún se requiere de más estudios para entender cómo lleva a cabo 

dichas estas modificaciones. En cuanto al tripanosomátido, aún no se ha 

estudiado en detalle su influencia en la microbiota intestinal de las abejas. Por 

tanto, aún quedan muchos aspectos por esclarecer sobre las interacciones entre 

la microbiota intestinal y los parásitos que afectan a las abejas melíferas. 

En este contexto, esta memoria de Tesis Doctoral presenta una 

revisión bibliográfica actualizada sobre los avances de las últimas décadas en 

el estudio de la microbiota intestinal de las abejas. Esta revisión abarca 

aspectos como la composición y distribución de las comunidades bacterianas 

en el intestino, los mecanismos de adquisición y la evolución en su 

composición a lo largo de la vida de la abeja, así como los factores que pueden 
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alterarla, prestando especial atención a la influencia de parásitos. Además, se 

incluye información detallada sobre la epidemiología y la patogenicidad 

microsporidios, tripanosomátidos y V. destructor y los efectos reportados hasta 

la fecha en la microbiota intestinal de las abejas. A continuación, se presentan 

en cuatro capítulos los estudios realizados, finalizando con una discusión 

general y las conclusiones obtenidas en ellos. Al final de la memoria se 

adjuntan las publicaciones científicas generadas a lo largo de esta investigación 

y los congresos nacionales e internacionales en los que se han presentado los 

resultados obtenidos. 
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1. MICROBIOTA Y EVOLUCIÓN DE SU ESTUDIO 

Desde nuestro origen evolutivo, los seres vivos hemos estado 

expuestos de forma constante a los microorganismos, dando lugar a 

interacciones que han fomentado el desarrollo de relaciones simbióticas entre 

el microorganismo y sus hospedadores. Estas interacciones han resultado ser 

un importante motor para la diversificación y la evolución de los seres vivos. 

El cuerpo de los animales ofrece una amplia variedad de nichos 

ecológicos, en los que las condiciones ambientales como la temperatura, el pH 

y el nivel de oxígeno, así como la disponibilidad de nutrientes, afectan a la 

composición de los microorganismos que residen en ellos (Ikeda-Ohtsubo et 

al. 2018). Al conjunto de estos microorganismos que habitan en los diferentes 

tejidos del hospedador se les conoce con el nombre de microbiota y abarca 

desde interacciones mutualistas a parasitarias (Simon et al. 2019). El término 

microbioma aún es objeto de debate en cuanto a su definición ya que en unas 

ocasiones se considera únicamente al conjunto de ácidos nucleicos derivados 

de la microbiota de un nicho específico mientras que en otras se incluye tanto 

a los propios microorganismos, sus ácidos nucleicos y sus metabolitos (Berg et 

al. 2020). 

Es tal la importancia de las interacciones entre hospedador y sus 

microorganismos que, en 1991, Lynn Margulis introdujo el término 

"holobionte" e inicialmente se refería a una entidad biológica simple en la que 

participaban un hospedador y un único simbionte hereditario. Este término se 

amplió para definir a un hospedador y a las comunidades de microorganismos 

asociadas a él y así es como se entiende actualmente. Así pues, un hospedador 

y su microbiota constituyen un holobionte y ambos evolucionan de forma 

conjunta para adaptarse a los factores ambientales y hacen frente a los peligros 

que pueden poner en riesgo su salud (Simon et al. 2019). De la misma manera, 

el concepto de patobioma surgió para describir a los patógenos que conviven 

en el ambiente microbiano dentro del hospedador (Vayssier-Taussat et al. 

2014). 

Los estudios sobre hospedadores y su microbiota se han centrado 

mayoritariamente en el tracto gastrointestinal, puesto que es el lugar donde se 

encuentran las poblaciones de microorganismos más densas y diversas (Kostic, 

Howitt y Garrett 2013). Debido a su localización recibe el nombre de 
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microbiota intestinal y está formada principalmente por bacterias, además de 

virus, arqueas, protozoos, mohos y levaduras. Entre las diversas funciones que 

desempeñan en todos los animales, se ha visto que está involucrada en 

procesos tan importantes del hospedador como son el desarrollo, el 

metabolismo, la digestión del alimento, la resistencia a patógenos y a la 

modulación del sistema inmunitario. No obstante, hoy en día, aún se 

desconocen muchas de las funciones que podría desempeñar y de las 

interacciones entre la propia microbiota y su hospedador (Koskella, Hall y 

Metcalf 2017; Adair y Douglas 2017). 

En las últimas décadas, el estudio de la microbiota intestinal ha cobrado 

especial importancia debido al impacto que tiene en la salud del hospedador. 

Esto ha permitido comprender características fundamentales de los 

microorganismos intestinales y descubrir mecanismos no caracterizados hasta 

el momento y que podrían ayudar a desarrollar tratamientos clínicos en 

beneficio de la salud humana y animal. 

1.1. Insectos 

Los insectos son, con diferencia, el clado animal más diverso y 

abundante, tanto en número de especies a escala mundial como en hábitats 

ecológicos y en biomasa (Grimaldi y Engel 2005; Basset et al. 2012). La 

diversificación y adaptación a diferentes ecosistemas que ha marcado su éxito 

evolutivo ha dependido, en gran parte, de las innumerables relaciones 

simbióticas con microorganismos beneficiosos (Bourtzis y Miller 2003; 

Zchori-Fein y Bourtzis 2011). Aunque la mayoría de los insectos poseen una 

microbiota inestable o inespecífica que está representada por microorganismos 

ambientales (Martinson, Moy y Moran 2012; Engel, Martinson y Moran 2012), 

estudios realizados en especies eusociales, como las abejas, muestran una 

coevolución de los hospedadores con su microbiota a lo largo del tiempo 

(Kwong y Moran 2015; Kwong et al. 2017). 

De hecho, en los últimos años, se ha observado que las abejas melíferas 

adultas tienen una comunidad bacteriana intestinal característica que 

desempeña diversas funciones para la fisiología, ecología y evolución del 

hospedador (Hamdi et al. 2011) y que, además, está conservada en las 

diferentes subespecies de abejas a lo largo de todo el mundo 

independientemente de la distribución geográfica o de la subespecie del 
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hospedador (Jeyaprakash, Hoy y Allsopp 2003; Mohr y Tebbe 2006; Kwong et 

al. 2017). También se han detectado comunidades bacterianas en otras 

localizaciones anatómicas como las glándulas hipofaríngeas (Corby-Harris et 

al. 2014) o en las corbículas (Anderson et al. 2014), aunque sea han estudiado 

muy poco. En cualquier caso, la mayoría de las bacterias del cuerpo de una 

abeja se localizan en su aparato digestivo (Subotic et al. 2019). 

Por tanto, el estudio de la microbiota intestinal de las abejas abre 

camino hacia un mayor conocimiento de las interacciones microbiota-

hospedador y a la posibilidad de desarrollar tratamientos para preservar la 

salud de las colonias que hagan frente al aumento de la mortalidad observada 

en las últimas décadas. 

2. APARATO DIGESTIVO DE LAS ABEJAS 

La estructura básica del tracto digestivo es similar en todos los insectos, 

aunque posee una diversidad de modificaciones asociadas a la adaptación a 

diferentes modos de alimentación. Las abejas son insectos holometábolos que 

realizan una metamorfosis completa por lo que el aparato digestivo no queda 

desarrollado en su totalidad hasta que no alcanzan la etapa adulta. Una vez 

desarrollado, el tracto digestivo de una abeja adulta se diferencia en tres 

regiones principales: intestino anterior, intestino medio (o ventrículo) e 

intestino posterior (Chapman, 1998; Figura 1).  

 

Figura 1. Representación esquemática del aparato digestivo de las abejas melíferas adultas y sus 

principales partes. Fuente: original. 

El intestino anterior y posterior se originan a partir del ectodermo 

embrionario y están recubiertos por un exoesqueleto formada por quitina y 
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glicoproteínas cuticulares. Este exoesqueleto separa el lumen intestinal de las 

células epidérmicas (Engel y Moran 2013b).  

El intestino anterior está formado por la boca que posee cuatro pares 

de glándulas (Snodgrass 1984): 

- Dos pares de glándulas salivales (dos post-cerebrales y dos 

torácicas) que desempeñan un papel crucial en la secreción salivar, 

contribuyendo a la lubricación del alimento y la dilución de los 

azúcares que posee. 

- Dos glándulas mandibulares, las cuales, en el caso de las obreras,  

son responsables de la segregación del componente graso del 

alimento destinado a las larvas, mientras que en la reina segregan 

las feromonas que permiten su reconocimiento por parte de las 

obreras (Morse y Hooper 1985; Dade 1994). 

- Dos glándulas hipofaríngeas, cuyo mayor desarrollado se produce 

en las abejas nodrizas, y realizan la biosíntesis de proteínas que 

permite la secreción de jalea real para alimentar a las larvas. En las 

abejas pecoreadoras, según avanza su edad, estas glándulas se 

atrofian y su actividad secretora disminuye. En estas abejas, se 

incrementa la actividad de la sacarasa y el metabolismo del almidón, 

procesos importantes para la transformación del néctar en miel (Hu 

et al. 2019). 

Tras la boca, el digestivo anterior continúa con el esófago, un tubo 

muscular largo y estrecho que comunica la boca con el buche melario, zona 

donde el esófago se dilata y se almacena el néctar recogido durante la pecorea 

para posteriormente transportarlo a la colmena. El proventrículo es una 

válvula que separa el buche con el ventrículo y es la última parte del intestino 

anterior. 

El intestino medio se compone exclusivamente del ventrículo, que es 

el principal lugar de digestión del alimento y absorción de nutrientes, 

principalmente de azúcares simples y aminoácidos (Snodgrass 1984; 

Crailsheim 1988; 1990; Chapman 1998; Terra et al. 2019). El ventrículo es un 

tubo largo y ancho, rodeado por músculos que, al contraerse, facilitan el paso 

del alimento hacia la zona distal. Además, las células epiteliales que lo revisten 
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poseen glándulas secretoras que producen enzimas digestivas, contribuyendo 

a la digestión del alimento (Dade 1994). Este revestimiento tiene un origen de 

desarrollo diferente al del intestino anterior y posterior, ya que se origina a 

partir de células endodérmicas (Gillott 1995) por lo que no posee el 

exoesqueleto que sí aparece en el intestino anterior y posterior. 

Sin embargo, las células epiteliales del intestino medio, al igual que en 

otros insectos, generan una envoltura conocida como matriz peritrófica (o 

membranas peritróficas), que suele renovarse continuamente a medida que se 

desprende y que divide el intestino medio en el espacio endo y ectoperitrófico 

(Terra 2001). La matriz peritrófica desempeña diversas funciones, como 

proporcionar una barrera que protege al epitelio de los daños mecánicos 

provocados por las partículas alimentarias, de la exposición a grandes 

moléculas de toxinas presentes en los alimentos y de la invasión microbiana, y 

también concentrar los alimentos y las enzimas digestivas (Lehane y Billingsley 

1996; Shao, Devenport y Jacobs‐Lorena 2001; Wang et al. 2012). Además, está 

salpicada de pequeños poros que permiten el paso de enzimas y pequeñas 

moléculas procedentes del alimento ingerido (iones inorgánicos, azúcares 

simples, aminoácidos, pequeñas proteínas, péptidos, etc.), pero es una barrera 

eficaz frente a lípidos, proteínas grandes, polisacáridos y microorganismos 

patógenos (Chapman 1998; Erlandson, Toprak y Hegedus 2019; Teixeira et al. 

2019), que suelen quedar confinados en el espacio endoperitrófico impidiendo 

el contacto directo con el epitelio del intestino (Terra 2001). 

A continuación del ventrículo, se encuentra el intestino posterior que 

tiene tres partes diferenciadas: el píloro, el íleon y el recto. El píloro es la zona 

de transición del intestino medio al posterior y actúa como esfínter, 

controlando el paso del alimento del intestino medio al intestino posterior e 

impidiendo su reflujo. Además, es el lugar donde desembocan de los túbulos 

de Malpighi en el intestino y, por tanto, la zona en la que se mezclan el alimento 

y las secreciones de los túbulos de Malpighi (Engel y Moran 2013b). El píloro 

continúa con el íleon, un tubo estrecho formado por seis pliegues 

longitudinales que se proyectan en su lumen (Snodgrass 1984) que aumentan 

la superficie de absorción de los nutrientes y del agua (Santos y Serrão 2006). 

El recto o ampolla rectal es la última parte del aparato digestivo de la abeja. 

Aunque en su mayor parte es de paredes finas, el recto incluye de seis a ocho 

almohadillas rectales cuya función es absorber iones, agua y pequeñas 
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moléculas orgánicas y mantener la presión osmótica (Gillott 1995; Chapman 

1998). Esta zona tiene la capacidad de distenderse y retener las heces hasta la 

defecación (Snodgrass 1984), propiedad realmente útil durante el invierno ya 

que las obreras no defecan en el interior de la colonia y tienden a acumular las 

heces hasta que pueden salir al exterior. La parte distal del recto se estrecha y 

termina en el ano. 

3. MICROBIOTA INTESTINAL BACTERIANA DE LAS 

ABEJAS MELÍFERAS 

El intestino de las abejas adultas está dominado por 5-10 taxones 

bacterianos estrechamente relacionados y que comprenden entre el 95% y el 

99% de las bacterias en la gran mayoría de los individuos según estudios 

metagenómicos del gen ARNr 16S (Martinson et al. 2011; Engel, Martinson y 

Moran 2012; Moran et al. 2012; Corby-Harris, Maes y Anderson 2014; Bleau et 

al. 2020a; Su et al. 2022). Entre estos taxones, cinco de ellos son considerados 

troncales y en encuentran en todas las abejas de las diferentes regiones 

geográficas del mundo. Sin embargo, los otros cinco (no troncales) se 

encuentran presentes en casi todas las colonias de abejas, pero no en todos los 

individuos de estas. 

En un principio, algunas de las bacterias intestinales de las abejas eran 

nombradas acorde a su filo, y en algunos casos por la clase a la que pertenecían. 

Por tanto, en la bibliografía podemos encontrar nomenclaturas como Alpha-

1, Alpha-2.1 y Alpha-2.2 en el caso de las Alphaproteobacterias; Beta-1 para 

las Betaproteobacterias; Gamma-1 y Gamma-2 para las 

Gammaproteobacterias; Lactobacillus Firm-4 y Firm-5 para los Firmicutes 

(ahora Bacillota). En el caso de los Actinomycetes, Bifidobacterium asteroides fue 

de las primeras especies bacterianas identificada en el intestino de las abejas 

melíferas (Scardovi y Trovatelli 1969; Biavati et al. 2000). 

Posteriormente, con los avances tecnológicos y el desarrollo de nuevas 

técnicas moleculares, se fueron caracterizando los géneros y especies 

bacterianas que pertenecían a esos taxones. Así, dentro de Alpha-1 se 

identificó la bacteria Bartonella apis (Kešnerová, Moritz y Engel 2016), mientras 

que en Alpha-2.1 se encuentra Commensalibacter spp. y en Alpha-2.2 las especies 

Parasacharibacter apium y Bombella spp. (Fuller 1989). Por otro lado, en Beta-1 se 
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identificó Snodgrassella alvi, en Gamma-1 Gilliamella apicola (Kwong y Moran 

2013), y en Gamma-2 Frischella perrara (Engel et al., 2013). En cuanto al filo 

Bacillota, se caracterizaron diversas especies del género Lactobacillus del aparato 

digestivo de las abejas (Olofsson et al. 2014; Killer et al. 2014). En el taxón 

conocido como Firm-4, se identificaron las especies Lactobacillus mellifer y 

Lactobacillus mellis, mientras que en el taxón Firm-5 se identificaron las especies 

Lactobacillus melliventris, Lactobacillus kimbladii, Lactobacillus helsingborgensis, 

Lactobacillus kullabergenseis y Lactobacillus apis. Además, otra especie del filo 

Bacillota, Lactobacillus kunkeei, se identificó en el intestino de las abejas (Endo 

et al. 2012) y, aunque es genéticamente diferente de los dos taxones anteriores, 

está más asociada a los Firm-4. 

Los últimos estudios genéticos han revelado la necesidad de actualizar 

la taxonomía de algunas de las especies bacterianas que forman estos taxones 

y han propiciado ajustes en la nomenclatura para reflejar de manera más 

precisa la diversidad genética de las bacterias intestinales de las abejas. Estas 

especies bacterianas intestinales, con su nomenclatura actual, se pueden 

encontrar en la Tabla 1. 

Troncales 

Filo Clase Orden Familia Género / Especie 

Pseudomonadota Gammaproteobacteria Orbales Orbaceae Gilliamella apicola 

Pseudomonadota Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae Snodgrassella alvi 

Actinomycetota Actinomycetes Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium spp. 

Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Bombilactobacillus spp. 

Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus spp. 

     

No troncales 

Filo Clase Orden Familia Especie 

Pseudomonadota Gammaproteobacteria Orbales Orbaceae Frischella perrara 

Pseudomonadota Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Bartonellaceae Bartonella apis 

Pseudomonadota Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Bombella apis 

Pseudomonadota Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Commensalibacter spp. 

Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Apilactobacillus kunkeei 

 

Tabla 1. Principales taxones bacterianos pertenecientes a la microbiota intestinal de las abejas 

melíferas. 



Revisión Bibliográfica 

24 

 

Actualmente, Bo. apis engloba las especies bacterianas antes conocidas 

como P. apium, Bo. apis y especies del género Saccharibacter, estas últimas aisladas 

del polen, miel e intestino de las abejas (Jojima et al. 2004; Smith y Newton 

2020). En cuanto a los Lactobacillus, el antiguo taxón de los Firm-4 ahora se 

denomina Bombilactobacillus y el de L. kunkeei, Apilactobacillus (Zheng et al. 2020). 

Todas estas especies bacterianas se distribuyen de manera diferencial a 

lo largo del tracto digestivo de la abeja (Figura 2) debido a su particular 

adaptación a los diferentes nichos metabólicos que ofrece cada una de las 

regiones intestinales anteriormente mencionadas. 

En el buche melario son pocas las especies bacterianas que se 

encuentran en esta localización predominando A. kunkeei y Bo. apis, que 

también se encuentran en el néctar y en los materiales de la colmena ya que 

pueden vivir en concentraciones de oxígeno atmosféricas (Anderson et al. 

2013; 2014; Corby-Harris et al. 2014). 

Al igual que en el buche melario, en el ventrículo también hay pocas 

bacterias ya que, debido al desprendimiento continuo de la matriz peritrófica, 

no ofrece un sustrato estable para la colonización bacteriana (Engel y Moran 

2013b). Las especies encontradas en el intestino medio se reducen a Ba. apis y, 

en la zona más distal ya cercana al intestino posterior, G. apicola (Ludvigsen et 

al. 2015; Ricigliano et al. 2017). 

En cambio, el intestino posterior alberga prácticamente la totalidad de 

las comunidades bacterianas intestinales (entre 108 y 109 células bacterianas) 

que representan más del 99% de la microbiota bacteriana intestinal de las 

abejas obreras adultas (Martinson, Moy y Moran 2012). El íleon está dominado 

por tres especies bacterianas: F. perrara, G. apicola y S. alvi. La primera, cuando 

está presente, se localiza junto a la pared intestinal en el píloro (Engel, Bartlett 

y Moran 2015). Las otras dos especies se distribuyen en el lumen de los 

pliegues del íleon formando una capa estructurada o biopelícula. En esta 

biopelícula, S. alvi se encuentra directamente sobre la superficie del epitelio 

intestinal, mientras que G. apicola se sitúa sobre ella formando una segunda 

capa orientada hacia la luz intestinal (Martinson, Moy y Moran 2012; Powell et 

al. 2016). El recto está dominado por bacterias pertenecientes a los géneros 

Bombilactobacillus, Lactobacillus y Bifidobacterium, y en menor proporción 
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Commensalibacter (Anderson et al. 2013; Powell et al. 2014; Maes et al. 2016; 

Anderson y Ricigliano 2017). 

 

Figura 2. Representación esquemática de la distribución en el aparato de digestivo de las 

principales especies bacterianas intestinales de las abejas melíferas adultas. Fuente:  original, 

inspirada en Bonilla-Rosso et al. (2018). 

Una vez que se ha establecido en el intestino en las abejas adultas, la 

composición de la microbiota experimenta cambios mínimos en lo que 

respecta a diversidad bacteriana, a pesar de las fluctuaciones estacionales, 

cambios en la dieta, alteraciones del comportamiento y cambios en la 

expresión génica que se producen cuando las obreras pasan de ser abejas 

nodrizas a pecoreadoras. No obstante, sí se producen variaciones en la 

abundancia de las diferentes especies bacterianas. 

3.1. Especificidad de la microbiota a su especie 

hospedadora 

Además de las abejas melíferas, otras especies de abejas corbiculadas 

(Apis spp., Bombus spp. y abejas sin aguijón) también albergan comunidades 

microbianas intestinales estables compuestas por muchos de los mismos 

grupos de especies bacterianas (Kwong et al. 2017). En cambio, hasta ahora no 

se ha determinado si las abejas solitarias y las abejas sociales no corbiculadas 

albergan esta comunidad bacteriana particular (Mcfrederick et al. 2014; 
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Voulgari-Kokota et al. 2019; Li et al. 2023). Curiosamente, los cinco taxones 

principales del intestino de A. mellifera también se han encontrado en los 

géneros Bombus y Apis (Koch y Schmid-Hempel 2011; Martinson et al. 2011; 

Li, Yiyuan et al. 2022; Koch et al. 2013). Una especie bacteriana del filo 

Bacteroidota, Apibacter adventoris (Kwong y Moran 2016a), también se ha 

encontrado tanto en obreras del género Apis como del Bombus, aunque su 

presencia en A. mellifera es muy ocasional. Otros taxones, sin embargo, parecen 

estar más restringidos al hospedador, como en el caso de Ba. apis y F. perrara, 

las cuales sólo se han identificado en especies pertenecientes al género Apis 

(Kwong et al. 2017). 

Por otro lado, cada especie de abeja puede albergar diferentes cepas 

bacterianas de cada especie. Además, las especies hospedadoras emparentadas 

tienden a albergar cepas bacterianas similares, lo que sugiere una 

codiversificación y una coadaptación a lo largo de grandes escalas de tiempo 

evolutivas (Ellegaard et al. 2020; Steele y Moran 2021; Li, Yiyuan et al. 2022). 

Esta especificidad puede verse reforzada por la incapacidad de las cepas 

bacterianas intestinales de cruzar las fronteras de los hospedadores, ya que se 

ha visto que, al inocular abejorros con cepas bacterianas aisladas de abejas, 

éstas no logran establecerse en el intestino de los abejorros, y viceversa 

(Kwong et al. 2014; Kwong y Moran 2015). Además, las especies troncales no 

han sido halladas en ningún otro entorno aparte del intestino de abejas, debido 

probablemente a que son principalmente microaerófilas o anaerobias 

facultativas y no pueden vivir mucho tiempo en concentraciones atmosféricas 

de oxígeno (Engel y Moran 2013a). Por todo ello, el comportamiento social y 

el contacto con las superficies de la colmena son factores importantes para su 

transmisión entre hospedadores de la misma especie. 

3.2. Funciones de la microbiota intestinal 

La microbiota de las abejas melíferas desempeña muchas funciones 

cruciales en el hospedador, entre las cuales podemos encontrar las de favorecer 

la digestión de los alimentos (Kešnerová et al. 2017; Zheng et al. 2019; Li, 

Chenyi et al. 2022), mejorar la respuesta inmunitaria frente a patógenos y 

parásitos (Engel, Martinson y Moran 2012; Schwarz, Huang y Evans 2015; 

Steele et al. 2021), potenciar el desarrollo del hospedador modulando la vía de 

señalización endocrina que regula el comportamiento alimentario y el aumento 

de peso (Zheng et al. 2017a; Jones et al. 2018) e incluso se ha visto que tienen 
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la capacidad de detoxificar algunos plaguicidas (Wu et al. 2020) y de degradar 

microplásticos como el poliestireno (Wang et al. 2021). 

Gracias a la secuenciación de los genomas de las especies bacterianas 

principales que componen la microbiota intestinal de las abejas, se han 

deducido las posibles funciones de estas bacterias por sus características 

genéticas. Por ejemplo, cuatro de ellas (G. apicola, Bifidobacterium spp., 

Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp.), a pesar de poseer genomas pequeños 

que han perdido ciertas funciones metabólicas básicas, conservan gran parte 

de los genes dedicados al metabolismo de los carbohidratos (Engel y Moran 

2013a; Kwong, Mancenido y Moran 2014; Kwong et al. 2014; Ellegaard et al. 

2015). También se ha observado que poseen genes que codifican para realizar 

el ciclo completo del citrato, lo que sugiere que la fermentación es la actividad 

metabólica predominante en el intestino de las abejas. Por otro lado, S. alvi 

parece carecer de genes esenciales para la glucólisis, pero posee genes 

implicados en una ruta alternativa del citrato que está optimizado para la 

utilización de acetato como sustrato lo que sugiere un nicho metabólico 

diferente (Kwong et al. 2014). Además, Bifidobacterium spp. posee genes 

implicados en la biosíntesis de trehalosa, disacárido que funciona como fuente 

de energía en las abejas (Ellegaard et al. 2015). El análisis genético de 

Commensalibacter spp. (anteriormente Alpha 2.1) y Bo. apis (Alpha 2.2) reveló 

que, a pesar de pertenecer a la misma familia, poseen diferencias genéticas 

importantes en los genes implicados en el metabolismo del carbono y 

respiración celular (Fuller 1989), de tal manera que Bo. apis posee genes que 

permiten realizar la fermentación oxidativa y Commensalibacter spp. no. 

Asimismo, entre estas diferencias, Bo. apis parece haber perdido el ciclo del 

citrato, por lo que se especula que está especializada en la utilización rápida de 

recursos mediante la oxidación incompleta de los carbohidratos, lo que reduce 

su rango metabólico a diferencia de Commensalibacter spp. Por último, Ba. apis 

posee genes implicados en la degradación de metabolitos secundarios 

presentes en el néctar y el polen para la producción de energía y aminoácidos 

(Segers et al. 2017). Por tanto, las propiedades genéticas de las bacterias 

intestinales reflejan estilos de vida asociados al hospedador adaptándose a su 

dieta rica en carbohidratos (principalmente sacarosa, glucosa y fructosa de la 

miel y néctar) y a la colonización de nichos espaciales y metabólicos diferentes 

(Li, Chenyi et al. 2022). 
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El polen, otra fuente fundamental de alimento en la dieta de las abejas, 

constituye el principal aporte de proteínas, lípidos, micronutrientes como 

vitaminas y minerales, además de carbohidratos complejos (Wright, Nicolson 

y Shafir 2018). El consumo de polen ocurre principalmente durante las etapas 

larvarias y en los primeros estadios de adultas, desempeñando un papel 

esencial en el crecimiento, el desarrollo y los procesos reproductivos de las 

abejas melíferas (Danner et al. 2017), siendo especialmente importante para el 

correcto desarrollo de las glándulas hipofaríngeas y de la grasa corporal de las 

obreras recién emergidas (Hoover y Ovinge 2018).   

Actualmente, poco se conoce sobre la degradación del polen en el 

intestino, aunque sí hay evidencia de que ocurre principalmente en el intestino 

posterior. Las observaciones del polen tomado de las distintas zonas del 

intestino indican que los granos de polen que se encuentran en la parte anterior 

del ventrículo muestran pocos signos de digestión, conservando un color 

fresco y manteniendo su contenido intacto (Snodgrass 1984; Klungness y Peng 

1984a; 1984b; Crailsheim et al. 1992). A medida que los granos de polen 

avanzan por el ventrículo, empiezan a mostrar una hinchazón inicial y los 

poros de germinación algo más delgados y, algunos de ellos liberando parte de 

su contenido a través de los poros en la parte más distal del ventrículo 

(Klungness y Peng 1984a; 1984b; Peng, Nasr y Marston 1986; Crailsheim et al. 

1992). En contraste, el polen encontrado en el recto ha perdido su color 

brillante y la mayoría de los granos se encuentran vacíos o con un contenido 

muy reducido y con la pared del polen degradada (Snodgrass 1984; Klungness 

y Peng 1984a; 1984b; Crailsheim et al. 1992). 

Gracias a experimentos in vitro, se ha demostrado que la microbiota 

intestinal tiene influencia en ese proceso de digestión del polen. De hecho, G. 

apicola tiene la capacidad de degradar la pectina, un polisacárido principal de la 

pared interna (intina) del polen (Zheng et al. 2016). Además, también se ha 

comprobado que las bacterias intestinales pueden utilizar compuestos 

aromáticos (flavonoides, fenolamidas), nucleósidos, ácidos carboxílicos y ω-

hidroxiácidos que forman parte de la pared exterior del polen (exina) como 

sustrato de fermentación (Kešnerová et al. 2017). Las altas concentraciones de 

ácidos orgánicos (acetato, succinato y propionato) encontrados en el íleon y 

recto de abejas confirman lo que ya se había deducido a partir de los estudios 

genéticos, que la fermentación es la principal actividad metabólica de las 
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bacterias intestinales. El acetato es uno de los principales productos de 

fermentación de G. apicola y, como se ha mencionado anteriormente, la 

bacteria microaerófila S. alvi, posee un ciclo alternativo del citrato en el que 

utiliza como sustrato el acetato (Kwong, Zheng y Moran 2017). Por tanto, se 

establece una relación en la que el producto de la fermentación de G. apicola es 

utilizado en la respiración de S. alvi y, de esta forma, la biopelícula que forman 

permite mantener las condiciones de anaerobiosis en el íleon que favorecerá 

los procesos fermentativos de los compuestos del alimento (Kwong et al. 

2014). 

Otros sustratos derivados del polen susceptibles a la fermentación son 

los compuestos aromáticos de la exina como los flavonoides, fenolaminas y ω-

hidroxiácidos, que pueden representar hasta el 4% del peso seco del polen 

(Kešnerová et al. 2017). En el cultivo de simbiontes intestinales in vitro se ha 

observado que los flavonoides glicosilados disminuyen, mientras que las 

agliconas (desglicosilados) aumentan. En este proceso, el azúcar se separa y es 

fermentado, posteriormente se produce la descomposición del polifenol. 

Dado que los flavonoides poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes 

y antimicrobianas, su potencial está vinculado a su estado de glicosilación 

(Xiao 2017) por lo que la degradación y bioconversión de estos compuestos 

podría tener relación con la homeostasis intestinal y la resistencia a la 

colonización por patógenos.  

En el recto, las bacterias del género Lactobacillus son las principales 

utilizadoras de flavonoides. Además, Bidifobacterium asteroides, principal especie 

de bifidobacteria en el intestino de las abejas, junto con las especies de 

Bombilactobacillus spp., utilizan como sustrato las fenolamidas y los ω-

hidroxiácidos derivados de la cubierta del polen tras su degradación en el íleon. 

Esto parece desencadenar la producción de prostaglandinas y derivados de la 

hormona juvenil por parte de B. asteroides, que tienen funciones clave en la 

inmunidad y la fisiología del hospedador (Kešnerová et al. 2017). 

Otra bacteria que parece tener efecto sobre la inmunidad de las abejas 

es F. perrara. Esta bacteria considerada no troncal desencadena una respuesta 

inmunitaria innata del hospedador provocando la formación de una costra de 

melanina en la superficie epitelial del píloro (Engel, Bartlett y Moran 2015). 

Esta melanización suele asociarse a daños en los tejidos y a la invasión por un 
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patógeno (Kwong y Moran 2016b), por lo que en ocasiones se refiere a ella 

como un posible patógeno oportunista. El papel funcional y el mecanismo por 

el cual se produce esta costra son aún desconocidos; sin embargo, la amplia 

distribución de esta bacteria en las poblaciones de abejas melíferas de todo el 

mundo sugiere que esta inmunomodulación específica podría ser relevante 

para la salud y la enfermedad de las abejas (Emery, Schmidt y Engel 2017).   

Además, se ha observado que la apidaecina y la himenoptaecina, dos 

péptidos antimicrobianos que se encuentran en la hemolinfa de las abejas tras 

un desafío inmunitario, ven aumentada su expresión cuando las abejas poseen 

su microbiota intestinal característica (Kwong, Mancenido y Moran 2017), lo 

que refuerza la hipótesis de que las bacterias intestinales inducen respuestas 

inmunitarias en las abejas. 

La microbiota intestinal de las abejas también ejerce una influencia en 

la neurofisiología de estos insectos. Se ha observado que las bacterias 

intestinales desempeñan un papel clave en la regulación de los 

comportamientos sociales de las abejas, generando cambios en la expresión 

génica y promoviendo una mayor abundancia de metabolitos en el cerebro 

asociados a la percepción de estímulos olfativos y gustativos (Liberti et al. 

2022). Además, parece mejorar su capacidad de memorización y aprendizaje 

(Cabirol et al. 2023). 

Por otra parte, las abejas están expuestas a una amplia variedad de 

xenobióticos como los pesticidas y se ha descrito que la microbiota intestinal 

contribuye a la detoxificación endógena de la abeja y a la resistencia de 

neonicotinoides, como el tiacloprid y el fluvalinato, promoviendo la expresión 

de enzimas de desintoxicación (Wu et al. 2020). 

3.3. Adquisición de la microbiota intestinal en obreras 

Como se ha mencionado anteriormente, las abejas son insectos 

holometábolos con estadios larvarios, pupales y adultos diferenciados. 

Durante la fase larvaria, las obreras desempeñan un papel crucial al alimentar 

a las larvas, primero con jalea real y posteriormente con una mezcla de miel, 

néctar y polen. Estas interacciones alimentarias facilitan el intercambio de 

bacterias, lo que resulta en la acumulación de bacterias intestinales propias de 

abejas adultas en el intestino de las larvas (Vojvodic, Rehan y Anderson 2013). 

La diversidad de las comunidades bacterianas en las larvas también parece estar 
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influenciada por la edad de estas. En los primeros estadios larvarios, se observa 

un predominio de Bo. apis, mientras que en los estadios más avanzados se 

identifican Bo. apis, Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., A. kunkeei y S. alvi 

(Vojvodic, Rehan y Anderson 2013; Kowallik y Mikheyev 2021). A diferencia 

de los adultos, las larvas tienen un intestino discontinuo en el que el intestino 

anterior (buche) e intestino medio no está conectado con el intestino posterior 

(íleon y recto) hasta justo antes de la pupación. Es en este momento cuando 

las larvas excretan por primera vez los residuos de la alimentación (Snodgrass 

1984). 

Durante el proceso de pupación, se produce una remodelación del 

intestino, entre otros órganos, en la que se produce un desprendimiento del 

revestimiento exoesquelético del intestino larvario anterior y posterior. Este 

revestimiento se elimina en forma de meconio, alterando e incluso eliminando 

casi por completo cualquier población bacteriana adherida en el intestino 

(Engel y Moran 2013b). Tras finalizar la metamorfosis, en el interior de la celda 

operculada se encuentra una abeja adulta con el intestino prácticamente libre 

de bacterias (Martinson, Moy y Moran 2012).  

Al emerger, la nueva obrera inicia su incorporación al entorno de la 

colmena y se inicia la adquisición de bacterias al roer el opérculo y limpiar su 

propia celdilla. En este proceso empieza a adquirir ciertas bacterias que se 

encontraban en la superficie del opérculo y, posteriormente, al entrar en 

contacto con el material de la colmena (cera, polen, pan de abeja, etc.), 

continúa incorporando microorganismos a su intestino (Johnson 2010; Koch 

et al. 2013; Powell et al. 2014; Onchuru et al. 2018). En los primeros días, la 

comunidad bacteriana intestinal de las obreras es reducida y no presenta 

diferenciación entre las regiones del intestino. A partir del tercer día 

aproximadamente, el intestino de las abejas contiene más de 107 bacterias, 

siendo ya en su mayoría las especies características de la microbiota intestinal 

descritas anteriormente (Anderson et al. 2016). Estas comunidades bacterianas 

se empiezan a estabilizarse en torno a las 109 bacterias al séptimo día tras la 

emergencia. Una vez establecidas, tienden a mantenerse generalmente estables 

a lo largo de las diferentes fases que se desarrollan dentro de la colmena 

(Kapheim et al., 2015). Esta estabilidad se observa antes de que las obreras 

salgan de la colmena (Hroncova et al. 2015), lo que hace suponer que el 

contacto con las estructuras de la colmena y las interacciones entre individuos 
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dentro de la misma son importantes para la transmisión de las bacterias 

intestinales entre los miembros de la colonia (Powell et al. 2014). 

Entre esas interacciones se encuentran las tareas de aseo de otras 

abejas, limpieza de la colonia o el intercambio de alimento mediante la 

trofalaxis. Sin embargo, estudios recientes han revelado que estos 

comportamientos sociales influyen en menor medida en la transmisión de 

bacterias (Anderson et al. 2016; 2023). Por el contrario, la ruta fecal-oral parece 

ser la vía de adquisición más importante, especialmente para S. alvi, G. apicola 

y F. perrara (Powell et al. 2014; Anderson et al. 2016), aunque los demás 

miembros de la microbiota intestinal característica también pueden adquirirse 

por contacto con los componentes de la colmena que han estado expuestos a 

contaminación fecal reciente. Las especies Bo. apis y A. kunkeii podrían 

transmitirse a través del polen almacenado y los propóleos (Anderson et al. 

2014; Dalenberg et al. 2020). 

3.4. Microbiota intestinal de las castas reproductivas 

El perfil de las comunidades bacterianas intestinales de las reinas 

adultas y de los zánganos presentan diferencias notables con respecto al de las 

obreras. En el caso de las reinas, su microbiota es variable en cuanto a 

composición en comparación con las obreras, predominando las especies Bo. 

apis, Commensalibacter spp., Lactobacillus spp. y Bombilactobacillus spp., careciendo 

prácticamente del resto de las especies bacterianas distintivas del intestino de 

las obreras (Tarpy, Mattila y Newton 2015; Kapheim et al. 2015; Powell et al. 

2018; Yun et al. 2018). Estas diferencias se deben muy probablemente a las 

diferencias en la fisiología y en la alimentación, ya que las reinas se alimentan 

exclusivamente de jalea real. En relación con los zánganos, su microbiota 

destaca por una abundancia considerablemente mayor de Bombilactobacillus spp. 

y Lactobacillus spp. (Kapheim et al. 2015; Hroncova et al. 2015). Aunque las 

razones de estas diferencias en los zánganos aún no están del todo claras, 

podrían estar relacionadas con su falta de participación en las tareas realizadas 

por las obreras. No obstante, su contacto con ellas y con el entorno de la 

colmena les permite compartir ciertas bacterias. 
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Figura 3. Bacterias intestinales predominantes en las castas reproductivas. 

3.5. Factores influyentes en la microbiota intestinal 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la composición de la 

microbiota intestinal de las abejas adultas es estable a partir del séptimo día 

tras la emergencia. Sin embargo, existen ciertos factores que hacen que haya 

una variabilidad en la abundancia de las comunidades bacterianas troncales, 

tanto a nivel individual como a nivel de la colonia. Entre ellas, podemos 

diferenciar la edad de la abeja, la estación del año y la nutrición. 

Aunque de forma general la microbiota de las obreras está bien 

caracterizada, puede existir mucha variabilidad en la abundancia de las 

bacterias troncales incluso en abejas de la misma edad y de la misma colmena 

(Moran et al. 2012; Powell et al. 2014; Kapheim et al. 2015).  

En líneas generales, se ha observado que tanto bacterias troncales 

como no troncales colonizan primero el íleon y posteriormente el recto en el 

transcurso de 2 días tras la emergencia (Powell et al. 2014). A esta fase inicial 

de colonización le sigue un rápido establecimiento de los taxones troncales 

entre los 4 y 6 días tras la emergencia, mostrándose diferenciación entre las 

partes del intestino a partir del tercer día de edad. 

 En el primer día tras la emergencia, el intestino está dominado por 

especies bacterianas no características de la microbiota intestinal de las abejas 

(Powell et al., 2014) y por especies del género Lactobacillus (Cai et al. 2022). Las 

especies G. apicola, S. alvi, F. perrara y Bo. apis comienzan a colonizar el intestino 

de las abejas especialmente a partir del segundo día tras la emergencia (Powell 

et al. 2014; Dong et al. 2020; Cai et al. 2022). Esto se debe principalmente al 

cambio en la dieta que experimentan las abejas tras su emergencia, 

comenzando a consumir grandes cantidades de polen (Toth et al. 2005; Toth y 

Robinson 2005). Además, también contribuye el cambio de entorno en el que 
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van a desarrollarse, dado que hasta el momento han pasado su vida dentro de 

la celdilla (Dong et al. 2020). 

Entre el primer y el tercer días tras la emergencia, las principales tareas 

de las obreras incluyen la limpieza de las celdillas, el cuidado y la alimentación 

de la cría y de la reina (Seeley 1982). Durante este periodo, la abundancia de 

las especies de Commensalibacter spp., Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp. y 

Bifidobacterium spp. también comienza a aumentar (Martinson, Moy y Moran 

2012; Guo et al. 2015; Anderson et al. 2016; Dong et al. 2020). Como ya se ha 

señalado previamente, estas bacterias son de gran ayuda para la absorción de 

nutrientes y la protección de las abejas. Además, una mayor abundancia de 

Bifidobacterium spp. podría ser un indicador de desarrollo de las obreras, gracias 

a la estimulación de la producción de metabolitos del hospedador como 

prostaglandinas y derivados de la hormona juvenil, que como se ha 

mencionado anteriormente, tienen un papel clave en la inmunidad y la 

fisiología de las abejas. 

En los días posteriores, entre el cuarto y duodécimo día tras emerger, 

las tareas de las abejas cambian, centrándose en la alimentación de otras abejas 

de la colonia, la ventilación de la colmena y la formación del panal (Seeley 

1982; Crailsheim et al. 1992). En este punto, la abundancia de las bacterias 

intestinales se mantiene estable, metabolizando la variedad de compuestos 

procedentes de la dieta de la abeja y proporcionando muchos nutrientes y 

energía que garantizan la realización efectiva de las tareas en esta etapa (Dong 

et al. 2020). 

Entre los días decimotercero y vigesimoprimero tras la emergencia, las 

abejas se encargan de la recepción del polen y del néctar que traen las 

pecoreadoras del exterior de la colmena, transformándolos en pan de abeja y 

miel, respectivamente, para su almacenamiento (Seeley 1982). En este punto 

parece que la abundancia de A. kunkeei aumenta, debido principalmente a la 

entrada de alimento externo ya que es una bacteria asociada a muchas flores 

(Endo et al. 2012; McFrederick et al. 2012; Neveling, Endo y Dicks 2012) y, 

además, es encontrada en una proporción elevada, junto con Bo. apis, en el 

polen almacenado (Anderson et al. 2013; 2014; Dong et al. 2020). Estas 

bacterias también están asociadas a ambientes ácidos como la miel y la jalea 

real (Vojvodic, Rehan y Anderson 2013; Corby-Harris et al. 2014) por lo que 
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se piensa que podrían desempeñar papeles clave en el almacenamiento de 

alimentos y la salud de las larvas (Anderson et al. 2013; Corby-Harris et al. 

2014). 

A partir del día vigesimoprimero, las obreras empiezan a salir de la 

colmena realizando inicialmente tareas de defensa de la colmena y, 

posteriormente, de pecorea en busca de néctar, polen, propóleos y agua (Seeley 

1982). Durante este periodo, se ha observado una disminución de la 

abundancia de bacterias pertenecientes a Gammaproteobacteria (G. apicola y F. 

perrara), Bifidobacterium spp. y Bacillota (Hroncova et al. 2015; Rothman et al. 

2018; Dong et al. 2020). Esto se debe a que estas abejas más viejas apenas 

consumen polen y se alimentan exclusivamente de miel y néctar, alimentos 

ricos en carbohidratos que les aportarán la energía necesaria para el vuelo 

(Corby-Harris, Maes y Anderson 2014). 

Otro factor que influye en la microbiota intestinal es la estación del año 

(Kwong y Moran 2016b; Jabal-Uriel et al. 2022a). La actividad de las abejas está 

estrechamente relacionada con la disponibilidad de los recursos florales, por 

lo que los cambios producidos en las comunidades bacterianas muy 

probablemente se deban a los cambios de floración que se dan a lo largo del 

año (Subotic et al. 2019). La primavera marca el inicio de la floración y, desde 

este momento hasta el otoño, es el periodo de tiempo en el que las 

pecoreadoras tienen una mayor actividad, coincidiendo con un aumento en la 

abundancia de G. apicola (Ludvigsen et al. 2015). Durante el otoño, las abejas 

empiezan a prepararse para la invernada y las nuevas obreras que nacen se 

denominan abejas de invierno, que tienen una esperanza de vida más larga (de 

3 a 6 meses) frente a los 25-35 días de las abejas estivales (Winston 1991; 

Amdam y Omholt 2002; Döke, Frazier y Grozinger 2015; Kunc et al. 2019). 

Estas abejas desempeñan un papel crucial para asegurar la supervivencia de la 

colonia durante el invierno en ausencia de cría. En esta época, entre los meses 

de septiembre y noviembre, se observa un aumento de la abundancia de S. alvi 

(Bleau et al. 2020b), aunque las diferencias entre las pecoreadoras de primavera 

y el otoño son mínimas (Corby-Harris, Maes y Anderson 2014). No obstante, 

también se ha observado una mayor abundancia de S. alvi en primavera en 

comparación con el otoño, aunque en este caso se tratara de abejas del interior 

de la colmena (Jabal-Uriel et al. 2022a). 
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Cuando llega la temporada fría, las abejas se agrupan en el interior de 

la colmena y no salen de ella para conservar el calor y mantener una 

temperatura adecuada, alimentándose de las reservas acumuladas (pan de abeja 

y miel) que han recolectado durante la primavera y el otoño. Además, retienen 

sus heces durante el invierno, lo que repercute en la microbiota intestinal, 

haciendo que las abejas de invierno alberguen una comunidad bacteriana más 

abundante en comparación con las abejas estivales (Kešnerová et al. 2020), con 

niveles más altos principalmente de Commensalibacter spp. y Ba. apis. 

En regiones tropicales y subtropicales, donde las variaciones 

estacionales son menos pronunciadas y las abejas emergen constantemente a 

lo largo del año, las nodrizas muestran una mayor diversidad bacteriana en 

primavera y menor en verano e invierno. Sin embargo, en primavera dominan 

los Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp.; mientras que en verano e invierno 

G. apicola y S. alvi son las más abundantes (Castelli et al. 2022). 

Uno de los factores más importantes, tanto para el buen desarrollo de 

las abejas como el de su microbiota intestinal, es la alimentación (Wang et al. 

2020; Saelao et al. 2020). La calidad de la nutrición de las abejas se caracteriza 

por una alimentación rica en nutrientes obtenidos de una amplia variedad de 

recursos florales. Sin embargo, los efectos del cambio climático y de las 

prácticas actuales del uso de la tierra centradas en monocultivos provocan una 

pérdida muy significativa de la diversidad floral en muchas zonas del planeta 

(Neov et al. 2019; Villagomez et al. 2021). Esto determina que las colonias de 

abejas melíferas a menudo se encuentran en entornos que carecen de la 

diversidad de polen adecuada o con un valor nutritivo bajo, lo que aumenta el 

consumo de polen almacenado para hacer frente a la escasez de nutrientes (Di 

Pasquale et al. 2016).  

Adicionalmente, se ha demostrado que una alimentación a base de 

polen de baja calidad nutricional, con menor porcentaje de proteínas, bajo 

contenido en lípidos y ausencia de algunos aminoácidos esenciales, puede 

ocasionar un estrés nutricional a las abejas (Invernizzi et al. 2011; Branchiccela 

et al. 2019), produciendo alteraciones en la microbiota intestinal y favoreciendo 

el desarrollo de patógenos (Castelli et al. 2020). Además, se ha asociado 

directamente con una disminución de la cría y de la población general de 
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abejas, lo que contribuye a una mayor pérdida de colonias (Branchiccela et al. 

2019). 

Por otro lado, inicialmente se pensaba que el valor nutritivo del polen 

almacenado aumentaba con el tiempo (Anderson et al. 2014), pero estudios 

recientes han revelado que las obreras jóvenes que consumen dietas 

envejecidas experimentan alteraciones en el tórax, glándulas hipofaríngeas y en 

los músculos de vuelo, que se traducen en un pecoreo ineficaz en las etapas 

adultas; así como alteraciones en la microbiota intestinal, llevando consigo a 

un aumento en la mortalidad (Maes et al. 2016). 

Además, cuando la alimentación de las abejas se reduce a polen 

monofloral de baja calidad, las comunidades bacterianas se ven modificadas, 

aumentando la abundancia de la bacteria Ba. apis. En contraste, cuando la 

alimentación es a base de polen multifloral, la abundancia de las especies como 

Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp. aumenta (Castelli 

et al. 2020). De nuevo, una mayor abundancia de estas últimas especies con 

una alimentación de alto valor nutritivo parece convertirlas en un marcador 

del estado de salud de las abejas asociado a una microbiota sana. 

Este conjunto de hallazgos pone de manifiesto la necesidad de 

emplazar las colmenas en entornos que les aseguren el acceso a diversidad 

floral que le proporcione los múltiples nutrientes que necesitan para mantener 

una microbiota sana, mejorando así la viabilidad de las abejas y de la colonia. 
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3.6. Microbiota intestinal no bacteriana 

El intestino de la abeja melífera también alberga otros 

microorganismos como hongos, levaduras y virus, a los cuales hasta hace unos 

años no se les han dedicado tantos estudios en comparación con los realizados 

sobre el componente bacteriano de la microbiota de las abejas melíferas 

(Ludvigsen et al. 2015; Callegari et al. 2021).  

Aunque hay pocos estudios, se conoce que las poblaciones fúngicas no 

son tan abundantes como las bacterianas en el intestino del hospedador, pero 

sí desempeñan un papel en la homeostasis intestinal estableciendo 

interacciones espaciales y tróficas entre los microorganismos del intestino y 

ofreciendo un apoyo nutricional esencial para el hospedador al proporcionar 

enzimas, aminoácidos esenciales y vitaminas (Stefanini 2018; Tauber et al. 

2019). Además, estas poblaciones fúngicas persisten en el intestino de las 

abejas tras su desarrollo metamórfico, aunque en frecuencias muy bajas, siendo 

predominante levaduras del género Saccharomyces (Yun et al. 2018; Tauber et al. 

2019). 

Al igual que las poblaciones bacterianas, los hongos y las levaduras 

también poseen una compartimentalización a lo largo del tracto digestivo de 

la abeja adulta (Callegari et al. 2021). El buche melario alberga una mayor 

variedad de comunidades fúngicas en comparación con los demás 

compartimentos del intestino. En el buche se han identificado diversos 

géneros fúngicos como Hanseniaspora, Penicillium, Cladosporium, Malassezia, 

Starmerella y Candida. No obstante, la abundancia de Cladosporium, Penicillium, 

Candida y Malassezia se reduce a lo largo del tracto intestinal, siendo 

Hanseniaspora y Starmerella las especies predominantes en el intestino medio, el 

íleon y el recto. 

Además, en función de la subespecie de abejas, se ha observado que 

existen diferencias en las especies de levaduras. Por ejemplo, en la subespecie 

de abejas Apis mellifera ligústica, especies de los géneros Hanseniaspora y 

Starmerella parecen ser predominantes en los compartimentos del intestino 

medio, íleon y recto. Sin embargo, en la subespecie de abejas A. mellifera 

jemenitica, no se observa la presencia de estas especies, pero se han identificado 

especies del género Zygosaccharomyces como las predominantes (Callegari et al. 

2021). 
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Otro grupo de microorganismos de los que se han realizado muy pocos 

estudios son los bacteriófagos o fagos, virus que infectan bacterias, y que han 

demostrado ser importantes agentes de cambio en las especies bacterianas 

intestinales. En los pocos estudios existentes acerca de estos organismos en 

abejas (Bonilla-Rosso et al. 2020; Deboutte et al. 2020), se ha podido observar 

una gran diversidad de fagos, que abarcan diferentes taxones virales, y que 

están dirigidos a las principales especies bacterianas de la microbiota intestinal, 

infectando principalmente a bacterias de los géneros Bifidobacterium, 

Bombilactobacillus, Lactobacillus y Gilliamella, aunque también se han encontrado 

en menor proporción en F. perrara, S. alvi y Commensalibacter spp.  

Sin embargo, cómo afectan exactamente a las bacterias que son 

infectadas aún se desconoce. Se han identificado múltiples genes metabólicos 

que podrían poseer el potencial de intervenir en rutas metabólicas como el 

metabolismo energético y el metabolismo de los carbohidratos (Bonilla-Rosso 

et al. 2020; Deboutte et al. 2020). Además, también podrían estar involucradas 

en la formación de biopelículas y en la capacidad de movimiento en respuesta 

a estímulos químicos (quimiotaxis) y, por tanto, interferir en los procesos 

microbianos a nivel de población bacteriana. Adicionalmente, se han 

descubierto cuatro grupos de genes de bacteriocinas, lo que hace suponer que 

tienen el potencial de ejercer un efecto sobre otras bacterias del mismo 

ecosistema en el intestino de las abejas. Por tanto, la comunidad viral posee un 

potencial papel en el intestino y el metabolismo microbiano y, por tanto, 

podrían influir en el desarrollo, la salud y la homeostasis intestinal de las abejas. 

4. PARÁSITOS INTESTINALES DE LAS ABEJAS 

Además de los microorganismos que forman parte de la microbiota 

intestinal de las abejas melíferas, podemos encontrar también parásitos que se 

alojan en el tracto digestivo donde desempeñan su acción patógena. En esta 

revisión nos centramos en los microsporidios y en los tripanosomátidos por 

su prevalencia y patogenicidad. 

4.1. Microsporidios 

Dada la mayor importancia sanitaria de Nosema ceranae, esta revisión 

bibliográfica se centra en esta especie, haciendo también referencia a las 

diferencias principales con Nosema apis. 
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4.1.1. Principales especies de microsporidios en abejas melíferas 

Los microsporidios son microorganismos eucariotas intracelulares, 

parásitos obligados y formadores de esporas pertenecientes al Orden 

Microsporidia. Son capaces de infectar prácticamente todos los filos y clases 

de vertebrados e invertebrados (Wittnet y Weiss 1999; Weiss 2003; Han y 

Weiss 2017). Su clasificación taxonómica ha sido objeto de debate, ya que en 

un principio se consideraron protozoos hasta que en el año 2005 fueron 

reclasificados e introducidos en el reino Fungi (Adl et al. 2005). Sin embargo, 

los últimos estudios filogenéticos han hecho que se clasifiquen como una rama 

divergente de los Fungi (Bass et al. 2018). 

Actualmente, se conocen tres especies que infectan a A. mellifera: 

Nosema apis (Zander 1909), Nosema ceranae (Higes, Martín-Hernández y Meana 

2006) y Nosema neumanni (Chemurot et al. 2017). Esta última especie fue 

identificada en abejas de Uganda, y se posee muy poca información sobre su 

área de distribución, aunque aparentemente su presencia se limita a África. Sin 

embargo, las dos primeras especies, se encuentran extendidas por todo el 

planeta y su acción patógena está muy bien descrita, produciendo las 

enfermedades conocidas como nosemosis tipo A y tipo C, respectivamente 

(Higes, Martín-Hernández y Meana 2010). Cada una de ellas presenta un 

cuadro clínico diferente, que afecta de forma desigual a la viabilidad de las 

colonias que, en función de su frecuencia y grado de patogenicidad, tienen 

consecuencias para la viabilidad de las colonias (revisado por Martín‐

Hernández et al. 2018). Adicionalmente, se ha descrito una cuarta especie, 

Nosema thomsoni, en abejas melíferas de España y Japón (Bartolomé et al. 2020; 

Takashima, Ohari y Itagaki 2021), pero se desconoce si causa infección en 

estos insectos. 

N. apis se describió por primera vez en A. mellifera a principios del siglo 

XX y era considerada la única especie que infectaba a las abejas melíferas 

(Zander 1909). A finales del siglo XX, se descubrió N. ceranae en la abeja 

asiática A. cerana, concretamente en China, por lo que se piensa que esta 

especie podría ser el hospedador original y que coevolucionó con ella (Fries et 

al. 1996) pero la realidad es que se desconoce cuál es el hospedador original de 

N. ceranae. Posteriormente, esta especie fue descrita en colonias de A. mellifera 

en España (Higes, Martín-Hernández y Meana 2006) y Taiwán (Huang et al. 
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2007), siendo asociada en el primer caso a pérdidas masivas de colonias de 

abejas. 

En análisis retrospectivos realizados a partir de este momento, se 

detectó en Estados Unidos, China, Vietnam, Brasil y varios países de Europa 

(Cox-Foster et al. 2007; Klee et al. 2007; Martín-Hernández et al. 2007; Paxton 

et al. 2007). Además, el análisis de muestras de abejas recientes e históricas 

revelaron que N. ceranae tenía un rango geográfico y de hospedadores muy 

amplio, expandido desde décadas anteriores a sus primeras detecciones en 

Europa, Asia y América (Fries et al. 1996; Higes, Martín-Hernández y Meana 

2006; Cox-Foster et al. 2007; Huang et al. 2007). 

En las últimas décadas, N. ceranae ha sido detectada en países 

geográficamente distantes como Australia (Giersch et al. 2009), Japón 

(Yoshiyama y Kimura 2011), Chile (Martínez, Leal y Conget 2012), Jordania 

(Haddad 2014), Arabia Saudí (Ansari et al. 2017), o Siberia (Tokarev et al. 2018). 

También se ha encontrado en otras especies de abejas melíferas como Apis 

florea, Apis dorsata y Apis koschevnikovi (Chaimanee, Warrit y Chantawannakul 

2010; Botías et al. 2012). Además, diferentes estudios sugieren que N. ceranae 

ha podido saltar a través de otras especies, incluyendo especies de los géneros 

Bombus (abejorros), Osmia (abejas solitarias albañiles), Andrena (abejas solitarias 

de la arena) y Melipona, Tetragonisca y Scaptotrigona (abejas sociales sin aguijón) 

aumentando de esta manera su impacto en las poblaciones de polinizadores 

(Martín‐Hernández et al. 2018). 

Aunque no se conoce en qué momento se produjo el primer contacto 

entre N. ceranae y A. mellifera, se piensa que la introducción en Asia de colonias 

de A. mellifera, debido a su mayor producción de miel, facilitó el contacto con 

las colonias de abejas autóctonas y, por tanto, con sus parásitos (Varroa 

jacobsoni, Varroa destructor y N. ceranae) produciéndose el salto a una nueva 

especie de abeja y adaptándose rápidamente a ella (Martín-Hernández et al. 

2007; Huang et al. 2007). Adicionalmente, el comercio internacional de abejas 

por todo el mundo podría haber favorecido la diseminación rápida de estos 

patógenos, empezándose a identificar N. ceranae en muchas poblaciones de 

abejas en todo el mundo (Higes, Martín-Hernández y Meana 2006; Klee et al. 

2007; Huang et al. 2008). Además, la mayor resistencia a la desecación y al calor 
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de N. ceranae con respecto a N. apis podría explicar su adaptación a climas 

templados y cálidos (Fenoy et al. 2009; Martín-Hernández et al. 2009). 

Hoy en día, N. ceranae no sólo es más prevalente que N. apis en las 

colonias de abejas a pesar de haber sido descrita posteriormente, sino que en 

muchas regiones del planeta es la única especie encontrada (Fries 2010; Botías 

et al. 2012; Gisder et al. 2017; Martín‐Hernández et al. 2018; Buendía et al. 2018). 

4.1.2. Estructuras celulares características 

Las esporas son las formas de resistencia y de transmisión de estos 

organismos. Están formadas por una pared celular con dos membranas 

diferenciadas que les permite adquirir una gran resistencia condiciones 

climáticas adversas, la exospora y la endospora (Higes et al. 2007) (Figura 3). 

El interior de la espora está formado por el esporoplasma, en el cual se 

encuentra el disco de anclaje, el filamento polar y el diplocarion (núcleo doble), 

además de algunos ribosomas y una vacuola (Han y Weiss 2017). Carecen de 

algunos orgánulos celulares como las mitocondrias, el aparato de Golgi y 

peroxisomas, por lo que dependen en gran medida de la energía del 

hospedador para llevar a cabo su desarrollo y reproducirse rápidamente (Burri 

et al. 2006; Cornman et al. 2009). 

 

 

Figura 5. Esquema de los componentes celulares de una espora de N. ceranae. Fuente: original. 
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4.1.3. Ciclo biológico 

La infección de N. apis y N. ceranae se produce en las células epiteliales 

del intestino medio, donde desarrollan su ciclo biológico (Higes et al. 2020a). 

Dicho ciclo consta de 3 fases: germinación, merogonia y esporogonia.  

En la fase de germinación, las esporas llegan al intestino medio de la 

abeja y transfieren el material infectivo (esporoplasma) a la célula del 

hospedador mediante el filamento polar (Higes et al. 2007; Texier et al. 2010; 

Gisder et al. 2011).  

Durante la fase de merogonia, el esporoplasma crece en tamaño y se 

desarrolla a meronte, con una nueva membrana, una región nuclear 

diferenciada y orgánulos muy poco desarrollados (Wittnet y Weiss 1999; Higes 

et al. 2007). Los merontes se multiplican de manera exponencial mediante 

reproducción asexual por fisión binaria, lo que resulta en un aumento del 

número de parásitos intracelulares (Higes et al. 2007). 

En la fase de esporogonia, los merontes pasan a esporontes, que se 

caracterizan por el aumento del retículo endoplásmico y los ribosomas, además 

de que se inicia la producción de un material electrodenso con el que se 

formará la futura exospora (Higes et al., 2007). Tras esto, los esporontes se 

vuelven a dividir por fisión binaria una vez más y se forman dos esporoblastos, 

a partir de los cuales se desarrolla la primera generación de esporas primarias 

binucleadas (Higes et al. 2007; Han y Weiss 2017; Han, Takvorian y Weiss 

2020).  Estas esporas primarias tienen una exospora no muy desarrollada y 

llevan a cabo la germinación intracelular infectando a las células adyacentes 

con su filamento polar (Higes et al. 2007; Gisder et al. 2011). Una vez en ellas, 

se obtiene una segunda generación de merontes que originarán esporas 

secundarias con una endospora más gruesa (Bigliardi y Sacchi 2001; Huang y 

Solter 2013). Por tanto, en una misma célula del ventrículo de la abeja podemos 

encontrar esporas primarias, secundarias y germinadas (Higes et al. 2007). 

Finalmente, la célula epitelial se encuentra llena de parásitos y se produce su 

lisis, liberándose las esporas secundarias a la luz del intestino (Higes et al. 2007; 

Huang y Solter 2013). Las esporas liberadas infectan de la misma manera 

nuevas células epiteliales del ventrículo y en cuestión de pocas semanas la 

infección se extiende por todo el epitelio, empezando desde la parte posterior 

y finalizando en la anterior (Fries 1988; Higes et al. 2007). 
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Figura 6. Imagen de microscopía óptica (MO) del epitelio del ventrículo infectado con esporas 

de N. cerenae a los 7 días tras la infección a la izquierda; e imagen de microscopía electrónica de 

transmisión (MET) de células con esporas de N. ceranae en su interior a los 3 días tras la infección, 

a la derecha. M: Merontes; EM: Esporas maduras. Fuente: fotografías del CIAPA. 

4.1.4. Transmisión 

Las esporas, al liberarse a la luz del tracto digestivo salen con las heces 

y así pueden infectar a otras obreras por vía fecal-oral mediante la ingesta de 

alimento o agua contaminadas o durante las labores de limpieza llevadas a cabo 

en el interior de las colonias (Smith 2012; Huang y Solter 2013). También se 

han encontrado esporas en el polen, la cera, la miel, la jalea real y en el semen 

de los zánganos (Cox-Foster et al. 2007; Higes et al. 2008a; Giersch et al. 2009; 

MacInnis, Keddie y Pernal 2020). 

Aunque infecta principalmente a las abejas adultas, en estudios 

realizados tanto en condiciones de laboratorio (Eiri et al. 2015; BenVau y Nieh 

2017) como en condiciones de campo (Urbieta-Magro et al. 2019a), se ha 

observado que las larvas y las pupas pueden infectarse con N. ceranae, aunque 

el nivel de infección en campo parece ser muy bajo (Urbieta-Magro et al. 

2019a). Estas infecciones pueden tener diversas repercusiones patológicas en 

la etapa adulta posterior de las abejas, disminuyendo su esperanza de vida, 

acelerando el polietismo (determinadas funciones en función de la edad de la 

abeja) y, por lo tanto, alterando el equilibro de la colonia. 

Los zánganos juegan un papel importante en la transmisión ya que 

durante la primavera tienen libre circulación entre colmenas y son alimentados 

por las obreras (Smith 2012; Huang et al. 2012). Existe cierta controversia en 

cuanto a la susceptibilidad de la infección en los zánganos, dado que se ha 
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observado que son más susceptibles a la infección por N. ceranae que las abejas 

obreras (Retschnig et al. 2014) y se encuentran frecuentemente infectados en 

las colonias de abejas (Traver y Fell 2011; Martín‐Hernández et al. 2012), pero 

también tienen una mayor capacidad para tolerar la infección (Huang et al. 

2012). También se han encontrado esporas en el semen de los zánganos, por 

lo que el contacto sexual también podría ser una vía de transmisión horizontal 

del microsporidio (Traver y Fell 2011; Peng et al. 2015; Roberts et al. 2015). 

La transmisión podría producirse también en las flores, que pueden 

contaminarse con las esporas tras la visita de abejas u otros polinizadores 

infectados con el patógeno (Graystock, Goulson y Hughes 2014; 2015; Müller, 

McMahon y Rolff 2019). También se han encontrado esporas viables de N. 

ceranae en las egagrópilas de abejarucos (Higes et al. 2008b; Valera, Martín-

Hernández y Higes 2011; Valera et al. 2017). Estas aves se alimentan 

principalmente de abejas melíferas, por lo que las egagrópilas están 

compuestas por exoesqueletos de las abejas de las que se han alimentado. 

Dado que estas aves son migratorias y que las esporas de N. ceranae son 

altamente resistentes, pueden actuar como focos de diseminación del 

microsporidio entre diferentes zonas geográficas en las que nidifican o realizan 

sus vuelos migratorios. 

Estas vías de diseminación de esporas, sumado al creciente comercio 

de abejas, así como del movimiento de colonias para trashumancia y de 

material apícola contaminado, han favorecido la rápida dispersión de N. 

ceranae, como sucede con otros patógenos, a nivel nacional e internacional. 

4.1.5. Efectos en la salud de las abejas 

Como ya se ha mencionado, el parásito infecta y se desarrolla en el 

interior de las células de epiteliales del ventrículo (Higes et al. 2020a) 

produciendo lesiones en el tejido que se van agravando a medida que la 

infección se extiende (Higes et al. 2007; Higes et al. 2008c; Higes, Martín-

Hernández y Meana 2010) y, por consiguiente, pudiendo llegar a provocar su 

muerte, comprometiendo la funcionalidad de este órgano. 

Dado que el ventrículo es el principal lugar de digestión del alimento y 

donde se produce la absorción de ciertos nutrientes, la lisis de las células 

epiteliales genera alteraciones en la función digestiva (Panek et al. 2018). Se ha 
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observado que las membranas peritróficas tienen un papel importante en la 

protección frente a la infección por N. ceranae al retrasar el periodo de infección 

y reducir el número de nuevas esporas producidas (de Oliveira et al. 2023). Por 

lo tanto, si las células epiteliales están destruidas (Higes et al. 2007; Higes et al. 

2020a), no desarrollan adecuadamente la matriz peritrófica y no ejerce su 

función como barrera protectora contra los daños mecánicos producidos por 

los alimentos ni frente a otros microorganismos, lo que agrava la situación. 

Se ha descrito que la infección afecta al metabolismo de la abeja 

mediante alteraciones de las rutas metabólicas de los carbohidratos (Holt, 

Aronstein y Grozinger 2013; Paris et al. 2017), ya  que el microsporidio utiliza 

estos compuestos para completar su ciclo biológico (Aufauvre et al. 2014; 

Vidau et al. 2014). También se ha observado un aumento en la pérdida de 

proteínas y lípidos en la abeja (Li, Chen y Cook 2018; Li et al. 2019), lo que 

podría ser el origen de estrés energético que induce al aumento en el consumo 

de alimento por parte de la abeja desencadenando cambios fisiológicos (Alaux 

et al. 2011; Martín-Hernández et al. 2011; Vidau et al. 2014). Este estrés 

energético provoca alteraciones severas en órganos importantes como el 

cerebro y las glándulas hipofaríngeas (Aufauvre et al. 2014; Li et al. 2019). Al 

afectarse el desarrollo de las glándulas hipofaríngeas (Wang y Moeller 1971; 

Alaux et al. 2011; Jack et al. 2016), también se ve comprometida la producción 

de jalea real, que influirá en la nutrición de los demás individuos de la colonia. 

También se han observado alteraciones en el sistema inmunitario de la 

abeja relacionadas con una reducción de las transcripción de genes 

involucrados en la respuesta humoral (Antúnez et al. 2009; Chaimanee et al. 

2014; Aufauvre et al. 2014), lo que puede disminuir su capacidad defensiva 

frente al microsporidio y otros patógenos. Además, se ha sugerido un 

mecanismo de los microsporidios para evadir la respuesta inmunitaria del 

hospedador mediante la inhibición de la apoptosis de las células epiteliales 

infectadas (Higes et al. 2013a; Kurze et al. 2015; Martín-Hernández et al. 2017), 

lo que permite que el parásito se reproduzca antes de que se destruya la célula. 

También produce alteraciones hormonales inhibiendo la producción 

de vitelogenina, una hormona que se encuentra en niveles altos en las abejas 

nodrizas y que regula la función de alimentación de las larvas (Dussaubat et al. 

2013; Garrido et al. 2016); y estimula la producción de hormona juvenil, 
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característica de las pecoreadoras y que está relacionada con el 

comportamiento de la pecorea (Dussaubat et al. 2012; Ares et al. 2012; 

Goblirsch, Huang y Spivak 2013). Esto provoca una aceleración de la 

transición de abejas nodrizas a abejas pecoreadoras (Higes et al. 2008c; Lecocq 

et al. 2016; Fleites-Ayil, Quezada-Euán y Medina-Medina 2018). Este cambio 

de tarea repentino no sólo reduce la dedicación al cuidado a la cría, sino que 

también afecta a la eficiencia en las funciones de pecoreo. De hecho, el vuelo 

de las abejas infectadas es menos efectivo ya que recogen menor cantidad de 

néctar y polen (Dussaubat et al. 2013; Naug 2014) y que su tasa de retorno a la 

colmena es menor debido a la pérdida de la orientación, pérdida de memoria 

y de aprendizaje olfativo (Kralj y Fuchs 2010; Wolf et al. 2014; Gage et al. 2018). 

Todo esto se traduce en un menor almacenamiento de alimento y en una 

reducción de la población de abejas en la colmena, aumentando la probabilidad 

de la muerte de la colonia en los meses de invierno o, en caso de sobrevivir, 

llegando muy debilitada al inicio de la primavera (Higes et al. 2008c; Higes, 

Martín-Hernández y Meana 2010; Higes et al. 2013a; Botías et al. 2013). 

Todas estas alteraciones que produce la infección por N. ceranae a nivel 

individual en las abejas tienen su repercusión a nivel de colonia. En el CIAPA 

de Marchamalo, durante un periodo de 2 años, se llevó a cabo la 

monitorización de un apiario para describir el desarrollo de la infección en 

colonias infectadas de forma natural permitiendo identificar 4 fases de la 

infección (Higes et al. 2008c). La primera fase es el inicio de la infección, que 

se da en los meses de primavera y es asintomática. Se caracteriza por haber un 

porcentaje de abejas infectadas por debajo del 60% y con un aumento de la 

infección en verano (Martín‐Hernández et al. 2012). En la segunda fase, la reina 

continúa la puesta de huevos durante el invierno, que es un comportamiento 

inusual en la región donde se llevó a cabo el estudio, y también se observa un 

disminución en la producción de miel. La tercera fase tiene lugar al comienzo 

de la siguiente primavera, y en ella se observa un desarrollo rápido de la colonia 

debido a una puesta elevada de la reina, de tal manera que casi todos los 

cuadros de la colmena tienen cría. De esta manera, la colonia, aparentemente, 

parece estar fuerte pero realmente no se traduce en un aumento de la 

población ya que el nacimiento de nuevas abejas no compensa el número de 

abejas que mueren por la infección. Este comportamiento de la reina se alarga 

hasta el otoño. En la cuarta fase, se observa una disminución de la cría, debido 
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probablemente al agotamiento de la reina. Si esta fase tiene lugar en los meses 

fríos, la población de abejas es muy reducida y no pueden mantener la 

temperatura de la colonia. Debido a esto, después de un tiempo, la reina y las 

obreras mueren a causa del frío (Higes et al. 2010; Higes et al. 2013b; Botías et 

al. 2013). Sin embargo, si la colonia consigue sobrevivir al invierno, el 

porcentaje de abejas de interior y pecoreadoras infectadas es elevado por lo 

que llegan a la primavera muy debilitadas y, por lo general, la colonia no es 

capaz de prosperar (Higes et al. 2009). 

Por todo ello, N. ceranae se considera un patógeno causante de 

importantes pérdidas de colonias en todo el mundo, especialmente debido a 

su elevada prevalencia en todo el planeta. 

4.1.6. N. ceranae y microbiota intestinal 

Dadas las lesiones que produce N. ceranae en el intestino medio y la 

consiguiente alteración en la función digestiva, es muy probable que las 

comunidades bacterias del intestino posterior se vean afectadas. 

Hasta el momento, se han desarrollado algunos trabajos en los que se 

han observado asociaciones positivas entre la microbiota intestinal y la 

infección por N. ceranae. En las abejas infectadas con el microsporidio, se 

encontró en una mayor abundancia de G. apicola (Rubanov et al. 2019; Castelli 

et al. 2020), Bifidobacterium spp. (Zhang et al. 2019; Castelli et al. 2020; Alberoni, 

Di Gioia y Baffoni 2023) y S. alvi (Panjad et al. 2021). Esta última también se 

asoció positivamente con la infección en A. cerana (Huang et al. 2018). Otros 

estudios muestran una disminución de la abundancia relativa de A. kunkeei y 

Bifidobacterium spp. en abejas infectadas por N. ceranae (Naree et al. 2022) y de 

Lactobacillus spp. (Rouzé et al. 2019; Alberoni, Di Gioia y Baffoni 2023). Por 

otro lado, se ha podido observar que el tratamiento de las abejas con 

antibióticos produce una modificación severa en la microbiota intestinal que 

parece favorecer la proliferación de N. caranae, lo que hace indicar que las 

bacterias intestinales podrían tener un papel importante en la resistencia de la 

abeja a la infección y la replicación del microsporidio (Li et al. 2017). 

Todos estos trabajos tienen en común el haber sido realizados con 

abejas infectadas de forma experimental en condiciones de laboratorio, 

controlando muchas de las variables a las que están expuestas en condiciones 

de campo. La gran variedad en las metodologías utilizadas en los diferentes 
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estudios hace complicada una comparación real con los resultados obtenidos 

en cada uno de ellos. Estas diferencias vienen dadas principalmente en la dosis 

de esporas suministradas para la infección, la edad a las que se las infecta, la 

duración del estudio, la edad de la abeja en el momento del análisis, la 

subespecie de abeja utilizada, si el análisis se realiza en abejas individuales o en 

un grupo de abejas, o la parte del intestino analizada (medio, posterior o 

entero). 

Hasta el momento, son pocos los estudios en los que se haya analizado 

la posible modulación de la microbiota intestinal causada por la infección 

natural de N. ceranae, y los resultados son dispares. Hubert et al. (2017), 

analizando colectivamente abejas de colmenas positivas a N. ceranae y N. apis, 

mostró que la infección por los microsporidios no influyó en la composición 

de la microbiota intestinal. Otro trabajo señaló que únicamente hubo 

diferencias en la microbiota intestinal en abejas altamente infectadas con N. 

ceranae, revelando un aumento de la abundancia de bacterias pertenecientes al 

filo Pseudomonadota, pero sin variaciones en la diversidad bacteriana 

intestinal alfa ni en la beta (Jabal-Uriel et al. 2022a). 

Por todo ello, actualmente hay cierta controversia sobre si la infección 

por N. ceranae tiene la capacidad de modular la microbiota intestinal de las 

abejas melíferas por sí misma o si están implicados otros factores, por lo que 

es un campo que aún requiere de más estudio. 

4.2. Tripanosomátidos 

4.2.1. Principales especies en abejas melíferas 

Los tripanosomátidos son microorganismos eucariotas unicelulares 

pertenecientes a la familia Trypanosomatidae dentro del Reino Protista 

(Kaufer, Stark y Ellis 2020). Es un grupo de protozoos que está ampliamente 

distribuido geográficamente y que parasitan un amplio rango de hospedadores, 

desde plantas hasta insectos y vertebrados. 

La primera especie de tripanosomátido en abejas melíferas se descubrió 

de Australia y se la denominó Crithidia mellificae (Langridge y McGhee 1967). 

Mediante cultivos celulares se aislaron tripanosomátidos del aparato digestivo 

de las abejas y determinaron su localización en el intestino posterior como 

formas libres o esferoides adheridas a las paredes intestinales del recto, e 
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incluso en las paredes del extremo posterior del íleon en los casos de 

infecciones más intensas. Unos años después, se descubrió Crithidia bombi (Lipa 

y Triggiani 1988) en el aparato digestivo de abejorros del sur de Italia. Desde 

este momento, los criterios de clasificación basados en el paradigma un 

parásito - un hospedador, hicieron que se aceptase que los tripanosomátidos 

que se encontraban en las abejas melíferas pertenecían a la especie C. mellificae 

y los que se encontraban en abejorros eran C. bombi. 

Posteriormente, los avances en las técnicas de biología molecular 

permitieron el desarrollo de técnicas basadas en la detección de marcadores 

genéticos conservados de tripanosomátidos (Cox-Foster et al. 2007; Meeus et 

al. 2010) y con una secuenciación posterior, permitían la identificación a nivel 

de especie. Gracias a estas técnicas se pudo estudiar el genoma de estos 

organismos y se pudieron identificar diferencias genéticas que permitieron 

identificar otra especie nueva que infectaba abejorros, Crithidia expoeki 

(Schmid-Hempel y Tognazzo 2010). Un año después, se aisló una cepa a partir 

de abejas infectadas naturalmente de la cual se secuenció su genoma y, al 

aparecer en abejas, se asumió que se trataba de C. mellificae (Runckel et al. 2011). 

Sin embargo, unos años más tarde, en un estudio realizado en nuestro 

país se compararon secuencias del gen ARNr 18S de tripanosomátidos de 

abejas muestreadas en diferentes regiones, y se observó que diferían de las 

secuencias de referencia de C. mellificae disponibles en aquel momento (Cepero 

et al. 2014). Debido al carácter conservado de este gen, estas diferencias 

sugerían la existencia de dos especies diferentes, lo que parecía confirmarse al 

analizar el gen de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh). No 

obstante, no fue hasta el año siguiente en el que este nuevo taxón se 

caracterizó, por las diferencias tanto genéticas como morfológicas a la cepa de 

referencia de C. mellificae, como una nueva especie que se denominó Lotmaria 

passim (Schwarz et al. 2015). 

La descripción de esta nueva especie en abejas melíferas supuso una 

revolución en la investigación de los tripanosomátidos en todo el mundo, ya 

que toda la información obtenida sobre prevalencia e impacto en las colonias 

debía ser analizada de nuevo con el fin de asignar la especie correcta en cada 

caso. Varios estudios, previos a la descripción de L. passim, habían obtenido 

secuencias genéticas de tripanosomátidos presentes en abejas y abejorros en 
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diferentes partes del mundo que se asignaron a C. mellificae (Meeus et al. 2010; 

Schmid-Hempel y Tognazzo 2010; Runckel et al. 2011; Ravoet et al. 2013; Yang 

et al. 2013; Morimoto et al. 2013). Tras el nuevo análisis de las secuencias 

genéticas, se comprobó que en realidad se trataban de L. passim, haciendo 

evidente que la situación era muy diferente a la contemplada hasta ese 

momento.  

A partir de ese punto, y debido a que eran dos las especies que podían 

infectar las abejas, se investigó en el desarrollo de métodos basados en la 

reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) que 

permitieran la identificación específica a partir de una sola reacción (Arismendi 

et al. 2016; Stevanovic et al. 2016; Bartolomé et al. 2018). Estas nuevas técnicas 

mostraron elevadas prevalencias de tripanosomátidos en las colonias de abejas, 

por lo que se empezó a sugerir una posible asociación entre estos organismos 

y el aumento de la mortalidad de las colonias de abejas (Vejnovic et al. 2018; 

Xu et al. 2018; Williams, Tripodi y Szalanski 2019; Castelli et al. 2019; Hall et al. 

2021; Bordin et al. 2022). El uso de cebadores específicos junto con las nuevas 

tecnologías de secuenciación reveló que en realidad era L. passim la especie 

predominante a nivel global y no C. mellificae, y que otras especies de 

tripanosomátidos comunes en otras especies de himenópteros como C. bombi 

y C. expoeki en abejorros o Crithidia acanthocephalli, capaz de proliferar en otros 

órdenes de insectos como dípteros, ortópteros o coleópteros (Hanson y 

McGhee 1963; Schmittner y McGhee 1970), también se encuentran presentes 

en las colonias de abejas melíferas (Bartolomé et al. 2020). 

4.2.2. Estructuras celulares características 

Estos organismos poseen una morfología celular característica y 

distintiva de su grupo en la que destaca la presencia de una masa de círculos 

encadenados de ADN que representa aproximadamente el 30% del genoma 

de la célula denominado kinetoplasto (ADNk) (Fidalgo y Gille 2011), situado 

dentro de su única mitocondria (Figura 5). Esta última es la encargada de 

realizar la fosforilación oxidativa para la producción de energía (Stephens et al. 

2007). También poseen un único flagelo en la parte anterior de la célula que 

juega un papel fundamental en las interacciones con el hospedador, ya que 

mediante cambios en su morfología permite evadir sus defensas o adherirse al 

epitelio intestinal del hospedador (Lopes 2010). Por otro lado, poseen otros 

orgánulos característicos como son los glicosomas, donde se realiza la 
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glucolisis (Parsons 2004); y los acidocalcisomas, donde se almacenan 

elementos inorgánicos como el calcio, el zinc, el magnesio o el potasio 

(Docampo et al. 2005). 

 

Figura 7. Esquema de la estructura celular de L. passim y sus orgánulos. Fuente: original. 

La superficie celular de estos organismos está compuesta por una 

membrana en la que se pueden distinguir tres zonas diferenciadas: membrana 

plasmática pelicular, membrana flagelar y membrana del saco flagelar. La 

membrana plasmática pelicular rodea la mayor parte de la célula y tiene el papel 

de protección y mantenimiento de la forma celular y del intercambio de 

sustancias (Landfear y Ignatushchenko 2001). La membrana flagelar envuelve 

el flagelo desde su origen y su importancia recae en la adhesión de la célula a 

la pared del tracto digestivo del hospedador (Kelly, Sanchez y Landfear 2020), 

además de actuar como receptor sensitivo a estímulos del medio y secretar 

sustancias mediante vesículas (Landfear y Ignatushchenko 2001; Maric, Epting 

y Engman 2010). En cuanto a la membrana del saco flagelar, forma un 

compartimento de donde emerge el flagelo y está compuesta por diferentes 

proteínas cuya función es la de adquirir nutrientes y participar en la evasión 

del sistema inmune del hospedador variando las proteínas de superficie y la 

morfología celular (Halliday et al. 2021). 
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4.2.3. Ciclo biológico 

Los tripanosomátidos que parasitan las abejas melíferas son 

monoxenos, o con ciclo directo, que necesitan únicamente de un solo 

hospedador para completar su ciclo biológico que, generalmente, es un 

invertebrado (insectos) (Votýpka et al. 2015; Kaufer et al. 2017). Estos parásitos 

se encuentran de forma general en el intestino de la abeja, principalmente 

como formas libres en la luz intestinal o adheridas en la zona posterior del 

íleon y en el recto (Maslov et al. 2013; Lukeš et al. 2018; Buendía-Abad et al. 

2022a). 

En función de la especie y del momento del ciclo biológico, se pueden 

encontrar diferentes morfotipos que les han permitido adaptarse a diferentes 

condiciones ambientales, ampliando de esta manera su diversidad funcional. 

El estadio flagelado de C. mellificae presenta morfología de tipo 

coanomastigote, con extremo posterior redondeado. En cambio, el morfotipo 

flagelado predominante de L. passim es de tipo promastigote, con células 

lanceoladas y el extremo posterior puntiagudo (Schwarz et al. 2015; Gómez-

Moracho et al. 2020; Buendía-Abad et al. 2021; Buendía-Abad et al. 2022a). 

El ciclo biológico de estos microorganismos en el interior de las abejas 

aún no se conoce por completo. Se ha comprobado que al infectar abejas con 

formas flageladas de C. mellificae y L. passim, éstas cambian de morfología en el 

interior del hospedador. Así, se describió el morfotipo haptomonas, 

caracterizado por la remodelación flagelar que permite adhesión a las paredes 

del epitelio intestinal (Gómez-Moracho et al. 2020; Buendía-Abad et al. 2021; 

Buendía-Abad et al. 2022a). 
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Figura 8. Imagen de microscopía óptica (MO) del íleon con células de C. mellificae libres o 

adheridas al epitelio, a la izquierda; e imagen mediante microscopía electrónica de transmisión 

(MET) del morfotipo haptomona de L. passim adherida a la superficie del recto, a la derecha. ax: 

axonema; fd: flagelopodio; k: kinetoplasto; m: mitocondria; n: núcleo; sm: microtúbulos 

subpeliculares. Fuente: extraída de Buendía-Abad et al. (2022a), con permiso de utilización. 

Esto parece dilucidar que una parte importante del ciclo de vida de 

estos tripanosomátidos tiene lugar en el intestino posterior de la abeja. Sin 

embargo, aún se desconoce si parte de su ciclo biológico tiene lugar en el 

exterior del hospedador. 

4.2.4. Transmisión 

Al igual que ocurre con las bacterias intestinales y otros parásitos como 

los microsporidios, el elevado número de individuos en un espacio muy 

reducido como es el interior de la colmena favorece la transmisión 

intracolonia. Dicha transmisión podría darse por vía fecal-oral en contacto con 

alimentos o superficies contaminadas; y oral-oral mediante las actividades que 

implican un contacto directo, como la trofalaxis o comportamientos de 

higiene. Teniendo en cuenta la localización de los tripanosomátidos en el 

intestino posterior, probablemente la vía más efectiva sea la fecal-oral (Strobl 

et al. 2019; Arismendi et al. 2020). En estudios recientes se ha detectado L. 

passim en estadios larvarios y pupales de abejas (Arismendi et al. 2022; Taric et 

al. 2020) y C. bombi en larvas de abejorros (Folly et al. 2017). 

Sin embargo, hasta la fecha, se desconoce cómo sobreviven los 

tripanosomátidos fuera del hospedador, ya que no poseen formas de 

resistencia ni una pared celular que los proteja del exterior. El pillaje y la deriva 

parecen ser las vías de transmisión más probables entre colonias (Durrer y 
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Schmid-Hempel 1994). En los zánganos, se ha observado que la tasa de 

infección por C. mellificae y su carga parasitaria son superiores a las obreras, por 

lo que podrían actuar como transmisores eficaces del parásito (Buendía-Abad 

2022). En cuanto a la transmisión entre distintas especies de polinizadores, la 

forma de transmisión más ampliamente aceptada es la del uso compartido de 

los recursos florales. Las abejas y los abejorros infectados podrían depositar 

formas infectivas de los parásitos en las plantas mediante las heces y contagiar 

a otros individuos durante la pecorea (Strobl et al. 2019; Arismendi et al. 2020; 

Figueroa, Grincavitch y McArt 2021). Por otro lado, algunos estudios han 

detectado ADN de L. passim en la superficie del ácaro V. destructor (Quintana 

et al. 2021), sugiriéndolo como posible vector mecánico del parásito. 

4.2.5. Efectos en la salud de las abejas 

El impacto de los tripanosomátidos en la salud de las abejas melíferas 

aún no está del todo claro. Estos organismos se han considerado patógenos 

hasta hace pocos años cuando empezaron a detectarse a raíz del aumento de 

investigaciones por la pérdida de colonias a nivel mundial. 

Hoy en día, no existe consenso sobre la acción patógena de los 

tripanosomátidos en las abejas. En la mayoría de los estudios se han realizado 

infecciones experimentales pero los resultados obtenidos no son uniformes e 

incluso, en ocasiones, contradictorios. Algunos observan un aumento poco 

significativo de la mortalidad de las abejas infectadas con formas esferoides de 

C. mellificae (Higes et al. 2016), mientras que en otros casos sí que aumenta 

significativamente la mortalidad cuando las abejas se infectan con morfotipos 

flagelados de C. mellificae o L. passim (Strobl et al. 2019; Gómez-Moracho et al. 

2020). Otro trabajo en el que se realizaron infecciones experimentales con L. 

passim mostraron que, aunque la carga parasitaria aumenta significativamente 

en torno a los 7 días tras la infección, sólo causó un ligero aumento de la 

mortalidad de las abejas (Liu et al. 2020). Las infecciones experimentales en 

estos estudios se realizaron con distintas dosis y morfotipos, por lo que la 

disparidad de resultados podría deberse a estos factores. Asimismo, el 

mantenimiento prolongado de tripanosomátidos en cultivos celulares puede 

desembocar en una pérdida progresiva de la virulencia, pudiendo ser otra causa 

de que los resultados de estos trabajos sean tan divergentes (Moreira et al. 

2012). De hecho, se ha probado que cepas de referencia de L. passim que 
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podrían llevar varios pases de cultivo, provocaron una menor mortalidad que 

cepas aisladas de campo (Buendía-Abad et al. 2021). 

Este aumento de la mortalidad se ha relacionado con un aumento del 

estrés oxidativo de la abeja, lo que provoca alteraciones en proteínas y en 

estructuras fundamentales como las membranas celulares. Además, este estrés 

estimula el sistema inmune que, unido a la acción de otros parásitos o a un 

déficit nutricional, podría afectar a la supervivencia de las abejas (Taric et al. 

2020). 

También se ha sugerido que, al cubrir las paredes intestinales, puede 

comprometerse la absorción de nutrientes pudiendo incluso llegar a bloquear 

dicho proceso (Brooker 1971; Schaub 1994). Otra alternativa podría ser que 

las haptomonas absorban moléculas y metabolitos directamente desde el 

lumen o de las células epiteliales del intestino, lo que en ambos casos 

desembocaría en un déficit nutricional del hospedador. Adicionalmente, se ha  

propuesto la liberación de moléculas como metabolitos, proteínas o toxinas al 

lumen del intestino mediante vesículas, pero aún no se ha comprobado 

(Marcilla et al. 2014; Buendía-Abad et al. 2022a; 2022b). 

Por el contrario, en abejorros existe mucha más evidencia de los efectos 

de la infección de C. bombi. Esta especie es capaz de afectar a todas las castas 

de la colonia de abejorros y, aunque en condiciones normales no parece causar 

una gran mortalidad, ésta aumenta notablemente en individuos estresados o 

con déficit nutricional (Brown, Loosli y Schmid‐Hempel 2000). Además, C. 

bombi limita el desarrollo ovárico de las obreras de abejorros, restringiendo de 

esta manera su puesta y limitando el crecimiento de la colonia y, por tanto, 

favoreciendo la supremacía de la reina aumentando el altruismo y la cohesión 

social de la colonia infectada para asegurar su supervivencia hasta la siguiente 

primavera (Shykoff y Schmid-Hempel 1991; Schmid-Hempel 2001). Sin 

embargo, esto supone un riesgo para la colonia, ya que retardaría y limitaría la 

puesta de la reina especialmente tras la fundación de una nueva colonia lo que 

conlleva a una reducción del número de obreras, una menor recolección de 

recursos y, por tanto, una menor eficacia biológica de la colonia (Shykoff y 

Schmid-Hempel 1991; Schmid-Hempel 2001). Además, también parece 

afectar a la capacidad para transportar polen y néctar de las obreras que, 
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sumado a lo anterior, podría comprometer la viabilidad de la colonia durante 

la hibernación (Schmid-Hempel 2001). 

4.2.6. Tripanosomátidos y microbiota intestinal 

Dado que los tripanosomátidos son parásitos intestinales que tienen 

como órgano diana las paredes intestinales del íleon y recto de las abejas 

melíferas, comparten nicho con las bacterias intestinales. Por ello, es muy 

posible que haya interacciones directas entre el parásito y la microbiota 

bacteriana. 

Hoy en día son muy pocos los estudios que han analizado las posibles 

interacciones entre los tripanosomátidos y la microbiota intestinal de las abejas 

melíferas. En un par de estudios, la infección con L. passim, ya sea natural o 

experimental (Hubert et al. 2017; Liu et al. 2020), pareció no influir de manera 

importante en la microbiota intestinal. Sin embargo, se ha observado que las 

abejas son más susceptibles a la infección por L. passim cuando se interfirió en 

el establecimiento natural de la microbiota mediante estrés nutricional y social 

(Schwarz, Moran y Evans 2016). 

En abejorros existe una mayor evidencia sobre los efectos que tienen 

los tripanosomátidos en su microbiota intestinal y prácticamente la totalidad 

de los trabajos han realizado infecciones experimentales en el laboratorio. En 

ellos, se ha visto que los abejorros a los que se les suplementa bacterias 

intestinales características presentaron niveles de infección por C. bombi mucho 

menores (Koch y Schmid-Hempel 2011; Blasco-Lavilla et al. 2023). Además, 

los individuos que poseen una elevada diversidad bacteriana de bacterias 

atípicas en el intestino son más susceptibles a la infección por C. bombi (Näpflin 

y Schmid-Hempel 2018). 

En esta línea, otros estudios revelan que la presencia de Gilliamella, 

además de otras bacterias como Apibacter y Lactobacillus spp., disminuyen los 

niveles de C. bombi (Cariveau et al. 2014; Mockler et al. 2018). De hecho, un 

experimento llevado a cabo mediante cultivos de Lactobacillus bombicola, una 

bacteria común en el intestino de los abejorros, reveló que la acidificación del 

medio de cultivo causada por la bacteria inhibió el crecimiento de C. bombi 

(Palmer-Young, Raffel y McFrederick 2019). Esta reducción de pH se situaba 

dentro del rango encontrado previamente en abejas melíferas (Zheng et al. 

2017), lo que sugiere que la presencia de Lactobacillus spp., junto a otras especies 
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como G. apicola capaces de producir ácidos mediante fermentación de azúcares 

que acidifiquen el interior del intestino, podría inhibir el crecimiento de C. 

bombi. Sin embargo, otros estudios revelaron que la infección aumentó la 

abundancia de Lactobacillus spp. y disminuyó en el caso de Gilliamella y 

Snodgrassella, sugiriendo una posible competencia por el espacio en el epitelio 

del íleon desplazando a estas bacterias y dejando más recursos nutricionales a 

las especies de Lactobacillus spp. favoreciendo su proliferación (Blasco-Lavilla 

et al. 2023). 

Estos estudios sugieren que la infección no es la que modifica la 

microbiota intestinal, sino que es esta última la que controla y reduce la 

infección cuando los bacterias intestinales características de Bombus forman 

parte de la microbiota intestinal. Como se ha mencionado anteriormente, las 

especies bacterianas principales en el intestino de abejorros también lo son en 

las abejas melíferas por lo que es muy probable que estos beneficios que 

parecen otorgar en lo referido a la colonización por tripanosomátidos también 

se den en las abejas, aunque se requiere de futuras investigaciones para 

comprobarlo. 

5. OTROS PARÁSITOS NO INTESTINALES 

Las abejas melíferas también son parasitadas por una gran variedad de 

organismos, principalmente ácaros y virus que no se encuentran en el aparato 

digestivo y que afectan a su salud. De entre todos ellos, el parásito más 

importante y extendido es V. destructor. 

5.1. Varroa destructor 

Varroa destructor es un artrópodo de la clase Arachnida, incluido en el 

orden Mesostigmata, dentro de la familia Varroidae que únicamente contiene 

el género Varroa. Es un ectoparásito de las abejas que se considera una de las 

amenazas más graves y está implicado en la mortalidad de las colonias a nivel 

mundial. 

En la década de 1950 y 1960, apicultores soviéticos y filipinos 

encontraron que un ácaro parasitaba sus colonias de abejas melíferas y por 

aquel entonces se consideraba que las especie que parasitaba a A. mellifera era 

V. jacobsoni (Oudemans 1904), descrita en las abejas asiáticas A. cerana 
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(Rinderer et al. 1999). En el año 2000, este ácaro se reclasificó como V. 

destructor (Anderson y Trueman 2000).  

Se desconoce el momento en el que varroa pasó de A. cerana a A. 

mellifera, aunque se piensa que el comercio de colmenas europeas a Asia pudo 

ser la causante, aunque análisis genéticos también muestran que el salto de 

especie pudo haberse producido más de una vez (Oldroyd 1999). Es posible 

que la interacción y la adaptación de ambas especies de abejas en un mismo 

entorno pudo hacer que V. jacobsoni tuviera un periodo de especiación que dio 

lugar posteriormente a V. destructor. Una vez producido el salto de hospedador 

en Asia, se estima que esta nueva especie se extendió rápidamente por todo el 

continente llegando a Europa y América en la década de 1970 a través del 

comercio mundial de abejas melíferas, tanto legal como ilegal (Traynor et al. 

2020). La descripción de V. destructor en el año 2000 en A. mellifera confirmó 

que el ácaro encontrado en las abejas europeas no se trataba de V. jacobsoni 

sino de V. destructor. 

Este ácaro supone una seria amenaza para la apicultura mundial, 

existiendo actualmente pocas localizaciones en el mundo libres del ácaro, 

quedando reducidas a zonas geográficamente aisladas como las islas, como es 

el caso de la isla de Pascua (Gobierno de Chile 2024), las islas Åland o algunas 

de las islas de Azores (Comisión Europea 2021), entre otras. 

5.1.1. Características morfológicas 

El estructura de V. destructor está dividido en dos zonas, la parte anterior 

o gnotosoma y la parte posterior o idiosoma. En el gnatosoma está formado 

por las piezas bucales, formadas por pedipalpos y los quelíceros. Estos últimos, 

que solo poseen las hembras, son utilizados para romper la cutícula de las 

abejas para poder alimentarse del cuerpo graso y la hemolinfa de estas (Ramsey 

et al. 2019). Al igual que todos los arácnidos, V. destructor tiene cuatro pares de 

patas. El primer par, se utilizan para la locomoción, mecanorrecepción y 

quimiorrecepción (Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010). El extremo de 

cada una posee una estructura llamada apotele, que actúa como una ventosa 

para fijarse a la superficie de la abeja. 

Este ácaro posee un dimorfismo sexual claro. Al alcanzar la fase adulta, 

las hembras, diploides, poseen un idiosoma elipsoidal aplanado y adquieren un 

color rojizo. En el caso de los machos, haploides, tiene un tamaño menor y su 
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melanización es muy débil, mostrando un color blanquecino. Además, sus 

patas son más largas que las de las hembras y sus palpos se han modificado 

como una estructura especializada que permite depositar el saco espermático 

en el tracto genital de las hembras (Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010). 

Otra diferencia con las hembras es que los machos desarrollan su ciclo 

biológico únicamente en las celdillas de cría operculadas. 

 

Figura 9. Estructuras principales de la hembra adulta de V. destructor. Fuente: extraída de Benito-

Murcia (2023), con permiso te utilización. 

5.1.2. Ciclo biológico 

El ciclo biológico de V. destructor se divide en dos fases: una fase 

reproductiva y una fase de dispersión. 

Las hembras en fase de dispersión se transportan en las abejas adultas 

y se introducen en las celdillas de cría para reproducirse (Kuenen y Calderone 

2000). Una vez en el interior de la celdilla, permanecen ocultas en el fondo 

entre el alimento larvario para no ser detectadas por las abejas adultas hasta 

que éstas operculan la celdilla. El ácaro, además, segrega unas kairomonas que 

son muy parecidas a las que producen las abejas para pasar desapercibidas 

(Kather et al. 2015). Las hembras de varroa tienen una mayor preferencia por 

las celdillas de zánganos, posiblemente debido a que, al encontrarse en zonas 

periféricas del área de cría, la temperatura es ligeramente menor y más 

adaptada a las necesidades del ácaro (Calderone y Kuenen 2003; Ifantidis 
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1983). Además, las celdillas de zánganos tienen un mayor tamaño y el tiempo 

de desarrollo de éstos es mayor por lo que la cantidad de ácaros que se forman 

en las celdillas de zánganos es muy superior a la producida en las celdillas de 

las obreras (Donzé y Guerin 1994). 

V. destructor posee una determinación de sexos basada en la 

partenogénesis arrenotócica (Häußermann, Ziegelmann y Rosenkranz 2016; 

Häußermann et al. 2019). De esta manera, el primer huevo, que pone 

aproximadamente a las 60 horas desde la operculación de la celdilla, no está 

fecundado y genera un macho. Los huevos posteriores que pone la varroa, uno 

cada 30 horas, están fecundados y, por tanto, generarán hembras. 

Cuando los huevos eclosionan, la larva pasa por tres fases diferentes 

hasta completar su desarrollo: protoninfa, deutoninfa y adulto. El macho 

alcanza la fase adulta en algo más de 6 días, de manera que cuando las hembras 

alcanzan la madurez sexual, el macho ya es maduro y se produce el 

apareamiento (Martin 1994; Ziegelmann et al. 2013). De esta forma, cuando la 

abeja adulta ya formada emerge, hay algunas hembras de varroa que están 

fecundadas mientras que otras no, pasando a la fase de dispersión. Estas 

varroas vírgenes, al comenzar de nuevo el ciclo, ponen el primer huevo 

partenogénico del que nace el macho y, una vez maduro, se aparea con él, de 

tal modo que la hembra se fecunda y ya puede poner huevos fecundados que 

darán lugar a nuevas hembras (Häußermann et al. 2019). 
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Figura 10. Zángano, a la izquierda; y obrera, a la derecha, siendo parasitados con V. destructor. 

Fuente: imagen derecha, fotografía del CIAPA; imagen izquierda, tomada por Mariano Higes. 

5.1.3. Efectos en la salud de las abejas 

El primer daño que el ácaro produce en la abeja es la lesión en la 

cutícula para alimentarse del cuerpo graso y de la hemolinfa (Ramsey et al. 

2019; Han et al. 2024), por la que pueden penetrar bacterias (Kanbar y Engels 

2003). Esta acción produce un debilitamiento de la abeja, ya que el cuerpo 

graso está involucrado, entre otras funciones, en el almacenamiento y 

movilización de energía, en la síntesis de proteínas y grasas, en el crecimiento 

de la abeja, en la respuesta inmune y en la detoxificación de pesticidas (Arrese 

y Soulages 2010). De igual manera, la hemolinfa es el fluido que circula por el 

interior del insecto y cuya función es el transporte de agua y otros 

componentes entre los que se incluyen los hemocitos, nutrientes, hormonas y 

metabolitos (Bowen‐Walker y Gunn 2001; Annoscia, Del Piccolo y Nazzi 

2012; Annoscia et al. 2019). 

Dado que las hembras adultas son las únicas que tienen quelíceros que 

permiten atravesar la cutícula de la abeja, las hembras inmaduras y los machos 

lo hacen a través de las membranas de articulación de las larvas, 

ocasionándolas un grave daño (Donzé y Guerin 1994; Han et al. 2024). De 

hecho, esta absorción en la larva puede provocar una disminución de hasta un 

25% de su peso (Bowen‐Walker y Gunn 2001; Garedew, Schmolz y 
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Lamprecht 2004). Esta pérdida de peso se traduce en una peor capacidad de 

vuelo, un menor tamaño corporal y una producción menor de esperma en el 

caso de los zánganos, perdiendo de esta manera eficacia reproductiva (Duay, 

De Jong y Engels 2002). Como la parasitación también influye reduciendo la 

expresión de genes relacionados con la inmunidad, también acorta la vida del 

hospedador (Aronstein et al. 2012; Dainat et al. 2012). 

Además, las abejas ven acelerada sus funciones en la colonia ya que la 

parasitación hace que las abejas nodrizas inicien la pecorea antes de tiempo, 

por lo que la capacidad de aprendizaje, orientación y búsqueda de alimento se 

ve alterada (Kralj y Fuchs 2006). 

Por otro lado, quizás uno de los principales factores que hacen de V. 

destructor un patógeno importante, es su papel como vector de un gran número 

de virus que afectan a las abejas. Al alimentarse de los tejidos de las abejas, el 

ácaro puede ingerir los patógenos que residen en ellas o transmitírselos si ya 

los posee. Entre ellos se encuentran el virus de las alas deformadas (Deformed 

wing virus, DWV), uno de los virus más prevalentes y patógenos en las abejas 

melíferas (Wilfert et al. 2016). Aunque este virus tiene diferentes vías de 

transmisión, V. destructor ha contribuido enormemente en su distribución y 

aumentando su patogenicidad (Mazzei et al. 2014; Wilfert et al. 2016). 

Entre otros virus de los que varroa puede ser vector se encuentran los 

virus del complejo de las parálisis, que se componen del virus de la parálisis 

aguda (Acute bee paralysis virus, ABPV), el virus Kashmir (Kashmir bee virus, KBV) 

y la variante israelí de la parálisis aguda (Israeli acute paralysis virus, IAPV) 

también parecen ser transmitidos por V. destructor (de Miranda, Cordoni y 

Budge 2010; Martin et al. 2012; Mondet et al. 2014). 

A nivel de colonia, el daño que ocasiona V. destructor no sólo depende 

del número de ácaros en la colmena, sino que depende de muchos factores 

como la estación del año, el número de cría afectada o la presencia de virus. 

Sin embargo, lo que está demostrado es que una elevada tasa de infestación 

produce comportamientos anómalos en el cuidado de la cría y la pecorea que 

pueden llevar a la muerte de la colonia (Le Conte, Ellis y Ritter 2010). 
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5.1.4. V. destructor y microbiota intestinal 

El ácaro V. destructor se sitúa en la superficie de las abejas, por lo que a 

priori podría suponerse que las barreras físicas de la propia abeja hacen que 

sea complicado que haya interacción directa con las bacterias intestinales. Sin 

embargo, los graves efectos de la parasitación, junto con la transmisión de 

virus, podrían hacer que el estrés fisiológico e inmunológico que genera en la 

abeja tenga repercusión en la homeóstasis intestinal. Por tanto, la parasitación 

por V. destructor, aunque sea de forma indirecta, puede tener cierta influencia 

en la microbiota intestinal de la abeja. 

A pesar de ello, no existen muchos estudios que investiguen esta 

relación. Algunos de ellos han identificado en colonias de abejas con V. 

destructor la bacteria Arsenophonus spp., que también aparece ocasionalmente en 

las abejas, en el ciego de V. destructor (Hubert et al. 2015; 2016). La presencia 

de esta bacteria se ha asociado con una mala salud de las abejas, ya que su 

abundancia aumenta en colonias afectadas por el colapso de las colonias 

(Colony Collapse Disorder, CCD) (Budge et al. 2016; Cornman et al. 2012). 

Además, también ha detectado la bacteria intestinal Ba. apis en V. destructor, 

sugiriendo que podría actuar como reservorio de esta bacteria (Hubert et al. 

2015). 

Por otro lado, algunos estudios muestran que V. destructor no influye en 

la microbiota intestinal (Kim, Kim y Park 2023), mientras que otros observan 

que la abundancia de algunos taxones troncales se ven modificados en el 

intestino de la abeja (Hubert et al. 2017; Marche et al. 2019). 

Dado que los estudios de microbiota realizados hasta el momento se 

han llevado a cabo en regiones donde ya estaba establecido el ácaro, no se sabe 

con certeza si la aparición de V. destructor modificó la microbiota original de 

las abejas, por lo que investigar las abejas de zonas libres de este parásito 

permitiría comprender mejor las repercusiones que ha tenido en las 

poblaciones de abejas afectadas. Asimismo, permitiría evaluar de una forma 

más precisa la influencia de este patógeno en la microbiota intestinal de las 

abejas. 
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6. PREBIÓTICOS Y PROBIÓTICOS 

La aplicación de tratamientos para el control de los parásitos que 

afectan a las abejas es de especial importancia en la apicultura moderna. Estos 

tratamientos buscan mitigar el impacto de los principales patógenos y parásitos 

sobre la salud de las colonias, asegurando su supervivencia y productividad. 

Actualmente, no hay ningún medicamento veterinario registrado para 

el control de la nosemosis en Europa, aunque durante décadas se utilizó la 

fumagilina, un  antibiótico para tratamiento de la nosemosis en las abejas en 

Norteamérica (Huang et al. 2013). La Agencia Española del Medicamento y 

Productos Sanitarios (AEMPS) autorizó su uso y parecía ser eficaz contra N. 

apis y N. ceranae (Higes et al. 2008c; Higes et al. 2011; Nozal et al. 2008; Botías 

et al. 2013). Sin embargo, en la actualidad, ya no está permitido en Europa 

debido a que no está definido el límite máximo de residuos (LMR) en la miel, 

aunque todavía se aplica en otras partes del mundo (Formato et al. 2022). 

Además, se ha visto que puede afectar negativamente a la salud de las abejas 

(Van Den Heever et al. 2014) y, como ya se ha mencionado anteriormente, el 

uso de antibióticos puede alterar la microbiota intestinal de la abeja, facilitando 

de esta manera la infección por otros patógenos oportunistas y fomentar la 

aparición de resistencias a los mismos (Tian et al. 2012; Raymann, Shaffer y 

Moran 2017; Li et al. 2017). 

En cuanto a V. destructor, la Unión Europea dictamina, según el 

Reglamento (UE) 2016/429, que en los estados miembros debe existir un 

programa de erradicación del ácaro o en caso de estar libres de la enfermedad, 

deben aportar pruebas de ello. Actualmente existen unos 20 productos 

comerciales aprobados por la AEMPS para el tratamiento de este parásito. Sin 

embargo, el uso inadecuado de ellos, muchas veces sin el debido control 

veterinario, y su acumulación en las diferentes matrices de la colmena 

(Calatayud-Vernich et al. 2018; Alonso-Prados et al. 2020; El Agrebi et al. 2020; 

Benito-Murcia et al. 2021) han generado ácaros resistentes a muchos de estos 

productos (González-Cabrera et al. 2013; Higes et al. 2020b; Benito-Murcia et 

al. 2022). Además, se ha observado que la exposición a dosis subletales a 

algunos de estos acaricidas, como el tau-fluvalinato y el cumafós, producen 

cambios en el comportamiento de las abejas y alteran algunos biomarcadores 

implicados en la neurotoxicidad, biotransformación y estrés oxidativo (Benito-

Murcia et al. 2022, 2023). 



Revisión Bibliográfica 

67 

 

Por ello, es necesario generar estrategias alternativas para la prevención 

o el tratamiento de estos patógenos que no dejen residuos en la colmena y que 

contribuyan a mejorar la salud de las abejas melíferas. Es aquí donde aparece 

la figura de los prebióticos y probióticos. 

Los prebióticos son alimentos o extractos de ellos que aportan 

nutrientes no digeribles que estimulan selectivamente el crecimiento y la 

actividad metabólica de las bacterias intestinales (Gibson y Roberfroid 1995). 

Se ha observado que la incorporación de ciertos fitoquímicos, como extractos 

orgánicos y suplementos naturales, en la alimentación de las abejas promueven 

el crecimiento de microorganismos intestinales beneficiosos (Geldert et al. 

2021), además de aumentar la longevidad de las abejas y la resistencia a 

patógenos (Bernklau et al. 2019). Se han utilizado algunos productos de este 

estilo que parecen disminuir el número de esporas de N. ceranae y aumentar la 

supervivencia de las abejas infectadas, pero no se ha evaluado su impacto en 

las comunidades bacterianas intestinales. Algunos de estos compuestos son el 

quitosano, que es una forma desacetilada de la quitina (Saltykova et al. 2018; 

Valizadeh, Guzman-Novoa y Goodwin 2020); la narangenina, una flavona de 

los cítricos (Borges, Guzman-Novoa y Goodwin 2020); o harinas de semillas 

de Brassica nigra (Nanetti et al. 2021). También se han probado compuestos 

comerciales como el ApiHerb®, suplemento dietético a base de plantas (ajo y 

canela) y vitaminas (Michalczyk, SokóŁ y Koziatek 2016; Cilia et al. 2020); 

HiveAliveTM, suplemento a base de algas marinas (Charistos, Parashos y 

Hatjina 2015); o Nozevit®, suplemento fitofarmacológico (Higes et al. 2014) 

que mostraron un efecto significativo contra las infecciones por N. ceranae. Sin 

embargo, algunos de ellos no han mostrado resultados positivos, como por 

ejemplo la administración de inulina que aumentó el número de esporas de N. 

ceranae y afectó significativamente a la supervivencia de las abejas (Ptaszyńska 

et al. 2016) o de la goma de acacia, que aumentó la mortalidad de las abejas 

infectadas por N. ceranae (Borges, Guzman-Novoa y Goodwin 2020). 

Los probióticos son complementos alimenticios que poseen 

microorganismos vivos que, administrados en las dosis adecuadas, confieren 

un beneficio para la salud del hospedador mejorando el equilibrio de 

microorganismos intestinales (Fuller 1989). Existen pruebas de que los 

probióticos pueden ayudar a controlar los parásitos de las abejas melíferas. La 

alimentación de las colonias de abejas melíferas con Bacillus subtilis redujo el 
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recuento de esporas de Nosema spp. a lo largo de un estudio de ocho meses, 

aunque la reducción del recuento de esporas sólo fue significativa durante dos 

de esos meses (Sabaté et al. 2012). La alimentación de abejas enjauladas con A. 

kunkeei redujo la carga de esporas de N. ceranae en comparación con las abejas 

control no tratadas (Arredondo et al. 2018), al igual que la alimentación de 

abejas en colmenas con otra bacteria intestinal, P. apium (ahora Bo. apis) (Corby-

Harris et al. 2016). Además, los probióticos comerciales Bactocell®, Levucell 

SB® (El Khoury et al. 2018) y Protexin® Concentrate (Borges, Guzman-

Novoa y Goodwin 2021) aumentaron la supervivencia de las abejas infectadas 

por encima de la de las abejas no infectadas En cambio, alimentar a abejas 

infectadas en jaulas con una mezcla de varias especies de Lactobacillus 

(Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum), Saccharomyces cerevisiae y 

Rhodopseudomonas palustris provocó un aumento significativo del recuento de 

esporas de Nosema en comparación con las abejas de control infectadas 

(Andrearczyk y Knaga 2014).  

En cuanto a la administración de probióticos para el control y 

tratamiento para la infección por tripanosomátidos hay muy pocos datos y la 

mayoría de ellos se han obtenido en abejorros del género Bombus infectados 

con C. bombi (Mockler et al. 2018). En abejas, se ha observado que la 

administración de S. alvi previa a la infección por L. passim aumenta la 

susceptibilidad a la parasitación por el tripanosomátido (Schwarz, Moran y 

Evans 2016; Schmidt y Engel 2016). Además, produce una perturbación 

general de la microbiota intestinal con un aumento de las especies que 

componen la microbiota y que podría disminuir la resistencia a la infección, 

como pasa en los abejorros (Näpflin y Schmid-Hempel 2018). 

En el caso de V. destructor también se ha investigado el posible uso de 

bacterias como método de control biológico de los ácaros. Algunas especies 

bacterianas aisladas de abejas sanas y de ácaros muertos, como B. asteroides, A. 

kunkeei y Bacillus thuringiensis, mostraron efectos acaricidas causando una 

mortalidad del 95-100% de las varroas a los tres días (Saccà y Lodesani 2020). 

Este estudio se llevó a cabo en condiciones de laboratorio, por lo que sería 

necesario investigar si estos efectos se mantienen en el ambiente natural de la 

colmena y asegurar que el tratamiento no afecta a la salud de las abejas. Otra 

línea de investigación muy novedosa ha realizado la modificación genética de 

la bacteria intestinal S. alvi para inducir respuestas inmunitarias mediante ARN 
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de interferencia (ARNi) (Leonard et al. 2020). Esta bacteria una vez establecida 

en la abeja, activa la respuesta inmune mediante ARNi reduciendo la 

supervivencia de V. destructor y la replicación del virus DWV, aumentando la 

supervivencia de las abejas parasitadas. A pesar de ser una esta estrategia con 

gran potencial para controlar estos patógenos, se requieren muchos estudios 

adicionales antes de su aplicación en campo, debido a los riesgos que conlleva 

la transferencia horizontal de genes y los posibles efectos ecológicos y 

evolutivos que puede generar. 

Así pues, no se puede dar por sentado que todos los probióticos 

aporten beneficios a las abejas melíferas y, por ello, han de estudiarse 

profundamente antes de que su utilización para el control de los parásitos 

llegue a extenderse de forma generalizada. 
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A pesar de los grandes avances logrados en la última década en el 

estudio de la microbiota intestinal de las abejas melíferas, y de la clara evidencia 

de su papel fundamental en la salud de estos insectos, aún existen muchos 

aspectos por investigar para comprender en profundidad las complejas 

interacciones entre la microbiota y su hospedador. Asimismo, las interacciones 

entre la microbiota y los patógenos que afectan a las abejas sigue siendo un 

campo lleno de interrogantes, lo que resalta la necesidad de seguir investigando 

en este área. 

Desde hace más de 25 años, el Centro de Investigación Apícola y 

Agroambiental de Marchamalo (CIAPA) ha desarrollado diversas líneas de 

investigación sobre los principales parásitos que afectan a las abejas melíferas. 

Sin embargo, aún existen muchas cuestiones que quedan por aclarar. Por 

ejemplo, se desconoce cómo estos patógenos interactúan con la microbiota 

intestinal de las abejas, o si su presencia puede modificar dicha microbiota o 

de qué manera esta alteración puede contribuir a la patogenia de los parásitos. 

Además, también falta por esclarecer algunos de los factores que pueden 

influir en el establecimiento de una microbiota intestinal equilibrada y 

funcional. 

En este contexto, la presente tesis doctoral busca profundizar en la 

comprensión de dichas interacciones y su posible influencia en las 

comunidades bacterianas intestinales. Este trabajo da continuidad a la línea de 

investigación previamente abierta en la que se observó como la infección 

natural del microsporidio influía de cierta manera en la microbiota intestinal, 

ampliando ahora el estudio de manera más exhaustiva y detallada. Además, la 

colaboración con otros grupos de investigación ha sido clave para abordar de 

forma correcta los ensayos llevados a cabo, como son el Departamento de 

Ciencia y Tecnología de los Alimentos de la Universidad Complutense de 

Madrid (UCM) o el grupo de investigación en Medicina Genómica de la 

Universidad de Santiago de Compostela (USC). 

Sin embargo, a pesar de que algunos estudios ya han reportado 

resultados, aunque muy dispares, sobre la influencia de los microsporidios, los 

tripanosomátidos o el ácaro Varroa destructor en la microbiota intestinal, todos 

ellos han analizado abejas que muy probablemente ya han estado expuestas a 

estos parásitos o proceden de linajes de abejas en los cuales estas interacciones 
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pudieron haber alterado previamente su microbiota. Por lo tanto, es 

fundamental investigar la microbiota intestinal en abejas procedentes de áreas 

no expuestas a estos parásitos para obtener una mejor comprensión sobre su 

impacto y conocer la exposición de las abejas a otros parásitos intestinales que 

puedan interferir en los mismos. 

Teniendo en cuenta lo expuesto, la presente Tesis Doctoral propone 

un estudio mediante el empleo de diversas técnicas moleculares que aborda 

todos estos aspectos, con el objetivo general de esclarecer la influencia de los 

parásitos más distribuidos a nivel mundial en la microbiota intestinal de las 

abejas. Para cumplir con el objetivo propuesto, se fijaron los siguientes 

objetivos específicos: 

I. Determinar la prevalencia de tripanosomátidos en colonias de 

abejas geográficamente aisladas que se han mantenido libres de 

patógenos importantes como V. destructor y/o N. ceranae. 

II. Determinar que modificaciones se producen en la microbiota 

intestinal de abejas parasitadas por V. destructor, N. ceranae y L. 

passim de estas áreas en comparación con las libres de estos 

parásitos. 

III. Describir factores dependientes del hospedador y de los patógenos 

que pueden influir en la microbiota intestinal. 

Para alcanzar estos objetivos, se utilizaron muestras de estudios 

previos, lo que hizo necesario llevar a cabo un análisis metodológico previo 

para determinar si los protocolos de extracción de ADN que fueron utilizados 

para dichas muestras permitían el estudio de la microbiota intestinal de las 

abejas y de sus parásitos. 
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1. METODOLOGÍA GENERAL 

Para cumplir con los objetivos propuestos para esta tesis, se han 

utilizado diversas metodologías, que abarcan desde la recogida de muestras en 

las colonias de abejas hasta su procesado para extraer el material genético y el 

análisis molecular. 

Dado que una parte de la metodología ha sido común en los distintos 

capítulos, en esta sección se explican de forma conjunta los procedimientos 

utilizados. Las modificaciones y/o adaptaciones realizadas se describen en 

cada uno de los capítulos. 

 

2. DECLARACIÓN ÉTICA 

La protección de los animales empleados con fines científicos en la 

Unión Europea se encuentra regulada por la Directiva 2010/63/UE, la cual 

establece un marco ético para el cuidado y mantenimiento de estos animales 

durante la experimentación científica.  Esta normativa aplica principalmente a 

animales vertebrados, mientras que dentro de los invertebrados solo se 

consideran a los cefalópodos. Por lo tanto, no se requirieron permisos 

específicos para las investigaciones realizadas en la presente Tesis Doctoral. 

Sin embargo, en todo momento se siguieron las normas de bienestar animal 

para minimizar, en la medida de lo posible, el sufrimiento de las abejas. 

 

3. RECOGIDA DE MUESTRAS 

Las abejas recogidas en las colmenas se destinaron principalmente a: 

- Determinación de los protocolos de extracción de material 

genético más apropiados para la detección y cuantificación de 

bacterias intestinales, microsporidios y tripanosomátidos 

(Capítulo I). 

- Caracterización de las bacterias intestinales de abejas que no han 

estado expuestas a V. destructor ni N. ceranae (Capítulo III). 
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3.1. Manejo de abejas en el campo 

Para aquellos experimentos en los que se necesitaban abejas adultas, 

estas se obtuvieron según la metodología descrita previamente (Meana, 

Martín-Hernández y Higes 2010). Las muestras de abejas obreras del interior 

de las colmenas se tomaron de uno o varios cuadros externos de cada colmena, 

evitando recoger abejas nodrizas muy jóvenes y la reina. Las abejas se barrieron 

con cuidado con un cepillo de apicultor y se introdujeron en cajas de cartón 

debidamente rotuladas con su número de colmena para su transporte al 

laboratorio.  

Durante el muestreo se prestó especial atención a la cámara de cría y a 

las abejas, así como a la piquera y los alrededores de la colmena en busca de 

signos clínicos o alteraciones en las colonias que indicaran la presencia de 

cualquier patógeno. 

  

Figura 11. Manejo de abejas adultas en las colmenas. Colmenar Experimental del CIAPA de 

Marchamalo, a la izquierda; y recogida de abejas obreras adultas, a la derecha. Fuente: original. 

Las muestras se registraron a la llegada al laboratorio y, posteriormente, 

las abejas se sacrificaron introduciéndolas en un congelador a -80ºC. 

3.2. Procesado de las muestras y extracción de ADN 

Debido a que gran parte de las muestras de abejas utilizadas en cada 

uno de los capítulos procedían de estudios previos, el procesado y la extracción 

del material genético de las muestras de cada capítulo fue diferente. Además, 

la extracción del ADN en alguno de ellos se realizó de forma colectiva mientras 
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que, en otros, de forma individual, como se explica en los capítulos 

correspondientes.  

Sin embargo, algunos aspectos fueron comunes durante el procesado 

de las muestras y se explican a continuación. 

En el caso del procesado de abejas de manera colectiva, se siguió la 

metodología descrita por (Martín‐Hernández et al. 2012). Las abejas se 

introdujeron en bolsas estériles con filtro con agua calidad PCR o tampón AL 

(Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) para su macerado en un Stomacher 80 

Biomaster (Seward Ltd., Worthing, Reino Unido) durante 1 minuto a velocidad 

alta. El número de abejas y el volumen de agua Milli-Q fue variable y se 

encuentra especificado en cada capítulo. El filtrado de cada muestra se pasaba 

a un tubo Falcon de 15 mL estéril. De este, se tomó una alícuota (volumen 

definido en cada capítulo) y se transfirió a una placa de 96 pocillos en la que 

cada pocillo contenía 5 perlas de vidrio de 2 mm de diámetro (Sigma-Aldrich, 

MO, Estados Unidos).  

       

 

Figura 12. Procesado de muestras. Stomacher 80 Biomaster y bolsas estériles con filtro, a la 

izquierda; líquido obtenido del macerado conjunto de las abejas, a la derecha. Fuente: original. 

Para el procesado de abejas individuales, se siguieron los protocolos 

descritos previamente (Jabal-Uriel et al. 2022a). Se utilizaron pinzas estériles 

para separar cuidadosamente el abdomen o el intestino del resto del cuerpo. 

Cada muestra se depositó en un pocillo de una placa de 96 que contenían 5 
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perlas de vidrio de 2 mm de diámetro (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) 

con 180 µL de agua calidad PCR. 

Una vez se dispuso de las muestras en la placa con las perlas de vidrio, 

se homogenizaron en un TissueLyser (Qiagen®, Hilden, Alemania) durante 90 

segundos a 30 Hz. A continuación, se extrajo una alícuota para realizar la 

extracción del material genético. El volumen de esta alícuota dependió del 

protocolo de extracción que se seguiría posteriormente. Los protocolos de 

extracción quedan explicados con detalle en el Capítulo I. 

3.3. Análisis moleculares 

Una vez realizada la extracción del ADN, se realizaron los análisis 

moleculares para la detección y/o cuantificación de bacterias intestinales, 

microsporidios y tripanosomátidos. 

3.3.1. PCR convencional. 

Las reacciones de PCR convencional se realizaron en placas de 96 

pocillos en un termociclador MasterCycler® ep gradient S (Eppendorf, 

Hamburgo, Alemania) (Figura 13) en un volumen final de 25 μL en cada 

reacción 

3.3.1.1. Detección de Nosema spp. 

La detección simultánea de N. apis y N. ceranae por PCR convencional 

se realizó como se describe en Martín-Hernández et al. (2012). Para ello, se 

utilizaron placas comerciales gelificadas de 96 pocillos (Biotools B&M Labs 

S.A., Madrid, España) que contenían la ADN polimerasa HotSplit (Biotools 

B&M Labs S.A., Madrid, España), 0,4 μM de cada cebador, 0,2 μg/μl de BSA, 

0,1% de Triton X-100 que se reconstituyeron con 22,5 μL de H2O calidad 

PCR (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos). 

Las condiciones de amplificación consistieron en un primer paso de 10 

minutos a 95ºC; seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 

68,1ºC y 45 segundos a 72ºC; más una extensión final de 7 minutos a 72ºC.  

Los fragmentos amplificados obtenidos se revelaron mediante 

electroforesis capilar en un QIAxcel System® (Qiagen, Hilden, Alemania) 
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utilizando el paquete comercial QIAxcel DNA Screening® (Qiagen, Hilden, 

Alemania). 

3.3.2. PCR cuantitativa a tiempo real 

Las reacciones realizadas por PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) 

llevaron a cabo en placas de 384 pocillos en un termociclador LightCycler®480 

(Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) (Figura 13) en un volumen final de 10 μL. 

Las reacciones en las que se utilizó sonda tipo Taqman para la detección 

de los microorganismos contenían 5 μL de LightCycler®480 Probes Master Mix 

(Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), 3,2 μL de H2O, 0,3 μM de cada cebador y 

0,2 μM de las sondas respectivas. El programa de amplificación de las qPCRs 

con sonda TaqMan consistió en una incubación inicial de 10 minutos a 95ºC, 

seguido de 45 ciclos de 10 segundos a 95ºC, 30 segundos a 60, y 1 segundo a 

72ºC, más un paso final de enfriamiento 30 segundos a 40ºC. La temperatura 

de anillamiento fue variable para la detección de cada microorganismo y se 

detalla en su respectivo capítulo. 

En el caso de las reacciones de qPCR con SYBR Green, se utilizaron 5 

μL de LightCycler®480 SYBR Green I Master Mix (Roche Diagnostics, Basilea, 

Suiza), 3,2 μL de H2O y 0,3 μM de cada cebador. el programa de amplificación 

consistió en una desnaturalización inicial de 5 minutos a 95ºC; 45 ciclos de 10 

segundos a 95ºC, 10 segundos a 60ºC y 10 segundos a 72ºC; y un paso final de 

enfriamiento de 30 segundos a 40ºC; una curva de disociación a 95ºC durante 

5 segundos, 1 minuto a 65ºC y un aumento progresivo hasta los 97ºC para 

verificar la presencia de dímeros de cebadores o productos inespecíficos, 

seguida de un paso de enfriamiento de 30 segundos a 40ºC. 

En ambos casos, ya fuera con la utilización de sondas TaqMan o de 

SYBR Green, el ciclo de amplificación de cada muestra se analizó con el 

programa informático LightCycler® 480 c1.5.1 (Roche Diagnostics, Basilea, 

Suiza) utilizando el algoritmo estadístico Second Derivate Maximum para calcular 

el punto de cruce (Crossing point, Cp). 
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Figura 13. Termociclador de PCR convencional, a la izquierda; termociclador de qPCR, a la 

derecha. Fuente: original. 
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CAPÍTULO I 

 

Comparación de métodos de 
extracción de ADN para la 

detección y cuantificación de 
bacterias intestinales y parásitos de 

abejas melíferas 
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Comparación de métodos de extracción de ADN para la 

detección y cuantificación de bacterias intestinales y parásitos 
de abejas melíferas 

 
Artículo en preparación 

 
La extracción de ADN es uno de los puntos críticos en biología molecular, ya 

que cualquier error en este punto tendrá efectos amplificados en los procedimientos 

posteriores. En este trabajo, se compararon diferentes protocolos de extracción de ADN 

para determinar el más eficaz para el análisis por PCR convencional y qPCR de parásitos 

(microsporidios y tripanosomátidos) y bacterias intestinales de las abejas. Se recogieron 

muestras de abejas adultas de 30 colonias, y cada una de ellas, compuesta por 60 abejas 

obreras. Las muestras se procesaron siguiendo 5 protocolos de extracción diferentes. Dos 

de ellos empleando el sistema automático BioSprint, basado en partículas magnéticas, con 

un paso previo de incubación con proteinasa K (BS+PK) o proteasa (BS+P). En los tres 

protocolos restantes, se utilizó el tampón Tris-EDTA (TE), dos de ellos con la adición 

de proteinasa K (TE+PK), y uno de estos con tampón de lisis ATL (TE+PK+ATL). 

También se analizó la conservación del ADN extraído con estos métodos tras 14 meses 

mantenido en congelación a -20ºC. Los métodos de extracción más eficaces para la 

posterior detección y/o cuantificación para todos los microorganismos analizados fueron 

los realizados mediante el sistema automático. Sin embargo, el método TE, además de 

ser más rápido y económico, mostró resultados comparables a los métodos automáticos. 

El análisis de las muestras tras 14 meses en congelación mostró que el ADN permanece 

íntegro en aquellas extraídas mediante los métodos automáticos. Aunque en algunos 

casos se observó una disminución en la sensibilidad de detección, el método TE mostró 

que mantuvo una adecuada conservación del ADN. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las técnicas moleculares como la PCR convencional y la PCR 

cuantitativa en tiempo real (qPCR) son herramientas esenciales para la 

investigación de agentes patógenos ya que permiten la identificación y/o la 

medición de la abundancia del microorganismo diana. En este contexto, el 

diseño de protocolos que facilitan la detección y cuantificación de 

microorganismos que parasitan a las abejas es realmente importante para 

evaluar su distribución geográfica y su abundancia en las colonias, con el fin 

último de relacionarlo con las posibles repercusiones que tienen en la salud de 

las abejas.  

Sin embargo, para realizar el análisis de muestras mediante estas 

técnicas se requiere de un paso previo de extracción de los ácidos nucleicos. 

Para la detección de la mayor parte de los patógenos (exceptuando los virus 

ARN) y las bacterias que forman parte de la microbiota, es necesaria la 

extracción del ADN. Esta fase supone un paso crucial, ya que la calidad y 

cantidad del ADN obtenido puede influir de manera notable en la precisión 

de los análisis posteriores y, en consecuencia, en los resultados experimentales. 

Por ello, la calidad y cantidad de éste debe ser lo más elevada posible para 

maximizar la sensibilidad en la detección y cuantificación mediante las técnicas 

moleculares anteriormente indicadas. 

En la investigación de los patógenos y la microbiota intestinal de las 

abejas melíferas, son muchos los protocolos de extracción de material genético 

utilizados para el análisis de microsporidios (Cox-Foster et al. 2007; Paxton et 

al. 2007; Giersch et al. 2009; Martín-Hernández et al. 2012; Ansari et al. 2017; 

Urbieta-Magro et al. 2019a; Urbieta-Magro et al. 2019b; Arismendi et al. 2020), 

tripanosomátidos (Stevanovic et al. 2011; Vejnovic et al. 2018; Bartolomé et al. 

2018; Quintana et al. 2021; Bordin et al. 2022) y bacterias intestinales (Anderson 

et al. 2016; Kešnerová et al. 2020; Castelli et al. 2022; Naree et al. 2022; Zhang 

et al. 2021). Sin embargo, en muchos casos, los laboratorios utilizan los mismos 

métodos para diferentes microorganismos sin realizar un estudio previo que 

demuestren su eficacia específica para cada uno, ya que no todos los métodos 

de extracción de ADN son igualmente eficaces para todos los tipos de 

microorganismos. De hecho, en un estudio previo de nuestro laboratorio 

(Rodríguez-García et al. 2014), ya se observó que había variación en la eficacia 
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entre diferentes métodos de extracción de ADN para la detección de N. 

ceranae. Esto resalta la necesidad de, por un lado, comprobar su adecuación 

para cada microorganismo y, por otro, la búsqueda de procedimientos que 

garanticen una extracción eficiente para diversos microorganismos. Esto no 

sólo facilitaría un análisis más preciso, sino que también optimizaría el uso de 

tiempo y recursos en la investigación. 

Otro aspecto importante es la estabilidad del ADN obtenido mediante 

el método de extracción utilizado, que debe garantizar la integridad y permitir 

su reutilización en análisis posteriores. De esta manera, es posible realizar 

análisis en el futuro sin necesidad de extraer muestras nuevas. 

2. OBJETIVOS 

A la vista de la importancia de seleccionar de forma adecuada el 

método de extracción de ADN de las muestras para su posterior análisis 

molecular, se plantearon los siguientes objetivos: 

- Evaluar la eficacia de cinco protocolos de extracción de ADN para 

la detección y cuantificación de bacterias y parásitos intestinales de 

las abejas melíferas. 

- Analizar la estabilidad del ADN extraído con estos cinco métodos 

tras un periodo de almacenamiento para verificar su idoneidad para 

un nuevo análisis. 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Muestreos de abejas 

En noviembre de 2020, se muestrearon abejas adultas de 30 colonias 

ubicadas en dos colmenares experimentales del Centro de Investigación 

Apícola y Agroambiental (CIAPA) de Marchamalo, España. Las muestras se 

procesaron utilizando diferentes protocolos de extracción del material 

genético. Posteriormente, se analizaron por PCR convencional y por qPCR 

para la detección de bacterias de la microbiota intestinal de las abejas (Ba. apis 

y F. perrara), de microsporidios (N. ceranae y N. apis) y tripanosomátidos (L. 

passim) con el objetivo de seleccionar el método de extracción más adecuado a 

cada uno de estos microorganismos y evaluar la posibilidad de utilizar muestras 

almacenadas en el CIAPA para estudios posteriores. 
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Se recogieron unas 150 abejas según se describe en la Metodología 

general, las cuales fueron transportadas al laboratorio de forma inmediata y 

conservadas en -80ºC para garantizar la conservación del ADN hasta el 

momento de su procesado. 

Adicionalmente, se incluyó un segundo lote de muestras de 30 colonias 

previamente confirmadas como positivas a L. passim. 

3.2. Procesado de las muestras 

De cada colmena se tomó una submuestra de 60 abejas obreras, que se 

procesaron de forma colectiva como se indica en el apartado Metodología 

general. En este caso, se introdujeron en bolsas estériles con 10 mL de agua 

calidad PCR (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos). Se preparó un blanco 

como control negativo de extracción, al que se añadió únicamente agua calidad 

PCR y se procesó en paralelo. 

3.3. Extracción de ADN 

De cada macerado obtenido se tomaron 600 µL que se dispensaron en 

tubos individuales con perlas de cerámica (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), 

almacenando el excedente a -20ºC. Los tubos se agitaron en un MagNaLyser 

(Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) durante 95 segundos a 7000 rpm para 

facilitar la lisis de las bacterias intestinales y parásitos a estudiar (microsporidios 

y tripanosomátidos). Tras la lisis, una alícuota de cada macerado resultante se 

pasó a una placa de 96 pocillos y se procesó por los distintos métodos que se 

indican a continuación. El esquema general de los diferentes protocolos se 

muestra en la Figura 14. 

3.3.1. Sistema de extracción automática 

El material genético se extrajo incubando 150 µL de muestra de dos 

formas diferentes que se describen a continuación: 

Método BS+PK: el volumen mencionado de cada muestra se 

transfirió a una placa Deppwell (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se 

añadieron 30 µL de tampón ATL (Qiagen, Hilden, Alemania) y 20 µL de 

proteinasa K (Qiagen, Hilden, Alemania) a cada muestra. La placa se selló con 

una película plástica y se incubó a 56ºC durante aproximadamente 12 horas a 

300 rpm (Martín‐Hernández et al. 2012). Posteriormente, se añadieron 200 µL 
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de tampón AL, 200 µL de isopropanol y 30 µL de partículas magnéticas 

MagAttract Susp G (Qiagen, Hilden, Alemania). La extracción y purificación del 

ADN se realizó mediante el sistema automático BioSprint con el paquete 

comercial BioSprint® 96 DNA Blood Kit y usando el programa BS96 DNA 

Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania). 

Método BS+P: en este caso, a cada muestra se añadieron 150 µL de 

tampón AL y 15 µL de proteasa (Qiagen, Hilden, Alemania). La placa se selló 

y se incubó a 70ºC durante 10 minutos a 300 rpm. Una vez finalizada la 

incubación, la extracción y purificación del ADN se realizaron utilizando el 

mismo programa que el método BS+PK, arriba mencionado. 

El material genético ya extraído se conservó a -20ºC hasta su análisis 

molecular. 

3.3.2. Tampón Tris-EDTA 

Con este protocolo, se realizaron 3 extracciones de ADN utilizando 50 

µL de muestra en cada una de ellas: 

Método TE: a cada una de las muestras se le añadieron 50 µL de 

tampón Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0, Sigma-

Aldrich, MO, Estados Unidos) en proporción 1:1 que se incubaron a 95ºC 

durante 20 minutos. 

Método TE+PK: en este método, en primer lugar, se adicionó 6,6 µL 

de proteinasa K (Qiagen, Hilden, Alemania) por meustra. La placa se selló 

posteriormente con una película plástica y se incubó a 56ºC durante 

aproximadamente 12 horas a 300 rpm. Terminada esta incubación, se 

añadieron 56,6 µL de tampón TE a cada muestra (proporción 1:1). 

Posteriormente, se realizó una segunda incubación igual que la descrita en el 

método TE. 

Método TE+PK+ATL: en este protocolo, además de añadir 6,6 µL 

de proteinasa K, se añadieron 10 µL de tampón de lisis ATL recomendado por 

el fabricante (Qiagen, Hilden, Alemania) por muestra y se incubaron a 56ºC 

durante aproximadamente 12 horas a 300 rpm Posteriormente, se añadieron 

66,6 µL de tampón TE a cada muestra (proporción 1:1) y se incubaron igual 

que en el método TE. 
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Una vez se tuvieron todas las muestras procesadas mediante los 

diferentes protocolos, se conservaron a -20ºC hasta su análisis molecular. 

 

Figura 14. Esquema de los diferentes protocolos de extracción de ADN utilizados para el 

procesado de las muestras, volumen de muestra utilizado en cada uno de ellos, volúmenes de 

reactivos añadidos a las muestras y tiempos de incubación. 

3.4. Análisis molecular 

Tras la extracción del ADN por cada uno de los métodos descritos, se 

procedió a la detección simultánea de N. apis y N. ceranae mediante la técnica 

de PCR convencional descrita por Martín-Hernández et al. (2012); mientras 

que para la detección de L. passim se utilizó la técnica descrita por Stevanovic 

et al. (2016). Para la detección y cuantificación mediante qPCR, se utilizaron 

los cebadores específicos para bacterias intestinales descritos por Kešnerová et 
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al. (2017), para N. ceranae (Urbieta-Magro et al. 2019b) y para L. passim 

(Buendía-Abad, Martín-Hernández y Higes 2023) (Tabla 2). 

Técnica Especie Cebadores Secuencia 5'-3' Referencia 

PCR 

N. ceranae 
MITOC-FOR CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA 

Martín-
Hernández 
et al. (2012) 

MITOC-REV CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 

N. apis 
APIS-FOR GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 

APIS-REV GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG 

L. passim 
LpCytb_F1 CGAAGTGCACATATATGCTTTAC Stevanovic 

et al. (2016) LpCytb_R GCCAAACACCAATAACTGGTACT 

qPCR 

N. ceranae 

PTP3-F TGCTGATGTTATGGCTACAGAAG 
Urbieta-

Magro et al. 
(2019b) 

PTP3-R TACAGATTGCGCTGCTTTAA 

PTP3-P GCCAGGAA (UPL #72) 

Ba. apis 
Bart-F GTGGGAATCTACCTATTTCTACG 

Kešnerová et 
al. (2017) 

Bart-R AACGCGGGCTCATCTATCTC 

F. perrara 
Frisch-F GGAAGTTATGTGTGGGATAAGC 

Frisch-R CTATTCTCAGGTTGAGCCCG 

L. passim 

qLpass_TOPII_F GGCCATGGAAATACTCGAGTCT 
Buendía-

Abad et al. 
(2023) 

qLpass_TOPII_R ACCTTGCCTTCCTTCTTGAGATT 

qLpass_TOPII_P 6FAM-CCTCGACACGC+T+TA+GT-BHQ1 

 

Tabla 2. Cebadores y sondas empleadas en la detección de bacterias intestinales, microsporidios 

y tripanosomátidos por las diferentes técnicas de PCR. 

El protocolo para la detección de N. apis y N. ceranae por PCR 

convencional, así como la visualización de los fragmentos amplificados, se 

encuentra descrito en la Metodología general. En cuanto a las reacciones 

para la detección de L. passim, cada reacción contenía 12,5 μL de la enzima 

FastStart PCR Master® (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) y 0,5 μM de cada 

cebador, utilizando las mismas condiciones que para Nosema spp., aunque 

utilizando una temperatura de anillamiento fue de 55ºC. 

La detección y cuantificación por qPCR de N. ceranae y L. passim por 

qPCR se realizó con sondas TaqMan específicas, mientras que para las 

bacterias intestinales se utilizó SYBR Green, siguiendo los protocolos descritos 

en la Metodología general. Sin embargo, en el caso de L. passim, la 

temperatura de anillamiento era de 61ºC. 
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3.4.1. Evaluación del volumen de extracto de ADN 

Para los análisis moleculares, se utilizaron diferentes volúmenes de 

extracto de ADN para las correspondientes determinaciones por PCR (Tabla 

3). Para la PCR convencional se emplearon 2,5 µL, que es el volumen 

estandarizado en el laboratorio de patología del CIAPA para la detección de 

microsporidios (Martín‐Hernández et al. 2012). Dado que el volumen de 

muestra inicial en los métodos BS (150 µL) era tres veces mayor que en el 

método TE (50 µL), y el volumen de elución era el mismo en ambos casos 

(100 µL), fue necesario ajustar el volumen de ADN utilizado en cada PCR para 

comprobar si la concentración final de ADN influía en la sensibilidad del 

método analítico (volumen ajustado). Por tanto, para calcular el volumen de 

ADN en el método TE, se multiplicó por 3 el volumen de utilizado en los 

métodos BS. Aunque el volumen de muestra fue el mismo que en el método 

TE, el volumen de solución final fue mayor en los métodos TE+PK (113 µL) 

y TE+PK+ATL (133 µL). Por lo tanto, se multiplicó el volumen de ADN 

utilizado en el método TE por 1,13 y 1,33 para determinar el volumen de 

extracto de ADN para los métodos TE+PK y TE+PK+ATL, 

respectivamente. 

En el caso de la qPCR, la técnica estandarizada en el Laboratorio de 

Patología del CIAPA (Urbieta-Magro et al. 2019b) utiliza 5 µL de extracto de 

ADN en un volumen final de 20 µL (proporción 1:4). Para mantener esta 

proporción y dado que todas las qPCRs en este estudio se realizarían a 10 µL 

de volumen final, se utilizaron 2,5 µL de ADN. Este volumen también se 

utilizó para bacterias intestinales y para tripanosomátidos. Sin embargo, para 

bacterias intestinales y tripanosomátidos, el Laboratorio de Patología tiene 

estandarizada la técnica de qPCR con un volumen final de reacción a 10 µL y 

1 µL de extracto de ADN, por lo que este volumen también se utilizó para 

detectar y cuantificar N. ceranae. Con este último volumen se realizó el ajuste 

para los métodos TE como se ha descrito anteriormente para PCR 

convencional. 
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 PCR convencional  qPCR 

Método 
Volumen 

estandarizado (µL) 
Volumen 

ajustado (µL) 
 Volumen 

estandarizado (µL) 
Volumen 

ajustado (µL) 

BS + PK 2,5 -  2,5 1 

BS + P 2,5 -  2,5 1 

TE 2,5 7,5  2,5/1 3 

TE + PK 2,5 8,25  2,5/1 3,3 

TE + PK + ATL 2,5 10  2,5/1 4 

 

Tabla 3. Volúmenes de muestra estandarizados en el Laboratorio de Patología Apícola y 

volúmenes de ADN ajustados tras el ajuste para cada método de extracción para PCR 

convencional y qPCR para un volumen de reacción final de 25 µL y 10 µL, respectivamente. 

A lo largo de todos los procesos se incluyeron controles negativos de 

extracción y PCR para descartar posibles contaminaciones. Igualmente, se 

incluyó un control positivo de muestras previamente confirmadas para cada 

uno de los microorganismos estudiados en cada PCR para confirmar el 

correcto funcionamiento de la técnica. 

Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado, para confirmar 

la sensibilidad y la repetibilidad de cada método y volumen de ADN utilizado 

mediante las técnicas descritas. En todos los casos, si al menos uno de los 

replicados de las muestras analizadas resultó positivo, dicha muestra se 

consideró positiva. La repetibilidad se calculó en base al número de muestras 

que fueron positivas en cada uno de los replicados. 

3.4.2. Conservación del ADN 

Transcurridos 14 meses desde el análisis molecular, se seleccionaron 

aleatoriamente 10 muestras positivas a los microorganismos analizados 

extraídas por cada método para realizar una comprobación de la estabilidad 

del ADN almacenadas a -20ºC. En este caso, el análisis de las 10 muestras se 

llevó a cabo utilizando únicamente 2,5 µL para PCR convencional y 1 µL para 

qPCR. 

3.5. Análisis estadísticos 

En el caso de la técnica de qPCR, la eficacia de cada método de 

extracción se evaluó comparando los valores de Cp obtenidos de los análisis 

realizados. Para ello, se realizaron comparaciones múltiples utilizando la 
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prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. En caso de significación, se aplicó la 

prueba Mann-Whitney con corrección de Bonferroni para las comparaciones 

por pares, considerando el uso de 1 µL, 2,5 µL o el volumen ajustado de ADN 

molde. 

De la misma manera, se utilizaron los valores de Cp obtenidos en la 

comparación de los volúmenes utilizados para cada método de extracción y se 

compararon para determinar su influencia en la cuantificación. Se realizaron 

comparaciones por pares con la prueba no paramétrica Mann-Whitney con 

corrección de Bonferroni para ver si había diferencias en la utilización de 1 µL, 

2,5 µL o el volumen ajustado de ADN molde. De la misma manera, se 

compararon los valores de Cp del primer análisis con el realizado 14 meses 

después de las 10 muestras positivas a cada especie para comprobar la 

estabilidad del ADN tras un largo período de tiempo almacenado a -20ºC. 

Los valores de p<0,05 se consideraron como estadísticamente 

significativos. Todos los análisis se llevaron a cabo usando el programa 

informático IBM® SPSS® Statistics 25.0. 

4. RESULTADOS 

En los todos los controles negativos, tanto de la fase de extracción 

como de PCR, no hubo amplificación para las especies analizadas, descartando 

por tanto contaminación durante todo el proceso. En los controles positivos 

de cada una de las especies se registró amplificación de la manera esperada sin 

detectar amplificaciones inespecíficas, confirmándose el funcionamiento de la 

técnica de la forma adecuada.  

La observación del extracto de ADN por cada método mostró 

diferencias características. En el caso de los métodos automáticos, el extracto 

de ADN se mostraba de un color claro y sin residuos, debido a que esta técnica 

incluye un paso de purificación de ADN. En cambio, el ADN extraído con los 

métodos basados en el tampón TE presentó una apariencia diferente ya que 

en estos métodos no se realiza ninguna purificación y el material genético en 

suspensión se encuentra junto con otros componentes de la muestra como 

restos celulares, partículas, proteínas, etc. (Figura 15). 
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Figura 15. Muestras extraídas con los métodos automáticos (izquierda) y con los métodos basados 

en el tampón TE (derecha). Fuente: original. 

4.1. Microsporidios 

Ninguna de las 30 muestras analizadas fue positiva a N. apis, y 11 de 

ellas fueron negativas también a N. ceranae en PCR convencional como en 

qPCR, por lo que se consideraron verdaderas negativas. 

4.1.1. PCR convencional 

Los métodos que permitieron detectar por esta técnica un mayor 

número de muestras positivas a N. ceranae, y que por lo tanto mostraron mayor 

eficacia, fueron los métodos automáticos y el método TE+PK+ATL, con el 

63,3% de las muestras positivas utilizando 2,5 µL de extracto de ADN. Con 

estos tres métodos se registraron amplificaciones en todos los replicados, a 

excepción del método BS+P, que tuvo una repetibilidad del 96,6%. 

Los métodos TE y TE+PK permitieron la detección de N. ceranae en 

el 60% y el 50% de las muestras, respectivamente. Con el método TE, la 

repetibilidad fue del 93,3%, mientras que con el método TE+PK fue del 90%.  

Con los volúmenes de ADN ajustados, la sensibilidad de la PCR y la 

repetibilidad se mantuvo con el método TE y mejoró con el método TE+PK, 

permitiendo la detección de N. ceranae en el 56,6% de las muestras con una 

repetibilidad del 93,3%. En cambio, con el método TE+PK+ATL, que fue de 

los más eficaces con 2,5 µL, no se registró ninguna muestra positiva a N. 

ceranae. 
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Tabla 4. Número de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a N. ceranae en 

cada uno de los métodos de extracción por PCR convencional. 

4.1.2. qPCR 

Detección 

Utilizando 2,5 µL de ADN, los métodos BS+PK, BS+P y TE 

permitieron la detección del microsporidio en el 63,3% de las muestras, 

mientras que con el método TE+PK solo se logró la detección en el 43,3% de 

las muestras. La repetibilidad con los métodos automáticos fue del 100% pero 

en el caso del método TE fue del 80% y con el método TE+PK del 76,6%. 

Con el método TE+PK+ATL no se registró ninguna muestra positiva.  

(Tabla 5).  

 Al realizar los análisis con 1 µL de extracto de ADN, los métodos con 

los que se registró un mayor número de muestras positivas fueron, 

 2,5 µL Volúmenes ajustados 

Muestra TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS + P TE + PK + ATL TE + PK TE 

174 + + + + + - + + + + - - + + + + 

302 + + + + + + + + + + - - + + + + 

176 - - - - - - - - - - - - - - - - 

172 + + - - + + + + + + - - - + - + 

177 + + + + + + + + + + - - + + + + 

303 + + - - + - + + + + - - - - + - 

178 + + - + + + + + + + - - + + + + 

179 + + + + + + + + + + - - + + + + 

180 + + - + + + + + + + - - + + + + 

305 - - - - - - - - - - - - - - - - 

185 + + + + + + + + + + - - + + + + 

186 + + + + + + + + + + - - + + + + 

187 + + + + + + + + + + - - + + + + 

188 + + + + + + + + + + - - + + + + 

312 + + + + + + + + + + - - + - + + 

18 + + + + + + + + + + - - + + + + 

20 + + + + + + + + + + - - + + + + 

23 - - - - - - - - - - - - - - - - 

3 - - - - - - - - - - - - - - - - 

56 + + - + + + + + + + - - + + + + 

4 + + + + + + + + + + - - + + + + 

57 - - - - - - - - - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - - - - - - - - - 

59 + + - - - - + + - + - - - - - - 

10 - - - - - - - - - - - - - - - - 

6 - - - - - - - - - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - - - - - - - - - 

29 + + - - + + + + + + - - + + + + 

26 - - - - - - - - - - - - - - - - 

15 - - - - - - - - - - - - - - - - 

Positivos por 
réplica 

19 19 12 15 18 16 19 19 18 19 0 0 16 16 17 17 

Positivos 
totales 

19 15 18 19 19 0 17 18 
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nuevamente, los métodos automáticos (BS+PK y BS+P) y el método TE, 

junto con el método TE+PK+ATL, con los que se detectó N. ceranae en el 

63,3% de las muestras. La repetibilidad de estos métodos fue del 100%, 96,6%, 

93,3% y 70%, respectivamente. El método que mostró ser el menos eficaz fue 

el método TE+PK, que permitió la detección de N. ceranae en el 53,3% de las 

muestras (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Número de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a N. ceranae en 

cada uno de los métodos de extracción por qPCR. 

Cuantificación 

Al analizar los valores de Cp utilizando 2,5 µL de ADN, se observaron 

diferencias significativas entre los diferentes métodos de extracción (Kruskal-

Wallis, p<0,05). Los métodos automáticos junto con el método TE 

permitieron obtener valores de Cp significativamente más bajos, lo cual indica 

mayores cargas de ADN, aunque no se observaron diferencias significativas 

entre ellos (Mann-Whitney, p>0,05). Sin embargo, el método con el que se 

 

 2,5 µL 1 µL 

Muestra TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS + P TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS + P 

174 - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

302 - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

176 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

172 - - - - + + + + + + + + - - + + + + + + 

177 - - + - + + + + + + + + + + - + + + + + 

303 - - - - - + + + + + - + - - + + + + + + 

178 - - + + - + + + + + - + + + + + + + + + 

179 - - + + + + + + + + - + + + + + + + + + 

180 - - - - - + + + + + + + + + + + + + + + 

305 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

185 - - - - + + + + + + + + + + + + + + + + 

186 - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + 

187 - - - + + + + + + + - + + + + + + + + + 

188 - - - - + - + + + + - + + + + + + + + + 

312 - - + + + + + + + + - + + + + + + + + + 

18 - - - + + - + + + + - + + + + + + + + + 

20 - - + + + + + + + + + - + + + + + + + + 

23 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

56 - - + - + + + + + + + + + + + + + + + + 

4 - - - + + + + + + + + + + + + + + + + + 

57 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

59 - - - - + - + + + + + - - - + - + + - + 

10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

6 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

29 - - + - + + + + + + + + + - + + + + + + 

26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Positivos por 
réplica 

0 0 9 10 16 16 19 19 19 19 12 17 16 15 18 18 19 19 18 19 

Positivos 
totales 

0 13 19 19 19 19 16 19 19 19 
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registraron los valores de Cp más altos, fue el método TE+PK (Mann-

Whitney, p<0,05) (Figura 15). 

Al utilizar 1 µL de extracto de ADN, también se observaron diferencias 

significativas (Kruskal-Wallis, p<0,05). Con los métodos TE+PK+ATL, TE 

y los dos métodos automáticos, se registraron los valores de Cp 

significativamente más bajos, sin diferencias significativas entre ellos (Mann-

Whitney, p>0,05). De nuevo, el método TE+PK fue el método con los valores 

de Cp significativamente más altos en comparación con el resto de los 

métodos (Mann-Whitney, p<0,05) (Figura 16). 

Al comparar los valores de Cp obtenidos al utilizar 2,5 µL y 1 µL de ADN en 

cada uno de los métodos de extracción, no se observaron diferencias 

significativas, por lo que el volumen de ADN utilizado no afectó a la carga 

parasitaria independientemente del método de extracción utilizado (Mann-

Whitney, p>0,05). 

 

Figura 16. Valores de Cp de N. ceranae en cada uno de los métodos de extracción en función de 

los volúmenes de extracto de ADN utilizado. Los métodos que no registraron amplificación en 

ninguna muestra no se encuentran representados gráficamente. 

4.2. Bacterias intestinales 

4.2.1. Bartonella apis 

Detección 

Los resultados obtenidos en la detección de Ba. apis se muestran en la 

Tabla 6. Los métodos de extracción que ofrecieron una mayor eficacia para la 
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detección de Ba. apis fueron los métodos automáticos y el método TE, con los 

que se detectó esta bacteria en el 100% de las muestras y que presentaron una 

repetibilidad del 100%, utilizando tanto 2,5 µL como 1 µL. Sin embargo, con 

el método BS+P, en una de las muestras no se mostró amplificación en 

ninguno de los replicados cuando se utilizó 1 µL de ADN. En cuanto al 

método TE, cuando se utilizaron los volúmenes ajustados, se observó una 

disminución de la sensibilidad de la PCR y de la repetibilidad, detectando la 

bacteria en el 83,3% de las muestras con una repetibilidad del 93,3%. 

El siguiente método en términos de eficacia fue el método TE+PK, 

con el que se registró el 96,6% de las muestras positivas con una repetibilidad 

del 93,3% cuando se utilizó 1 µL de extracto de ADN, y en el 73,3% de las 

muestras con una repetibilidad del 90% cuando se utilizaron 2,5 µL. En 

cambio, con los volúmenes ajustados, la sensibilidad de la PCR mejoró 

logrando detectar la bacteria en el 96,6% de las muestras y manteniendo la 

repetibilidad. 

La extracción con el método TE+PK+ATL no permitió la detección 

de Ba. apis en ninguna muestra cuando se utilizaron 2,5 µL de ADN ni con los 

volúmenes ajustados. Solo al utilizar 1 µL de ADN se observaron muestras 

positivas en el 50% de las muestras con una repetibilidad del 70%. 
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Cuantificación 

Cuando nos fijamos en los valores de Cp, se observaron diferencias 

significativas entre los diferentes métodos en todos los volúmenes de extracto 

de ADN utilizados (Kruskal-Wallis, p>0,05). Los métodos con los que se 

registraron los menores valores fueron los métodos automáticos 

independientemente del volumen de muestra utilizado (Mann-Whitney, 

p<0,05). Con el método TE, utilizando 2,5 µL de ADN, no se mostraron 

diferencias en la carga bacteriana en comparación con los métodos 

automáticos (Mann-Whitney, p>0,05), ni tampoco con el método BS+P 

utilizando 1 µL ni con los volúmenes ajustados (Mann-Whitney, p>0,05). El 

método menos sensible fue el método TE+PK+ATL seguido del método 

TE+PK (Figura 17). 

No se observaron diferencias significativas en los valores de Cp de cada 

método al compararlos con los diferentes volúmenes utilizados (Kruskal-

Wallis, p>0,05). 

 

Figura 17. Valores de Cp de Ba. apis en cada uno de los métodos de extracción en función de los 

volúmenes de extracto de ADN utilizado. Los métodos que no registraron amplificación en 

ninguna muestra no se encuentran representados gráficamente. 
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4.2.2. Frischella perrara 

Detección 

Cuando se utilizaron 2,5 µL de ADN, el método más sensible fue el 

método BS+PK con el 100% de las muestras positivas, seguido del método 

BS+P, con el 96,6% de las muestras positivas, ambos con una repetibilidad del 

100%. Con el método TE y TE+PK se mostró una considerable pérdida de la 

sensibilidad con este volumen, detectando la bacteria en el 63,3% y el 23,3% 

de las muestras, respectivamente. 

Sin embargo, fue utilizando 1 µL de ADN con los que se detectó un 

mayor número de muestras positivas, de tal manera que los métodos 

automáticos y el método TE permitieron la detección de F. perrara en el 100% 

de las muestras positivas. En cuanto a la repetibilidad, con los métodos 

automáticos se alcanzó el 96,6%, mientras que con el método TE fue del 90%. 

A continuación, se situó el método TE+PK con el 83,3% de las muestras 

positivas y una repetibilidad del 93,3%. 

El método TE+PK+ATL no mostró ninguna muestra positiva a esta 

bacteria para ninguno de los volúmenes utilizados. (Tabla 7). 
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Cuantificación 

En lo referido a los valores de Cp, independientemente del volumen 

utilizado, también se observaron diferencias significativas entre alguno de los 

métodos (Kruskal-Wallis, p<0,05). Los métodos con los que se obtuvieron 

valores de Cp significativamente menores fueron el BS+PK y BS+P (Mann-

Whitney, p<0,05), indicando que mejoran la sensibilidad de la técnica de 

qPCR. El método TE no mostró diferencias significativas con el método 

TE+PK cuando se utilizó el volumen ajustado (Mann-Whitney, p>0,05) 

(Figura 18). 

No se observaron diferencias significativas en los valores de Cp de cada 

método al compararlos con los diferentes volúmenes utilizados (Kruskal-

Wallis, p>0,05). 

 

Figura 18. Valores de Cp de F. perrara en cada uno de los métodos de extracción en función de 

los volúmenes de extracto de ADN utilizados. Los métodos que no registraron amplificación en 

ninguna muestra no se encuentran representados gráficamente. 
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4.3. Lotmaria passim 

En el primer lote de 30 muestras, no se detectó la presencia de L. 

passim, ni por PCR convencional ni por qPCR. Por este motivo, se 

seleccionaron nuevas muestras procedentes de colonias que previamente 

habían sido confirmadas como positivas a L. passim utilizando la misma técnica 

de qPCR descrita en este estudio. 

4.3.1. PCR convencional 

 Los resultados obtenidos por PCR convencional revelaron que, al utilizar 2,5 

µL de ADN, los métodos BS+P y BS+PK ofrecieron los mejores resultados, 

permitiendo la detección L. passim en el 76,6% y el 73,3% de las muestras, 

respectivamente, con una repetibilidad del 93,3% y 80%.  

En comparación, con el método TE se obtuvo amplificación en el 60% de las 

muestras, pero con una repetibilidad del 70%. Con los métodos TE+PK y 

TE+PK+ATL no se detectó L. passim en ninguna muestra con este volumen 

de ADN (Tabla 8).  

Asimismo, con los métodos basados en el tampón TE no se detectó ninguna 

muestra positiva con los volúmenes ajustados (Tabla 8). 
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Tabla 8. Número de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a L. passim en 

cada uno de los métodos de extracción por PCR convencional. 

4.3.2. qPCR 

Detección 

Cuando se utilizó la técnica de qPCR utilizando 2,5 µL de ADN, 

ninguna muestra fue positiva para ninguno de los métodos de extracción. De 

igual forma, cuando se utilizó 1 µL, con los métodos TE+PK+ATL y TE+PK 

no se detectó L. passim en ninguna muestra, tan solo los métodos TE y los dos 

métodos automáticos permitieron su detección. El método con el que se 

registró el mayor número de muestras positivas fue el método BS+P, con un 

76,6% de las muestras positivas, seguido del método BS+P y el método TE, 

con los que se logró el 73,3% y 70% de las muestras positivas, respectivamente. 

En estos tres métodos la repetitividad fue de al menos del 96,6% (Tabla 9). 

 

 2,5 µL Volúmenes ajustados 

Muestra TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS + P TE + PK + ATL TE + PK TE 

PA19-0765 - - - - - + - - + + - - - - - - 

PA19-0809 - - - - - + + + + + - - - - - - 

PA19-0813 - - - - - - + - + + - - - - - - 

PA19-0861 - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0054 - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0295 - - - - - + - - - - - - - - - - 

PA20-0302 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA20-0304 - - - - + + - + + + - - - - - - 

PA20-0306 - - - - - + + - + + - - - - - - 

PA20-0312 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA20-0314 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA20-0343 - - - - - - + + + + - - - - - - 

PA20-0653 - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0880 - - - - - - + + + - - - - - - - 

PA20-0889 - - - - - + + + + + - - - - - - 

PA20-0892 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA20-0896 - - - - + - + + + + - - - - - - 

PA20-0898 - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA21-0285 - - - - + - + - + + - - - - - - 

PA21-0287 - - - - - - + + + + - - - - - - 

PA21-0289 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA21-0292 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA21-0293 - - - - + - + + + + - - - - - - 

PA21-0295 - - - - - - - + + - - - - - - - 

PA21-0296 - - - - - - + - + + - - - - - - 

PA21-0297 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA21-0298 - - - - + + + + + + - - - - - - 

PA21-0318 - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA21-0328 - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA21-0329 - - - - + - + + + + - - - - - - 

Positivos por 
réplica 

0 0 0 0 13 14 20 18 23 21 0 0 0 0 0 0 

Positivos 
totales 

0 0 18 22 23 0 0 0 
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Tabla 9. Número de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a L. passim en 

cada uno de los métodos de extracción por qPCR. 

Cuantificación 

Cuando se compararon los valores de Cp entre los tres métodos que 

permitieron la detección de L. passim no se observaron diferencias 

significativas (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 19). 

 

Figura 19. Valores de Cp de L. passim en cada uno de los métodos de extracción en función de 

los volúmenes de extracto de ADN utilizados. Los métodos que no registraron amplificación en 

ninguna muestra no se encuentran representados gráficamente. 

 

 2,5 µL 1 µL 

Muestra TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS + P TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS + P 

PA19-0765 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + 

PA19-0809 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA19-0813 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA19-0861 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0054 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0295 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0302 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0304 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0306 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0312 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0314 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0343 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0653 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA20-0880 - - - - - - - - - - - - - - + - + + + + 

PA20-0889 - - - - - - - - - - - - - - - - + + + + 

PA20-0892 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0896 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA20-0898 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA21-0285 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0287 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0289 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0292 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0293 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0295 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0296 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0297 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0298 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

PA21-0318 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA21-0328 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

PA21-0329 - - - - - - - - - - - - - - + + + + + + 

Positivos por 
réplica 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 21 20 22 22 22 23 

Positivos 
totales 

0 0 0 0 0 0 0 21 22 23 
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Los resultados totales de las réplicas y del número de muestras positivas en 

cada método de extracción y de cada microorganismo se representa en la 

Tabla 10. 

 

Tabla 10. Tabla resumen con los recuentos totales de los replicados y muestras positivas para 

todos los microorganismos analizados en cada método de extracción. 
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4.4. Conservación del ADN 

Para verificar la integridad del ADN en función del método de 

extracción, se seleccionaron aleatoriamente 10 muestras positivas del primer 

análisis, las cuales se analizaron nuevamente 14 meses después de la extracción, 

tanto por PCR convencional utilizando únicamente 2,5 µL de muestra como 

por qPCR utilizando 1 µL. 

4.4.1. PCR convencional 

En cuanto a la detección por PCR convencional, las 10 muestras 

positivas resultaron nuevamente positivas a N. ceranae independientemente del 

método de extracción (Tabla 11). 

Sin embargo, en lo referido a L. passim, la extracción con los métodos 

automáticos mantuvo el número de positivos, mientras que con el método TE 

se perdió sensibilidad en la PCR, registrando sólo el 60% de las muestras 

positivas. Las muestras extraídas con los métodos TE+PK+ATL y TE+PK 

no se volvieron a analizar para L. passim puesto que no hubo ninguna muestra 

positiva tras el primer análisis (Tabla 11). 

 N. ceranae  L. passim 

Método Nov-20 Ene-22  Nov-20 Ene-22 

TE + PK + ATL 10 10  0 - 

TE + PK 10 10  0 - 

TE 10 10  10 6 

BS + PK 10 10  10 10 

BS + P 10 10  10 10 

 

Tabla 11. Número de muestras positivas a N. ceranae y L. passim en el primer análisis y 

transcurridos 14 meses desde la extracción del ADN por PCR convencional. 

4.4.2. qPCR 

Detección 

El análisis por qPCR tras 14 meses desde la extracción del ADN 

mostró que todas las muestras extraídas con el método automático, 

independientemente de si fueron incubadas con proteinasa K o proteasa, 

fueron positivas para todas las especies analizadas. No obstante, con los 
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métodos basados en el tampón TE, los resultados fueron algo más variados, 

con una pérdida de la sensibilidad de la qPCR en la mayoría de los casos.  

Para N. ceranae, la extracción con los métodos TE+PK y TE permitió 

la detección del microsporidio en el 90% y 80% de las muestras, 

respectivamente, mientras que con el método TE+PK+ATL se detectó en el 

70% (Tabla 12).   

En el caso de L. passim, el 100% de las muestras volvieron a ser 

positivas independientemente del método de extracción (Tabla 12). 

Para Ba. apis, los métodos TE+PK y TE volvieron a permitir su 

detección en todas las muestras seleccionadas, mientras que con el método 

TE+PK+ATL se observó cierta pérdida de la sensibilidad de la técnica 

analítica, detectando la bacteria en el 90% de las muestras.  Para F. perrara, se 

observó una disminución en el número de positivos cuando las muestras se 

extrajeron con los métodos TE y TE+PK, detectándose en el 70% y el 40% 

de las muestras, respectivamente (Tabla 12).  

Dado que en el primer análisis no hubo ninguna muestra positiva a L 

passim en los métodos TE con incubación con proteinasa K ni a F. perrara en 

el método TE+PK, no se realizó el análisis de estas muestras (Tabla 12). 

 N. ceranae  L. passim  Ba. apis  F. perrara 

Método 
nov-
20 

ene-
22 

 nov-
20 

ene-
22 

 nov-
20 

ene-
22 

 nov-
20 

ene-
22 

TE + PK + ATL 10 7  0 -  10 1  0 - 

TE + PK 10 9  0 -  10 10  10 4 

TE 10 8  10 10  10 10  10 7 

BS + PK 10 10  10 10  10 10  10 10 

BS + P 10 10  10 10  10 10  10 10 

 

Tabla 12. Número de muestras positivas a bacterias intestinales, N. ceranae y L. passim en el primer 

análisis y transcurridos 14 meses desde la extracción del ADN por qPCR. 

Cuantificación 

En cuanto a los valores de Cp, no se observaron diferencias 

significativas al analizar de nuevo las muestras 14 meses después de la 
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extracción, independientemente del método de extracción utilizado y de la 

especie analizada (Mann-Whitney, p>0,05) (Figura 20). 

 

Figura 20. Valores de Cp de N. ceranae, L. passim y bacterias intestinales en cada uno de los 

métodos de extracción tras 14 meses desde la extracción del ADN. 

5. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la 

importancia de seleccionar adecuadamente el método de extracción del 

material genético de las muestras para que los métodos moleculares de 

detección y cuantificación resulten sensibles y repetibles, ya que no todos los 

métodos de extracción son igualmente eficaces para todos los 

microorganismos. 

De forma general, al comparar todos los métodos de extracción de este 

estudio, independientemente del volumen de ADN utilizado, los que 

mostraron una mayor eficacia, atendiendo a la sensibilidad y a la repetibilidad 

de la técnica molecular realizada posteriormente, fueron los llevados a cabo 
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tras el procesado y extracción con el sistema automático BioSprint. De hecho, 

las diferencias fueron significativamente notables en comparación con los 

métodos basados en el tampón TE, especialmente cuando las muestras se 

incubaban previamente con proteinasa K. 

El sistema automático BioSprint utiliza unas partículas magnéticas a las 

que se une el ADN. Posteriormente, mediante la presencia de un campo 

magnético, estas partículas en suspensión con el ADN adherido se eluyen en 

tampón AE. De esta manera, el ADN queda purificado, libre de 

contaminantes como proteínas, polisacáridos, lípidos, fenoles y otros 

metabolitos (Sidstedt, Rådström y Hedman 2020). 

Por el contrario, el método de extracción mediante la utilización de 

tampón TE, consiste en una incubación a alta temperatura para lisar los 

componentes celulares mediante choque térmico, lo que facilita la liberación 

del material genético. Este tampón es una combinación de la base Tris, que 

proporciona capacidad de amortiguación para mantener un pH estable en las 

muestras biológicas; y EDTA, un quelante metálico que ayuda a inhibir la 

actividad de las nucleasas y enzimas dependientes de metales, lo que 

contribuye a mantener la estabilidad e integridad del ADN. Por estas 

propiedades, el tampón TE es ampliamente utilizado tanto en la extracción de 

ADN como en su almacenamiento. Sin embargo, la solución resultante no solo 

contiene el ADN, sino también contaminantes y restos celulares en solución 

que pueden actuar como inhibidores de la PCR (Ríos Sánchez et al. 2016; 

Sidstedt, Rådström y Hedman 2020). En nuestro trabajo, antes de realizar el 

análisis molecular, las muestras se centrifugaron brevemente para favorecer la 

sedimentación de gran parte de estas impurezas y solo se tomaba la parte 

superior del sobrenadante para ser añadido a la reacción de PCR, pero es muy 

probable que algunas permanecieran en suspensión. Esto explicaría por qué 

las técnicas moleculares que utilizan ADN extraído mediante el tampón TE 

muestran menor sensibilidad y repetibilidad. Este método se asemeja a la 

extracción con Chelex®, un método ampliamente utilizado en estudios 

genéticos de las abejas melíferas, sus parásitos y bacterias intestinales (De La 

Rúa et al. 2004; Muñoz et al. 2008; Fries et al. 2013; Bartolomé et al. 2018; Zhang 

et al. 2021). 
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La proteinasa K y la proteasa utilizadas en los diferentes métodos de 

extracción descritos en el presente trabajo tienen la misma función, con la 

diferencia de que la proteinasa K es una proteasa de tipo subtilisina aislada del 

hongo Tritirachium álbum, mientras que la proteasa es una enzima de serina 

aislada de una cepa recombinante de una bacteria del género Bacillus. Estas 

enzimas se utilizan habitualmente (Martín-Hernández et al. 2007, 2012; Lopes 

et al. 2022; Urbieta-Magro 2019a; Buendía-Abad, Martín-Hernández y Higes 

2023) para digerir las proteínas contaminantes presentes en la muestra, así 

como las que forman parte de las estructuras celulares, además de las nucleasas, 

lo que contribuyen a proteger el ADN durante el proceso de extracción. 

Además, el fabricante recomienda la incubación de la proteinasa K con el 

tampón ATL, un tampón optimizado para la lisis tisular. 

Curiosamente, los métodos basados en el tampón TE combinados con 

una incubación con proteinasa K fueron los menos eficaces, a excepción del 

método TE+PK+ATL en el caso de N. ceranae. Los microsporidios poseen 

una doble pared celular, compuesta por la endospora y la exospora, lo que les 

confiere gran resistencia frente a condiciones adversas (Higes et al. 2007), 

como podría ser el aumento de la temperatura exterior. Por ello, el tratamiento 

con proteinasa K (o proteasa) podría haber facilitado la liberación de material 

genético, mientras que la incubación posterior con el tampón TE habría 

permitido completar la liberación del material genético de las esporas mediante 

el choque térmico. En el caso de las bacterias intestinales y L. passim, que no 

poseen formas de resistencia, sino que poseen una pared celular menos 

resistente que las esporas (Silhavy, Kahne y Walker 2010) y, en el caso de L. 

passim, únicamente una membrana plasmática (Landfear y Ignatushchenko 

2001), es posible que solo la incubación con proteinasa K o proteasa, o con el 

tampón TE, sea suficiente para la lisis celular y la liberación del material 

genético. Esto sugiere que una doble incubación a temperaturas elevadas 

podría favorecer la degradación del ADN. Este factor, junto con la presencia 

de contaminantes e inhibidores de PCR, podría explicar por qué en el análisis 

de las muestras procesadas con los métodos basados en el tampón TE con una 

incubación con proteinasa K mostraron un menor número de muestras 

positivas en casi todos los casos, una menor repetibilidad y menores cargas 

microbianas en las muestras extraídas con estos métodos. Por tanto, se 

demuestra que la proteinasa K no añade ventajas al método TE. 
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De hecho, con el método de extracción en el que solo se incuba la 

muestra con tampón TE se obtienen resultados comparables a los métodos 

automáticos en muchas ocasiones, tanto en términos de sensibilidad (número 

de muestras positivas) como en cargas microbianas. Este método ya ha 

mostrado ser eficaz para la detección de microsporidios de abejas y abejorros 

(Rodríguez-García et al. 2014) y es por ello por lo que es un método que se ha 

utilizado en diferentes estudios de nuestro grupo de investigación (Urbieta-

Magro et al. 2019a, 2019b; Jabal-Uriel et al. 2022b, 2022c). 

También hay que tener en cuenta que el coste económico de los 

métodos basados en el tampón TE es muy inferior a los métodos automáticos, 

que requieren de la compra de diferentes reactivos específicos de extracción 

de un coste elevado, además del propio equipo de extracción BioSprint. 

Además, la duración del proceso de extracción también es un factor 

importante para tener en consideración. El método de extracción que utiliza 

la incubación con tampón TE es el que menos tiempo requiere para la 

extracción del material genético tras el procesado de las abejas (20 minutos de 

incubación) en comparación con los métodos que requieren de la incubación 

con proteinasa K, que es de aproximadamente 12 horas, según la 

recomendación del fabricante. Por todo ello, el método TE es un método 

eficiente debido a su bajo coste, rapidez y calidad de los resultados obtenidos, 

siendo una buena opción cuando el presupuesto para realizar un estudio es 

ajustado y/o el número de muestras a analizar es muy elevado. 

Hasta la actualidad, se han descrito numerosos protocolos de 

extracción de ácidos nucleicos aplicados tanto para el estudio genético de las 

abejas melíferas como para la caracterización molecular de diversos parásitos 

que las afectan y el análisis de las comunidades bacterianas presentes en su 

microbiota intestinal (De La Rúa et al. 2004; Muñoz et al. 2008; Stevanovic et 

al. 2011; Martín-Hernández et al. 2012; Vejnovic et al. 2018; Kešnerová et al. 

2017; Urbieta-Magro et al. 2019b; Arismendi et al. 2020; Quintana et al. 2021; 

Naree et al. 2022; Zhang et al. 2021). En el año 2015, se realizó un estudio 

multicéntrico y organizado por el Laboratorio de Referencia de la Unión 

Europea (European Union Reference Laboratory, EURL) para la salud de las abejas 

Sophia-Antipolis (Francia) con el fin de comparar los métodos moleculares 

utilizados en laboratorios de referencia de diferentes países europeos para la 

identificación de especies de Nosema (Duquesne et al. 2017). Cada laboratorio 
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debía procesar y analizar distintas alícuotas que contenían abdómenes 

triturados de abejas melíferas y abejorros infectados con microsporidios, tanto 

de forma natural como artificial, utilizando sus propios procedimientos 

rutinarios. Entre los 21 laboratorios de referencia, cada uno empleó un 

protocolo diferente, con variaciones en todas las etapas, desde la extracción 

del ADN hasta el análisis por PCR. Estas diferencias incluyeron el uso de 

diferentes kits comerciales, la realización de extracciones manuales o 

automatizadas, la variación en los volúmenes de muestra extraídos, los 

volúmenes de elución y el volumen de extracto utilizado para el análisis por 

PCR e incluso el uso de PCR convencional o qPCR. Los resultados obtenidos 

mostraron que menos de la mitad de los laboratorios utilizaron técnicas que 

alcanzaron la especificidad y la sensibilidad esperadas. De hecho, más de la 

mitad de los laboratorios utilizaron los cebadores diseñados por nuestro grupo 

de investigación y que han sido utilizados en nuestro estudio para la detección 

molecular de N. ceranae y N. apis (Martín-Hernández et al. 2007). Sin embargo, 

a pesar de utilizar la misma técnica de detección, hubo variaciones en la 

sensibilidad del método analítico. Todo esto evidencia la necesidad de 

estandarizar protocolos en los que se utilicen métodos analíticos robustos, 

reproducibles y sensibles para la obtención de resultados fiables. 

Esta falta de estandarización se ve agravada por la práctica común de 

aplicar un protocolo optimizado para un microorganismo específico (bacteria, 

hongo, protozoo, etc.) directamente a otro microorganismo diana, sin realizar 

pruebas adicionales que verifiquen su idoneidad para el nuevo 

microorganismo. 

Otro factor de gran importancia a la hora de valorar la eficacia de un 

determinado protocolo de PCR es la cantidad y calidad de extracto de ADN 

utilizado para llevar a cabo la reacción. Aunque podría pensarse que más 

cantidad de extracto de ADN mejora la sensibilidad de la técnica analítica, la 

PCR puede detectar con precisión cantidades bajas de ADN o cuantificar la 

cantidad de un determinado patógeno microbiano (Sidstedt, Rådström y 

Hedman 2020). La calidad del ADN también es fundamental para garantizar 

el éxito del análisis molecular, ya que el extracto de ADN puede contener una 

variedad de contaminantes que actúan como inhibidores de la reacción de 

PCR. Entre los inhibidores más comunes se encuentran componentes de 

reactivos comúnmente utilizados para el procesado de muestras (detergentes), 
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compuestos orgánicos o fenólicos, grasas y el calcio. Otros inhibidores más 

extendidos incluyen componentes de celulares, ADN no diana y 

contaminantes, y elementos de laboratorio como polen, polvo, material 

plástico de laboratorio y celulosa (Wilson 1997; Schrader et al. 2012). 

Concretamente en lo referido a las abejas, la elevada cantidad de azúcares de 

la miel o el néctar (Lalhmangaihi et al. 2014) o componentes presentes en los 

ojos de las abejas (Boncristiani et al. 2011) podrían actuar como inhibidores de 

la PCR. Por tanto, si el ADN no ha sido adecuadamente purificado y el 

volumen de extracto utilizado para llevar a cabo la PCR es excesivo, se 

incrementa la presencia de estos inhibidores, lo que provoca una disminución 

en la eficiencia de la amplificación (Boncristiani et al. 2011; Schrader et al. 2012; 

Sidstedt, Rådström y Hedman 2020; McDonald, Taylor y Linacre 2024). Esto 

explicaría que la utilización de volúmenes elevados (volúmenes ajustados) de 

los métodos basados en el tampón TE en los que se utilizaba una cantidad de 

extracto de ADN elevada fueran con los que se registraron los peores 

resultados tanto en PCR convencional como en qPCR. 

También hay que destacar que el método de extracción influye en la 

conservación de las muestras, lo cual es otro factor clave en la selección del 

método de extracción. Se ha demostrado que la temperatura de 

almacenamiento y el tipo de tampón utilizado son determinantes en la 

preservación de la integridad del ADN a largo plazo (Murakami 2013). En 

particular, el tampón TE ha mostrado ser un solvente que mejora la 

conservación del ADN, mejorando su estabilidad en comparación con el uso 

exclusivo de agua (Murakami 2013). Además, la adición de glicerol contribuye 

a preservar mejor el ADN congelado, ya que previene la formación de cristales 

que pueden dañarlo (Schaudien, Baumgärtner y Herden 2007), y que podrían 

producir una falsa cuantificación en la técnica de qPCR en tiempo real (Röder 

et al. 2010). Asimismo, un método que mantenga la integridad del ADN 

permite aprovechar muestras de ensayos anteriores que pueden ser valiosas, 

especialmente cuando la recolección de nuevas muestras resulta complicada o 

cuando las condiciones experimentales no permiten la repetición del estudio. 

Además, contribuye a reducir la cantidad de abejas sacrificadas para la 

realización de nuevos ensayos, promoviendo un enfoque más ético. 

Por otro lado, los ciclos de congelación y descongelación son un factor 

que afecta de manera significativa en la estabilidad del ADN (Ross, Haites y 
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Kelly 1990; Villanueva, Podzorski y Reyes 1998; Kim 2003). Sin embargo, este 

impacto parece estar más relacionado con el volumen total en el que se 

almacena el ADN, ya que un mayor volumen de almacenamiento mantiene la 

integridad del ADN, incluso después de someterlo a múltiples ciclos de 

congelación y descongelación (Bellete et al. 2003). En nuestro caso, los ciclos 

de congelación y descongelación se intentaron minimizar siempre que fue 

posible para realizar los análisis moleculares. 

Este trabajo, por lo tanto, establece una base sólida para seleccionar 

protocolos eficientes en la detección y cuantificación de microsporidios, 

tripanosomátidos y bacterias intestinales de las abejas melíferas, destacando la 

importancia de realizar pruebas preliminares para seleccionar el método de 

extracción de ADN que garantice un análisis molecular preciso. Además, se 

demuestra que las muestras de ADN debidamente conservadas y que son 

extraídas utilizando estos protocolos, pueden ser revalorizadas y reutilizadas 

para nuevos análisis, lo que permite su aplicación con otros objetivos 

científicos para los cuales no se habían considerado inicialmente. 
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Prevalencia de tripanosomátidos en colonias de Apis mellifera 
de zonas geográficamente aisladas con movimientos apícolas 

restringidos 
 

En los últimos años, se ha detectado una elevada prevalencia de 

tripanosomátidos en las colonias de abejas en todo el mundo, siendo L. passim la especie 

predominante. Sin embargo, el conocimiento sobre su ecología en zonas aisladas es 

limitado. Por ello, se analizaron un total de 661 colonias de abejas melíferas ubicadas en 

Madeira y el archipiélago de las Azores mediante diferentes técnicas moleculares, a través 

de las cuales se halló una elevada prevalencia de tripanosomátidos. L. passim fue la especie 

predominante y, en la mayoría de las colonias, la única especie detectada. Este hecho se 

produjo incluso en islas libres de V. destructor y/o N. ceranae, las cuales cuentan con severas 

restricciones en los movimientos de las colonias entre islas y con prohibiciones en la 

importación de material apícola para evitar su propagación. El análisis de los datos reveló 

que las islas con presencia confirmada de V. destructor presentaron una prevalencia 

significativamente mayor de L. passim y que, por el contrario, la presencia N. ceranae no 

mostró ninguna asociación con la prevalencia de L. passim. C. bombi también se detectó 

en Madeira y en tres islas de las Azores, casi siempre coincidiendo con la detección de L. 

passim. En cambio, C. mellificae no se detectó en ninguna colonia analizada. La 

secuenciación de alto rendimiento distinguió dos haplotipos principales de L. passim, que 

representaban el 98% de las lecturas de secuencias totales. Este trabajo sugiere que L. 

passim y C. bombi son parásitos que han estado asociados a las abejas melíferas antes de la 

propagación de V. destructor y N. ceranae. 

Aguado-López, D., Bartolomé, C., Lopes, A. R., Henriques, D., Segura, S. K., Maside, 

X., Pinto, M. A., Higes, M. & Martín-Hernández, R. (2023). Frequent parasitism of Apis 

mellifera by trypanosomatids in geographically isolated areas with restricted beekeeping 

movements. Microbial Ecology, 86(4), 2655-2665.  

https://doi.org/10.1007/s00248-023-02266-y 

Artículo científico publicado en “Microbial Ecology”. 
 
Publicado: 22 de julio de 2023. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La análisis de todos los datos moleculares obtenidos hasta 2015, año 

en el que L. passim se describió por primera vez (Schwarz et al. 2015), reveló 

que muchas secuencias se habían asignado incorrectamente a C. mellificae, 

poniendo de manifiesto que L. passim era la especie predominante en todo el 

mundo (Arismendi et al. 2016; Stevanovic et al. 2016; Hall et al. 2021). Así pues, 

estos datos sugieren que L. passim habría estado presente en las colonias de 

abejas melíferas mucho antes de su caracterización, aunque no existen pruebas 

científicas sobre si se trata de un nuevo parásito exótico y emergente de las 

abejas melíferas en diferentes zonas del planeta, que se ha extendido 

recientemente por todo el mundo, similar a V. destructor y N. ceranae, o si es un 

parásito que ha coevolucionado con A. mellifera. 

Para evaluar estas hipótesis y estudiar la ecología y la dinámica de 

colonización de patógenos invasores, las islas ofrecen un escenario ideal 

debido al aislamiento geográfico de las poblaciones hospedadoras. Sin 

embargo, existen muy pocos estudios sobre la prevalencia de los 

tripanosomátidos de abejas en islas, y éstos se han limitado al Pacífico, 

incluyendo Japón (Morimoto et al. 2013; Yamamoto et al. 2023), Nueva 

Zelanda (McFadden et al. 2016; Waters 2018; Hall et al. 2021) y Hawaii 

(Szalanski et al. 2016). Por lo tanto, los estudios realizados en islas de otras 

latitudes geográficas podrían arrojar luz adicional sobre si estos 

microorganismos son parásitos recientes o antiguos de las abejas melíferas. 

En este sentido, los archipiélagos portugueses de las Azores y Madeira, 

situados en el océano Atlántico, ofrecen las condiciones ideales ya que en 

algunas islas existen severas restricciones a la importación de abejas melíferas 

que fueron impuestas desde el año 2007. Esto hace que el archipiélago de las 

Azores sea epidemiológicamente único, ya que seis de las nueve islas 

permanecen libres de V. destructor, lo que las convierte en uno de los pocos 

lugares del mundo libres del ácaro (Comisión Europea, 2021). Además, un 

estudio reciente reveló la prevalencia de N. ceranae en las Azores (Lopes et al. 

2022) y Madeira (Lopes et al. 2023), mostrando que dos islas de las Azores 

(Flores y Santa María) también han escapado a la propagación mundial del 

microsporidio N. ceranae. Por lo tanto, el archipiélago de las Azores junto con 

Madeira, que sufrió la invasión de V. destructor en el año 2001 (Lopes et al. 
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2023), ofrece un marco incomparable para el estudio de la ecología parasitaria, 

ya que alberga todo tipo de combinaciones de parásitos. 

2. OBJETIVOS 

Para dar respuesta a estos interrogantes, nos planteamos los siguientes 

objetivos: 

- Determinar la presencia de tripanosomátidos en las colonias de abejas 

melíferas de los archipiélagos de Azores y Madeira y establecer la 

prevalencia de estos utilizando muestras recolectadas de colonias de 

abejas melíferas durante los años 2014, 2015 y 2020 mediante diversas 

técnicas moleculares que permiten la detección de C. mellificae y L. 

passim, además de otras especies como C. bombi, C. expoeki y C. 

acanthocephali, menos frecuentes en las abejas melíferas. 

- Evaluar si la presencia de V. destructor y N. ceranae en las colonias de 

abejas melíferas influye en la prevalencia de tripanosomátidos en las 

islas. 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Recogida de muestras 

Este estudio forma parte de otro más amplio realizado entre 2014 y 

2015 para describir la prevalencia de patógenos en los archipiélagos de Azores 

y Madeira. De hecho, las muestras utilizadas en este trabajo son las mismas 

que se utilizaron para la detección de microsporidios en las islas Azores y 

Madeira cuyos resultados ya fueron publicados (Lopes et al. 2022; 2023). El 

muestreo se llevó a cabo de acuerdo con el censo apícola oficial disponible 

para cada isla en el año 2013, con una prevalencia esperada del 15% para 

diferentes patógenos, una tasa de precisión del 10% y un nivel de confianza 

del 95%. Se recogieron alrededor de 150 obreras adultas de cada colmena en 

cada uno de los 159 apiarios georreferenciados de las Azores en el verano de 

2014 y 2015, y en 23 apiarios georreferenciados de Madeira en la primavera de 

2014 (Tabla 13). En la mayoría de los casos, se recogieron muestras de tres 

colonias al azar, aunque en algunos apiarios se recogieron de dos o cuatro 

colonias, lo que dio como resultado un total de 483 muestras de las Azores y 

89 de Madeira. Además, las islas de Faial, San Jorge, Santa María y Terceira 
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fueron objeto de un nuevo muestreo en el verano de 2020 (89 colonias de 34 

apiarios) (Tabla 13). En este último muestreo, cada muestra comprendía entre 

20 y 30 obreras. Las muestras de las Azores se enviaron vivas al Centro de 

Investigación de Montanha (CIMO, Portugal) donde se congelaron a -20ºC y 

posteriormente se enviaron en hielo seco al Centro de Investigación Apícola y 

Agroambiental de Marchamalo (CIAPA, España). Las muestras de Madeira se 

recogieron en etanol y se almacenaron a -20ºC hasta su envío al CIAPA. Todas 

las muestras se conservaron a -80ºC una vez recibidas en el laboratorio para 

su posterior análisis. 

 2014-2015  2020 

  Apiarios (N)  Colonias (N)  Apiarios (N)  Colonias (N) 

Madeira1, 2 23 89  - - 

Azores          

Santa María 19 57  12 28 

San Miguel2 30 105  - - 

San Jorge2 17 37  10 30 

Faial1, 2 20 60  2 8 

Pico1, 2 25 75  - - 

Graciosa2 7 22  - - 

Terceira2 26 80  10 23 

Flores1 15 47  - - 

Total Azores  159 483  34 89 

  

Tabla 13. Número de apiarios y colonias muestreados en Madeira y en cada una de las islas del 

archipiélago de Azores. 1Islas con V. destructor; 2Islas con N. ceranae. 

3.2. Procesado de las muestras y extracción del material 

genético 

Para cada colonia muestreada en el periodo de tiempo 2014-2015, se 

seleccionó una submuestra de 120 obreras. Las abejas se maceraron en tampón 

AL al 50% (Qiagen®, Hilden, Alemania) como se describe en la Metodología 

general y, posteriormente, obtenido el macerado, se centrifugó a 3000 rpm 

durante 10 minutos para obtener dos fases, sobrenadante y sedimento, que se 

procesaron por separado. El sedimento se resuspendió en 3 mL de agua Milli-

Q y el ADN se extrajo siguiendo el protocolo de extracción BS + PK descrito 

en el Capítulo I. Solo para las muestras de las Azores recogidas en 2014-2015, 
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400 µL de cada sobrenadante se transfirieron a una placa de 96 pocillos Deepwell 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se procesaron utilizando el método 

BS+P descrito en el Capítulo I. Como disponíamos de ambas fases 

(sedimento y sobrenadante) de las muestras de 2014-2015 de las Azores, se 

utilizaron ambas para determinar cuál era el mejor sustrato para la detección 

de tripanosomátidos.  

Las muestras de abejas recogidas en 2020 de las Azores, se introdujeron 

en bolsas estériles con 5 mL de agua Milli-Q estéril y se procesaron como se 

describe en la Metodología general y la extracción del ADN se realizó con 

el método BS+P del Capítulo I. 

Se incluyeron controles negativos de extracción en todos los pasos de 

procesamiento y extracción de ADN (uno cada 20 muestras) y se procesaron 

en paralelo. Todas las muestras se almacenaron a -80ºC hasta su análisis. 

3.3. Detección molecular de tripanosomátidos 

Para la detección molecular, se utilizó la técnica de PCR convencional 

utilizando los cebadores Tryp RPB1 descritos previamente (Bartolomé et al. 

2020) en todas las muestras, tanto en los sedimentos como en los 

sobrenadantes de las muestras de Azores de 2014-2015, así como en las 

muestras de 2020 y que se recogen en la Tabla 14. Estos cebadores amplifican 

un fragmento conservado de 283 pb del gen de la ARN polimerasa I (rpb1) de 

todas las especies de tripanosomátidos de la familia Trypanosomatidae que se 

han detectado en las abejas melíferas hasta la fecha. 
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Organismo Cebadores Secuencia 5’ – 3’ Referencias 

Trypanosomatidae 
Tryp RPB1-F1 GTGGCTGGAYCTGTGGGAGC Bartolomé et 

al. (2020) Tryp RPB1-R1 GCCRTTGATGAACTTCGCCAC 

C. mellificae 

qCmell_Cytb_F TTTTGCCATGCACTATGATGTCT 

Buendía-
Abad et al. 

(2023) 

qCmell_Cytb_R AACCTATTACAGGCACAGTTGCTAAA 

qCmell_Cytb_P 6FAM-ATTGAGGATTAACAGTGTTTAGT-BHQ1 

L. passim 

qLpass_TOPII_F GGCCATGGAAATACTCGAGTCT 

qLpass_TOPII_R ACCTTGCCTTCCTTCTTGAGATT 

qLpass_TOPII_P 6FAM-CCTCGACACGC+T+TA+GT-BHQ1 

C. bombi 

qCbom_RPB1_F TGGTGGGTGCGATTACGAA 

qCbom_RPB1_R TCATTGAAGATGACGTGGATAAGC 

qCbom_RPB1_P 6FAM-CGTTGTCGGCGCCG-BHQ1 

 

Tabla 14. Cebadores y sondas usadas para la detección de tripanosomátidos por PCR 

convencional y qPCR. Cebadores: Tryp RPB1 (gen de la ARN polimerasa I de la familia 

Trypanosomatidae); qCmell_Cytb (gen del Citocromo b mitocondrial de C. mellificae); qLpass_TOPII 

(gen de la ADN Topoisomerasa II de L. passim) y qCbom_RPB1 (gen de la subunidad mayor de la 

ARN polimerasa II de C. bombi). F: forward (directo); R: reverse (reverso); P: probe (sonda); +: ácidos 

nucleicos bloqueados (LNAs). 

Las reacciones de PCR se realizaron en placas de 96 pocillos en un 

termociclador MasterCycler® ep gradient S (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). 

Cada reacción se realizó en un volumen final de 25 µL que contenían 13,25 µL 

de H2O, 5 µL de tampón 5x Phusion™ HF (ThermoFisher Scientific™, 

Waltham, MA, Estados Unidos), 0,5 µL de una solución con mezcla de 

nucleótidos dNTPs con una concentración 10 mM, 2,5 µL de cada cebador (5 

µM), 0,25 µL de enzima Phusion™ DNA Polymerase (ThermoFisher 

Scientific™, Waltham, MA, Estados Unidos) y 1 µL de ADN muestra. Las 

condiciones de amplificación consistieron en un paso inicial de 

desnaturalización de 30 segundos a 98ºC, seguido de 45 ciclos de 10 segundos 

a 98ºC, 30 segundos a 62,2ºC y 10 segundos a 72ºC, con una extensión final 

de 8 minutos a 72ºC. En todas las reacciones se incluyeron los controles 

negativos de extracción y de PCR para descartar posibles procesos de 

contaminación en la PCR, además de un control positivo para comprobar que 

la PCR se realizó correctamente. 

Posteriormente, los fragmentos amplificados se revelaron mediante 

electroforesis capilar como se describe en la Metodología general. En el caso 

de las muestras de Azores de 2014-2015, como se analizó tanto el sedimento 
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como el sobrenadante por separado, una muestra se consideró positiva si en 

al menos una de las fases se registró amplificación. 

3.4. Secuenciación de Alto Rendimiento 

Para realizar este análisis, se seleccionó un subconjunto de 91 muestras 

que resultaron positivas para el gen rpb1 en el análisis previo. El producto de 

PCR de estas muestras se cuantificó en un espectrofotómetro NanoDrop™ 

2000 (ThermoFisher Scientific™, Waltham, MA, Estados Unidos) para 

determinar la concentración de ADN, y posteriormente se enviaron 

congeladas al Centro de Investigación en Medicina Molecular y Enfermedades 

Crónicas de la Universidad de Santiago de Compostela (CiMUS) para la 

preparación de las bibliotecas genéticas y la posterior secuenciación de alto 

rendimiento (High-Throughput Sequencing, HTS). 

Para preparar las bibliotecas, a los fragmentos amplificados de cada 

muestra se les añadieron adaptadores utilizando el producto comercial KAPA 

HyperPrep (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), siguiendo las instrucciones del 

fabricante desde el paso de reparación de extremos y adición de una adenina 

en el extremo 3’. Los conjuntos de bibliotecas se normalizaron a una 

concentración de 4 nM y se cargaron a una concentración de 12 pM en un 

instrumento Illumina MiSeq para secuenciación de un solo extremo de 1 × 

300 pb (Flowcell Nano V2, 2 × 150 pb). Las lecturas generadas en el proceso 

de secuenciación se demultiplexaron según los códigos de barras asignados a 

cada muestra y se procesaron en formato fastp para eliminar el adaptador y 

realizar el filtro de calidad. Posteriormente, las lecturas se organizaron en 

archivos individuales que contenían el número y los haplotipos detectados de 

cada amplicón en cada muestra, así como el número de lecturas en cada 

dirección (directa y reversa). Una vez se tuvieron los archivos individuales, se 

convirtieron a formato fasta para la alineación de secuencias con el programa 

informático MACSE v2.05 (Multiple Alignment of Coding SEquences), que alineó 

el conjunto de datos de genes codificadores de proteínas sin alterar la 

estructura de codones subyacente (Ranwez et al. 2011). Las secuencias de 

referencia del gen rpb1 se obtuvieron de la base de datos GenBank (National 

Center for Biotechnology Information NCBI) para las especies L. passim 

(MT558272.1 y LT976801), C. mellificae (MT558227.1 y MT558204.1), C.bombi 

(MT558162.1 y MT558134.1), C. acanthocephali (MW28878781.1) y un nuevo 
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taxón descrito recientemente Trypanosomatidae sp. (MN038411.1) (Bartolomé et 

al. 2020). Las secuencias se visualizaron con el programa informático BioEdit 

Sequence Alignment Editor (Hall 1999) y, aquellas que tuvieran inserciones o 

eliminaciones de nucleótidos (indels) o codones de parada se eliminaron del 

conjunto de datos final. 

3.5. Detección de las especies de tripanosomátidos 

En este caso, todas las muestras que resultaron positivas en el análisis 

de PCR con los cebadores genéricos y que no fueron secuenciadas mediante 

HTS se analizaron mediante la técnica de qPCR en tres reacciones 

independientes para la detección específica de L. passim, C. mellificae y C. bombi 

utilizando los cebadores descritos previamente (Buendía-Abad, Martín-

Hernández y Higes 2023) y que se muestran en la Tabla 14. 

Se analizaron tanto las muestras de Madeira, los sedimentos y los 

sobrenadantes de las muestras de Azores del período 2014-2015, y las muestras 

de Azores de 2020 sin separación de fases. De nuevo, se analizaron en paralelo 

controles negativos y positivos en todas las reacciones. Al igual que en la PCR 

convencional, una muestra que fuera positiva en al menos una de las dos fases 

de las muestras de Azores 2014-2015 se consideró positiva. Además, los 

amplicones de las muestras que dieron un resultado negativo por la qPCR 

específica pero positivo por la amplificación PCR estándar con los cebadores 

Tryp RPB1 se purificaron con el kit QIAquick (Qiagen®, Hilden, Alemania) y 

se secuenciaron mediante la técnica de Sanger en ambas direcciones en la 

Unidad de Genómica de la Universidad Complutense de Madrid (España) en 

un analizador genético 3730 (Applied Biosystems Life Technologies Corp., 

Foster City, CA, Estados Unidos). Las secuencias resultantes se analizaron 

manualmente con el programa informático BioEdit Sequence Alignment Editor 

(Hall 1999) y comparadas con las secuencias de referencia de la base de datos 

Genbank. 

En cuanto a la distribución geográfica de las colonias en cada isla, se 

representó con el programa informático ArcGIS (ESRI, 2011). 

3.6. Análisis estadísticos 

La sensibilidad de la detección de tripanosomátidos en el sedimento y 

en el sobrenadante se comparó utilizando la prueba de chi-cuadrado con 
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corrección de Yates. Para determinar si la presencia de V. destructor o N. ceranae 

influyó en la prevalencia de L. passim en cada isla analizada, se realizaron 

modelos lineales generalizados (Generalised Linear Models, GLM) con una 

familia binomial y una función de enlace logit incluyendo el factor isla como 

covariable con el paquete stat de R Studio (versión 4.3.2). Este último análisis 

únicamente se realizó con los datos de las muestras de Azores recogidas en los 

años 2014-2015 ya que los muestreos se realizaron y analizaron de forma 

homogénea. 

Los valores de p<0,05 se consideraron como estadísticamente 

significativos. 

4. RESULTADOS 

4.1. Comparación entre sedimento y sobrenadante 

Para determinar la mejor fase para la detección de tripanosomátidos, 

se realizó el análisis del sedimento y del sobrenadante de 477 muestras de 

Azores recogidas entre los años 2014 y 2015 (Tabla 15, 6 muestras quedaron 

fuera de este análisis porque no había suficiente sobrenadante para ser 

analizado). El sobrenadante registró mayor número de muestras positivas 

(55,34%) que el sedimento (50,73%), aunque no se encontraron diferencias 

significativas entre ambas fases (X2=2.04, gl=1; p=0.15). 

 Sobrenadante (+) Sobrenadante (-) Total 

Sedimento (+) 161 (33.75%) 81 (16.98%) 242 (50.73%) 

Sedimento (-) 103 (21.59%) 132 (27.67%) 235 (49.27%) 

Total 264 (55.34%) 213 (44.65%) 477 (100%) 

 

Tabla 15. Número y porcentaje de positivos a tripanosomátidos (+) y negativos (-) en el 

sedimento y sobrenadante obtenidos de los macerados de abejas de las muestras de Azores 2014-

2015. 

4.2. Prevalencia de tripanosomátidos 

La prevalencia de tripanosomátidos se muestra en la Figura 21. 

Debido a que las muestras de Madeira, Azores 2014-2015 y Azores 2020 se 

procesaron de forma diferente, no se realizaron comparaciones entre estos tres 

grupos. 
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En Madeira, la prevalencia de tripanosomátidos fue del 66,3%, 

mientras que en las Azores fue del 72% en el período de tiempo 2014-2015, 

con el mayor número de colonias positivas detectadas en Pico (92%) y el 

menor en Graciosa (22,7%). En el último muestreo (2020), el 31,5% de las 

colonias analizadas fueron positivas, siendo la isla de Santa María la que 

registró el mayor porcentaje de positivos (42,9%) y el menor la isla de San 

Jorge (16,7%). 

 

Figura 21. Prevalencia (%) de Trypanosomatidae en cada una de las islas analizadas en el período 

2014-2015 y 2020. 
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4.3. Identificación de especies 

4.3.1. Secuenciación de Alto Rendimiento 

En el proceso de secuenciación de las 91 muestras secuenciadas se 

obtuvieron 1.385.021 lecturas brutas que, tras el filtrado, dieron lugar a 

1.208.665 secuencias de tripanosomátidos, lo que representa una media de 

13.282 secuencias por muestra. La identificación de todas las secuencias reveló 

que L. passim era la única especie presente en el conjunto de datos. Se 

encontraron dos haplotipos principales de esta especie en todas las muestras y 

en todas las islas y que coincidían con las secuencias de referencia MT558272.1 

y LT976801.1 (en lo sucesivo denominadas Lp1 y Lp2, respectivamente) de la 

base de datos GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI). Estos 

dos haplotipos diferían en un solo nucleótido en la posición 29 del amplicón, 

con Lp1 con una timina (T) y el Lp2 con una citosina (C) (Figura 22).  

 

 

Figura 22. Variación de un nucleótido (T/C) en la secuencia del gen rpb1 entre los dos haplotipos 

mayoritarios de L. passim en la posición 29. Las marcas y la numeración indican la posición en la 

secuencia en pares de bases. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina. 

En total, estos dos haplotipos representaron aproximadamente el 98% 

de las secuencias encontradas (Figura 3). De media, el 72,9% de las lecturas 

obtenidas de todas las islas se correspondían con el haplotipo Lp2, mientras 

que el 25,3% se correspondían con el haplotipo Lp1. Esta diferencia fue más 

notable en las muestras recogidas en Madeira y en las islas centrales del 

archipiélago de Azores en el período 2014-2015, donde más del 70% de las 

secuencias correspondieron al haplotipo Lp2 (Figura 23). Sin embargo, estos 

dos haplotipos no se distribuían dentro de cada isla con algún patrón 

geográfico definido. El 2% de las secuencias restantes se encontraron a una 

frecuencia muy baja y parecían ser variantes de los dos haplotipos mayoritarios, 

con cambios adicionales de un solo nucleótido y que no coincidían con 

ninguna secuencia disponible en GenBank. Todas las secuencias de los 

haplotipos encontrados (tanto Lp1 como Lp2 y los de baja frecuencia) se 
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depositaron en la base de datos GenBank (números de acceso OR117383 a 

OR117469). 

 

Figura 23. Proporción de los dos haplotipos principales de L. passim (Lp1 y Lp2) y de las variantes 

de estos (Otros) detectados en cada isla. 

4.3.2. Confirmación de especies por qPCR 

El resto de las muestras positivas que no se analizaron por HTS 

(n=344), se analizaron por qPCR utilizando los cebadores específicos para 

detectar la presencia de L. passim, C. mellificae y C. bombi (Tabla 14). De las 344 

muestras analizadas, al menos una de estas especies se detectó excepto en 3 de 

ellas (una de Madeira, una de Santa María y otra de San Miguel), las cuales no 

registraron amplificación para ninguna de las tres especies. Por lo tanto, el 

producto de PCR obtenido con los cebadores Tryp RPB1 en estas muestras 

se secuenció mediante la técnica de Sanger. 

Los resultados confirmaron que L. passim era la especie predominante 

en Madeira y en las Azores, aunque no la única, ya que también se detectó C. 

bombi en algunas las islas de Flores, Faial y San Miguel (Tabla 16). En el primer 

período de muestreo (2014-2015), se identificó como la única especie a L. 

passim en el 64,2% de las colonias positivas de Madeira, mientras que C. bombi 

se encontró en el 34% aunque siempre junto a L. passim (Tabla 16). En las 

islas de San Jorge, Pico, Graciosa, Santa María y Terceira, L. passim fue la única 

especie detectada, mientras que, en Flores, C. bombi fue la única especie 

detectada en una sola colonia (3,7%). Sin embargo, en San Miguel y Faial, esta 

especie siempre se encontró asociada a la presencia de L. passim. En las 

muestras recogidas en 2020, únicamente se detectó L. passim (Tabla 16). 
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Finalmente, C. mellificae no se encontró en ninguna de las muestras analizadas 

a lo largo de este estudio. 

2014-2015 N L. passim C. mellificae C. bombi 
L. passim y C. 

bombi 

Madeira 53 64,2 ND ND 34 

Azores      

Santa María 38 97,4 ND ND ND 

San Miguel2 74 95,9 ND ND 2.7 

San Jorge2 12 100 ND ND ND 

Faial1, 2 33 97 ND ND 3 

Pico1, 2 59 100 ND ND ND 

Graciosa2 1 100 ND ND ND 

Terceira2 34 100 ND ND ND 

Flores1 27 96,3 ND 3,7 ND 

Total Azores 278 97,8 ND 0,4 1,1 

2020   

Santa María 7 100 ND ND ND 

Faial1, 2 2 100 ND ND ND 

Terceira2 4 100 ND ND ND 

Total Azores 13 100 ND ND ND 

 

Tabla 16. Porcentaje de cada especie de tripanosomátido detectada por qPCR en las muestras 

positivas. ND: no detectado. 1Islas con V. destructor; 2Islas con N. ceranae. 

La secuenciación por Sanger de los amplicones del cebador Tryp RPB1 

de las tres muestras negativas tras la qPCR mostró una homología del 100% 

con la secuencia MT558162.1 de C. bombi en la muestra de Madeira, en la 

muestra de Santa María la secuencia era idéntica al haplotipo Lp2 de L. passim, 

mientras que en la muestra de San Miguel se distinguieron fácilmente dos picos 

para C/T en la posición 29 del amplicón, correspondientes a los haplotipos 

Lp1 y Lp2 de L. passim. 

4.4. Prevalencia total de especies de tripanosomátidos en 

Madeira y las Azores 

La prevalencia total de cada especie de tripanosomátido se calculó 

recopilando todos los resultados obtenidos de las diferentes técnicas utilizadas 
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(HTS, qPCR y secuenciación de Sanger) (Tabla 17, Figura 24). En Madeira, 

el número de colonias en las que se detectaron tripanosomátidos fue del 

66,3%, con L. passim siendo la única especie detectada en el 44,9%, C. bombi 

en el 1,1% y ambas especies juntas en el 20,2% de las colonias analizadas. En 

las muestras de Azores del período 2014-2015, 348 colonias fueron positivas 

a tripanosomátidos (72%). La especie L. passim se encontró en todas las islas y 

fue la única especie detectada en el 71,2% de las muestras. Sin embargo, C. 

bombi se encontró raramente en las islas Azores, siendo la única especie 

detectada en una colonia de Flores (representando el 0,2% en el archipiélago) 

y se dio simultáneamente con L. passim en San Miguel y Faial (0,6%). En las 

muestras de 2020, todas las colonias que fueron positivas a tripanosomátidos 

(31,5%) también lo fueron a L. passim, y fue la única especie detectada en este 

período de muestreo (Tabla 17). 

 

Tabla 17. Prevalencia de cada especie de tripanosomátido (%) detectada sola o simultáneamente 

en cada isla agrupando los datos de todas las técnicas utilizadas (PCR convencional, HTS, qPCR 

y secuenciación de Sanger). ND: no detectado. 1Islas con V. destructor; 2Islas con N. ceranae. 

2014-2015 Trypanosomatidae L. passim C. mellificae C. bombi 
L. passim y C. 

bombi 

Madeira 66,3 44,9 ND 1,1 20,2 

Azores      

Santa María 84,2 84,2 ND ND ND 

San Miguel2 80,0 78,1 ND ND 1,9 

San Jorge2 51,4 51,4 ND ND ND 

Faial1, 2 71,7 70,0 ND ND 1,7 

Pico1, 2 92,0 92,0 ND ND ND 

Graciosa2 22,7 22,7 ND ND ND 

Terceira2 53,8 53,8 ND ND ND 

Flores1 78,7 76,6 ND 2,1 ND 

Total Azores 72,0 71,2 ND 0,2 0,6 

2020  

Santa María 42,9 42,9 ND ND ND 

San Jorge2 16,7 16,7 ND ND ND 

Faial1, 2 25,0 25,0 ND ND ND 

Terceira2 39,1 39,1 ND ND ND 

Total Azores 31,5 31,5 ND ND ND 
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Figura 24. Distribución geográfica de C. bombi y L. passim (con sus haplotipos) en el archipiélago 

de las Azores (a) y Madeira (b).  Islas con presencia de V. destructor.  Islas con presencia de N. 

ceranae. El color rojo en los gráficos de sectores indica el porcentaje de secuencias que coinciden 

con el haplotipo Lp1, mientras que el color rosa indica el porcentaje de secuencias que coinciden 

con el haplotipo Lp2  C. bombi + L. passim;  C. bombi;  L. passim;  Colonia negativa. 
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Dado que L. passim fue la especie detectada con mayor prevalencia y 

distribución en el estudio, se analizó la influencia de V. destructor y N. ceranae 

en su presencia únicamente en las muestras de Azores del período 2014-2015. 

Así, la prevalencia de L. passim fue significativamente más alta en las islas con 

V. destructor (coeficiente de regresión=0,77; valor z=3,41; p<0,01; Tabla 18) 

que en aquellas sin el ácaro. En contraste, en las islas donde N. ceranae está 

presente, la prevalencia de L. passim fue menor (coeficiente de regresión=-0,56; 

valor z=-2,03; p<0,01; Tabla 18). Sin embargo, al incluir el factor isla como 

covariable, el efecto de N. ceranae en la presencia de L. passim se diluyó, no 

mostrando diferencias significativas (coeficiente de regresión=-0,29; valor z=-

0,66; p=0,51) mientras que se mantuvo la significancia para V. destructor 

(coeficiente de regresión=1,06; valor z=2,15; p=0,03). 

 L. passim (+) L. passim (-) Total 

V. destructor (+) 148 (81,32%) 34 (18,68%) 182 (100%) 

V. destructor (-) 199 (66,11%) 102 (33,89%) 301 (100%) 

    

N. ceranae (+) 263 (69,39%) 116 (30,61%) 379 (100%) 

N. ceranae (-) 84 (80,77%) 20 (19,23%) 104 (100%) 

 

Tabla 18. Número (y porcentaje) de muestras positivas (+) y negativas (-) a L. passim recogidas en 

2014-2015 en las Azores en función de si V. destructor o N. ceranae estaban presentes (+) o no (-). 

5. DISCUSIÓN 

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la prevalencia de las 

especies de tripanosomátidos en las colonias de abejas melíferas de Madeira y 

las Azores, y determinar si la presencia de V. destructor y N. ceranae en algunas 

islas influía en su distribución.  

Los datos obtenidos en este estudio revelan que L. passim es la principal 

especie de tripanosomátido encontrada y la única identificada en la mayoría de 

las colonias analizadas. Resulta relevante que C. mellificae, la especie descrita 

previamente como parásito de las abejas melíferas hasta la identificación de L. 

passim (Cepero et al. 2014; Schwarz et al. 2015), no está presente en los 

territorios analizados o se encuentra por debajo de nuestro límite de detección. 

Tampoco se identificaron ni C. acanthocephali ni C. expoeki, aunque su detección 
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sólo habría sido posible en las 91 muestras analizadas mediante HTS, lo que 

representa un porcentaje bajo del total de las muestras del estudio. 

Este escenario en el que L. passim es la principal especie de 

tripanosomátido en colonias de abejas melíferas parece repetirse en todo el 

mundo (Arismendi et al. 2016; Stevanovic et al. 2016; Castelli et al. 2019; 

Vejnovic et al. 2018; Bordin et al. 2022; Mráz et al. 2021; Xu et al. 2018; Williams, 

Tripodi y Szalanski 2019; Buendía-Abad, Martín-Hernández y Higes 2023). 

Dada la alta prevalencia encontrada aquí y en otros lugares, es probable que L. 

passim, y no C. mellificae, fuera la principal especie que infectaba a las abejas 

melíferas en los estudios realizados antes de su descripción (Ravoet et al. 2013; 

Morimoto et al. 2013; Yang et al. 2013; Cepero et al. 2014). De hecho, la 

frecuencia observada y la ausencia de C. mellificae en muchas zonas del mundo 

corroboran la hipótesis de que L. passim es un parásito común de Apis mellifera 

y que actualmente es la especie de tripanosomátido dominante en las colonias 

de abejas (Schwarz et al. 2015; Arismendi et al. 2016; Williams, Tripodi y 

Szalanski 2019; Buendía-Abad, Martín-Hernández y Higes 2023). Por otra 

parte, C. bombi se identificó en tres islas y casi siempre simultáneamente con 

L. passim, aunque solo en algunas colonias. Estos resultados confirman 

hallazgos anteriores (Bartolomé et al. 2018; 2020; Ocepek et al. 2021), en los 

que se confirma que C. bombi se encuentra también en las colonias de Apis 

mellifera. 

Una cuestión que queda por resolver es cómo entraron los 

tripanosomátidos en las Azores ya que este archipiélago se encuentra aislado 

en el océano Atlántico muy lejano del continente, por lo que la llegada natural 

de abejas no es posible, así que la opción más probable es que se tratara de una 

introducción de origen humano. Sería sencillo pensar que Pico fue el punto de 

entrada, ya que es la isla que alberga el mayor número de colonias positivas 

para tripanosomátidos y también fue el punto de entrada de V. destructor en las 

Azores y muy probablemente de N. ceranae (Lopes et al. 2022). Sin embargo, la 

detección de L. passim en una gran proporción de colonias en Santa María, isla 

en la que no está presente ni el ácaro ni el microsporidio, no apoyan esta 

hipótesis. La amplia distribución de L. passim en las islas Azores que 

permanecen libres de V. destructor sugiere claramente que esta especie ha estado 

asociada a A. mellifera desde antes de la propagación mundial del ácaro. Un 

escenario similar se encontró en el archipiélago de Hawaii, en el que alguna de 
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sus islas aún se encuentra libres del ácaro y en las que también se ha detectado 

L. passim (Szalanski et al. 2016). Igualmente, en Nueva Zelanda, libre de Varroa 

hasta el año 2000, se observó un aumento significativo de pérdida de colonias 

en el año 2014 y el análisis de estas reveló que la mayoría se encontraban 

parasitadas con L. passim (McFadden et al. 2016; Waters 2018; Hall et al. 2021). 

En cuanto a la presencia de C. bombi en las colonias de abejas melíferas, esta 

podría explicarse por la coexistencia con abejorros en Madeira (Widmer et al. 

1998) y en las Azores (Prŷs-Jones, Williams y Carolan 2018) debido al uso 

común de los recursos florales (Adler et al. 2018; Strobl et al. 2019; Arismendi 

et al. 2022), ya que esta especie es más común en abejorros. 

Los resultados obtenidos en este capítulo muestran que las islas con el 

ácaro tuvieron una prevalencia significativamente mayor de L. passim. Otros 

estudios han reportado una asociación entre ellos (Castelli et al. 2019), 

detectando incluso ADN de este tripanosomátido en los ácaros, cuya 

importancia biológica es aún incierta (Quintana et al. 2021). Por el contrario, 

cuando se incluyó la isla como covariable, no se observó ningún efecto de N. 

ceranae sobre la prevalencia de L. passim, como ya habían señalado 

anteriormente otros autores (Stevanovic et al. 2016; Buendía et al. 2018). Sin 

embargo, sí que se ha descrito una asociación positiva entre los niveles de 

infección en colonias con N. ceranae y L. passim (Vejnovic et al. 2018). A pesar 

de las diferencias relacionadas con la presencia de V. destructor y N. ceranae, está 

claro que los tripanosomátidos están bien establecidos en las Azores y Madeira, 

de modo que las fuertes restricciones impuestas a la introducción de abejas 

melíferas en las islas de las Azores libres de Varroa no han impedido la 

presencia de tripanosomátidos. 

En cuanto a las técnicas empleadas en este estudio, además de 

corroborar que tanto el sedimento como el sobrenadante obtenidos del 

macerado de las abejas son válidos para la detección de tripanosomátidos, el 

uso de diferentes tecnologías fue clave para identificar todas las especies 

presentes en la zona de la Macaronesia. De este modo, por un lado, la técnica 

HTS permitió detectar diferentes haplotipos presentes, pero no todas las 

especies, dado que el coste de esta técnica limitó el número de muestras a 

analizar. Por otro lado, la técnica de qPCR sirvió para complementar el estudio 

analizando el resto de las muestras previamente positivas a tripanosomátidos, 

que sirvió además para identificar a C. bombi a baja prevalencia. 
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Existen pocos datos disponibles en lo referido al gen rpb1 en genética 

de poblaciones de tripanosomátidos que infectan a las abejas melíferas o a los 

abejorros. Sin embargo, recientemente se ha analizado este gen observando 

polimorfismos genéticos entre las especies C. mellificae, C. bombi y L. passim 

(Bartolomé et al. 2020; 2021; 2022). Nuestros resultados concuerdan con los 

obtenidos para el gen rpb1 de L. passim, indicando que había dos haplotipos 

principales que sólo diferían en un nucleótido. No se puede descartar que las 

secuencias encontradas a baja frecuencia correspondan a verdaderos 

haplotipos, aunque sería necesaria una confirmación experimental adicional. 

Otros genes como el ARNr 18S, el ARNr 28S y el its-2 han sido estudiados 

para evaluar la variación intraespecífica, y sus secuencias eran casi idénticas 

entre las diferentes cepas de L. passim, con la excepción del factor de virulencia 

gp63, que parece tener un tramo variable entre cepas (Ravoet et al. 2015). Por 

lo tanto, es posible que el gen rpb1 no tenga suficiente variación para distinguir 

las cepas, pero esto también puede ocurrir en otros genes. 

En este trabajo se ha demostrado que los tripanosomátidos 

característicos de las abejas melíferas se encuentran en zonas geográficamente 

aisladas como Madeira y el archipiélago de las Azores, y además a frecuencias 

elevadas, incluso cuando existen restricciones a los movimientos de colonias 

de abejas hacia islas libres del ácaro V. destructor. La especie predominante es 

L. passim, apareciendo como única especie en muchas colonias y mostrando 

una mayor prevalencia en islas con V. destructor y una menor prevalencia en 

islas con N. ceranae. Además, C. bombi también está presente, a menudo junto 

con L. passim. La detección de L. passim y C. bombi en zonas donde V. destructor 

y N. ceranae no están presentes sugiere que han estado asociadas a A. mellifera 

durante mucho más tiempo de lo que se pensaba en un principio. 
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Influencia de Varroa destructor, Nosema ceranae y Lotmaria 
passim en la microbiota intestinal de las abejas 

 
Artículo en preparación 

 
Las restricciones de movimientos de colonias de abejas en las islas Azores han 

limitado la propagación de patógenos como V. destructor (V) y N. ceranae (N) por el 

archipiélago, de modo que hay islas con diferentes combinaciones de estos patógenos, es 

decir, positivas o negativas a V. destructor y/o a N. ceranae a pesar de ser los patógenos 

más frecuentes en todo el mundo. En este trabajo, estudiamos la microbiota intestinal de 

abejas pertenecientes a 4 islas con diferente distribución de patógenos para determinar si 

la presencia de alguno de ellos influye en la microbiota intestinal de las abejas. Para ello, 

se analizaron abejas de 15 colonias de Pico (V+, N+), Flores (V+, N-), Terceira (V-, N+) 

y Santa María (V-, N-) que se procesaron colectivamente. Además, se analizaron 18 abejas 

jóvenes de esta última isla, que se procesaron de forma individual. Adicionalmente se 

incluyó la presencia L. passim en el estudio, y puesto que este parásito se encuentra en 

todas las islas, se comparó entre colonias con y sin el parásito. En todas las muestras se 

secuenció el gen ARNr 16S bacteriano completo mediante secuenciación PacBio Sequel 

II/Ile. Los resultados mostraron que los taxones bacterianos característicos del intestino 

de las abejas melíferas se encuentran conservados en todas las islas independientemente 

de la presencia o ausencia de patógenos, siendo Lactobacillus, Bartonella, Bifidobacterium y 

Snodgrassella los más abundantes. Las abejas jóvenes de Santa María mostraron una 

diversidad menor de bacterias con Lactobacillus, Bombilactobacillus y Staphylococcus como los 

géneros mayoritarios. Curiosamente, las abejas de Terceira (V-, N+) mostraron un perfil 

bacteriano diferente al resto de islas, con una abundancia relativa mayor en casi todos los 

géneros bacterianos a excepción de Bartonella. La presencia de V. destructor a nivel insular 

influyó en la abundancia de Bartonella, Snodgrassella, Apilactobacillus y Gilliamella; mientras 

que la presencia de N. ceranae influyó en la abundancia de Bartonella y Lactobacillus. La 

presencia de N. ceranae también se analizó a nivel de colmena en aquellas en las que el 

microsporidio estaba presente y, en este caso, las colmenas con N. ceranae presentaron 

mayor abundancia de Gilliamella y Frischella. Las colmenas con L. passim mostraron una 

menor abundancia relativa de Frischella, Gilliamella y Snodgrassella. Estos resultados 

proporcionan una primera caracterización de la microbiota intestinal de las abejas en 

zonas libres de V. destructor y N. ceranae, y muestran como estos parásitos junto con L. 

passim, pueden haber influido en la microbiota intestinal de las abejas melíferas. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El archipiélago de las Azores consta de nueve islas con poblaciones 

endémicas de abejas pertenecientes al linaje africano, aunque también existen 

pruebas genéticas de la introducción de abejas europeas (Ferreira et al. 2020). 

Estas introducciones muy probablemente facilitaron la entrada en algunas islas 

de dos de los patógenos más prevalentes a nivel mundial como V. destructor y 

N. ceranae (Ferreira et al. 2020; Lopes et al. 2022), quedando muy pocas regiones 

en el mundo que han logrado mantenerse libres de ellos. Sin embargo, gracias 

a las restricciones de movimientos de colonias de abejas en algunas islas de las 

Azores, la propagación de estos patógenos por el archipiélago se ha limitado. 

Como resultado, algunas de ellas se mantienen libres de V. destructor y/o N. 

ceranae, por lo que hay islas con diferentes combinaciones de patógenos. En 

particular, la isla de Santa María ha logrado mantenerse libre de la colonización 

de ambos, ofreciendo uno de los escenarios únicos en el mundo para el estudio 

de las abejas y observar cómo eran antes de la acción patógena de V. destructor 

y N. ceranae. 

Las investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha que abordan el 

estudio de la microbiota intestinal de las abejas se han realizado en áreas donde 

estos patógenos ya están presentes, por lo que la microbiota intestinal de las 

abejas ya ha podido ser influenciada por ellos. Por tanto, las abejas de las islas 

Azores ofrecen una oportunidad única para entender cómo la microbiota 

intestinal era antes de la colonización por estos patógenos y determinar si su 

presencia la ha modificado. Por otro lado, el hecho de disponer de islas con 

una combinación diferente de patógenos permite analizar la influencia de cada 

uno de ellos en las bacterias intestinales. 

Además, a pesar de que L. passim se encuentra distribuida en todas las 

islas del archipiélago (ver Capítulo II), son muy pocos los estudios que 

exploran su impacto en la microbiota intestinal. Por tanto, determinar su 

influencia en las comunidades bacterianas intestinales puede servir de base 

para establecer el efecto del parásito en la microbiota intestinal de las abejas. 

2. OBJETIVOS 

Dada la situación epidemiológica de algunas islas del archipiélago de 

Azores, se estableció como objetivo caracterizar la microbiota intestinal de las 



Capítulo III 

147 

abejas con distinta combinación de parásitos para determinar la influencia de 

V. destructor, N. ceranae y L. passim en las bacterias intestinales. 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Selección de muestras 

Las muestras utilizadas en este estudio corresponden a un subgrupo de 

las utilizadas en el Capítulo II. En este caso, se seleccionaron las islas de Pico, 

Flores, Santa María y Terceira, islas que presentaban diferentes combinaciones 

en cuanto a la coexistencia de V. destructor y/o N. ceranae (Lopes et al. 2022), 

mientras que L. passim se encontraba en todas las islas (ver Capítulo II) (Tabla 

19). Para la detección de N. ceranae se utilizó la técnica de PCR descrita por 

Martín-Hernández et al. (2012) (ver Metodología general), mientras que la 

presencia de V. destructor en la isla se consideró el comunicado de la Comisión 

Europea que certifica el estatus de zona libre del ácaro (Comisión Europea, 

2021). De cada isla, se seleccionaron de forma aleatoria 15 colmenas de las que 

se tomaron una muestra de 15 abejas obreras que se procesaron de forma 

conjunta por cada colmena. Las abejas utilizadas se encontraban conservadas 

a -80ºC en el laboratorio de patología del CIAPA de Marchamalo. 

Isla 
Presencia de 

N. ceranae 

Presencia de 

V. destructor 
Presencia de 

L. passim 

Pico + + + 

Flores - + + 

Terceira + - + 

Santa María - - + 

 

Tabla 19. Presencia de patógenos en cada una de las islas analizadas en este estudio. 

Adicionalmente, se recogieron 18 abejas de la cámara de cría de una 

colmena de la isla de Santa María en marzo de 2022, con el fin de recoger 

abejas jóvenes, que son las que se encuentran principalmente en esta 

localización. Las abejas se transportaron vivas al laboratorio y allí se 

anestesiaron en frío y se procesaron individualmente en condiciones de 

esterilidad, utilizando un mechero Bunsen para mantener un ambiente libre de 

contaminantes. Todo el material utilizado fue previamente esterilizado y se 

desinfectaron las superficies de trabajo con etanol para minimizar el riesgo de 



Capítulo III 

148 

 

contaminación. El intestino de cada abeja se extrajo cuidadosamente tirando 

del último segmento del abdomen utilizando pinzas estériles. Cada intestino 

se depositó en un tubo estéril (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) que 

contenían 5 mL de solución salina estéril. Los tubos se transportaron en 

refrigeración al Laboratorio de Patología Apícola del CIAPA de Marchamalo 

para su procesado y extracción del material genético para su posterior estudio 

metataxonómico. 

3.2. Extracción de ADN 

Una vez en el laboratorio del CIAPA, todas las muestras (las del primer 

muestreo y las de Santa María recogidas en 2022) se procesaron en una 

campana de flujo laminar (Telstar AV–30/70). 

Las abejas seleccionadas del banco de muestras se lavaron con etanol 

y, posteriormente, con agua Milli-Q estéril para eliminar las bacterias que 

pudieran tener en su superficie. Seguidamente, las 15 abejas de cada colmena 

se introdujeron en una bolsa estéril con filtro con 2,5 mL de agua calidad PCR 

(Qiagen®, Hilden, Alemania) y se procesaron como se describe en la 

Metodología general. En este caso, las muestras se dispusieron en placas de 

96 pocillos que, además de las 5 perlas de vidrio, también contenía FastPrep 

Fp120 (Thermo Scientific, MA, Estados Unidos) y 120 µL de tampón ATL 

(Qiagen®, Hilden, Alemania) para facilitar la lisis de las células. 

Por otro lado, el intestino de cada abeja del muestreo de Santa María 

de 2022 se procesó de forma individual. Cada tubo que contenía el intestino 

de cada abeja se centrifugó a 13.000 rpm durante 15 minutos a una temperatura 

de 4ºC. Se eliminó todo el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en 500 

µL de agua calidad PCR. De este macerado, se cogieron 300 µL que se 

dispensaron en una placa de 96 pocillos en las mismas condiciones que se han 

mencionado en el párrafo anterior. 

Todas las muestras se agitaron en un TissueLyser (Qiagen®, Hilden, 

Alemania) durante 90 segundos a 30 Hz. Posteriormente, de cada muestra se 

cogieron 150 µL y se transfirieron a una placa Deepwell de 96 pocillos (BioSprint 

96 DNA Blood kit, 940057, Qiagen®, Hilden, Alemania) con ribonucleasa A 

(10 mg/mL) y se incubó a 37°C durante 15 min para eliminar el ARN. Una 

vez terminada la incubación, se añadieron 20 µL de proteinasa K y se 



Capítulo III 

149 

incubaron a 56ºC durante 1 hora. Por último, se llevó a cabo la extracción del 

ADN mediante el robot automático BioSprint tal y como se describe en el 

Capítulo I.  

En todos los casos se añadieron controles negativos de extracción (uno 

cada 20 muestras) que se procesaron en paralelo como se ha descrito. 

Finalizada la extracción, la concentración de ADN se cuantificó con un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados 

Unidos). Posteriormente, los extractos de ADN se congelaron a -20 ºC hasta 

su posterior envío a la empresa Novogene Co. (Beijing, China) para realizar el 

análisis metataxonómico.  

El envío de muestras se realizó en dos periodos de tiempo. En un 

primer lote de muestras se enviaron las muestras de intestinos de abejas 

procesados de forma individual de Santa María junto con un subconjunto de 

5 muestras de abejas procesadas de forma colectiva de cada isla. Tras analizar 

los resultados de este primer lote, se procesaron y enviaron el resto de las 

muestras (10 muestras por cada isla). 

3.3. Construcción de librerías, secuenciación y asignación 

taxonómica 

La empresa Novogene Co. realizó la amplificación por PCR con los 

cebadores 27F (5′- AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3′) y 1492R (5′- 

RGYTACCTTGTTACGACTT-3′) del gen ARNr 16S completo. También 

realizó la construcción de las librerías genéticas, el control de calidad del 

producto de PCR y la secuenciación utilizando el sistema PacBio Sequel II/Ile 

(Pacific Biosciences, CA, Estados Unidos), de acuerdo con la concentración 

efectiva de la librería genética y la cantidad de datos requerida. Las secuencias 

obtenidas con longitudes inferiores a 1340 pb y superiores a 1640 pb se 

eliminaron. Las restantes, dentro del rango de longitud del amplicón, se 

guardaron en formato fastq. De estas últimas, se eliminaron los cebadores para 

depurar las secuencias con el mismo número de nucleótidos, obteniendo así 

los datos finales validados para el análisis posterior. Posteriormente, también 

realizó la asignación taxonómica de las variantes de secuencias de los 

amplicones obtenidos (Amplicon Sequence Variants, ASV) y eliminaron aquellas 

que tuvieran menos de 5 lecturas. 
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3.4. Análisis bioinformáticos y estadísticos 

Una vez realizada la asignación taxonómica, el número de secuencias 

en cada muestra se normalizó a un valor común, permitiendo así la 

comparación directa entre las muestras de ambas secuenciaciones. Este 

proceso se llevó a cabo mediante una rarefacción utilizando el paquete vegan 

de R Studio (versión 4.3.2). A partir de esto, se generó una tabla de recuentos 

de todos los taxones para cada muestra y se calculó la abundancia relativa de 

cada uno en función del número total de lecturas rarefactadas del gen ARNr 

16S por muestra. 

Dado que las muestras individuales y las muestras procesadas 

colectivamente no son comparables entre sí debido a su naturaleza distinta 

(número de abejas por muestra y parte de la abeja analizada), no se realizó una 

comparación entre ambos tipos de muestras. Por lo tanto, las comparaciones 

estadísticas sólo se realizaron con las muestras procesadas de forma colectiva 

de cada isla, dejando las muestras individuales de Santa María para la 

descripción de la microbiota intestinal de las abejas de esta isla. 

Para analizar la riqueza y uniformidad de las comunidades bacterianas 

en las muestras (diversidad alfa), se estudiaron los índices de Shannon y de 

Simpson con el paquete vegan de R Studio (versión 4.3.2). Primero, se comparó 

la microbiota de las abejas de las diferentes islas (cada una con una 

combinación exclusiva de patógenos) para evaluar si existían diferencias entre 

ellas en función de la isla/combinación de patógenos. Las diferencias entre los 

grupos en los índices de Shannon y Simpson se evaluaron mediante la prueba 

no paramétrica Kruskall-Wallis para comparaciones múltiples. En caso de 

diferencias significativas, se realizó la prueba no paramétrica Mann-Whitney 

con corrección de Bonferroni para comparaciones entre pares. 

Para evaluar la complejidad de la composición de la comunidad 

bacteriana (diversidad beta), se llevó a cabo un análisis de coordenadas 

principales (Principal Coordinates Analysis, PCoA) con una matriz de distancias 

que calculaba valores de disimilitud para cada comparación de muestras por 

pares y, de esta manera, trazar patrones de diversidad de la comunidad 

bacteriana. La abundancia relativa se analizó mediante el índice de disimilitud 

de Bray-Curtis, mientras que para la presencia/ausencia de cada taxón se 

utilizó el índice binario de Jaccard. Las diferencias estadísticas en las matrices 
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de distancia se evaluaron mediante un análisis de varianza no paramétrico 

(PERMANOVA) con 999 permutaciones, utilizando la prueba Adonis 

implementada en el paquete vegan de R Studio (versión 4.3.2). 

Tras analizar la diversidad alfa y beta, se comparó la abundancia relativa 

de los principales géneros bacterianos utilizando la prueba no paramétrica 

Kruskal-Wallis para comparaciones múltiples y la prueba no paramétrica 

Mann-Whitney para comparaciones entre pares. 

Posteriormente, las muestras se agruparon en función de la presencia 

o ausencia de los diferentes parásitos. Para V. destructor y N. ceranae, las 

muestras se agruparon en función de su presencia en las islas. En el caso de 

N. ceranae, además, se disponía del dato de que colmenas eran positivas al 

microsporidio, ya que esas muestras se habían analizado en el CIAPA (Lopes 

et al. 2022), por lo que las muestras de islas con presencia de N. ceranae (Terceira 

y Pico) se agruparon en función de si eran o no positivas a este patógeno. Para 

L. passim, dado que se encuentra presente en todas las islas, el análisis se realizó 

en función de la presencia o ausencia en cada colmena analizada utilizando los 

datos obtenidos en el Capítulo II. De esta manera se generaron dos grupos 

para cada una de las variables de análisis: con y sin V. destructor; con y sin N. 

ceranae; y con y sin L. passim. Para estos tres factores, se repitieron los mismos 

análisis descritos anteriormente. Sin embargo, en estos casos únicamente se 

realizó la prueba de Mann-Whitney para comparaciones por pares. 

De forma similar al análisis del factor isla con una combinación 

diferente de patógenos en cada una, se realizó una comparación entre 

colmenas con N. ceranae y/o L. passim para evaluar su influencia de forma 

conjunta en la microbiota intestinal. 

Los valores de p<0,05 resultantes de todos los análisis estadísticos 

realizados se consideraron como estadísticamente significativos. 

3.5. Detección de N. ceranae 

Dado que las abejas procesadas colectivamente ya habían sido 

analizadas previamente para la detección de N. ceranae (Lopes et al. 2022) en 

nuestro laboratorio, únicamente se analizaron las abejas individuales 

muestreadas de Santa María para confirmar que se encontraban libres del 

microsporidio, ya que esa isla es considerada libre de este. Se realizó una PCR 
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convencional de las mismas utilizando la misma técnica descrita en la 

Metodología general. 

4. RESULTADOS 

El proceso de secuenciación produjo 3.304.683 secuencias de alta 

calidad del gen ARNr 16S tras el filtrado, pertenecientes a 663 y 1.258 ASVs 

en el primer y el segundo lote de muestras, respectivamente. Se identificaron 

un total de 72 géneros pertenecientes a 11 filos. 

En el primer lote de muestras analizadas, la empresa Novogene Co. 

normalizó el número de secuencias a 15.957, mientras que en el segundo lo 

hizo a 5.123 secuencias. Para estandarizar los datos y facilitar la comparación 

entre ambas secuenciaciones, se realizó una rarefacción en la que se ajustaron 

todas las muestras a 5.123 secuencias (Figura 25). Se seleccionó este valor 

porque permitía incluir toda la información de las muestras de la segunda 

secuenciación, y la información más relevante de las muestras de la primera. 

 

Figura 25. Curva de rarefacción en las muestras secuenciadas en los dos lotes para su estudio 

metataxonómico. La gráfica muestra la riqueza de géneros (eje Y) en función del número de 

secuencias (eje X), con las curvas en azul representando las diferentes muestras. La línea vertical 

roja marca el valor de 5.123 secuencias, el punto de rarefacción aplicado para todas las muestras. 
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4.1. Caracterización de la microbiota intestinal de las 

abejas de las islas Azores 

La caracterización de la microbiota intestinal de las abejas en las islas 

Azores se realizó mediante el análisis de los taxones identificados en las 

muestras colectivas correspondientes a las 4 islas seleccionadas para este 

estudio. En el total general de las muestras de las diferentes islas, los filos más 

representativos fueron Pseudomonadota (50,66%), Bacillota (40,46%) y 

Actinomycetota (8,19%), que representaron el 99,31% de las lecturas totales 

(Figura 26). 

Dentro del filo Bacillota, la clase Bacilli fue la mayoritaria (40,12%); las 

clases con más representación del filo Pseudomonadota fueron la 

Alphaproteobacteria (31,46%), la Gammaproteobacteria (9,87%) y la 

Betaproteobacteria (9,59%), mientras que la clase Actinomycetes fue la más 

abundante (8,18%) dentro del filo Actinomycetota. Dentro de la clase 

Alphaproteobacteria, la familia más representativa fue Bartonellaceae 

(29,27%), seguida de Acetobacteraceae (2,18%), mientras que Morganellaceae 

(6,20%) y Orbaceae (1,26%) fueron las más abundantes dentro de la clase 

Gammaproteobacteria. Por último, las clases Bacilli, Betaproteobacteria y 

Actinomycetes, se correspondieron mayoritariamente con las familias 

Lactobacillaceae (39,50%), Neisseriaceae (9,58%) y Bifidobacteriaceae 

(8,17%), respectivamente. 

A nivel de género (Figura 26), se detectaron los géneros característicos 

de la microbiota intestinal de las abejas melíferas: el 29,27% de las secuencias 

se atribuyeron al género Bartonella, el 25,56% a Lactobacillus, el 12,17% a 

Bombilactobacillus, el 9,58% a Snodgrassella, seguido del 8,17% de Bifidobacterium, 

el 6,19% a Arsenophonus, el 2,15% a Commensalibacter, y el 1,77% a 

Apilactobacillus. Además, dentro de la familia Orbaceae, el 1,04% se asignó a 

Gilliamella y el 0,22% a Frischella. Estos géneros representaron el 96,12% de las 

lecturas totales. El resto de los géneros asignados se encontraron en 

abundancias relativas muy bajas y correspondieron al 3,88% de las secuencias 

totales, aunque si bien es cierto que Pico fue la isla que mostró una mayor 

abundancia de estos géneros (8,51%) y Santa María la que menos (2,01%). 
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Figura 26. Abundancia relativa de los filos (izquierda) y los géneros bacterianos (derecha) 

determinados por secuenciación en las diferentes islas. 

La asignación taxonómica de los ASVs a nivel de especie permitió 

detectar entre los Lactobacillus las especies Lactobacillus helsingborgensis (9,97%), 

Lactobacillus kullabergensis (4,96%), Lactobacillus apis (4,72%), y en menor 

proporción, Lactobacillus melliventris (0,12%), Lactobacillus johnsonii (0,012%) y 

Lactobacillus kimbladii (0,0013%). El 5,57% de las secuencias correspondientes 

al género Lactobacillus no pudieron ser asignadas a nivel de especie. Del género 

Bombilactobacillus, se identificaron 2 especies, Bombilactobacillus mellis (10,99%) y 

Bombilactobacillus mellifer (1,18%). En cuanto al género Bifidobacterium, se 

identificaron tres especies, una predominante, Bifidobacterium asteroides (7,50%); 

y dos en menor abundancia, Bifidobacterium indicum (0,67%) y Bifidobacterium 

coryneforme (0,005%). De los géneros Bartonella, Snodgrassella, Apilactobacillus, 

Gilliamella y Frischella, se identificó una especie para cada uno de ellos: Bartonella 

apis (26,41%), Snodgrassella alvi (7,29%), Apilactobacillus kunkeii (1,77%), 

Gilliamella apicola (0,44%) y Frischella perrara (0,22%). Se identificaron otras 

especies en proporciones mucho menores, representando en conjunto el 

0,74% de las lecturas totales.  En promedio, se pudo identificar a nivel de 

especie el 76,99% del total de las secuencias obtenidas en las islas analizadas. 
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4.1.1. Microbiota intestinal de las abejas de Santa María 

Los resultados de la PCR para la detección específica de N. apis y N. 

ceranae mostraron que todas las muestras obtenidas de forma individual a partir 

de las abejas de Santa María eran negativas para ambos microsporidios. 

Los resultados metataxonómicos de la microbiota intestinal de las 

abejas de Santa María, isla libre de N. ceranae y V. destructor, se obtuvieron 

utilizando tanto las muestras individuales como las recogidas de forma 

colectiva. 

El análisis de las muestras individuales mostró predominancia del filo 

Bacillota (92,29% de las lecturas totales), mientras que el filo Pseudomonadota 

representó únicamente el 7,70% y no hubo casi presencia de secuencias 

correspondientes al filo Actinomycetota. Sin embargo, en el caso de las 

muestras colectivas, la abundancia de estos filos fue distinta (39,55%, 50,28% 

y 9,69%, respectivamente) (Figura 27). 

A nivel de clase, se observaron también ciertas diferencias entre las 

muestras individuales y colectivas. En las muestras individuales, la clase Bacilli 

fue la más abundante con un 87,67% de las lecturas, dentro de la cual los 

órdenes predominantes en las muestras individuales fueron Lactobacillales 

(65,46%) y Staphylococcales (26,80%), con una representación muy limitada 

de otros órdenes. En contraste, en las muestras colectivas, la clase Bacilli 

representó el 38,39% de las secuencias, aumentando la abundancia de otras 

clases como Alphaproteobacteria (36,95%), Betaproteobacteria (11,46%) y 

Gammaproteobacteria (2,91%). Hay que destacar que esta última únicamente 

se encontró en este grupo de muestras. A nivel de familias, se observó un 

dominio claro de Lactobacillaceae (65,44%), seguido por Staphylococcaceae 

(26,80%), en las muestras individuales. Sin embargo, en las colectivas, se 

observó una mayor diversidad, con Bartonellaceae como la familia 

predominante (34,95%), seguida de Lactobacillaceae (38,20%) y Neisseriaceae 

(11,46%). 

En cuanto a los géneros identificados (Figura 27), Lactobacillus 

(47,69%) fue el género dominante en las muestras individuales, seguido por 

Staphylococcus (26,80%) y Bombilactobacillus (17,75%). No obstante, en las 

muestras colectivas, Bartonella sobresalió con una abundancia del 34,95%, 
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mientras que Lactobacillus (22,30%) y Bombilactobacillus (14,25%) estuvieron 

presentes en menor abundancia. Otros géneros como, Snodgrassella, 

Commensalibacter y Gilliamella tuvieron una mayor representación en las 

muestras colectivas (34,95%, 11,46%, 1,98% y 1,54%, respectivamente) que 

en las individuales (3,73%, 1,11% y 0,04%, respectivamente). Asimismo, la 

representación del género Bifidobacterium en estas últimas fue prácticamente 

nula (0,001%). Los géneros Bartonella, Apilactobacillus, Frischella y Arsenophonus 

no mostraron ninguna secuencia en las muestras individuales. En conjunto, 

todos estos géneros representaron el 97,41% de las lecturas totales en las 

muestras individuales y el 97,99% en las colectivas. 

 

Figura 27. Abundancia relativa de los filos (izquierda) y los géneros bacterianos (derecha) 

determinadas por secuenciación en las muestras procesadas individualmente y colectivas de la isla 

de Santa María. 

Las especies identificadas en cada género se muestran en la Tabla 20. 

Las del género Lactobacillus que se pudieron identificar a este nivel taxonómico 

tuvieron una mayor abundancia relativa en las muestras individuales que en las 

colectivas, aunque el perfil de especies fue similar en ambos tipos de muestras. 

Así, en ambos grupos, la especie predominante fue L. helsingborgensis (12,70% 

de las secuencias totales en las muestras individuales y 8,56% en las colectivas). 

Le siguieron L. apis (8,94% y 4,59%., respectivamente) y L. kullabergensis 

(8,72% y 4,16%, respectivamente). Por su parte, L. melliventris fue la especie 

con menor representación dentro de este género en ambos grupos, mientras 

que no se pudo detectar o identificar L. johnsonii en las muestras individuales.  
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En cuanto al género Bombilactobacillus, B. mellis fue la especie 

predominante (17.37% y 12,89%, respectivamente), mientras que B. mellifer 

tuvo una representación menor (0,38% y 1,37%, respectivamente). 

Staphylococcus succinus fue la única especie de su género identificada entre 

las muestras analizadas. Por otra parte, Ba. apis destacó por una notable 

abundancia en las muestras colectivas (32,60%) en contraste con lo observado 

en las individuales (0,02%). Algo similar, aunque en menor medida, sucedió 

con S. alvi, cuya presencia fue claramente mayor en las muestras colectivas 

(8,10%) que en las individuales (3%). 

Aunque se pudieron identificar otras especies bacterianas, su 

abundancia relativa fue muy baja, alcanzando apenas un 0,07% del total de las 

lecturas en las muestras individuales y un 0,22% en las colectivas. Por lo tanto, 

la asignación taxonómica a nivel de especie llegó hasta el 78,52% de las 

secuencias en las muestras individuales y el 84,84% en las colectivas. 
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 Abundancia relativa (%) 

Géneros/especies Muestras Individuales Muestras Colectivas 

Lactobacillus 47,69 22,30 

L. helsingborgensis 12,70 8,56 

L. apis 8,94 4,59 

L. kullabergensis 8,72 4,16 

L. melliventris 0,48 0,02 

L. johnsonii 0,00 0,04 

Bombilactobacillus 17,75 14,25 

B. mellis 17,37 12,89 

B. mellifer 0,38 1,37 

Apilactobacillus 0,00 1,64 

A. kunkeii 0,00 1,64 

Bartonella 0,29 34,95 

Ba. apis 0,02 32,60 

Bfidobacterium 0,00 9,63 

B. asteroides 0,00 8,92 

B. indicum 0,00 0,72 

Snodgrassella 3,73 11,46 

S. alvi 3,00 8,10 

Gilliamella 0,04 1,54 

G. apicola 0,02 0,79 

Frischella 0,00 0,22 

F. perrara 0,00 0,22 

Staphylococcus 26,80 0,00 

S. succinus 26,80 0,00 

Otros géneros 2,59 2,01 

Otras especies 0,07 0,22 

 

Tabla 20. Géneros y especies identificadas en las muestras de Santa María. 

4.2. Comparación de las comunidades bacterianas de las abejas 

entre las diferentes islas 

Cuando se comparó la diversidad alfa entre las muestras procedentes 

de las diferentes islas, no se observaron diferencias significativas ni en el índice 

de Shannon (Kruskal-Wallis, p=0,66) ni en el índice de Simpson (Kruskal-

Wallis, p=0,79). Sin embargo, cuando se analizó la composición de las 
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comunidades bacterianas (diversidad beta) se observaron diferencias tanto en 

términos de abundancia relativa (Bray-Curtis, p<0,001; Figura 28) como de 

presencia/ausencia (Binary-Jaccard, p<0,001; Figura 28). Terceira fue la isla 

que mostró un perfil metataxonómico bacteriano diferente a cualquier otra isla 

en los dos análisis realizados, mostrando diferencias significativas con la isla 

Flores (Bray-Curtis, p=0,01; Binary-Jaccard, p=0,006), Pico (Bray-Curtis, 

p=0,006; Binary-Jaccard, p=0,006) y con la Santa María (Bray-Curtis, p=0,028; 

Binary-Jaccard, p=0,024). 

 

 

Figura 28. Comparación de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras 

colectivas agrupadas en función de la isla a la que pertenecen. A) Índice de diversidad de Shannon; 

B) Índice de diversidad de Simpson; C) Gráficos PCoA basados en el índice de disimilitud de 

Bray-Curtis; D) Gráficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios 

(presencia-ausencia). 

Al analizar la abundancia de los géneros mayoritarios en cada isla, se 

identificaron diferencias significativas entre ellas (Figura 29). Las muestras 

procedentes de las abejas de la isla Terceira mostraron una mayor abundancia 

C D 

A B 
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de varios de los géneros estudiados, como Gilliamella y Frischella, en 

comparación con Flores (Mann-Whitney, p=0,031; p=0,044, respectivamente) 

y Pico (Mann-Whitney, p=0,013; p=0,013, respectivamente). Además, se 

observó una mayor abundancia de Snodgrassella (Mann-Whitney, p=0,003) y 

Arsenophonus (Mann-Whitney, p=0,01) en Terceira con respecto a Pico y, en el 

caso de Arsenophonus, también con respecto a Santa María (Mann-Whitney, 

p=0,0016). Asimismo, Apilactobacillus fue más abundante en Terceira en 

relación con Flores (p=0,031). Sin embargo, Bartonella tuvo una abundancia 

significativamente menor en Terceira que en Flores (Mann-Whitney, p=0,005) 

Por otro lado, Santa María presentó una mayor abundancia de 

Snodgrassella en comparación con Pico (Mann-Whitney, p=0,016), al igual que 

una mayor abundancia de Apilactobacillus respecto a Flores (Mann-Whitney, 

p=0,0041). Gilliamella también mostró una mayor abundancia en Santa María 

en comparación con Pico (Mann-Whitney, p=0,027). 
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Figura 29. Abundancia relativa de los géneros más abundantes encontrados en las muestras de 

abejas de las diferentes islas analizadas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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4.3. Efecto de la presencia de parásitos en la microbiota 

intestinal de las abejas melíferas 

4.3.1. Varroa destructor 

La comparación entre islas con presencia o ausencia de V. destructor no 

mostró diferencias significativas en la diversidad alfa, ni en el índice de 

Shannon (Mann-Whitney, p=0,85) ni el de Simpson (Mann-Whitney, p=0,97); 

sin embargo, el análisis de la diversidad beta sí reveló diferencias, tanto en la 

abundancia relativa (Bray-Curtis, p=0,004) como en la presencia/ausencia de 

ASVs (Binary-Jaccard, p=0,006) (Figura 30). 

 

Figura 30. Comparación de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras 

colectivas agrupadas en función la presencia de V. destructor en las islas. A) Índice de diversidad de 

Shannon; B) Índice de diversidad de Simpson; C) Gráficos PCoA basados en el índice de 

disimilitud de Bray-Curtis; D) Gráficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos 

binarios (presencia-ausencia). 

El análisis a nivel de género reveló que la abundancia relativa de 

Bartonella fue significativamente mayor en las islas en las que el ácaro está 

A B 

C D 
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presente (Mann-Whitney, p=0,049) mientras que otros géneros, como 

Snodgrassella (Mann-Whitney, p=0,00037), Apilactobacillus (Mann-Whitney, 

p=0,016), Gilliamella (Mann-Whitney, p<0,0001) o Frischella (Mann-Whitney, 

p=0,00084), se encontraron en una abundancia significativamente menor en 

comparación con las islas donde V. destructor no está presente (Figura 31).  

 

Figura 31. Abundancia relativa de los géneros más abundantes encontrados en las muestras de 

abejas analizadas agrupados en función de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de V. 

destructor en las islas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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 Dado que la isla de Terceira, isla libre de V. destructor, mostró un perfil 

bacteriano diferente al resto de islas, se realizaron análisis adicionales 

excluyendo a Terceira para evitar su influencia en los resultados globales. Este 

análisis confirmó la ausencia de diferencias en la diversidad alfa entre las 

muestras de las restantes islas (Mann-Whitney, p=0,86 y p=0,8, para el índice 

de Shannon y Simpson, respectivamente). Además, tampoco se observaron 

diferencias significativas en la diversidad beta (Bray-Curtis, p=0,28; Binary-

Jaccard, p=0,16). A pesar de ello, algunos géneros bacterianos vieron alterada 

su abundancia relativa, como Snodgrassella (Mann-Whitney, p=0,011), 

Apilactobacillus (Mann-Whitney, p=0,027) o Gilliamella (Mann-Whitney, 

p=0,0013), cuya abundancia fue menor en las islas con V. destructor (Figura 

32), por lo que se confirmó su influencia en estos géneros bacterianos. 

 

Figura 32. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias significativas en función 

de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de V. destructor en las islas excluyendo a Terceira 

del análisis. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

4.3.2. N. ceranae 

Para evaluar el impacto de N. ceranae en la microbiota intestinal de las 

abejas, se analizó su presencia tanto a nivel insular como a nivel de colmena. 

A nivel insular, no se observaron diferencias en los índices de Shannon 

(Mann-Whitney, p=0,22) y Simpson (Mann-Whitney, p=0,33) entre las islas 

con presencia de N. ceranae y aquellas en las que está ausente (Figura 33). Es 

decir, la diversidad alfa bacteriana no mostró diferencias significativas entre 

abejas de islas que nunca han estado expuestas a N. ceranae en comparación 

con las que procedían de islas en las que sí está presente. Sin embargo, sí se 

detectaron diferencias con respecto a la diversidad beta según el análisis 

PERMANOVA tanto en función de la abundancia relativa (Bray-Curtis, 



Capítulo III 

165 

p=0,012) como en la presencia/ausencia de taxones (Binary-Jaccard, p=0,004) 

(Figura 33). 

 

Figura 33. Comparación de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras 

colectivas agrupadas en función la presencia de N. ceranae en las islas. A) Índice de diversidad de 

Shannon; B) Índice de diversidad de Simpson; C) Gráficos PCoA basados en el índice de 

disimilitud de Bray-Curtis; D) Gráficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos 

binarios (presencia-ausencia). 

Al analizar las abundancias relativas de los géneros mayoritarios, se 

observó que las abejas procedentes de islas con presencia de N. ceranae 

mostraron una menor abundancia relativa del Bartonella (Mann-Whitney, 

p=0,007) y una mayor abundancia de Lactobacillus (Mann-Whitney, p=0,032). 

Para el resto de los géneros, la presencia de N. ceranae en las islas no tuvo un 

impacto significativo en su abundancia relativa (Figura 34). 
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Figura 34. Abundancia relativa de los géneros más abundantes encontrados en las muestras de 

abejas analizadas agrupados en función de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de N. 

ceranae en las islas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

Al igual que en el caso de V. destructor, se realizó un nuevo análisis 

excluyendo la isla Terceira con el fin de reducir el impacto de esta isla en los 

resultados. Como ocurriera en aquel caso, no se encontraron diferencias 

significativas en la diversidad alfa (Mann-Whitney, p=0.35 y p=0,38 para el 
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índice de Shannon y el de Simpson respectivamente) mientras que sí existieron 

diferencias en la diversidad beta, tanto en la abundancia relativa (Bray-Curtis, 

p=0,029) como en la presencia/ausencia (Binary-Jaccard, p=0,027) de los 

diferentes taxones. 

En cuanto a las abundancias relativas de cada uno de los géneros, se 

confirmó que la presencia de N. ceranae aumenta la abundancia del género 

Lactobacillus (Mann-Whitney, p=0,0028) mientras que se perdió la significancia 

para Bartonella (Mann-Whitney, p=0,18). Por otro lado, Snodgrassella se 

encontró en una abundancia significativamente mayor en las islas libres del 

microsporidio (Mann-Whitney, p=0,0012) (Figura 35). 

 

 

Figura 35. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias significativas en función 

de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de N. ceranae en las islas excluyendo a Terceira del 

análisis. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

Por lo que respecta al análisis en función de la presencia o ausencia de 

N. ceranae en las colmenas de las islas donde el microsporidio está presente, se 

observó que 16 de las 30 colmenas incluidas en este análisis eran positivas al 

microsporidio mientras que las 14 restantes eran negativas (datos incluidos en 

Lopes et al. (2022)). 

No se encontraron diferencias significativas ni en la diversidad alfa 

(Mann-Whitney, p=0,7 y p=0,95, para el índice de Shannon y el de Simpson, 

respectivamente) ni en la diversidad beta (Bray-Curtis, p=0,16; Binary-Jaccard, 

p=0,13) cuando las muestras se analizaron en función de dicho parámetro. Sin 

embargo, sí que se observaron diferencias en la abundancias relativas de 

Gilliamella y Frischella, que fueron significativamente más elevadas en las 



Capítulo III 

168 

 

colmenas con N. ceranae (Mann-Whitney, p=0,0088 y p=0,011, 

respectivamente) (Figura 36). 

 

Figura 36. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias significativas en función 

de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de N. ceranae en las colmenas de las islas donde se 

encuentra presente. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

4.3.3. L. passim 

Dado que L. passim se encuentra distribuida por todo el archipiélago de 

las Azores, los análisis se realizaron en función de su presencia o ausencia en 

cada colmena, independientemente de la isla a la que pertenecieran. En total, 

44 colmenas fueron positivas al tripanosomátido, mientras que las restantes 16 

eran negativas (Capítulo II). 

En este caso, tampoco se observaron diferencias significativas en la 

diversidad alfa (Mann-Whitney, p=0,55 y p=0,7, para el índice de Shannon y 

el de Simpson, respectivamente) pero sí en cuanto a la diversidad beta (Bray-

Curtis, p=0,044; Binary-Jaccard, p=0,019) (Figura 37). 
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Figura 37. Comparación de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras 

colectivas agrupadas en función la presencia de L. passim en las colmenas. A) Índice de diversidad 

de Shannon; B) Índice de diversidad de Simpson; C) Gráficos PCoA basados en el índice de 

disimilitud de Bray-Curtis; D) Gráficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos 

binarios (presencia-ausencia). 

El análisis a nivel de género mostró que la abundancia de Bartonella fue 

significativamente mayor en las colmenas positivas a L. passim (Mann-Whitney, 

p=0,023). Por el contrario, Snodgrassella, Gilliamella, Frischella y Commensalibacter 

fueron más abundantes en las colonias libres del tripanosomátido (Mann-

Whitney, p=0,045; p=0,0043; p=0,043 y p=0,048, respectivamente) (Figura 

38). 

A B 

C D 
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Figura 38. Abundancia relativa de los géneros más abundantes encontrados en las muestras de 

abejas analizadas agrupados en función de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de L. passim 

en las colmenas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

Posteriormente, se realizó una comparación a nivel de colmena en 

función de la presencia o ausencia de N. ceranae y L. passim. El número de 

colmenas para cada una de las cuatro posibles combinaciones se refleja en la 

Tabla 21. 
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 L. passim (+) L. passim (-) 

N. ceranae (+) 10 4 

N. ceranae (-) 12 4 

 

Tabla 21. Número de colmenas con presencia (+) y/o ausencia (-) de N. ceranae y L. passim. 

 No se encontraron diferencias significativas ni en la diversidad alfa 

(índice de Shannon, p=0,92; índice de Simpson, p=0,9) ni en la beta (Bray-

Curtis, p=0,17; Binary-Jaccard, p=0,12) sino únicamente una mayor tendencia 

hacia una mayor diversidad cuando las colmenas poseían ambos parásitos 

(Figura 39). Tampoco se observaron diferencias taxonómicas relevantes. 

 

 

Figura 39. Comparación de los valores de diversidad alfa y beta en las muestras colectivas 

obtenidas en islas con presencia de N. ceranae y L. passim en función de la presencia (+) y/o 

ausencia (-) de estos dos parásitos en las colmenas. A) Índice de diversidad de Shannon; B) Índice 

de diversidad de Simpson; C) Gráfico PCoA basado en el índice de disimilitud de Bray-Curtis; D) 

Gráfico PCoA basado en el coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-ausencia). 

C D 

A B 
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5. DISCUSIÓN 

Este estudio es pionero en caracterizar la microbiota intestinal de 

abejas de localizaciones libres de dos de sus patógenos más prevalentes a nivel 

mundial, V. destructor y N. ceranae, que representan una amenaza para la salud 

de las colonias (Higes et al. 2008c; Cornman et al. 2010; Le Conte, Ellis y Ritter 

2010; Stevanovic et al. 2011; Dietemann et al. 2012; Martínez, Leal y Conget 

2012). Concretamente, la isla de Santa María es una de las pocas localizaciones 

en el mundo que, hasta la fecha, se encuentran libres de ambos patógenos 

(Lopes et al. 2022) por lo que convierte a esta isla en una región idónea para el 

estudio de las abejas antes de la expansión mundial de estos patógenos. 

En este trabajo, las abejas procesadas individualmente, al ser abejas 

recién recogidas, la extracción del intestino se pudo realizar en condiciones de 

esterilidad para evitar la contaminación ambiental y únicamente detectar y 

cuantificar las bacterias presentes en el intestino. En contraste, las abejas 

procesadas colectivamente se encontraban congeladas en nuestro banco de 

muestras y la extracción del intestino en este estado no fue posible puesto que, 

al extraer el intestino, éste se rompe y hace que la muestra no sea válida para 

su análisis, por lo que se analizaron las abejas completas. No obstante, para 

eliminar las bacterias existentes en la superficie de las abejas, se lavaron con 

etanol y agua Milli-Q estéril antes de su procesado en condiciones de 

esterilidad. En un estudio previo, Hammer et al. (2015) demostraron que la alta 

biomasa bacteriana en el intestino de las abejas anula cualquier efecto potencial 

de las posibles bacterias ambientales en la superficie de estas. Esto se confirmó 

en nuestro estudio, ya que más del 96% de las secuencias obtenidas en el 

análisis metataxonómico correspondieron a géneros bacterianos 

característicos de la microbiota intestinal de las abejas, lo que indica que la 

presencia de bacterias asociadas a otros tejidos fue mínima y poco significativa. 

La principal diferencia entre las abejas de Santa María procesadas 

individualmente y las colectivas era la edad de estas. Las abejas de Santa María 

que se recogieron del cuadro de cría y que se procesaron de forma individual 

mostraron un perfil bacteriano diferente a las muestras colectivas, mostrando 

una abundancia mucho mayor de Lactobacillus, Bombilactobacillus y Staphylococcus. 

Estas abejas, al recogerse del cuadro de cría de la colmena, eran abejas muy 

jóvenes con poco tiempo desde su emergencia, a diferencia de las abejas 
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procesadas colectivamente, que se recogieron de los cuadros externos (Lopes 

et al. 2022) y probablemente tenían mayor edad. Es plausible que estas abejas 

jóvenes no hubieran desarrollado por completo su microbiota intestinal, lo que 

explicaría la mayor presencia de géneros como Lactobacillus y Bombilactobacillus 

y otras bacterias ambientales, como Staphylococcus, según se ha descrito 

previamente en los primeros días tras su emergencia (Powell et al. 2014; Dong 

et al. 2020; Cai et al. 2022). 

En contraste, y al igual que en el resto de las islas, las muestras de abejas 

colectivas mostraron una abundancia elevada de las bacterias características de 

la microbiota intestinal descrita en las abejas, a pesar de que se encuentran en 

zonas geográficamente aisladas y con restricciones en el movimiento de 

colonias. Este hecho no es de extrañar puesto que las bacterias intestinales 

características de las abejas se han coadaptado y coevolucionado con ellas a lo 

largo de miles de años (Martinson et al. 2011; Vásquez et al. 2012; McFrederick 

et al. 2013; Koch et al. 2013). Sin embargo, la isla de Terceira, isla con presencia 

de N. ceranae pero no de V. destructor, mostró un perfil bacteriano diferente al 

resto de islas, mostrando una mayor abundancia de prácticamente todos los 

géneros a excepción de Bartonella, cuya abundancia en esta isla fue menor. Es 

necesario investigar en el futuro si estas diferencias se deben exclusivamente a 

la combinación de patógenos en esta isla o si está influenciada por otros 

factores como la ubicación geográfica, la diversidad floral o el clima, entre 

otros, puesto que la microbiota intestinal de las abejas puede variar en función 

de estos factores (Tola et al. 2020; Jabal-Uriel et al. 2022a; Gaggìa et al. 2023). 

No obstante, es llamativo que Bartonella, un género considerado no 

troncal, fuera el taxón más abundante en las islas Azores, mientras que 

Gilliamella, considerado como troncal, se encontró en una abundancia relativa 

muy baja. Esta diferencia contrasta con las observaciones en abejas adultas 

estudiadas en otras localizaciones del planeta, donde Gilliamella se encuentra 

en proporciones mucho más altas que las encontradas en este estudio (Powell 

et al. 2014; D’Alvise et al. 2018; Dong et al. 2020; Bleau et al. 2020; Castelli et al. 

2021; Jabal-Uriel et al. 2022a). Este hecho, en el que Bartonella se encuentre en 

una abundancia relativa elevada y Gilliamella en una abundancia baja, se ha 

descrito en abejas de invierno de colonias monitorizadas durante 3 años en la 

parte occidental de Suiza (Kešnerová et al. 2020). Este estudio sugiere que esta 



Capítulo III 

174 

 

mayor abundancia de Bartonella podría estar relacionada con las diferencias en 

la alimentación, la edad o al comportamiento de las abejas durante el invierno. 

Por otro lado, Arsenophonus, una bacteria endosimbionte facultativa 

identificada en colonias de abejas (Yañez et al. 2016; Drew et al. 2021; Nadal-

Jimenez et al. 2022), se encontró en una abundancia relativa elevada en Flores 

(V+, N-) y Terceira (V-, N+). De hecho, en esta última, su abundancia fue 

mayor que otros géneros troncales como Snodgrassella, Bifidobacterium o 

Bombilactobacillus.  Arsenophonus se ha identificado en las flores (McFrederick et 

al. 2017), en el polen corbicular, en el buche melario de las pecoreadoras 

(Corby-Harris, Maes y Anderson 2014), el pan de abeja (Donkersley et al. 2018) 

y en el intestino medio (Drew et al. 2021). Sin embargo, ha sido asociada con 

una mala salud en las abejas (Budge et al. 2016), mostrando una mayor 

abundancia en colonias afectadas por el colapso de las colonias (Colony Collapse 

Disorder, CCD) (Cornman et al. 2012). En abejorros, también hay evidencia de 

su posible implicación en su salud, ya que se ha descrito una mayor abundancia 

relativa de Arsenophonus en el cuerpo graso cuando estos se encuentran 

parasitados con Apicystis bombi, (Parmentier et al. 2018). Además, la presencia 

de esta bacteria también se ha asociado con V. destructor, ya que en ocasiones 

aparece como el género bacteriano predominante, observándose mediante la 

técnica de hibridación fluorescente in situ (Fluorescence In Situ Hybridization, 

FISH) en el ciego de las varroas (Pakwan et al. 2018). Por ello, se sugirió que 

el ácaro podría ser un posible vector biológico de Arsenophonus, pero hasta la 

fecha no se ha identificado ninguna correlación entre los niveles de 

enfermedad inducida por Varroa y Arsenophonus en las abejas melíferas (Hubert 

et al. 2016) y tampoco se conoce si es realmente es una bacteria patógena para 

V. destructor, para las abejas o para ambas (Hubert et al. 2016). Sin embargo, el 

hecho de que la isla donde esta bacteria registró la mayor abundancia de 

Arsenophonus (Terceira) sea una isla libre del ácaro, sumado a la ausencia de 

diferencias en su abundancia entre islas con y sin Varroa, parece contradecir la 

hipótesis de que V. destructor sea un transmisor de esta bacteria. No obstante, 

la isla de Santa María, que carece tanto del ácaro como de N. ceranae, es la isla 

que registró menor abundancia de Arsenophonus, lo que podría indicar que de 

alguna manera la presencia de otros patógenos podría influir en la abundancia 

de Arsenophonus. 
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Otra bacteria que ha sido asociada a Varroa es Bartonella, sugiriendo que 

el ácaro podría ser un reservorio de esta bacteria (Hubert et al. 2015), lo cual 

es consistente con nuestros resultados ya que Bartonella se encontró en una 

abundancia mayor en las islas donde Varroa está presente 

Por el contrario, otros géneros como Snodgrassella, Gilliamella, Frischella 

y Apilactobacillus tuvieron una menor abundancia en las islas con el ácaro. Esto 

coincide en parte con lo observado por Hubert et al. (2017), aunque en este 

trabajo encontraron una mayor abundancia de A. kunkeii en colonias con el 

ácaro. Otros estudios, sin embargo, no observaron diferencias en la microbiota 

entre abejas adultas de colonias con y sin Varroa (Kim, Kim y Park 2023) 

mientras que otros observaron mayores abundancias de 

Gammaproteobacterias (Gilliamella y Frischella), Betaproteobacterias 

(Snodgrassella), Lactobacillus y Bifidobacterium (Marche et al. 2019) en abejas que 

emergieron con varroas. Sin embargo, las abejas de los estudios mencionados 

proceden de colonias que, con alta probabilidad, ya han estado expuestas a V. 

destructor, por lo que las posibles alteraciones en la microbiota intestinal podrían 

haberse producido anteriormente. Esto contrasta con las abejas de nuestro 

estudio, donde los estrictos controles de movimiento de colonias entre islas 

aseguran la existencia de poblaciones de abejas que nunca han estado 

expuestas al ácaro. Esta diferencia en la exposición al patógeno podría ser clave 

para explicar las variaciones observadas en la composición de la microbiota 

intestinal de las abejas. 

Lo mismo sucede con N. ceranae, ya que estas mismas restricciones han 

posibilitado que existan colonias de abejas que no han estado expuestas al 

microsporidio. De hecho, desde el año 2008, según informes anuales de la 

autoridad veterinaria de las islas Azores que realiza encuestas para la detección 

de esporas de Nosema spp. mediante microscopía, revelaron que las únicas islas 

libres de microsporidios son Santa María y Flores. El análisis de Lopes et al. 

(2022) utilizó la misma técnica de PCR utilizada en estudio (ver Metodología 

general, Martín-Hernández et al. 2012) para identificar las especies de Nosema, 

confirmando que Santa María y Flores permanecen libres de N. ceranae, al 

menos hasta el año 2020. Al igual que con V. destructor, los estudios realizados 

en otras localizaciones (Powell et al. 2014; Hubert et al. 2017; Zhang et al. 2019; 

Dong et al. 2020; Jabal-Uriel et al. 2022a) se han llevado a cabo en territorios 
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previamente invadidos por el microsporidio, por lo que la influencia de N. 

ceranae en la microbiota intestinal se ha producido con anterioridad. 

En nuestro estudio, las islas con presencia de N. ceranae mostraron una 

mayor abundancia de Lactobacillus y una menor abundancia de Bartonella. Estos 

dos géneros también aparecen asociados a la infección natural con N. ceranae, 

aunque ambos aparecen en mayor abundancia en las abejas no infectadas 

(Jabal-Uriel et al. 2022a). Al excluir la isla de Terceira de los análisis, dado que 

mostró un perfil bacteriano diferente y podría influir en el análisis, se perdieron 

las diferencias en la abundancia de Bartonella pero se confirmó que la infección 

afecta principalmente al género Lactobacillus. Además, se observó que 

Snodgrassella presentó una mayor abundancia en las islas sin el microsporidio. 

En otros estudios que han analizado abejas infectadas naturalmente con N. 

ceranae, no se han encontrado diferencias en la microbiota intestinal (Hubert et 

al. 2017), o ha observado una mayor abundancia de Bifidobacterium en las abejas 

infectadas (Zhang et al. 2019). Además, Pico, isla que posee tanto V. destructor 

como N. ceranae, registró una mayor abundancia de géneros minoritarios a 

diferencia de Santa María, isla en la que estos dos parásitos no han estado 

nunca presentes. Esto podría indicar que la acción conjunta de ambos 

patógenos podría favorecer el incremento de bacterias atípicas del intestino de 

las abejas conduciendo a una disbiosis intestinal (Maes et al. 2016; Hubert et al. 

2017). Una tendencia similar, aunque sin diferencias significativas, se observó 

en las colmenas infectadas con N. ceranae y L. passim. Es posible que, 

aumentando el número de muestras con combinaciones de estos parásitos, 

podría observarse una diferenciación más clara. 

Sin embargo, al analizar las abejas en función de la presencia de N. 

ceranae a nivel de colmena en las islas donde está presente, las únicas bacterias 

que se encontraron en una abundancia mayor en las colmenas con el 

microsporidio fueron Frischella y Gilliamella. Esta última coincide con estudios 

de infecciones experimentales que indican que Gilliamella es una de las 

bacterias más afectadas por el microsporidio (Horton, Oliver y Newton 2015; 

Maes et al. 2016; Kakumanu et al. 2016; Raymann et al. 2018). Dado que en el 

Capítulo IV se detallan más a fondo las diferencias asociadas a la infección 

por N. ceranae en la microbiota intestinal de las abejas, en este capítulo no se 

profundiza en este aspecto. 
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En el caso de L. passim, al encontrarse distribuida por todo el 

archipiélago de las Azores, los análisis se realizaron considerando únicamente 

su presencia a nivel de colmena. Nuestro estudio reveló que las abejas 

procedentes de colmenas parasitadas presentaron una menor abundancia de 

Frischella, Snodgrassella y Gilliamella. Estas bacterias colonizan el íleon de las 

abejas, una de las regiones del intestino en la que, en infecciones 

experimentales, se ha observado que L. passim en su morfotipo haptomona 

forma una capa celular que recubre el epitelio intestinal a modo de biopelícula 

(Buendía-Abad et al. 2022a; de Paula et al. 2024). Dado que L. passim se ha 

detectado en las pupas, larvas, abejas recién emergidas, nodrizas y 

pecoreadoras, es decir, todas las fases del ciclo de vida de las abejas a excepción 

de la fase de huevo (Arismendi et al. 2022), es posible que la colonización del 

intestino de este parásito ocurra antes del establecimiento de la microbiota 

intestinal. En tal caso, la colonización temprana de L. passim podría interferir 

en el establecimiento de Frischella y alterar o desplazar la formación de la 

biopelícula entre Gilliamella y Snodgrassella en el íleon. Sin embargo, se 

desconoce si la carga parasitaria en las abejas infectadas de forma natural es 

suficiente para inducir la formación de la biopelícula de haptomonas que 

recubre el epitelio intestinal. Las dosis de células suministradas a las abejas en 

infecciones experimentales son muy elevadas y es posible que no corresponda 

con la realidad de lo que sucede en condiciones naturales en el campo. 

No existen muchos estudios en abejas que aborden la influencia de L. 

passim en la microbiota intestinal, y los que hay sugieren que este parásito no 

parece afectar a la microbiota intestinal de las abejas (Hubert et al. 2017; Liu et 

al. 2020). Se ha descrito que, cuando las abejas poseen una nutrición adecuada 

y una microbiota intestinal bien desarrollada son capaces de regular la 

parasitación por L. passim, mientras que cuando se encuentran en estado de 

disbiosis intestinal debido al estrés nutricional y social, pierden la capacidad de 

controlar el parásito (Schwarz, Moran y Evans 2016). Esto mismo se ha 

descrito en abejorros del género Bombus en relación con el tripanosomátido C. 

bombi (Cariveau et al. 2014; Mockler et al. 2018; Näpflin y Schmid-Hempel 2018; 

Blasco-Lavilla et al. 2023). De hecho, la presencia de Lactobacillus y Gilliamella 

como parte de la microbiota intestinal de los abejorros parece reducir la carga 

parasitaria de C. bombi (Mockler et al. 2018). Además, los ácidos producidos 

por L. bombicola, una especie bacteriana característica en abejorros, inhiben el 
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crecimiento in vitro de C. bombi (Palmer-Young, Raffel y McFrederick 2019), 

reforzando la hipótesis de que una microbiota bien establecida puede controlar 

la parasitación por tripanosomátidos en el intestino. No obstante, este aspecto 

aún requiere más investigación en abejas melíferas. 

Este trabajo presenta, por primera vez, un estudio de la microbiota 

intestinal de las abejas antes de la expansión de dos de los patógenos de las 

abejas melíferas más ampliamente distribuidos a nivel mundial, mostrando que 

los principales géneros de la microbiota intestinal de las abejas se encuentran 

altamente conservados. Además, se ha observado que la presencia de V. 

destructor, así como de N. ceranae y L. passim influyen en la abundancia de 

algunos de esos géneros bacterianos. No obstante, se requiere de más estudio 

para comprender mejor las interacciones entre estos parásitos y las bacterias 

intestinales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo IV 

179 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO IV 

 

Influencia de la edad de infección 
experimental con Nosema ceranae 

en la microbiota intestinal de 
abejas obreras (Apis mellifera 
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Influencia de la edad de infección experimental con Nosema 
ceranae en la microbiota intestinal de abejas obreras (Apis 

mellifera iberiensis) 
 

En los últimos años, la microbiota intestinal de las abejas melíferas ha recibido 

especial atención debido al papel crucial que juega en su salud. Diversos factores pueden 

alterar esta microbiota, entre ellos se encuentra el microsporidio N. ceranae. En las abejas, 

la composición de la microbiota intestinal varía con la edad, hasta que las comunidades 

bacterianas se estabilizan a partir del séptimo día tras su emergencia, un proceso que 

parece coincidir con la infección del microsporidio. Sin embargo, no está del todo claro 

el impacto de la edad de infección en las comunidades bacterianas intestinales. Por ello, 

se infectaron experimentalmente a las abejas melíferas con un número constante de 

esporas de N. ceranae a distintas edades tras su emergencia y se analizaron las bacterias 

intestinales 7 días después de la infección mediante PCR cuantitativa en tiempo real 

(qPCR), comparando los resultados con los de controles no infectados. Los resultados 

mostraron que las abejas infectadas presentaban una proporción y una carga 

significativamente mayores de G. apicola. Con respecto a la edad de la infección, las abejas 

infectadas justo después de la emergencia presentaban cargas elevadas de G. apicola, B. 

asteroides, Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis y Bo. apis. Además, la carga de 

G. apicola era mayor en las abejas infectadas a casi todas las edades, mientras que las abejas 

no infectadas de más edad presentaban cargas más elevadas de B. asteroides, 

Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis y Bo apis. Estos resultados sugieren que la 

infección por N. ceranae y, en particular, la edad de las abejas en el momento de la 

infección modula la comunidad bacteriana intestinal, siendo G. apicola la especie más 

influenciada por la infección. 

Aguado-López, D., Urbieta Magro, A., Higes, M., Rodríguez, J. M., & Martín-

Hernández, R. (2024). Influence of Age of Infection on the Gut Microbiota in Worker 

Honey Bees (Apis mellifera iberiensis) Experimentally Infected with Nosema 
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1. INTRODUCCIÓN 

La microbiota intestinal de las abejas melíferas desempeña muchas 

funciones cruciales en el hospedador: favorece la digestión de los alimentos 

(Kešnerová et al. 2017; Zheng et al. 2019; Li, Chenyi et al. 2022), mejora el 

desarrollo del hospedador (Zheng et al. 2017), modula el comportamiento 

(Jones et al. 2018), puede realizar funciones de degradación de los pesticidas 

(Wu et al. 2020) y microplásticos (Wang et al. 2021), mejora la respuesta 

inmunitaria y protege contra parásitos y patógenos (Engel, Martinson y Moran 

2012; Schwarz, Moran y Evans 2016; Steele et al. 2021). Entre los diversos 

patógenos que infectan a las abejas melíferas, N. ceranae es uno de los más 

ampliamente distribuidos por todo el mundo (Higes et al. 2008c; Stevanovic et 

al. 2011; Yoshiyama y Kimura 2011; Martínez, Leal y Conget 2012; Guerrero-

Molina et al. 2016; Wang et al. 2019). Este microsporidio es un parásito 

esporulado intracelular obligado que infecta las células del intestino medio, 

utilizando la maquinaria del hospedador para obtener los recursos que necesita 

para proliferar y, en última instancia, destruir las células epiteliales de este tejido 

(Dussaubat et al. 2012; Martín-Hernández et al. 2017). La infección por este 

microsporidio altera las funciones vitales de la abeja, causando estrés 

energético (Mayack y Naug 2009), perturbando la respuesta inmunitaria 

(Antúnez et al. 2009; Schwarz y Evans 2013; Martín-Hernández et al. 2017) y 

alterando el olfato, el aprendizaje, la orientación y la memoria (Gage et al. 

2018), además de provocar trastornos digestivos. Asimismo, se produce un 

envejecimiento acelerado de las abejas (Ares et al. 2012) que interfiere en las 

tareas que éstas deben realizar en la colmena (Wolf et al. 2014), aumentando 

en última instancia la mortalidad a nivel individual y de colonia (Botías et al. 

2013). 

N. ceranae infecta principalmente a las abejas adultas, aunque también 

se ha observado en otras fases de desarrollo (Benvau y Nieh 2017; Urbieta-

Magro et al. 2019a). De hecho, la susceptibilidad a la infección por 

microsporidios parece estar influida por la edad de las abejas. Los estudios de 

campo indican que las abejas dentro de la colonia pueden infectarse por 

primera vez a los 4-5 días tras su emergencia, dependiendo de la estación del 

año (Jabal-Uriel et al. 2022b), y que las abejas obreras más viejas tienen cargas 

parasitarias más altas (Smart y Sheppard 2012; Jack et al. 2016; Jabal-Uriel et al. 

2022b). Además, se ha demostrado que tanto las reinas más jóvenes 
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(Chaimanee et al. 2014) como las obreras más jóvenes (Urbieta-Magro et al. 

2019b), son más susceptibles a la infección por N. ceranae que las más viejas en 

infecciones experimentales de laboratorio. Dado que una de las diferencias 

entre las abejas más jóvenes y las más viejas es el establecimiento de la 

microbiota intestinal, esta podría explicar las diferencias en la susceptibilidad 

a la infección. De hecho, la infección por N. ceranae puede modificar la 

abundancia relativa de algunas especies bacterianas (Huang et al. 2018; 

Rubanov et al. 2019; Zhang et al. 2019; Paris et al. 2020), ya que la alteración 

del epitelio intestinal puede afectar a la forma en que la microbiota intestinal 

se establece. Sin embargo, se desconoce la importancia de la edad a la que se 

infectan las abejas con N. ceranae en relación con la microbiota intestinal. 

2. OBJETIVOS 

Por lo indicado anteriormente, nos propusimos evaluar si la edad de 

las abejas cuando son infectadas experimentalmente con N. ceranae tiene efecto 

en las comunidades bacterianas intestinales. 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Selección de las muestras 

Las muestras utilizadas en este estudio fueron un subconjunto de 

abejas de un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigación 

(Urbieta-Magro et al. 2019b) cuyo objetivo era determinar cómo afecta la edad 

de las abejas cuando son infectadas por N. ceranae en el desarrollo de la 

parasitación En este estudio, las abejas se obtuvieron de cuadros de cría 

operculados de 5 colonias que no mostraban signos clínicos de ninguna 

enfermedad y se consideraron libres de Nosema spp. (confirmadas 

posteriormente por pruebas de PCR). Los cuadros se mantuvieron a 35ºC en 

una incubadora para garantizar un suministro continuo de abejas melíferas 

recién emergidas y libres del microsporidio (Higes et al. 2007). Cada día, se 

recogían cuidadosamente abejas recién emergidas de los cuadros de cría y se 

depositaban de forma aleatoria en jaulas de red metálica hasta su infección 

(Martín-Hernández et al. 2011). De esta manera, todas las abejas de cada jaula 

tenían la misma edad. Estas abejas se alimentaron ad libitum con una solución 

de sacarosa que se preparaba diariamente (50% p/v en agua destilada), 

suplementada con un 2% de Promotor L® (Calier Lab. Lab., Les Franqueses 



Capítulo IV 

184 

 

del Vallès, Spain), una mezcla comercial de vitaminas y aminoácidos (Higes et 

al. 2007; Martín-Hernández et al. 2011). 

El día de la infección, antes de la inoculación, se retiró el alimentador 

de las jaulas durante 2 horas y, posteriormente, las abejas se anestesiaron con 

CO2 durante 90 segundos, con el fin de facilitar su manipulación durante las 

infecciones experimentales. Cuando empezaban a despertarse, se les 

administró 2 μL de una solución con esporas de N. ceranae (57.000 esporas/μL) 

purificadas con Percoll® 95% (Higes et al. 2008b) extraídas de abejas 

infectadas de forma natural. Aunque en el ensayo llevado a cabo por Urbieta-

Magro et al. (2019b) se infectaron abejas de edades de 0 a 15 días post-

emergencia (p.e.), para este estudio únicamente se utilizaron aquellas edades 

en las cuales se disponían de controles no infectados de la misma edad a los 

que se les había inoculado con 2 μL de agua sin esporas con el fin de que 

pudieran ser comparados. De esta forma, las abejas analizadas en este trabajo 

tenían 0, 1, 4, 5, 8, 11, 13, y 14 días p.e. en el momento de la infección. Tanto 

las abejas infectadas como las no infectadas se mantuvieron en incubadoras 

del mismo modelo separadas y en las mismas condiciones (oscuridad, 33±1ºC 

y 80% de humedad relativa) para evitar infecciones cruzadas. 

A los 7 días post-infección (p.i.) las abejas supervivientes se sacrificaron 

para el análisis molecular. El abdomen de cada abeja se separó cuidadosamente 

del tórax en condiciones estériles para evitar la contaminación entre muestras, 

y la extracción de ADN se realizó individualmente utilizando el método de 

extracción TE como se describe en el Capítulo I. Se analizaron un total de 

276 abdómenes de abejas: abejas infectadas (N=215) y no infectadas (N=61). 

La edad y el número de abejas utilizadas para analizar la microbiota intestinal 

se muestran en la Tabla 22. Se confirmó que todas las abejas del grupo 

infectado eran positivas a la infección por N. ceranae y las del grupo de control 

no estaban infectadas (Urbieta-Magro et al. 2019b). 

Edad de infección (Días p.e.) 0 1 4 5 8 11 13 14 
Total 

Edad de análisis (Días p.e.) 7 8 11 12 15 18 20 21 

Abejas infectadas (N) 30 30 30 30 28 30 30 7 215 

Abejas no infectadas (N) 11 10 6 6 10 6 6 6 61 

 

Tabla 22. Número de abejas infectadas y no infectadas analizadas en cada cohorte de edad. 



Capítulo IV 

185 

3.2. Análisis molecular 

La abundancia absoluta (carga bacteriana) de las principales bacterias 

intestinales de las abejas melíferas (F. perrara, G. apicola, S. alvi, B. asteroides, 

Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., and Ba. apis) se determinó mediante 

qPCR dirigida al gen que codifica para el ARN de la subunidad pequeña de los 

ribosomas (ARNr 16S) con cebadores previamente descritos (Kešnerová et al. 

2017) y normalizada con respecto al gen mitocondrial de la citocromo oxidasa 

I (COI) del hospedador (Apis mellifera) (Am-COI) utilizando los cebadores 

previamente descritos (Martín‐Hernández et al. 2012). La solución de esporas 

utilizada como inóculo para infectar a las abejas también se analizó para 

garantizar que se encontraba libre de bacterias intestinales y, de esta manera, 

no influir en los resultados. 

Las reacciones de qPCR bacterianas y de Am-COI se llevaron a cabo 

por duplicado, utilizando SYBR Green como se describe en la Metodología 

general. 

Dado que no existía ninguna técnica previamente descrita para la 

detección y cuantificación de Bo. apis (previamente denominada Alpha 2.2), se 

diseñó una pareja de cebadores y una sonda específicos. Para ello, se 

obtuvieron las secuencias del gen ARNr 16S de Bo. apis, así como las de 

Parasaccharibacter apium y Saccharibacter floricola, ambas reclasificadas 

recientemente como Bo. apis (Smith et al. 2021), a partir de la base de datos 

GenBank (NCBI). Posteriormente, las secuencias se alinearon utilizando la 

herramienta ClustalW Multiple Alignment del programa informático BioEdit 

Sequence Alignment Editor 7.2.6.1. Se seleccionó un fragmento conservado de 

151 pb presente en todas las secuencias disponibles y se analizó con el software 

Primer Express 3.0.1 (Applied Biosystems Life Technologies Corp., Foster City, 

CA, Estados Unidos) para el diseño del cebador y la sonda. Se seleccionó el 

par de cebadores y la sonda más adecuados en función de los parámetros 

determinados por el software, que incluían la estabilidad, la longitud y el 

porcentaje de G/C. Tanto los cebadores como la sonda fueron 

proporcionados por Roche Diagnostics (Basilea, Suiza). La sonda elegida se 

modificó añadiendo ácidos nucleicos bloqueados (LNAs) para aumentar la 

temperatura de anillamiento (Tabla 23). 
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Cebadores Secuencia 5′-3′ Tamaño 

ALPHA 2.2-F CCGAGAGAGGGTTGTGGAATT 

67 pb ALPHA 2.2-R AGATATTGGGAAGAACACCG 

ALPHA 2.2-P 6FAM-TGTAGA+GG+T+GAA+AT+TC-BHQ1 

 

Tabla 23. Cebadores y sonda para detectar y cuantificar el gen ARNr 16S de Bo. apis. F: forward 

(directo); R: reverse (reverso); P: probe (sonda); +: ácidos nucleicos bloqueados (LNAs). 

En el caso de la qPCR de Bo. apis, las reacciones se realizaron por 

duplicado en un volumen final de 10 μL que contenía 5 μL de LightCycler® 480 

Probes Master Mix (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), 0,3 μM de cada cebador, 

0,1 μM de sonda y 1 μL de ADN muestra. Las condiciones de PCR incluyeron 

una desnaturalización inicial de 10 minutos a 95ºC; 45 ciclos de 10 segundos a 

95ºC, 30 segundos a 60ºC y 1 segundo a 72ºC, más un paso final de 

enfriamiento de 30 segundos a 40ºC. 

Todas las muestras se analizaron individualmente y por duplicado 

como se describe en la Metodología general. 

Para cuantificar la carga bacteriana, se diseñaron oligonucleótidos 

sintéticos de doble cadena (gBlock® Gene Fragment, IDT, DNA Technologies; 

Coralville, IA, Estados Unidos) a partir de las secuencias de referencia del gen 

diana para cada una de las especies bacterianas analizadas (Tabla 24). Los 

ADN sintéticos se reconstituyeron siguiendo las instrucciones del fabricante y 

se utilizaron para elaborar curvas estándar basadas en diluciones seriadas con 

cantidades conocidas de ADN sintético que codificaba la secuencia diana. Así, 

cada valor de Cp se extrapoló a la curva estándar correspondiente a cada 

bacteria, obteniendo la concentración en ng/μL, utilizando el software del 

termociclador. 

Bacteria Secuencia gBlock® Gene Fragment (5’ to 3’) Tamaño 

Frischella perrara  
(ARNr 16S, 

NR_118490.1) 

AGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGA
TGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTT
CGGTGATGAGGAAGTTATGTGTGGGATAAGCACATATAATTGACGTTAGT
TACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
GGGTGCGAGCGTTAATCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCG
GATGATTAAGTTAGGTGTGAAAGCCTCGGGCTCAACCTGAGAATAGCATT
TAAAACTGGTGATCTGGAGTACTGTAGAGGGAGGTAGAATTCCACGTGTA

GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG 

490 pb 
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Gilliamella apicola  
(ARNr 16S, 

NR_121727.1) 

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTGGTCTTGACATCCACAGAATCTTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCG
GGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAT
CGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGTTGATAAAGCGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGCGTATACAAAGGGAGGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTACGTCTAAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGT

TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG 

487 pb 

Snodgrassella alvi  
(ARNr 16S, 

NR_122055.1) 

AACGATGACAATTAGCTGTTGGGACACTAGATGTCTTAGTAGCGAAGCTA
ACGCGTGAAATTGTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTACGGAATCTCTTAG
AGATAGGAGAGTGCCTTCGGGAACCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT
ATGACCAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGTACAGAGGGTAGCGAA

GCCGCGAGGTGAAGCCAATCTCAGAAAGCCGATCGTAGTCCG 

489 pb 

Bifidobacterium 
asteroides  

(ARNr 16S, 
NR_044154.1) 

AACACATGCAAGTCGAACGGGATCCGGGCAGCTTGCTGCCTGGTGAGAG
TGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCAACCTGCCCCATGCTTCGGAATA
GCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCGCACCGTCGCATGATG
GTGTGGGAAAGGGTTTACCGGCATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGCT
TGTTGGCGGGGTGATGGCCTGCCAAGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGA
GAGGGCGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCG
ACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGATTGG
GAGCAAGCGAGAGTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCACCGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTG

GGCGT 

500 pb 

Bombilactobacillus 
mellis 

 (ARNr 16S, 
NR_126249.1) 

TGCAAGTCGAGCGCGGGAAGTCAGGGAAGCCTTCGGGTGGAACTGGTGG
AACGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCTAAAGCG
GGGGATACCATCTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACCCCAGCAGTCA
CATGAGTGCTGGTTGAAAGACGGCTTCGGCTGTCACTTTAGGATGGACCT
GCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGGAGTAACGGTTCACCAAGGCGATGATA
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGC
CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGGATGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAA
ATCCTGTTGTTGAAGAAGAACGGTTGTGAGAGTAACTGCTCATAGCGTGA

CGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC 

491 pb 

Lactobacillus 
helsingborgensis 
(ARNr 16S, 

NR_126253.1) 

TGCAAGTCGAGCGAGCAATTTTGACGGAATACTTCGGTAGGAAGTCAGAA
GCGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTTTAGC
TTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCAAATAAGCAGCACGAGC
GCATGCTCGAGCTGAGAAAGGCGGCTTTCGAGCTGTCACTAAAGGATGG
GCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATG
ATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGACCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG
CAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGACAAGGGTAGTAACTGATTCTTGTT
TGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG 

491 pb 
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Bartonella apis 
 (ARNr 16S, 

NR_126253.1) 

AAGCCAAAATCAAATTTTCAACTTGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAA
CGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCACTTTTCGGAGTGA
GTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTATTTCTACGGAAT
AACGCAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGAT
TTATCGGAGATAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
TGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTA

ACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAA 

471 pb 

Bombella apis  
(ARNr 16S, 

NR_147774.1) 

AAGATGATGACGGTACCTAGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGT
AAAGGGCGCGTAGGCTGTCTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTA
ACCTGGGAACTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTCCGAGAGAGGGTTG
TGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACC

GGTTGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG
CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
ATGTGTGCTGGATGTTGGGTGATTTTATCATTCAGTGTCGGAGCTAACGC
GTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC 

490 pb 

Apis mellifera (Am-
COI, OM203346.1) 

GTTATACCATTTTTAATTGGAGGATTTGGAAATTGGCTTATTCCTTTAATA
CTAGGATCACCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATTAGATTTTGA
TTACTTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTAAGAAATTTATTTTATCCAAG
ACCAGGAACTGGATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCA
TTCTTCACCTTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAAT
TTCCTCAATTATAGGATCATTAAACTTAATAGTTACAATTATAATAATAAA
AAATTTTTCTATAAATTATGACCAAATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTT

ATTACAGCAATTTTATTAATTATATCATTACCTGTATTAGCTGGAGCAATTA
CTATACTATTATTTGATCGAAATTTTAATACATCATTTTTCGATCCTATAGG

AGGTGGAGATCCAATTCTTTATCAACATTTA 

495 pb 

 

Tabla 24. El fragmento genético gBlock® para el gen ARNr 16S bacteriano y el gen COI de Apis 

mellifera. Las secuencias de los cebadores (rojo) y las sondas (azul) se indican en negrita y 

subrayadas. 

A continuación, se realizó la conversión al número de copias del ADN 

sintético que se calculó a partir de su peso molecular y de la concentración de 

ADN en la solución. Para generar las curvas estándar se utilizaron diluciones 

que contenían entre 2 y 108 copias de ADN sintético por μL. El límite de 

detección (LD) para cada bacteria se fijó en función del último valor Cp 

(menor concentración de ADN) que generó una señal de amplificación (Tabla 

25). 

Aquellas muestras en las que el número de copias de ADN de cualquier 

especie bacteriana se encontraban por debajo del LD, se consideraron 

demasiado bajas para ser cuantificadas y, por lo tanto, se consideraron 

negativas y se asignó el valor de 0 copias. La eficacia de los cebadores (E) se 

estimó a partir de la pendiente de la ecuación, E=10(-1/pendiente), y las 
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características de los cebadores y su rendimiento se resumen en la Tabla 25. 

Posteriormente, las cargas bacterianas se normalizaron en función del número 

de copias del gen Am-COI, que se evaluaron con diluciones de ADN Am-COI 

sintético que contenían entre 102 y 108 copias. Las muestras en las que el valor 

del número de copias del Am-COI fue negativo o inferior a 105 copias se 

excluyeron del análisis, ya que se consideró que el ADN extraído no tenía la 

calidad suficiente. 

 

Tabla 25. Cebadores utilizados y características de las curvas estándar. LD: límite de detección de 

los conjuntos de cebadores, expresado como el número más bajo de copias de ADN detectadas 

cuando se realizaron curvas estándar; Cp: crossing point (punto de cruce); F: forward (directo); R: 

reverse (reverso); P: probe (sonda); pb: pares de bases; Tm: Melting temperature (Temperatura de 

fusión). 

La normalización con el gen Am-COI se realizó con el fin de ajustar las 

posibles variaciones en el tamaño del abdomen y el intestino y de la eficiencia 

de la extracción de ADN entre las muestras. El número de copias del gen 

ARNr 16S de cada bacteria se determinó como se ha descrito previamente 

(Kešnerová et al. 2017). El número de copias en bruto del gen ARNr 16S (n1) 

se normalizó dividiéndolo por el número de copias del gen Am-COI presentes 

en la muestra (nCOI). A continuación, se multiplicó por la mediana del número 

de copias del gen Am-COI de todas las muestras y el volumen total del ADN 

Especie Secuencia (5’ to 3’) Tamaño 
Tm 
(°C) 

Curvas estándar 

Eficiencia 
(%) 

LD Cp 
(copias) 

Frichella perrara 
F: GGAAGTTATGTGTGGGATAAGC 

R: CTATTCTCAGGTTGAGCCCG 
185 pb 84.4 1,937 (96.85) 35,75 (102) 

Gilliamella apicola 
F: CTTTGTTGCCATCGGTTAGGCC 

R: CCGCTTGCTCTCGCGAGG 
160 pb 83.6 2,032 (101.6) 39,06 (102) 

Snodgrassella alvi 
F: CTTAGAGATAGGAGAGTGCCTT 

R: AACTTAATGATGGCAACTAATGACAA 
132 pb 84.6 1,926 (96.3) 38,43 (102) 

Bifidobacterium asteroides 
F: ATGCAAGTCGAACGGGATCC 
R: CATCCCATGCCGGTAAACCC 

174 pb 85.8 2,013 (100.6) 36,94 (10) 

Bombilactobacillus spp. 
F: AGTCGAGCGCGGGAAGTCA 

R: AGCCGTCTTTCAACCAGCACT 
169 pb 84.5 2,043 (102.1) 36,4 (10) 

Lactobacillus spp. 
F: GCAACCTGCCCTWTAGCTTG 
R: GCCCATCCTKTAGTGACAGC 

118 pb 81.3 1,964 (98.2) 39,52 (10) 

Bartonella apis 
F: GTGGGAATCTACCTATTTCTACG 

R: AACGCGGGCTCATCTATCTC 
103 pb 76.6 2,016 (100.8) 37,78 (10) 

Bombella apis 
F: CCGAGAGAGGGTTGTGGAATT 
R: AGATATTGGGAAGAACACCG 
P: TGTAGA+GG+T+GAA+AT+TC 

65 pb - 2,057 (102.8) 38,5 (2) 

Apis mellifera 
F: TCCAAGACCAGGAACTGGAT 

R: TTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCC 
112 pb 75.2 1,953 (97.7) 34,87 (105) 
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extraído (es decir, 100 μL) para obtener los números de copias normalizados 

por abdomen (nabs). El cálculo se resume en la siguiente fórmula: nabs = 

(n1/nCOI) × mediana (nCOI) × 100.  

Tras la normalización, los datos se convirtieron a escala logarítmica 

para el análisis estadístico y todos los valores considerados como 0 copias se 

sustituyeron por 1 para las transformaciones logarítmicas. 

3.3. Análisis estadísticos 

Para determinar si la infección por N. ceranae tuvo algún afecto en la 

presencia de algún grupo bacteriano, se realizó un análisis para cada especie 

bacteriana analizada mediante la prueba de chi-cuadrado con corrección de 

Yates. Además, se comparó la carga bacteriana de cada especie analizada entre 

las abejas infectadas y no infectadas mediante un ANOVA, seguido de la 

prueba post hoc de Games-Howell. Para evaluar si la edad de infección con 

N. ceranae producía diferencias en la carga de cualquier grupo bacteriano, se 

compararon las cargas bacterianas de las abejas infectadas y no infectadas 

mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. 

Todos los análisis se realizaron con el programa IBM® SPSS® Statistics 

25.0 y se consideraron como estadísticamente significativos los valores de 

p<0,05. 

4. RESULTADOS 

4.1. Influencia de la infección por N. ceranae en las bacterias 

intestinales de las abejas melíferas 

La solución de esporas utilizada para infectar a las abejas fue negativa 

para todas las especies bacterianas evaluadas en este estudio, lo que indica que 

las abejas infectadas no fueron inoculadas con bacterias intestinales. Para 

determinar si las especies de bacterias intestinales y su carga diferían en las 

abejas infectadas y no infectadas, se excluyeron del análisis 13 muestras (9 

abejas infectadas y 4 no infectadas) de las 276 disponibles debido a la falta de 

amplificación o porque estaban por debajo del LD del Am-COI establecido. 

La proporción de abejas infectadas y no infectadas positivas para cada 

bacteria analizada se muestra en la Figura 40. Las abejas infectadas registraron 
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una mayor proporción de casi todas las especies bacterianas con respecto a las 

no infectadas. Sin embargo, sólo G. apicola se encontraba en una proporción 

significativamente mayor de abejas infectadas (X2=67,658; p<0,0001). En 

todas las demás especies bacterianas, las proporciones no difirieron 

significativamente entre los grupos: F. perrara (X2=1,44; p=0,230), S. alvi (X2 

=0,13; p =0,716), B. asteroides (X2=0,641; p=0,423), Bombilactobacillus spp. 

(X2=2.964; p=0,085), Lactobacillus spp. (X2=1,38; p=0,240), Ba. apis (X2=0,226; 

p=0,634) y Bo. apis (X2=1,469; p=0,225). 

 

Figura 40. Porcentaje (%) de abejas positivas a cada especie bacteriana en abejas infectadas 

(naranja) y no infectadas (azul) independientemente de su edad. *p<0,05. 

Con respecto a la abundancia absoluta de cada bacteria intestinal, 

únicamente G. apicola se encontró en una carga significativamente mayor en las 

abejas infectadas (Games-Howell, p=0,0001; Figura 41). Para el resto de las 

especies bacterianas, su abundancia fue mayor en las abejas infectadas, excepto 

en el caso de S. alvi, aunque sin diferencias significativas entre abejas infectadas 

y no infectadas. 
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Figura 41. Abundancia absoluta del gen ARNr 16S para las diferentes bacterias intestinales 

analizadas en abejas infectadas (naranja) y no infectadas (azul). Cuando la distribución de las 

muestras no permite establecer cajas, los valores se representan mediante círculos. *p<0.05. 

4.2. Cargas bacterianas en abejas melíferas infectadas y no 

infectadas de la misma edad 

De las 276 abejas analizadas, en 13 no se obtuvo amplificación del gen 

Am-COI, por lo que fueron excluidas del análisis posterior y, en la Tabla 26, 

se muestra el número total de abejas melíferas analizadas en cada cohorte de 

edad. Cuando se compararon las cargas bacterianas entre abejas infectadas y 

no infectadas de la misma edad, se observaron algunas diferencias (Figura 42). 

G. apicola fue la única especie para la que se detectó una carga bacteriana 

significativamente más elevada en las abejas infectadas a casi todas las edades 

(7, 8, 12, 15 y 20 días p.e.) respecto a las abejas no infectadas (Mann-Whitney, 

p=0,0001; p=0,0001; p=0,001; p=0,0001; p=0,006, respectivamente). 

 

Edad de infección (Días p.e.) 0 1 4 5 8 11 13 14 
Total 

Edad de análisis (Días p.e.) 7 8 11 12 15 18 20 21 

Abejas infectadas (N) 28 30 27 27 27 30 30 7 206 

Abejas infectadas (N) 11 10 5 6 10 6 5 4 57 

 

Tabla 26. Número de abejas incluidas en los análisis estadísticos. 
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Figura 42. Diagramas de cajas que muestran la abundancia absoluta del número de copias del gen 

ARNr 16S para las diferentes bacterias intestinales analizadas en abejas infectadas por N. ceranae 

(naranja) y no infectadas (azul) a cada edad, ordenadas de mayores a menores diferencias. Cuando 

la distribución de las muestras no permite establecer casillas, las bacterias se representan mediante 

círculos. *p<0.05. 

La carga bacteriana de Bo. apis fue significativamente mayor a los 7 

(Mann-Whitney, p=0,007) y 11 días p.e. en las abejas infectadas (Mann-

Whitney, p=0,01), pero a partir de los 18 días p.e., la carga de Bo. apis fue 

significativamente mayor en las abejas no infectadas de esta edad (Mann-

Whitney, p=0,0001) y a los 21 días p.e. (Mann-Whitney, p=0,007). Lo mismo 

ocurrió con Ba. apis, que fue significativamente más abundante a los 7 días p.e. 

en las abejas infectadas (Mann-Whitney, p=0,02) y en las no infectadas a los 

18 y 21 días p.e. (Mann-Whitney, p=0,001; p=0,02, respectivamente). La 

misma tendencia fue evidente para Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp., 

con cargas bacterianas significativamente más altas en las abejas infectadas más 

jóvenes (Mann-Whitney, p=0,018; p=0,0001, respectivamente) y no infectadas 

más viejas (Mann-Whitney, p=0,01; p=0,006, respectivamente). No se 

observaron diferencias significativas en las cargas bacterianas de F. perrara y S. 

alvi entre abejas infectadas y no infectadas en ninguna de las edades analizadas. 

La mayor diferencia entre abejas infectadas y no infectadas se observó 

en las abejas más jóvenes y viejas que recibieron la infección.  De hecho, en 

aquellas que se infectaron poco después de la emergencia (7 días de edad en el 

momento del análisis) presentaron cargas bacterianas más altas que las abejas 

no infectadas, con diferencias significativas para G. apícola (Mann-Whitney, 

p=0,0001), B. asteroides (Mann-Whitney, p = 0,0001), Bombilactobacillus spp. 

(Mann-Whitney, p=0,018), Lactobacillus spp. (p=0,0001), Ba. apis (Mann-

Whitney, p=0,003) y Bo. apis (Mann-Whitney, p=0,0001; Figura 43). 

Por el contrario, las abejas con mayor edad que recibieron la infección 

(21 días de edad en el momento del análisis) presentaron cargas 

significativamente menores de Ba. apis (Mann-Whitney, p=0,02), Bo. apis 

(Mann-Whitney, p=0,007), Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp. (valores de 

p ya mencionados) que las abejas infectadas de la misma edad (Figura 43). Sin 

embargo, el número de abejas no infectadas de este grupo era muy bajo (n=4). 
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Figura 43. Abundancia absoluta del número de copias del gen ARNr 16S de las distintas bacterias 

intestinales analizadas en abejas de 7 días (izquierda) y 21 días (derecha) infectadas con N. ceranae 

y no infectadas. Cuando la distribución de las muestras no permite establecer cajas, las bacterias 

se representan mediante círculos: * p<0.05. 

En cuanto al resto de las edades (8-20 días p.e.), aparte de G. apicola, 

como ya se ha descrito previamente que fue la bacteria más significativamente 

influida por la infección, la carga bacteriana entre abejas infectadas y no 

infectadas sólo fue significativamente diferente para Bo. apis a los 11 y 18 días 

p.e. (Mann-Whitney, p=0,01; p=0,0001, respectivamente) y Ba. apis a los 18 

días p.e. (Mann-Whitney, p=0,001). Sin embargo, aunque no hubo diferencias 

significativas para los demás días, la carga bacteriana media en las abejas 

infectadas con N. ceranae fue superior a la de las no infectadas, principalmente 

en las abejas con 8 y 11 días de edad. 

5. DISCUSIÓN 

Este trabajo se diseñó para determinar si la infección experimental con 

N. ceranae y la edad a la que las abejas se infectan con el microsporidio influye 

en su microbiota intestinal. Por ello, estudiamos los principales taxones 

bacterianos que representan el 95-99% del bacterioma intestinal de las abejas 

melíferas, demostrando que, de todas las especies analizadas, G. apicola fue la 

especie más significativamente alterada por la infección del microsporidio, 

encontrándose aumentada tanto en términos de presencia como de carga 

bacteriana. Esta asociación positiva entre G. apicola y la infección experimental 

por N. ceranae parece ser un efecto consistente en la infección, ya que también 

se ha descrito por otros autores (Rubanov et al. 2019; Paris et al. 2020; Castelli 
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et al. 2020; Zhang et al. 2021; Lau et al. 2024) en ensayos realizados en 

condiciones muy diferentes y diversas, incluyendo la infección a diferentes 

edades, diferentes subespecies de abejas melíferas, distintas dosis de esporas, 

regiones intestinales examinadas, dietas suministradas, métodos analíticos, o 

mediante el análisis de abejas individuales o de muestras colectivas. Sin 

embargo, otros estudios no encontraron ninguna asociación entre la infección 

por N. ceranae y esta bacteria ni con cualquier otra (Li et al. 2017), mientras que 

en otros se encontraron asociaciones con otras bacterias como las de los 

géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Snodgrassella o Bartonella (Smith y Newton 

2020; Castelli et al. 2020; Panjad et al. 2021; Naree et al. 2022), que no se vieron 

modificadas en este estudio. Hasta el momento de este trabajo, ningún estudio 

había abordado el efecto de la edad en la relación entre microbiota e infección, 

e incluso este factor no suele tenerse en cuenta a la hora de comparar 

resultados entre estudios. No obstante, nuestro trabajo demuestra que es 

importante tener en cuenta este factor, ya que los resultados varían en función 

de la edad a la que se produce la infección. 

De hecho, se observaron diferencias significativas entre las abejas 

infectadas y las no infectadas en dos momentos clave, que coincidieron con 

las abejas más jóvenes y las más viejas del ensayo. Así, las abejas infectadas 

justo después de la emergencia presentaban cargas bacterianas 

significativamente más elevadas para todos los taxones analizados, excepto 

para F. perrara y S. alvi, mientras que había una mayor abundancia de 

Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis y Bo. apis en las abejas no 

infectadas de 21 días de edad. 

Cabe señalar que en el trabajo inicial del que procedían las abejas de la 

presente investigación (Urbieta-Magro et al. 2019b), todas las abejas infectadas 

fueron positivas para N. ceranae; siendo las que tenían 7 y 8 días de edad 

(infectadas en los días 0 y 1 p.e.) mucho más susceptibles a la infección por el 

microsporidio. Esto puede deberse a que las abejas recién emergidas no tienen 

las membranas peritróficas bien desarrolladas (de Oliveira et al. 2023) y la 

ausencia de esta barrera física puede favorecer la infección de las células 

epiteliales del ventrículo. Aunque, en nuestro estudio, las abejas de 8 días de 

edad no mostraron diferencias significativas en las cargas bacterianas, la 

tendencia fue similar a la del día anterior.  
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Lo mismo ocurrió con las abejas no infectadas de 21 días de edad, las 

cuales mostraron una mayor carga de algunas bacterias mientras que, en las 

abejas de 18 y 20 días de edad, ya mostraban una tendencia hacia una mayor 

carga bacteriana, aunque sin mostrar diferencias significativas con las abejas 

infectadas. 

Por lo tanto, la infección por N. ceranae aparentemente altera las 

bacterias intestinales (en un sentido u otro dependiendo de la edad de 

infección), posiblemente debido al daño en el epitelio del intestino medio y a 

las alteraciones digestivas derivadas de esta lesión. Es posible que aumentando 

el número de abejas a analizar (principalmente en el grupo de abejas no 

infectadas) podría producir resultados más robustos y una diferenciación más 

clara. 

Como se ha comentado, G. apicola fue la especie más fuertemente 

influenciada por la infección por N. ceranae. Su prevalencia y abundancia 

incrementada en el intestino de las abejas melíferas se ha asociado con disbiosis 

intestinal y deficiencias en el hospedador (Maes et al. 2016; Rubanov et al. 

2019). El aumento de esta especie y de otras consideradas no troncales parece 

desplazar el establecimiento de otras bacterias intestinales troncales como S. 

alvi (Ludvigsen et al. 2015; Maes et al. 2016), reduciendo la función protectora 

de la biopelícula que estas dos especies forman en el íleon, lo cual, a su vez, ha 

sido fuertemente asociado con un desarrollo deficiente del hospedador y una 

mortalidad temprana. De hecho, S. alvi aparece con una baja frecuencia en 

nuestra investigación, lo que concuerda con lo anteriormente mencionado al 

encontrar una mayor prevalencia de G. apicola. Por lo tanto, el aumento de esta 

especie podría ser un marcador de disbiosis intestinal, como se ha sugerido 

previamente (Maes et al. 2016). 

Por otro lado, se ha descrito previamente que las lesiones producidas 

por N. ceranae en el ventrículo a los 7 días después de la infección incluyen 

signos de degeneración en la mayoría de las células epiteliales (Higes et al. 2007; 

Dussaubat et al. 2012), lo que podría afectar a la funcionalidad del intestino 

medio y perjudicar la digestión de alimentos y la absorción de nutrientes 

(Crailsheim 1988; 1990; Gillott 1995). Por lo tanto, la glucosa y fructosa, 

procedentes de la hidrólisis de la sacarosa del alimento por una sacarasa 

secretada por las glándulas hipofaríngeas (Terra, Ferreira y Baker 1996; Hu et 
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al. 2019), no serían correctamente absorbidas por el epitelio dañado del 

ventrículo y pasarían al íleon y al recto. Esto también podría ocurrir en el caso 

de los aminoácidos y vitaminas, que serían utilizados por las bacterias 

intestinales como sustrato (Lee et al. 2018; Callegari et al. 2021), produciendo 

un posible desequilibrio adicional en la microbiota intestinal.  

Además, otros efectos previamente descritos de la infección por N. 

ceranae podrían contribuir a la disrupción de la homeostasis del tracto digestivo, 

como la alteración en la regulación de los sistemas antioxidantes, que 

disminuye la producción de especies reactivas del oxígeno (Reactive oxygen 

species, ROS) (Dussaubat et al. 2012; Vidau et al. 2014; Paris et al. 2017), o 

potenciando la inmunosupresión al inhibir la producción de péptidos 

antimicrobianos (Antimicrobial peptides, AMPs) (Antúnez et al. 2009; Li et al. 

2017; Aufauvre et al. 2014). De hecho, la infección por microsporidios en otros 

insectos induce la acidificación y el aumento de ROS en el intestino posterior, 

reduciendo la diversidad bacteriana intestinal y afectando la estructura de la 

microbiota intestinal (Tan et al. 2015). Por lo tanto, al alterar el ecosistema 

intestinal, también a través de cambios en los AMPs, ROS o el pH, N. ceranae 

podría influir en las comunidades bacterianas. Aquí, todos estos desequilibrios 

producen un aumento o una disminución en la abundancia de las especies 

bacterianas. De esta manera, la no absorción de azúcares y aminoácidos en el 

intestino medio y su paso al íleon podría explicar el motivo por el que las abejas 

infectadas tienen una mayor abundancia bacteriana. Además, G. apicola es una 

de las primeras bacterias que colonizan el íleon y puede utilizar la glucosa y la 

fructosa simultáneamente como sustratos (Zheng et al. 2016), poseyendo 

además rutas metabólicas completas para la utilización de todos los 

aminoácidos (Alberoni, Di Gioia y Baffoni 2023). Como resultado, esta 

especie se beneficiaría del flujo de estos nutrientes, lo que explica por qué es 

la especie más influenciada por la infección del microsporidio en este estudio. 

El trabajo que aquí se presenta muestra que la edad a la que se infectan 

las abejas con N. ceranae tiene especial relevancia en el bacterioma intestinal. 

Las abejas infectadas dentro de las 24 horas tras su emergencia reciben el 

microsporidio y la microbiota intestinal prácticamente al mismo tiempo. Por 

el contrario, todas las demás abejas ya tenían, en cierta medida, bacterias en su 

tracto digestivo en el momento de la infección y la estabilidad de estas bacterias 

depende de la edad, como ya se mencionó anteriormente en el apartado 3.5. 
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de Revisión Bibliográfica. De hecho, las abejas infectadas a las 24 horas p.e. 

aún no tienen la microbiota establecida, mientras que las infectadas a los 14 

días p.e. sí la tienen (Martinson, Moy y Moran 2012; Powell et al. 2014).  

Sin embargo, estos resultados se obtuvieron en condiciones de 

laboratorio y, evidentemente, podrían diferir en condiciones de campo. De 

hecho, las abejas se infectan de forma natural a partir de los 4-5 días p.e. dentro 

de la colmena (Jabal-Uriel et al. 2022b). Por otro lado, en los estudios llevados 

a cabo en condiciones de campo, hay menos disparidad en la microbiota 

intestinal de las abejas melíferas en relación con la infección. Los efectos 

reportados varían desde ninguna diferencia entre abejas infectadas y no 

infectadas (Hubert et al. 2017) hasta una mayor abundancia de bifidobacterias 

en abejas infectadas por N. ceranae (Zhang et al. 2019) o de Bartonella en abejas 

melíferas no infectadas comparadas con las altamente infectadas (Jabal-Uriel 

et al. 2022a). Las abejas de estos estudios desarrollaron parte de su vida en el 

interior de la colmena, lo que les permitió adquirir de manera natural su 

microbiota intestinal característica. Como se menciona en el apartado 3.3 de 

la Revisión Bibliográfica, hay múltiples vías por las que va adquiriendo y 

desarrollando su microbiota desde que emerge, que, por supuesto, están 

limitados en los ensayos de laboratorio. Por lo tanto, es plausible que la 

microbiota haya comenzado a establecerse cuando las abejas se infectan 

naturalmente y, consecuentemente, la susceptibilidad a la infección puede 

diferir de la de las abejas infectadas experimentalmente y mantenidas en el 

laboratorio durante todo el ensayo. 

No obstante, la mayoría de las abejas de nuestro estudio poseían los 

principales taxones bacterianos en el intestino, a pesar de no haber 

desarrollado su ciclo de vida natural dentro de la colmena tras su emergencia. 

La adquisición de las bacterias, por tanto, se realizó a través del contacto con 

el cuadro de cría en las primeras 24 horas después de la emergencia, siendo S. 

alvi una notable excepción. Además, se tuvo especial cuidado en asegurar que 

el inóculo de esporas de N. ceranae no proporcionara bacterias intestinales a las 

abejas del grupo infectado. De hecho, el análisis por qPCR reveló que en dicho 

inóculo no se detectó la presencia de ninguna especie analizada en este estudio. 

En otras palabras, las bacterias detectadas en este estudio sólo pudieron ser 

adquiridas a través del contacto con el cuadro de cría. Estos resultados indican 

que la emergencia natural y la breve exposición al marco de cría es suficiente 
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para adquirir una microbiota intestinal muy similar a la encontrada en el 

entorno de la colmena, como previamente se ha descrito (Powell et al. 2014; 

Anderson et al. 2023). 
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Las bacterias intestinales de las abejas melíferas desempeñan funciones 

esenciales en el mantenimiento de su salud, entre las que destacan la digestión 

de componentes del alimento (Kešnerová et al. 2017; Zheng et al. 2019; Li, 

Chenyi et al. 2022) y la protección frente a parásitos y patógenos (Engel, 

Martinson y Moran 2012; Schwarz, Moran y Evans 2016; Steele et al. 2021). 

Además, potencian el desarrollo del hospedador (Zheng et al. 2017), modulan 

su comportamiento (Jones et al. 2018) y participan en la detoxificación de 

pesticidas (El Khoury, Giovenazzo y Derome 2022) y la protección frente a 

otros contaminantes como los microplásticos (Wang et al. 2021). Por tanto, el 

establecimiento adecuado de la microbiota intestinal es fundamental para la 

conservación de estos insectos. 

Aunque la composición de la microbiota intestinal de las abejas adultas 

es relativamente estable, existen ciertos factores como la edad de la abeja 

(Anderson et al. 2016; Dong et al. 2020), la estación del año (Kešnerová et al. 

2020; Jabal-Uriel et al. 2022a) y la nutrición (Maes et al. 2016; Castelli et al. 

2020), que pueden influir en la abundancia de algunas especies bacterianas. 

Los agentes nosógenos bióticos como los parásitos también pueden 

tener impacto en la composición y estabilidad de la microbiota intestinal. Entre 

ellos, los más prevalentes a nivel mundial son el ácaro V. destructor 

(Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010; Traynor et al. 2020; Bruce Krejčí et 

al. 2023) y el microsporidio N. ceranae ((MacInnis, Keddie y Pernal 2020; Higes, 

Martín-Hernández y Meana 2006; Cox-Foster et al. 2007; Klee et al. 2007; 

Giersch et al. 2009; Ansari et al. 2017). Por otro lado, en la última década, el 

tripanosomátido L. passim se ha detectado en numerosas regiones del planeta 

(Vejnovic et al. 2018; Xu et al. 2018; Williams, Tripodi y Szalanski 2019; Castelli 

et al. 2019; Hall et al. 2021; Bordin et al. 2022). Este parásito coloniza el aparato 

digestivo de las abejas y podría tener un impacto en las bacterias intestinales 

debido a su contacto directo con ellas. 

A pesar del aumento significativo en los últimos años de los trabajos 

que abordan el impacto de los parásitos en la microbiota intestinal, aún quedan 

multitud de aspectos básicos que descubrir sobre las interacciones entre 

microbiota, parásito y hospedador. 

Los trabajos realizados en la presente Tesis Doctoral aportan nuevos 

conocimientos sobre la microbiota intestinal de las abejas, investigando la 
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influencia de parásitos de alta prevalencia a nivel mundial en las principales 

bacterias que la componen. Además, aborda la importancia que tienen ciertos 

factores como la edad en el momento de la infección, en este caso por el 

microsporidio N. ceranae, en el desarrollo de la microbiota intestinal. También 

se presentan nuevos datos sobre la prevalencia de tripanosomátidos en zonas 

geográficas aisladas. Estos hallazgos amplían la comprensión de las 

interacciones entre las bacterias intestinales, los parásitos y factores intrínsecos 

de las abejas. 

Los resultados obtenidos en esta tesis han demostrado que el ADN 

extraído de muestras de abejas mediante ciertos protocolos y conservado de 

forma adecuada durante un largo período de tiempo puede ser utilizado para 

el análisis molecular de bacterias intestinales, microsporidios y 

tripanosomátidos sin reducir eficacia y aportando resultados fiables (Capítulo 

I). Se han estudiado abejas del archipiélago de las Azores, donde las 

restricciones de movimientos de colonias de abejas y las prohibiciones en la 

importación de reinas han limitado la expansión por todo el archipiélago de 

V. destructor y N. ceranae. Sin embargo, se ha observado una alta prevalencia de 

L. passim en todas las islas y una correlación positiva de ésta con la presencia 

de V. destructor (Capítulo II). Además, se ha realizado un análisis 

metataxonómico de abejas de cuatro de estas islas con una combinación 

diferente en cuanto a la presencia de V. destructor y N. ceranae, caracterizando la 

microbiota intestinal de las abejas que nunca han estado expuestas a estos 

patógenos (Capítulo III). Asimismo, se han estudiado las modificaciones 

producidas por V. destructor, N. ceranae y L. passim en la microbiota intestinal de 

las abejas, observándose variaciones en la abundancia relativa de ciertos 

géneros bacterianos intestinales cuando estos parásitos están presentes 

(Capítulo III). Por último, se ha estudiado el efecto que tiene la edad a la que 

se infectan experimentalmente las abejas por N. ceranae en su microbiota 

intestinal comparando entre abejas infectadas y no infectadas de distintas 

edades, siendo G. apicola la especie bacteriana más influida por la infección y 

observando diferencias en la carga bacteriana de algunas especies, 

principalmente en abejas infectadas poco tiempo tras su emergencia y en 

abejas más viejas (Capítulo IV). 

Dado que para la realización de los estudios presentados se debían 

utilizar, en gran parte, muestras de trabajos previos, fue necesario verificar que 
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los protocolos de extracción del material genético utilizados en esas muestras 

permitían llevar a cabo los análisis moleculares requeridos (Capítulo I). Los 

resultados mostraron que el material genético extraído mediante el sistema 

automático BioSprint, y conservado en congelación, resultó ser el más eficaz en 

la obtención de ADN, aumentando la sensibilidad de las técnicas moleculares 

para la detección y cuantificación de bacterias intestinales, microsporidios y 

tripanosomátidos de las abejas. En este contexto, existen algunos estudios que 

destacan la eficacia de los paquetes comerciales frente a otros métodos como 

la extracción con fenol-cloroformo o incubación con tampones específicos; 

sin embargo, estos estudios han sido realizados en otros contextos, como el 

análisis de muestras fecales para el estudio de bacterias intestinales humanas 

(McOrist, Jackson y Bird 2002) o animales (Li et al. 2003), la detección 

temprana de la tuberculosis (Aldous et al. 2005) o la genotipificación de 

polimorfismos en muestras de sangre humanas (Ríos Sánchez et al. 2016). 

Aunque estas investigaciones proporcionan una referencia valiosa, es posible 

que no sean directamente aplicables al estudio de la microbiota y los patógenos 

de las abejas.  

Solo el estudio de Rodríguez-García et al. (2014) realizado por nuestro 

grupo de investigación comparó diferentes métodos de extracción de ADN 

para la detección posterior por PCR convencional de N. ceranae y N. apis. Entre 

los métodos evaluados, se observó que la incubación con tampón TE ofrecía 

resultados comparables al sistema automático BioSprint, como también se 

confirma en el Capítulo I. El estudio llevado a cabo en esta tesis amplía 

significativamente el trabajo realizado por Rodríguez-García et al. (2014) al 

evaluar un mayor número de métodos de extracción de ADN y su idoneidad 

para el análisis de microorganismos como microsporidios, tripanosomátidos y 

bacterias intestinales por PCR convencional y por qPCR. Este enfoque 

representa el primer análisis integral que aborda la extracción de ADN de 

muestras de abejas para la detección y cuantificación de diversos 

microorganismos a partir de la misma muestra, ofreciendo una base 

metodológica sólida para futuros estudios que sigan esta misma línea de 

investigación. 

Por tanto, el material genético extraído mediante el sistema automático 

de las muestras de Azores podía utilizarse de manera fiable para la detección 

de tripanosomátidos tanto por PCR como por qPCR, a pesar de llevar tiempo 
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en congelación (Capítulo II). Este estudio también concluyó que el método 

de extracción basado en el tampón Tris-EDTA, con el que se extrajo el ADN 

de las muestras del Capítulo IV, era completamente válido para el análisis de 

las bacterias intestinales. Además, también sirvió para determinar el volumen 

óptimo de extracto de ADN para la detección y cuantificación de cada 

microorganismo, por lo que, en base a dichos resultados, se ajustaron los 

protocolos utilizados en el resto de los capítulos de esta tesis. Por último, dado 

que el sistema automático aportó los mejores resultados y el ADN extraído al 

final del proceso queda además purificado, se diseñó el protocolo de 

extracción de ADN con el que se procesaron las muestras del Capítulo III 

para su análisis metataxonómico. 

Este trabajo destaca la importancia de seleccionar metodologías de 

extracción y análisis específicas para cada microorganismo, ya que lo que 

puede ser eficaz para uno puede no serlo para otro. La opción ideal sería 

implementar protocolos que permitan el análisis de diversos microorganismos 

a partir de la misma muestra, optimizando así los recursos y el tiempo de 

procesamiento. Sin embargo, se utilizan numerosos protocolos de extracción 

de ADN para el estudio genético de las abejas melíferas, de sus parásitos y de 

sus bacterias intestinales (De La Rúa et al. 2004; Muñoz et al. 2008; Stevanovic 

et al. 2011; Martín-Hernández et al. 2012; Vejnovic et al. 2018; Kešnerová et al. 

2020; Urbieta-Magro et al. 2019b; Arismendi et al. 2020; Quintana et al. 2021; 

Naree et al. 2022; Zhang et al. 2021), por lo que podría explicar la gran 

diversidad de resultados entre laboratorios (Duquesne et al. 2017), lo que 

dificulta la comparación de resultados entre estudios. 

Un aspecto innovador en esta tesis radica en que se lleva a cabo el 

estudio de abejas en áreas donde no ha habido presencia de dos de los 

patógenos más prevalentes a nivel mundial, V. destructor y N. ceranae. Este 

enfoque convierte el análisis de la microbiota intestinal en un estudio pionero, 

ya que, hasta la fecha, todos los estudios previos han utilizado abejas de 

localizaciones que ya han estado expuestas a estos patógenos (Powell et al. 

2014; D’Alvise et al. 2018; Hubert et al. 2017; Zhang et al. 2019; Dong et al. 

2020; Bleau et al. 2020; Castelli et al. 2020; Jabal-Uriel et al. 2022a). 

La caracterización de la microbiota intestinal de las abejas de Santa 

María (Capítulo III), que no han estado expuestas a V. destructor ni N. ceranae, 



Discusión General 
 

207 

reveló que las bacterias intestinales de las abejas melíferas se mantienen 

bastante conservadas gracias a una relación simbiótica de miles de años de 

evolución conjunta, como previamente se había descrito (Martinson et al. 2011; 

Vásquez et al. 2012; Steele y Moran 2021). 

Sin embargo, G. apicola una especie considerada troncal en el intestino 

de las abejas se encontró en una abundancia relativa muy baja en las islas 

Azores (Capítulo III), lo que contrasta con otras regiones del mundo que se 

encuentra en una abundancia más elevada (Powell et al. 2014; Dong et al. 2020; 

Bleau et al. 2020b; Castelli et al. 2022; Jabal-Uriel, Alba, et al. 2022). Es posible 

que la elevada abundancia de G. apicola observada en estos estos estudios se 

deba a la influencia de N. ceranae, ya que el aumento de esta especie se ha 

sugerido como un marcador de disbiosis intestinal asociado al microsporidio 

(Maes et al. 2016), que concuerda con lo observado en el Capítulo III y el 

Capítulo IV. 

Además, Bartonella mostró una abundancia elevada en las abejas de 

Santa María y de forma general en el archipiélago de Azores, a pesar de que es 

considerada como una bacteria no troncal en el intestino de las abejas (Bonilla-

Rosso y Engel 2018; Zheng et al. 2018; Kešnerová et al. 2020; Motta y Moran 

2024). Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que Bartonella pudo haber sido 

una bacteria abundante en el intestino de las abejas antes de la parasitación de 

V. destructor y N. ceranae. Sin embargo, el papel de Bartonella en la salud de las 

abejas no está del todo claro. Análisis filogenéticos recientes han identificado 

como simbiontes nutricionales las especies ancestrales de la familia 

Bartonellaceae, cercanas a Ba. apis, que habitan en el intestino de otros 

himenópteros como las hormigas (Neuvonen et al. 2016; Bisch et al. 2018). 

Esto sugiere que en las abejas podrían tener esta misma función (Segers et al. 

2017). Algunas de las especies de este género se han asociado con artrópodos 

como pulgas y garrapatas (Wagner y Dehio 2019) y adquirieron factores de 

virulencia que les permitió convertirse en patógenas cuando los artrópodos a 

los que estaban asociadas se convirtieron en parásitos de mamíferos, entre los 

que se incluyen los humanos (Engel et al. 2011; Segers et al. 2017). En el caso 

de Ba. apis, además de su coevolución para formar parte de la microbiota 

intestinal de las abejas melíferas, parece estar asociada con V. destructor (Hubert 

et al. 2015), lo que explicaría que la expansión del ácaro en las colonias aumente 

la abundancia de Ba. apis (Capítulo III). 
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El ácaro V. destructor es un ectoparásito que se adhiere a la superficie 

de la abeja y el cual rompe la cutícula con sus quelíceros para alimentarse 

fundamentalmente del cuerpo graso y de la hemolinfa de la abeja (Ramsey et 

al. 2019; Han et al. 2024). El hecho de que no existe una interacción directa 

entre el ácaro y la microbiota intestinal puede explicar que los estudios que 

abordan su influencia en la microbiota intestinal sean muy reducidos (Hubert 

et al. 2015; 2016; Marche et al. 2019; Kim, Kim y Park 2023). Sin embargo, el 

estrés fisiológico e inmunológico que genera en el hospedador y la transmisión 

de otros patógenos, afectan a la salud general de la abeja y puede tener su 

repercusión en la microbiota intestinal. De hecho, las lesiones en la cutícula de 

la abeja para alimentarse pueden favorecer la entrada de bacterias (Kanbar y 

Engels 2003). Además, la pérdida de agua, nutrientes, hemocitos y hormonas 

causada por el ácaro (Bowen‐Walker y Gunn 2001; Annoscia, Del Piccolo y 

Nazzi 2012; Annoscia et al. 2019), junto con la pérdida de cuerpo graso, 

involucrado en funciones de crecimiento, almacenamiento y movilización de 

energía, respuesta inmune y síntesis de proteínas de grasas (Arrese y Soulages 

2010), genera un debilitamiento general de la abeja. Además, se ha 

comprobado que las abejas que emergen con ácaros presentan un reducción 

en la expresión de genes inmunitarios (Marche et al. 2019). Este estado de 

estrés, tanto fisiológico como inmunológico, junto con la transmisión de otros 

patógenos (Marche et al. 2019; Annoscia et al. 2019), podría favorecer la 

proliferación de otros microorganismos. A este respecto, en el Capítulo III 

se observó que las abejas de Flores, isla con V. destructor, mostraron una mayor 

abundancia de géneros atípicos en comparación con Santa María, isla libre de 

V. destructor. 

El virus de las alas deformadas (DWV) que transmite V. destructor 

(Chen, Evans y Feldlaufer 2006; Wilfert et al. 2016), tiene un tropismo tisular 

muy amplio y se encuentra y multiplica en diversos órganos de la abeja 

(Boncristiani et al. 2009). También puede adquirirse por el alimento (Chen, 

Evans y Feldlaufer 2006) y desde el aparato digestivo extenderse a otros 

órganos como las alas, donde se replica mayoritariamente (Boncristiani et al. 

2009). Otros virus como el virus de la realeras negras (BQCV) o el virus 

Kashmir (KBV) pueden replicarse en el epitelio intestinal de las abejas (Chen 

y Siede 2007). Sin embargo, no existen estudios que aborden la relación entre 

estos virus y las bacterias intestinales, por lo que sería muy interesante 
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investigar si los virus son posibles agentes que modifican la microbiota 

intestinal de las abejas. 

El estrés nutricional y social de las abejas también parece favorecer la 

susceptibilidad a la parasitación por tripanosomátidos (Schwarz, Moran y 

Evans 2016). Además, la prevalencia de L. passim se vio positivamente asociada 

con la presencia de V. destructor (Capítulo II), en línea con otros estudios en 

los que también se ha descrito una asociación entre ellos (Castelli et al. 2019; 

Quintana et al. 2021). Por tanto, si el ácaro afecta negativamente a las bacterias 

intestinales del íleon (Capítulo III) podría facilitar que L. passim se establezca 

en esta región (Buendía-Abad et al. 2022a; de Paula et al. 2024), lo cual explicaría 

la asociación observada entre V. destructor y L. passim. Es posible que los 

tripanosomátidos sean patógenos facultativos en las abejas dado que, como se 

demuestra en el Capítulo II, parecen haber estado asociados a ellas desde hace 

mucho más tiempo del que se pensaba. En este contexto, cuando se producen 

alteraciones en el equilibrio intestinal, los tripanosomátidos podrían 

aprovechar para colonizar el intestino de forma más efectiva (Schwarz, Moran 

y Evans 2016), desarrollando su acción patógena y reduciendo la esperanza de 

vida de la abeja (Higes et al. 2016; Gómez-Moracho et al. 2020; Buendía-Abad 

et al. 2021). Asimismo, al colonizar el íleon, L. passim podría desplazar la 

formación de la biopelícula de G. apicola y S. alvi, lo que explica la menor 

abundancia de estas bacterias en las abejas de colmenas parasitadas con L. 

passim (Capítulo III). 

En este sentido, la infección por L. passim podría darse con mayor 

facilidad si el intestino se encuentra libre o con pocos bacterias como sucede 

con las abejas recién emergidas o con las que aún no tienen completamente 

desarrollada su microbiota (Powell et al. 2014; Dong et al. 2020; Cai et al. 2022; 

Capítulo III). Por lo tanto, la edad a la que ocurra la parasitación por L. passim 

puede ser un factor clave en el desarrollo de la infección por este 

tripanosomátido, sin embargo, esto aún no se ha estudiado. Sin embargo, al 

igual que sucede con V. destructor, hay muy pocos estudios que hayan estudiado 

la influencia de tripanosomátidos en la microbiota intestinal de las abejas, 

mostrando no tener influencia en ella (Hubert et al. 2017; Liu et al. 2020). No 

obstante, se ha descrito que cuando las abejas cuentan con una nutrición 

adecuada y una microbiota intestinal bien desarrollada, son capaces de regular 

la parasitación por L. passim (Schwarz, Moran y Evans 2016). 
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En cambio, en el caso de N. ceranae, si se ha demostrado que la edad a 

la que se infectan las abejas es un factor importante tanto para el desarrollo de 

la infección (Urbieta-Magro et al. 2019b) como para el establecimiento de la 

microbiota intestinal (Capítulo IV). Las abejas que se infectan con el 

microsporidio dentro de las 48 horas después de su emergencia son más 

susceptibles a la infección (Urbieta-Magro et al. 2019b). El escaso desarrollo 

de las membranas peritróficas en el ventrículo de las abejas de esta edad (de 

Oliveira et al. 2023) puede ser un factor que explique la susceptibilidad a la 

infección. Además, en este tramo de edad las abejas están adquiriendo la 

microbiota intestinal y las bacterias típicas aún no se han establecido 

correctamente (Capítulo III) por lo que el papel protector frente a infección 

por N. ceranae puede no haberse desarrollado en su totalidad (Li et al. 2017). 

N. ceranae afecta al metabolismo de los carbohidratos de la abeja 

alterando sus rutas metabólicas (Holt, Aronstein y Grozinger 2013; Panek et 

al. 2018), y aumentando la pérdida de proteínas y lípidos en la abeja (Li, Chen 

y Cook 2018; Li et al. 2019), produciendo un estrés energético que induce al 

aumento en el consumo de alimento (Alaux et al. 2010; Martín-Hernández et 

al. 2011; Vidau et al. 2014). La infección por N. ceranae también parece tener 

un efecto en la regulación de genes relacionados con la inmunidad de las 

abejas, reduciendo la expresión de genes como abaecina, himenoptaecina, 

glucosa deshidrogenasa, defensina y vitelogenina (Antúnez et al. 2009; 

Chaimanee et al. 2012; Badaoui et al. 2017) y aumentando la expresión de otros 

genes como los relacionados con las ROS. Todo ello confirma que el 

microsporidio suprime los mecanismos de defensa inmunitaria de las abejas. 

Por tanto, el daño tisular generado en el ventrículo junto con las alteraciones 

en el sistema inmunitario de la abeja podría favorecer el crecimiento de otras 

bacterias. Este fenómeno se ha observado en el Capítulo III, donde Terceira, 

isla con N. ceranae, registró una mayor abundancia de bacterias atípicas en las 

abejas. Además, en Pico, isla donde también se encuentra presente V. destructor, 

fue donde se registró la mayor abundancia de estos géneros bacterianos 

atípicos, lo que sugiere que la coexistencia de varios parásitos incrementa las 

alteraciones en la microbiota intestinal. Esto se refuerza con el hecho de que 

las abejas de Santa María, isla sin ninguno de estos dos parásitos, mostraron 

una menor abundancia de estas bacterias atípicas (Capítulo III). 
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La infección por N. ceranae, además, parece tener un impacto 

significativo en la abundancia de G. apicola, como han reportado otros autores 

(Rubanov et al. 2019; Paris et al. 2020; Castelli et al. 2020; Zhang et al. 2021; 

Rouzé et al. 2019; Lau et al. 2024). De hecho, también se observó en abejas 

infectadas con N. ceranae de las islas Azores (Capítulo III) y en las abejas 

infectadas experimentalmente con el microsporidio (Capítulo IV). Por lo que 

parece confirmarse que G. apicola puede ser un marcador de disbiosis intestinal 

asociado a N. ceranae (Maes et al. 2016). 

Sería especialmente interesante el estudio de la microbiota intestinal de 

abejas que nunca hayan estado expuestas a ninguno de los parásitos 

mencionados. Sin embargo, el hecho de que L. passim se encuentre presente 

incluso en zonas que han escapado de V. destructor y N. ceranae (Capítulo II), 

las cuales son muy escasas, hace complicado el estudio de la microbiota 

primitiva en abejas melíferas sin parásitos y, por tanto, limita la posibilidad de 

evaluar la influencia real de estos parásitos en ella. Esto convierte al Capítulo 

III en uno de los pocos estudios que puede ofrecer relaciones claras entre 

estos parásitos y la microbiota intestinal relativamente intacta de las abejas 

melíferas. 

La microbiota intestinal de las abejas ejerce una función de protección 

frente a parásitos y patógenos. De hecho, ha demostrado tener un efecto 

protector frente a N. ceranae, ya que el tratamiento de las abejas con antibióticos 

para eliminar las bacterias intestinales se tradujo en un aumento en la 

proliferación de N. ceranae y afectó negativamente a la respuesta inmunitaria de 

la abeja (Li et al. 2017). También se ha demostrado una función protectora 

frente a tripanosomátidos en abejas que poseen una microbiota bien 

desarrollada (Schwarz, Moran y Evans 2016), y frente a virus (Dosch et al. 

2021). Con respecto a esto último, la supervivencia parece aumentar 

significativamente en abejas infectadas con DWV con una microbiota 

intestinal bien establecida en comparación con las abejas con una microbiota 

perturbada (en disbiosis) (Dosch et al. 2021). Sin embargo, esto no se tradujo 

en una disminución de la carga viral en las abejas, lo que apunta a una mayor 

tolerancia viral en las abejas con microbiota intestinal normal, demostrando 

un papel positivo en la aptitud de las abejas melíferas en caso de infección 

vírica (Dosch et al. 2021). En el caso de V. destructor no está claro este papel 

protector de la microbiota frente al ácaro. Un estudio previo mostró como 
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algunas bacterias intestinales como B. asteroides o A. kunkeei podrían actuar 

como potenciales acaricidas (Saccà y Lodesani 2020). Por otro lado, una línea 

de investigación reciente ha modificado genéticamente la bacteria intestinal S. 

alvi para inducir respuestas inmunitarias mediante ARN de interferencia 

(ARNi) (Leonard et al. 2020). Al administrarse a las abejas, estas bacterias 

activaron la respuesta de ARNi en los ácaros, reduciendo tanto la 

supervivencia de V. destructor como la replicación del virus DWV, aumentando 

así la supervivencia de las abejas infectadas. 

No obstante, esta función protectora de la microbiota intestinal parece 

ser insuficiente para detener la infecciones causadas por algunos parásitos 

como V. destructor, N. ceranae o L. passim. Asimismo, dado que están 

ampliamente distribuidos a nivel mundial, es muy probable que numerosas 

colonias de abejas se encuentren parasitadas simultáneamente por todos ellos. 

Como se ha observado en el Capítulo III y el Capítulo IV, los tres tienen la 

capacidad de alterar la microbiota intestinal de las abejas. Este efecto, sumado 

a los efectos patogénicos directos que producen en ellas, hace que el estrés 

adicional en el ecosistema intestinal pueda ser un factor más que deteriora la 

salud de las abejas y que contribuye a la pérdida de colmenas a nivel mundial. 
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I. La optimización de protocolos de extracción de ADN es fundamental 

para obtener resultados precisos y fiables a la hora de seleccionar los 

métodos más apropiados para el estudio de parásitos y bacterias 

intestinales de las abejas melíferas. 

II. Los tripanosomátidos presentan una elevada prevalencia en las islas 

Azores, siendo L. passim la especie predominante. Esto sugiere una 

colonización de las islas anterior a la expansión de otros patógenos 

como V. destructor y N. ceranae, ya que este tripanosomátido aparece 

en islas libres de estos patógenos. De otra parte, la prevalencia de L. 

passim fue superior en las islas donde V. destructor está presente. 

III. La microbiota intestinal de las abejas de las islas Azores se encuentra 

muy conservada en cuanto a la composición de géneros bacterianos 

al compararla con lo descrito en otras localizaciones geográficas, 

siendo destacable la abundancia elevada del género Bartonella en estas 

islas. 

IV. La parasitación por V. destructor, N. ceranae y L. passim modula, 

principalmente, la abundancia de las bacterias presentes en el íleon. 

Varroa destructor y L. passim reducen los niveles de los géneros 

Snodgrassella y Gilliamella, y aumentan los de Bartonella. Por el contrario, 

N. ceranae, incrementa la abundancia de los géneros Gilliamella, 

Frischella y Lactobacillus, y reduce la de Snodgrassella. 

V. La edad a la que se infectan las abejas de manera experimental con el 

microsporidio N. ceranae es un factor determinante en el 

establecimiento de su microbiota intestinal. Las abejas que se infectan 

dentro de las primeras 24 horas tras su emergencia ven aumentada la 

carga bacteriana de casi todas las especies que componen la 

microbiota intestinal. 

VI. Gilliamella apicola es la bacteria que se ve más influenciada por la 

infección por N. ceranae, aumentando su abundancia en el intestino de 

las abejas infectadas tanto en laboratorio como en condiciones de 

campo, por lo que podría ser un marcador de disbiosis intestinal 

asociado a la infección por el microsporidio. 
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I Jornada de Investigación en Patología Apícola - Marchamalo, España, 

2019  

Comunicación oral: “Rickettsiales como agentes de control biológico”. Autores: 

Daniel Aguado-López. 

 

VII Jornada VETINDOC 5º PhDay Complutense - Madrid, España, 

2021 

Póster: “La edad de infección experimental con Nosema ceranae influye en la 

microbiota intestinal de Apis mellifera”. Autores: Daniel Aguado-López, 

Almudena Urbieta Magro, Mariano Higes Pascual, Juan Miguel Rodríguez 

Gómez, Raquel Martín-Hernández. 

 

10º Congreso Nacional de Apicultura - Online, 2022 

Póster: “Modulación de la microbiota intestinal de las abejas infectadas 

experimentalmente con Nosema ceranae”. Autores: Daniel Aguado-López, 

Almudena Urbieta Magro, Juan Miguel Rodríguez Gómez, Mariano Higes 

Pascual, Raquel Martín-Hernández. 

 

XLI Feria Apícola Internacional de Pastrana - Pastrana, España, 2022 

Comunicación oral: “Tripanosomátidos en Azores, el paraíso sin varroa”. 

Autores: Daniel Aguado-López, Xulio Maside, Carolina Bartolomé Husson, 

Alice Pinto, Mariano Higes Pascual, Raquel Martín-Hernández. 

 

9th Eurbee European Congress of Apidology - Belgrado, Serbia, 2022 

Póster: “Trypanosomatids in the Azores”. Autores: Daniel Aguado-López, 

Xulio Maside, Carolina Bartolomé Husson, Alice Pinto, Mariano Higes 

Pascual, Raquel Martín-Hernández. 

Póster: “Comparison of different DNA extraction methods for the study of 

pathogens and intestinal bacteria in honeybees”. Autores: Daniel Aguado-
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López, María Buendía-Abad, Clara Jabal-Uriel, María Benito-Murcia, Mariano 

Higes Pascual, Raquel Martín-Hernández. 

Póster: “Honeybee gut microbiota modulation in experimentally infected 

workers with Nosema ceranae”. Autores: Daniel Aguado-López, Almudena 

Urbieta Magro, Juan Miguel Rodríguez Gómez, Mariano Higes, Raquel 

Martín-Hernández. 

Póster: “Determination of the chronic median lethal doses (LD50) of two 

common synthetic acaricides in Apis mellifera”. Autores: María Benito-

Murcia, Elena Aloso Prados, Cristina Botías, Raquel Martín-Hernández, 

Daniel Aguado-López, Clara Jabal-Uriel, Mariano Higes. 

Póster: “Biomarkers determination in adult bees exposed to lethal doses of 

two acaricides taking an in vivo and in vitro approach”. Autores: María Benito-

Murcia, Cristina Botías, Raquel Martín-Hernández, Daniel Aguado-López, 

Clara Jabal-Uriel, Mariano Higes, Salomé Martínez Morcillo. 

 

II Jornada de Investigación en Patología Apícola - Marchamalo, 

España, 2022 

Comunicación oral: “Modulación de la microbiota intestinal de las abejas 

infectadas experimentalmente con Nosema ceranae”. Autores: Daniel Aguado-

López, Almudena Urbieta Magro, Juan Miguel Rodríguez Gómez, Mariano 

Higes Pascual, Raquel Martín-Hernández. 

 

International Congress on Invertebrate Pathology and Microbial 

Control & 55th Annual Meeting of the Society for Invertebrate 

Pathology - Maryland, Estados Unidos, 2023 

Comunicación oral: “Biotic and abiotic factors interacting with Nosema ceranae 

infection in honeybees”. Autores: Daniel Aguado-López, Clara Jabal-Uriel, 

Soledad Sagastume, Almudena Urbieta Magro, Mariano Higes, Raquel Martín-

Hernández 
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XLII Feria Apícola Internacional de Pastrana - Pastrana, España, 2023 

Comunicación oral: “Modulación de la microbiota intestinal de las abejas 

infectadas con Nosema ceranae” Autores: Daniel Aguado-López, Almudena 

Urbieta Magro, Juan Miguel Rodríguez Gómez, Mariano Higes Pascual, 

Raquel Martín-Hernández. 

 

48th Apimondia International Apicultural Congress - Santiago de Chile, 

Chile, 2023 

Comunicación oral: “Frequent parasitism of Apis mellifera by trypanosomatids 

in geographically isolated areas with restricted beekeeping movements”. 

Autores: Raquel Martin-Hernández, Daniel Aguado-López, Carolina 

Bartolomé, Ana Rita Lopes, Dora Henriques, Xulio Maside, Alice Pinto, 

Mariano Higes. 

Póster: “Factors affecting honey bee colonies (Apis mellifera Linnaeus, 1758) in 

agricultural areas: presence of pathogens and food's nutritional quality”. 

Autores: Amelia Virginia González-Porto, Daniel Aguado-López, Soledad 

Sagastume de Andrés, Nauzet Dorta García, Mariano Higes, Raquel Martín-

Hernández. 

Póster: “Honeybee gut microbiota modulation in experimentally infected 

workers with Nosema ceranae”. Autores: Daniel Aguado-López, Almudena 

Urbieta Magro, Juan Miguel Rodríguez Gómez, Mariano Higes, Raquel 

Martín-Hernández. 

 

Jornada Abejas y Plaguicidas – Marchamalo, España, 2024 

Comunicación oral: “Microbiota intestinal y salud de las abejas” Autores: 

Daniel Aguado-López. 
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Bee Health Symposium - Madrid, España, 2024 

Póster: “Frequent Parasitism of Apis mellifera by Trypanosomatids in 

Geographically Isolated Areas with Restricted Beekeeping Movements” 

Autores: Daniel Aguado-López, Carolina Bartolomé, Ana Rita Lopes, Dora 

Henriques, Xulio Maside, Alice Pinto, Mariano Higes, Raquel Martin-

Hernández. 

 

10th Eurbee European Congress of Apidology - Tallin, Estonia, 2024 

Póster: “Varroa destructor and Nosema ceranae shape the honey bee gut 

microbiota” Autores: Daniel Aguado-López, Alice Pinto, Ana Rita Lopes, 

Dora Henriques, Juan Miguel Rodríguez Gómez, Mariano Higes, Raquel 

Martín-Hernández. 

 

III Jornada de Investigación en Patología Apícola - Marchamalo, 

España, 2024 

Comunicación oral: “Microbiota y salud apícola”. Autores: Daniel Aguado-

López. 
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“Es peligroso, Frodo, cruzar tu puerta. Pones los pies en el camino, y 

si no cuidas tus pasos, nunca sabes a dónde te pueden llegar” – Bilbo Bolsón. 

Así como Bilbo o Frodo un día decidieron dar el primer paso para 

emprender una aventura, en el año 2019 comenzó la mía en este viaje que ha 

sido la tesis doctoral. No sabía entonces los desafíos que me esperaban, ni los 

momentos de duda que surgirían en el camino, pero, al igual que ellos, en 

ningún momento estuve solo. Este logro no es solo mío, sino de todos 

aquellos que han sido mi Comunidad del Anillo, mis guías y mi refugio en los 

días más oscuros. 

Me gustaría empezar agradeciendo a mis directores de tesis, Raquel 

Martín Hernández y el Mariano Higes Pascual. Gracias a vuestra guía, he 

podido enfrentar los retos más grandes y seguir avanzando, incluso cuando el 

destino parecía inalcanzable. 

Raquel, muchísimas gracias por confiar en mí y por toda la paciencia 

que has tenido conmigo. Por todo el cariño que me has aportado en estos años 

y por la positividad que me has transmitido en muchas ocasiones cuando yo 

lo veía negro, aunque en alguna ocasión esa positividad contagiosa nos ha 

hecho darnos algún pequeño susto. Por todos los ánimos que me has dado, 

por ponerme los pies en la tierra cuando se me pasaba por la cabeza alguna 

teoría o propuesta descabellada y razonándome con gran criterio científico por 

qué no podía ser. Por nuestras disertaciones que nos han hecho irnos por las 

ramas y terminarlas al cabo de un rato con un “bueno, que nos vamos de lo 

importante”. Por las horas de pensamiento, escritura y correcciones, que no 

ha sido pocas. Por tu búsqueda soluciones para que todo saliera perfecto, por 

tus consejos y por tus comentarios que siempre me han hecho ver con otra 

perspectiva la situación. Por transmitirme todos tus conocimientos en 

apicultura y biología molecular y que tanto han hecho para que esta tesis fuera 

posible. Por los viajes que hemos podido compartir juntos y por lo agradable 

y alegre que ha sido y es siempre tu compañía. Infinitas gracias por todo. 

Mariano, quiero agradecerte todo el apoyo que me has dado a lo largo 

de estos años. Gracias por tu paciencia y dedicación, por enseñarme desde los 

aspectos básicos de la apicultura hasta guiarme en el análisis estadístico de los 

datos para que los resultados tengan consistencia y robustez estadística y sacar 
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orilla del mar, llega el adiós a nuestra Compañía. No diré «no lloréis», pues no 

todas las lágrimas son amargas.” – Gandalf. 
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