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Detection of Malpighamoeba mellificae (Protista: Amoebozoa) in
Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) of Argentina

[ ABSTRACT. Due to its role as a pollinator and honey producer,
the honey bee Apis mellifera L. is considered a beneficial insect. Although
Argentina plays a leading role in honey production, there is a considerable
gap in knowledge regarding protistan diseases that affect honey bees in the
country. The amoeba Malpighamoeba mellificae Prell is an entomopathogenic
protist that invades the Malpighian tubules of honey bees and interferes with
the excretory process, debilitating the host and possibly facilitating the action
of other pathogens. In this contribution, we present the first reports of M.
mellificae in Argentina, and provide some initial data about its frecuency,
infection intensity, and co-occurrence with Nosema sp. Malpighamoeba
mellificae was found in two out of 36 localities surveyed: San Cayetano, in
southern Buenos Aires province, and San Carlos de Bariloche, in western Rio
Negro province.

KEY WORDS. Amoeba. Cyst. Entomopathogen. Honey bee. Malpighian
tubules.

[ RESUMEN. Debido a su rol como polinizador y productor de miel, la
abeja Apis mellifera L. es considerado un insecto beneficioso. Si bien Argentina
juega un papel de liderazgo en la produccién de miel, existe un considerable
vacio en el conocimiento acerca de las enfermedades de etiologia protista que
afectan las abejas en el pafs. La ameba Malpighamoeba mellificae Prell es un
protista entomopatogeno que invade los tbulos de Malpighi de las abejas e
interfiere con el proceso de excrecion, debilitando al huésped y posiblemente
facilitando la accién de otros patégenos. En esta contribucion se presentan los
primeros hallazgos de M. mellificae en Argentina y se brindan datos iniciales
acerca de su frecuencia, intensidad de las infecciones, y co-ocurrencia con
Nosema sp. Malpighamoeba mellificae se hall6 en dos de 36 localidades
prospectadas: San Cayetano, al Sur de la provincia de Buenos Aires y San
Carlos de Bariloche, en el Oeste de la provincia de Rio Negro.

PALABRAS CLAVE. Abeja. Ameba. Entomopatogeno. Quiste. Tabulos de
Malpighi.
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Debido a su rol en la polinizaciéon y
producciéon de miel, la abeja melifera
(Apis mellifera L.) es considerada un
insecto beneficioso, por lo cual mantener
en condiciones sanitarias adecuadas sus
poblaciones puede provocar un significativo
incremento de la actividad desarrollada
por este himenoptero. Aunque Argentina
es uno de los tres paises con mayor
produccion de miel, sélo en forma reciente
se han identificado protistas patégenos
distintos del microsporidio Nosema apis
Zander (Plischuk & Lange, 2009a). Los

protistas  entomopatégenos no  suelen
causar efectos agudos, por el contrario,
ocasionan enfermedades de tendencia

cronica y debilitante, por ello pueden
pasar desapercibidos, pero causan efectos
negativos, sutiles a largo plazo (Lange,
1996).

Malpighamoeba mellificae ~ Prell es
una ameba entomopatégena que invade
los tGbulos de Malpighi de la abeja y
provoca cambios patologicos que alteran
su capacidad excretora y conducen a la
intoxicacion por acumulacion de deshechos
nitrogenados (Liu, 1985). El efecto debilitante
parece exacerbar la susceptibilidad a otros
agentes que causan dolencias (Aydin et al.,
2006). Malpighamoeba mellificae tiene la
capacidad de formar quistes, los cuales se
acumulan en el lumen de los tabulos de
Malpighi y son luego liberados al exterior,
donde podran ser ingeridos por otra abeja
(Bailey & Ball, 1991). Dado que no existen
registros de M. mellificae en Argentina, el
objetivo central de esta contribucion es dar
a conocer su deteccién en nuestro pars.

Entre marzo de 2006 y febrero de
2010, se colectaron y examinaron
400.100 individuos de Apis mellifera
provenientes de colmenares comerciales
y abejas pecoreadoras, distribuidos en 36
localidades de ocho provincias (Fig. 1).
Las muestras fueron conservadas en etanol
70° o bajo congelacion (-32° C) hasta su
examen. Para la deteccion y aislamiento de
protistas patégenos, se utilizaron técnicas de
diseccion y homogeneizacion de los insectos
en agua bidestilada (Lange & Henry, 1996;
Undeen & Vavra, 1997). La observacion,

caracterizacion y fotografiado del patégeno
se efectu6 mediante un microscopio Nikon
Optiphot-2, con contraste de fase (x400;
x1000). La intensidad de las infecciones se
estim6 con camara de Neubauer de acuerdo
al protocolo de Undeen & Vavra (1997) y es
indicada como promedio, ES y rango. Las
mediciones de los patégenos se llevaron a
cabo con micrémetros oculares y también se
expresan como promedio, ES y rango.

En un apiario de la localidad de San
Cayetano (38°20719”S; 59°34'55”0; Fig.
1), provincia de Buenos Aires, durante
octubre de 2007, se colectaron 800 abejas
y se detectaron en nueve de ellas, formas
troficas  (trofozoitos) y quisticas cuyas
caracteristicas correspondian con las de una
ameba. Se individualizaron los tabulos de
Malpighi como el asiento de las infecciones.
Estos mostraron una condicién diferente
a la normal, presentaron un color blanco
lechoso alternado por sectores oscuros, se
notaron hipertrofiados y fragiles. El lumen
de los tabulos result6 invadido por cuerpos
refringentes, esférico-ovoideos, de tamafio
homogéneo [7,48 + 0,06 (6,80 — 8,00) um
x 6,33 + 0,05 (5,60 — 6,80) um (n = 60)]. En
menor cantidad, se observaron cuerpos de
dimensiones algo mas reducidas, esféricos o
semiesféricos, norefringentesy con contornos
irregulares (Figs. 2-5). La intensidad media
de las infecciones fue de 5,13 + 0,94 x 10°
(4,0 x 10* — 9,9 x 10°) quistes/abeja (n = 9).
No se detectaron infecciones mixtas con otra
especie protista.

En febrero de 2010, se colectaron 59
abejas obreras pecoreadoras en las cercanias
de San Carlos de Bariloche (41°07/33"S;
71°23'55”0; Fig. 1), provincia de Rio
Negro. Uno de los ejemplares presentd, en
sus tabulos de Malpighi, numerosos cuerpos
coincidentes con los observados en las
muestras de San Cayetano, correspondiendo
también tanto a quistes como a trofozoitos.
La intensidad de la infeccién fue 3,25 x
10° quistes/abeja. El ejemplar parasitado
contenia también esporos del microsporidio
Nosema sp. en el tubo digestivo (8,50 x 10°
esporos) (Fig. 5).

Tanto las caracteristicas morfolégicas del
patégeno (tamafo y forma de los quistes),
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Fig. 1. Los 36 sitios de muestreos de Apis mellifera en Argentina, incluyendo las dos localidades (San
Cayetano y San Carlos de Bariloche) con detecciones de Malpighamoeba mellificae.

como los o6rganos afectados y los signos
observados, coinciden claramente con
lo citado para M. mellificae (Prell, 1926;
Schwantes & Eichelberg, 1984; Liu, 1985;
Bailey & Ball, 1991). Los casos sefalados en
el presente trabajo constituyen los primeros
registros de Malpighamoeba mellificae
en Argentina. Cuantificando los hallazgos
de ambos sitios (n 10), se obtuvo una
intensidad media de 4,95 + 0,86 x 10° quistes
de M. mellificae por abeja.

En relacion al escaso nimero de casos
detectados, los registros de Malpighamoeba
mellificae en Europa también mencionan
prevalencias bajas (Bailey & Ball, 1991), lo

que sugiere una tendencia de este patogeno
a ocurrir normalmente en forma enzoética.
Al menos en nuestro pafs, resulta llamativo
que, a pesar del elevado namero de colmenas
emplazadas, esta ameba nunca haya
sido registrada previamente. Una posible
explicacion radicarfa en la alternancia
natural de presencia y ausencia de quistes.
Por su morfologfa definida y constante y su
marcada refringencia, los quistes constituyen,
como en otras amebas entomopatogenas
(Lange, 2002), el estado mas conspicuo
de M. mellificae, y tradicionalmente la
diagnosis de la enfermedad se ha basado
en la observacion de éstos (Bailey & Ball,
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Figs. 2-5. Fotomicrografias de Malpighamoeba mellificae en Apis mellifera de Argentina. 2, tabulo de
Malpighi seccionado liberando formas quisticas (Escala = 50 um); 3, detalle de un tabulo de Malpighi
infectado (Escala = 20 um); 4, quiste maduro [Q], quistes inmaduros [q] y trofozoito [T] (Escala = 10
um); 5, infeccion mixta con Nosema sp. (Escala = 10 um).

1991). En ausencia de formas quisticas,
la enfermedad, aunque presente, podria
pasar desapercibida dada la dificultad de
distinguir los trofozoitos del contenido
normal de los tbulos de Malpighi, sobre
todo si la intensidad de la infeccion es baja.
Las amebas en general suelen pasar perfodos
prolongados s6lo en estado de trofozoitos,
enquistandose inicamente ante condiciones
desfavorables tales como nutricion deficiente
o desecacion (Schuster, 1990). Si bien los
factores que gobiernan el enquistamiento
atn son desconocidos, es posible que la
real ocurrencia de M. mellificae se halle
subdiagnosticada, si es que efectivamente
la ameba transcurre perfodos extensos sin
formar quistes. Se requerira el desarrollo de
técnicas de indole molecular a fin de generar

diagnosticos mas precisos.

Los casos registrados en San Cayetano
durante octubre parecen mostrar cierta
concordancia con observaciones en apiarios
del hemisferio Norte (Giordani, 1959;
Bailey & Ball, 1991). Estos trabajos reportan
los mayores niveles de Malpighamoeba
mellificae durante el mes de abril (mediados
de la primavera boreal). Se estima que el
tiempo de vida de las abejas de verano no
seria suficiente para que M. mellificae pueda
completar su ciclo exitosamente, lo que si
ocurrirfa en las abejas de invierno o de larga
vida (Giordani, 1959; Bailey & Ball, 1991).

El hallazgo de San Carlos de Bariloche
podria relacionarse con que M. mellificae
también ha sido detectada en Chile. El
registro mas reciente proviene de la décima
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region (Fuentealba, 2005), a igual latitud
que San Carlos de Bariloche. Antecedentes
en la misma zona, como la invasién de
Vespula germanica Fabricius (Vespidae) y
Acromyrmex lobicornis Emery (Formicidae)
(Farji Brener & Corley, 1998), o la reciente
entrada de Bombus ruderatus (Fabricius) y B.
terrestris L. (Apidae), los cuales vehiculizan
patégenos posiblemente exéticos (Plischuk &
Lange, 2009b), sugieren un probable ingreso
de esta ameba junto a A. mellifera desde el
pafs vecino, al Oeste de la Patagonia.

La intensidad promedio de quistes por
abeja que se indica en el presente trabajo,
constituye uno de los primeros reportes en
ese aspecto, ya que la mayoria de los trabajos
referidos a Malpighamoeba mellificae no
incluyen este parametro. Solo Bailey & Ball
(1991) han citado una carga aproximada de
5 x 10° quistes/abeja, coincidente con los
hallazgos presentados en este estudio. Se
desconocen la existencia y los limites de
un posible umbral de patogenicidad para A.
mellifera.

A partir de la deteccion de co-infecciones
entre Malpighamoeba mellificae y Nosema
sp. surge la necesidad de evaluar posibles
sinergismos 0 antagonismos entre estos
patégenos. Si bien el nimero de abejas
infectadas (n = 10) podria ser poco
representativo, el porcentaje de abejas co-
infectadas con Nosema (10%) no diferiria
sustancialmente de los valores reportados
previamente de 10 — 15% para infecciones
mixtas con N. apis (Giordani, 1959).

La presencia de Malpighamoeba
mellificae en el pais podria constituir
otra amenaza para la apicultura. Si bien
su prevalencia atn no pudo establecerse
fehacientemente, no se descarta que causarfa
mermas en apiarios de ambas localidades
donde se la ha detectado, en forma individual
o en conjunto con Nosema sp.
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