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NOTA CIENTIFICA

Registro de Nephridiophaga sp. (Protista:
Nephridiophagidae) en Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae) del Sur de la regiéon Pampeana

PLISCHUK, Santiago y Carlos E. LANGE

Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores (CEPAVE), CIC - CONICET CCT La Plata —
UNLP. Calle 2 N° 584 (B1902CHX) La Plata, Argentina; e-mail: santiago@cepave.edu.ar

Record of Nephridiophaga sp. (Protista: Nephridiophagidae) in
Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) of the southern Pampas

| ABSTRACT. During surveys for the detection of protists associated
to Apidae in the Pampas region, biconcave oval spores, and spore clumps
were observed in the Malpighian tubules of honeybees from Dufaur, Saavedra
county, southwestern Buenos Aires province. Mature spores measured 4.8
+ 0.05 x 2.4 £ 0.03 um, and mean spore load was 5.71 = 1.49 x 10° per
honeybee. Detections were from July to October 2006, and prevalence in
positive colonies ranged from 1 to 16.7%. Morphology of the spores, the site
of development, and the identity of the host species suggest that the isolated
microorganism belongs to the genus Nephridiophaga and would be N. apis
Ivani, the type species, knowledge on which is extremely limited. The
finding constitutes the first record of a nephridiophagid in honeybees outside
of Europe.

KEY WORDS. Haplosporidia. Malpighian tubules. Nephridiophaga apis.
Nosema.

| RESUMEN. Durante estudios prospectivos tendientes a la deteccion
de protistas asociados a 4pidos en la region Pampeana, se observo la presencia
de esporos ovales biconcavos y grupos de esporos (cimulos) en los tabulos de
Malpighi de abejas de Dufaur, partido de Saavedra, sudoeste de la provincia de
Buenos Aires. Los esporos maduros midieron 4,8 + 0,05 x 2,4 + 0,03 pmy la
carga (intensidad) promedi6 5,71 + 1,49 x 10° esporos/abeja. Las detecciones
se efectuaron entre julio y octubre de 2006 y la prevalencia en las colmenas
positivas oscil6 entre 1y 16,7 %. Las caracteristicas morfologicas de los
esporos, el lugar de desarrollo y la especie huésped involucrada sugieren que
el microorganismo en cuestion, pertenece al género Nephridiophaga'y serfa
N. apis vani , especie tipo cuyo conocimiento es extremadamente limitado.
El hallazgo constituye el primer registro de un nefridiofagido asociado a A.
mellifera fuera del continente europeo.

PALABRAS CLAVE. Haplosporidia. Nephridiophaga apis. Nosema. Tabulos
de Malpighi.
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Las especies de la Familia
Nephridiophagidae Sprague (“nefridiofagidos”)
son protistas esporogénicos simbiontes
en los tabulos de Malpighi de insectos,
mayormente de los 6rdenes Dictyoptera y
Coleoptera (Lange, 1993; Haussmann et al.,
2003). Esta familia, en ocasiones incluida
en el Phylum Haplosporidia o Ascetospora
(Perkins, 2000), ha permanecido por anos
como un grupo de filiaciones taxonémicas
inciertas (Lange, 1993), hasta que Radek
& Herth (1999) observaron divisiones
criptomitéticas en Nephridiophaga blatellae
(Crawley) Woolever y sugirieron un vinculo
filogenético con los hongos. Posteriores
anélisis moleculares de la misma especie,
sumados a la deteccion de quitina fangica en
la composicion de la pared de sus esporos,
avalarian preliminarmente esa relacion
(Wylezich et al, 2004). La morfologia de
los esporos maduros es la caracterfstica
diagnostica saliente compartida por las 15
especies descriptas de nefridiofagidos (Lange,
1993; Fabel et al., 2000; Radek er al., 2011).
Las especies forman esporos ovales con algtin
tipo de concavidad o depresion mediana
longitudinal. ~ Normalmente  constituyen
formas biconcavas.

En Argentina, se han detectado afecciones
del sistema digestivo y 6rganos excretores de
las abejas (Apis melliferalL.) adultas, producto
de la accion de otros eucariotas unicelulares
formadores de esporos o quistes, tales como
microsporidios (Microsporidia) y amebas
(Amoebozoa), respectivamente (Ringuelet,
1947; Plischuk & Lange, 2010). Dada la
gran importancia econémica de la industria
apicola nacional y el hecho que el registro
historico a nivel mundial de nefridiofagidos
en A. mellifera se limita a un Gnico hallazgo
en Europa (lvani, 1937), estimamos de
interés comunicar la presencia de uno de
estos protistas en las abejas de nuestro pars.

Durante los estudios orientados a la
identificacion de patdégenos asociados a
apidos polinizadores, se colectaron muestras
de Apis mellifera de colmenares comerciales
situados en diversos puntos de la region
Pampeana, entre marzo de 2006 y febrero
de 2010 (Plischuk, 2010; Plischuk & Lange,
2010). Las muestras fueron conservadas en

alcohol etilico 70 o bajo congelacion (-32 C)
hasta su examen. La deteccién y aislamiento
de protistas se llevd a cabo mediante
técnicas de diseccion y homogeneizacion
de los insectos en agua bidestilada (Lange
& Henry, 1996; Undeen & Vavra, 1997). Su
observacion, caracterizacion y fotografiado
se efectud utilizando un microscopio Nikon
Optiphot-2 con contraste de fases (x400;
x1000). La intensidad de las infecciones
(carga de esporos) se estimé con una camara
de Neubauer (Undeen & Vavra, 1997) y es
indicada como promedio, ES y rango. Las
medidas de los esporos se tomaron con
micrémetros oculares y se expresan también
como promedio, ES y rango.

Las observaciones de homogenatos
de abejas provenientes de la localidad
de Dufaur, partido de Saavedra, sudoeste
de la provincia de Buenos Aires (37° 48’
54,42"'S; 62° 13’ 27,82 O) revelaron la
presencia de esporos cuyas caracterfsticas
no concordaban con las de esporos de
microsporidios o quistes de amebas. Las
disecciones hechas a posteriori pusieron
de manifiesto que el lumen de los tabulos
de Malpighi fue el sitio de desarrollo del
protista (Fig.1), sin observarse anormalidades
o cambios patolégicos en los mismos. Los
esporos maduros midieron 4,8 + 0,05 (4,0 —
6,0) um x 2,4 £ 0,03 (1,6 —3,2) pm (n = 75),
mostraron una intensa refringencia (Fig. 5),
presentaron una forma oval bicéncava (Figs.
2 - 3)y se hallaron frecuentemente agrupados
en namero variable (cimulos de esporos)
(Fig. 4). El protista se detect6 en abejas
obreras adultas de seis colmenas del mismo
apiario en julio, septiembre y octubre de
2006 con una prevalencia que varié entre 1y
16,7% (n = 100 por colmena). La intensidad
promedio fue de 5,71 + 1,49 x 10° esporos/
abeja (1,43 x 10° - 1,89 x 107) (n = 18). El
70,8 % de los casos (n = 24) se presentd
en forma conjunta con microsporidios del
género Nosema, probablemente N. ceranae
Fries et al. (Plischuk, 2010).

La morfologia general de los esporos
maduros (ovales bicdncavos), la presencia
de ctimulos de esporos, la localizacion en el
lumendelostbulosdeMalpighiylaidentidad
de la especie huésped sugieren fuertemente



Figs. 1-5. Fotomicrograffas de Nephridiophaga sp. en Apis mellifera L. de Argentina. 1, parte
de un tibulo de Malpighi [TM] conteniendo esporos maduros [Flecha] (Escala = 10 pum); 2 -
3, esporos maduros (Escalas = 2 um); 4, cmulo de esporos disturbado (Escala = 10 um); 5,
esporos de Nephridiophagidae [N] y Nosema sp. [n] en coinfeccion (Escala = 5 pm).

que se trata de Nephridiophaga apis Ivani,
especie tipo. Desde su descripcion original
en abejas de los Balcanes (lvani, 1937), la
que desafortunadamente no provee datos
esenciales (particularmente el tamafio y la
forma precisade los esporos) pararealizaruna
comparacion vélida, no se registraron nuevos
hallazgos ni se realizaron aportes adicionales
al conocimiento de este nefridiofagido.
Por ello, optamos provisionalmente por
considerar el protista hallado en abejas de
Dufaur como Nephridiophaga sp.

Un aspecto relevante a tener en cuenta,
respecto del registro de Nephridiophaga
sp. en abejas de nuestro pafs, radica en su
eventual patogenia. No existe consenso
acerca del tipo de relacion simbiética
(mutualismo, comensalismo o parasitismo)
entre los nefridiofagidos y sus huéspedes.
Lange (1993) sugiri6 una relacion de
tipo comensalista entre Nephridiophaga
periplanetae (Lutz & Splendore) Lange y su
huésped, la cucaracha Blatta orientalis L.
(Dictyoptera: Blattidae). Por el contrario,
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Ivani (1937) se refiri6 a N. apis como “muy
virulento, capaz de provocar lisis en las
células de los tabulos, transformandolas en
una masa amorfa”. Sera necesario realizar
inoculaciones experimentales (bioensayos)
para dilucidar este aspecto, ya que la
informacion obtenida hasta el presente
resulta contradictoria. Por un lado, no
hemos observado signos patolégicos tipicos
(hipertrofia, cambios de coloracioén, rotura)
que suelen caracterizar las infecciones
causadas por otros protistas esporogénicos
o formadores de quistes de comprobada
patogenia en los tGbulos de Malpighi de
insectos, como Liebermannia dichroplusae
Lange, Malameba locustae King & Taylor
o Malpighamoeba mellificae Prell (Lange,
1987, Sokolova et al., 2007; Plischuk &
Lange, 2010; Lange & Lord, en prensa). Por
otro lado, las cargas de esporos estimadas
fueron considerablemente elevadas para
un simbionte presente solo en los tabulos
de Malpighi y que podria ser causante de
ciertas anormalidades atn no detectadas.
En relacion a la alta tasa de coinfecciones
con Nosema sp., se desconocen las posibles
implicancias de tales infecciones mixtas, v,
hasta no contar con estudios experimentales,
es preferible no especular al respecto.

Es complejo, por altimo, esgrimir una
explicacion convincente acerca de la
existencia de solo dos hallazgos de este
protista, separados por aproximadamente
70 afios y 12.000 Km. de distancia. Una
alternativa plantea que la especie registrada
podria no ser Nephridiophaga apis, sino una
especie criptica del mismo género. Otro de
los posibles motivos serfa lasimilitud en forma
y tamafo con especies de microsporidios
conocidas para Apis mellifera, como Nosema
ceranae y Nosema apis Zander; de modo
que analisis poco minuciosos, utilizando
microscopfa optica (técnica mas comin en
laboratorios de diagnéstico de enfermedades
apicolas), podrian generar determinaciones
errébneas incluso en infecciones conjuntas
(Fig. 5). Por altimo, otra opcién viable es
que este organismo mantendria, de hecho,
una prevalencia extremadamente baja en
la naturaleza; lo que atribuiria mas valor
aun al presente hallazgo, el cual constituye

el primer registro de una especie de
Nephridiophagidae asociada a A. mellifera
fuera del continente europeo y permitira
obtener un mejor conocimiento de una
enigmatica especie protista.
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