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La salud, el desarrollo y el desempeño de Apis mellifera se ha visto afectado por una 
amplia variedad de patógenos. De los cuales, Varroa destructor, Nosema spp., Paeniba-
cillus larvae y virus ARN son los que mayor impacto han tenido en la apicultura. Diver-
sas técnicas y metodologías han sido desarrolladas e implementadas para la investiga-
ción de estos cuatro grupos de patógenos. De ellas, el empleo de marcadores molecula-
res usando PCR ha ido ganando terreno en este sentido en las últimas décadas. Las abe-
jas cubanas, Apis mellifera, no han quedado libres de los efectos negativos de estos 
patógenos. Teniendo esto en cuenta, esta revisión se centra en los métodos molecula-
res empleados a nivel mundial y en Cuba para el diagnóstico de estas enfermedades en 
Apis mellifera. 
 
 
 

The health, development and performance of Apis mellifera has been affected by a 
wide variety of pathogens. Of which, Varroa destructor, Nosema spp., Paenibacillus 
larvae and RNA virus have the greatest impact on beekeeping. Various techniques and 
methodologies have been developed and implemented for the investigation of these 
four groups of pathogens. Of these, the use of molecular markers using PCR has been 
gaining ground in this regard in recent decades. Cuban bees, Apis mellifera, have not 
been free from the action of these pathogens. With this in mind, this review focuses on 
the molecular methods used worldwide and in Cuba for the diagnosis of these diseases 
in Apis mellifera. 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0
http://www.actaf.co.cu/apiciencia.html
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Introducción 

Durante los últimos años se han reportado alrededor del 

mundo incluyendo el continente americano, casos de pér-

dida, debilitamiento y despoblación de colmenas de Apis 

mellifera, (Le Conte, Ellis y col. 2010, Maggi, Antúnez y col. 

2016, Requier, Antúnez y col. 2018). Se ha propuesto que 

estas pérdidas de colmenas resultan de una interacción 

sinérgica entre diferentes factores de estrés que incluyen 

la intoxicación con pesticidas, la pérdida de la diversidad 

genética, la pérdida de los hábitats naturales y la presencia 

de patógenos. De la diversidad de patógenos y parásitos 

que afectan a a. mellifera, los de mayor impacto en la api-

cultura son el ácaro Varroa destructor, virus ARN, micros-

poridios del género Nosema y la bacteria Paenibacillus 

larvae (Neumann and Carreck 2010, Potts, Biesmeijer y col. 

2010, Goulson, Nicholls y col. 2015). 

El diagnóstico a nivel de laboratorio de estos patógenos se 

ha llevado a cabo mediante métodos de cultivo, microscó-

picos, inmunológicos y mediante métodos basados en áci-

dos no nucleicos o/y en ácidos nucleicos (Forsgren 2009). 

De estos, el empleo de métodos moleculares basados en la 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR), ha ido ganan-

do terreno en la última década, proporcionado poderosas 

herramientas para el diagnóstico de enfermedades en a. 

mellifera. 

Además, ha sido exitoso para la detección y determinación 

de sus agentes causales (Higes, Martín y col. 2006, Higes, 

Martín‐Hernández y col. 2008, Ribière, Ball y col. 2008). En 

Cuba, la presencia de Nosemosis y síntomas de parálisis 

fue reportada por primera vez en 1956 (Ordetx 1956), y la 

presencia de Varroasis en 1996 (González 1996, Demedio 

2001). Esta última, casi aproximadamente 30 años después 

de que fueran canceladas las importaciones de abejas a la 

isla. La situación sanitaria de la población apícola cubana, 

su influencia en la producción y en las pérdidas de colme-

nas anuales, ha sido poco estudiada. Sin embargo, se con-

sidera que las abejas cubanas son tolerantes a algunos de 

los patógenos más comunes en esta especie. Si bien en 

Cuba se encuentran presentes algunas de las enfermeda-

des antes descritas desde hace más de una década, no fue 

hasta el año 2017 que se profundizó en la patósfera, pre-

valencia, patogenicidad y distribución de Nosema spp., 

Varroa destructor y Virus ARN mediante el empleo de PCR 

(datos sin publicar). 

La detección basada en ADN puede ser dividida en dos 

grupos. Uno comprende técnicas que no requieren de la 

amplificación del ADN, mientras que el otro grupo involu-

cra las técnicas de detección basada en la amplificación del 

ADN mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

(Forsgren 2009). Sin embargo, teniendo en cuenta lo antes 

expuesto, en este documento centraremos la atención en 

las técnicas comprendidas en el segundo grupo. 

Métodos de detección basados en ácidos nucleicos 

Todos los protocolos basados en ácidos nucleicos requie-

ren de la extracción del ADN o del ARN. De ahí que la cali-

dad de la extracción es un factor crítico para todas estas 

técnicas de detección (Albuquerque, Mendes y col. 2009). 

La amplificación de genes constitutivos de referencia del 

hospedero (abeja), por ejemplo, RP49 y RPS5, han sido 

exitosamente empleados para asegurar la calidad de la 

extracción y su idoneidad para el proceso de amplificación 

(de Miranda 2008). 

El método de PCR utiliza un par de cebadores (secuencia 

corta de ADN de simple cadena) diseñados para hibridar 

con una región particular del ADN diana, la cual es expo-

nencialmente duplicada durante reacciones subsecuentes 

de PCR. El producto final de esta región duplicada es deno-

minado amplicón y usualmente es identificado usando 

electroforesis. La detección de los productos de PCR tam-

bién puede llevarse a cabo de forma continua, a medida 

que avanza la PCR (es decir, en "tiempo real"). La PCR en 

tiempo real detecta el amplicón a medida que se acumula 

(en tiempo "real") y determina el número de nuevas molé-

culas de ADN formadas en 

cada reacción. En este caso, se emplea un indicador fluo-

rescente (por ejemplo, SYBR-green) que se une al amplicón 

e informa su presencia mediante fluorescencia. El número 

de ciclo en el que los productos de PCR acumulados alcan-

zan un umbral de detección de fluorescencia, leído des-

pués de cada ciclo, puede relacionarse con mucha preci-

sión con la cantidad inicial de ADN en la reacción (Bustin, 

Benes y col. 2009, Bustin, Beaulieu y col. 2010). Esta es la 

base para la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). La 

gran ventaja de la qPCR en tiempo real, además de la cuan-

tificación precisa de la cantidad inicial de ADN objetivo en 

la reacción, es que el umbral de diagnóstico para la detec-

ción cualitativa se puede establecer después de que las 

reacciones hayan tenido lugar, o en varios niveles diferen-

tes, del mismo conjunto de datos (Mackay 2007, Forsgren 

2009). 

La detección de más de un patógeno en un solo ensayo 

también ha sido posible mediante PCR. En este sentido, la 

PCR dúplex y multiplex utiliza dos o varios pares de ceba-

dores, respectivamente, dirigidos a diferentes loci en una 

sola reacción de PCR (Chen, Zhao y col. 2004, Martín-

Hernández, Meana y col. 2007).Otra variante de PCR es la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcripción 

Reversa (RT-PCR), basada fundamentalmente en la amplifi-

cación por PCR del ADN copia (ADNc) obtenido del proceso 

de transcripción. Varios protocolos publicados para RT-PCR 
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Evolución de los ancianos

Satisfactoria (curados)

Mejoraron 

No satisfactoria

Total

pueden ser fácilmente adaptados para qPCR usando SYBR

-green como marcador fluorescente (Evans, Schwarz y 

col. 2013). 

Detección de enfermedades apícolas empleando 

PCR 

Numerosas aplicaciones del PCR han sido descritas para la 

detección de patógenos en abejas adultas, crías, miel, 

polen y cera (Tentcheva, Gauthier y col. 2004, Chen, 

Higgins y col. 2005, Branchiccela, Aguirre y col. 2014, 

Mendoza, Antúnez y col. 2014).  

El empleo de técnicas moleculares en las investigaciones 

sobre el ácaro Varroa han sido utilizadas para analizar la 

variación en y entre las poblaciones del ácaro (Anderson 

and Fuchs 1998, de Guzman, Rinderer y col. 1999, Goul-

son, Nicholls y col. 2015). Secuencias de fragmentos cor-

tos de ADN (< 1000 pares de bases) han sido exitosos en 

proveer evidencias de variación genética a lo largo del 

genoma completo de Varroa para uso en análisis filoge-

néticos o como marcadores moleculares (Avise 2012). Las 

técnicas basadas en la amplificación y secuenciación del 

fragmento de 458 pb del gen de la Citocromo Oxidasa 1 

(cox1) presente en el ADN mitocondrial (ADNm) permiten 

identificar las especies de ácaro que se encuentran infes-

tando la colmena.  

Tabla 1. Lista de set de cebadores disponibles para la detección de Nosema apis, Nosema ceranae y Varroa destructor en 

abejas mediante PCR 

ITS: internal transcribed spacer region; SSU: Subunidad menor del ARNr (16s rRNA); N.a: Nosema apis; N.c: Nosema ceranae; (a) Talla del fragmento que no 

pudo ser verificado. (b) Secuencia modificada al complemento original introducida a GenBank como U97150.Uso: PCR, PCR estándar (para la detección de 

diferentes especies de Nosema.); qPCR, por PCR cuantitativo o PCR en tiempo real (para la cuantificación de diferentes especies de Nosema); genérico, 

cebadores que amplifican todas las especies de Nosema conocidos o a todos los microsporidios sin diferenciación entre especies 
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Secuencias de otros genes concatenados obtenidos del 

ADNm incluyendo cox3, atp6 y cytb han sido empleados 

para identificar pequeñas poblaciones (denominadas ha-

plotipos) dentro de poblaciones mayores (denominadas 

haplogrupos) (Navajas, Anderson y col. 2010) (Tabla 1). El 

análisis de polimorfismo de longitud con fragmentos de 

restricción mediante PCR (RFLP-PCR) del gen cox1ha sido 

exitoso para determinarlos diferentes haplotipos de V. 

destructor, los cuales se han encontrados asociados a su 

origen geográfico y su patogenicidad (Anderson and True-

man 2000).  

Otros marcadores moleculares como los microsatélites 

también han sido empleados exitosamente para determi-

nar relaciones de paternidad y de parentesco, y en estu-

dios poblacionales en diferentes especies de Varroa (Evans 

2000, Solignac, Cornuet y col. 2005). En Cuba, reciente-

mente se analizó la población del ácaro existente median-

te RFLP-PCR y microsatélites (Rodríguez y col. datos sin 

publicar). 

Varios métodos moleculares empleando PCR, por ejemplo, 

PCR simple, PCR múltiple, RFLP-PCR y qPCR han sido desa-

rrollados para la detección e identificación de las especies 

de Nosema (Higes, Martín y col. 2006, Martín-Hernández, 

Meana y col. 2007, Chen, Evans y col. 2008, Antúnez, 

Anido y col. 2015) y la cuantificación de los niveles de es-

poras en muestras de abejas individuales y combinadas 

(Bourgeois, Rinderer y col. 2010). 

Los resultados obtenidos a partir de este tipo de estudios 

han sido muy útiles para aumentar la información sobre 

estos microsporidios. Adicionalmente un amplio rango de 

cebadores específicos han sido desarrollados con esta fina-

lidad (Chen, Evans y col. 2008, Martín-Hernández, Bartolo-

mé et al. 2018) (Tabla 1). En este sentido, la secuencia de 

la subunidad menor del ARN ribosomal (16S rRNA) ha sido 

ampliamente usada como marcador molecular debido a 

que está altamente conservada (Bourgeois, Rinderer et al. 

2010). Actualmente se encuentra disponible un método de 

PCR dúplex que permite a amplificación simultánea y dife-

rencial de N. apis y N. ceranae. Como resultado de la apli-

cación de ese método se ha podido determinar e identifi-

car que N. ceranae aparentemente circula de manera ex-

clusiva en Cuba (Rodríguez y col. datos sin publicar). 

En el caso de las infecciones virales el RT-PCR ha devenido 

un método estándar para la detección e identificación de 

forma rápida, sensible y específica y para la semi-

cuantificación de virus ARN de las abejas (Chen, Higgins y 

col. 2005, Blanchard, Olivier y col. 2008, de Miranda 

2008). Los productos de PCR pueden ser detectados des-

pués de que el PCR finalizó mediante análisis cualitativos 

(presencia / ausencia del producto) tanto por geles de 

Tabla 2. Lista de set de cebadores disponibles para la detección múltiple de infecciones virales 
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electroforesis o por el análisis de la curva de desnaturaliza-

ción después de cada ciclo, en tiempo real, o sea mediante 

RT-qPCR. Numerosos protocolos de para PCR multiplex 

han sido diseñados para los virus ARN de las abejas 

(Grabensteiner, Ritter y col. 2001, Topley, Davison y col. 

2005, Teixeira, Chen y col. 2008) (Tabla 2). Esta misma 

metodología fue la empleada en Cuba, para analizar la 

presencia de cuatro virus ARN (Rodríguez y col. Datos sin 

publicar). 

Para el diagnóstico de la enfermedad conocida como Lo-

que Americana, han sido desarrollados algunos protocolos 

de identificación no moleculares. Sin embargo, para pro-

pósitos de investigación se recomienda la identificación de 

su agente causal, Paenibacillus larvae, mediante PCR. Nu-

merosos métodos de PCR han sido descritos por De Graaf, 

Alippi y col. (2006) para el diagnóstico de la enfermedad. 

Adicionalmente, la metodología basada en el gen 16S 

rRNA resultó ser un método robusto en la pasada década 

(Tabla 2). 

La disponibilidad de estas técnicas estandarizadas permi-

tió la discriminación de las diferentes cepas de P. larvae y 

el reconocimiento de las cepas más virulentas, resultados 

que han sido esenciales para el estudio epidemiológico de 

la Loque americana. En este sentido, se han utilizado dife-

rentes estrategias para evaluar la diversidad genética de P. 

larvae (de Graaf, De Vos y col. 2006, Genersch, Forsgren y 

col. 2006, Antunez, Piccini y col. 2007), de las cuales la más 

utilizada es la amplificación de elementos repetitivos (rep-

PCR) (Peters, Kilwinski y col. 2006, Antunez, Piccini y col. 

2007, Loncaric, Derakhshifar y col. 2009). Los pares de 

primer ERIC1R-ERIC2, han permitido la diferenciación de 

manera exitosa de 4 diferentes genotipos de P. larvae

(ERIC I, ERIC II, ERIC III y ERIC IV) (Genersch, Forsgren y col. 

2006). Los genotipos ERIC I y II correspondientes a la 

subespecie P. l. larvaemientras que los genotipos ERIC III y 

IV correspondientes a la subespecie P. l. pulvifaciens 

(Genersch 2010). 

Conclusiones 

La revolución de la biología molecular del último cuarto de 

siglo ha madurado a través de la fase experimental, inicial-

mente impulsada por la mano de obra, hasta sistemas 

automatizados de alto volumen que brindan información 

confiable y de alta calidad. Los criterios principales para un 

sistema de diagnóstico ideal son sensibilidad, precisión, 

confiabilidad, universalidad, simplicidad, velocidad y costo. 

La mayoría de las tecnologías de detección modernas aho-

ra son lo suficientemente sensibles como para detectar 

una sola molécula objetivo. Se dispone de herramientas 

moleculares precisas y robustas para asegurar el diagnósti-

co de las patologías de las abejas con alta precisión y repe-

tibilidad. 
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