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La salud, el desarrollo y el desempefio de Apis mellifera se ha visto afectado por una
amplia variedad de patégenos. 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 metodologias han sido desarrolladas e implementadas para la investiga-
cion de estos cuatro grupos de patdgenos. De ellas, el empleo de marcadores molecula-
res usando PCR ha ido ganando terreno en este sentido en las Ultimas décadas. Las abe-
jas cubanas, Apis mellifera, no han quedado libres de los efectos negativos de estos
patogenos. Teniendo esto en cuenta, esta revision se centra en los métodos molecula-
res empleados a nivel mundial y en Cuba para el diagnéstico 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.
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Rodriguez y Yadré

Introduccion

Durante los ultimos afos se han reportado alrededor del
mundo incluyendo el continente americano, casos de pér-
dida, debilitamiento y despoblacién de colmenas de Apis
mellifera, (Le Conte, Ellis y col. 2010, Maggi, Antunez y col.
2016, Requier, Antunez y col. 2018). Se ha propuesto que
estas pérdidas de colmenas resultan de una interaccion
sinérgica entre diferentes factores de estrés que incluyen
la intoxicacion con pesticidas, la pérdida de la diversidad
genética, la pérdida de los habitats naturales y la presencia
de patégenos. De la diversidad de patdgenos y parasitos
que afectan a a. mellifera, los de mayor impacto en la api-
cultura son el acaro 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 diagndstico a nivel de laboratorio de estos patdgenos se
ha llevado a cabo mediante métodos de cultivo, microsco-
picos, inmunoldgicos y mediante métodos basados en aci-
dos no nucleicos o/y en &acidos nucleicos (Forsgren 2009).
De estos, el empleo de métodos moleculares basados en la
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ha ido ganan-
do terreno en la Ultima década, proporcionado poderosas
herramientas para el diagndstico de enfermedades en a.
mellifera.

Ademas, ha sido exitoso para la deteccion y determinacién
de sus agentes causales (Higes, Martin y col. 2006, Higes,
Martin-Hernandez y col. 2008, Ribiere, Ball y col. 2008). En
Cuba, la presencia de Nosemosis y sintomas de pardlisis
fue reportada por primera vez en 1956 (Ordetx 1956), y la
presencia de Varroasis en 1996 (Gonzdlez 1996, Demedio
2001). Esta ultima, casi aproximadamente 30 afios después
de que fueran canceladas las importaciones de abejas a la
isla. La situacion sanitaria de la poblacion apicola cubana,
su influencia en la produccidn 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 patdgenos mas comunes en esta especie. Si bien en
Cuba se encuentran presentes algunas de las enfermeda-
des antes descritas desde hace mas de una década, no fue
hasta el afio 2017 que se profundizd en la patdsfera, pre-
valencia, patogenicidad y distribucion de Nosema spp.,
Varroa destructor y Virus ARN mediante el empleo de PCR
(datos sin publicar).

La deteccién basada en ADN puede ser dividida en dos
grupos. Uno comprende técnicas que no requieren de la
amplificacién del ADN, mientras que el otro grupo involu-
cra las técnicas de deteccién basada en la amplificaciéon del
ADN mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
(Forsgren 2009). Sin embargo, teniendo en cuenta lo antes
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expuesto, en este documento centraremos la atencién en
las técnicas comprendidas en el segundo grupo.

Meétodos de deteccion basados en dcidos nucleicos
Todos los protocolos basados en acidos nucleicos requie-
ren de la extraccidon del ADN o del ARN. De ahi que la cali-
dad de la extraccidn es un factor critico para todas estas
técnicas de deteccion (Albuquerque, Mendes y col. 2009).
La amplificacién de genes constitutivos de referencia del
hospedero (abeja), por ejemplo, RP49 y RPS5, han sido
exitosamente empleados para asegurar la calidad de la
extraccion y su idoneidad para el proceso de amplificacién
(de Miranda 2008).

El método de PCR utiliza un par de cebadores (secuencia
corta de ADN de simple cadena) disefiados para hibridar
con una regidn particular del ADN diana, la cual es expo-
nencialmente duplicada durante reacciones subsecuentes
de PCR. El producto final de esta regidn duplicada es deno-
minado amplicén y usualmente es identificado usando
electroforesis. La deteccidén 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 amplicén a medida que se acumula
(en tiempo "real") y determina el nimero de nuevas molé-
culas de ADN formadas en

cada reaccion. En este caso, se emplea un indicador fluo-
rescente (por ejemplo, SYBR-green) que se une al amplicon
e informa su presencia mediante fluorescencia. El nimero
de ciclo en el que los productos de PCR acumulados alcan-
zan un umbral de deteccién de fluorescencia, leido des-
pués de cada ciclo, puede relacionarse con mucha preci-
sién con la cantidad inicial de ADN en la reaccion (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 gPCR en tiempo real, ademas de la cuan-
tificacion precisa de la cantidad inicial de ADN objetivo en
la reaccidn, es que el umbral de diagndstico para la detec-
cién 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 deteccién de mas de un patdgeno en un solo ensayo
también ha sido posible mediante PCR. En este sentido, la
PCR duplex y multiplex utiliza dos o varios pares de ceba-
dores, respectivamente, dirigidos a diferentes loci en una
sola reaccion de PCR (Chen, Zhao y col. 2004, Martin-
Herndndez, Meana y col. 2007).0tra variante de PCR es la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion
Reversa (RT-PCR), basada fundamentalmente en la amplifi-
cacion por PCR del ADN copia (ADNc) obtenido del proceso
de transcripcidn. Varios protocolos publicados para RT-PCR
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pueden ser facilmente adaptados para qPCR usando SYBR
-green como marcador fluorescente (Evans, Schwarz y
col. 2013).

Deteccion de enfermedades apicolas empleando
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sobre el acaro Varroa han sido utilizadas para analizar la
variacion en y entre las poblaciones del dcaro (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

PCR
Numerosas aplicaciones del PCR han sido descritas para la

proveer evidencias de variacion genética a lo largo del

genoma completo de Varroa para uso en analisis filoge-

deteccion de patogenos en abejas adultas, crias, miel, néticos o como marcadores moleculares (Avise 2012). Las

polen y cera (Tentcheva, Gauthier y col. 2004, Chen, técnicas basadas en la amplificacién y secuenciacién del

Higgins y col. 2005, Branchiccela, Aguirre y col. 2014, fragmento de 458 pb del gen de la Citocromo Oxidasa 1

Mendoza, Antlinez y col. 2014). (cox1) presente en el ADN mitocondrial (ADNm) permiten
El empleo de técnicas moleculares en las investigaciones identificar las especies de acaro que se encuentran infes-

tando la colmena.

Tabla 1. Lista de set de cebadores disponibles para la deteccién de Nosema apis, Nosema ceranae y Varroa destructor en
abejas mediante PCR

. . . Talla del
Patogenos Nombre Fuente Secuencia de cebadores (5°-37) Locus | Uso fragmento (pb)
321APIS Martin-Hernandez et al. GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 55U rRNA | gPCR 321
2007 GOGGGGCETTTAMATGTGAAACAACTATG
NosA — CCGACGATGTGATATGAGATG SSU rRNA | PCR 209
_ ) CACTATTATCATCCTCAGAT CATA
N. apis NaFor CTAGTATATTTGAATATTTGTTTACAATGG ® | LSU rRNA | gPCR 278
= Forsgren and Fries 2010 T
UnivReyv GTCGCTATGATCGCTTGEC
N. apis CCATTGCCGGATAAGAGAGT 55U rRNA | PCR 401 @
Chen atal. 2008 CACGCATTGCTGCATCATTGAC
218MITOC Martin-Hernandez et al. COGCGACGATGTGATATGAAMATATTAA S5U rRNA | gPCR 218-219
2007 CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCE
McFor ) TATTGTAGAGAGGTGGGAGATT L5U rBNA | gPCR 318
N. ceranae - Forsgren and Friss 2010 —_—
UnivRey GTCGCTATGATCGCTTGES
N. ceranae Chen et 4l 2008 COGATAAMGAGTCCGTTACE SSU rRNA | PCR 250 @l
bl TGAGCAGGGTTCTAGGGAT
ms GATATAAGTCGTAACATGGTTGCT ITS region | PCR 120
Klee et al. 2006 CATCGTTATGGTATCCTATTGATC
NOS Hices atal. 2008 TGCCGACGATGTCATATGAG 55U rRNA | PCR 240N a
e, CACAGCATCCATTGAAMACG 252N.c
S51)-res GCCTGACGTAGACGCTATTC SSU rRNA | PCR 402
e S W SR GTATTACCGCGGCTGCTGG
Nosema ———— GOCAGTTATGGGAAGTAACA SSU rRNA | PCR 208N.a
' GGTCGTCACATTTCATCTCT 212N
Nes-165 S — COTAGACGCTATTCCCTAAGATT 55U rRNA | PCR 488
L N e CTCCCAACTATACAGTACACCTCATA
COXF GGIAG) GG(AT) GAC/T) CC{AT) AAT Cox1 FCR 458
Anderson and Fuchs 1998 | (C/T)TIAT) TAT CAAC
COXRa CCT GTIAT) AIAT 10 ATA GCA AAT AC
10KbCOIF1 CTT GTAATC ATAAGG ATA TTG GAAC Cox PCR 929
Anderson and Fuchs 1998
Wi 6,5KbCOIR AAT ACC AGT GGG AAC CGC
1BKBATPEF _ GAC ATA TAT CAG TAA CAA TGAG AtpB-coxd | PCR R18
MNavajas at al. 2010
16KBCOIIR GAC TCC AAG TAA TAG TAAAACC
10KbCylbF-1 _ GCAGCT TTAGTG GAT TTACCTAC eyth PCR 985
MNavajas et al. 2010 ]
10KBCytbPRIM CTACAG GAC ACG ATC CCAAG

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 estandar (para la deteccién de
diferentes especies de Nosema.); qPCR, por PCR cuantitativo o PCR en tiempo real (para la cuantificacion de diferentes especies de Nosema); genérico,
cebadores que amplifican todas las especies de Nosema conocidos o a todos los microsporidios sin diferenciacion entre especies
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Secuencias de otros genes concatenados obtenidos del
ADNm incluyendo cox3, atp6 y cytb han sido empleados
para identificar pequefias poblaciones (denominadas ha-
plotipos) dentro de poblaciones mayores (denominadas
haplogrupos) (Navajas, Anderson y col. 2010) (Tabla 1). El
analisis de polimorfismo de longitud con fragmentos de
restriccién mediante PCR (RFLP-PCR) del gen coxlha sido
exitoso para determinarlos diferentes haplotipos de V.
destructor, los cuales se han encontrados asociados a su
origen geografico 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 analizé la poblacién del acaro existente median-
te RFLP-PCR y microsatélites (Rodriguez y col. datos sin
publicar).

Varios métodos moleculares empleando PCR, por ejemplo,
PCR simple, PCR multiple, RFLP-PCR y gPCR han sido desa-
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rrollados para la deteccién e identificacién de las especies
de Nosema (Higes, Martin y col. 2006, Martin-Hernandez,
Meana y col. 2007, Chen, Evans y col. 2008, Antunez,
Anido y col. 2015) y la cuantificacién 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 utiles para aumentar la informacién sobre
estos microsporidios. Adicionalmente un amplio rango de
cebadores especificos han sido desarrollados con esta fina-
lidad (Chen, Evans y col. 2008, Martin-Hernandez, 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
gue esta altamente conservada (Bourgeois, Rinderer et al.
2010). Actualmente se encuentra disponible un método de
PCR duplex que permite a amplificacién simultédnea y dife-
rencial de N. apis y N. ceranae. Como resultado de la apli-
cacion de ese método se ha podido determinar e identifi-
car que N. ceranae aparentemente circula de manera ex-
clusiva en Cuba (Rodriguez y col. datos sin publicar).

Tabla 2. Lista de set de cebadores disponibles para la deteccidn multiple de infecciones virales

 nvs Talla del
Patogenos Mombre Fuente Secuencia de cebadores (5°-37) Paslclanen e fragmento
genoma
(pb)
BOCV Benjeddou et | TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAAC {?iﬁ' ﬂr_:t?ir?a 700
al. (2001) | GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC palP
estructural)
T e W = I
CCGTTAGGAACTCATTATCGCG B
estructural)
Virus ARN — Stoltzetal. | GATGAACGTCGACCTATTGA ( 5;?5;21%:3 i
(1995) TGTGGGTTGGCTATGAGTCA AT
no estructural)
SBV Chen et al. GCTGAGGTAGGATCTTTGCGT {495?;5331 824
(2004) TCATCATCTTCACCATCCGA R
estructural)
AFB-F Dobbelaere et | CTTGTGTTTCTTTCGGGAGACGCCA 1106
AFB-R al. (2001) | TCTTAGAGTGCCCACCTCTGCG
Primer 1 Govan et al. | AAMGTCGAGCGGACCTTGTGTTTC 973
Primer 2 (1999) TCTATCTCAAAACCGGTCAGAGG
ERICIR Versalovic et | ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Varios
Paenibacillus ERIC2 al. (19%4) AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG amplicones
larvae i §
BOXAIR | VESOVICEl | ) G CAAGGCGACGCTGACG Narios
al. (1994) amplicones
Versalovic et Varios
MBO-REP1 CCGCCOTTGCCGCCGTTGCCGLCG .
al. (1994) amplicones
REP1R-| Versalovic et | IICGICGICATCIGGC Varios
REP2-I al. (1994) ICGITTATCIGGCCTAC amplicones
En el caso de las infecciones virales el RT-PCR ha devenido col. 2005, Blanchard, Olivier y col. 2008, de Miranda

un método estandar para la deteccidn e identificacion de
forma rapida, sensible y especifica y para la semi-
cuantificacidn de virus ARN de las abejas (Chen, Higgins y

2008). Los productos de PCR pueden ser detectados des-
pués de que el PCR finalizé mediante analisis cualitativos
(presencia / ausencia del producto) tanto por geles de
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electroforesis o por el analisis de la curva de desnaturaliza-
cion después de cada ciclo, en tiempo real, o sea mediante
RT-gPCR. Numerosos protocolos de para PCR multiplex
han sido disefiados 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
metodologia fue la empleada en Cuba, para analizar la
presencia de cuatro virus ARN (Rodriguez y col. Datos sin
publicar).

Para el diagnostico de la enfermedad conocida como Lo-
gue Americana, han sido desarrollados algunos protocolos
de identificacion no moleculares. Sin embargo, para pro-
positos de investigacion se recomienda la identificacion 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 diagndstico de la enfermedad.
Adicionalmente, la metodologia basada en el gen 16S
rRNA resultd ser un método robusto en la pasada década
(Tabla 2).

La disponibilidad de estas técnicas estandarizadas permi-
tié la discriminacion de las diferentes cepas de P. larvae y
el reconocimiento de las cepas mas virulentas, resultados
gue han sido esenciales para el estudio epidemioldgico 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 mas
utilizada es la amplificacién 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 diferenciacién de
manera exitosa de 4 diferentes genotipos de P. larvae
(ERIC I, ERIC II, ERIC Il y ERIC IV) (Genersch, Forsgren y col.
2006). Los genotipos ERIC | y Il correspondientes a la
subespecie P. I. larvaemientras que los genotipos ERIC Ill y
IV correspondientes a la subespecie P. I. pulvifaciens
(Genersch 2010).

Conclusiones

La revolucién de la biologia molecular del dltimo 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 informacion
confiable y de alta calidad. Los criterios principales para un
sistema de diagndstico ideal son sensibilidad, precision,
confiabilidad, universalidad, simplicidad, velocidad y costo.
La mayoria de las tecnologias de deteccidn 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 diagndsti-
co de las patologias de las abejas con alta precisién y repe-
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