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Resumen

RESUMEN

Nosema ceranae y Nosema apis son microsporidios, parasitos oportunistas formadores
de esporas. Los mismos son agentes causales de la nosemosis, una enfermedad que
afecta a las abejas adultas de Apis mellifera, colonizando las células epiteliales del
intestino medio, afectando las funciones digestivas de las abejas, produciendo
desnutricion, envejecimiento fisiologico y reduccion de la longevidad de estas.

A nivel colonial, la infeccion por ambas especies de Nosema resulta en una disminucion
en la produccion de miel, en la actividad de forrajeo y por lo tanto en la polinizacion.
N. apis ha sido reportada en trabajos anteriores como la Gnica especie de microsporidio
que infectaba a A. mellifera causando trastornos digestivos y acortando la vida media de
la abeja; mientras que estudios recientes confirman la presencia de N. ceranae,
concluyendo un posible reemplazo de N. apis por N. ceranae. Se ha propuesto gque la
devastadora pérdida de colonias de abejas reportada en algunos paises del mundo, sobre
todo en los paises del hemisferio norte, esta asociada con un incremento en la deteccién
de N. ceranae en A. mellifera.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la prevalencia y distribucién de N. apisy N.
ceranae en Uruguay.

Se trabajé con 103 muestras de abejas pecoreadoras de apiarios pertenecientes al
Registro Nacional de Propietarios de Colmenas del Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca, colectadas en marzo del 2011 de todos los departamentos del
Uruguay. Por cada muestra se tomaron 20 abejas y se realizo la extraccion de ADN
mediante el uso de un kit comercial. Posteriormente, se efectud la cuantificacion de
ADN de cada muestra para confirmar que la extraccién de ADN haya sido exitosa. Se
prosiguié con la amplificacién del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S para
ambos microsporidios mediante el ensayo de PCR multiplex, de acuerdo a lo descrito
por Martin-Hernandez et al., (2007). Por ultimo, los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa, se tifieron con bromuro de etidio y se
visualizaron mediante exposicion a luz UV. Para confirmar la identidad de los
productos amplificados, tres de los productos obtenidos se enviaron a Macrogen (Corea)
para su secuenciacion.

Se logré detectar la presencia de N. ceranae en las muestras de abejas, mientras que no
se detectd N. apis. La prevalencia de N. cerana en Uruguay es de 15,0%. La frecuencia
de ocurrencia en los diferentes departamentos es desigual, pero la zona mas afectada
coincide con los departamentos de mayor produccién apicola del Uruguay. Los factores
que podrian explicar esta distribucion son las diferentes variantes genéticas de abejas
presentes en el Uruguay, ya que se ha visto que las abejas africanizadas (hibridos de A.
m. scutellata) son mas resistentes a N. ceranae que las abejas italianas (A. m. ligastica),
asi como la alta densidad de colmenas presentes en dichas zonas, lo que facilitaria la
dispersion de N. ceranae. Ademas, se observd que las zonas donde mayormente se
detectd N. ceranae coinciden con departamentos con mayor cantidad de hectareas con
plantaciones de Eucalyptus grandis, donde se ha visto que la nosemosis es un gran
problema.

Estos resultados indicarian que la nosemosis es una enfermedad emergente en A.
mellifera en Uruguay que requiere un atento seguimiento.
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2. Introduccién

2.1.- Importancia de Apis mellifera

Las dos terceras partes de los alimentos que consumimos dependen de la
polinizacién (Crane, 1979). Los agentes polinizadores, encargados de acarrear los
granos de polen de una flor a otra, aseguran la fertilizacion de los 6vulos y con ello la
formacion de semillas y frutos. Por esta razdn, estos agentes resultan esenciales para el
mantenimiento de los ecosistemas naturales asi como para la produccion de alimentos,

medicinas y vestimentas (Morse y Calderone, 2000).

Entre los polinizadores, las abejas meliferas Apis mellifera son claramente una
piedra angular, debido a que poliniza muchos cultivos lo que conlleva que en muchas
partes del mundo dependan de esta especie (Morse y Calderone, 2000). Su actividad
polinizadora es econdmicamente muy importante en diversos paises, no sélo por la
accion que realiza la abeja como agente polinizador, lo que ocasiona que la mayoria de
los cultivos necesarios para la alimentacion sean dependientes de esta actividad o
favorecidos por la misma en términos de tamario del fruto, cantidad y calidad; sino que
ademas la contribucion de la polinizacién en cuanto al mantenimiento de la
biodiversidad en diferentes ecosistemas es inestimable. Por este motivo, el desarrollo de
la actividad apicola afecta a todas las cadenas de produccion agropecuarias (Morse y
Calderone, 2000; Potts et al., 2010; Evans y Schwarz, 2011).

En afios recientes, se ha reportado una devastadora pérdida de colonias de
abejas meliferas en Estados Unidos y varios paises de Europa. Mientras que en Europa
se le llamo a este fendmeno Honey bee Colony Depopulation Syndrome (CDS), en
Estados Unidos se lo denomino Colony Collapse Disorder (CCD) (Stokstad, 2007;
Higes et al., 2008; Neumann y Carreck, 2010; Potts et al.,2010; Van Engelsdorp y
Meixner, 2010). Solo en Estados Unidos murieron entre 750.000 y 1.000.000 de
colmenas en el invierno del 2007-2008 (vanEngelsdorp et al., 2008). Esta pérdida
anormal de colmenas es considerada uno de los problemas ecoldgico y sanitario mas

relevantes a nivel mundial.

Los investigadores han propuesto diferentes factores que podrian intervenir en
la mortalidad de las colonias. El principal factor causante de problemas de salud en la

colmena lo constituyen parasitos y patégenos como el acaro Varroa destructor,
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diferentes virus ARN y los microsporidios Nosema apis y Nosema ceranae. Por otro
lado, se ha propuesto que el uso de pesticidas, insecticidas, herbicidas y el cambio
climatico también juegan un papel importante en la tasa de aumento de la mortalidad
observada en determinadas explotaciones apicolas (Potts et al., 2010; Evans y Schwarz,
2011).

2.2.- Laapicultura en el Uruguay

La abeja A. mellifera ha acompafiado al hombre practicamente desde su origen
(Crane, 1979). Los lideres politicos y econdmicos, que viajaban constantemente por
todo el mundo, a partir de 1700 comienzan a trasladar desde el viejo mundo colmenas

rasticas para América, siendo Cuba la pionera.

En abril de 1834 Bernardino Rivadavia, presidente de Argentina en ese
momento, introduce la primera colonia de A. mellifera en la Republica Oriental del
Uruguay (Cordara, 2005).

La produccion y venta de los productos asociados a la colmena, como miel,
polen, cera, jalea real, propoleos y apitoxinas, influye directamente en el desarrollo de la
cadena agroindustrial de la miel. La importancia de la apicultura en Uruguay se basa en
la exportacion de miel, generando divisas al pais que llegan a mas de 20 millones de
dolares anuales. Las primeras exportaciones de miel se realizaron en 1963. Los
principales paises a los que se exportan son Alemania y Estados Unidos, y en menor
grado a Espafia e Inglaterra (MGAP, 2011). Actualmente, el sector apicola cuenta con
alrededor de 3000 apicultores registrados que poseen 500.000 colmenas. En 2011, el
promedio de productividad nacional fue de 35.3 kg de miel por colmena (Harriet y
Campa, 2012).

Sin embargo, a pesar de ser una actividad en crecimiento, el valor de miel
producida en el pais ha variado durante el transcurso de los Gltimos afios ya sea por la
cantidad de miel producida (la productividad en 2007-2009 ha caido significativamente,
de 33,8 Kg/colmena en 2007 a 14,7 Kg/colmena en 2009, aumentando para 2011 a 35.3
kg/colmena) asi como por el precio internacional de la miel (MGAP, 2009; MGAP,
2011; Antlnez et al., 2011).
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2.3.- Estrategias de apicultores para incrementar la produccién de miel

Debido a la necesidad por parte de los apicultores de incrementar la produccién
de miel, muchos de ellos trasladan sus colonias a las forestaciones de Eucaliptus
grandis al final del verano, extendiendo la temporada de zafra. De esta forma
aprovechan este recurso que se encuentra en continuo crecimiento, constituyendo
actualmente el 39% aproximadamente de la forestacion en nuestro pais (MGAP, 2010).
Si las condiciones climéticas son favorables la produccién de miel en estas forestaciones
puede alcanzar los 50 kg/colmena, ya que estas constituyen una importante fuente de
néctar y polen para las abejas (Invernizzi et al., 2009). Segun la Direccion General
Forestal (2010) en Uruguay hay 676.096 hectareas de diferentes especies de eucaliptos,
de las cuales 217548 ha corresponden a E. grandis. Estas plantaciones se encuentran
distribuidas sobre todo en los departamentos de Rio Negro (52.777 ha), Rivera (52.522
ha), Paysandu (42.144 ha), Tacuarembd (16.134 ha) y Durazno (13.583 ha).

Uno de los mayores inconvenientes de trasladar colmenas a E. gradis es la alta
incidencia de la nosemosis, enfermedad causada por los microsporidios Nosema apis y
Nosema ceranae. En este sentido, Invernizzi et al., (2011b) encontraron que colonias
libres de nosemosis trasladadas a una forestacion de E. grandis al comienzo de la
floracion, presentaban esporas de N. ceranae al tercer dia de instaladas, con un
promedio de 27,6 % abejas pecoreadoras infectadas. Al final del periodo de floracién el
promedio de pecoreadoras infectadas alcanzo el 90,8%. Los autores plantean que la

nosemosis estaria implicada en la elevada mortandad de colonias en dichas condiciones.

La pérdida de colonias por la nosemosis ocurre con frecuencia sélo en los casos
en que las colonias permanecen en las forestaciones de E. grandis durante el invierno
(Mendoza et al., 2012a). Estudios recientes indican que colonias muy infectadas,
retiradas de las plantaciones inmediatamente después de culminada la floracién no
sufren despoblamiento y llegan a la primavera en muy buenas condiciones (Mendoza et
al., 2012b).

2.4.- Patdégenos de A. mellifera presentes en Uruguay

Una colonia de abejas meliferas es una gran fuente de energia, constituyendo un
ambiente propicio para el desarrollo de microorganismos tanto nativos como patdgenos

(Morse & Nowogrodzki, 1990). Los problemas sanitarios de las abejas causan grandes
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pérdidas econdmicas en la industria apicola en todo el mundo, principalmente en
aquellos paises con apiculturas desarrolladas como es el caso de Uruguay (Invernizzi et
al., 2011).

La presencia y coexistencia de estos patdgenos indican una importante amenaza
para la actividad apicola de nuestro pais y estan directamente relacionados con la
disminucion en la produccién apicola detectada durante los ultimos afios (Antlnez et
al., 2011; Invernizzi etal., 2011b).

Ademas de los microsporidios N. ceranae y N. apis, A. mellifera se enfrenta a
una gama de otros patdgenos; como Paenibacillus larvae, una bacteria formadora de
esporas altamente resistentes, que pueden sobrevivir en larvas, panales o materiales
apicolas durante muchos afios. Esta bacteria produce una enfermedad en larvas
altamente contagiosa, denominada Loque Americana (Hansen y Broodsgaard, 1999). La
Logque Americana es una enfermedad mundialmente distribuida, detectandose por
primera vez en el Uruguay en el afio 2000 por Piccini y Zunino (2001). A partir de esto
se desarrolld una linea de investigacion en el Departamento de Microbiologia del
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable dedicada al estudio de
patdgenos de interés apicola. En el afio 2003 se comprob6 que la bacteria estaba
ampliamente distribuida en el pais, con una prevalencia del 51% (Antunez et al., 2004)
mientras que en un relevamiento llevado a cabo recientemente se observé que este

porcentaje disminuyo significativamente a 2% (Antunez et al., 2012).

Otros patogenos que infectan A. mellifera son los virus ARN, se han descrito en
la actualidad mas de 18 virus; entre ellos se encuentran el virus de la paréalisis aguda
(ABPV), virus de la celda real negra (BQCV), el virus de las alas deformadas (DWV),
virus de la cria ensacada (SBV) (de Miranda et al., 2010; Genersch and Aubert, 2010),
los que constituyen una gran amenazada para la apicultura. En Uruguay se han
detectado los virus ABPV, BQCV, DWV y SBV mientras que los virus IAPV, KBV no
se detectaron (Antunez et al., 2005; Antunez et al., 2006). El virus que se encuentra en
mayor prevalencia en abejas uruguayas y con distribucion mas amplia es el virus de la
celda real negra (BQCV) con una prevalencia del 90% (Matilde Anido, comunicacion

personal).

Varroa destructor es un acaro ectoparasito que se reproduce en las celdas con

cria de A. mellifera, causando dafios letales en las colonias, tanto por su accion directa o
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como vector de virus u otros microorganismos (Morse et al., 1997). Este acaro se
encuentra ampliamente distribuido en Uruguay, y es necesario aplicar al menos un

tratamiento de control anual (Matilde Anido, comunicacion personal).

Acarapis woodi es un acaro traqueal, parasito interno de las abejas melifera
adultas. La infestacién de abejas meliferas por este acaro produce disminucion de la
zona de cria, pequefias poblaciones de abejas, una disminucién en el rendimiento de
miel y en Ultima instancia, la pérdida de las colonias (Eischen, 1987; Royce y
Rossignol, 1989; Morse y Nowogrodzki, 1990; Otis y Scott-Dupree, 1992). En

Uruguay, actualmente este parasito no se detecta (Villalba, 2012).

La distribucion geografica de los parésitos de abejas sugiere cuales de estos han
prevalecido en la emigracion de las abejas meliferas por todo el mundo. La ausencia de
ciertos patdgenos en algunos paises, puede representar una barrera ambiental o una

introduccidn reciente de las abejas meliferas (Royce y Rossignol, 1990a).

2.5.- Nosemosis

De acuerdo a lo nombrado previamente, la nosemosis es una enfermedad de las
abejas adultas causada por dos especies de hongos microsporidios, N. apis y N. ceranae
(Fries et al., 1996; Higes et al., 2006). Estos microsporidios son parasitos oportunistas
formadores de esporas. N. apis fue descrita por Zander (1909), mientras que N. ceranae
fue descripta sobre la abeja melifera asiatica Apis cerana, por Fries et al., (1996).

Durante décadas se consider6 que N. apis era el Unico agente causal de la
nosemosis en A. mellifera (Fries, 2010). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que N. ceranae, también parasita a la abeja melifera occidental (Fries et al.,
1996; Higes et al., 2006) y que esta relacionada con la perdida de colonias (Higes et al.,
2006; Higes et al., 2007; Higes et al., 2008).

Cuando A. mellifera fue introducida en Asia hace unos 50 afios, entré en
contacto con las abejas nativas (Apis cerana, por ejemplo) y por lo tanto con sus
parasitos, como N. ceranae, lo que podria haber tenido consecuencias para las

infecciones de microsporidios (Martin-Hernandez et al., 2007). Actualmente, la
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prevalencia mundial de N. ceranae es mayor que N. apis (Klee et al., 2007; Martin-
Hernandéz et al., 2007; Invernizzi et al., 2009; Martinez et al., 2012).

Estudios como los de Klee et al., (2007), Higes et al., (2007) y Chen et al.,
(2008) destacaron la alta patogenicidad que presenta N. ceranae en su nuevo huésped,
A. mellifera. Las altas tasas de mortalidad de las abejas meliferas por N. ceranae estan
vinculadas a la presencia de esporas que facilitan la rapida divisién y la invasion del
tejido digestivo afectando las células regenerativas del aparato digestivo (Martin-
Hernandez et al., 2007).

Las abejas adultas se infectan con Nosema spp. ingiriendo alimentos o bebiendo
agua contaminada. Las esporas germinan en el intestino medio de la abeja liberando su
filamento tubular para trasladar su esporoplasma (el parasito infectivo) a las células
epiteliales del intestino medio donde se generan mayor nimero de esporas, liberandose
a través de las heces y generando nuevas fuentes de infeccion para la colonia (Chen et
al., 2008). Una vez expulsadas, pueden permanecer viables en el campo durante mas de
un afio (Fries, 1993). Se pueden encontrar millones de esporas nuevas dentro del
intestino de una abeja en unas pocas semanas después de la infeccién inicial (Bailey y
Ball, 1991). De esta manera, Nosema spp. afecta las funciones digestivas de la abeja,
produciendo desnutricion, envejecimiento fisiologico y reduccion de la longevidad de
estas (Fries, 1997; Hornitzky, 2008). A nivel colonial, la infeccion por ambas especies
de Nosema resulta en una disminucion en la produccién de miel, en la actividad de

forrajeo y por lo tanto en la productividad de la polinizacién (Bourgeois et al., 2009).

Mediante técnicas de PCR, se ha detectado el ADN de N. ceranae no solo en el
sitio de infeccién primaria, intestino medio, sino también en los tejidos de las glandulas
hipofaringeas, glandulas salivales, tubulos de Malpighi y en la grasa corporal de abejas
meliferas (Chen et al., 2009).

Ademas del dafio directo que causa Nosema spp. sobre las abejas, también puede
incidir de manera indirecta por la presencia de otros patdgenos, principalmente virus
ARN (Bacandritsos et al., 2010), ya que se ha encontrado que N. ceranae suprime el
sistema inmune de A. mellifera exponiéndola a la infeccion por diversos parasitos

oportunistas (Antunez et al., 2009; Chaimanee et al., 2012).

En Sudamérica, la presencia de N. ceranae se ha verificado en Brasil (Klee et

al., 2007), Argentina (Sarlo et al., 2008) y recientemente en Chile (Rodriguez et al.,
10
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2012). En Uruguay, histéricamente la nosemosis ha sido reconocida por la presencia de
esporas a través de microscopia de luz, asumiendo a N. apis como el agente causal. Sin
embargo, Invernizzi et al., (2009) evidenciaron Unicamente la presencia de N. ceranae
en muestras de abejas infectadas de varias regiones del pais. Ademas encontraron N.
ceranae en una muestra colectada en 1990.

Mediante registros de casos de nosemosis de muestras de abejas enviadas por
apicultores a la Division de Laboratorios Veterinarios “Miguel Rubino” (DILAVE), se
encontré que pese a las grandes fluctuaciones de la nosemosis encontradas entre los
afios 1964 y 2007, no se ha registrado un crecimiento a partir de los afios "90, con la
presencia de N. ceranae en el pais (Invernizzi et al., 2009). Este comportamiento es
muy diferente al patron epidemiolégico encontrado en Espafia en el periodo 1999-2005
caracterizado por un incremento notable de muestras positivas hasta superar el 90% del
total (Martin-Hernandez et al., 2007).

N. ceranae ha sido detectado en muchos paises alrededor del mundo (Klee et al.,
2007; Martin-Hernandéz et al., 2007; Higes et al., 2008; Invernizzi et al., 2009;
Bicandritsos et al., 2010; Aurori et al., 2011; Martinez et al., 2012), pero parece tener
distintos efectos a nivel de las colonias en las diferentes regiones geograficas.
Cientificos de Espafia propusieron que este patdgeno es un factor importante en el CSD
(Higes et al., 2009b), mientras que investigadores de EE.UU, por otra parte, reportan
gue N. ceranae no contribuye significativamente al CCD (vanEngelsdorp et al., 2009),

ya que el rol que cumple este patdgeno en colonias de EE.UU no es muy claro.

A diferencia de la alta virulencia de N. ceranae evidenciada en Espafia, en
Uruguay esto no ha sido reportado. Existen diferentes factores que podrian influir en
esto, por un lado la presencia de diferentes razas de abejas, el tiempo de convivencia de
estas Ultimas con el patdgeno y las condiciones ambientales a las que se enfrentan
(Invernizzi et al., 2009).

2.6.- Similitudes v diferencias entre N. ceranae y N. apis

Las esporas de N. ceranae y N. apis presentan diferencias en cuanto a sus
resistencias; las de N. ceranae son mas resistentes a la desecacion y tienen una mayor

tolerancia térmica (Fenoy et al., 2009). Por el contrario, N. apis presenta mayor
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infectividad luego de ser congelado en comparacién con N. ceranae (Fries y Forsgren,
2009). Sin embargo, se pudo evaluar que la perdida de infectividad de N. ceranae no es
tan dréstica cuando se mantuvo en medio estandar (RPMI+10% DMSQO) (Fenoy et al.,
2009).

N. ceranae se adecua mejor a completar su ciclo endoégeno, con un mayor
potencial bidtico, a diferentes temperaturas comparado con N. apis, manifestando las
diferencias epidemioldgicas entre estas dos especies de Nosema ya que en condiciones

de campo como también a nivel de la colonia (Martin-Hernandez et al., 2007, 2009).

Por otro lado, N. ceranae puede deprimir la respuesta inmune de la abeja,
disminuyendo la expresion de péptidos antimicrobianos como abaecina e
himenoptaecina, asi como la enzima glucosa-deshidrogenasa. Esta inmunosupresion no

se observa con la infeccion causada por N. apis (Antinez et al., 2009).

En cuanto a la estacionalidad, Fries (2010), determin6 que la mayor prevalencia
de N. apis ocurre durante la primavera antes de que las abejas de invierno sean
reemplazadas por las abejas jovenes. Por otro lado, N. ceranae carece de estacionalidad
ya que puede ser detectada en muestras durante todo el afio (Martin-Hernandez et al.,
2007). Sin embargo, Antunez et al., (2012) encontraron que la prevalencia de N.
ceranae aumenta hacia el invierno y disminuye hacia el verano. En condiciones donde
las abejas vuelan durante todo el afio, la variacion de los niveles de infeccién podria
depender de las condiciones climaticas y del estrés de las colonias (Pickard y EI-Shemy,
1989; De la Rocque et al., 2008).

A pesar de estas diferencias, las esporas de N. apis y N. ceranae son muy
similares y apenas se pueden distinguir por microscopia optica. En la ausencia de claras
caracteristicas morfolégicas para el reconocimiento de estas especies, utilizar
marcadores moleculares puede ayudar en el diagnostico y la identificacion de
microsporidios de abejas. La técnica de PCR proporciona una prueba muy sensible para
detectar la infeccion por estos microsporidios, ya que permite la deteccién del parasito
en niveles muy bajos de infeccidn y puede revelar todas las etapas de su ciclo de vida
(Martin Hernandez et al., 2007).
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2.7.- Control de N. ceranae y N. apis

La fumagilina es un antibio6tico que ha probado ser eficaz contra ambas especies
de Nosema, sin embargo este medicamento podria llegar a los humanos por su
residualidad en la miel (Higes et al., 2008a, 2009b; Higes et al., 2010). La fumagilina es
100% eficaz contra la forma vegetativa de Nosema spp., pero no destruye las esporas

del parésito, razon por la que la infeccion puede ser controlada pero no erradicada.

Debido a que el uso de este antibidtico no esta permitido en los paises europeos
(Fries, 2010) y en Uruguay esta restringido Unicamente a los criaderos de reinas
(MGAP, 2010), se estan desarrollando alternativas para la prevencion de la nosemosis.
Un ejemplo son los productos naturales en base a extractos de hierbas como Protofil y
Api-Herb entre otros, ya que tienen un potencial en el control de N. ceranae (Chioveanu
et al., 2004; Nanetti, 2009).

2.8.- Hipotesis

N. ceranae se encuentra, en la actualidad, ampliamente distribuida en muchos
paises en todo el mundo, probablemente reemplazando a N. apis en A. mellifera. El
presente estudio estuvo dirigido a determinar la prevalencia y distribucién de N.
ceranae y N. apis en Uruguay, a partir de un muestreo de abejas especialmente disefiado

teniendo en cuenta la distribucion de colmenas en el pais.
Las hipdtesis de trabajo son:
1. N. ceranae es la Unica especie de Nosema presente en Uruguay.

2. Las zonas de mayor densidad de colmenas asi como las zonas de mayor
desarrollo de forestacion de E. gradis presentan mayor prevalencia de N.

ceranae.
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3. OBJETIVO

El objetivo del presente estudio consistié en estudiar la prevalencia y

distribucion en Uruguay de los microsporidios: N. ceranae y N. apis.
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4.- MATERIALES Y METODOS

Esta pasantia de grado fue realizada en el marco del proyecto “Epidemiologia de
los principales patdégenos de interés apicola en Uruguay”, FCE 1903, financiado por

ANII.

4.1.- Obtencién de muestras de abejas

Se trabaj6 con 103 muestras de abejas pecoreadoras de apiarios pertenecientes al
Registro Nacional de Propietarios de Colmena del Ministerio de Ganaderia, Agricultura
y Pesca, (tabla 1), colectadas en marzo del 2011, en el marco del proyecto antes
mencionado. La seleccién de los apiarios a muestrear por departamento se realizo al
azar en base a la densidad de colmenas y dentro de cada departamento los apiarios se
escogieron al azar. Todos los muestreos se realizaron en marzo de 2011, durante un
corto periodo de tiempo, por técnicos del DILAVE, MGAP. Cada muestra se fijé en

alcohol etilico 70%.

4.2.- Extraccion de ADN

Se homogeneizaron 20 abejas de cada muestra en 10 ml de agua destilada estéril
durante 120 segundos. Dicha suspensién se centrifugd durante 6 minutos a 10.000 rpm
en un tubo de centrifuga; descartadndose el sobrenadante y el pellet se resuspendio en

400 pl de agua destilada estéril.

La extraccion de ADN de las preparaciones previamente descritas se llevo a
cabo mediante un kit comercial (mini kit QIAmp® Viral ARN) siguiendo las
instrucciones del fabricante modificando el volumen final de 60ul de elusién con buffer

AVE a un volumen final de 40ul, y no se incorporo el ARN carrier.
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4.3.- Cuantificacion del ADN

Se estimo la cantidad de ADN extraido en cada muestra mediante la utilizacion
de espectrofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000). Para esto se tomaron alicuotas de 1ul
de cada muestra y se estimd la concentracion de ADN utilizando la ecuacion de

Lambert-Beer.

4.4.- Amplificacién de ADN mediante PCR miltiple

Con el fin de determinar la presencia de N. apis y N. ceranae en estas muestras,
se realizo6 la amplificacion del gen que codifica para el ARN ribosomal 16S mediante el
ensayo de PCR multiplex, de acuerdo a lo descrito por Martin-Hernandez et al., (2007).
En este ensayo se utilizd un juego de cebadores especifico para la deteccion de cada

microsporidio.

En cada reaccién de PCR se trabajo con un volumen final de reaccion de 50ul
conteniendo 3ul de MgCl, 50mM, 5ul de buffer PCR 10X, 0.4ul de Tag ADN
polimerasa (5U/ul), 2ul de dNTPs 10mM, 0.5ul de cada cebador a 40uM
correspondiente a N. ceranae y a N. apis y 5ul de AND molde. El resto del volumen se
completd con agua destilada estéril. Los cebadores empleados para N. apis fueron
forward 5'-GGG GGC ATG TCT TTG ACG TAC TAT GTA- 3' y reverse 5-GGG
GGG CGT TTA AAA TGT GAA ACA ACT ATG-3' para amplificar un fragmento de
321 pb de N. apis, mientras que para N. ceranae se utilizaron los cebadores forward 5'-
CGG CGA CGA TGT GAT ATG AAA ATA TTA A- 3"y reverse 5'-CCC GGT CAT
TCT CAA ACA AAA AAC CG- 3' para amplificar un fragmento de 218-219 pb
(Martin-Hernandez et al., 2007).

El protocolo empleado para el PCR consistié en una desnaturalizacion inicial de
94°C durante 2 minutos, seguido por 10 ciclos de 94°C durante 15 segundos, 61.8°C
durante 30 segundos y 72°C por 45 segundos. Luego se agregd 20 ciclos mas del
anteriormente descrito pero adicionando 5 segundos al ultimo paso de cada uno de los
20 ciclos. Y, por ultimo, una extension final de 72°C por 7 minutos. Dichas

amplificaciones se realizaron empleando un termociclador ESCO® Swift Mini™.
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En cada corrida de PCR se emplearon controles positivos para N. ceranae y para
N. apis y un control negativo (donde no se incorporé ADN). Como controles positivos
se utilizaron muestras de ADN de estos microsporidios cedidos por el Dr. Mariano

Higes, Centro Agrario de Marchamalo, Espafia.

4.5.- Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa 2% en TBE 0.5X (Tris 10.8 g, &cido borico 5.5 g, EDTA 0.5 M pH 8 4 ml por
100 ml), utilizando Gene Ruler Fermentas 1Kb como marcador de peso molecular, a
110 V. Posteriormente, los geles se tifieron con bromuro de etidio 0.5 pg/ml, se
visualizo mediante exposicion a luz UV y se tomo su correspondiente fotografia a través
de una cdmara Kodak (DC290).

4.6.- Secuenciacion

Para confirmar la identidad de los productos amplificados, tres de los productos
obtenidos se enviaron a Macrogen (Corea) para su secuenciacion. Posteriormente se
realizd el analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas mediante el programa
BLAST del National Center for Biotechnology Information donde se realizé la

busqueda de similitud de secuencias.

4.7.- Prevalencia vy distribucion geogréafica de N. apis y N. ceranae en Uruguay

A partir de los datos obtenidos, se evalud la prevalencia de cada especie de
Nosema mediante el calculo de frecuencia de aparicién; es decir el nimero de veces que
se detecta la presencia de N. ceranae y/o N. apis. Posteriormente se realizé el analisis de

la distribucion geografica de N. apis y N. ceranae.
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5. Resultados

5.1.-Extraccién y cuantificacion del ADN de cada una de las muestras

A partir de muestras de abejas de diferentes origenes geograficos se realizo la
extraccion de ADN y posteriormente su cuantificacion de acuerdo a lo descripto en

materiales y métodos. Los resultados hallados se muestran en la tabla 1.

5.2.- Deteccién de N. ceranae y N. apis mediante amplificacion del gen ARNr 16S

Se empleo la técnica de PCR multiplex mediante el uso de cebadores especificos,
para analizar la presencia de los microsporidios N. apis y N. ceranae en las diferentes
muestras. Mediante esta técnica se logro obtener un fragmento de 218 pb, coincidiendo con
el tamafio esperado para N. ceranae (Figura 1). Las muestras positivas se presentan en la
tabla 1. En ninguna de las muestras analizadas se logré evidenciar el fragmento de 321 pb

correspondiente a N. apis.

Tabla 1. Localizacion y Georreferenciacion de los apiario donde se recolectaron las
muestras de abejas, se indica la concentracion de ADN (ng/ul) de cada una de ellas y la

presencia o ausencia de N. ceranae.

Departamento y nimero de muestra | Latitud Sur | Latitud Oeste Concentzs;}ﬁzl) de ADN Muestras positivas para N. ceranae
Avrtigas (1) 30°25'57,5" 56°29' 31,2" 110
Avrtigas (67) 30°32' 58,2" 57°33' 04" 141
Colonia (33) 34°15'28,0" | 57°52'44,7" 76 X
Colonia (34) 34°17'45,8" | 37°45'41,7" 77 X
Colonia (17) 34°16' 03,7" 57°40' 22 4" 60
Colonia (18) 34°16' 49,0" 57°34'20,7" 60
Colonia (26) 34°17'46,9" 57°30'43,4" 84
Colonia (27) 34°18'26,9" 57°48' 25,2" 113
Colonia (30) 34°13'57,3" 57°53'10,0" 73
Colonia (35) 34°12'53,1" 57°49'12 4" 142
Colonia (38) 34°12'21,0" 57°50' 20,0" 120
Colonia (49) 34°20'49,4" 57°36' 30,5" 146
Colonia (58) 34°17' 35,2" 57°43'13,6" 113
Canelones (31) 34° 43'47,68" | 55°47'10,87" 119
Canelones (36) 34°36' 32.84" | 55°50'55.60" 98
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Canelones (39) 34°37'19,39" | 56°01'53,32" 185
Canelones (42) 34° 42 24.31" | 55° 46' 32.29" 150
Canelones (59) 34039'41,34" | 56003 12,40 84
Cerro Largo (70) 32° 23 36.47" | 54° 13" 48.48" 57
Cerro Largo (80) 32° 28 51.52" | 54° 04’ 56.14" 48
Durazno (43) 32022'558" | 56030 475" 76 X
Durazno (63) 33°21'05,8" | 56°31'30,7" 108 X
Durazno (60) 33020'185" | 56028'37,9" 99
Durazno (61) 33019'437" | 56026'02,2" 149
Flores (12) 33032'17,9" | 56°52' 196" 159
Flores (13) 33933'49,6" | 56°56' 588" 95
Flores (14) 33031'04,8" | 56°49' 345" 80
Flores (15) 33930'09,8" | 56°56'04,6" 30
Flores (16) 33°32'40,80" | 56°54' 40,80" 178
Florida (46) 33044' 131" | 56018 41,3" 154 X
Florida (24) 33941'30,9" | 56°10'161" 118
Florida (44) 33043'186" | 56°26'12,7" 157
Florida (45) 33047'103" | 56°13' 368" 59
Florida (47) 33033'298" | 56°22'115" 196
Florida (64) 33951'56,7" | 56023 072" 81
Lavalleja (41) 34° 24' 38.08" | 55° 21' 37.85" 58
Maldonado (40) 34°03'58.17" | 55°08' 29.49" 122
Montevideo (65) 34° 48' 27.07" | 56° 03' 55.86" 160
Paysandui (68) 32021'49,0" | 57°52'10,2" 45 X
Paysandui (86) 31°59' 04,1 | 57°49' 598" 91 X
Paysandi (57) 31°39'466" | 57°53'11.1" 129
Paysandd (69) 32010'07,3" | 57°58'059" 103
Paysandi (76) 32007'00,6" | 5801 404" 90
Paysandd (77) 32007'39,1" | 58°00' 254" 64
Paysandui (78) 32006'459" | 58°01'20,6" 91
Paysandui (79) 32021'433" | 57955'478" 16
Paysandui (85) 32017'184" | 58203 081" 73
Paysandi (87) 32021'415" | 57955'522" 21
Paysandui (88) 31959'432" | 57950'22,7" 95
Paysandui (89) 31958'485" | 57950'19,2" 96
Paysandi (96) 32009'544" | 57958 420" 39
Paysandi (98) 32009'50,7" | 57°57'575" 91
Ri6 Negro (75) 32050'11,1" | 57°34' 316" 115 X
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Rio Negro (52) 32051'30,0" | 57°27'55.9" 93
Rio Negro (66) 32049'48,0" | 57°34'49,1" 188
Ri6 Negro (91) 33017'502" | 58°16'10.2" 50
Rio Negro (92) 33°16'36,6" | 58°16'04,3" 52
Rio Negro (94) 33012'162" | 58°16'52,9" 117
Rio Negro (99) 33018'39,7" | 58°16'46,3" 42
Rio Negro (100) 33°10'54" | 58°17'58,0" 103
Rio Negro (101) 33020'311" | 58017'17,0" 64
Rio Negro (102) 33°12'03,6" | 58°17'513" 63
Rio Negro (103) 33°09'50,1" | 58°19'19,8" 85
Rivera (2) 31912'10,3" | 55°45'10,1" 102 X
Rivera (7) 31908 54,6" | 55039'11,3" 196 X
Rivera (10) 31907'13,9" | 55025'53,9" 106 X
Rivera (3) 31°14'138" | 55°41' 256" 89
Rivera (4) 31°13'234" | 55°45'19,0" 285
Rivera (5) 31°13'42,9" | 55°45'12,8" 171
Rivera () 31°10'05,7" | 55°39'0,35" 361
Rivera (8) 30°56'44,7 | 55032'334" 236
Rivera (9) 31°01'17,7" | 55°30'57,6" 163
Rivera (11) 31°08'075" | 55°24'00,9" 126
Rocha (37) 34°36'7,03" | 54°08' 56,16" 163
Rocha (48) 34934' 14,01 | 54°7' 37,79" 101 X
San José (19) 34021 422" | 56043'58,1" 70
San José (20) 34°18'19,7" | 56°52'17,8" 91
San José (21) 34°14'0.27" | 56058 382" 81
San José (23) 34°07'02,7" | 56°59' 164" 56
San José (28) 34°24'332" | 56°33'55.2" 287
San José (29) 34°22'38,7" | 56°40'38,0" 58
San José (32) 34025'443" | 56°52'32,1" 94
San José (53) 34028'58,7" | 56°54'10,2" 123
Salto (56) 31021171 | 57°56'17,5" 65 X
Salto (54) 31°21'418" | 57°52'314 145
Salto (55) 31°20'26,0" | 57956' 353" 166
Soriano (50) 33037'29,0" | 57940' 295" 93 X
Soriano (51) 33934'59,3" | 57940' 536" 119
Soriano (62) 33044'318" | 57°34'154" 128
Soriano (71) 33035'404" | 57°44'39,8" 60
Soriano (72) 33021'26,1" | 58°10' 215" 40
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Soriano (73) 33°27' 04,4" 57°47' 28,7" 40
Soriano (74) 33°929'17,9" 58°03' 23,4" 35
Soriano (81) 33°24'22,6" 58°14' 46,7" 68
Soriano (82) 33°23'43,4" 58°19'16,7" 115
Soriano (83) 33°32'20,7" 58°14' 453" 32
Soriano (84) 33°31'05,5" 58°04' 20,5" 85
Soriano (90) 33°35'23,1" 57°45'02,3" 70
Soriano (93) 33°21'04,5" 58°10' 43,9" 61
Soriano (97) 33°35'31,1" 57°45'39,8" 81
Tacuarembd (121) 31°59'18,1" 55°56' 08,8" 142 X
Tacuarembo (120) 31°46'02,3" 55058' 24,1" 177
Treinta y Tres (95) 33°08" 36.10" | 54°19'03.82" 110
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Figura 1. Amplificacion de fragmentos del gen ARNr 16S de N. ceranae y N. apis utilizando cebadores especificos para
estos microsporidios. El fragmento amplificado para N. ceranae se estimd en 218 pb y el de N. apis en 321 pb .En cada una
de las cuatro figuras se demuestra el marcador de peso molecular en el primer carril.

A: carriles 2) Artigas (muestra N°.1) ; 3) Salto (muestra N°.56); 4) Canelones (muestra N°. 31).; 5) Maldonado
(muestra N°. 40); 6) Flores (muestra N°. 12 ); 7) San José (muestra N°. 19); 8) Florida (muestra N°. 46); 9) Montevideo
(muestra N°. 65); 10) Durazno (muestra N°. 63); 11) Soriano (muestra N°. 50); 12) Colonia (muestra N°. 35); 13) Control
positivo para N. apis; 14) Control positivo para N. ceranae y 15) Control negativo. Capaz que entre paréntesis podes poner
el nimero de muestra

B: carriles 2) San José (muestra N°. 28); 3) Lavalleja (muestra N°. 41); 4) Artigas (muestra N°. 67); 5) Treinta y
Tres (muestra N°. 95); 6) Cerro Largo (muestra N°. 80); 7) San José (muestra N°. 20); 8) Flores (muestra N°. 15); 9) San
José (muestra N°. 21); 10) Treinta y Tres (muestra N°. 95); 11) Colonia (muestra N°. 33); 12) Control positivo para N.
apis; 13) Control positivo para N. ceranae y 14) Control negativo.

C: carriles 2) Treinta y Tres (muestra N°. 95); 3) Rio Negro (muestra N°. 103); 4) Paysandu (muestra N°. 68); 5)
Rocha (muestra N°. 51); 6) Tacuaremb6 (muestra N°. 121); 7) Rivera (muestra N°. 5); 8) Rio Negro (muestra N°. 75); 9)
Flores (muestra N°. 13); 10) Maldonado (muestra N°. 40); 11) Salto (muestra N°. 54);12) Control positivo para N. apis;
13)Control positivo para N. ceranae ; 14) Control negativo.

D: carriles 2) Tacuarembd (muestra N°. 120) ; 3) Rio Negro (muestra N°. 100); 4) Rivera (muestra N°. 10); 5)
Paysandd (muestra N°. 78); 6) Soriano (muestra N°. 72); 7) Montevideo (muestra N°. 65); 8) Colonia (muestra N°. 30); 9)
Lavalleja (muestra N°. 41); 10) Rio Negro (muestra N°. 75); 11) Cerro Largo (muestra N°. 80);12) Control positivo para N.
apis; 13) Control positivo para N. ceranae; 14) Control negativo.
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Se detectaron muestras positivas Unicamente para N. ceranae en A: carriles 3, 8, 10
y 11. B: carril 11. C: carriles 4,6 y 8. D: carriles 4 y 11. En las muestras correspondientes
a los controles negativos, como se esperaba, no se evidenciaron bandas; mientras que para
los controles positivos de N. ceranae y N. apis se logré observar bandas correspondientes a
218 y 321pb respectivamente.

5.3.- Identidad de los productos amplificados

Tres de los amplicones de N. ceranae obtenidos se secuenciaron y las secuencias
obtenidas presentaron un alto porcentaje de similitud (99%) con la secuencia parcial del gen
ARN ribosomal 16S de N. ceranae, de la cepa N063-10 obtenida en ltalia. La alineacion

obtenida con una de las secuencias se muestra en la figura 3.

Query 1 CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAATTTGTATTACATAATAGAAATTTGAGTTTTTT 60

Sbjct 1 CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAATTTGTATTACATAATAGAAATTTGAGTTTTTT 60

Query 61 GGCTCTGGGGATAGTATGATCGCAAGATTGAAAATTAAAGAAATTGACGGAAGAATACCA 120

Sbjct 61 GGCTCTGGGGATAGTATGATCGCAAGATTGAAAATTAAAGAAATTGACGGAAGAATACCA 120

Query 121 CAAGGAGTGGATTGTGCGGCTTAATTTGACTCAACGCGAGGTAACTTACCAATATTTTAT 180

Sbjct 121 CAAGGAGTGGATTGTGCGGCTTAATTTGACTCAACGCGAGGTAACTTACCAATATTTTAT 180

Query 181 TATTTTGAGAGAACGGTTTTTTGTTTGAGAATGACCGGG 219

Sbjct 181 TATTTTGAGAGAACGGTTTTTTGTTTGAGAATGACCGGG 219

Figura 2. Secuencia parcial del gen ARN ribosomal 16S de N. ceranae de la cepa N063-10.

Query: secuencia del amplicon; Sbjct: secuencia HM859898.

23



Resultados

5.4.- Determinacién de la prevalencia y distribucién geogréfica de N. apis y N.

ceranae en Uruguay

A partir de los resultados obtenidos se analiz6 la prevalencia y distribucion de N.
ceranae. En primer lugar se calcul6 la frecuencia de ocurrencia por departamento, teniendo
en cuenta el numero de muestras positivas para cada departamento y el total de muestras

extraidas en el mismo, los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Localizacién de muestras positivas para N. ceranae, nimero de muestras obtenidas

por departamento y sus respectivas frecuencias de ocurrencia.

LOCALIZACION “”T%'ETiTFIEASS MUESTRAS POSITIVAS FI;I?:CL:JLIJ?IIE?,\IIECIZ\II?IRE
Artigas 2 0 0,00
Colonia 11 2 0,18

Canelones 5 0 0,00
Cerro Largo 2 0 0,00
Durazno 4 2 0,50
Flores 5 0 0,00
Florida 6 1 0,16
Lavalleja 1 0 0,00
Maldonado 1 0 0,00
Montevideo 1 0 0,00
Paysandu 13 2 0,15
Rio Negro 11 1 0,09
Rivera 10 3 0,30
Rocha 2 1 0,50
San José 0 0,00
Salto 1 0,33
Soriano 14 1 0,07
Tacuarembo 1 0,50
Treinta y Tres 0 0,00
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Los departamentos que presentaron mayor frecuencia de ocurrencia de N. ceranae fueron
Durazno, Rivera, Rocha, Salto y Tacuarembd. Mientras que para las muestras de abejas de
los departamentos de Artigas, Canelones, Cerro Largo, Flores, Lavalleja, Maldonado,
Montevideo, San José y Treinta y Tres no se detectd N. ceranae.

A nivel nacional se detectaron 15 muestras positivas para N. ceranae en un total de

103 muestras de abejas, lo que equivale a una frecuencia de ocurrencia de 0,150.

A partir de este dato se puede concluir que N. ceranae esta presente en el 15,0% de

los apiarios muestreados del Uruguay.

Para finalizar en la Figura 3, se muestra la ubicacion geogréfica de las muestras
positivas para N. ceranae utilizando Google Earth.
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Figura 3. Distribucion geografica de muestras positivas para N. ceranae en Uruguay.
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A partir de los datos obtenidos de las frecuencias de ocurrencia por departamento, y
construyendo rangos para estos valores, se plantearon en un mapa con diferentes colores
segun el rango de frecuencia, demostrando la prevalencia de N. ceranae en los distintos
departamentos (Figura 4). Las zonas con mayor frecuencia de ocurrencia son los
departamentos de Tacuarembd, Durazno, Rocha, Rivera y Salto. Mientras que en Artigas,
Cerro Largo, Treinta y Tres, Lavalleja, Maldonado, Canelones, Montevideo, San José y

Flores no se detecté N. ceranae.
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Figura 4. Prevalencia de N. ceranae en Uruguay.
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6. Discusion

En los Gltimos afios se ha evidenciado una devastadora perdida de colonias de
abejas en muchos paises del mundo, especialmente en los paises del hemisferio norte
(vanEngelsdorp et al., 2010), lo que lleva a que la identificacion de los posibles factores
responsables de esta pérdida sea el foco de muchos estudios cientificos (Chen et al.,
2008; Higes et al., 2005; Higes et al., 2008; Neumann y Carreck, 2010).

En este sentido, se ha propuesto que el microsporidio N. ceranae podria estar
implicado (Higes et al., 2006; Potts et al., 2010). Diversos estudios demostraron que un
aumento en la perdida de colonias de abejas estaria vinculado a un aumento en la
frecuencia de ocurrencia de N. ceranae, como es en el caso de Espafia (Martin-
Hernandez et al., 2005; Martin-Hernandez et al., 2007; Botias et al., 2012).

Deteccién de Nosema spp. en abejas pecoreadoras mediante PCR multiplex

En el presente trabajo se utilizaron abejas pecoreadoras para el analisis de
presencia y prevalencia de N. apis y N. ceranae, ya que se ha visto que es el indicador
mas confiable para estimar el nivel de la nosemosis (Higes et al., 2008; Hornitzky et al.,
2008; Higes et al., 2010). Aunque recientemente se desarrollo un método para la
deteccion de esporas de N. apis y de N. ceranae en mieles; la deteccion no es tan
sensible (Botias et al., 2012).

La técnica usada para la deteccion, PCR mdltiplex, proporciona una
significativa mejora a la técnica convencional de PCR mediante la incorporacion de
multiples cebadores que amplifican regiones de ADN de las dos especies de
microsporidios simultdneamente en una sola reaccion (Martin-Hernandéz et al., 2007).
Ademas es un meétodo fiable, rapido, sensible, sencillo y especifico para la deteccion de
N. apis y N. ceranae. En este trabajo se utilizd un nimero de 20 abejas pecoreadoras
por muestra, ya que segun Botias et al., (2012), la sensibilidad de la técnica es muy alta
(25 esporas detectados en 150 ul de abeja macerado). De todos modos, estos
investigadores proponen que el tamafio de muestra es un factor que contribuye a las
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diferencias obtenidas entre distintos estudios de la prevalencia para estos

microsporidios, y recomienda emplear 100 abejas por muestra.

Prevalencia de N. ceranae en diferentes paises

En Uruguay, Invernizzi et al., (2009) lograron detectar N. ceranae en muestras
historicas (colectadas desde el afio 1990) de los diferentes departamentos de este pais
con sintomas clinicos de nosemosis; no encontrando muestras infectadas con N. apis.
Este es el primer trabajo en el que se estudi6 la presencia y prevalencia de estos
patogenos, utilizando muestras recolectadas al azar de todos los departamentos del pais,
sin tener en cuenta la presencia o no de sintomas de nosemosis, lo que permite Ilevar a
cabo un estudio de prevalencia real y distribucion de N. apis y N. ceranae. En este caso,
se detectd la presencia de N. ceranae mientras que no se encontraron muestras positivas
para N. apis. A nivel nacional, la prevalencia de N. ceranae en abejas, segun los
resultados de este estudio, es relativamente baja (15,0%) si se compara con Espafia,
donde se ha evidenciado un aumento progresivo en la deteccidn de esporas de Nosema
spp. entre los afios 2003-2005 a partir de muestras de abejas adultas enviadas al
Laboratorio de Patologia Apicola (Centro Regional Apicola, CAR) por apicultores de
diferentes regiones. El porcentaje de muestras positivas para N. ceranae aumentd del
54.5% correspondiente al afio 2003, a 95.6% en el afio 2005 (Martin-Hernandéz et al.,
2007).

En cuanto a la informacion disponible en la region, en Chile, al analizar la
prevalencia y distribucion de N. apis y N. ceranae en muestras de abejas de A. mellifera
colectadas al azar entre la primavera de 2010 y verano de 2011, en la region de Biobio,
donde se concentra el 42% de la produccion nacional de miel, se encontr6 una
prevalencia del 49% para N. ceranae, no detectandose N. apis (Martinez et al., 2012).
En Argentina, investigadores del Laboratorio de Artrépodos de la Universidad Nacional
de Mar del Plata detectaron la presencia de N. ceranae en la region del Sudeste de la
provincia de Buenos Aires (Sarlo et al., 2008). Este laboratorio cuenta con registros de

nosemosis que no concordaban con los sintomas a nivel de colonia descriptos para
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N. apis, pero si con los presentados recientemente para N. ceranae, mortalidad

sin deyecciones y desabejados masivos (Sarlo, 2008).

Calderon et al., (2007) estudi6 la prevalencia de Nosema spp. en muestras de
abejas meliferas adultas de Costa Rica colectadas al azar en los meses de agosto a

diciembre de 2006; obteniendo una prevalencia de 28%.

En un trabajo realizado en China utilizando técnicas moleculares se logrd
detectar la presencia de N. ceranae en muestras de abejas colectadas en 12 apiarios
diferentes situados en 10 provincias y 2 municipios; mientras que no se evidencio la
presencia de N. apis (Liu et al., 2008). Del mismo modo, la deteccion de N. apis 'y N.
ceranae en muestras de A. mellifera de diferentes regiones geograficas de EEUU entre
1995 y 2007 comprobaron que el 16% de las muestras estaban infectadas con N.
ceranae mientras que N. apis no fue detectado. Por otro lado, estudios epidemioldgicos
descriptivos realizados en 2009, con la misma finalidad, pero para muestras de abejas de
colonias con sintomas CCD y de colonias sanas; comprobaron que la tasa de infeccion
de N. ceranae fue de un 55% y 50% para las colonias con sintomas CCD y colonias
normales, respectivamente. La tasa de infeccion de N. apis fue de 29% para las colonias

con sintomas CCD y 18% para las colonias normales (vanEngelsdorp et al., 2009).

Un factor que podria haber influido en la baja prevalencia de N. ceranae
encontrada en este trabajo en abejas uruguayas, puede haber sido el periodo en que
fueron colectadas las muestras (marzo, finales del verano principio del otofio), debido a
que en estudios previos se observo un aumento en la prevalencia de N. ceranae hacia el
invierno (Antlnez et al., 2012b). Como este trabajo se realizo en el marco del proyecto
“Epidemiologia de los principales patdogenos de interés apicola en Uruguay”, donde se
buscaba analizar la prevalencia de todos los patdgenos de importancia apicola, fue
necesario realizar los muestreos en esta época (marzo de 2011), dado que en marzo-abril
se aplican acaricidas en todo el pais y se perderia el dato de distribucion y prevalencia
de V. destructor.
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Distribucién de N. ceranae en Uruguay

En cuanto a la distribucion de N. ceranae en Uruguay, los resultados hallados
indican que el microsporidio no presenta la misma prevalencia en todo el territorio. Los
departamentos en los que se detectd fueron Salto, Rivera, Paysandu, Tacuarembd, Rio
Negro, Durazno, Soriano, Florida, Rocha y Colonia; que coinciden con las areas de
mayor forestacion del pais (Direccion General Forestal MGAP — FAQ, 2010). A la vez,
esto confirma lo reportado por Invernizzi et al., (2011a), quienes describen que la
nosemosis generalmente se presenta en colonias que se encuentran activas en otofio e

invierno en las forestaciones de E. grandis.

Esta distribucion también pueden ser producto de la posible resistencia de las
distintas variantes genéticas de abejas presentes en el pais a N. ceranae (Invernizzi et
al., 2009). En un estudio realizado recientemente en Uruguay, se vio que las abejas
africanizadas (hibridos de A. m. mellifera y A. m. scutellata) y las abejas italianas (A. m.
ligustica) presentan diferentes comportamientos en cuanto a produccion y resistencia a
este patdgeno, siendo las abejas africanizadas mas resistentes a este microsporidio y las

que producen mas miel (Mendoza, 2012).

Por otro lado, la distribucién puede estar relacionada a la alta densidad de
colmenas presentes en las zonas con mayor prevalencia, lo que facilitaria la dispersion

del microsporidio.

Salto de huésped de N. ceranae y reemplazo de N. apis.

Las enfermedades emergentes a menudo estan ligadas a la expansion en el
rango de huésped que los parasitos o patdgenos pueden explotar. No todos los parasitos
introducidos pueden establecerse con éxito en nuevos lugares, debido a que deben
poseer caracteristicas que les confieran la capacidad de competir con las especies
nativas en las infecciones mixtas (Chen et al., 2008b). La invasion de una especie
exotica en un ecosistema es considerado actualmente como una de las fuentes mas
importantes de pérdida de biodiversidad y puede incluso conducir a la erradicacion de

especies nativas (Deredec y Courchamp, 2003).
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La plasticidad de las especies de patdgenos a adaptarse a los nuevos factores no
solo aumentara la probabilidad de su propagacion, sino que también, consolidara la
invasion de nuevos ecosistemas bajo diferentes condiciones ambientales (Higes et al.,
2010; Fries et al., 2009).

Se acepta generalmente que la temperatura de la tierra se incrementa
progresivamente y las consecuencias de este efecto en los ciclos de vida enddgenos y

externos de parésitos es un motivo de preocupacion (Brooks y Hoberg, 2007).

Los cambios en el clima, también pueden afectar a la distribucidn de los agentes

infecciosos (De la Rocque et al., 2008).

Durante el mismo periodo en que el sindrome de despoblacion de colonias de
abejas fue detectado en paises del hemisferios norte, N. ceranae parece haber
colonizado A. mellifera (Martin-Hernandez et al., 2007), y ahora es frecuentemente

detectado en colonias de abejas sanas y débiles (Cox-Foster et al., 2007).

Diversos estudios confirman y amplian las observaciones de Fries et al., (1996),
Higes et al., (2006, 2007) y Huang et al., (2007) donde se planteaba que la infeccién de
N. ceranae no se limita a su huésped original A. cerana. Uno de los ejemplos mas
elocuentes es un andlisis realizado en Finlandia con muestras de diferentes
antigiiedades. En muestras pertenecientes a los afios 1986-1995 sélo se identifico la
presencia de N. apis; mientras que en muestras del 1998 al 2006 contenian infecciones
mixtas de N. apis y N. ceranae o infecciones puras de N. ceranae (Paxton et al., 2007).
De hecho, desde ese momento ha aumentado el nimero de trabajos que confirman que
N. ceranae ha sustituido a N. apis (Martinez et al., 2012; Botias et al., 2012; Klee et
al., 2007; Liu et al., 2008; Invernizzi et al., 2009; vanEngelsdorp et al., 2009; Calderon
et al., 2007) siendo cada vez mayor también, los trabajos donde no se detecta N. apis
(Invernizzi et al., 2009; Chen et al., 2009; Bacandritsos et al., 2010; Liu et al., 2008;
Martinez et al., 2012). Esto se ha interpretado como el proceso de sustitucion de un

parasito por otro (Paxton et al., 2007).
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La introduccion de N. ceranae inevitablemente ejercié un efecto competitivo
contra el parasito original (N. apis) en A. mellifera. Se podria sugerir que N. ceranae
tiene mejores mecanismos para combatir la inmunidad del huésped, y/o crece y se

reproduce mas rapido que N. apis (Chen et al., 2008b).

El motivo principal de la rapida expansion de N. ceranae en A. mellifera es,
probablemente, el comercio mundial de abejas vivas, razén que explica también la

rapida propagacion del acaro V. destructor en todo el mundo (Martinez et al., 2012).

La presencia de N. ceranae en la mayoria de los paises europeos asi como
americanos sugiere que la colonizacion ha sido exitosa, pero todavia hay una falta de

equilibrio entre el nuevo parésito y el nuevo hospedador (Chen et al., 2008b).

Este trabajo confirma las hipotesis planteada, en la que se propuso que N.
ceranae es la unica especie del género Nosema presente en Uruguay y que las zonas de
mayor densidad de colmenas asi como las zonas de mayor desarrollo de forestacion E.
gradis presentan mayor prevalencia de N. ceranae. Lo que demuestra que la nosemosis
es una enfermedad emergente en A. mellifera en Uruguay, por lo que es necesario

estrechar la vigilancia sobre esta situacion.
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7. Perspectivas

Para el desarrollo de la apicultura de nuestro pais, consideramos que es de vital
importancia realizar muestreos nacionales regulares para determinar la prevalencia y
distribucion de los principales patdgenos que afectan las abejas, ya que permite tener
una vision amplia de la situacion sanitaria de los apiarios.

El microsporidio N. ceranae es un patdgeno exotico en Uruguay, lo que nos
impulsa a buscar alternativas para su control. Dado que la Unica sustancia con eficiencia
probada para su control, la fumagilina, no es de uso libre en el pais es necesario buscar
alternativas naturales, bioldgicas o quimicas.

Por otro lado, seria importante desarrollar estudios sobre la presencia y
distribucion de variantes o haplotipos de N. ceranae, ya que se puede presumir que los
diferentes haplotipos podrian contribuir a diferencias en la virulencia de este

microsporidio.
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