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1. RESUMEN 

Durante los últimos años se ha reportado principalmente en países del hemisferio norte 

pérdidas de colmenas con valores superiores a los normales. Se ha propuesto que distintos 

factores podrían estar involucrados en dicho fenómeno, planteándose que Nosema ceranae podría 

ser el responsable de las pérdidas de colmenas en España. Sin embrago, este microsporidio se 

encuentra en Uruguay desde antes de 1990 y no ha habido pérdidas de colmenas como las 

reportadas en España. La hipótesis del presente trabajo plantea que existen distintas variantes de 

N. ceranae circulando en diferentes países las cuales tienen virulencia diferencial. Teniendo en 

cuenta dicha hipótesis se planteó como objetivo general analizar la diversidad genética de N. 

ceranae y evaluar la virulencia de dos variantes del microsporidio.. 

Con el objetivo de identificar las distintas variantes del microsporidio circulando se llevó a cabo 

un estudio de diversidad genética para lo cual se pusieron a punto las técnicas de DGGE e ISSR 

empleando cuatro muestras de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae provenientes de 

distintos países. Se escogió la técnica de ISSR para los análisis de diversidad genética, ya que fue 

la única que permitió observar patrones de amplificación diferenciales entre las cuatro muestras 

empleadas. Por otro lado, se conformó una colección de 74 muestras de abejas naturalmente 

infectadas únicamente con N. ceranae proveniente de 13 países. Dichas muestras se procesaron, 

se purificaron las esporas de N. ceranae, se extrajo el ADN y se analizaron mediante ISSR. Dichos 

análisis permitieron identificar la existencia de tres grupos: un grupo A conformado solamente por 

muestras de origen europeo y caracterizado por un patrón de amplificación en común con baja 

diversidad genética y dos grupos B y C con diversidad genética alta y conformados por muestras 

provenientes de países de Europa y América del Sur. Un aspecto interesante fue que ninguna de 

las 12 muestras españolas utilizadas en este estudio se incluyó en el grupo A, lo cual podría 

explicar las diferencias en cuanto a las consecuencias de la infección con N. ceranae en la abeja 

reportadas en España y en países vecinos. 

Por otro lado, con el objetivo de evaluar la existencia de distintas variantes de N. ceranae con 

diferente virulencia se llevaron a cabo ensayos de infección de la abeja española A. mellifera 

iberiensis con N. ceranae proveniente de España y Uruguay, variantes diferentes genéticamente. 

Se conformaron tres grupos de abejas: un grupo se infectó individualmente con N. ceranae de 

origen español, otro grupo con N. ceranae de origen uruguayo y el tercer grupo se mantuvo como 

control. Dentro de cada tratamiento se evaluó la mortalidad diaria de las abejas, su nivel de 

infección al día diez post infección y su respuesta inmune al día siete post infección, para lo cual 

las abejas se sacrificaron, se extrajo el ARN, se retrotranscribió y se analizó la expresión de la 

vitelogenina y de ocho genes vinculados a la inmunidad humoral y celular mediante PCR en 

tiempo real. Todas las abejas sobrevivieron como máximo 15 días post infección y no se 

observaron diferencias en la mortalidad de las abejas pertenecientes a los tres tratamientos. Sin 

embargo, las abejas infectadas con N. ceranae de origen español mostraron mayores niveles de 

infección que las abejas infectadas con la variante de origen uruguayo, variante capaz de suprimir 

en mayor medida la respuesta inmune de la abeja. Por lo tanto, se cumplió la hipótesis planteada y 

si bien la mortalidad de las abejas infectadas con ambas variantes de N. ceranae fue la misma a 

pesar de presentar diferente virulencia, posiblemente a nivel de campo la infección con estas 

variantes tenga distintas consecuencias. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1. Importancia de la apicultura 

 

La abeja Apis mellifera posee un rol clave a nivel del ecosistema, ya que es el principal 

organismo polinizador (Mc Gregor, 1976). Dicha actividad ha co-evolucionado con las plantas, 

hasta el punto en que ciertos cultivos dependen en gran medida de la abeja melífera para poder 

reproducirse y otros en los cuales la contribución de este organismo es notoria. Además, gracias a 

la polinización, la calidad de muchos cultivos mejora, como es el caso de los manzanos, frutillas, 

arándanos y pepinos, entre otros (Morse y Calderone, 2000).  

El valor económico de la actividad de polinización por la abeja A. mellifera en Uruguay  ha sido 

estimado en 80 millones de dólares anuales (considerando los cultivos de manzana, girasol, pera, 

durazno, tomate, zapallo kabutiá, zapallitos, ciruelo, membrillo, otros zapallos y frutilla)  (Santos et 

al., 2009), mientras que en Estados Unidos su valor se ha estimado en 14,5 billones de dólares 

(Morse y Calderone, 2000). 

Por otro lado, la importancia de las abejas A. mellifera radica también en los productos que es 

posible obtener de las colmenas, entre los cuales se encuentra la miel, polen, propóleos, jalea 

real, cera, y apitoxina, siendo los tres primeros los de mayor importancia económica.   

La miel es obtenida por evaporación del néctar que las abejas colectan de las flores y el 95% 

de su materia seca son carbohidratos (glucosa y fructosa) por lo que es empleada por la colmena 

como la principal fuente de dichos compuestos. Es el producto mayormente explotado en varios 

países, siendo China el mayor productor de miel a nivel mundial en 2011 (FAO, 2014). A nivel 

humano es consumida como endulzante natural y por sus propiedades antimicrobianas, 

antivírales, antiparasitarias, por sus efectos antioxidantes, actividad anti-mutagénica, anti-tumoral y 

anti-inflamatoria (Bogdanov et al., 2008; Viuda-Martos et al., 2008). Otro de los compuestos que 

posee actividad antimicrobiana es el propóleos, el cual es obtenido por la abeja a partir de la 

colecta y procesamiento de la resina de las plantas y es empleado como sellador de la colmena y 

en actividades de aseo (Simone - Finstrom y Spivak, 2010). Sus propiedades antimicrobianas han 

sido probadas tanto a nivel de patógenos de las abejas (Bastos et al., 2007; Antúnez et al., 2008) 

como de humanos (Gebara et al., 2002; Stepanovic et al., 2003; Uzel et al., 2005), constituyendo 

uno de los principales productos empleados en tratamientos apiterapéuticos junto con la apitoxina 

(veneno de la abeja). 
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Por otro lado, el polen es la principal fuente de proteínas y vitaminas de la colmena y está 

fuertemente vinculado a la producción de jalea real (secreción de la abeja para alimentar a las 

crías), ya que mejora su calidad. El hombre lo utiliza usualmente a modo de suplemento 

alimenticio (Campos et al., 2008).  

 

2.2. La apicultura en Uruguay 

 

La apicultura en Uruguay comenzó a desarrollarse luego que Bernardino Rivadavia ingresara 

la primer colmena a nuestro país hacia la década de 1830´ y rápidamente dicha actividad se 

extendió por todo el territorio nacional (Cordara, 2005). Si bien esta primera colmena fue de origen 

europeo (Apis mellifera mellifera), hoy en día existe en Uruguay una abeja criolla, híbrida entre 

abejas europeas (A. m. mellifera, Apis mellifera ligustica y Apis mellifera carnica) y africanas (Apis 

mellifera scutellata). Las abejas A. m. ligustica y A. m. carnica fueron ingresadas al país por sus 

características comportamentales y productivas respondiendo a necesidades del sector, mientras 

que las abejas de origen africano ingresaron naturalmente. Este último proceso comenzó luego 

que en 1956 un grupo de investigadores brasileros importaran a dicho país (a la región de Rio 

Claro, San Pablo) abejas africanas con el fin de obtener un organismo mejor adaptado a sus 

condiciones ambientales y consecuentemente mejorar la producción apícola nacional (Kerr, 1957). 

Algunas reinas escaparon y comenzaron a hibridarse con las abejas europeas presentes en el 

continente hasta ese momento, proceso denominado africanización (Smith, 1991). Desde 

entonces, este proceso se ha extendido por todo el continente (a excepción de Chile debido a su 

aislamiento geográfico), desde California (Estados Unidos) hacia los departamentos de Uruguay y 

provincias de Argentina ubicados a 35 y 40 º latitud sur (Kim y Oguro 1999; Sheppard et al., 1999; 

Abrahamovich et al., 2007). En nuestro país si bien se ha reportado un gradiente de africanización 

caracterizado por una mayor prevalencia de abejas africanizadas hacia el norte y una disminución 

progresiva hacia el sur (Burguett et al., 1995; Diniz et al., 2003), estudios recientes plantean que la 

situación ha cambiado y el completo proceso de africanización estaría limitado por la introducción 

artificial de abejas europeas en la zona oeste del país (Branchiccela et al., 2014). La abeja 

africanizada posee características propias a nivel de comportamiento y producción, por lo que el 

ingreso de dichas abejas al país ha significado un cambio en el modo de explotación del recurso 

(empleo de indumentaria para la protección, modo de trabajo, etc).  

Según datos aportados por el Ministerio de Ganadería Agricultura y Pesca, Uruguay cuenta 

actualmente con 3165 apicultores con 568.312 colmenas registradas en el Registro Nacional de 

Propietarios de Colmenas, siendo Rivera, Soriano y Paysandú los departamentos con mayor 
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número de colmenas (MGAP, 2013). La producción apícola nacional se basa en la producción de 

miel, la cual es exportada en un 95 % siendo la Unión Europea y Estados Unidos los principales 

compradores (MGAP, 2013). Las divisas generadas en el país por concepto de las exportaciones 

de miel alcanzaron los 31 millones de dólares en 2012 (Uruguay XXI).  

Durante los últimos años se ha observado que el número de apicultores ha disminuido y los 

mismos poseen cada vez mas colmenas, posiblemente como forma de mantener cierta 

rentabilidad frente a las fluctuaciones en relación a los kilos de miel producidos por colmena 

(MGAP, 2013).   

La trashumancia es una alternativa para optimizar los beneficios económicos asociados a la 

actividad apícola y en Uruguay constituye una práctica en desarrollo. Se trata del traslado de las 

colmenas hacia ciertas plantaciones con el fin de aprovechar sus floraciones. En el caso de 

nuestro país, muchos apicultores trasladan sus colmenas en marzo hacia las floraciones de 

Eucaliptus grandis localizadas en departamentos del norte (Actualidad Apícola, 2013). 

Por otro lado, el servicio de polinización es una actividad poco desarrollada en nuestro país, 

limitándose a ciertos cultivos (Palomino, comunicación personal). 
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2.3. Pérdida de colmenas 

 

Durante el invierno de 2006 y en los años siguientes, diferentes países principalmente del 

hemisferio norte han reportado pérdidas de colmenas que ascendieron hasta el 85% en algunos 

casos, valores muy superiores a las pérdidas invernales normales (5 – 10%). Dicho fenómeno se 

denomina despoblación o pérdida de colmenas (“Colony losses”) (Fig. 1) y se ha planteado que 

distintas causas podrían ser las desencadenantes del mismo (Cox-Foster et al., 2007; 

vanEngelsdorp et al., 2008; vanEngelsdorp et al., 2009; Neumann y Carreck, 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Porcentaje de pérdidas de colmenas en distintas regiones del mundo. Tomado de Neumann y 

Carreck, 2010. 

Se ha planteado que una de las posibles causas podría ser el ácaro Varroa destructor, ya que 

es el principal organismo que afecta a la abeja A. mellifera a nivel mundial (Neumann y Carreck, 

2010). Se trata de un ectoparásito capaz de infectar tanto a la abeja adulta como a la cría al 

succionar la hemolinfa, debilitando de esta forma al organismo y causando la enfermedad 

conocida como varoosis. A nivel colonial la gravedad de la enfermedad depende del nivel de 

infección, causando comúnmente la muerte de la colmena (Rosenkranz et al., 2010). Su 

importancia no solo radica en el daño que es capaz de causar por sí mismo, sino también por su 

asociación con otros patógenos, ya que actúa a modo de vector de ciertos virus (Rosenkranz et 

al., 2010). Las abejas son blanco de alrededor de 18 virus, siendo el virus de la Celda Real Negra 

(BQCV), el virus de la Parálisis Crónica (CBPV), el virus Kashmir (KBV), el virus de la Parálisis 

Israelí (IAPV), el virus de la Parálisis Aguda (ABPV), el Virus de las Alas Deformadas (DWV) y el 

virus de la Cría en Sacada (SBV) los de mayor relevancia apícola. Estos últimos tres han sido 

asociados con V. destructor (Tentcheva et al., 2004; Yue y Genersch, 2005). Todos estos virus 

son de tipo ARN y en su mayoría causan infecciones asintomáticas. Por tal motivo, han sido 

vinculados a las pérdidas de colmenas en aquellos casos en los que la muerte de las mismas se 
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ha dado de forma rápida y sin síntomas aparentes (Chen y Siede, 2007; Oldroy, 2007; Miranda y 

Genersch, 2009).  

En Estados Unidos, se propuso al IAPV como marcador significativo de CCD o “Colony 

Collapse Disorder”, síndrome caracterizado por la ausencia de abejas adultas en la colmena. 

Colmenas con este síndrome presentan reservas de alimento y cría y en ocasiones se encuentra a 

la reina rodeada por un pequeño número de abejas obreras (Cox–Foster et al., 2007; 

vanEngelsdorp et al., 2008; vanEngelsdorp et al., 2009). Sin embrago, la asociación entre el IAPV 

y el CCD no pudo ser corroborada en un estudio posterior y estudios llevados a cabo en España y 

Francia tampoco encontraron una correlación entre el IAPV y las pérdidas de colmenas en ambos 

países (Blanchard et al., 2008; Garrido-Bailón et al., 2010).   

Otro de los factores que afectan la abeja melífera son los microsporidios Nosema apis y 

Nosema ceranae los cuales ocasionan la enfermedad conocida como nosemosis. Originalmente, 

N. apis infectaba la abeja europea A. mellifera y N. ceranae la abeja asiática Apis ceranae (Fries et 

al., 1996). Sin embargo, en el 2006 fue reportada por primera vez la presencia de N. ceranae en 

abejas A. mellifera naturalmente infectadas, proponiéndose que dicho salto de hospedero podría 

tener consecuencias graves a nivel de la abeja melífera occidental (Higes et al., 2006a; Higes et 

al., 2008; Higes et al., 2009). Posteriormente, la presencia de N. ceranae fue reportada en todo el 

mundo, planteándose un posible reemplazo de N. apis por N. ceranae (Klee et al., 2007; Chen et 

al., 2010; Martín–Hernández et al., 2011). Estudios llevados a cabo por investigadores españoles 

en colmenas a punto de colapsar en apiarios profesionales detectaron altos niveles de infección 

con N. ceranae y demostraron que dicho patógeno es capaz de desencadenar el colapso masivo 

de colmenas, proponiéndolo como el factor principal de la despoblación de colmenas en España 

(Fig. 2) (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Colmenas colapsadas en España debido a N. ceranae. Tomado de Higes et al., 2013. 
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Por otro lado, además de la presencia de distintos patógenos, las colmenas pueden verse 

afectadas por otros factores de estrés como la presencia de pesticidas. Se he detectado gran 

diversidad de pesticidas tanto de origen agrícola como apícola, contaminando la cera, las abejas y 

el polen (Chauzat et al., 2006; Mullin et al., 2010). Estos compuestos producen en la abeja 

alteraciones a nivel fisiológico e inmunológico (Johnson et al., 2009; Johnson et al., 2010; Garrido 

et al., 2013) y pueden interaccionar sinérgicamente con distintos patógenos (Pettis et al., 2013; 

Doublet et al., 2014). Este hecho determinó que en el 2013 se prohibiera el uso de imidacloprid, 

clothianidin y thiamethoxam en la Unión Europea como medida preventiva a las pérdidas de 

colmenas.  

Los aspectos nutricionales también jugarían un rol importante en las pérdidas de colmenas ya 

que se ha propuesto que la pérdida de biodiversidad  con la consecuente pérdida de recursos 

alimenticios podría ocasionar déficit nutricional, lo cual podría estar involucrado en este fenómeno 

(Naug, 2009). Dicha pérdida de diversidad de hábitat ha aumentado notoriamente y un ejemplo 

claro en nuestro país es el aumento de hectáreas de tierra destinadas a cultivos de soja y 

plantaciones de Eucaliptus spp. (MGAP, 2013).  

En el caso particular de Uruguay, si bien no ha ocurrido muerte masiva de colmenas como las 

reportadas en países del hemisferio norte, se han reportado episodios puntuales, en su mayoría 

asociados a la infección con V. destructor. Teniendo en cuenta que muchos de los patógenos 

potencialmente involucrados en los fenómenos de despoblación de colmenas se encuentran 

presentes en nuestro país con altas prevalencias y niveles de infección, existe preocupación en 

relación al posible rol de los mismos en las pérdidas de colmenas (Antúnez et al., 2005; Antúnez et 

al., 2006; Invernizzi et al., 2009; Anido, 2013).  Con el objetivo de evaluar las causas de la 

despoblación de colmenas en nuestro país, se realizó un monitoreo estacional de 40 colmenas 

provenientes de dos apiarios localizados en Colonia y San José durante 2009 y 2010. Dichos 

apiarios tenían antecedentes de pérdida de colmenas con valores superiores a los esperados en 

años anteriores. Se analizó la presencia y nivel de infección de diferentes patógenos 

potencialmente involucrados en las pérdidas de colmenas así como también los niveles de 

proteínas totales en abejas, contaminación con pesticidas y diversidad de polen. Durante el 

período de análisis, el 16,5% de las colmenas murieron (el 27% de éstas murieron sin causas 

aparentes). Los niveles de infección con V. destructor en otoño y con N. ceranae en primavera así 

como la baja diversidad de polen estuvieron involucrados en dichas pérdidas (Antúnez et al., 

2013a). 
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Por último, si bien se ha vinculado las pérdidas de colmenas con factores individuales como los 

mencionados anteriormente, se ha propuesto que podría tratarse de un fenómeno multifactorial en 

el que el mal e incrementado uso de pesticidas, desnutrición, el manejo de las colmenas y la 

interacción con y entre los distintos patógenos podrían jugar un papel crucial (Oldroyd, 2007).  

Los antecedentes previamente expuestos brindan una idea general de las características de un 

fenómeno masivo con graves consecuencias tanto para el sector apícola como a nivel agrícola. 

Sin embargo, si bien existe una amplia variedad de estudios abordando esta problemática, la 

multiplicidad de factores potencialmente involucrados dificultan arribar a un consenso en relación 

al tema y consecuentemente en la búsqueda de medidas paliativas para dicho fenómeno. 

 

2.4. Nosemosis 

2.4.1. Características generales de los microsporidios 

Los microsporidios son microorganismos eucariotas intracelulares obligados, capaces de 

infectar un amplio rango de hospederoes y de los cuales se conoce muy poco hasta el momento 

(Keeling y Fast, 2002). 

Su filogenia ha sido muy debatida, ya que debido a que no poseen organelos como 

mitocondrias y aparato de Golgi y su ARN ribosomal posee las características del correspondiente 

al de procariotas, fueron originalmente asociados con antecesores muy antiguos de los eucariotas, 

previos al proceso de endosimbiosis (Vossbrinck et al., 1987). Sin embargo, el descubrimiento de 

una región remanente de las mitocondrias llamado mitosoma, junto con análisis moleculares a 

nivel de α y β tubulina y finalmente con el análisis de 99 genes codificantes de proteínas de 

Encephalitozoon cuniculi (el primer genoma de microsporidio secuenciado) evidenció una clara 

asociación de los microsporidios al reino fungi (Keeling y Fast, 2002; Williams et al., 2002; Keeling, 

2006; Tsaousis et al., 2008).  

Sus características morfológicas se mantienen constantes dentro de los miembros del grupo y 

sus características genéticas y metabólicas se han reducido notoriamente en concordancia con su 

estilo de vida (Keeling y Fast, 2002). La espora es la forma infectiva y la única forma viable fuera 

de la célula hospedera (Keeling, 2006). Posee forma ovalada y su tamaño varía según la especie: 

la espora de N. ceranae posee un tamaño aproximado de 4.7 µm (Huang et al., 2007; Chen et al., 

2009), mientras que la de N. apis es de 6 µm (Fries et al., 2013) (Fig. 3). 
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Figura 3. Esporas de N. ceranae (A) y N. apis (B) mediante visualización en microscopía óptica 400 X. 

Barra 5 mm. Tomado de Fries et al., 2010. 

 

 La pared de dicha espora está compuesta por una cubierta de quitina y proteínas 

determinando dos capas: la exospora y la endospora. En el interior de esta cubierta se define el 

esporoplasma, donde se encuentra el aparato de extrusión llamado túbulo polar. El mismo está 

formado por una región proximal de anclaje a la espora (mediante el disco de anclaje) y una región 

distal la cual puede estar rodeando entre 4 y 30 veces la espora dependiendo de la especie (Xu y 

Weiss, 2005). En el caso particular de N. ceranae el número de vueltas del túbulo polar es de 

entre 18 y 23 (Huang et al., 2007; Chen et al., 2009), mientras que el de N. apis se ha descripto 

que puede llegar a dar más de 30 vueltas (Fries et al., 1989). Dicha característica junto con la del 

tamaño, son las que tradicionalmente se empleaban para la identificación de ambos 

microsporidios (Fries, 1988; Fries et al., 1992; Fries et al., 1996). Se han descrito tres proteínas 

constituyentes del filamento polar: PTP1, PTP2 y PTP3, de las cuales PTP1 sería el constituyente 

principal del mismo (Xu y Weiss, 2005). En el esporoplasma, también es posible identificar uno o 

dos núcleos, dependiendo la especie, siendo N. ceranae diplocariónica.   
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2.4.2. Genética de Nosema ceranae 

Uno de los aspectos más interesantes acerca de los microsporidios es su genoma. En el caso 

de N. ceranae su genoma fue secuenciado pero aún no ha sido ensamblado, principalmente 

debido a su alto nivel de variabilidad y la existencia de múltiples regiones solapantes (Cornman et 

al., 2009). Se trata de un genoma sumamente reducido (con un tamaño estimado de 7,86 Mb), 

comparable con otros genomas de microsporidios secuenciados (Katinka et al., 2001). Dicha 

reducción puede deberse a su extrema adaptación al parasitismo, reflejada también por su sesgo 

extremo hacia AT (74 %) (Moran y Wernegreen, 2000; Cornman et al., 2009).  

Fueron descriptos 2614 genes codificantes de proteínas y elementos transponibles comunes 

de eucariotas, lo cual estaría dando un indicio de los fenómenos de recombinación que podrían 

ocurrir en su genoma (Cornman et al., 2009). De hecho, diversos investigadores han encontrado 

evidencia de recombinación genética al analizar las secuencias nucleotídicas de los genes que 

codifican para el ARNr, la subunidad menor de la ARN polimerasa II (RPBII) y el PTP3 (Gomez–

Moracho et al., 2014; van der Zee et al., 2014). Esto, sumado a que se ha reportado la existencia 

de componentes reguladores involucrados en la determinación del sexo y la reproducción sexual 

en algunas especies de microsporidios, hace proponer la posibilidad de reproducción sexual en N. 

ceranae (Lee et al., 2008; Sagastume et al., 2011; Roudel et al., 2013; Krebes et al., 2014). Dicha 

posibilidad podría explicar los altos niveles de diversidad genética reportados en el ARNr de N. 

ceranae, en los genes codificantes de las proteínas constituyentes del filamento polar (PTP1, 

PTP2 y PTP3), de la actina, Hsp70 y RPB1 y podría tener implicancias evolutivas en la relación 

hospedero-parásito (Gomez-Moracho et al., 2014; van der Zee et al., 2014) 

El ARN ribosomal es una de las secuencias que ha sido mayormente empleada en el estudio 

de N. ceranae. Posee una localización telomérica y se encuentra asociado a secuencias 

repetitivas (Huang et al., 2008; Cornman et al., 2009). Su largo es de 3830 pb aproximadamente y 

posee una disposición única, con la región 5S aguas arriba del gen que codifica para la sububidad 

menor del ARN ribosomal y en posición reversa (Huang et al., 2004; Huang et al., 2008). Teniendo 

en cuenta que dicha secuencia se distribuye al azar entre los genes del genoma de E. cuniculi, se 

ha propuesto que éste también podría ser el caso de N. ceranae (Katinka et al., 2001; Huang et 

al., 2008). La secuencia 5S es seguida de la región intergénica (igs), la cual es la más variable, por 

la que ha sido empleada para la caracterización genética del microsporidio (Huang et al., 2008). 

Hacia el extremo 3` le sigue la subunidad menor (SSUrRNA), separada de la mayor (LSUrRNA) 

por el ITS (Fig. 4).   
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Figura 4. Esquema de la disposición de los genes codificantes del ARNr de N. ceranae.  Tomado de 

Huang et al., 2008. 

 

2.4.3. Ciclo infectivo de Nosema ceranae  

El ciclo infectivo de N. ceranae comienza una vez que las esporas acceden al intestino de la 

abeja como consecuencia de la ingesta de alimentos contaminados o al realizar tareas de limpieza 

de materia fecal.  En el intestino se da el proceso de germinación el cual consiste en cuatro 

etapas:  

i) activación (los mecanismos involucrados en dicha activación aún no están 

dilucidados),  

ii) aumento de la presión osmótica de la espora como consecuencia de la entrada de 

líquido a la misma,  

iii) eversión del filamento polar a través de una ruptura en uno de sus extremos (ápex) 

iv) inserción física del filamento polar en la célula hospedera y consecuente ingreso del 

esporoplasma a la misma (Xu y Weiss, 2005) (Fig. 5).  

Dentro de las células, el ciclo de vida de N. ceranae atraviesa distintas fases: meronte, 

esporogonia, esporonte y espora madura. A medida que atraviesa las distintas etapas, la 

estructura se va compactando y en el caso particular del meronte, se caracteriza por estar 

rodeados de abundantes mitocondrias, lo cual estaría indicando que se trata de una etapa de 

activa producción de componentes del organismo acompañado de la obtención de energía a partir 

de su hospedero (Higes et al., 2006b).  

A diferencia de la infección con N. apis, estudios de micorscopía han evidenciado transferencia 

horizontal de este microsporidio  entre células ventriculares, lo cual estaría sugiriendo un posible 

efecto incrementado en la patogenicidad de N. ceranae con respecto a N. apis (Higes et al., 

2006b).  
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Figura 5. Ciclo infectivo de Nosema spp. Una vez que la espora ingresa al intestino vía oral, se da la 

reversión del filamento polar el cual es inyectado en células intestinales. Posteriormente se da el ingreso a 

las mismas del esporoplasma con todo el contenido de la espora y comienza allí una etapa de activa 

multiplicación, pasando por las etapas de meronte, esporonogania, esporonte y espora madura. Dichas 

esporas son liberadas debido a lisis celular y reinfectan células vecinas o son eliminadas con las heces 

constituyendo una fuente de contaminación. CW: pared de la espora. SP: esporoplasma. TU: túbulo polar. 

N: núcleo. PP:polaroplasto. HC: citoplasma celular. NH: núcleo celular. 
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2.4.4. Efectos de la enfermedad 

Existen diferencias en las características de la enfermedad causada por N. apis y N. ceranae. 

La “nosemosis tipo a” es causada por N. apis, y sus consecuencias pueden resumirse como 

presencia de abdomen globoso de la abeja, intestino blanquecino y abejas temblorosas en la 

entrada de la colmena donde es posible observar manchas de materia fecal debido a que dicha 

infección causa disentería (Higes et al., 2010).  

La “nosemosis tipo c” se produce como consecuencia de la infección por N. ceranae. Una vez 

que el microsporidio comienza a reproducirse en las células intestinales infecta células 

ventriculares vecinas, accediendo a distintos órganos. Si bien no ha sido posible observar efectos 

patológicos en los mismos, estudios moleculares han demostrado que N. ceranae es capaz de 

generar una infección generalizada, colonizando no solo las células epiteliales del intestino sino 

también los túbulos de Malpighi, cuerpos grasos y glándulas salivales e hipofaríngeas (Chen et al., 

2009). Como consecuencia, el intestino de la abeja se presenta con aspecto globoso y blancuzco 

(Higes et al., 2006b) y debido a su alteración los procesos de absorción de nutrientes se ven 

modificados. Es así que la abeja sufre estrés energético, ya que se ha visto que el consumo de 

alimentos en abejas infectadas es significativamente superior que en abejas sanas (Mayac y 

Naug, 2009; Naug y Gibbs, 2009; Martín–Hernández et al., 2011b). Dichas alteraciones tisulares a 

nivel intestinal se ven reflejadas también en la expresión de compuestos relacionados a la 

morfogénesis y reparación tisular y en la expresión de enzimas involucradas en el metabolismo de 

radicales tóxicos (Dussaubat et al., 2010; Dussaubat et al., 2013; Holt et al., 2013). Además, se ha 

observado que a diferencia de N. apis, N. ceranae es capaz de suprimir la expresión de genes 

involucrados con la respuesta inmune de la abeja, dificultando el control de la infección (Antúnez 

et al., 2009; Chaimanee et al., 2011). También se han observado alteraciones a nivel hormonal 

con consecuencias en la maduración prematura de la abeja y acortamiento de la vida media de la 

misma, ocasionando una disminución progresiva de la población (Dussaubat et al., 2010; Ares et 

al., 2012). Esta disminución se ve potenciada además por modificaciones en el comportamiento de 

las abejas, ya que aquellas infectadas con N. ceranae demoran más tiempo en regresar a la 

colmena y lo hacen en menor proporción en comparación con abejas sanas (Kralj y Fuchs, 2010). 

Además, dicha disminución progresiva de la población de abejas tiene consecuencias a nivel 

productivo, ya que colmenas infectadas con N. ceranae producen significativamente menos miel 

que aquellas colmenas tratadas (Botías et al., 2013a). 
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2.4.5. Control de la enfermedad 

Para el control de la enfermedad se ha propuesto el uso de fumagilina, antibiótico 

tradicionalmente empleado para el control de N. apis y eficiente para el control de N. ceranae 

(Botías et al., 2013b; Huang et al., 2013). Sin embargo, su residualidad en miel y las restricciones 

a nivel nacional para su uso solamente a apiarios destinados a la cría de reinas, hacen que el 

empleo del mismo no sea una herramienta de control accesible para los apicultores. Teniendo en 

cuenta las consecuencias de la enfermedad, son necesarias herramientas alternativas para el 

control de la misma y constituyen un potencial campo de investigación a desarrollar. 

 

2.4.6. Epidemiología y diversidad genética de N. ceranae 

Los estudios epidemiológicos analizan los comportamientos de las enfermedades en cuanto a 

su distribución en el tiempo y espacio, frecuencia y mecanismos de control (OMS, 2014). Las 

enfermedades infecciosas se identifican con agentes patógenos, pudiendo existir distintas 

variantes de los mismos. Estas variantes o aislamientos pueden diferir entre sí a nivel  fenotípico, 

bioquímico y genético y la identificación de los mismos podría explicar brotes de la enfermedad y 

diferencias en las manifestaciones clínicas (Tenover et al., 1997; Reyes y Zervos, 2010). Por tal 

motivo, la identificación de dichas variantes es un aspecto fundamental a nivel epidemiológico. 

La caracterización fenotípica y metabólica es uno de los primeros pasos a la hora de evaluar 

distintas variantes y en general implica tener un cultivo puro del microorganismo (Bou et al., 2011). 

Sin embargo, debido a que muchos de los microorganismos no son cultivables, es necesario 

emplear otras estrategias metodológicas que no requieran este proceso como pueden ser las 

herramientas moleculares (Handelsman, 2004).  

En este sentido existen técnicas que implican el análisis mediante secuenciación de ciertas 

regiones del genoma o del genoma completo de los distintos aislamientos. Sin embargo, debido a 

que muchas veces los altos niveles de variabilidad genética detectados se deben a convergencias 

evolutivas, eventos de recombinación y transferencia génica entre otros, las asociaciones en base 

a dichas regiones no son reflejo fiel de sus relaciones filogenéticas (Fitch, 2000). Como alternativa, 

existen técnicas de tipificación que analizan patrones comunes entre regiones específicas del 

genoma o genomas completos sin la necesidad de abordar un análisis detallado de secuencia. 

Ejemplos de esto constituyen las técnicas de rep-PCR, RAPD (Restriction Amplifed Polymorphism 

DNA), ribotipificación, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), PFGE (Pulse Field Gel 

Electrophoresis), ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), TGGE (Temperature 
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Gradient Gel Electrophoresis), DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), e ISSR 

(Intergenic Sequence Simple Repetition) (Tenover et al., 1997; Muyzer y Smalla, 1998; Bornet y 

Branchard, 2001; Reyes y Zervos, 2010). 

En el caso de N. ceranae, dado que se ha reportado que es el causante de la despoblación de 

colmenas en España mientras que en otros países no se ha podido establecer tal asociación, se 

ha propuesto que posiblemente existan distintas variantes genéticas del microsporidio circulando 

las cuales algunas podrían ser más virulentas que otras (Dussaubat et al., 2013; Higes et al., 

2013; van der Zee et al., 2014). Debido a esto, se han llevado a cabo distintos estudios de 

diversidad genética mediante secuenciación con el fin de identificar dichas variantes de N. ceranae 

(Sagastume et al., 2011; Dussaubat et al., 2013; Roudel et al., 2013; van der Zee et al., 2014). Sin 

embargo, debido a la existencia de múltiples copias de muchos de los genes en estudio 

(principalmente genes codificantes de la SSUrRNA y PTP) y la gran variabilidad genética de las 

secuencias empleadas en dichos análisis, la diferenciación de estas variantes no ha sido posible. 
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2.4.7. Nosema ceranae en Uruguay 

N. ceranae se encuentra presente en Uruguay al menos desde 1990, siendo el microsporidio 

predominante (Invernizzi et al., 2009; Anido, 2013; Antúnez et al., 2013a). 

Su prevalencia a nivel nacional en abejas A. mellifera en marzo de 2011 fue estimada en 

14,5% (Anido, 2013). Sin embargo, es esperable que esta prevalencia aumente sensiblemente en 

mayo, ya que muchos de los apicultores trasladan las colmenas en otoño a las plantaciones de E. 

grandis al norte del país. En este ambiente, las colmenas se infectan indefectiblemente con N. 

ceranae y mueren si no son retiradas a tiempo de dichas plantaciones (Invernizzi et al., 2011; 

Mendoza et al., 2012). Invernizzi y colaboradores (2011) demostraron que aquellas colmenas con 

reservas de polen de origen diverso son capaces de sobrellevar la infección en dicho ambiente, 

mientras que esto no sucede cuando las colmenas son alimentadas exclusivamente con polen de 

E. grandis. 

Por otro lado, Mendoza y colaboradores (2013) reportaron que en dichas plantaciones, las 

abejas africanizadas son capaces de afrontar mejor la infección con N. ceranae que las abejas de 

origen europeo, lo cual plantea un antecedente interesante a la hora de escoger razas para 

trabajar allí. Estudios de selección bidireccional plantearon que posiblemente el ambiente juegue 

un rol importante en dicha interacción, ya que luego de dos generaciones de selección no fue 

posible observar diferencias en cuanto a los niveles de infección con el microsporidio (Mendoza et 

al., 2013). 

Además de infectar las abejas A. mellifera, se ha visto que N. ceranae está presente en 

abejorros Bombus atratus y Bombus belllicosus en Uruguay con una prevalencia mayor al 70%, lo 

cual sugiere que estos organismos podrían ser un reservorio importante del microsporidio (Arbulo 

et al., 2013).   

En cuanto a las estrategias de tratamiento, se ha evaluado la efectividad del extracto etanólico 

de propóleos y del Apiherb (producto comercial compuesto por distintas hierbas) para el control de 

la infección de N. ceranae sin resultados exitosos (Mendoza et al., 2012; Santos et al., 2013).  
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2.5. Respuesta inmune de la abeja Apis mellifera 

2.5.1. Inmunidad social 

Las abejas melíferas son organismos sociales. Una de las desventajas de esta vida en 

sociedad es que resultan blanco de distintos patógenos debido a la enorme capacidad de 

transmisión entre los integrantes de la colmena. Por tal motivo han desarrollado mecanismos de 

defensa a nivel individual y colonial (Evans y Spivak, 2009; Wilson-Rich et al., 2009).  

Desde el punto de vista del patógeno, su éxito depende de su capacidad de ingresar a la 

colmena, establecerse y por último dispersarse, por lo que el estado sanitario de la colmena 

depende de la capacidad de la misma de evitar que el patógeno experimente estas etapas 

(Cremer et al., 2007). Por tal motivo, en primer lugar el ingreso de potenciales patógenos está 

limitado por la presencia de abejas guardianas y la encapsulación de los mismos en cubiertas de 

propóleos, el cual es también empleado en actividades de limpieza y aseo de la colmena.  

Una vez que el patógeno ingresó, se ponen en marcha mecanismos para evitar su 

establecimiento y diseminación, como el comportamiento higiénico y el “grooming” (Cremer et al., 

2007). El comportamiento higiénico consiste en la capacidad que tienen las abejas de detectar y 

remover crías infectadas en las celdas operculadas y resulta efectivo frente a enfermedades como 

Cría Yesificada y Loque Americana (Invernizzi, 2001; Evans y Spivak, 2009). El grooming es la 

capacidad que tienen las abejas de remover al patógeno de sí mismo (auto-grooming) o de sus 

compañeras (allogrooming) y es especialmente efectivo contra el ácaro V. destructor (Rosenkranz 

et al., 2010). Ambos comportamientos son empleados como métodos de evaluación de colmenas 

candidatas a programas de selección de abejas (Aumeier, 2001; Rosenkranz, et al., 2010).  

La remoción de abejas muertas de la colmena, la muerte de las mismas en lugares alejados de 

la colmena, el cuidado continuo de la reina de modo que la misma no se infecte y de esta forma 

evitar la transmisión vertical de la enfermedad, constituyen otros de los tantos comportamientos 

sociales para evitar el contagio de los patógenos (Cremer et al., 2007). Además, se ha reportado 

que las abejas podrían agruparse para formar una bola entre sí, aumentando la temperatura 

interna a niveles en que ciertos enemigos no soportan (fiebre comportamental) (Ono et al., 1995; 

Starcks et al., 2000)  

Por último, las características genéticas de la abeja juegan un rol importante en cuanto a la 

resistencia y tolerancia a ciertos patógenos (Fontbonne et al., 2013). La reina es la única abeja de 

la colmena madura sexualmente, apareándose con varios zánganos. De esta forma, la progenie 

estará formada por distintas subfamilias dependiendo del número de zánganos con los que se 
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apareó la reina y por lo tanto es posible que aquellas colmenas que tengan mayor diversidad 

genética podrían enfrentar mejor la infección por ciertos patógenos (Seeley y Tarpey, 2007). 

 

2.5.2. Inmunidad individual 

Una vez que el patógeno vence las barreras de defensa colonial, se ponen en marcha los 

mecanismos de defensa individual. En este aspecto, el análisis del genoma de A. mellifera ha 

revelado una reducción en los genes vinculados a la inmunidad innata, lo cual puede deberse a 

una mayor inversión del organismo en los comportamientos de inmunidad social (Evans et al., 

2006; The Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006).  

Luego de vencer las barreras físicas para impedir su acceso al hospedero, como la cutícula del 

exoesqueleto y la membrana peritrófica del intestino, se activa el sistema inmune innato cuya 

respuesta comienza con el reconocimiento de ciertas estructuras del patógeno llamadas MAMP´s 

(Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos). De esta forma se desencadenan cascadas 

de señalización de cuatro tipos vinculadas tanto a la inmunidad humoral como celular (Evans et 

al., 2006): 

1) Toll: está involucrada en el reconocimiento de bacterias y hongos mediante receptores de 

tipo transmembrana TLRs (receptores tipo Toll) y los productos de esta cascada están 

involucrados en la producción de péptidos antimicrobianos, tres lisozimas y la enzima 

profenol oxidasa.  

2) Imd (Immune deficiency): los receptores de esta cascada están vinculados al 

reconocimiento principalmente de bacterias gram negativas, desencadenando la 

producción de péptidos antimicrobianos. El producto del gen imd es un regulador crítico de 

esta cascada.  

3) JNK: se activa debido a la interacción con componentes de la cascada Imd y está también 

involucrada en la producción de péptidos antimicrobianos, enzimas vinculadas al proceso 

de melanización y reguladores del proceso de apoptosis.  

4) JAK/STAT (Janus quinasa): esta cadena está involucrada en la producción de moléculas 

tipo complemento y en la sobreproliferación de células inmunes (hemocitos). Además, 

teniendo en cuenta que genes homólogos en Drosophila actúan en la respuesta antiviral, 

posiblemente éste también sea el caso para A. mellifera  (Evans et al., 2006) 
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La respuesta humoral se caracteriza por la producción de péptidos antimicrobianos: 

ABAECINA (Castells et al., 1990), APIDECINA (Castells et al., 1989), HIMENOPTECINA (Castells 

et al., 1993) y DEFENSINA (Casteels-Jonsson et al., 1994). Estos péptidos actúan mediante 

mecanismos de disrupción de la membrana del patógeno debido a la formación de poros que 

alteran su polarización, o mediante su ingreso al citoplasma del patógeno y modificación de 

síntesis y expresión de distintos componentes del mismo (Li et al., 2012). Además, estos péptidos 

actúan con la LISOZIMA, la cual tiene actividad bactericida y bacteriostática al hidrolizar los 

enlaces β 1-4 del peptidoglicano bacteriano.  

También, se ponen en marcha mecanismos de defensa celular, caracterizados por procesos 

de fagocitosis, encapsulación y nodulación, estos últimos pudiendo estar acompañados por 

melanización (Lavine y Strand, 2002; Evans et al., 2006). Dentro de los compuestos vinculados a 

esta respuesta, se encuentra la enzima PROFENOL OXIDASA y GLUCOSA DESHIDROGENASA. 

La PROFENOL OXIDASA circula en la hemolinfa y tras la interacción con su blanco se activa a la 

forma FENOL OXIDASA, la cual cataliza la oxidación de fenol o quinonas, compuestos que 

polimerizan de forma no enzimática dando lugar a la melanina (Vargas-Aboes y Ortega Rubio, 

1994). Su acción tóxica, está potenciada por la acción de la enzima GLUCOSA 

DESHIDROGENASA, la cual cataliza  la oxidación de glucosa a glucano lactona produciendo 

FADH2. El FADH2 funciona a modo de donador de electrones a las quinanas generando 

semiquinonas, que en presencia de oxígeno reaccionan produciendo superóxido, compuesto 

extremadamente tóxico que contribuye a la destrucción del patógeno encapsulado (Cox-Foster et 

al., 1993). 

Por otro lado, células dañadas pueden sufrir apoptosis o muerte celular programada, proceso 

altamente regulado por inhibidores de apoptosis como por ejemplo la deterina (codificada por el 

gen birc5) (Kerr et al., 1972; Bergmann et al., 1998; Jones et al., 2000). 

Además, a la hora de evaluar la interacción entre el patógeno y la abeja A. mellifera  

usualmente se estudia la expresión de la VITELOGENINA, lipoproteína de 180 kDa involucrada en 

los procesos de protección contra el estrés oxidativo y por lo tanto está vinculada al 

envejecimiento de la abeja y la transición de la misma por las distintas tareas (Seehuus et al., 

2006; Nelson et al., 2007). Se ha reportado que su expresión puede ser modificada bajo ciertas 

circunstancias como la infección con N. ceranae (Antúnez et al., 2009), por lo que conocer su 

dinámica en abejas infectadas con este microsporidio contribuye a profundizar en la dinámica de 

esta enfermedad. 
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3. Hipótesis de trabajo 

 

Existen diferentes variantes genéticas de N. ceranae provenientes de distintas regiones 

geográficas. Dichas variantes tienen diferente virulencia, lo cual podría explicar las discrepancias 

previamente reportadas en cuanto a las consecuencias de la infección con N. ceranae en la abeja 

A. mellifera. 

4. Objetivos 

4.1. Objetivo general 

 

Analizar la diversidad genética de N. ceranae y evaluar la virulencia de dos variantes de del 

microsporidio. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

Los objetivos específicos del presente trabajo son: 

1- Obtener una colección de muestras de N. ceranae a partir de abejas A. mellifera 

naturalmente infectadas, provenientes de distintos países. 

2- Poner a punto las técnicas de Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante 

(DGGE) y Análisis de Inter Regiones de Repeticiones Simples (ISSR) para el análisis de la 

diversidad genética de N. ceranae. 

3- Conocer la diversidad genética de la colección de muestras de N. ceranae y definir las 

variantes circulantes. 

4- Estudiar la distribución geográfica de dichas variantes. 

5- Determinar si existen diferencias en la virulencia entre variantes de N. ceranae de origen 

español y uruguayo al infectar la abeja A. mellifera iberiensis. 
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5. CAPÍTULO 1: Variabilidad genética de N. ceranae 

5.1. INTRODUCCIÓN 

 

La asociación de N. ceranae con los fenómenos de pérdida masiva de colmenas es un tema 

controversial ya que si bien en España dicha asociación es clara, este no sería el caso del resto de 

los países (Invernizzi et al., 2009; Genersch et al., 2010; Paxton et al., 2010). Teniendo en cuenta 

estos estudios, posiblemente existan distintas variantes de N. ceranae que podrían tener diferente 

virulencia y por lo tanto un punto importante es poder identificar las distintas variantes del 

microsporidio que podrían estar circulando. 

Estudios previos han intentado abordar este problema sin resultados exitosos empleando 

principalmente técnicas de secuenciación (Sagastume et al., 2011; Roudel et al., 2013; Gomez–

Moracho et al., 2014).  

Sagastume y colaboradores (2011) clonaron y secuenciaron un fragmento del operón 

ribosomal de 12 muestras de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae provenientes de 

Alemania, Eslovaquia, Eslovenia, España, Francia y Kirguistán. Obtuvieron en total 105 clones 

cuyo análisis de la secuencia nucleotídica permitió definir la existencia de 79 haplotipos, pudiendo 

identificar diferencias en la secuencia de distintos clones de cada muestra. De esta forma, no fue 

posible definir cada muestra por un único haplotipo, habiendo casos en los que clones 

provenientes de la misma muestra fueron tan distintos entre sí como aquellos provenientes de 

muestras distintas. Roudel y colaboradores (2013) obtuvieron resultados similares analizando la 

secuencia nucleotídica de N. ceranae de los genes codificantes de SSUrRNA, PTP2, SWP25, 

SWP30, HSWP4, EnP1B y cuatro genes codificantes de proteínas hipotéticas estructurales y 

superficiales potencialmente con alta variabilidad genética.  

En el presente trabajo se plantea emplear las técnicas de DGGE e ISSR como alternativas 

para abordar este problema. 
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5.1.1. DGGE  

El DGGE es una técnica de fingerprinting que permite la separación de fragmentos del mismo 

tamaño en base a su secuencia nucleotídica (Fischer y Lerman, 1983). 

Como primer paso, la técnica implica la amplificación mediante PCR de un fragmento de un 

gen. El producto de dicha amplificación es sometido a electroforesis en gel en gradiente de 

condiciones desnaturalizante de urea y formamida. De esta forma, la doble hebra de ADN se 

posicionará en su punto de desnaturalización. La completa desnaturalización del producto de PCR 

es impedida debido a la incorporación de una región rica en guanina y citosina en uno de los 

cebadores, la cual genera un punto estrecho de unión entre ambas hebras de ADN (Myers et al., 

1985).  

Considerando que la unión de guanina y citosina es de tres puentes de hidrógeno mientras que 

la de adenina y timina es de dos, aquellos productos cuya composición GC sea mayor que otros 

precisarán más fuerza para desnaturalizarse y por lo tanto se ubicarán en regiones donde la 

fuerza de desnaturalización sea mayor. Así, fragmentos de igual tamaño pero distinta secuencia 

migrarán de forma diferencial en el gen (Myers et al., 1985). De esta forma, a partir de cada 

muestra se obtiene un patrón de bandas las cuales dependiendo de su secuencia nucleotídica se 

ubicaran a distinta altura en el gel. Los patrones de bandas obtenidos son altamente 

reproducibles, aunque en ocasiones es necesario el empleo de Software específicos para analizar 

patrones de banda complejos. Si bien la técnica permite analizar un gran número de muestras en 

un corto período de tiempo, su puesta a punto resulta muy laboriosa. 

Esta técnica es empleada principalmente para el análisis de comunidades microbianas (Green 

et al., 2009), aunque en algunos casos también ha sido útil para el análisis de diversidad 

intraespecífica (Antúnez et al., 2007; Ren et al., 2011). En estos casos, se emplean cebadores 

cuya secuencia blanco es una región específica del organismo en análisis.  
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5.1.2. ISSR 

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repetitions) son repeticiones en tándem de di, tri 

o tetra nucleótidos los cuales se encuentran distribuidos al azar en los genomas de eucariotas; son 

muy polimórficos y específicos de cada especie (Bornet y Branchard, 2001; Reddy et al., 2002). 

Debido a sus características composicionales, la ADN polimerasa puede agregar o quitar 

repeticiones en el proceso de replicación del ADN (principalmente en aquellos organismos cuyo 

mecanismo de corrección de errores no es muy efectivo), y por lo tanto suelen existir variaciones 

en la composición de los microsatélites a nivel de poblaciones. Sin embargo, si bien el análisis de 

estas regiones es una herramienta útil para el estudio de la diversidad intraespecífica, su estudio 

implica el conocimiento detallado de sus regiones flanqueantes, lo cual constituye una limitante a 

la hora de estudiar ciertos organismos. 

Una alternativa es el estudio de las regiones que se encuentran entre los microsatélites (ISSR), 

técnica ampliamente documentada para el estudio de diversidad genética principalmente de 

plantas (Kantety et al., 1995; Huang y Sun, 2000; Joshi et al., 2000). Consiste en la amplificación 

de dichas regiones mediante PCR empleando cebadores cuya secuencia blanco es el 

microsatélite (Fig. 6). Una vez que los productos son analizados mediante electroforesis en gel de 

agarosa o acrilamida, se obtienen patrones de bandas correspondientes a las distintas variantes 

analizadas. A nivel de microsporidios, esta técnica resultó útil para la identificación de variantes de 

Nosema bombysis, microsporidio que infecta el gusano de seda Bombyx mori (Rao et al., 2005). 

 

 

Figura 6. Esquema comparativo del proceso de amplificación de SSRs e ISSRs. Tomado de Yip et al., 2007. 
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5.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.2.1. Muestras de Nosema ceranae  

Las muestras de N. ceranae a emplear en los análisis de diversidad genética se obtuvieron a 

partir de abejas A. mellifera naturalmente infectadas con el microsporidio provenientes de una 

colmena. Estas muestras fueron enviadas desde distintos centros de investigación (Anexo 1) al 

Departamento de Microbiología del IIBCE donde se procesaron según se describe a continuación 

y se integraron a la colección de dicha institución. Las mismas se almacenaron a – 20 º C hasta el 

momento de su análisis.  

 

5.2.2. Procesamiento de abejas  

Veinte abejas seleccionadas al azar de cada muestra se homogeneizaron con 10 ml de agua 

destilada estéril empleando un Stomacher 80 Lab Blender (Seward, London UK) a máxima 

velocidad durante 120 segundos. El homogeneizado se filtró para eliminar restos del esqueleto de 

la abeja y se centrifugó a 10.000 x g durante 6 minutos. El sedimento obtenido se resuspendió en 

2 ml de agua destilada estéril y se empleó para la purificación de esporas. 

 

5.2.3. Purificación de esporas de Nosema spp.  

Para la obtención de una suspensión pura de esporas de Nosema spp. se empleó la técnica de  

centrifugación en gradiente de Percoll (Martín–Hernández et al., 2009). Para esto, se centrifugó 1 

ml del homogeneizado obtenido en la etapa anterior con 10 ml de Percoll 95 % a 11.000 x g 

durante 40 minutos. Esto permitió la concentración de las esporas formando una “nube de 

esporas”. Luego que se recuperó dicha “nube de esporas”, se resuspendió en cinco ml de agua 

destilada estéril, se centrifugó a 650 x g durante diez minutos y se descartó el sobrenadante. Este 

último proceso se repitió dos veces con el fin de lavar las esporas y quitar los excedentes de 

Percoll.  

Como control negativo se realizó este procedimiento en cinco muestras de abejas escogidas al 

azar en las cuales se chequeó previamente que no estaban infectadas con Nosema spp. mediante 

multiplex PCR (“controles de purificación”) (Martín-Hernández et al., 2007). En estos casos se 

tomó muestra de la zona en que debería estar la nube de esporas en caso que estas hubiesen 

estado infectadas.  
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En todos los casos, el sedimento obtenido se resuspendió en 1 ml de agua destilada estéril. En 

suspensión, las esporas permanecen viables como máximo dos semanas.  

Por otro lado, es importante considerar que debido a que las esporas de N. ceranae y N. apis 

poseen la misma densidad, se ubican a la misma altura en el gradiente de Percoll, por lo que esta 

técnica no permite separarlas.   

 

5.2.4. Extracción de ADN  

La extracción de ADN de las muestras a emplear en los análisis de diversidad genética se 

realizó a partir de las esporas purificadas según se describe en la sección anterior. Para esto, se 

utilizó el Qiamp viral ARN mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones indicadas 

por el fabricante. El ADN obtenido se almacenó a –20 ºC para los siguientes análisis. 

 

5.2.5. Discriminación entre Nosema ceranae y Nosema apis 

Dado que el objetivo de esta tesis es el estudio de N. ceranae y no de N. apis, fue necesario 

detectar la presencia de ambas especies en las muestras y eliminar aquellas que evidenciaran la 

presencia de N. apis. Para esto, se amplificó mediante multiplex PCR un fragmento específico de 

cada uno de los microsporidios correspondientes al operón ribosomal (Martín–Hernández et al., 

2007). Para la identificación de N. ceranae se emplearon los cebadores 218MITOC-F (5`-

CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTA-3`, Tm: 55,6 ºC) y 218MITOC-R (5`-

CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3`, Tm: 58,9 ºC) que amplifican un fragmento de 218 pb, 

mientras que para N. apis se emplearon los cebadores  321APIS-F (5`-

GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3`, Tm: 59,9 ºC) y 321 APIS-R (5`-

GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3`, Tm: 60,1 ºC) que amplifican un fragmento de 

321 pb. La mezcla de reacción consistió en 0,4 µM de cada cebador, 3 mM de MgCl2, 0,4 mM de 

dNTPs, 2 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen), buffer 1X, y 2,5 µl de ADN en un volumen final 

de 25 µl. En cada reacción se incluyó un control negativo en el cual se empleó agua bidestilada 

estéril en lugar del ADN. Las condiciones de ciclado consistieron en 94 ºC por 2 minutos, 10 ciclos 

de 94 ºC por 15 segundos, 61,8 ºC por 30 segundos, 72 ºC por 45 segundos, 20 ciclos de 94 ºC 

por 15 segundos, 61,8 ºC por 30 segundos, 72 ºC por 50 segundos con una extensión de 5 

segundos en cada ciclo y por último 72 ºC por 7 minutos. La reacción se realizó en termociclador 

MultiGene OptiMax Thermal Cycler (Labnet International, USA). 
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Los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer 

TBE 0,5X (Tris 5,4 g, ácido bórico 2,75 g, EDTA 0,5 M 2 ml por litro de agua destilada estéril pH 8) 

a 130 V durante 30 - 40 minutos, se tiñeron con GelRed (Biotium, USA) y se visualizaron mediante 

transiluminador de luz UV (Biometra T13). 

 

5.2.6. Puesta a punto de la técnica Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante (DGGE) 

Para el análisis de la diversidad genética de N. ceranae se optimizó la técnica de DGGE. Para 

esto, se trabajó con cuatro muestras de abejas provenientes de Argentina, Chile, España y 

Uruguay infectadas naturalmente con N. ceranae. 

En una primera instancia se puso a punto la amplificación mediante PCR de tres fragmentos 

del genoma de N. ceranae: un fragmento del gen que codifica para la subunidad menor ribosomal 

(SSUrRNA), un fragmento del gen que codifica para el filamento polar 1 (PTP1) y un fragmento de 

la región intergénica (IGS) (Tabla 1) (Huang et al., 2007; Chen et al., 2009; Chaimanee et al., 

2011). La mezcla de reacción en los tres casos consistió en 0,2 µM de cada cebador, 2 mM de 

MgCl2, 0,1 mM de dNTPs, 1U de Taq (Invitrogen), buffer 1X y 2 µl de ADN en un volumen final de 

25 µl. El programa de ciclado para la amplificación del gen que codifica para el SSUrRNA y de la 

región IGS consistió en 2 minutos a 95 ºC, 45 ciclos de 15 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 ºC 

y 30 segundos a 68 ºC y una extensión final de 2 minutos a 68 ºC. El programa de amplificación 

del gen ptp1 consistió en 2 minutos a 95 ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 55 

ºC y 30 segundos a 72 ºC y una extensión final de 10 minutos a 72 ºC. Todas las reacciones se 

realizaron en un termociclador MultiGene OptiMax Thermal Cycler (Labnet International, USA). 
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Tabla 1. Cebadores empleados para la amplificación específica de los fragmentos correspondientes al 

SSUrRNA, IGS y PTP1 de N. ceranae. En letra negrita se indica la grapa GC. 

Nombre Secuencia 
Región 
blanco 

Tamaño del 
amplicón 

Referencia 

NcerF1 
5`-CGCGCCGCCGCGCGCGGCCGGCG 

GGATAAAAGAGTCCGTTACC-3` 
SSUrRNA 250 pb Chen et al., 2009 

NcerR1 5`-TGAGCAGGGTTCTAGGGAT-3`       

NcerF2 
5`-CGCCCGCCGCGCGCGGCCGGCGG 

GACAAAAACTACAGCACCTAGS-3` 
IGS 606 pb Huang et al., 2007 

NcerR2 5`-ACGTCAGGCAGAATCAAC-3`       

NcORF_1664_PTPF  
5`-CCCGCCGCGCGCGGCCGGCGGGGCGG 
GGGCGACAACAAGGAAGACCTGGAAGTG-3` 

PTP1 838 pb Chaimanee et al., 2011 

NcORF 1664 PTPR 5`-TGTGAATAAGAGGGTGATCCTGTTGAG-3`       

 

Para verificar la amplificación de una única banda, los productos obtenidos se analizaron 

mediante electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TBE 0,5X a 120 V durante 30 a 40 

minutos. Los mismos se tiñeron con GelRed (Biotium, USA) y se visualizaron mediante 

transiluminador de luz UV (Biometra T3). 

Posteriormente, los productos se analizaron mediante electroforesis en gel de acrilamida 6% 

en gradiente desnaturalizante de urea y formamida en buffer TAE 0,5X (tris base 60,5 g, ácido 

acético glacial 14,28 ml, EDTA 0,5 M pH 8 25 ml, pH final 9, en un volumen final de 25 litros) a 70 

V durante 16 horas a 60 ºC en el equipo para DGGE del IIBCE (C.B.S Scientific, USA). Para la 

puesta a punto del gradiente del gel se variaron las condiciones de desnaturalización entre un 20 y 

80% con el fin de obtener una mejor resolución de las bandas. Así mismo, para visualizar mejor las 

bandas tenues y obtener patrones de bandas comparables se varió el volumen de siembra de los 

productos obtenidos.  

La resolución de los patrones de bandeo se realizó mediante tinción con GelRed (Biotium, 

USA) durante una hora y los geles se escanearon empleando el escáner de genes FujiFilm Starion 

FLA 9000 Image Scanner del IIBCE. 
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5.2.7. Puesta a punto de la técnica de Análisis de Inter Regiones de Repeticiones Simples 
(ISSR) 

Con el fin de poner a punto la técnica de ISSR para el análisis de N. ceranae se probaron 28 

cebadores los cuales fueron empleados previamente para la amplificación del genoma de Nosema 

bombysis (Rao et al., 2005) (Tabla 2). Al igual que en el caso de la optimización del DGGE, se 

emplearon cuatro muestras de distintos orígenes (Argentina, Chile, España y Uruguay). Para la 

reacción de PCR se probó la enzima Taq estándar y Platinum® Taq (Invitrogen). La mezcla de 

reacción consistió en todos los casos en  0,3 µM de cada cebador, 4 mM de MgCl2, 0,4 mM de 

dNTPs, 1U de Taq (Invitrogen), buffer 1X y 1 µl de ADN en un volumen final de 20 µl. Las 

condiciones de amplificación consistieron en 2 minutos a 94 ºC, 35 ciclos de 30 segundos a 94 ºC, 

30 segundos a 40 ºC, 2 minutos a 72 ºC y 10 minutos a 72 ºC y las reacciones se realizaron en un 

termociclador MultiGene OptiMax Thermal Cycler (Labnet International, USA). 

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en el gel de agarosa 2% en 

buffer TBE 0,5X a 90 V durante 160 minutos. La visualización se realizó mediante tinción con 

GelRed (Biotium, USA) durante una hora y los  geles es escanearon empleando el escáner de 

genes FujiFilm Starion FLA 9000 Image Scanner del IIBCE. 
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Tabla 2. Cebadores empleados para la puesta a punto de la técnica de ISSR. 

Tomados de Rao et al., 2005      

Nombre Secuencia 

807 5`-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3` 

808 5`-AGAGAGAGAGAGAGAGC-3` 

809 5`-AGAGAGAGAGAGAGAGG-3` 

812 5`-GAGAGAGAGAGAGAGAA-3 

816 5`-CACACACACACACACAT-3` 

817 5`-CACACACACACACACAA-3` 

818 5`-CACACACACACACACAG-3` 

825 5`-ACACACACACACACACT-3 

826 5`-ACACACACACACACACC-3` 

827 5`-ACACACACACACACACG-3 

834 5`-AGAGAGAGAGAGAGAGYT-3 

842 5`-GAGAGAGAGAGAGAGAYG-3` 

850 5`-GTGTGTGTGTGTGTGTYC-3` 

851 5`-GTGTGTGTGTGTGTGTYG-3` 

855 5`-ACACACACACACACACYT-3` 

856 5´-ACACACACACACACACYA-3` 

862 5´-AGCAGCAGCAGCAGCAGC-3` 

864 5`-ATGATGATGATGATGATG-3` 

866 5`-CTCCTCCTCCTCCTCCTC-3` 

869 5`-GTTGTTGTTGTTGTTGTT-3` 

873 5`-GACAGACAGACAGACA-3` 

881 5`-GGGTGGGGTGGGGTG-3` 

886 5`-VDVCTCTCTCTCTCTCT-3` 

887 5`-DVDTCTCTCTCTCTCTC-3` 

888 5`-BDBCACACACACACACA-3` 

889 5`-DBDACACACACACACAC-3` 

890 5`-VHVGTGTGTGTGTGTGT-3` 

891 5`-HVHTGTGTGTGTGTGTG-3` 

                                 Referencia: R, purina; Y, pirimidina; N, cualquier nucleótido. 
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5.2.8. Análisis de diversidad genética d e Nosema ceranae 

Una vez puesto a punto el DGGE e ISSR se escogió para el análisis de la colección de 

muestras de N. ceranae aquella técnica que permitió observar diferentes patrones de amplificación 

entre las cuatro muestras empleadas y que resultó reproducible. Se incluyó como grupo externo 

seis muestras de ADN de N. apis cedidas por Carolina Abud e Ivanna Tomasco del Laboratorio de 

Evolución de Facultad de Ciencias, UdelaR.  

Los análisis de diversidad genética de las muestras de N. ceranae empleadas en los ensayos 

de infección se realizaron al final de dicho ensayo y los resultados obtenidos se compararon con la 

filogenia de la colección de muestras. 

Las imágenes obtenidas se analizaron mediante el Software GelCompar II (Applied Maths, 

Brasil). Los patrones de bandas se marcaron automáticamente y corrigieron manualmente muestra 

por muestra. Se variaron los valores de porcentaje de tolerancia (porcentaje de distancia admitida 

para que si dos bandas se encuentran a esa distancia sean reconocidas como la misma banda) y 

optimización (libertad en el movimiento de la imagen) de modo de que las diferencias observadas 

no fueran artefactos metodológicos sino que tuvieran sentido biológico. Se empleó el coeficiente 

de similitud “Different bands” para el cálculo de la matriz de similitud, el cual asigna el puntaje 

según el número de bandas distintas entre las dos muestras que se están comparando. Este 

coeficiente responde a la fórmula S = 1 – ((NA + NB) – 2NAB), siendo S el puntaje de similitud entre 

ambas muestras, NA el número de bandas de la muestra A, NB el número de bandas de la muestra 

B y NAB el número de bandas en común entre las muestras A y B. 

 Se emplearon los métodos de inferencia filogenética UPGMA y Neighbor Joining para generar 

los agrupamientos basados en los patrones de bandas y la significancia de los agrupamientos se 

determinó por el índice de correlación cofenética, el cual es una medida de correlación entre las 

similitudes derivadas del dendograma y la matriz de similitud.  

La significancia interna de grupo se evaluó mediante el método de Jacknife (por máxima 

similitud), el cual compara cada muestra con la más similar dentro de cada grupo predefinido 

asignándole un valor de pertenencia a cada uno. De esta forma, se obtuvo una tabla de 

porcentajes la cual indica qué porcentaje de las muestras fue efectivamente incluida en cada uno 

de los grupos. 
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Por otro lado, con el fin de evaluar la diversidad genética de N. ceranae a nivel biogeográfico y 

de cada agrupamiento se empleó el índice de diversidad de Simpson (D) según la fórmula D = ∑ni 

(ni-1) / N(N-1) siendo n el número de individuos dentro de la categoría i y N el número de 

individuos en la población. Este índice tiene en cuenta la diversidad y su equitatibilidad, es decir la 

uniformidad en la distribución de los individuos en esas categorías. Valores cercanos a 0 indican 

mucha diversidad dentro del grupo mientras que valores cercanos a 1 indican diversidad nula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

5.3. RESULTADOS 

5.3.1. Colección de muestras de Nosema ceranae 

Se recibieron 146 muestras de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae provenientes de 

16 países distintos, de las cuales 74 mostraron la presencia únicamente de N. ceranae (Fig. 7). En 

las 72 muestras restantes no fue posible detectar la presencia de N. ceranae ni de N. apis. En 

base a esto, se seleccionaron las 74 muestras positivas para N. ceranae para los siguientes 

análisis. Dichas muestras provinieron de 13 países: Argentina, Brasil, Canadá, Croacia, Eslovenia, 

España, Hawaii, Holanda, Francia, Portugal, Suiza, Turquía y Uruguay (Fig. 8; Tabla 3). Si bien 

todos los investigadores que enviaron muestras informaron que las mismas estaban infectadas 

con N. ceranae, en el proceso de purificación de la nube de esporas obtenidas a partir de la 

centrifugación en gradiente de Percoll se pierde cierto volumen y por lo tanto si la carga de 

esporas en la muestra no es alta, no es posible posteriormente extraer el ADN del microsporidio. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Ejemplo de gel de agarosa de los productos obtenidos mediante multiplex 

PCR para la amplificación específica de los fragmentos del ARNr 16S de N. ceranae (       ) 

y N. apis (         ). (1): Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Fermentas); (2), (3) y (4) 

Muestras problema; (5) Control positivo N. ceranae y N. apis (6) Control negativo. 

 

Figura 8. Distribución mundial de las muestras empleadas en los análisis de diversidad genética. 



37 
 

Tabla 3. Colección de muestras empleadas para evaluar la diversidad genética de N. ceranae. 

Nombre  Origen 
Año de 
colecta 

Nombre  Origen 
Año de 
colecta 

08_736 Argentina 2008 09_855 Francia 2009 

Tuc Argentina 2012 09_861 Francia 2009 

Zar Argentina 2012 C3 Francia 2010 

T22 Argentina 2012 7_C2 Francia 2010 

T23 Argentina 2012 8_C6 Francia 2010 

T24 Argentina 2012 9_C7 España 2010 

T25 Argentina 2012 10_C10 Francia 2010 

T26 Argentina 2012 13_C11 Francia 2010 

T27 Argentina 2012 C8 Francia 2010 

500 Argentina 2012 C9 Francia 2010 

502 Brasil 2012 10_1170 Hawaii 2010 

503 Brasil 2012 10_1065 Hawaii 2010 

504 Brasil 2012 10_1066 Hawaii 2010 

10_377 Canadá 2010 10_1067 Hawaii 2010 

13-002 Canadá 2013 10_1074 Hawaii 2010 

07_1176 Croacia 2007 10_1159 Hawaii 2010 

07_1177 Croacia 2007 10_1165 Hawaii 2010 

07_1181 Croacia 2007 10_1204 Hawaii 2010 

1_3 Eslovenia Sin Dato 10_1075 Hawaii 2010 

11_912 España 2011 10_1082 Hawaii 2010 

11_246 España 2011 10_1154 Hawaii 2010 

11_253 España 2011 10_1163 Hawaii 2010 

A España 2009 10_1194 Hawaii 2010 

C4 España 2009 08_1001 Holanda 2008 

C5 España 2010 08_1110 Holanda 2008 

6_C1 España 2010 08_1111 Holanda 2008 

11_CER1 España 2007 09_552 Holanda 2009 

12_CER2 España 2009 09_567 Holanda 2009 

14_C12 España 2011 09_142 Portugal 2009 

15_CER37 España 2007 06_476 Suiza 2006 

08_1268 Francia 2008 06_481 Suiza 2006 

08_1277 Francia 2008 Uru Uruguay 2012 

09_859 Francia 2009 505 Uruguay 2011 

09_342 Francia 2009 507 Uruguay 2011 

09_858 Francia 2009 508 Uruguay 2011 

09_857 Francia 2009 10_230 Turquía 2010 

09_863 Francia 2009 
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5.3.2. Puesta a punto de DGGE 

Para el análisis de la diversidad genética de N. ceranae se trabajó en una primera instancia 

empleando la técnica de DGGE. Se usaron juegos de cebadores que amplifican específicamente 

un fragmento del gen que codifica para la SSUrRNA,  un fragmento del gen que codifica para el 

PTP1 y un fragmento de la región IGS empleando muestras de N. ceranae de distinto origen 

geográfico (Argentina, Chile, España y Uruguay). El análisis mediante electroforesis en gel de 

agarosa permitió visualizar una única banda del peso molecular esperado según su producto: 250 

pb para el fragmento del gen que codifica para la SSUrRNA, 606 pb para el fragmento de la región 

intergénica (IGS) y 838 pb para un fragmento del gen que codifica para la subunidad 1 del 

filamento polar.  

Posteriormente, se optimizó la concentración del gradiente de desnaturalizante para cada 

producto de amplificación, estableciéndose en 45 – 65 para el SSUrARN, 20 – 50 para el IGS, y  

30 – 60 para el PTP1. Como es posible observar en la Figura 9, no fue posible identificar 

diferencias entre las muestras de distinto origen geográfico mediante ninguno de los tres juegos de 

cebadores.  

Por otro lado, es posible observar la existencia de varias copias con diferencias en la 

secuencia nucleotídica de cada región analizada: al menos 11 copias diferentes para el SSUrRNA, 

17 copias para el IGS y 4 copias para el ptp1. 
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Figura 9. Ejemplo de: (A) Gel desnaturalizante en gradiente 45 – 65 para la resolución del fragmento del 

gen que codifica para SSUrRNA de N. ceranae; (B) Gel desnaturalizante en gradiente 20 – 50 para la 

resolución de un  fragmento de la región intergénica de N. ceranae; (C) Gel desnaturalizante en gradiente 30 

– 60 para la resolución del fragmento del gen que codifica para el PTP1de N. ceranae. (1) N. ceranae de 

origen argentino; (2) N. ceranae de origen chileno; (3) N. ceranae de origen español; (4) N. ceranae de 

origen uruguayo. 
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5.3.3. Puesta a punto de ISSR 

Como otra opción para el análisis de diversidad genética se planteó la técnica de ISSR. En 

primer lugar se probó con la enzima Taq estándar y Platinum® Taq (Invitrogen), escogiéndose 

esta última debido a que fue la única con la que no se observaron productos de amplificación en 

los controles negativos. De los 28 cebadores empleados, seis se escogieron para los siguientes 

análisis debido a que fueron los únicos que amplificaron las cuatro muestras y mostraron distintos 

patrones de amplificación entre las mismas (cebadores 809, 816, 825, 827, 834 y 851) (Fig. 10).   

 

 

Figura 10. Ejemplo de geles de agarosa correspondientes al análisis mediante la técnica de ISSR con 

los cebadores (A) 834, 1- Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Fermentas), 2 y 3 muestras problema, 4- 

control negativo; (B) 827, 1- Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Fermentas), 2, 3 y 4 muestras problema 

y 5- control negativo; (C) 825, 1- Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Fermentas), 2, 3 y 4 muestras 

problema y 5- control negativo. 
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Posteriormente, se emplearon estos cebadores para amplificar el ADN obtenido de abejas que 

resultaron negativas para N. ceranae y N. apis ("controles de purificación"). Los cebadores 809, 

816, 825, 827 y 834 reconocen ADN de la abeja que sedimenta en la zona correspondiente al de 

la nube de esporas, ya que fue posible visualizar bandas de amplificación en los controles de 

purificación cuando estos cebadores se emplearon en la reacción de PCR. El cebador 851 fue el 

único cuya reacción no evidenció amplificación (Fig. 11). 

 

Figura 11.  Ejemplo de gel de agarosa de muestras analizadas mediante la técnica de ISSR empleando 

el cebador 851. (1) Marcador de peso molecular 1kb Plus (Fermentas), de (2) a (4) muestras problema que 

posteriormente fueron agrupadas en el grupo A; de (5) a (8) muestras problema; de (9) a (12) controles de 

purificación de esporas (muestras negativas para N. ceranae). 
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5.3.4. Diversidad genética de N. ceranae  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la puesta a punto de DGGE e ISSR, la técnica 

escogida para el análisis de diversidad genética de N. ceranae fue la de ISSR empleando el 

cebador 851. Los patrones de amplificación obtenidos fueron reproducibles, ya que se obtuvieron 

los mismos patrones de amplificación una vez repetida la reacción de PCR. Para el análisis de los 

resultados se establecieron los valores de optimización y tolerancia en 0,3% y 0,6% 

respectivamente. 

En la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos del análisis de diversidad genética de la 

colección de muestras de N. ceranae. Teniendo en cuenta que fue posible observar la misma 

topología empleando los métodos de inferencia UPGMA y Neighbour Joining, a continuación se 

presentan los resultados obtenidos con este último. Los patrones de amplificación obtenidos 

permiten observar la existencia de tres grupos principales, A, B y C, con altos valores en la 

consistencia de cada agrupamiento según el índice de correlación cofenética.  

El grupo A se caracteriza por un patrón de amplificación en común caracterizado por la 

presencia de las bandas de 2420, 2230, 1780, 1260, 1060 y 1020 Kb. El índice de diversidad de 

Simpson se calculó considerando este patrón de amplificación común como característico del 

grupo, indicando que la diversidad genética dentro del grupo es nula (D=1). Este grupo está 

conformado por muestras provenientes de Europa (Holanda, Francia, Croacia, Suiza e Italia), 

Hawaii, Canadá y una muestra de Argentina.  

Los grupos B y C poseen muestras principalmente de origen Europeo y de América del Sur: el 

grupo B posee muestras provenientes de Canadá, España, Francia, Suiza, Eslovenia, Turquía,  

Portugal y Argentina, mientras que el grupo C se conformó por muestras de España, Francia, 

Argentina y Uruguay. Los índices de diversidad de Simpson son de 0,04 para el grupo B y de 0 

para el grupo C, lo cual indica que la diversidad en ambos grupos es muy alta. Las muestras 

provenientes de Brasil y algunas de las muestras argentinas, se ubicaron por fuera de estos tres 

grupos, sin forman ningún grupo definido. 

La significancia interna de grupo se evaluó mediante el método de Jacknife definiendo los tres 

grupos establecidos por el análisis filogenético.  El 100% de las muestras agrupadas en los grupos 

A y B fueron identificadas con los grupos A y B respectivamente, mientras que del total de 

muestras del grupo C el 94,7% de éstas se ubicaron en este grupo y el 5,3% restante se asoció al 

grupo B. 
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Figura 12. Cladograma de la colección de muestras de N. ceranae mediante el método de inferencia filogenética 

Neighbour Joining. Cada región geográfica se muestra con un color distinto y el apoyo del nodo se representa en 

colores verdes para aquellos casos en que el valor del agrupamiento fue alto y en degradé hacia el rojo a medida 

que el respaldo del agrupamiento disminuyó. Se incluyeron seis muestras de N. apis como grupo externo.  
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En total se analizaron 42 muestras provenientes de Europa, de las cuales 12 fueron de España 

y 16 de Francia, siendo éstos los países con mayor representación de muestras. El 40,4% de las 

muestras de origen europeo se asoció con el grupo A, quedando todas las muestras de España 

por fuera de este grupo (Fig. 13). Si este cálculo se reformula excluyendo las muestras 

provenientes de España (debido a que quedó por fuera del grupo A), el 56,6% de las muestras 

europeas presentan el patrón de amplificación característico de este grupo, con un índice de 

diversidad de Simpson de 0,51 lo cual indica una diversidad genética media de N. ceranae en 

Europa. Además, el 100% (12) de las muestras de Hawaii se identificaron con el patrón 

característico del grupo A. 

 

 

 

Figura 13. Cladograma de las muestras de N. ceranae provenientes de Europa mediante el método de 

inferencia filogenética Neighbour Joining. Cada región geográfica se muestra con un color distinto y el apoyo 

del nodo se representa en colores verdes para aquellos casos en que el valor del agrupamiento fue alto y en 

degradé hacia el rojo a medida que el respaldo del agrupamiento disminuyó. Se incluyó una muestra de N. 

apis como grupo externo. 
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Existe una gran diversidad de variantes de N. ceranae circulando en España (D=0,04) (Fig. 14) 

y este mismo comportamiento fue observado al analizar las muestras de América del Sur 

(D=0,005) (Fig. 15).  

Figura 14. Cladograma de las muestras de N. ceranae provenientes de España mediante el método de inferencia 

filogenética Neighbour Joining. Las muestras se presentan en distintos colores según el año de colecta, y el apoyo 

del nodo se representa en colores verdes para aquellos casos en que el valor del agrupamiento fue alto y en 

degradé hacia el rojo a medida que el respaldo del agrupamiento disminuyó. Se incluyó una muestra de N. apis 

como grupo externo. 

 

Figura 15. Cladograma de las muestras de N. ceranae provenientes de América del Sur mediante el 

método de inferencia filogenética Neighbour Joining. Los distintos países se presentan con diferentes 

colores, y el apoyo del nodo se representa en colores verdes para aquellos casos en que el valor del 

agrupamiento fue alto y en degradé hacia el rojo a medida que el respaldo del agrupamiento disminuyó. Se 

incluyó una muestra de N. apis como grupo externo. 

Es importante destacar que no fue posible asociar las muestras de acuerdo al año en que 

fueron tomadas. 
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5.4. DISCUSIÓN  

 

En el presente capítulo se planteó la caracterización de muestras de N. ceranae provenientes 

de distintas partes del mundo mediante el análisis de su diversidad genética. Esta identificación es 

necesaria a la hora de evaluar si existen distintas variantes circulando y si las mismas poseen 

diferente virulencia, aspectos que contribuyen a comprender las características y dinámica de la 

enfermedad. Esta caracterización ha sido abordada por distintos grupos de investigación con poco 

éxito hasta el momento, debido principalmente a las técnicas escogidas para dicho análisis y al 

alto nivel de variación genética detectado en las secuencias escogidas para analizar (Sagastume 

et al., 2011; Roudel et al., 2013; Gomez–Moracho et al., 2014). Por tal motivo, en este trabajo se 

planteó el empleo de dos técnicas alternativas: DGGE e ISSR. Dichas técnicas tienen como 

principal característica que no implican el análisis detallado base a base de la secuencia 

nucleotídica, sino que brindan información mediante patrones de amplificación generales de 

secuencias específicas en el caso de DGGE o mediante el análisis de todo el genoma en el caso 

de ISSR (Reddy et al., 2002; Green et al., 2009). 

La técnica de DGGE no resultó informativa para cumplir el objetivo planteado ya que evidenció 

un único patrón de amplificación en las muestras analizadas y por lo tanto no permitió la 

diferenciación entre las mismas. Por otro lado, esta técnica permitió identificar la existencia de 

varias copias de cada región del genoma en estudio. Genomas adaptados al parasitismo extremo 

como es el caso de N. ceranae, tienden a ser sumamente reducidos, manteniendo aquella 

información genética básica para su ciclo de vida y aprovechando la maquinaria del hospedero, 

por lo que las distintas copias de los genes analizados en el presente trabajo podrían llamar la 

atención (Keeling y Fast, 2002; Cornman et al., 2009). Sin embargo, la existencia de varias copias 

funcionales del operón ribosomal ya ha sido planteada aunque su número aún no ha sido 

determinado (Cornman et al., 2009; Hatjina et al., 2011; Sagastume et al., 2011; Sagastume et al., 

2013). Por otro lado, si bien diversos estudios han propuesto que los genes que codifican para los 

tres PTPs se encuentran en una única copia en el genoma de ciertos microsporidios (Delbac et al., 

1998; Delbac et al., 2001), este no sería el caso para N. cerana (Hatjina et al., 2011; Gomez–

Moracho et al., 2014). Considerando estos resultados y la multiplicación explosiva que tiene N. 

ceranae en A. mellifera, es posible plantear que la existencia de las múltiples copias del operón 

ribosomal y del PTP1 sea una adaptación del microorganismo para optimizar la traducción de 

ciertos péptidos en determinadas circunstancias y de esta forma mejorar su fitness al infectar la 

abeja A. mellifera.   
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Por otro lado, la técnica de ISSR permitió visualizar distintos patrones de amplificación y resultó 

reproducible, por lo que  fue la escogida para los análisis de diversidad genética. El empleo de la 

enzima Taq Platinum fue clave para que los controles negativos no presentaran amplificación, lo 

cual puede deberse a que dicha enzima es más sensible y específica que la Taq estándar, 

disminuyendo principalmente amplificación inespecífica y la presencia de dímeros de cebadores 

(Life Technologies Team®). Por tal motivo a la hora de reproducir esta técnica, es importante que 

este aspecto sea tenido en cuenta.  

En relación a los análisis de diversidad genética de la colección de muestras de N. ceranae, 

este estudio es el primero que permite diferenciar las mismas según su origen (Dussaubat et al., 

2013; Roudel et al., 2013; Gomez–Moracho et al., 2014; van der Zee et al., 2014). El grupo A 

presentó un patrón de amplificación predominante caracterizado por una baja diversidad genética 

(evidenciada tanto por el índice de diversidad de Simpson como por el largo de las ramas del 

agrupamiento). En este grupo se identificaron muestras principalmente de Europa y Hawaii. Varios 

de los países europeos en análisis estuvieron representados por pocas muestras (entre 1 y 5) y en 

muchos casos todas éstas se incluyeron dentro de este grupo. Si bien es posible que en los 

distintos países existan otras variantes de N. ceranae, teniendo en cuenta que dichas muestras se 

escogieron al azar y fueron tomadas entre los años 2006 a 2010 parecería ser que esta variante 

es la predominante entre la mayoría de los países de Europa y se encuentra conservada en el 

tiempo.  

Las muestras provenientes de Hawaii también se incluyeron dentro de este grupo. En este 

caso todas las muestras son del 2010 y no se cuenta con información específica de su ubicación 

geográfica. Por tal motivo, no es posible descartar que dichas muestras provengan de ubicaciones 

cercanas y por lo tanto no se puede afirmar que esta variante sea la predominante en Hawaii. 

Además, si bien Hawaii es tradicionalmente exportador de material vivo debido a su aislamiento 

geográfico, los resultados obtenidos en el presente trabajo y la reciente detección de patógenos no 

presentes hasta el momento como es el caso de V. destructor, brindan evidencia de que existe 

ingreso de material vivo a la isla (Martin et al., 2012). 

En el caso de Francia, fue el único país que presentó variantes dentro de los tres grupos, lo 

cual es de esperarse considerando que fue el país con mayor representación de muestras en el 

análisis. Dussaubat y colaboradores (2013) evaluaron la diversidad genética de clones del ARNr 

de muestras provenientes de España y Francia, no pudiendo diferenciar las mismas según su 

origen. Es posible que la muestra de Francia empleada en este estudio perteneciera a los grupos 

B o C, los cuales presentaron muestras en común de ambos países.  



48 
 

Por otro lado, uno de los aspectos más interesantes es que ninguna de las muestras de 

España se incluyó dentro del grupo A. Considerando que fue uno de los países de los cuales se 

contaba con mayor número de muestras, que las mismas provenían de distintas regiones de 

España y que se tomaron en distintos años, la ausencia de este patrón de amplificación no parece 

ser una coincidencia. Esta diferenciación entre las muestras de N. ceranae de España del resto de 

los países de Europa plantea un antecedente interesante que podría explicar las diferencias en las 

consecuencias de la infección con N. ceranae reportado por distintos países (Genersch et al., 

2010; Paxton, 2010; Higes et al., 2013). La diversidad genética en los distintos organismos 

manifiesta su éxito en la naturaleza y en el caso de N. ceranae en España, este éxito es notorio. 

Sin embargo, las consecuencias de la infección con este microsporidio en América del Sur (donde 

también es posible observar una gran diversidad genética) no son tan devastadoras como en 

España y su asociación con la despoblación de colmenas se da en casos puntuales (Invernizzi et 

al., 2009; Vandame y Palacio, 2010; Higes et al., 2013). Teniendo esto en cuenta, posiblemente en 

España las condiciones ambientales afecten a la abeja de tal forma que se favorezca el fitness del 

patógeno, mientras que en Uruguay dichas condiciones se podrían estar dando en particular, en 

las plantaciones de E. grandis (Invernizzi et al., 2011).  

En cuanto a América del Sur, se contó solamente con muestras provenientes de Argentina 

(Tandil y Mar del Plata), Brasil (San Pablo) y Uruguay. Sería interesante incluir muestras del resto 

de los países del continente de forma de contar con un panorama general de su diversidad 

genética.  

Por otro lado, el hecho que muestras de N. ceranae provenientes de países alejados 

geográficamente se agrupen (como fue el caso del grupo C), refleja los efectos del comercio de 

material vivo a nivel mundial y la falta de controles sanitarios efectivos. De esta forma, se 

promueve la dispersión de los distintos patógenos, lo cual ha sido documentado para el ácaro V. 

destructor y la bacteria Paenibacillus larvae entre otros (Antúnez et al.,2007 ; Martin et al., 2012). 

De hecho, ya ha sido reportada la dispersión de N. ceranae asociada a la introducción artificial de 

reinas (Muñoz et al., 2014). A nivel nacional, también se da comercialización de material vivo 

generalmente en ausencia total de controles sanitarios por lo que la dispersión de los distintos 

patógenos es inevitable. Además, dicha dispersión se estaría viendo potenciada por la 

transhumancia, actividad sumamente desarrollada en ciertos países y que implica la concentración 

de las colmenas en cierto cultivo, promoviendo de esta forma la transmisión de las enfermedades 

entre las mismas.     
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Por otro lado, en aquellas ocasiones en las que se da un salto de hospedero reciente es 

esperable observar una baja diversidad genética debido que el salto de una variante (con cierto 

background genético) genera un cuello de botella. Con el paso del tiempo, la variante comienza a 

expandirse y esa diversidad genética aumenta. En este trabajo si bien observamos una variante 

predominante en Europa, la gran diversidad genética detectada considerando los distintos países 

analizados no coincide con un salto de hospedero reciente. De hecho, se ha reportado muestras 

de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae guardadas en Brasil del año 1975, en Estados 

Unidos de 1995 y en Uruguay de 1990 (Chen et al., 2007; Invernizzi et al., 2009; Texeira et al., 

2013). Sin embargo, se ha propuesto que N. ceranae podría experimentar reproducción sexual y 

su genoma tiene claros indicios de recombinación genética (Sagastume et al., 2011; Roudel et al., 

2013; Gomez–Moracho et al., 2014) por lo que es posible que la gran diversidad genética 

observada sea reflejo de dichas estrategias reproductivas.   

Por último, es importante considerar que en la técnica empleada para el estudio de diversidad 

genética se partió de un conjunto de abejas, las cuales podrían estar infectadas con distintas 

variantes del microsporidio. Si este fuese el caso, es posible que lo que se esté detectando sean 

diferencias de las variantes en conjunto que se encuentran infectando la colmena. Sin embargo, 

teniendo en cuenta que se detectó un patrón de amplificación en común entre muestras 

provenientes de distintos países y tomadas en distintos años, sería poco probable que las mismas 

se encontrasen infectadas con las mismas variantes. 
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6. CAPÍTULO 2: Virulencia de variantes de N. ceranae de origen español y uruguayo en la 

abeja A. mellifera iberiensis 

 

6.1. INTRODUCCIÓN 

 

La asociación de N. ceranae con los fenómenos masivos de pérdidas de colmenas ha sido 

ampliamente documentada en España (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009; Higes et al., 2013). 

Sin embargo, no existe un consenso en relación a ésto en los distintos países, ya que los efectos 

devastadores de este microsporidio en la abeja A. mellifera no han podido ser comprobados (Cox-

Foster et al., 2007; van Engelsdorp et al., 2009; Genersch et al., 2010).  

En este sentido, se ha comparado la infección experimental de la abeja española A. mellifera 

iberiensis con N. ceranae proveniente de Francia y Holanda, no siendo posible observar 

diferencias histopatológicas, de mortalidad y nivel de infección de las abejas infectadas con las 

variantes de N. ceranae de ambos orígenes en relación a la variante de N. ceranae de origen 

español (Dussaubat et al., 2013; van der Zee et al., 2014).  

Teniendo en cuenta estos antecedentes y que N. ceranae se encuentra en Uruguay hace largo 

tiempo y no se ha reportado muerte masiva de colmenas (Invernizzi et al., 2009), en el presente 

capítulo se planteó estudiar la existencia de virulencia diferencial de dos variantes de N. ceranae 

provenientes de España y Uruguay en la abeja española A. mellifera iberiensis. Dicha virulencia se 

evaluó mediante análisis de la respuesta inmune de la abeja frente a la infección con ambas 

variantes del microsporidio, su mortalidad y nivel de infección de N. ceranae como medida de éxito 

reproductivo.  
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6.1.1. PCR en tiempo real 

La técnica de PCR en tiempo real permite la detección y cuantificación de una secuencia 

blanco de entre 100 y 600 pb en tiempo real, es decir a medida que transcurren los ciclos de 

amplificación. Esto se debe a la incorporación en la reacción de un sistema reportero cuya emisión 

de fluorescencia es proporcional al producto que se está amplificando y la cual es detectada por 

un lector del termociclador (Wong y Medrano, 2005). De esta forma, las ventajas que presenta 

esta técnica con respecto a la PCR convencional es que se disminuyen los riesgos de 

contaminación, los tiempos de trabajo (ya que no es necesario analizar los productos a posteriori), 

la sensibilidad es muy superior y es posible cuantificar la región o gen en estudio (Costa, 2004). 

Los sistemas reporteros pueden dividirse en dos grupos dependiendo si son o no específicos 

de secuencia. El SYBR Green es una molécula que al unirse al ADN doble hebra emite 

fluorescencia, independientemente de la secuencia. Por tal motivo, como forma de asegurar que el 

producto amplificado es el deseado, es necesario analizar su temperatura de desnaturalización 

(Tm), temperatura en la cual el 50% de la doble hebra de ADN se encuentra desnaturalizada 

(Costa. 2004). De esta forma, la Tm depende del largo y de la composición nucleotídica del 

fragmento y aquellos fragmentos más largos y con mayor contenido GC precisarán más 

temperatura para desnaturalizarse. Es necesario establecer la Tm de cada fragmento a analizar y 

de esta forma su análisis en cada reacción permite evitar falsos positivos. Las principales ventajas 

de este sistema reportero es su bajo costo en relación a los sistemas específicos de secuencia y 

debido a que se unen al ADN doble hebra independientemente de su secuencia pueden ser 

empleados para la detección de distintas regiones blanco (Wong y Medrano, 2005).  

Por otro lado, se encuentran los sistemas que emplean sondas de hidrólisis, sondas de 

hibridación y sondas en horquilla para la detección de secuencias específicas (Livak et al., 1995; 

Whitcombe et al., 1999; Bernard y Wittwer, 2000; Nazarenko et al., 2002). El principio de estos 

sistemas reporteros consiste básicamente en la emisión de fluorescencia por una molécula 

donadora y su captación por una molécula aceptora o quencher. La separación física de ambas 

moléculas como consecuencia de la hibridación de la sonda con su secuencia blanco genera la 

emisión de fluorescencia, la cual es captada por el lector del termociclador (Wong y Medrano, 

2005). Las diferencias entre estos tipos de sondas radican en el diseño de las mismas y de los 

cebadores empleados en la reacción y las principales ventajas en su uso son su especificidad, la 

posibilidad de analizar varios genes en una misma reacción y que permiten realizar análisis de 

genotipificación y discriminación alélica (Tyagi y Kramer, 1995; Bernard y Wittwer, 2000). Sin 

embrago, resultan sumamente costosas. En el presente estudio, se trabajó con sondas de 

hidrólisis.  
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Las sondas de hidrólisis (o de actividad nucleasa 5´) consisten en una sonda específica de 

secuencia marcada en su extremo 5´ con un fluoróforo donador (FAM, 6-carboxil-fluoresceína) y 

en su extremo 3´ con un quencher (TAMRA, 6-carboxil-tetramatil-rodamina) que capta la energía 

emitida por el donador (Lee et al., 1993; Livak et al., 1995). En la etapa de extensión, la sonda es 

hidrolizada debido a la actividad 5´nucleasa de la ADN polimerasa por lo que de esta forma el 

donador y el quencher se separan físicamente y es posible que el lector del termociclador capte la 

fluorescencia emitida (Holland et al., 1991; Gibson et al., 1996). 

Durante la reacción de PCR en tiempo real se dan cuatro fases: lineal, exponencial, 

logarítmica y de plateau (Fig. 16) (Wong y Medrano, 2005). La fase lineal se da en general dentro 

de los primeros 10 - 15 ciclos y en esta etapa no se aprecia fluorescencia. Cuando dicha 

fluorescencia alcanza un valor umbral se da la fase de crecimiento exponencial, punto en el cual 

es posible la cuantificación del producto de interés. Este punto se define como Cp ("crossing 

point") y representa el número de copias iniciales. Posteriormente continúa una fase logarítmica en 

la cual la amplificación del producto se da de forma óptima alcanzando la duplicación en cada 

ciclo. Por último se da la etapa de plateau en la cual los componentes de la reacción comienzan a 

agotarse y por lo tanto la fluorescencia ya no es informativa (Wong y Medrano, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Fases de la reacción de PCR en tiempo real. 
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6.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.2.1. Muestras de Nosema ceranae  

Las dos muestras de N. ceranae a emplear en los ensayos de infección se obtuvieron a partir 

de abejas naturalmente infectadas con el microsporidio provenientes de España y Uruguay. Los 

muestreos se realizaron el mismo día (21/08/2013), por técnicos de la Sección Apicultura de INIA 

La Estanzuela en Colonia, Uruguay  y por técnicos del laboratorio de Patología Apícola del Centro 

Agrario Regional de Marchamalo (CAR), Castilla La Mancha, España. Cada una de las colmenas 

escogidas pertenecen a ambos centros y las mismas se seleccionaron debido a que presentaba 

altos niveles de infección con N. ceranae. Teniendo en cuenta que las abejas pecoreadoras son 

las que presentan mayor carga de esporas (Fries et al., 2013), para su colecta se tapó la piquera 

de la colmena y se muestrearon las abejas que fueron llegando a la misma. Estas abejas se 

conservaron en sobres de papel a temperatura ambiente. 

Las esporas de N. ceranae son muy sensibles a la temperatura, y su viabilidad disminuye 

drásticamente si las mismas no son conservadas en el hospedero. Por tal motivo, la muestra 

proveniente de Uruguay se envió inmediatamente a España para su procesamiento junto con la 

muestra de este país y de esta forma realizar los ensayos de infección en el menor tiempo posible 

desde el día del muestreo. Una vez en España, ambas muestras se procesaron y las esporas se 

purificaron según se describe en las secciones 5.2.2 y 5.2.3. 

 

6.2.2. Cuantificación de esporas  

Para el cálculo de la concentración de esporas se tomó una alícuota de 10 µl de la suspensión 

obtenida según se describe en la sección 5.2.3 y se cuantificó mediante microscopía óptica 400X 

en cámara de Neubauer.  
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6.2.3. Viabilidad de esporas  

Para la realización de los ensayos de infección, además de cuantificar las esporas es 

necesario determinar su viabilidad. Para esto se discriminó esporas vivas y muertas empleando la 

técnica de citometría de flujo. La identificación de las esporas se realizó en base a su tamaño y 

granulosidad y la discriminación entre esporas vivas y muertas se realizó mediante tinción con 

ioduro de propidio, agente que ingresa en aquellas esporas cuya pared se ha dañado y se 

intercala en el ADN. De esta forma, la detección de su fluorescencia es un indicador de esporas 

muertas. 

Las suspensiones de esporas de España y Uruguay (10.000 esporas / µl) se incubaron con 

ioduro de propidio (0,3 µM) durante 30 minutos. Con el fin de lavar el exceso de ioduro de propidio 

las suspensiones se centrifugaron a 600 x g durante diez minutos y posteriormente el sedimento 

de esporas se resuspendió en un ml de agua mq estéril. Para cada muestra se realizaron 

duplicados y se incluyó como control negativo una suspensión de esporas previamente sometida a 

esterilización mediante autoclave (10.000 esporas / µl). 

Esta técnica se encontraba puesta a punto en el Servicio de Citometría de Flujo de la 

Universidad de Alcalá de Henares, Madrid (Sanchez - Collado et al., 2014). 

 

6.2.4. Extracción de ADN de N. ceranae 

Para la extracción de ADN de las muestras a emplear en los ensayos de infección, las esporas 

se agitaron en el equipo MagNA Lyser (Roche Applied Science, Suiza) a máxima velocidad con 

perlas de cerámica durante 90 segundos con el fin de romper la pared de las mismas. Doscientos 

µl de esta suspensión se emplearon para la extracción de ADN con el kit MagNA Pure Compact 

Nucleic Acid Isolation (Roche Applied Science, Suiza) de acuerdo al protocolo sugerido por el 

fabricante empleando el robot MagNA Pure Compact (Roche Applied Science, Suiza). 
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6.2.5. Abejas a emplear en los ensayos de infección 

Para la obtención de las abejas a emplear en los ensayos de infección, se tomó un cuadro de 

cría cerrada con abejas prontas a emerger de una colmena sana de abejas A. mellifera iberiensis 

perteneciente al Laboratorio de Patología Apícola del CAR.  

El cuadro de cría se incubó a 35 ºC ± 1 °C y a medida que las abejas emergieron se colocaron 

en jaulas de 15 – 17 abejas y se mantuvieron en incubadora a 33±1 °C. Las abejas se alimentaron 

diariamente ad libitum con jarabe de sacarosa 50 % en agua destilada estéril y 2% de Promotor L 

(Calier Lab) (Fig. 6). 

Con el fin de evaluar el estado sanitario de estas abejas se analizó la presencia de: 

1) Nosema spp. Para esto, 20 abejas de las jaulas se procesaron según se describe en la 

sección 5.2.2 y 500 µl del homogeneizado obtenido se empleó para la extracción de ADN 

empleando el kit de extracción de ácidos nucleicos MagNA Pure Compact Nucleic Acid 

Isolation kit 1 (Roche, Suiza) según instrucciones del fabricante en el robot MagNA Pure 

Compact (Roche, Suiza). La ausencia de infección de estas abejas con N. ceranae y N. 

apis fue corroborada mediante una triplex PCR, la cual es una modificación de la multiplex 

PCR utilizada en el Capítulo 1, incorporándose en este caso un control interno de 

extracción ADN que consiste en la amplificación de un fragmento de 119 pb de la 

sububidad I de la citocromo oxidasa (COI) de la abeja (Martín–Hernández et al., 2009). En 

este caso, la mezcla de reacción consistió en 0,4 mM de cada Nosema spp. cebador (321–

APIS– F/R y 218-MITOC-F/R), 0,03 mM de los cebadores COI-F (5′-

GGGTCCAAGACCAGGAACTGGAT-3′) y COI-R (5′-

GCGCGGAAATTCCTGATATATGAAGAGAAAA-3′),  0,2 mg ml-1 de BSA, 0,1% Triton X-

100, 25 µl de Fast Start PCR Master mix (Roche Diagnostic, Suiza) y 5 µl de ADN. Como 

control negativo se empleó agua bidestilada estéril en lugar de ADN. El programa de 

amplificación consistió en 10 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 

segundos a 61,8 °C y 45 segundos a 72°C y por último una extensión final de 7 minutos a 

72 °C. La reacción de PCR se realizó en un termociclador Mastercycler® ep gradient S 

(Eppendorf). En este caso, los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis 

capilar en QIAxcel (Qiagen, Alemania) empleando el QIAxcel DNA High Resolution Kit 

(Qiagen, Alemania).  
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2) Los virus de mayor importancia apícola (ABPV, BQCV, DWV, KBV, y SBV) a tiempo 0 y a 

los 11 días post infección. Para esto, previo a la infección se tomaron diez abejas al azar y 

al día 11 post infección todas las abejas muertas. Dichas abejas se homogeneizaron en 5 

ml de PBS 1X (NaCl 8,2 g, Na2HPO4 1,7 g, KH2PO4 0,41 g por litro de agua destilada) en 

Stomacher 80 Lab Blender (Seward, London UK) a máxima velocidad durante 120 

segundos. El homogeneizado obtenido se centrifugó a 1500 x g durante 15 minutos a 4 ºC. 

La extracción de ARN se realizó a partir de 400 µl del sobrenadante, empleando MagNA 

Pure Compact Nucleic Acid Isolation kit I (Roche) según las instrucciones pautadas por el 

fabricante en el equipo MagNA Pure Compact (Roche). El ADN co-extraído se digirió con 

DNasa (RNase – Free DNase Set, Qiagen, Hilden, Alemania) y el ARN obtenido se 

retrotranscribió a ADNc mediante el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen, Hilden, 

Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADNc se diluyó diez veces en 

agua destilada estéril.  

La detección de los virus se realizó mediante la técnica de PCR en tiempo real. Para esto  

se emplearon sondas específicas de hidrólisis Taqman para la detección de cada virus y 

β–actina, gen de expresión constitutiva de la abeja cuya amplificación se empleó para 

comprobar la correcta extracción de ARN (Tabla 4). Para la detección de los virus y de la 

β–actina la mezcla de reacción consistió en 0,3 µM de cada cebador, 0,1 µM de la sonda, 

10 µl Light Cycler Master Mix y 5 µl de ADNc en un volumen final de 20 µl. Todas las 

reacciones se realizaron por duplicado y se incluyó un control negativo para cada una de 

ellas el cual consistió en agua bidestilada estéril en lugar del ADNc. Las condiciones de 

ciclado fueron 10 min a  95 ºC, 40 ciclos de 10 seg a 95 ºC y 40 seg a 60 ºC y por último 

30 seg a 40 ºC. Las reacciones  se realizaron en un termociclador Light Cycler© 480 

(Roche, Suiza).  
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Tabla 4. Cebadores y sondas empleadas para la detección específica de los virus ABPV, BQCV, DWV, KBV, 

SBV y el gen de referencia β–actina mediante PCR en tiempo real. Las sondas se marcaron en su extremo 

5`con FAM, 6 carboxil fluoresceína y en su extremo 3`con el quencher TAMRA, tetra metil carboxirodamina.  

Nombre Secuencia 
Región 
blanco 

Referencia 

β-actinaF 5`-GTATGCCAACACTGTCCTTTCTG-3`  β-actina 
Martín – Hernández, comunicación 

personal  

β-actinaR 5`-AAGAATTGACCCACCAATCCA -3`     

β-actina sonda 5`-CCTAGCACCATCCACCATGAAAATTAAGATCATC-3`     

ABPV-F 5`-TCCTATATCGACGACGAAAGACAA-3` VP, Proteína  
Perkins K, Budge G y Boonham N, 

comunicación personal 

ABPV-R 5`-GCGCTTTAATTCCATCCAATTGA-3` 
de la 

cápside 
  

ABPV-sonda 5`-TTTCCCCGGACTTGAC-3`     

BQCV-F 5`-GGTGCGGGAGATGATATGGA-3` VP, Proteína  Chantawannakul et al.., 2006 

BQCV-R 5`-GCCGTCTGAGATGCATGAATAC-3` 
de la 

cápside 
  

BQCV sonda 5`-TTTCCATCTTTATCGGTACGCCGCC-3`     

DWV-F 5`-CCTGGACAAGGTCTCGGTAGAA-3` 
ribosome 

dependent  
Chantawannakul et al., 2006 

DWV-R 5`-ATTCAGGACCCCACCCAAAT-3` RNA    

DWV-sonda 5`-CATGCTCGAGGATTGGGTCGTCGT-3` polymerase   

KBV-F 5`-ACCAGGAAGTATTCCCATGGTAAG-3` Proteína  
Perkins K, Budge G y Boonham N, 

comunicación personal 

KBV-R 5`-TGGAGCTATGGTTCCGTTCAG-3` estructural   

KBV-sonda 5`-CCGCAGATAACTTAGGACCAGATCAATCACA-3`     

SBV-F 5`-AAGTTGGAGGCGCGyAATTG-3` Poliproteína Chantawannakul et al., 2006 

SBV-R 5`-CAAATGTCTTCTTACdAGAGGyAAGGATTG-3`     

SBV-sonda 5`-CGGAGTGGAAAGAT-3`     
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6.2.6. Ensayos de infección de abejas Apis mellifera con Nosema ceranae 

Los ensayos de infección se realizaron en el Laboratorio de Patología Apícola del CAR. Para 

esto se emplearon abejas de ocho días de edad. Las abejas de seis jaulas se infectaron con la 

variante de N. ceranae de origen español, las de otras seis jaulas con la variante de origen 

uruguayo y las abejas de otras seis jaulas se mantuvieron como grupo control sin infectar. Para 

esto, las abejas se anestesiaron con CO2 al 15% y se infectaron de forma individual con dos µl 

conteniendo una suspensión de 100.000 esporas. Las abejas pertenecientes al grupo control se 

manipularon de igual manera que las infectadas con N. ceranae, pero en lugar de la suspensión de 

esporas se les administró un volumen equivalente de agua destilada estéril (Fig. 17). 

Posteriormente, las abejas se colocaron en sus respectivas jaulas, se incubaron a 33 ± 1 °C y se 

alimentaron diariamente ad libitum con jarabe de sacarosa 50% en agua destilada estéril y 2% de 

Promotor L (Calier Lab). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Diseño del experimento para evaluar la mortalidad, nivel de infección y 

respuesta inmune de las abejas infectadas con las variantes de N. ceranae de origen 

español, uruguayo y las abejas del grupo control sin infectar.  
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6.2.7. Mortalidad de las abejas infectadas  

Las abejas de cinco jaulas de cada tratamiento y de cinco jaulas del grupo control se 

inspeccionaron diariamente. Se registró el número de individuos muertos en una tabla de datos y 

los mismos se removieron de sus jaulas. Para el procesamiento de los datos, se eliminaron 

aquellas abejas que murieron en el primer día ya que dichas muertes se asociaron al proceso de 

manipulación.  

Se graficaron y analizaron las curvas de sobrevivencia entre las distintas réplicas de cada 

tratamiento empleando el análisis de sobrevivencia de Kaplan Meier. Dicho análisis computa las 

probabilidades condicionales de ocurrencia de los distintos eventos a determinado tiempo a lo 

largo de la curva de sobrevivencia (Goel et al., 2010). Posteriormente, la existencia de diferencias 

significativas entre las réplicas de cada tratamiento se evaluó mediante el test de Log Rank 

planteando como hipótesis nula que no existen diferencias en el tiempo de sobrevivencia de las 

mismas. En aquellos tratamientos en los que se evidenció la existencia de diferencias significativas 

entre réplicas se evaluó entre cuál de ellas había diferencias mediante el test de Bonferroni y se 

eliminó aquellas cuya curva de sobrevivencia presentó diferencias significativas con el resto de sus 

pares. Posteriormente, se eligió al azar una curva de cada tratamiento y se analizó la existencia de 

diferencias entre los mismos según el procedimiento descripto previamente. Para todos los análisis 

se empleó el Software SigmaStat y se consideró un nivel de confianza de 95 %. 

 

6.2.8. Nivel de infección de las abejas infectadas 

Se evaluó el nivel de infección de aquellas abejas que murieron al día 10 post infección. Para 

esto, las abejas se homogeneizaron de forma individual en 200 µl de agua destilada estéril y una 

alícuota de dicho homogeneizado se empleó para la cuantificación de esporas según se describe en 

la sección 6.2.2. Posteriormente, se compararon los niveles de infección entre las abejas sometidas 

a los dos tratamientos de acuerdo a lo establecido en la sección de Análisis Estadísticos. 

Al finalizar el ensayo se analizaron las abejas del grupo control para determinar si estaban 

infectadas con N. ceranae, siguiendo el procedimiento descrito en la sección 6.2.2. 
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6.2.9. Evaluación de la respuesta inmune de la abeja frente a la infección con N. ceranae 

Con el fin de analizar si las variantes de N. ceranae provenientes de España y Uruguay 

generaron una respuesta inmune diferencial en las abejas infectadas, se evaluó la expresión de 

genes vinculados a la inmunidad de la abeja y del gen vitelogenina. 

 

6.2.9.1. Extracción de ARNm y obtención de ADNc 
 

Doce abejas de una jaula correspondiente a cada tratamiento así como de 12 abejas de una 

jaula del grupo control se sacrificaron a los siete días post infección y las mismas se mantuvieron a    

-80 °C con el fin de evitar la degradación del ARNm. Dichas abejas se homogeneizaron 

individualmente con Qiazol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Alemania) con bolas de cerámica en el 

equipo MagNA Lyser (Roche Applied Science, Suiza) a máxima velocidad durante 90 segundos. El 

ARN se extrajo empleando el kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania). Se incluyó un 

paso de digestión de ADN genómico que pudiera haber sido co–extraído con el ARN, empleando 

el DNase – Free DNase Set (Qiagen, Hilden, Alemania). El ARN extraído se retrostranscribió a 

ADNc mediante el QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) según 

instrucciones del fabricante y el ADNc obtenido se diluyó diez veces en agua destilada estéril. Se 

almacenó a –20 ºC. 

 

6.2.9.2. PCR en tiempo real  
 

Se evaluó la expresión de los genes abaecina, birc5, defensina, glucosa deshidrogenasa, 

himneoptecina, imd, lisozima, profenol oxidasa y vitelogenina mediante la técnica de PCR en 

tiempo real. Como genes de referencia se emplearon los genes de expresión constitutiva de la 

abeja β-actina y rps5 (proteína ribosomal S5)  (Tabla 5). Además, con el fin de confirmar que las 

abejas infectadas con esporas de N. ceranae estuviesen infectadas y corroborar la ausencia de 

esporas en el grupo control sin infectar, se analizó la expresión del gen que codifica para la 

subunidad tres del filamento polar de N. ceranae (ptp3), gen que se expresa principalmente en la 

fase de meronte (Tabla 5).  
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El método de detección de los productos amplificados varió según el gen a analizar, 

empleándose SYBR Green y sondas específicas de hidrólisis Taqman. Teniendo en cuenta estos 

dos sistemas reporteros, se emplearon dos condiciones de ciclado y mezclas de reacción (Tabla 

4): 

1) Para el análisis de la expresión de los genes abaecina, defensina, glucosa deshidrogenasa, 

himenoptecina, lisozima, profenol oxidasa y vitelogenina se empleó SYBR Green como molécula 

reportera y en estos casos la mezcla de reacción consistió en 0,5 µM de cada cebador, 10 µl de 

Light Cycler® 480 SYBR Green I Master Mix y 5 µl de ADNc en un volumen final de 20 µl. Para el 

análisis de expresión del gen imd la concentración de los cebadores fue de 0,2 µM. El programa 

de ciclado en ambos casos fue de 5 minutos a 95 °C, etapa de amplificación de 40 ciclos de 10 

segundos a 95 °C, 10 segundos a 60 °C y 10 segundos a 72 °C, etapa de desnaturalización de 5 

segundos a 95 °C, 1 minuto a 65 °C y aumento progresivo hasta 97 °C y por ultimo una etapa de 

enfriamiento de 30 segundos a 40 °C.  

2) En aquellas reacciones en las cuales se empleó como molécula reportera una sonda 

específica, se emplearon dos mezclas de reacción dependiendo del producto de expresión a 

analizar. Para el análisis de la expresión del gen birc5 la mezcla de reacción consistió en 0,3 µM 

de cada cebador, 0,1 µM de la sonda, 10 µl de Light Cycler 480 Probes Master y 5 µl de ADN en 

un volumen final de 20 µl. Para el análisis de la expresión del gen ptp3 la mezcla de reacción 

consistió en 0,5 µM de cada cebador, 0,5 µM de la sonda, 10 µl de Light Cycler 480 Probes 

Master y 2,5 µl de ADN en un volumen final de 20 µl. En ambos casos, el programa de ciclado fue 

de 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 10 segundos a 95 °C y 40 segundos a 60 °C y una etapa final 

de 30 segundos a 40 °C.  

Todas las reacciones se realizaron en el equipo Light Cycler 480 Real time PCR System 

(Roche). 

En cada reacción se incluyeron controles negativos y cuatro diluciones seriadas de una de las 

muestras para el cálculo de la eficiencia de reacción.    

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el método de Pfaffl (2001) empleando la 

media geométrica de los valores obtenidos de la β–actina y rps–5 como genes de referencia. 

Posteriormente los resultados se sometieron a análisis estadísticos según se describe a 

continuación.  
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Tabla 5. Cebadores y sondas empleados para los análisis de expresión de los genes vinculados con la 

inmunidad de la abeja y de la vitelogenina mediante PCR en tiempo real. 

Nombre Secuencia primers Secuencia Blanco 
Condiciones 

de ciclado 
Referencia 

β-actina F 5′-ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG-3′ β-actina 1 Yang y Cox-Foster (2005) 

β-actina R 5′-GACCCACCAATCCATACGGA-3′       

RPS5 F 5′-AATTATTTGGTCGCTGGAATTG-3′ 
proteína 

ribosomal S5 
1 Evans (2006) 

RPS5 R 5′-TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA-3′       

Aba-F 5′-CAGCATTCGCATACGTACCA-3′ abaecina 1 Evans (2006) 

Aba-R 5′-GACCAGGAAACGTTGGAAAC-3′       

Def-R 5′-TGTCGGCCTTCTCTTCATGG-3′ defensina 1 Yang y Cox-Foster (2005) 

Def-R 5′-TGACCTCCAGCTTTACCCAAA-3′       

Hym-F 5′-CTCTTCTGTGCCGTTGCATA-3′ himenoptecina 1 Evans (2006) 

Hym-R 5′-GCGTCTCCTGTCATTCCATT-3′       

Vg-F 5′-AGTTCCGACCGACGACGA-3′ vitelogenina 1 Corona et al. (2007) 

Vg-R 5′-TTCCCTCCCACGGAGTCC- 3′       

GLD-F 5′-CTGCACAACCACGTCTCGTT-3′ 
glucosa 

deshidrogenasa 
1 Yang y Cox-Foster (2005) 

GLD-R 5′-ACCGCCGAAGAAGATTTGG-3′       

PO-F 5′-AATCCATTACCTGAAATTGATGCTTAT-3′ profenol oxidasa 1 Yang y Cox-Foster (2005) 

PO-R 5′-TAATCTTCCAACTAATTCATACGCTCTT-3′       

Lis-F 5′-ACACGGTTGGTCACTGGTCC-3′ lisozima 1 Yang y Cox-Foster (2005) 

Lis-R 5′-GTCCCACGCTTTGAATCCCT-3′       

IMD F 5´-TGTTAACGACCGATGCAAAA-3´  imd 1 Evans (2006) 

IMD R 5´-CATCGCTCTTTTCGGATGTT-3´       

Birc5 F 5`-CTTCTGACAATTCGTGCAATCC-3`  deterina 2 
Martín-Hernández, 

comunicación personal 

Birc5 R 5`-GGGTTCTTTCTTACCACCCACTAC-3`        

Birc 5 sonda 5`-AGCGGATGGCTGCTGCTGGTTTT-3`        

PTP F 5´-TGCTGATGTTATGGCTACAGAAG-3´  filamento polar 3 2 
Martín – Hernández, 

comunicación personal  

PTP R 5´-TACAGATTGCGCTGCTTTAA-3´        

PTP sonda 5`-GCCAGGAA-3`    
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6.2.10. Análisis estadísticos 

En primer lugar se descartaron aquellos valores outliers con el criterio que estuviesen fuera del 

rango de la media del tratamiento ± 2 desvíos estándar. Posteriormente se evaluó si las variables 

en estudio cumplían con los supuestos básicos de estadística paramétrica: aleatoriedad, 

normalidad (Test de Kolmogorov-Smirnov) y homocedasticidad (Test de Levene) (Sokal y Rohlf, 

1979). 

Posteriormente se analizaron las diferencias entre los tratamientos. En aquellos casos en que 

las distribuciones cumplieron con dichos supuestos se empleó el test de Análisis de Varianza 

(ANOVA) para la comparación entre medias de los tratamientos. En los casos en que se 

encontraron diferencias, se evaluó posteriormente mediante el Test de Scheffé entre qué grupos 

se dieron dichas diferencias. En los casos en que fue necesario emplear estadística no 

paramétrica se comparó las medianas entre grupos mediante el Test de Kruskal–Wallis con 

posterior comparación entre grupos empleando el Test de Man Whitney. 

Los análisis estadísticos se realizaron empleando el Software Statistica versión 7.0 

estableciéndose un nivel de confianza del 95 %. 
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6.3. RESULTADOS 

6.3.1. Muestras de Nosema ceranae a emplear en los ensayos de infección 

Una vez que la muestra de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae proveniente de 

Uruguay arribó al laboratorio de Patología Apícola del CAR, se procesó junto con la muestra de 

abejas infectadas con N. ceranae de España, se purificaron las esporas y se prepararon 

suspensiones de 50.000 esporas / µl de cada una de las mismas.  

Se comprobó mediante multiplex PCR que en ambos casos se trataba de una suspensión pura 

de esporas de N. ceranae (Fig. 18). 

 

Figura 18. Gel de agarosa de los productos obtenidos mediante multiplex PCR de las variantes de N. 

ceranae de origen español y uruguayo a emplear en los ensayos de infección. (1) Marcador de peso 

molecular QX Alignment Marker 15 pb / 500 pb (Qiagen); (2) N. ceranae proveniente de España; (3) N. 

ceranae proveniente de Uruguay; (4) Control positivo de N. ceranae y N. apis; (5) Control negativo. La flecha 

indica el producto de 218 pb correspondiente a N. ceranae.   

 

La caracterización genética de las muestras de N. ceranae empleadas en los ensayos de 

infección y su comparación con los análisis realizados en el Capítulo 1 de esta tesis permitió 

observar que al incluir estas dos muestras, los grupos A y B se mantuvieron, mientras que dentro 

del grupo C se formaron  tres subgrupos: C1, C2 y C3 con apoyo de nodo de 92, 92 y 91 

respectivamente (Fig. 19). La muestra de N. ceranae de España empleada en los ensayos de 

infección quedó incluida dentro del subgrupo C1, mientras que en el caso de la muestra de 

Uruguay quedó por fuera de este grupo evidenciando que son distintas genéticamente. 
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Figura 19. Cladograma de la colección de muestras de N. ceranae y las muestras provenientes de España (          ) y 

Uruguay (           ) empleadas para los ensayos de infección. El método de agrupamiento filogenético empleado fue 

Neighbour Joining. Cada región geográfica se muestra con un color diferente y el apoyo del nodo se representa en 

colores verdes para aquellos casos en que el valor del agrupamiento fue alto y en degradé hacia el rojo a medida que 

el respaldo del agrupamiento disminuyó. Se incluyeron seis muestras de N. apis como grupo externo. 
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Los análisis de viabilidad de las esporas empleadas en los ensayos de infección evidenciaron 

que el 99% y 98,5% de las esporas de N. ceranae provenientes de España y Uruguay 

respectivamente se encontraban viables. Estos resultados fueron reproducibles en ambas réplicas 

y en el caso del control negativo (esporas previamente esterilizadas mediante autoclave) todas las 

esporas fueron no viables (Fig. 20). 

 

Figura 20. Análisis de viabilidad mediante citometría de flujo de (A) esporas de origen español a emplear en los 

ensayos de infección; (B) esporas de origen uruguayo a emplear en los ensayos de infección, y (C) control negativo 

(esporas esterilizadas mediante autoclave). Los parámetros de cada evento (esporas) se basan en su identificación 

mediante el análisis de su tamaño (FSC), complejidad (SSC) y detección de fluorescencia del ioduro de propidio 

(laser de Argón, emisión de 480 nm). Los polígonos representan la subpoblación de esporas establecida según 

estudios preliminares. 
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6.3.2. Estado sanitario de las abejas empleadas en los ensayos de infección 

Las abejas empleadas en los ensayos de infección se encontraban libres de N. ceranae y N. 

apis, de acuerdo a los resultados de la triplex PCR (Fig. 21) 

 

Figura 21. Electroforesis capilar de triplex PCR para la detección un fragmento 

específico de la SSUrRNA de N. ceranae y N. apis y de un fragmento de la 

citocromo oxidasa I de la abeja como control de extracción de ADN. (1) Abejas a 

emplear en los ensayos de infección; (2) Control positivo de COI-COII (             ), 

N. ceranae (             ) y N. apis (             ); (3) Control negativo.  

Por  otro lado, los análisis de PCR en tiempo real para la detección de los distintos virus 

permitieron comprobar que las abejas empleadas en los ensayos de infección al día 0 estaban 

sanas, ya que no fue posible observar amplificación de los fragmentos específicos 

correspondientes a ninguno de los virus en análisis (ABPV, BQCV, DWV, KBV y SBV).  

En cuanto a los distintos tratamientos al día 11 post infección, tampoco se observó 

amplificación correspondiente al ABPV,DWV, KBV y SBV, siendo la única excepción el virus 

BQCV en el tratamiento de abejas infectadas con N. ceranae de España cuyas réplicas mostraron 

amplificación en el ciclo 36 aproximadamente, indicando que la carga viral era muy baja. La 

amplificación positiva del ADNc correspondiente al gen que codifica para la β-actina permitió 

comprobar que en todas las muestras fue posible extraer ARN (Anexo 2).  

Es importante destacar que durante el experimento llamó la atención que las abejas tanto 

infectadas como no infectadas mostraron un comportamiento particular: estuvieron nerviosas y con 

movimientos vigorosos y temblorosos.  
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Control negativo

Uruguay

España

6.3.3. Mortalidad de las abejas infectadas 

A partir del registro diario del número de abejas muertas en cada tratamiento se evaluó la 

existencia de diferencias entre las cinco réplicas de cada uno, considerando las curvas de 

sobrevivencia hasta el día 11. En el tratamiento de las abejas infectadas con la variante de España 

se eliminó una réplica mientras que en el tratamiento control se eliminaron dos réplicas debido a 

que en ambos casos hubo diferencias significativas con sus pares. De esta forma, se obtuvieron 

tres tratamientos cuyas réplicas presentaron curvas de sobrevivencia similares entre sí (Log Rank 

Test, tratamiento control negativo: p=0,35; tratamiento España: p=0,5; tratamiento Uruguay 

p=0,46) y fue posible seleccionar al azar una de ellas como representativa del grupo para la 

comparación entre tratamientos. Las curvas de sobrevivencia de las abejas infectadas con N. 

ceranae de origen español y uruguayo, y el grupo control fueron similares, no mostrando 

diferencias significativas entre sí (Log Rank Test, p=0,2) (Fig. 22). 

 

Figura 22.Curvas de sobrevivencia mediante el método de Kaplan-Meyer de los tres tratamientos (abejas 

infectadas con variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas control 

sin infectar) considerando una curva representativa de cada uno de ellos. 
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6.3.4. Nivel de infección de las abejas infectadas 

Ninguna de las abejas pertenecientes al grupo control sin inocular mostró presencia de esporas 

de N. ceranae por lo que se comprobó que no hubo contaminación durante las distintas etapas del 

ensayo.   

Por otro lado, en al día 10 post infección el nivel de infección de las abejas inoculadas con la 

variante de N. ceranae de origen español fue significativamente mayor en relación a las infectadas 

con la variante uruguaya (Man Whitney España - Uruguay, p<0,001) (Fig. 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Nivel de infección de las abejas pertenecientes a cada tratamiento (abejas infectadas con 

variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas control sin 

infectar) al día 10 post infección. 
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6.3.5. Respuesta inmune de la abeja frente a la infección con Nosema ceranae 

Se evaluó la expresión de los genes involucrados en la inmunidad humoral y celular de las 

abejas infectadas con N. ceranae de distintos orígenes así como de las abejas del grupo control 

sin infectar. En todas las muestras analizadas se extrajo el ARN y se retrotranscribió y en todas 

ellas fue posible observar amplificación tanto de la β-actina como del RPS5 (Anexo 2). 

Por otro lado, se confirmó que todas las abejas infectadas con las variantes de N. ceranae de 

origen español y uruguayo efectivamente estuvieron infectadas, ya que en todos los casos se 

observó amplificación correspondiente a la expresión del gen que codifica para el filamento polar 

de dicho microsporidio. En el caso de las abejas del grupo control, en ningún caso fue posible 

observar amplificación correspondiente a la expresión de dicho gen (Anexo 2).   

Posteriormente, se analizó la expresión de los distintos genes vinculados a la inmunidad 

(abaecina, defensina, deterina, glucosa deshidrogenasa, himenoptecina, imd, lisozima y profenol 

oxidasa) y vitelogenina. En todos los casos se observó amplificación específica, lo cual fue 

corroborado por el análisis de la temperatura de desnaturalización en aquellos genes en cuya 

reacción se empleó SYBR Green como molécula reportera (Anexo 2). En ningún caso los 

controles negativos de la reacción de PCR en tiempo real mostraron amplificación. Por último, se 

realizaron los análisis estadísticos comparando los tres tratamientos.  
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La expresión relativa del gen abaecina se vio deprimida significativamente en aquellas abejas 

infectadas con las variantes de N. ceranae tanto de España como de Uruguay en relación al grupo 

control (Man Whitney: Control - España p = 0,02; Control – Uruguay p<0,01; España – Uruguay 

p=0,74) (Fig. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Expresión relativa del gen abaecina en función de los distintos tratamientos (abejas 

infectadas con variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo 

de abejas control sin infectar). Kruskal Wallis, p=0,01. 
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La expresión del gen profenol oxidasa presentó un patrón similar, ya que también se vio 

deprimida significativamente una vez que las abejas se infectaron con N. ceranae de ambos 

orígenes (Man Whitney: Control – España p=0,02; Control – Uruguay p<0,01), no habiendo 

diferencias entre ambos grupos infectados (Man Whitney p=0,2) (Fig. 25). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Expresión relativa del gen profenol oxidasa en función de los distintos tratamientos 

(abejas infectadas con variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo 

y grupo de abejas control sin infectar). Kruskal Wallis, p=0,01. 
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En cuanto a la expresión del gen birc5, la infección causada por N. ceranae también generó su 

depresión, aunque debido a la alta variabilidad encontrada en el grupo control, la disminución fue 

solo significativa en el caso de N. ceranae proveniente de Uruguay (Man Whitney: Control – 

España p=0,13; Control - Uruguay p<0,01). Además, la expresión de este gen es 

significativamente menor en las abejas infectadas con la variante proveniente de Uruguay en 

comparación a la variante de origen español (Man Whitney p=0,04) (Fig. 26).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 26.Expresión relativa del gen birc5 en función de los distintos tratamientos (abejas 

infectadas con variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo 

de abejas control sin infectar). Kruskal Wallis, p = 0,02. 
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Al igual que en el caso de birc5, la expresión del gen imd también disminuyó en los grupos de 

abejas infectadas con N. ceranae de ambos orígenes en relación al grupo control, aunque dicha 

disminución fue significativa solo para la variante de Uruguay (Scheffeé: Control – España p=0,52; 

Control – Uruguay p=0,03, España – Uruguay p=0,26) (Fig. 27).  

 

 

Figura 27. Expresión relativa del gen imd en función de los distintos tratamientos (abejas 

infectadas con variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo 

de abejas control sin infectar). ANOVA, p=0,03. 
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La expresión del gen lisozima se vio estimulada una vez que las abejas fueron infectadas con 

la variante de N. ceranae de origen español (Man Whitney p=0,01), mientras que la variante de 

origen uruguayo no generó tal modificación (Man Whitney: Control – Uruguay p=0,18; España – 

Uruguay p<0,001) (Fig. 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Expresión relativa del gen que codifica para LISOZIMA en función de los distintos tratamientos 

(abejas infectadas con variante de N. ceranae de origen español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas 

control sin infectar). Kruskal Wallis, p<0,001. 
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Por último, la expresión de los genes defensina, glucosa deshidrogenasa, himenoptecina y 

vitelogenina no se vieron alteradas una vez que las abejas se infectaron con N. ceranae de ambos 

orígenes (ANOVA, def p=0,89; gld, p=0,58; hym p=0,55) (Kruskal Wallis, vg p=0,14) (Fig. 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Expresión relativa de los genes (A) defensina; (B) glucosa deshidrogenasa; (C) himenoptecina; y (D) 

vitelogenina en función de los distintos tratamientos (abejas infectadas con variante de N. ceranae de origen 

español, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas control sin infectar). 
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6.4. DISCUSIÓN 

 

La amplia distribución de N. ceranae y su posible vinculación con los fenómenos masivos de 

despoblación de colmenas es un tema de preocupación mundial (Neumann y Carreck, 2010). 

Teniendo en cuenta que en el presente trabajo se planteó como hipótesis la existencia de distintas 

variantes del microsporidio asociadas a virulencia diferencial, el objetivo de este capítulo fue 

comparar la virulencia de variantes de N. ceranae provenientes de España y Uruguay. En 

condiciones naturales en ambos países, se dan diferencias en cuanto a la interacción de N. 

ceranae y A. mellifera, ya que mientras que en España se ha planteado que los efectos de la 

infección con el microsporidio en la abeja son devastadores (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009; 

Higes et al., 2013), en Uruguay dicha asociación se ha dado sólo bajo condiciones ambientales 

puntuales y si las medidas preventivas no son puestas en práctica (Invernizzi et al., 2011; 

Mendoza et al., 2012). En este sentido, este estudio constituye una primera aproximación a esta 

problemática al comparar los efectos de la infección de una variante de N. ceranae proveniente de 

un país del hemisferio sur, donde no se han reportado pérdidas masivas de colmenas, con los 

efectos de N. ceranae en España. 

Los análisis comparativos se abordaron analizando la interacción hospedero–patógeno tanto 

desde el punto de vista del éxito del patógeno, así como de la respuesta de la abeja frente a la 

infección (sobrevivencia de las abejas frente a la infección, respuesta inmune de las mismas y 

nivel de infección de N. ceranae al día 10 post infección).  

Las abejas de todas las réplicas, independientemente del tratamiento recibido sobrevivieron 

como máximo 15 días. La dosis infectiva empleada en el presente trabajo y la edad en que las 

abejas se infectaron es comparable a estudios llevado a cabo por van der Zee y colaboradores 

(2014) en el cual se reportó que las abejas lograban sobrevivir períodos de tiempo más 

prolongados (hasta 23 días), por lo que es posible descartar que estos dos factores hayan influido 

en la corta vida de las abejas. 

 Además, el hecho que no se detectaran diferencias en la sobrevivencia de las abejas 

infectadas y las del grupo control, junto con el comportamiento nervioso observado durante el 

transcurso del experimento, dio indicios que posiblemente las abejas estuviesen siendo afectadas 

por factores externos a la administración experimental de las esporas de N. ceranae.  

Teniendo en cuenta lo expuesto previamente, se realizó dos veces este experimento, pero no 

fue posible obtener resultados que pudieran revertir esta situación. Por lo tanto, se profundizó en 

los aspectos que podrían haber determinado dichos resultados. En este sentido la posibilidad que 
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las abejas empleadas estuviesen naturalmente infectadas con el microsporidio o se hubiesen 

contaminado con esporas del mismo durante el transcurso del ensayo se descartó tanto por 

análisis moleculares previos a la infección como por análisis microscópicos de cada abeja muerta. 

Por otro lado, es posible descartar que la causa de muerte del grupo control se haya dado debido 

a una infección viral previa a nivel de campo, ya que la ausencia de los virus de mayor importancia 

apícola (ABPV, BQCV. DWV, KBV y SBV) se comprobó mediante análisis moleculares. 

A pesar de esto, es importante tener en cuenta que existen muchos otros patógenos cuya 

detección no se abordó y que las consecuencias de su infección no han sido estimadas con 

precisión, como es el caso del CBPV o Chritidia mellificae (Ravoet et al., 2013; Doublet et al., 

2014). Por tal motivo, es posible que la razón de la muerte de las abejas del grupo sin infectar sea 

una infección previa con algún otro patógeno cuya detección no se llevó a cabo.  

Por otro lado, teniendo en cuenta los niveles de infección por N. ceranae, es posible plantear 

que el éxito reproductivo de la variante de origen español fue mayor que la variante de origen 

uruguayo al día 10 post infección (hubiese sido interesante evaluar el nivel de infección de abejas 

vivas durante todo el ciclo infectivo, lo cual no fue posible debido a limitaciones experimentales). 

Dicho éxito no se vio reflejado en las curvas de sobrevivencia de las abejas sometidas a ambos 

tratamientos, ya que la mortalidad de las abejas fue la misma independientemente de la variante 

de N. ceranae empleada en los ensayos de infección.  

En este sentido, estudios previos evaluaron la interacción entre la abeja A. mellifera iberiensis 

(empleada en el presente trabajo) y N. ceranae proveniente de España en comparación con 

variantes del microsporidio provenientes de Francia y Holanda (Dussaubat et al., 2013; van der 

Zee et al., 2014). En ninguno de los casos fue posible observar diferencias de las abejas 

infectadas en cuanto a su mortalidad y a nivel histopatológico, pero a diferencia del presente 

trabajo, los niveles de infección de ambas variantes de N. ceranae fueron similares, lo cual estaría 

indicando que en ambos estudios el éxito del patógeno es comparable y su patogenicidad es 

similar. Teniendo en cuenta que las variantes de N. ceranae de España, Francia y Holanda poseen 

una ubicación geográfica más cercana, es posible que las mismas sean genéticamente más 

similares entre sí y compartan más características de su virulencia. 

Teniendo en cuenta que en el presente estudio las abejas infectadas con N. ceranae de origen 

uruguayo sobrevivieron tanto como las infectadas con la variante de origen español, aún con 

menores niveles de infección es posible proponer que este hecho sea una consecuencia de la  

infección de la abeja A. mellifera iberiensis con una variante novedosa y distinta genéticamente 

como lo es la uruguaya. Esta hipótesis se respalda también por los resultados obtenidos a partir 
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del análisis de la respuesta inmune de la abeja, los cuales evidenciaron que dicho organismo no 

es capaz de defenderse de igual manera cuando es infectada con ambas variantes de N. ceranae, 

siendo la infección con N. ceranae de origen uruguayo la que causa una mayor inmunodepresión.  

La inmunodepresión debido a la infección con N. ceranae ya ha sido descripta por Antúnez y 

colaboradores (2009) y Chaimanee y colaboradores (2011). En este caso se vio reflejada en la 

expresión de genes involucrados tanto a nivel humoral como celular. Por un lado la expresión del 

gen que codifica para la ABAECINA (péptido antimicrobiano) disminuyó significativamente, 

mientras que lo mismo sucedió con la expresión  del gen imd en las abejas infectadas con la 

variante de N. ceranae de origen uruguayo, gen cuyo producto está involucrado en los primeros 

pasos de la cascada de señalización que desencadena la producción de péptidos antimicrobianos 

(Evans, 2006). A nivel celular, los procesos de melanización también se vieron modificados debido 

a una disminución en la expresión de la profenol oxidasa. Además, la expresión del gen birc5 se 

vio deprimida en las abejas infectadas con la variante de origen uruguayo. La Deterina, (codificada 

por dicho gen) es un inhibidor de apoptosis (IAP), proceso cuyo objetivo es eliminar células 

dañadas o cuyo funcionamiento no se está dando de forma correcta (Kerr et al., 1972; Bergmann 

et al., 1998; Jones et al., 2000). Células apoptóticas presentan la cromatina condensada y el ADN 

cromosómico fragmentado formando cuerpos apoptóticos, por lo que son reconocidas por 

macrófagos y fagocitadas (Kerr et al., 1972). Por lo tanto,  los menores niveles de expresión de la 

Deterina desencadenan mayores niveles de apoptosis y teniendo en cuenta que N. ceranae se 

replica dentro de las células, dichos procesos de apoptosis incrementados podrían explicar el 

menor nivel de infección de las abejas infectadas con la variante del microsporidio de origen 

uruguayo. 

Poulin y Combes (1999), plantean que la virulencia de cierto patógeno depende de la 

interacción entre éste y su hospedero, en la cual factores genéticos de ambos organismos y 

aspectos ambientales jugarían un rol determinante. En el presente trabajo se abordó la 

caracterización genética de las variantes de N. ceranae empleadas en los ensayos de infección y 

las mismas mostraron diferencias entre sí. Dichas diferencias genéticas podrían explicar los 

distintos comportamientos de las mismas al infectar la abeja A. mellifera iberiensis y la respuesta 

diferencial por parte de la abeja. Sin embargo, en las condiciones ideales de laboratorio, estas 

diferencias no se reflejaron en la sobrevivencia de las abejas. Teniendo en cuenta que i) las abejas 

empleadas en los ensayos de infección provienen de una colmena sana y bien nutrida, ii) dichas 

abejas se mantuvieron en condiciones óptimas a nivel de laboratorio y iii) se observaron 

diferencias en la virulencia de ambas variantes de N. ceranae, aunque no así en relación a la 

sobrevivencia de las mismas; es posible plantear que bajo ciertas condiciones ambientales como 
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pudiera ser déficit nutricional (Invernizzi et al., 2011) o supresión del sistema inmune (debido por 

ejemplo a la contaminación con pesticidas) (Garrido et al., 2013), las dos variantes de N. ceranae 

podrían tener diferentes efectos a nivel colonial. 
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7. CONSIDERACIONES FINALES 

 

Si bien la variabilidad genética entre las distintas muestras de N. ceranae de diferentes países 

resultó sumamente alta como fue previamente descripto (Sagastume et al., 2011; Roudel et al., 

2013; Gomez – Moracho et al., 2014), la técnica empleada permitió diferenciar claramente un 

grupo (A) formado principalmente por muestras de Europa y Hawaii y otro grupo (B) compuesto 

por muestras de Europa y América del Sur. Sin embargo, el tercer grupo (C) se subdividió cuando 

las muestras de España y Uruguay empleadas en los ensayos de infección fueron incluidas. En 

análisis evolutivos, este evento suele suceder cuando la variabilidad genética entre las muestras 

en análisis es muy alta y se debe a que el exceso de variabilidad genética muchas veces 

determina que se pierda información referente a las asociaciones filogenéticas (Ivanna Tomasco, 

comunicación personal). En este sentido, el grupo C presentó esta característica (de hecho todas 

las muestras fueron diferentes), por lo que dicha falta de consistencia puede deberse a un 

artefacto metodológico debido a la gran variabilidad genética detectada. 

Por otro lado, teniendo en cuenta el problema que constituye la infección de las abejas 

españolas A. m. iberiensis con N. ceranae (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009) y que países del 

hemisferio sur aún en presencia del microsporidio no han sufrido pérdidas masivas de colmenas 

(Neumann y Carreck, 2010; Vandame y Palacio, 2010), la posibilidad que existan variantes de N. 

ceranae con diferencias en su virulencia es muy probable. En este sentido, el presente trabajo 

constituye un primer abordaje en comparar la virulencia de variantes del microsporidio 

provenientes de países con y sin pérdidas de colmenas.  

Hubiese sido interesante haber escogido las variantes de N. ceranae a emplear previo a los 

ensayos de infección en relación a su asociación filogenética, eligiendo muestras pertenecientes a 

grupos claramente distintos, lo cual no fue posible debido a limitaciones de tiempo (debido a la 

baja viabilidad de las esporas es necesario tomar la muestra e emplear en los ensayos de 

infección e infectar en el menor tiempo posible). En este sentido, si bien las muestras de N. 

ceranae empleadas en los ensayos de infección difirieron genéticamente entre sí así como las 

características patogénicas de ambas variantes en relación a los niveles de infección y la 

respuesta inmune de la abeja, no fue posible comprobar a nivel de laboratorio que exista una 

variante de N. ceranae más virulenta que la otra. 

Además, a la hora de evaluar la posible relación de N. ceranae con los fenómenos de 

despoblación de colmenas, es importante considerar que más allá de que posiblemente existan 

variantes de N. ceranae con virulencia diferencial, podrían haber otros factores involucrados en la 

interacción entre este microsporidio y la abeja. La asociación de N. ceranae a las pérdidas 
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puntuales de colmenas en el ambiente particular de las plantaciones de E. grandis en Uruguay, da 

una idea de que factores ambientales y nutricionales (en relación a la calidad proteica) que podrían 

estar involucrados (Invernizzi et al., 2011; Mendoza et al., 2012; Mendoza et al., 2013). En este 

sentido, son amplios los estudios que aportan evidencia acerca del estrés energético de la abeja 

ocasionado por la infección con N. ceranae y las consecuencias de la misma en relación a dietas 

con distintos aportes nutricionales (Mayack y Naug, 2009; Naug y Gibbs, 2009; Porrini et al., 

2011). También, teniendo en cuenta que existen abejas con marcadas diferencias raciales, es 

posible que las mismas respondan diferente a la infección con N. ceranae. De hecho en Uruguay, 

las abejas africanizadas están ampliamente distribuidas en todo el territorio y se ha reportado que 

abejas africanizadas tienen la capacidad de limitar el desarrollo infectivo de N. ceranae con 

consecuencias claras a nivel productivo (Mendoza et al., 2013; Branchiccela et al., 2014).  

Por otro lado, existen antecedentes que plantean que N. ceranae podría estar interaccionado 

con distintos patógenos y / o pesticidas, por lo que esta posibilidad debe también ser tenida en 

cuenta a la hora de evaluar dicha interacción (Ravoet et al., 2013; Toplak et al., 2013; Doublet et 

al., 2014). Por último, las prácticas apícolas así como el comportamiento de la abeja puede tener 

consecuencias en el desarrollo infectivo, ya que el recambio de la reina ya sea natural o por parte 

del apicultor, es un factor que influye en el desarrollo de la infección, disminuyendo el efecto de la 

misma (Botías et al., 2011).  

Todos estos aspectos dan idea de la multiplicidad de factores que podrían estar en juego y en 

este sentido, este trabajo constituye un primer abordaje a uno de los tantos factores que podrían 

estar involucrados. 

Por lo tanto, teniendo en cuenta la hipótesis planteada, los resultados obtenidos en el presente 

trabajo sugieren que existen distintas variantes genéticas de N. ceranae, las cuales mostraron 

diferencias en sus características patogénicas (nivel de infección y respuesta inmune) a nivel de 

laboratorio pero no tuvieron efectos diferenciales en la mortalidad de las abejas infectadas.  
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Figura 30. Resumen esquemático de los principales resultados obtenidos en el presente trabajo. 
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8. CONCLUSIONES  

 

 El presente trabajo permitió por un lado conformar una colección de muestras de N. ceranae 

provenientes de 13 países. 

Se puso a punto la técnica de DGGE empleando tres juegos de cebadores que amplifican diferentes 

regiones del genoma del microsporidio. Si bien dicha técnica no permitió la caracterización genética de N. 

ceranae, corroboró la existencia de distintas copias de los genes en estudio (SSUrRNA, IGS y PTP).  

Se puso a punto la técnica de ISSR, la cual fue escogida para los análisis de diversidad genética de la 

colección de muestras de N. ceranae. Dichos análisis mostraron la existencia de tres grupos: el grupo A 

definido por un patrón en común, con baja diversidad genética y característico de las muestras de Europa 

(a excepción de España) y Hawaii y los grupos B y C con muestras principalmente de Europa y América 

del Sur.  Estos grupos presentaron alta diversidad genética. El hecho que ninguna muestra de España se 

incluyera dentro del grupo característico de Europa estaría indicando que existen diferencias distinguibles 

a menos a nivel genético entre las variantes circulando en Europa. Las muestras de este continente 

presentaron una diversidad genética media, mientras que la diversidad de las muestras de N. ceranae de 

España y América del Sur fue muy alta. 

Los análisis de infección mostraron que, en condiciones de laboratorio, no existen diferencias en la 

virulencia de N. ceranae de origen uruguayo y español debido a que la sobrevivencia de las abejas 

infectadas con ambas variantes fue la misma. Sin embrago, teniendo en cuenta que ambas variantes 

mostraron diferencias en cuanto a ciertas características de su patogenia como la respuesta inmune y los 

niveles de infección, es posible que a nivel de campo si se dan ciertas condiciones ambientales que 

favorezcan el fitness del patógeno, posiblemente existan diferencias en la mortalidad de las abejas 

infectadas con ambas variantes. 

Las variantes de N. ceranae empleadas en los ensayos de infección fueron capaces de deprimir la 

respuesta inmune de la abeja, aunque la variante de Uruguay lo hizo en mayor medida. Esto podría 

deberse a que la variante de N. ceranae de España y la abeja A. mellifera iberiensis han co–evolucionado 

y por lo tanto la abeja es capaz de responder más efectivamente que cuando la misma es infectada con 

una variante novedosa como lo puede ser la uruguaya. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

El presente trabajo constituye una primera aproximación al estudio de la epidemiología de N. ceranae. 

Teniendo en cuenta que se trata de un patógeno novedoso, cuya asociación con la abeja A. mellifera es 

reciente y dada la multiplicidad de factores que podrían estar influyendo en la relación entre N. ceranae y 

la abeja, existe un amplio abanico de temas a abordar a la hora de profundizar en la biología, 

características patogénicas e historia del microsporidio. 

Por un lado, sería interesante realizar análisis de diversidad genética mediante ISSR incluyendo 

muestras de abejas infectadas naturalmente con N. ceranae provenientes del resto de los países de 

América del Sur, Centroamérica y América del Norte, de forma de ver cuáles son las relaciones y 

características entre las variantes del microsporidio circulando en nuestro continente. Además, también 

se podrían incluir en estos análisis muestras de N. ceranae provenientes de A. ceranae, A. florea, 

A.dorsata y abejorros Bombus spp. de América del Sur como forma de evaluar si N. ceranae está co-

circulando entre estos tres hospederos.   

Por otro lado, teniendo en cuenta que fue posible observar diferencias en la respuesta inmune 

generada entre las abejas infectadas con las variantes de N. ceranae de España y Uruguay y en los 

niveles de infección de ambas variantes, se podría evaluar si existen diferencias en los factores de 

virulencia que se están expresando en ambas variantes mediante un abordaje proteómico.  

Por último, teniendo en cuenta que existen muchos patógenos como por ejemplo Chritidia mellificae, 

Aethinia tumida, Malpighoamoeba mellificae, Spiroplasma melliferum, Apicystis bombi, y Apocephalus 

borealis, que infectan la abeja A. mellifera, que podrían potencialmente interaccionar con N. ceranae y 

cuya detección en Uruguay no ha sido abordada, sería interesante poner a punto técnicas que permitan 

su detección y analizar su efecto en las colmenas uruguayas.  
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Argentina 

T24 Argentina Dra. Marina Basualdo 
Área de Producción Apícola. Facultad de Ciencias Veterinarias. 

Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires. 
Argentina 

T25 Argentina Dra. Marina Basualdo 
Área de Producción Apícola. Facultad de Ciencias Veterinarias. 

Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires. 
Argentina 

T26 Argentina Dra. Marina Basualdo 
Área de Producción Apícola. Facultad de Ciencias Veterinarias. 

Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires. 
Argentina 

T27 Argentina Dra. Marina Basualdo 
Área de Producción Apícola. Facultad de Ciencias Veterinarias. 

Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires. 
Argentina 

500 Argentina Dr. Martín Porrini 
Laboratorio de Artrópodos. Universidad de Mar del Plata. 

Argentina 

08-1268 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 
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08-1269 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1272 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1277 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-859 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-342 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-858 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-857 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-863 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1273 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1282 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-855 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-861 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-862 Francia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1001 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1003 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1008 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-596 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1028 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1035 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1080 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1098 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-558 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1110 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-1111 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-552 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-598 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 
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09-567 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-571 Holanda Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-216 Turquía Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-153 Turquía Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-230 Turquía Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-209 Turquía Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-158 Turquía Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-166 Turquía Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1065 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1066 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1067 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1070 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1074 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1159 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1165 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1204 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1095 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1075 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1087 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1097 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1082 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1107 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1137 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1154 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1163 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1177 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 
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10-1194 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1208 Hawaii Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

1//3 Eslovenia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

4//32 Eslovenia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1170 Italia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

07-1175 Croacia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

07-1176 Croacia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

07-1177 Croacia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-1181 Croacia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

06-476 Suiza Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

06-481 Suiza Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

09-142 Portugal Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

10-377 Canadá Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

13-002 Canadá Dr. Carlos Castillos 
National Bee Diagnostic Centre. Centre for Research & 

Innovation. Canadá 

11-912 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

11-246 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

11-253 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

13-010 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

13-011 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

3 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

4 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

5 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

6 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

7 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

8 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

9 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 
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10 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

C8 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

C9 España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

España 
infección 

España Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

08-834 Argelia Dr. Mariano Higes 
Laboratorio de Patología Apícola. Centro Agrario Regional. 

Castilla La Mancha. España 

Uru Uruguay Msc. Estela Santos 
Laboratorio de Entomología. Facultad de Ciencias. UdelaR. 

Montevideo, Uruguay 

2 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

7 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

10 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

15 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

33 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

34 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

43 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

46 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

48 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

50 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

56 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

63 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

68 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

75 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

86 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

121 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

505 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

506 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

507 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

508 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 
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509 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

510 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

515 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

517 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

518 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

519 Uruguay Dra. Karina Antúnez Departamento de Microbiología. IIBCE. Montevideo, Uruguay 

Uruguay 
infección 

Uruguay Msc. Yamandú Mendoza Sección apicultura. INIA La Estanzuela. Colonia. Uruguay 

Chile Chile Dra. Martha Rodríguez 
Escuela de Postgrado en Ciencias Agrarias. Universidad de 

Concepción. Chillán. Chile 

501 Chile Dra. Jessica Martínez 
Instituto de Ciencias. Facultad de Medicina Clínica Alemana. 

Universidad del Desarrollo. Santiago, Chile 

13-001 Chile Dra. Jessica Martínez 
Instituto de Ciencias. Facultad de Medicina Clínica Alemana. 

Universidad del Desarrollo. Santiago, Chile 

502 Brasil Dr. Dejair Message 
Departamento de Ciencias Animales. Universidad Federal Rural 

de Semiárido. San Pablo. Brasil 

503 Brasil Dr. Dejair Message 
Departamento de Ciencias Animales. Universidad Federal Rural 

de Semiárido. San Pablo. Brasil 

504 Brasil Dr. Dejair Message 
Departamento de Ciencias Animales. Universidad Federal Rural 

de Semiárido. San Pablo. Brasil 

13-003 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 

13-004 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 

13-005 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 

13-006 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 

13-007 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 

13-008 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 
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13-009 Brasil Dra. Erika Texeira 

Laboratorio de Sanidad Apícola. Polo Regional de Valle de 
Paraíba. Agencia Paulista de Tecnología de Agronegocios. 

Secretaría de Agricultura y Abastecimiento de Estado de San 
Pablo. Brasil 
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10. ANEXO 2 

10.1. Curvas de amplificación para la detección del ADNc de la β – actina y los virus ABPV, 

BQCV, DWV, KBV y SBV. 

β – actina: 

  

ABPV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Día 0 
Día 11 Uruguay 
Día 11 España  
Día 11 sin infectar 
Control + 
Control - 
 

Día 0 
Día 11 Uruguay 
Día 11 España  
Día 11 sin infectar 
Control - 
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BQCV: 

 

DWV: 

 

KBV: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Día 0 
Día 11 Uruguay 
Día 11 España  
Día 11 sin infectar 
Control - 
 

Día 0 
Día 11 Uruguay 
Día 11 España  
Día 11 sin infectar 
Control + 
Control - 
 

Día 0 
Día 11 Uruguay 
Día 11 España  
Día 11 sin infectar 
Control + 
Control - 
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SBV: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Día 0 
Día 11 Uruguay 
Día 11 España  
Día 11 sin infectar 
Control - 
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10.2. Curvas de amplificación con su correspondiente curva de temperatura de melting del 

ADNc de los genes de referencia β-actina y RPS5 y eficiencia de la reacción. 

β- actina: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,51 
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RPS5:  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,00 
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10.3. Curvas de amplificación con su correspondiente curva de temperatura de melting de los 

genes aba, po, imd, lys, def, gld, hym y  vg con su correspondiente gráfico de eficiencia de la 

reacción. 

Abaecina: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 1,99 
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Profenol oxidasa: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,06 
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Imd: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 1,95 
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Lisozima: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,07 
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Defensina: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,01 
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Glucosa deshidrogenasa: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 1,9 
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Himenoptecina: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,01 
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Vitelogenina: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,66 
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10.4. Curvas de amplificación del ADNc de los genes birc5 y ptp con su correspondiente 

gráfico de eficiencia de la reacción. 

Birc5: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ptp: 

 

 

 

 

 

 

 

 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,12 

N. ceranae de Uruguay 
N. ceranae de España  
Abejas sin infectar 
Control – de la reacción 
 

 

Eficiencia: 2,26 


