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1. RESUMEN

Durante los ultimos afios se ha reportado principalmente en paises del hemisferio norte
pérdidas de colmenas con valores superiores a los normales. Se ha propuesto que distintos
factores podrian estar involucrados en dicho fenémeno, planteandose que Nosema ceranae podria
ser el responsable de las pérdidas de colmenas en Espafia. Sin embrago, este microsporidio se
encuentra en Uruguay desde antes de 1990 y no ha habido pérdidas de colmenas como las
reportadas en Espafia. La hip6tesis del presente trabajo plantea que existen distintas variantes de
N. ceranae circulando en diferentes paises las cuales tienen virulencia diferencial. Teniendo en
cuenta dicha hipotesis se planted 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 llevé 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 paises. Se escogid la técnica de ISSR para los analisis de diversidad genética, ya que fue
la Gnica que permitid observar patrones de amplificacién diferenciales entre las cuatro muestras
empleadas. Por otro lado, se conformé una colecciéon de 74 muestras de abejas naturalmente
infectadas Unicamente con N. ceranae proveniente de 13 paises. Dichas muestras se procesaron,
se purificaron las esporas de N. ceranae, se extrajo el ADN y se analizaron mediante ISSR. Dichos
analisis permitieron identificar la existencia de tres grupos: un grupo A conformado solamente por
muestras de origen europeo y caracterizado por un patron de amplificacién en comun con baja
diversidad genética y dos grupos B y C con diversidad genética alta y conformados por muestras
provenientes de paises de Europa y América del Sur. Un aspecto interesante fue que ninguna de
las 12 muestras espafiolas utilizadas en este estudio se incluyd en el grupo A, lo cual podria
explicar las diferencias en cuanto a las consecuencias de la infeccién con N. ceranae en la abeja
reportadas en Espafia y en paises 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 infeccién de la abeja espafiola A. mellifera
iberiensis con N. ceranae proveniente de Espafia y Uruguay, variantes diferentes genéticamente.
Se conformaron tres grupos de abejas: un grupo se infecto individualmente con N. ceranae de
origen espafiol, otro grupo con N. ceranae de origen uruguayo y el tercer grupo se mantuvo como
control. Dentro de cada tratamiento se evalué la mortalidad diaria de las abejas, su nivel de
infeccién al dia diez post infeccion y su respuesta inmune al dia siete post infeccion, para lo cual
las abejas se sacrificaron, se extrajo el ARN, se retrotranscribié y se analiz6 la expresion de la
vitelogenina y de ocho genes vinculados a la inmunidad humoral y celular mediante PCR en
tiempo real. Todas las abejas sobrevivieron como méaximo 15 dias post infeccion 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 espafiol mostraron mayores niveles de
infeccion 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 cumplié la hipdtesis 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 infeccidén con estas
variantes tenga distintas consecuencias.



2. INTRODUCCION

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 melifera para poder
reproducirse y otros en los cuales la contribucién de este organismo es notoria. Ademas, gracias a
la polinizacion, la calidad de muchos cultivos mejora, como es el caso de los manzanos, frutillas,

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

El valor economico de la actividad de polinizacion por la abeja A. mellifera en Uruguay ha sido
estimado en 80 millones de délares anuales (considerando los cultivos de manzana, girasol, pera,
durazno, tomate, zapallo kabutia, 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 ddlares
(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, propdleos, jalea

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

La miel es obtenida por evaporacion 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
paises, 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,
antivirales, 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 propéleos, 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 patdgenos de las abejas (Bastos et al., 2007; Antinez 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).



Por otro lado, el polen es la principal fuente de proteinas y vitaminas de la colmena y esta
fuertemente vinculado a la produccion de jalea real (secrecion de la abeja para alimentar a las
crias), ya que mejora su calidad. EI hombre lo utiliza usualmente a modo de suplemento

alimenticio (Campos et al., 2008).

2.2. La apicultura en Uruguay

La apicultura en Uruguay comenz6 a desarrollarse luego que Bernardino Rivadavia ingresara
la primer colmena a nuestro pais hacia la década de 1830" y rapidamente dicha actividad se
extendié por todo el territorio nacional (Cordara, 2005). Si bien esta primera colmena fue de origen
europeo (Apis mellifera mellifera), hoy en dia existe en Uruguay una abeja criolla, hibrida entre
abejas europeas (A. m. mellifera, Apis mellifera ligustica y Apis mellifera carica) y africanas (Apis
mellifera scutellata). Las abejas A. m. ligustica y A. m. carnica fueron ingresadas al pais por sus
caracteristicas comportamentales y productivas respondiendo a necesidades del sector, mientras
que las abejas de origen affricano ingresaron naturalmente. Este Gltimo proceso comenz6 luego
que en 1956 un grupo de investigadores brasileros importaran a dicho pais (a la regién de Rio
Claro, San Pablo) abejas africanas con el fin de obtener un organismo mejor adaptado a sus
condiciones ambientales y consecuentemente mejorar la produccién apicola nacional (Kerr, 1957).
Algunas reinas escaparon y comenzaron a hibridarse con las abejas europeas presentes en el
continente hasta ese momento, proceso denominado africanizacién (Smith, 1991). Desde
entonces, este proceso se ha extendido por todo el continente (a excepcion de Chile debido a su
aislamiento geografico), desde California (Estados Unidos) hacia los departamentos de Uruguay y
provincias de Argentina ubicados a 35 y 40 ° latitud sur (Kim y Oguro 1999; Sheppard et al., 1999;
Abrahamovich et al., 2007). En nuestro pais si bien se ha reportado un gradiente de africanizacion
caracterizado por una mayor prevalencia de abejas africanizadas hacia el norte y una disminucién
progresiva hacia el sur (Burguett et al., 1995; Diniz et al., 2003), estudios recientes plantean que la
situacion ha cambiado y el completo proceso de africanizacion estaria limitado por la introduccién
artificial de abejas europeas en la zona oeste del pais (Branchiccela et al., 2014). La abeja
africanizada posee caracteristicas propias a nivel de comportamiento y produccién, por lo que el
ingreso de dichas abejas al pais ha significado un cambio en el modo de explotacion del recurso

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

Segun datos aportados por el Ministerio de Ganaderia 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 Paysandu los departamentos con mayor



numero de colmenas (MGAP, 2013). La produccion apicola nacional se basa en la produccion de
miel, la cual es exportada en un 95 % siendo la Unién Europea y Estados Unidos los principales
compradores (MGAP, 2013). Las divisas generadas en el pais por concepto de las exportaciones

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

Durante los Ultimos afios se ha observado que el nimero de apicultores ha disminuido y los
mismos poseen cada vez mas colmenas, posiblemente como forma de mantener cierta
rentabilidad frente a las fluctuaciones en relacién a los kilos de miel producidos por colmena
(MGAP, 2013).

La trashumancia es una alternativa para optimizar los beneficios econdmicos asociados a la
actividad apicola y en Uruguay constituye una practica en desarrollo. Se trata del traslado de las
colmenas hacia ciertas plantaciones con el fin de aprovechar sus floraciones. En el caso de
nuestro pais, muchos apicultores trasladan sus colmenas en marzo hacia las floraciones de

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

Por oftro lado, el servicio de polinizacién es una actividad poco desarrollada en nuestro pais,

limitandose a ciertos cultivos (Palomino, comunicacién personal).



2.3. Pérdida de colmenas

Durante el invierno de 2006 y en los afios siguientes, diferentes paises 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 fenémeno se
denomina despoblacién o pérdida de colmenas (“Colony losses”) (Fig. 1) y se ha planteado que
distintas causas podrian ser las desencadenantes del mismo (Cox-Foster et al., 2007;

vanEngelsdorp et al., 2008; vanEngelsdorp et al., 2009; Neumann y Carreck, 2010).
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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 podria ser el acaro 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 ectoparasito capaz de infectar tanto a la abeja adulta como a la cria 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
infeccidn, causando comunmente la muerte de la colmena (Rosenkranz et al., 2010). Su
importancia no solo radica en el dafio que es capaz de causar por si mismo, sino también por su
asociacion con otros patégenos, ya que actua 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 Parélisis Cronica (CBPV), el virus Kashmir (KBV), el virus de la Parélisis
Israeli (IAPV), el virus de la Paralisis Aguda (ABPV), el Virus de las Alas Deformadas (DWV) y el
virus de la Cria en Sacada (SBV) los de mayor relevancia apicola. Estos Ultimos 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 mayoria causan infecciones asintomaticas. Por tal motivo, han sido

vinculados a las pérdidas de colmenas en aquellos casos en los que la muerte de las mismas se



ha dado de forma rapida y sin sintomas 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’, sindrome caracterizado por la ausencia de abejas adultas en la colmena.
Colmenas con este sindrome presentan reservas de alimento y cria y en ocasiones se encuentra a
la reina rodeada por un pequefio nimero de abejas obreras (Cox-Foster et al, 2007;
vanEngelsdorp et al., 2008; vanEngelsdorp et al., 2009). Sin embrago, la asociacién entre el IAPV
y el CCD no pudo ser corroborada en un estudio posterior y estudios llevados a cabo en Espafia y
Francia tampoco encontraron una correlacién entre el IAPV y las pérdidas de colmenas en ambos
paises (Blanchard et al., 2008; Garrido-Bail6n et al., 2010).

Otro de los factores que afectan la abeja melifera son los microsporidios Nosema apis y
Nosema ceranae los cuales ocasionan la enfermedad conocida como nosemosis. Originalmente,
N. apis infectaba la abeja europea A. melliferay N. ceranae la abeja asiatica 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 podria
tener consecuencias graves a nivel de la abeja melifera occidental (Higes et al., 2006a; Higes ef
al., 2008; Higes et al., 2009). Posteriormente, la presencia de N. ceranae fue reportada en todo el
mundo, planteandose un posible reemplazo de N. apis por N. ceranae (Klee et al., 2007; Chen et
al., 2010; Martin—Hernandez et al., 2011). Estudios llevados a cabo por investigadores espafioles
en colmenas a punto de colapsar en apiarios profesionales detectaron altos niveles de infeccion
con N. ceranae y demostraron que dicho patdgeno es capaz de desencadenar el colapso masivo
de colmenas, proponiéndolo como el factor principal de la despoblacion de colmenas en Espafia
(Fig. 2) (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009).

Figura 2. Colmenas colapsadas en Espafia debido a N. ceranae. Tomado de Higes et al., 2013.
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Por ofro lado, ademas de la presencia de distintos patogenos, 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 agricola como apicola, 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 fisioldgico e inmunolégico (Johnson et al., 2009; Johnson et al., 2010; Garrido
et al., 2013) y pueden interaccionar sinérgicamente con distintos patogenos (Pettis et al., 2013;
Doublet et al., 2014). Este hecho determin6 que en el 2013 se prohibiera el uso de imidacloprid,
clothianidin y thiamethoxam en la Union Europea como medida preventiva a las pérdidas de

colmenas.

Los aspectos nutricionales también jugarian 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 podria ocasionar déficit nutricional, lo cual podria estar involucrado en este fenomeno
(Naug, 2009). Dicha pérdida de diversidad de habitat ha aumentado notoriamente y un ejemplo
claro en nuestro pais es el aumento de hectareas 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 paises del hemisferio norte, se han reportado episodios puntuales, en su mayoria
asociados a la infeccion con V. destructor. Teniendo en cuenta que muchos de los patégenos
potencialmente involucrados en los fenomenos de despoblacién de colmenas se encuentran
presentes en nuestro pais con altas prevalencias y niveles de infeccion, existe preocupacion en
relacion al posible rol de los mismos en las pérdidas de colmenas (Antunez et al., 2005; Antunez et
al., 2006; Invernizzi et al., 2009; Anido, 2013). Con el objetivo de evaluar las causas de la
despoblacion de colmenas en nuestro pais, se realizé un monitoreo estacional de 40 colmenas
provenientes de dos apiarios localizados en Colonia y San José durante 2009 y 2010. Dichos
apiarios tenian antecedentes de pérdida de colmenas con valores superiores a los esperados en
afios anteriores. Se analizd la presencia y nivel de infeccion de diferentes patdgenos
potencialmente involucrados en las pérdidas de colmenas asi como también los niveles de
proteinas totales en abejas, contaminaciéon con pesticidas y diversidad de polen. Durante el
periodo de andlisis, el 16,5% de las colmenas murieron (el 27% de éstas murieron sin causas
aparentes). Los niveles de infeccion con V. destructor en otofio y con N. ceranae en primavera asi
como la baja diversidad de polen estuvieron involucrados en dichas pérdidas (Antunez et al.,
2013a).
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Por dltimo, si bien se ha vinculado las pérdidas de colmenas con factores individuales como los
mencionados anteriormente, se ha propuesto que podria tratarse de un fendmeno multifactorial en
el que el mal e incrementado uso de pesticidas, desnutricion, el manejo de las colmenas y la

interaccién con y entre los distintos patégenos podrian jugar un papel crucial (Oldroyd, 2007).

Los antecedentes previamente expuestos brindan una idea general de las caracteristicas de un
fendmeno masivo con graves consecuencias tanto para el sector apicola como a nivel agricola.
Sin embargo, si bien existe una amplia variedad de estudios abordando esta problematica, la
multiplicidad de factores potencialmente involucrados dificultan arribar a un consenso en relacién

al tema y consecuentemente en la bisqueda de medidas paliativas para dicho fenémeno.

2.4. Nosemosis
2.4.1. Caracteristicas 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 caracteristicas 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 region remanente de las mitocondrias llamado mitosoma, junto con andlisis moleculares a
nivel de a y P tubulina y finalmente con el analisis de 99 genes codificantes de proteinas de
Encephalitozoon cuniculi (el primer genoma de microsporidio secuenciado) evidencié una clara
asociacion de los microsporidios al reino fungi (Keeling y Fast, 2002; Williams et al., 2002; Keeling,
2006; Tsaousis et al., 2008).

Sus caracteristicas morfolégicas se mantienen constantes dentro de los miembros del grupo y
sus caracteristicas genéticas y metabdlicas se han reducido notoriamente en concordancia con su
estilo de vida (Keeling y Fast, 2002). La espora es la forma infectiva y la Unica forma viable fuera
de la célula hospedera (Keeling, 2006). Posee forma ovalada y su tamafio varia segun la especie:
la espora de N. ceranae posee un tamafio aproximado de 4.7 um (Huang et al., 2007; Chen et al.,

2009), mientras que la de N. apis es de 6 um (Fries et al., 2013) (Fig. 3).
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Figura 3. Esporas de N. ceranae (A) y N. apis (B) mediante visualizacién en microscopia dptica 400 X.

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

La pared de dicha espora estd compuesta por una cubierta de quitina y proteinas
determinando dos capas: la exospora y la endospora. En el interior de esta cubierta se define el
esporoplasma, donde se encuentra el aparato de extrusion llamado tubulo polar. El mismo esta
formado por una regién proximal de anclaje a la espora (mediante el disco de anclaje) y una region
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 nimero de vueltas del tubulo 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 mas de 30 vueltas (Fries et al., 1989). Dicha caracteristica junto con la del
tamafio, son las que tradicionalmente se empleaban para la identificacion de ambos
microsporidios (Fries, 1988; Fries et al., 1992; Fries et al., 1996). Se han descrito tres proteinas
constituyentes del filamento polar: PTP1, PTP2 y PTP3, de las cuales PTP1 seria el constituyente
principal del mismo (Xu y Weiss, 2005). En el esporoplasma, también es posible identificar uno o

dos nucleos, dependiendo la especie, siendo N. ceranae diplocaridnica.
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2.4.2. Genética de Nosema ceranae

Uno de los aspectos mas interesantes acerca de los microsporidios es su genoma. En el caso
de N. ceranae su genoma fue secuenciado pero aun no ha sido ensamblado, principalmente
debido a su alto nivel de variabilidad y la existencia de multiples regiones solapantes (Cornman et
al., 2009). Se trata de un genoma sumamente reducido (con un tamafio estimado de 7,86 Mb),
comparable con otros genomas de microsporidios secuenciados (Katinka et al., 2001). Dicha
reduccion puede deberse a su extrema adaptacion 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 proteinas y elementos transponibles comunes
de eucariotas, lo cual estaria dando un indicio de los fendmenos de recombinacion que podrian
ocurrir en su genoma (Cornman et al., 2009). De hecho, diversos investigadores han encontrado
evidencia de recombinacién genética al analizar las secuencias nucleotidicas de los genes que
codifican para el ARNr, la subunidad menor de la ARN polimerasa Il (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 determinacidn del sexo y la reproduccion sexual
en algunas especies de microsporidios, hace proponer la posibilidad de reproduccidn sexual en N.
ceranae (Lee et al., 2008; Sagastume et al., 2011; Roudel et al., 2013; Krebes et al., 2014). Dicha
posibilidad podria explicar los altos niveles de diversidad genética reportados en el ARNr de N.
ceranae, en los genes codificantes de las proteinas constituyentes del filamento polar (PTP1,
PTP2 y PTP3), de la actina, Hsp70 y RPB1 y podria tener implicancias evolutivas en la relacién

hospedero-parasito (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 localizacién 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 disposicidn Unica, con la regidn 5S aguas arriba del gen que codifica para la sububidad
menor del ARN ribosomal y en posicion 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 podria ser el caso de N. ceranae (Katinka et al., 2001; Huang et
al., 2008). La secuencia 5S es seguida de la regién intergénica (igs), la cual es la méas variable, por
la que ha sido empleada para la caracterizacion 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 disposicion 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 germinacién el cual consiste en cuatro

etapas:
i) activacion (los mecanismos involucrados en dicha activacion aun no estan
dilucidados),
i) aumento de la presion osmética de la espora como consecuencia de la entrada de
liquido a la misma,
i) eversion del filamento polar a través de una ruptura en uno de sus extremos (apex)
iv) insercion fisica 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 estaria indicando que se trata de una etapa de
activa produccion de componentes del organismo acompafiado de la obtencion de energia a partir

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

A diferencia de la infeccién con N. apis, estudios de micorscopia han evidenciado transferencia
horizontal de este microsporidio entre células ventriculares, lo cual estaria 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 via oral, se da la
reversion 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 alli una etapa de activa
multiplicacion, 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 contaminacién. CW: pared de la espora. SP: esporoplasma. TU: tibulo polar.

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

Existen diferencias en las caracteristicas 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

infeccidn causa disenteria (Higes et al., 2010).

La “nosemosis tipo ¢’ se produce como consecuencia de la infeccion por N. ceranae. Una vez
que el microsporidio comienza a reproducirse en las células intestinales infecta células
ventriculares vecinas, accediendo a distintos érganos. Si bien no ha sido posible observar efectos
patolégicos en los mismos, estudios moleculares han demostrado que N. ceranae es capaz de
generar una infeccidn generalizada, colonizando no solo las células epiteliales del intestino sino
también los tubulos de Malpighi, cuerpos grasos y glandulas salivales e hipofaringeas (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 alteracion los procesos de absorcion de nutrientes se ven
modificados. Es asi 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; Martin—-Hernandez et al., 2011b). Dichas alteraciones tisulares a
nivel intestinal se ven reflejadas también en la expresién de compuestos relacionados a la
morfogénesis y reparacion tisular y en la expresion de enzimas involucradas en el metabolismo de
radicales toxicos (Dussaubat et al., 2010; Dussaubat et al., 2013; Holt et al., 2013). Ademas, se ha
observado que a diferencia de N. apis, N. ceranae es capaz de suprimir la expresién de genes
involucrados con la respuesta inmune de la abeja, dificultando el control de la infeccion (Antunez
et al., 2009; Chaimanee et al., 2011). También se han observado alteraciones a nivel hormonal
con consecuencias en la maduracion prematura de la abeja y acortamiento de la vida media de la
misma, ocasionando una disminucién progresiva de la poblacién (Dussaubat et al., 2010; Ares et
al., 2012). Esta disminucion se ve potenciada ademas por modificaciones en el comportamiento de
las abejas, ya que aquellas infectadas con N. ceranae demoran mas tiempo en regresar a la
colmena y lo hacen en menor proporcién en comparacion con abejas sanas (Kralj y Fuchs, 2010).
Ademas, dicha disminucion progresiva de la poblacién de abejas tiene consecuencias a nivel
productivo, ya que colmenas infectadas con N. ceranae producen significativamente menos miel

que aquellas colmenas tratadas (Botias et al., 2013a).

17



2.4.5. Control de la enfermedad

Para el control de la enfermedad se ha propuesto el uso de fumagilina, antibiético
tradicionalmente empleado para el control de N. apis y eficiente para el control de N. ceranae
(Botias 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 cria 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 investigacion a desarrollar.

2.4.6. Epidemiologia y diversidad genética de N. ceranae

Los estudios epidemioldgicos analizan los comportamientos de las enfermedades en cuanto a
su distribucion en el tiempo y espacio, frecuencia y mecanismos de control (OMS, 2014). Las
enfermedades infecciosas se identifican con agentes patdgenos, pudiendo existir distintas
variantes de los mismos. Estas variantes o aislamientos pueden diferir entre si a nivel fenotipico,
bioquimico y genético y la identificacion de los mismos podria explicar brotes de la enfermedad y
diferencias en las manifestaciones clinicas (Tenover et al., 1997; Reyes y Zervos, 2010). Por tal

motivo, la identificacion de dichas variantes es un aspecto fundamental a nivel epidemioldgico.

La caracterizacion fenotipica y metabolica 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 ofras estrategias metodoldgicas que no requieran este proceso como pueden ser las

herramientas moleculares (Handelsman, 2004).

En este sentido existen técnicas que implican el analisis mediante secuenciacion 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 recombinacion 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 tipificacion que analizan patrones comunes entre regiones especificas del
genoma o genomas completos sin la necesidad de abordar un analisis detallado de secuencia.
Ejemplos de esto constituyen las técnicas de rep-PCR, RAPD (Restriction Amplifed Polymorphism
DNA), ribotipificacion, 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 despoblacion de
colmenas en Espafia mientras que en otros paises no se ha podido establecer tal asociacién, se
ha propuesto que posiblemente existan distintas variantes genéticas del microsporidio circulando
las cuales algunas podrian ser mas 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 secuenciacion 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 mdultiples 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 analisis, la diferenciacion 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; Antunez 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 otofio a las plantaciones de E.
grandis al norte del pais. 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 infeccién 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 infeccion con N. ceranae que las abejas de
origen europeo, lo cual plantea un antecedente interesante a la hora de escoger razas para
trabajar alli. Estudios de seleccidn bidireccional plantearon que posiblemente el ambiente juegue
un rol importante en dicha interaccién, ya que luego de dos generaciones de seleccion no fue
posible observar diferencias en cuanto a los niveles de infeccion con el microsporidio (Mendoza et
al., 2013).

Ademas de infectar las abejas A. mellifera, se ha visto que N. ceranae esta presente en
abejorros Bombus atratus y Bombus belllicosus en Uruguay con una prevalencia mayor al 70%, lo
cual sugiere que estos organismos podrian ser un reservorio importante del microsporidio (Arbulo
etal., 2013).

En cuanto a las estrategias de tratamiento, se ha evaluado la efectividad del extracto etandlico
de propéleos y del Apiherb (producto comercial compuesto por distintas hierbas) para el control de

la infeccion 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 meliferas son organismos sociales. Una de las desventajas de esta vida en
sociedad es que resultan blanco de distintos patégenos debido a la enorme capacidad de
transmision 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 patdégeno, su éxito depende de su capacidad de ingresar a la
colmena, establecerse y por Ultimo dispersarse, por lo que el estado sanitario de la colmena
depende de la capacidad de la misma de evitar que el patdgeno experimente estas etapas
(Cremer et al., 2007). Por tal motivo, en primer lugar el ingreso de potenciales patégenos esta
limitado por la presencia de abejas guardianas y la encapsulacion de los mismos en cubiertas de

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

Una vez que el patbgeno ingresd, se ponen en marcha mecanismos para evitar su
establecimiento y diseminacién, 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 crias infectadas en las celdas operculadas y resulta efectivo frente a enfermedades como
Cria Yesificada y Loque Americana (Invernizzi, 2001; Evans y Spivak, 2009). El grooming es la
capacidad que tienen las abejas de remover al patdégeno de si mismo (auto-grooming) o de sus
compafieras (allogrooming) y es especialmente efectivo contra el acaro V. destructor (Rosenkranz
et al, 2010). Ambos comportamientos son empleados como métodos de evaluacion de colmenas

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

La remoci6n 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 transmision vertical de la enfermedad, constituyen otros de los tantos comportamientos
sociales para evitar el contagio de los patégenos (Cremer et al., 2007). Ademas, se ha reportado
que las abejas podrian agruparse para formar una bola entre si, aumentando la temperatura
interna a niveles en que ciertos enemigos no soportan (fiebre comportamental) (Ono et al., 1995;
Starcks et al., 2000)

Por Ultimo, las caracteristicas genéticas de la abeja juegan un rol importante en cuanto a la
resistencia y tolerancia a ciertos patdgenos (Fontbonne et al., 2013). La reina es la Unica abeja de
la colmena madura sexualmente, aparedndose con varios zanganos. De esta forma, la progenie

estard formada por distintas subfamilias dependiendo del nimero de zanganos con los que se
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apared la reina y por lo tanto es posible que aquellas colmenas que tengan mayor diversidad

genética podrian enfrentar mejor la infeccion por ciertos patdgenos (Seeley y Tarpey, 2007).

2.5.2. Inmunidad individual

Una vez que el patdgeno vence las barreras de defensa colonial, se ponen en marcha los
mecanismos de defensa individual. En este aspecto, el anélisis del genoma de A. mellifera ha
revelado una reduccién en los genes vinculados a la inmunidad innata, lo cual puede deberse a
una mayor inversion del organismo en los comportamientos de inmunidad social (Evans et al.,

2006; The Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006).

Luego de vencer las barreras fisicas para impedir su acceso al hospedero, como la cuticula del
exoesqueleto y la membrana peritrofica del intestino, se activa el sistema inmune innato cuya
respuesta comienza con el reconocimiento de ciertas estructuras del patdgeno llamadas MAMP's
(Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos). De esta forma se desencadenan cascadas
de sefializacion de cuatro tipos vinculadas tanto a la inmunidad humoral como celular (Evans et
al., 2006):

1) Toll: esta involucrada en el reconocimiento de bacterias y hongos mediante receptores de
tipo transmembrana TLRs (receptores tipo Toll) y los productos de esta cascada estan
involucrados en la produccion de péptidos antimicrobianos, tres lisozimas y la enzima
profenol oxidasa.

2) Imd (Immune deficiency): los receptores de esta cascada estadn vinculados al
reconocimiento  principalmente de bacterias gram negativas, desencadenando la
produccion de péptidos antimicrobianos. El producto del gen imd es un regulador critico de
esta cascada.

3) JNK: se activa debido a la interaccion con componentes de la cascada Imd y estd también
involucrada en la produccién de péptidos antimicrobianos, enzimas vinculadas al proceso
de melanizacion y reguladores del proceso de apoptosis.

4) JAK/STAT (Janus quinasa): esta cadena esta involucrada en la produccion de moléculas
tipo complemento y en la sobreproliferaciéon de células inmunes (hemocitos). Ademas,
teniendo en cuenta que genes homoélogos en Drosophila actuan 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 produccion 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 actlian mediante
mecanismos de disrupcién de la membrana del patdgeno debido a la formacién de poros que
alteran su polarizacion, o mediante su ingreso al citoplasma del patégeno y modificacion de
sintesis y expresion de distintos componentes del mismo (Li et al., 2012). Ademas, estos péptidos
actiian con la LISOZIMA, la cual tiene actividad bactericida y bacteriostatica al hidrolizar los

enlaces B 1-4 del peptidoglicano bacteriano.

También, se ponen en marcha mecanismos de defensa celular, caracterizados por procesos
de fagocitosis, encapsulaciéon y nodulacién, estos Ultimos pudiendo estar acompafiados por
melanizacion (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 interaccidn con su blanco se activa a la
forma FENOL OXIDASA, la cual cataliza la oxidacién de fenol o quinonas, compuestos que
polimerizan de forma no enzimatica dando lugar a la melanina (Vargas-Aboes y Ortega Rubio,
1994). Su accién toxica, esta potenciada por la accion de la enzima GLUCOSA
DESHIDROGENASA, la cual cataliza la oxidacion de glucosa a glucano lactona produciendo
FADH,. EI FADH. funciona a modo de donador de electrones a las quinanas generando
semiquinonas, que en presencia de oxigeno reaccionan produciendo superdxido, compuesto
extremadamente téxico que contribuye a la destruccién del patdégeno encapsulado (Cox-Foster et
al., 1993).

Por otro lado, células dafiadas pueden sufrir apoptosis 0 muerte celular programada, proceso
altamente regulado por inhibidores de apoptosis como por ejemplo la deterina (codificada por el
gen bircd) (Kerr et al., 1972; Bergmann et al., 1998; Jones et al., 2000).

Ademas, a la hora de evaluar la interaccion entre el patégeno y la abeja A. mellifera
usualmente se estudia la expresion de la VITELOGENINA, lipoproteina de 180 kDa involucrada en
los procesos de proteccion contra el estrés oxidativo y por lo tanto estd vinculada al
envejecimiento de la abeja y la transicion de la misma por las distintas tareas (Seehuus et al.,
2006; Nelson et al., 2007). Se ha reportado que su expresion puede ser modificada bajo ciertas
circunstancias como la infeccion con N. ceranae (Antunez et al., 2009), por lo que conocer su
dindmica en abejas infectadas con este microsporidio contribuye a profundizar en la dinamica de

esta enfermedad.
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3. Hipétesis de trabajo

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

geograficas. Dichas variantes tienen diferente virulencia, lo cual podria explicar las discrepancias

previamente reportadas en cuanto a las consecuencias de la infeccion 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 especificos

Los objetivos especificos del presente trabajo son:

1-

Obtener una coleccion de muestras de N. ceranae a partir de abejas A. mellifera
naturalmente infectadas, provenientes de distintos paises.

Poner a punto las técnicas de Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante
(DGGE) y Andlisis de Inter Regiones de Repeticiones Simples (ISSR) para el anélisis de la
diversidad genética de N. ceranae.

Conocer la diversidad genética de la coleccion de muestras de N. ceranae y definir las
variantes circulantes.

Estudiar la distribucion geografica de dichas variantes.

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

espafiol y uruguayo al infectar la abeja A. mellifera iberiensis.
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5. CAPITULO 1: Variabilidad genética de N. ceranae
5.1. INTRODUCCION

La asociaciéon de N. ceranae con los fendmenos de pérdida masiva de colmenas es un tema
controversial ya que si bien en Espafia dicha asociacion es clara, este no seria el caso del resto de
los paises (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 podrian tener diferente
virulencia y por lo tanto un punto importante es poder identificar las distintas variantes del

microsporidio que podrian estar circulando.

Estudios previos han intentado abordar este problema sin resultados exitosos empleando
principalmente técnicas de secuenciacion (Sagastume et al., 2011; Roudel et al., 2013; Gomez-
Moracho et al., 2014).

Sagastume y colaboradores (2011) clonaron y secuenciaron un fragmento del operon
ribosomal de 12 muestras de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae provenientes de
Alemania, Eslovaquia, Eslovenia, Espafia, Francia y Kirguistan. Obtuvieron en total 105 clones
cuyo analisis de la secuencia nucleotidica permitié 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 Unico haplotipo, habiendo casos en los que clones
provenientes de la misma muestra fueron tan distintos entre si como aquellos provenientes de
muestras distintas. Roudel y colaboradores (2013) obtuvieron resultados similares analizando la
secuencia nucleotidica de N. ceranae de los genes codificantes de SSUrRNA, PTP2, SWP25,
SWP30, HSWP4, EnP1B y cuatro genes codificantes de proteinas 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 separacién de fragmentos del mismo

tamafio en base a su secuencia nucleotidica (Fischer y Lerman, 1983).

Como primer paso, la técnica implica la amplificacién mediante PCR de un fragmento de un
gen. El producto de dicha amplificacion es sometido a electroforesis en gel en gradiente de
condiciones desnaturalizante de urea y formamida. De esta forma, la doble hebra de ADN se
posicionara en su punto de desnaturalizacién. La completa desnaturalizacion del producto de PCR
es impedida debido a la incorporaciéon de una region rica en guanina y citosina en uno de los
cebadores, la cual genera un punto estrecho de union entre ambas hebras de ADN (Myers et al.,
1985).

Considerando que la unién de guanina y citosina es de tres puentes de hidrégeno mientras que
la de adenina y timina es de dos, aquellos productos cuya composicion GC sea mayor que otros
precisaran mas fuerza para desnaturalizarse y por lo tanto se ubicaran en regiones donde la
fuerza de desnaturalizacién sea mayor. Asi, fragmentos de igual tamafio pero distinta secuencia
migraran de forma diferencial en el gen (Myers et al., 1985). De esta forma, a partir de cada
muestra se obtiene un patron de bandas las cuales dependiendo de su secuencia nucleotidica 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 especificos para analizar
patrones de banda complejos. Si bien la técnica permite analizar un gran nimero de muestras en

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

Esta técnica es empleada principalmente para el andlisis de comunidades microbianas (Green
et al, 2009), aunque en algunos casos también ha sido Util para el andlisis de diversidad
intraespecifica (Antinez et al., 2007; Ren et al., 2011). En estos casos, se emplean cebadores

cuya secuencia blanco es una region especifica del organismo en analisis.
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5.1.2. ISSR

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repetitions) son repeticiones en tandem de di, tri
o tetra nucledtidos los cuales se encuentran distribuidos al azar en los genomas de eucariotas; son
muy polimérficos y especificos de cada especie (Bornet y Branchard, 2001; Reddy et al., 2002).
Debido a sus caracteristicas composicionales, la ADN polimerasa puede agregar o quitar
repeticiones en el proceso de replicacion del ADN (principalmente en aquellos organismos cuyo
mecanismo de correccidn de errores no es muy efectivo), y por lo tanto suelen existir variaciones
en la composicion de los microsatélites a nivel de poblaciones. Sin embargo, si bien el analisis de
estas regiones es una herramienta Util para el estudio de la diversidad intraespecifica, 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 amplificacion
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 resultd Util para la identificacion de variantes de

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

IERRNANERNRRENRNANERNNREENE
————— repeats

V ISSR : primers

during PCR process ...

TP TTTTTITITTTT T TLrpI TTT T T T T I T TITTTTT
EICUEE LT Rl 1 0 ik 19T ki 1%

Figura 6. Esquema comparativo del proceso de amplificacion de SSRs e ISSRs. Tomado de Yip et al., 2007.
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5.2. MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Muestras de Nosema ceranae

Las muestras de N. ceranae a emplear en los analisis 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 investigacion (Anexo 1) al
Departamento de Microbiologia del IIBCE donde se procesaron segun se describe a continuacidn
y se integraron a la coleccion de dicha institucion. Las mismas se almacenaron a — 20 ° C hasta el

momento de su analisis.

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 maxima
velocidad durante 120 segundos. El homogeneizado se filird para eliminar restos del esqueleto de
la abeja y se centrifugd a 10.000 x g durante 6 minutos. El sedimento obtenido se resuspendi6 en

2 ml de agua destilada estéril y se empleo para la purificacion de esporas.

5.2.3. Purificacion de esporas de Nosema spp.

Para la obtencion de una suspension pura de esporas de Nosema spp. se emple la técnica de
centrifugacion en gradiente de Percoll (Martin—~Hernandez et al., 2009). Para esto, se centrifugd 1
ml del homogeneizado obtenido en la etapa anterior con 10 ml de Percoll 95 % a 11.000 x g
durante 40 minutos. Esto permiti6 la concentracién de las esporas formando una “nube de
esporas”. Luego que se recupero dicha “nube de esporas”, se resuspendié en cinco ml de agua
destilada estéril, se centrifugd a 650 x g durante diez minutos y se descartd el sobrenadante. Este
Ultimo proceso se repitio dos veces con el fin de lavar las esporas y quitar los excedentes de

Percoll.

Como control negativo se realizd este procedimiento en cinco muestras de abejas escogidas al
azar en las cuales se chequed previamente que no estaban infectadas con Nosema spp. mediante
multiplex PCR (“controles de purificacion”) (Martin-Hernandez et al., 2007). En estos casos se
tomd muestra de la zona en que deberia estar la nube de esporas en caso que estas hubiesen

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

suspension, las esporas permanecen viables como maximo 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, Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de las muestras a emplear en los analisis de diversidad genética se
realizé a partir de las esporas purificadas segun se describe en la seccion anterior. Para esto, se
utilizé el Qiamp viral ARN mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones indicadas

por el fabricante. EI ADN obtenido se almaceno a —20 °C para los siguientes analisis.

5.2.5. Discriminacion 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 amplificd mediante multiplex PCR un fragmento especifico de
cada uno de los microsporidios correspondientes al operon ribosomal (Martin-Hernéndez et al.,
2007). Para la identificacion de N. ceranae se emplearon los cebadores 218MITOC-F (5'-
CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTA-3, Tm: 556 °C) y 218MITOC-R (5-
CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG-3", Tm: 58,9 °C) que amplifican un fragmento de 218 pb,
mientras que para N. apis se emplearon los cebadores 321APIS-F  (5'-
GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA-3, Tm: 599 °C) vy 321 APIS-R (5-
GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG-3', Tm: 60,1 °C) que amplifican un fragmento de
321 pb. La mezcla de reaccion consistié en 0,4 uM de cada cebador, 3 mM de MgCl,, 0,4 mM de
dNTPs, 2 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen), buffer 1X, y 2,5 pl de ADN en un volumen final
de 25 ul. En cada reaccion se incluy6 un control negativo en el cual se empled agua bidestilada
estéril en lugar del ADN. Las condiciones de ciclado consistieron en 94 °C por 2 minutos, 10 ciclos
de 94 °C por 15 segundos, 61,8 °C por 30 segundos, 72 °C por 45 segundos, 20 ciclos de 94 °C
por 15 segundos, 61,8 °C por 30 segundos, 72 °C por 50 segundos con una extensién de 5
segundos en cada ciclo y por ultimo 72 °C por 7 minutos. La reaccion se realizé 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, acido borico 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 tifieron 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 analisis de la diversidad genética de N. ceranae se optimizé la técnica de DGGE. Para
esto, se trabajé con cuatro muestras de abejas provenientes de Argentina, Chile, Espafa y

Uruguay infectadas naturalmente con N. ceranae.

En una primera instancia se puso a punto la amplificacion 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 region intergénica (IGS) (Tabla 1) (Huang et al., 2007; Chen et al., 2009; Chaimanee et al.,
2011). La mezcla de reaccion en los tres casos consistié en 0,2 uM de cada cebador, 2 mM de
MgClz, 0,1 mM de dNTPs, 1U de Taq (Invitrogen), buffer 1X'y 2 pl de ADN en un volumen final de
25 pl. El programa de ciclado para la amplificacién del gen que codifica para el SSUrRNA y de la
region IGS consistié en 2 minutos a 95 °C, 45 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55 °C
y 30 segundos a 68 °C y una extension final de 2 minutos a 68 °C. El programa de amplificacion
del gen ptp1 consistié en 2 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 55
°C y 30 segundos a 72 °C y una extension final de 10 minutos a 72 °C. 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 amplificacidn especifica de los fragmentos correspondientes al
SSUrRNA, IGS y PTP1 de N. ceranae. En letra negrita se indica la grapa GC.

Region Tamaiio del

Nombre Secuencia .. Referencia
blanco  amplicon
5-CGCGCCGCCGCGCGCGGCCGGCG
NcerF1 GGATAAAAGAGTCCGTTACC-3' SSUrRNA 250 pb Chen et al., 2009
NcerR1 5 -TGAGCAGGGTTCTAGGGAT-3
5-CGCCCGCCGCGCGCGGCCGGCGG
NcerF2 GACAAAAACTACAGCACCTAGS-3' IGS 606 pb Huang et al., 2007
NcerR2 5 -ACGTCAGGCAGAATCAAC-3
NCORF_1664_PTPF 2 :CCCBCCGCGCGCGGCCGGCGGGECGE pppy 445, Chaimanee et al,, 2011

GGGCGACAACAAGGAAGACCTGGAAGTG-3'
NcORF 1664 PTPR  5-TGTGAATAAGAGGGTGATCCTGTTGAG-3'

Para verificar la amplificacion de una Unica 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 tifieron 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, &cido
aceético 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 °C 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 desnaturalizacion entre un 20 y
80% con el fin de obtener una mejor resolucion de las bandas. Asi mismo, para visualizar mejor las
bandas tenues y obtener patrones de bandas comparables se vari6 el volumen de siembra de los
productos obtenidos.

La resolucion de los patrones de bandeo se realizé mediante tincién con GelRed (Biotium,
USA) durante una hora y los geles se escanearon empleando el escaner de genes FujiFilm Starion
FLA 9000 Image Scanner del IIBCE.
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5.2.7. Puesta a punto de la técnica de Andlisis de Inter Regiones de Repeticiones Simples
(ISSR)

Con el fin de poner a punto la técnica de ISSR para el analisis de N. ceranae se probaron 28
cebadores los cuales fueron empleados previamente para la amplificacion del genoma de Nosema
bombysis (Rao et al., 2005) (Tabla 2). Al igual que en el caso de la optimizacién del DGGE, se
emplearon cuatro muestras de distintos origenes (Argentina, Chile, Espafa y Uruguay). Para la
reaccion de PCR se probo la enzima Taq estandar y Platinum® Tagq (Invitrogen). La mezcla de
reaccion consistié en todos los casos en 0,3 uM de cada cebador, 4 mM de MgClz, 0,4 mM de
dNTPs, 1U de Taq (Invitrogen), buffer 1X'y 1 pl de ADN en un volumen final de 20 pl. Las
condiciones de amplificacion consistieron en 2 minutos a 94 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C,
30 segundos a 40 °C, 2 minutos a 72 °C y 10 minutos a 72 °C 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 visualizacion se realizd mediante tincién con
GelRed (Biotium, USA) durante una hora y los geles es escanearon empleando el escaner de
genes FujiFilm Starion FLA 9000 Image Scanner del lIBCE.

32



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 nucleétido.



5.2.8. Analisis de diversidad genética d e Nosema ceranae

Una vez puesto a punto el DGGE e ISSR se escogio para el andlisis de la coleccion de
muestras de N. ceranae aquella técnica que permitié observar diferentes patrones de amplificacion
entre las cuatro muestras empleadas y que resulto reproducible. Se incluyé como grupo externo
seis muestras de ADN de N. apis cedidas por Carolina Abud e lvanna Tomasco del Laboratorio de

Evolucion de Facultad de Ciencias, UdelaR.

Los analisis de diversidad genética de las muestras de N. ceranae empleadas en los ensayos
de infeccién se realizaron al final de dicho ensayo y los resultados obtenidos se compararon con la

filogenia de la coleccion de muestras.

Las imagenes obtenidas se analizaron mediante el Software GelCompar Il (Applied Maths,
Brasil). Los patrones de bandas se marcaron automaticamente 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
optimizacion (libertad en el movimiento de la imagen) de modo de que las diferencias observadas
no fueran artefactos metodoldgicos sino que tuvieran sentido biolégico. Se empled el coeficiente
de similitud “Different bands” para el célculo de la matriz de similitud, el cual asigna el puntaje
segun el numero de bandas distintas entre las dos muestras que se estan comparando. Este
coeficiente responde a la formula S = 1 — ((Na + Ng) — 2Nas), siendo S el puntaje de similitud entre
ambas muestras, Na el nimero de bandas de la muestra A, N el nimero de bandas de la muestra

B y Nag el nimero de bandas en comun entre las muestras Ay B.

Se emplearon los métodos de inferencia filogenética UPGMA y Neighbor Joining para generar
los agrupamientos basados en los patrones de bandas vy la significancia de los agrupamientos se
determino por el indice de correlacion cofenética, el cual es una medida de correlacién entre las

similitudes derivadas del dendograma y la matriz de similitud.

La significancia interna de grupo se evalué mediante el método de Jacknife (por maxima
similitud), el cual compara cada muestra con la mas similar dentro de cada grupo predefinido
asignandole 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 biogeogréafico y
de cada agrupamiento se empleé el indice de diversidad de Simpson (D) segun la formula D = 3 n;
(ni-1) / N(N-1) siendo n el numero de individuos dentro de la categoria i y N el numero de
individuos en la poblacion. Este indice tiene en cuenta la diversidad y su equitatibilidad, es decir la
uniformidad en la distribucién de los individuos en esas categorias. Valores cercanos a 0 indican

mucha diversidad dentro del grupo mientras que valores cercanos a 1 indican diversidad nula.
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5.3. RESULTADOS
5.3.1. Coleccion de muestras de Nosema ceranae

Se recibieron 146 muestras de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae provenientes de
16 paises distintos, de las cuales 74 mostraron la presencia tUnicamente 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
analisis. Dichas muestras provinieron de 13 paises: Argentina, Brasil, Canada, Croacia, Eslovenia,
Espafa, Hawaii, Holanda, Francia, Portugal, Suiza, Turquia 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 purificaciéon de la nube de esporas obtenidas a partir de la
centrifugacion 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 amplificacion especifica 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.
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Figura 8. Distribucion mundial de las muestras empleadas en los analisis de diversidad genética.
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Tabla 3. Coleccién de muestras empleadas para evaluar la diversidad genética de N. ceranae.

Nombre Origen AOCS Nombre Origen AIOCE
colecta 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 Espafia 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 Canada 2010 10_1067 Hawaii 2010
13-002 Canada 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  SinDato  10_1075 Hawaii 2010
11912 Espafia 2011 10_1082 Hawaii 2010
11_246 Espafia 2011 10_1154 Hawaii 2010
11_253 Espafia 2011 10_1163 Hawaii 2010
A Espafia 2009 10_1194 Hawaii 2010

C4 Espafia 2009 08_1001 Holanda 2008
C5 Espafia 2010 08_1110  Holanda 2008

6_C1 Espafia 2010 08_1111 Holanda 2008
11_CER1  Espafia 2007 09_552 Holanda 2009
12_CER2  Espafia 2009 09_567 Holanda 2009

14_C12 Espafa 2011 09_142 Portugal 2009
15_CER37  Espafa 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 Turquia 2010
09_863 Francia 2009




5.3.2. Puesta a punto de DGGE

Para el andlisis de la diversidad genética de N. ceranae se trabajé en una primera instancia
empleando la técnica de DGGE. Se usaron juegos de cebadores que amplifican especificamente
un fragmento del gen que codifica para la SSUrRNA, un fragmento del gen que codifica para el
PTP1 y un fragmento de la regiéon IGS empleando muestras de N. ceranae de distinto origen
geografico (Argentina, Chile, Espafia y Uruguay). El analisis mediante electroforesis en gel de
agarosa permitio visualizar una Unica banda del peso molecular esperado segun su producto: 250
pb para el fragmento del gen que codifica para la SSUrRNA, 606 pb para el fragmento de la region
intergénica (IGS) y 838 pb para un fragmento del gen que codifica para la subunidad 1 del

filamento polar.

Posteriormente, se optimizé la concentraciéon del gradiente de desnaturalizante para cada
producto de amplificacién, 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 geografico mediante ninguno de los tres juegos de

cebadores.

Por otro lado, es posible observar la existencia de varias copias con diferencias en la
secuencia nucleotidica de cada region 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 resolucién del fragmento del
gen que codifica para SSUrRNA de N. ceranae; (B) Gel desnaturalizante en gradiente 20 - 50 para la
resolucion de un fragmento de la region intergénica de N. ceranae; (C) Gel desnaturalizante en gradiente 30
- 60 para la resolucién 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 espafiol; (4) N. ceranae de

origen uruguayo.
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5.3.3. Puesta a punto de ISSR

Como otra opcion para el analisis de diversidad genética se planted la técnica de ISSR. En
primer lugar se prob6 con la enzima Taq estandar y Platinum® Taq (Invitrogen), escogiéndose
esta Ultima debido a que fue la Unica con la que no se observaron productos de amplificacion en
los controles negativos. De los 28 cebadores empleados, seis se escogieron para los siguientes
analisis debido a que fueron los unicos que amplificaron las cuatro muestras y mostraron distintos

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

Figura 10. Ejemplo de geles de agarosa correspondientes al anlisis 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 purificacion"). 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 amplificacion en los controles de
purificacion cuando estos cebadores se emplearon en la reaccion de PCR. El cebador 851 fue el

Unico cuya reaccion no evidencié amplificacion (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

purificacion 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 andlisis de diversidad genética de N. ceranae fue la de ISSR empleando el
cebador 851. Los patrones de amplificacion obtenidos fueron reproducibles, ya que se obtuvieron
los mismos patrones de amplificacién una vez repetida la reaccion de PCR. Para el anélisis de los
resultados se establecieron los valores de optimizacién y tolerancia en 0,3% y 0,6%

respectivamente.

En la Figura 12 se presentan los resultados obtenidos del analisis de diversidad genética de la
coleccion de muestras de N. ceranae. Teniendo en cuenta que fue posible observar la misma
topologia empleando los métodos de inferencia UPGMA y Neighbour Joining, a continuacién se
presentan los resultados obtenidos con este Ultimo. Los patrones de amplificacion obtenidos
permiten observar la existencia de tres grupos principales, A, B y C, con altos valores en la

consistencia de cada agrupamiento segun el indice de correlacion cofenética.

El grupo A se caracteriza por un patréon de amplificacion en comun caracterizado por la
presencia de las bandas de 2420, 2230, 1780, 1260, 1060 y 1020 Kb. El indice de diversidad de
Simpson se calculd considerando este patron de amplificacién comin como caracteristico del
grupo, indicando que la diversidad genética dentro del grupo es nula (D=1). Este grupo esta
conformado por muestras provenientes de Europa (Holanda, Francia, Croacia, Suiza e ltalia),

Hawaii, Canada 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 Canada, Espafia, Francia, Suiza, Eslovenia, Turquia,
Portugal y Argentina, mientras que el grupo C se conformé por muestras de Espafia, Francia,
Argentina y Uruguay. Los indices 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 ningun grupo definido.

La significancia interna de grupo se evalué mediante el método de Jacknife definiendo los tres
grupos establecidos por el andlisis 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 asocio al

grupo B.
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1 502

o

I 505
I 508
W 507

.C4
.C8

|

. apis C3 Control Sin dato Control
. apis C6 Control Sin dato Control
. apis C5 Control Sin dato Control
. apis C4 Control Sin dato Control
. apis C2 Control Sin dato Control
. apis C1 Control Sin dato Control
Tuc Argentina 2012 América del Sur
Brasil 2012 Ameérica del Sur
500 Argentina 2012 América del Sur
T23 Argentina 2012 América del Sur
Argentina 2012 América del Sur
Argentina 2012 América del Sur
Brasil 2012 Ameérica del Sur
Brasil 2012 Ameérica del Sur
Francia 2010 Europa
Francia 2010 Europa
. 09_861 Francia 2009 Europa
Espaiia 2009 Europa
I 10_c10 Francia 2010 Europa
. 12_CER2 Espafia 2009 Europa
Espaiia 2010 Europa
Argentina 2012 América del Sur
Argentina 2012 América del Sur
Argentina 2012 América del Sur
11 _CERL Espaia 2007 Europa
Uruguay 2012 América del Sur
Uruguay 2012 América del Sur
Uruguay 2012 América del Sur
Wr7c2 Francia 2010 Europa
Espafia 2009 Europa
Francia 2010 Europa
Wscn Francia 2010 Europa
c3 Francia 2010 Europa
. 08_1268 Francia 2008 Europa
|17 06_476 Suiza 2006 Europa
W 11 246 Espaia 2011 Europa
W 14 c12 Espafia 2011 Europa
Eslovenia Sin Dato Europa
09_142 Portugal 2009 Europa
W 11258 Espafia 2011 Europa
9 C7 Espafia 2010 Europa
W 11012 Espaia 2011 Europa
10_230 Turquia 2010 Europa-Asia
13-002 Canada 2013 América del Nor
Argentina 2012 América del Sur
[l 15_CER37 Espaia 2007 Europa
Uruguay 2012 América del Sur
| e Espafia 2010 Europa
08_736 Argentina 2008 América del Sur
W o7_1181 Croacia 2007 Europa
|77 06_481 Suiza 2006 Europa
. 10_1170 Italia 2010 Europa
10_377 Canada 2010 América del Nor
W 10_1075 Hawaii 2010 Ameérica del Nor
. 10_1082 Hawaii 2010 América del Nor
. 08_1277 Francia 2008 Europa
W 07_1176 Croacia 2007 Europa
W o7_1177 Croacia 2007 Europa
. 08_1111 Holanda 2008 Europa
| 08_1110 Holanda 2008 Europa
[ 09_855 Francia 2009 Europa
. 10_1065 Hawaii 2010 América del Nor
[ 09_859 Francia 2009 Europa
[ 09_858 Francia 2009 Europa
[ 09_857 Francia 2009 Europa
. 08_1001 Holanda 2008 Europa
[ 09_552 Holanda 2009 Europa
[ 09_567 Holanda 2009 Europa
. 10_1159 Hawaii 2010 América del Nor
0_1154 Hawaii 2010 Ameérica del Nor
[ 10_1067 Hawaii 2010 Ameérica del Nor
. 10_1074 Hawaii 2010 América del Nor
. 10_1066 Hawaii 2010 América del Nor
I 10_1165 Hawaii 2010 Ameérica del Nor
9_342 Francia 2009 Europa
. 10_1204 Hawaii 2010 América del Nor
I 10_1163 Hawaii 2010 Ameérica del Nor
I 10_1104 Hawaii 2010 Ameérica del Nor
Francia 2009 Europa

[ 09_863

Figura 12. Cladograma de la coleccion de muestras de N. ceranae mediante el método de inferencia filogenética

Neighbour Joining. Cada region geogréfica 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 disminuy6. 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 Espafia
y 16 de Francia, siendo éstos los paises con mayor representacion de muestras. El 40,4% de las
muestras de origen europeo se asocié con el grupo A, quedando todas las muestras de Espafia
por fuera de este grupo (Fig. 13). Si este célculo se reformula excluyendo las muestras
provenientes de Espafia (debido a que quedd por fuera del grupo A), el 56,6% de las muestras
europeas presentan el patron de amplificacion caracteristico de este grupo, con un indice de
diversidad de Simpson de 0,51 lo cual indica una diversidad genética media de N. ceranae en
Europa. Ademas, el 100% (12) de las muestras de Hawaii se identificaron con el patron

caracteristico del grupo A.
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e Francia
mece Francia
o Francia
W Francia
Wcs Francia
HWc Espafia
Mics Francia
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HWcs Espafia
11 CERL Espaiia
Il 15_CER37 Espafia
W00 142 Portugal
W 11912 Espafia
. 11_253 Espaia
Woc Espafia
W14 cr2 Espaiia
Wi Eslovenia
06_476 Suiza
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| [ o8_1268 Francia
[ 09_552 Holanda
07_1181 Croacia
l 10_1170 Italia
06_481 Suiza
[ 09_342 Francia
[ 09_863 Francia
[ 08_1277 Francia
07_1176 Croacia
07_1177 Croacia
[ 09_858 Francia
[ 09_859 Francia
‘ [ 09_567 Holanda
| 09_857 Francia
| 08_1001 Holanda
. 08_1110 Holanda
[ 09_855 Francia
08 1111 Holanda

Figura 13. Cladograma de las muestras de N. ceranae provenientes de Europa mediante el método de
inferencia filogenética Neighbour Joining. Cada region geogréfica 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 disminuy6. Se incluyé una muestra de N.

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

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

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

Il N. apis C1
II C5
[l 12_CER2
11_CER1
[ I
[ e
Wect
15_CER37
14 C12
[ 11246
11253
o2
ocr

Control
Espafia
Espafia
Espaiia
Espafia
Espaiia
Espafia
Espafia
Espafia
Espafia
Espafia
Espafia
Espafia

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

filogenética Neighbour Joining. Las muestras se presentan en distintos colores segun el afio 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 disminuy6. Se incluy6 una muestra de N. apis

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

método de inferencia filogenética Neighbour Joining. Los distintos paises 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 disminuyé. Se

incluyé una muestra de N. apis como grupo externo.

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

fueron tomadas.
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5.4. DISCUSION

En el presente capitulo se planteé la caracterizacion de muestras de N. ceranae provenientes
de distintas partes del mundo mediante el analisis de su diversidad genética. Esta identificacion 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 caracteristicas y dinamica de la
enfermedad. Esta caracterizacion ha sido abordada por distintos grupos de investigacion con poco
éxito hasta el momento, debido principalmente a las técnicas escogidas para dicho andlisis y al
alto nivel de variacion 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
planted el empleo de dos técnicas alternativas: DGGE e ISSR. Dichas técnicas tienen como
principal caracteristica que no implican el analisis detallado base a base de la secuencia
nucleotidica, sino que brindan informacién mediante patrones de amplificacién generales de
secuencias especificas en el caso de DGGE o mediante el analisis de todo el genoma en el caso
de ISSR (Reddy et al., 2002; Green et al., 2009).

La técnica de DGGE no resulto informativa para cumplir el objetivo planteado ya que evidenci6
un Unico patrén de amplificacion en las muestras analizadas y por lo tanto no permitié la
diferenciacién entre las mismas. Por otro lado, esta técnica permitio identificar la existencia de
varias copias de cada regién del genoma en estudio. Genomas adaptados al parasitismo extremo
como es el caso de N. ceranae, tienden a ser sumamente reducidos, manteniendo aquella
informacién genética basica 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 podrian llamar la
atencion (Keeling y Fast, 2002; Cornman et al., 2009). Sin embargo, la existencia de varias copias
funcionales del operén ribosomal ya ha sido planteada aunque su numero ain 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 unica copia en el genoma de ciertos microsporidios (Delbac et al.,
1998; Delbac et al., 2001), este no seria el caso para N. cerana (Hatjina et al., 2011; Gomez-
Moracho et al., 2014). Considerando estos resultados y la multiplicacion explosiva que tiene N.
ceranae en A. mellifera, es posible plantear que la existencia de las mdltiples copias del operdn
ribosomal y del PTP1 sea una adaptacién del microorganismo para optimizar la traduccion 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 permiti visualizar distintos patrones de amplificacion y resultd
reproducible, por lo que fue la escogida para los analisis de diversidad genética. El empleo de la
enzima Taq Platinum fue clave para que los controles negativos no presentaran amplificacion, lo
cual puede deberse a que dicha enzima es mas sensible y especifica que la Taq estandar,
disminuyendo principalmente amplificacion inespecifica y la presencia de dimeros 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 relacion a los analisis de diversidad genética de la coleccion de muestras de N. ceranae,
este estudio es el primero que permite diferenciar las mismas segun su origen (Dussaubat et al.,
2013; Roudel et al., 2013; Gomez-Moracho et al., 2014; van der Zee et al., 2014). El grupo A
presentd un patrén de amplificacién predominante caracterizado por una baja diversidad genética
(evidenciada tanto por el indice 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 paises europeos en analisis estuvieron representados por pocas muestras (entre 1y 5) y en
muchos casos todas éstas se incluyeron dentro de este grupo. Si bien es posible que en los
distintos paises existan otras variantes de N. ceranae, teniendo en cuenta que dichas muestras se
escogieron al azar y fueron tomadas entre los afios 2006 a 2010 pareceria ser que esta variante
es la predominante entre la mayoria de los paises 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 informacién especifica de su ubicacion
geografica. 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.
Ademas, si bien Hawaii es tradicionalmente exportador de material vivo debido a su aislamiento
geografico, los resultados obtenidos en el presente trabajo y la reciente deteccién de patdgenos 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 Unico pais que presentd variantes dentro de los tres grupos, lo
cual es de esperarse considerando que fue el pais con mayor representacién de muestras en el
andlisis. Dussaubat y colaboradores (2013) evaluaron la diversidad genética de clones del ARNr
de muestras provenientes de Espafia y Francia, no pudiendo diferenciar las mismas segun 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 comun de ambos paises.
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Por otro lado, uno de los aspectos mas interesantes es que ninguna de las muestras de
Espafia se incluyd dentro del grupo A. Considerando que fue uno de los paises de los cuales se
contaba con mayor numero de muestras, que las mismas provenian de distintas regiones de
Espafia y que se tomaron en distintos afios, la ausencia de este patron de amplificacion no parece
ser una coincidencia. Esta diferenciacion entre las muestras de N. ceranae de Espafia del resto de
los paises de Europa plantea un antecedente interesante que podria explicar las diferencias en las
consecuencias de la infeccién con N. ceranae reportado por distintos paises (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 Espafia, este éxito es notorio.
Sin embargo, las consecuencias de la infeccion con este microsporidio en América del Sur (donde
también es posible observar una gran diversidad genética) no son tan devastadoras como en
Espafia y su asociacion con la despoblacion 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
Espafia las condiciones ambientales afecten a la abeja de tal forma que se favorezca el fithess del
patdgeno, mientras que en Uruguay dichas condiciones se podrian estar dando en particular, en

las plantaciones de E. grandis (Invernizzi et al., 2011).

En cuanto a América del Sur, se contd solamente con muestras provenientes de Argentina
(Tandil y Mar del Plata), Brasil (San Pablo) y Uruguay. Seria interesante incluir muestras del resto
de los paises 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 paises alejados
geograficamente 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 dispersion de los distintos patdgenos, lo cual ha sido documentado para el &caro V.
destructor y la bacteria Paenibacillus larvae entre otros (Antunez et al.,2007 ; Martin et al., 2012).
De hecho, ya ha sido reportada la dispersion de N. ceranae asociada a la introduccion artificial de
reinas (Mufioz ef al., 2014). A nivel nacional, también se da comercializacion de material vivo
generalmente en ausencia total de controles sanitarios por lo que la dispersion de los distintos
patdgenos es inevitable. Ademas, dicha dispersién se estaria viendo potenciada por la
transhumancia, actividad sumamente desarrollada en ciertos paises y que implica la concentracién
de las colmenas en cierto cultivo, promoviendo de esta forma la transmisién 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 paises
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 afio 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 podria experimentar reproduccion sexual y
su genoma tiene claros indicios de recombinacién 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 ultimo, es importante considerar que en la técnica empleada para el estudio de diversidad
genética se parti6 de un conjunto de abejas, las cuales podrian 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 detectd un patrén de amplificacion en comun entre muestras
provenientes de distintos paises y tomadas en distintos afios, seria poco probable que las mismas

se encontrasen infectadas con las mismas variantes.
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6. CAPITULO 2: Virulencia de variantes de N. ceranae de origen espafiol y uruguayo en la
abeja A. mellifera iberiensis

6.1. INTRODUCCION

La asociacion de N. ceranae con los fendmenos masivos de pérdidas de colmenas ha sido
ampliamente documentada en Espafia (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009; Higes et al., 2013).
Sin embargo, no existe un consenso en relacion a ésto en los distintos paises, 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 infeccién experimental de la abeja espafiola A. mellifera
iberiensis con N. ceranae proveniente de Francia y Holanda, no siendo posible observar
diferencias histopatoldgicas, de mortalidad y nivel de infeccién de las abejas infectadas con las
variantes de N. ceranae de ambos origenes en relacion a la variante de N. ceranae de origen

espafiol (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
capitulo se planteo estudiar la existencia de virulencia diferencial de dos variantes de N. ceranae
provenientes de Espafia y Uruguay en la abeja espafiola A. mellifera iberiensis. Dicha virulencia se
evalu6 mediante andlisis de la respuesta inmune de la abeja frente a la infeccién con ambas
variantes del microsporidio, su mortalidad y nivel de infeccién 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 deteccion y cuantificacion de una secuencia
blanco de entre 100 y 600 pb en tiempo real, es decir a medida que transcurren los ciclos de
amplificacion. Esto se debe a la incorporacién en la reaccion de un sistema reportero cuya emision
de fluorescencia es proporcional al producto que se esta 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
contaminacion, los tiempos de trabajo (ya que no es necesario analizar los productos a posteriori),

la sensibilidad es muy superior y es posible cuantificar la region o gen en estudio (Costa, 2004).

Los sistemas reporteros pueden dividirse en dos grupos dependiendo si son 0 no especificos
de secuencia. EI 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 desnaturalizacién
(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 composicion nucleotidica del
fragmento y aquellos fragmentos mas largos y con mayor contenido GC precisaran mas
temperatura para desnaturalizarse. Es necesario establecer la Tm de cada fragmento a analizar y
de esta forma su analisis en cada reaccién permite evitar falsos positivos. Las principales ventajas
de este sistema reportero es su bajo costo en relacién a los sistemas especificos de secuencia y
debido a que se unen al ADN doble hebra independientemente de su secuencia pueden ser

empleados para la deteccion de distintas regiones blanco (Wong y Medrano, 2005).

Por otro lado, se encuentran los sistemas que emplean sondas de hidrélisis, sondas de
hibridacion y sondas en horquilla para la deteccién de secuencias especificas (Livak et al., 1995;
Whitcombe et al., 1999; Bernard y Wittwer, 2000; Nazarenko et al., 2002). El principio de estos
sistemas reporteros consiste basicamente en la emision de fluorescencia por una molécula
donadora y su captacién por una molécula aceptora o quencher. La separacion fisica de ambas
moléculas como consecuencia de la hibridacién de la sonda con su secuencia blanco genera la
emision 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 disefio de las mismas y de los
cebadores empleados en la reaccion y las principales ventajas en su uso son su especificidad, la
posibilidad de analizar varios genes en una misma reaccion y que permiten realizar analisis de
genotipificacion y discriminacion alélica (Tyagi y Kramer, 1995; Bernard y Wittwer, 2000). Sin
embrago, resultan sumamente costosas. En el presente estudio, se trabajo con sondas de

hidrolisis.
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Las sondas de hidrolisis (0 de actividad nucleasa 5°) consisten en una sonda especifica de
secuencia marcada en su extremo 5" con un fluoréforo donador (FAM, 6-carboxil-fluoresceina) y
en su extremo 3" con un quencher (TAMRA, 6-carboxil-tetramatil-rodamina) que capta la energia
emitida por el donador (Lee et al., 1993; Livak et al., 1995). En la etapa de extensidn, 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 fisicamente y es posible que el lector del termociclador capte la

fluorescencia emitida (Holland et al., 1991; Gibson et al., 1996).

Durante la reaccién de PCR en tiempo real se dan cuatro fases: lineal, exponencial,
logaritmica 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 cuantificacién del producto de interés. Este punto se define como Cp ("crossing
point") y representa el nimero de copias iniciales. Posteriormente continlia una fase logaritmica en
la cual la amplificacion del producto se da de forma 6ptima alcanzando la duplicacion en cada
ciclo. Por Ultimo se da la etapa de plateau en la cual los componentes de la reacciéon comienzan a

agotarse y por lo tanto la fluorescencia ya no es informativa (Wong y Medrano, 2005).

PCR en tiempo real
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Figura 16. Fases de la reaccion de PCR en tiempo real.
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6.2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1. Muestras de Nosema ceranae

Las dos muestras de N. ceranae a emplear en los ensayos de infeccion se obtuvieron a partir
de abejas naturalmente infectadas con el microsporidio provenientes de Espafia y Uruguay. Los
muestreos se realizaron el mismo dia (21/08/2013), por técnicos de la Seccién Apicultura de INIA
La Estanzuela en Colonia, Uruguay y por técnicos del laboratorio de Patologia Apicola del Centro
Agrario Regional de Marchamalo (CAR), Castilla La Mancha, Espafia. Cada una de las colmenas
escogidas pertenecen a ambos centros y las mismas se seleccionaron debido a que presentaba
altos niveles de infeccion con N. ceranae. Teniendo en cuenta que las abejas pecoreadoras son
las que presentan mayor carga de esporas (Fries ef al., 2013), para su colecta se tapd 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
drasticamente si las mismas no son conservadas en el hospedero. Por tal motivo, la muestra
proveniente de Uruguay se envid inmediatamente a Espafia para su procesamiento junto con la
muestra de este pais y de esta forma realizar los ensayos de infeccion en el menor tiempo posible
desde el dia del muestreo. Una vez en Espafia, ambas muestras se procesaron y las esporas se

purificaron segun se describe en las secciones 5.2.2y 5.2.3.

6.2.2. Cuantificacion de esporas

Para el calculo de la concentracion de esporas se tomé una alicuota de 10 ul de la suspensién
obtenida segun se describe en la seccidn 5.2.3 y se cuantificé mediante microscopia dptica 400X

en camara de Neubauer.
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6.2.3. Viabilidad de esporas

Para la realizacion de los ensayos de infeccion, ademas de cuantificar las esporas es
necesario determinar su viabilidad. Para esto se discrimin6 esporas vivas y muertas empleando la
técnica de citometria de flujo. La identificacion de las esporas se realizo en base a su tamafio y
granulosidad y la discriminacién entre esporas vivas y muertas se realizé mediante tincién con
ioduro de propidio, agente que ingresa en aquellas esporas cuya pared se ha dafiado y se
intercala en el ADN. De esta forma, la deteccion de su fluorescencia es un indicador de esporas

muertas.

Las suspensiones de esporas de Espafia y Uruguay (10.000 esporas / pl) se incubaron con
ioduro de propidio (0,3 uM) 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 resuspendid en un ml de agua mq estéril. Para cada muestra se realizaron
duplicados y se incluyé como control negativo una suspension de esporas previamente sometida a

esterilizacion mediante autoclave (10.000 esporas / pl).

Esta técnica se encontraba puesta a punto en el Servicio de Citometria de Flujo de la
Universidad de Alcala de Henares, Madrid (Sanchez - Collado et al., 2014).

6.2.4. Extraccion de ADN de N. ceranae

Para la extraccion de ADN de las muestras a emplear en los ensayos de infeccion, las esporas
se agitaron en el equipo MagNA Lyser (Roche Applied Science, Suiza) a méxima velocidad con
perlas de ceramica durante 90 segundos con el fin de romper la pared de las mismas. Doscientos
I de esta suspensién se emplearon para la extraccién 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 infeccion

Para la obtencién de las abejas a emplear en los ensayos de infeccién, se tomé un cuadro de

cria cerrada con abejas prontas a emerger de una colmena sana de abejas A. mellifera iberiensis

perteneciente al Laboratorio de Patologia Apicola del CAR.

El cuadro de cria se incub6 a 35 °C £ 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 analizé la presencia de:

1)

Nosema spp. Para esto, 20 abejas de las jaulas se procesaron segun se describe en la
seccién 5.2.2 'y 500 ul del homogeneizado obtenido se empleo para la extraccion de ADN
empleando el kit de extraccion de acidos nucleicos MagNA Pure Compact Nucleic Acid
Isolation kit 1 (Roche, Suiza) segun instrucciones del fabricante en el robot MagNA Pure
Compact (Roche, Suiza). La ausencia de infeccion de estas abejas con N. ceranae y N.
apis fue corroborada mediante una triplex PCR, la cual es una modificacién de la multiplex
PCR utilizada en el Capitulo 1, incorporandose en este caso un control interno de
extraccion ADN que consiste en la amplificacion de un fragmento de 119 pb de la
sububidad | de la citocromo oxidasa (COl) de la abeja (Martin-Hernandez et al., 2009). En
este caso, la mezcla de reaccion consistio en 0,4 mM de cada Nosema spp. cebador (321-
APIS- FR y 218-MITOC-FIR), 0,03 mM de los cebadores COI-F (5-
GGGTCCAAGACCAGGAACTGGAT-3') y COIR (5-
GCGCGGAAATTCCTGATATATGAAGAGAAAA-3"), 0,2 mg ml' de BSA, 0,1% Triton X-
100, 25 pl de Fast Start PCR Master mix (Roche Diagnostic, Suiza) y 5 ul de ADN. Como
control negativo se empleé agua bidestilada estéril en lugar de ADN. El programa de
amplificacién consistié 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 Ultimo una extension final de 7 minutos a
72 °C. La reaccion de PCR se realizo 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 apicola (ABPV, BQCV, DWV, KBV, y SBV) a tiempo 0 y a
los 11 dias post infeccidn. Para esto, previo a la infeccion se tomaron diez abejas al azary
al dia 11 post infeccion todas las abejas muertas. Dichas abejas se homogeneizaron en 5
ml de PBS 1X (NaCl 8,2 g, Na;HPO4 1,7 g, KH.PO4 0,41 g por litro de agua destilada) en
Stomacher 80 Lab Blender (Seward, London UK) a méxima velocidad durante 120
segundos. El homogeneizado obtenido se centrifugd a 1500 x g durante 15 minutos a 4 °C.
La extraccion de ARN se realiz6 a partir de 400 ul del sobrenadante, empleando MagNA
Pure Compact Nucleic Acid Isolation kit | (Roche) segun las instrucciones pautadas por el
fabricante en el equipo MagNA Pure Compact (Roche). EI ADN co-extraido se digirié con
DNasa (RNase — Free DNase Set, Qiagen, Hilden, Alemania) y el ARN obtenido se
retrotranscribié a ADNc mediante el kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen, Hilden,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADNc se diluyé diez veces en
agua destilada estéril.

La deteccion de los virus se realizé mediante la técnica de PCR en tiempo real. Para esto
se emplearon sondas especificas de hidrélisis Tagman para la deteccién de cada virus y
B-actina, gen de expresion constitutiva de la abeja cuya amplificacion se emple6 para
comprobar la correcta extraccion de ARN (Tabla 4). Para la deteccion de los virus y de la
B-actina la mezcla de reaccion consistio en 0,3 uM de cada cebador, 0,1 uM de la sonda,
10 i Light Cycler Master Mix y 5 ul de ADNc en un volumen final de 20 pl. Todas las
reacciones se realizaron por duplicado y se incluy6 un control negativo para cada una de
ellas el cual consisti6 en agua bidestilada estéril en lugar del ADNc. Las condiciones de
ciclado fueron 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 10 seg a 95 °C y 40 seg a 60 °C y por ultimo
30 seg a 40 °C. Las reacciones se realizaron en un termociclador Light Cycler© 480
(Roche, Suiza).
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Tabla 4. Cebadores y sondas empleadas para la deteccion especifica de los virus ABPV, BQCV, DWV, KBV,
SBV y el gen de referencia B-actina mediante PCR en tiempo real. Las sondas se marcaron en su extremo

5'con FAM, 6 carboxil fluoresceina y en su extremo 3"con el quencher TAMRA, tetra metil carboxirodamina.

Nombre Secuencia Region Referencia
blanco
B-actinaF 5'-GTATGCCAACACTGTCCTTTCTG-3 B-actina b
B-actinaR 5 -AAGAATTGACCCACCAATCCA -3'
B-actinasonda 5-CCTAGCACCATCCACCATGAAAATTAAGATCATC-3'
ABPV-F 5. TCCTATATCGACGACGAAAGACAA-3' VP, Proteina | crkins K, Budge Gy Boonham N,
comunicacion personal
ABPV-R 5'.GCGCTTTAATTCCATCCAATTGA-3' de la
capside
ABPV-sonda 5. TTTCCCCGGACTTGAC-3'
BQCV-F 5'.GGTGCGGGAGATGATATGGA-3' VP, Proteina Chantawannakul et al.., 2006
BQCV-R 5'-GCCGTCTGAGATGCATGAATAC-3' C:ss'ize
BQCV sonda 5 TTTCCATCTTTATCGGTACGCCGCC-3'
DWV-F 5 .CCTGGACAAGGTCTCGGTAGAA-3' il Chantawannakul et al., 2006
dependent
DWV-R 5 -ATTCAGGACCCCACCCAAAT-3' RNA
DWV-sonda 5-CATGCTCGAGGATTGGGTCGTCGT-3' polymerase
KBV-F 5'-ACCAGGAAGTATTCCCATGGTAAG-3 Proteina Perkins K, Budge G y Boonham N,
comunicacion personal
KBV-R 5 -TGGAGCTATGGTTCCGTTCAG-3' estructural
KBV-sonda  5-CCGCAGATAACTTAGGACCAGATCAATCACA-3'
SBV-F 5-AAGTTGGAGGCGCGYAATTG-3' Poliproteina Chantawannakul et al., 2006
SBV-R 5'-CAAATGTCTTCTTACIAGAGGYAAGGATTG-3'
SBV-sonda 5 CGGAGTGGAAAGAT-3'
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6.2.6. Ensayos de infeccion de abejas Apis mellifera con Nosema ceranae

Los ensayos de infeccion se realizaron en el Laboratorio de Patologia Apicola del CAR. Para
esto se emplearon abejas de ocho dias de edad. Las abejas de seis jaulas se infectaron con la
variante de N. ceranae de origen espafiol, las de otras seis jaulas con la variante de origen
uruguayo Yy las abejas de otras seis jaulas se mantuvieron como grupo control sin infectar. Para
esto, las abejas se anestesiaron con CO; al 15% y se infectaron de forma individual con dos pl
conteniendo una suspensién 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 suspension de
esporas se les administr6 un volumen equivalente de agua destilada estéril (Fig. 17).
Posteriormente, las abejas se colocaron en sus respectivas jaulas, se incubaron a 33 £ 1 °Cy se
alimentaron diariamente ad libitum con jarabe de sacarosa 50% en agua destilada estéril y 2% de
Promotor L (Calier Lab).

Dia 0 Enjaulado de abejas que emergieron

CrCII10d0 O e
6 x 15-17 abejas 6 x 15-17 abejas 6 x 15-17 abejas

Dia 8 Infeccion de abejas

Espania Uruguay Control

| I [ N I e N |
6 x 15-17 abejas 6 x 15-17 abejas 6 x 15-17 abejas

Dia7
postinfeccion

Seguimiento Sacrificio para analisis
diario de Respuesta Inmune

Figura 17. Disefio del experimento para evaluar la mortalidad, nivel de infeccién y
respuesta inmune de las abejas infectadas con las variantes de N. ceranae de origen

espafiol, 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 registré el numero 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 dia ya que dichas muertes se asociaron al proceso de

manipulacion.

Se graficaron y analizaron las curvas de sobrevivencia entre las distintas réplicas de cada
tratamiento empleando el analisis de sobrevivencia de Kaplan Meier. Dicho analisis 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 evalué mediante el test de Log Rank
planteando como hipdtesis nula que no existen diferencias en el tiempo de sobrevivencia de las
mismas. En aquellos tratamientos en los que se evidencio la existencia de diferencias significativas
entre réplicas se evalud entre cudl de ellas habia diferencias mediante el test de Bonferroni y se
elimin aquellas cuya curva de sobrevivencia presento diferencias significativas con el resto de sus
pares. Posteriormente, se eligié al azar una curva de cada tratamiento y se analizé la existencia de
diferencias entre los mismos segun el procedimiento descripto previamente. Para todos los analisis

se empleo el Software SigmaStat y se considerd un nivel de confianza de 95 %.

6.2.8. Nivel de infeccion de las abejas infectadas

Se evaluo el nivel de infeccidn de aquellas abejas que murieron al dia 10 post infeccion. Para
esto, las abejas se homogeneizaron de forma individual en 200 ul de agua destilada estéril y una
alicuota de dicho homogeneizado se emple¢ para la cuantificacién de esporas segun se describe en

la seccion 6.2.2. Posteriormente, se compararon los niveles de infeccién entre las abejas sometidas

a los dos tratamientos de acuerdo a lo establecido en la seccién de Analisis Estadisticos.

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 seccién 6.2.2.
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6.2.9. Evaluacion de la respuesta inmune de la abeja frente a la infeccion con N. ceranae

Con el fin de analizar si las variantes de N. ceranae provenientes de Espafia y Uruguay
generaron una respuesta inmune diferencial en las abejas infectadas, se evalué la expresién de

genes vinculados a la inmunidad de la abeja y del gen vitelogenina.

6.2.9.1. Extraccion de ARNm y obtencién de ADNc

Doce abejas de una jaula correspondiente a cada tratamiento asi como de 12 abejas de una
jaula del grupo control se sacrificaron a los siete dias post infeccidn y las mismas se mantuvieron a
-80 °C con el fin de evitar la degradacion del ARNm. Dichas abejas se homogeneizaron
individualmente con Qiazol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden, Alemania) con bolas de cerdmica en el
equipo MagNA Lyser (Roche Applied Science, Suiza) a méxima velocidad durante 90 segundos. El
ARN se extrajo empleando el kit RNeasy Lipid Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania). Se incluyé un
paso de digestion de ADN genoémico que pudiera haber sido co—extraido con el ARN, empleando
el DNase - Free DNase Set (Qiagen, Hilden, Alemania). EI ARN extraido se retrostranscribio a
ADNc mediante el QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) segun
instrucciones del fabricante y el ADNc obtenido se diluyd diez veces en agua destilada estéril. Se

almacend a -20 °C.

6.2.9.2. PCR en tiempo real

Se evalud la expresion de los genes abaecina, birc, 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 expresion constitutiva de la
abeja B-actina y rps5 (proteina ribosomal S5) (Tabla 5). Ademas, 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 analizd la expresién 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 deteccién de los productos amplificados varié segin el gen a analizar,
empleandose SYBR Green y sondas especificas de hidrélisis Tagman. Teniendo en cuenta estos
dos sistemas reporteros, se emplearon dos condiciones de ciclado y mezclas de reaccién (Tabla
4):

1) Para el analisis de la expresioén de los genes abaecina, defensina, glucosa deshidrogenasa,
himenoptecina, lisozima, profenol oxidasa y vitelogenina se emple6 SYBR Green como molécula
reportera y en estos casos la mezcla de reaccién consistio en 0,5 uM de cada cebador, 10 ul de
Light Cycler® 480 SYBR Green | Master Mix y 5 pl de ADNc en un volumen final de 20 pl. Para el
andlisis de expresion del gen imd la concentracién de los cebadores fue de 0,2 uM. El programa
de ciclado en ambos casos fue de 5 minutos a 95 °C, etapa de amplificacién de 40 ciclos de 10
segundos a 95 °C, 10 segundos a 60 °C y 10 segundos a 72 °C, etapa de desnaturalizaciéon 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 empled como molécula reportera una sonda
especifica, se emplearon dos mezclas de reaccion dependiendo del producto de expresion a
analizar. Para el andlisis de la expresién del gen bircd la mezcla de reaccion consistio en 0,3 uM
de cada cebador, 0,1 uM de la sonda, 10 pl de Light Cycler 480 Probes Master'y 5 pl de ADN en
un volumen final de 20 pl. Para el andlisis de la expresidn del gen ptp3 la mezcla de reaccion
consistié en 0,5 uM de cada cebador, 0,5 uM de la sonda, 10 pl de Light Cycler 480 Probes
Mastery 2,5 pl de ADN en un volumen final de 20 pl. 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 reaccion se incluyeron controles negativos y cuatro diluciones seriadas de una de las

muestras para el calculo de la eficiencia de reaccion.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el método de Pfaffl (2001) empleando la
media geométrica de los valores obtenidos de la B-actina y rps-5 como genes de referencia.
Posteriormente los resultados se sometieron a andlisis estadisticos segun se describe a

continuacion.
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Tabla 5. Cebadores y sondas empleados para los analisis de expresion de los genes vinculados con la

inmunidad de la abeja y de la vitelogenina mediante PCR en tiempo real.

Nombre Secuencia primers Secuencia Blanco Cond!clones Referencia
de ciclado
B-actina F 5-ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG-3' B-actina 1 Yang y Cox-Foster (2005)
B-actina R 5'-GACCCACCAATCCATACGGA-3'
RPS5 F 5-AATTATTTGGTCGCTGGAATTG-3' Al 1 Evans (2006)
ribosomal S5
RPS5R 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 1 Yang y Cox-Foster (2005)
deshidrogenasa
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 Martin-Hemandez,
comunicacion personal
Birc5 R 5-GGGTTCTTTCTTACCACCCACTAC-3'
Birc 5 sonda 5-AGCGGATGGCTGCTGCTGGTTTT-3'
PTPF 5" .TGCTGATGTTATGGCTACAGAAG-3" filamento polar 3 2 1L = R e
comunicacion personal
PTPR 5-TACAGATTGCGCTGCTTTAA-3°
PTP sonda 5-GCCAGGAA-3'
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6.2.10. Analisis estadisticos

En primer lugar se descartaron aquellos valores outliers con el criterio que estuviesen fuera del
rango de la media del tratamiento + 2 desvios estandar. Posteriormente se evalud si las variables
en estudio cumplian con los supuestos basicos de estadistica 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 empled el test de Analisis de Varianza
(ANOVA) para la comparacion entre medias de los tratamientos. En los casos en que se
encontraron diferencias, se evalud posteriormente mediante el Test de Scheffé entre qué grupos
se dieron dichas diferencias. En los casos en que fue necesario emplear estadistica no
paramétrica se compar6 las medianas entre grupos mediante el Test de Kruskal-Wallis con

posterior comparacién entre grupos empleando el Test de Man Whitney.

Los analisis estadisticos se realizaron empleando el Software Statistica version 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 infeccion

Una vez que la muestra de abejas naturalmente infectadas con N. ceranae proveniente de
Uruguay arrib6 al laboratorio de Patologia Apicola del CAR, se proces6 junto con la muestra de
abejas infectadas con N. ceranae de Espafia, se purificaron las esporas y se prepararon

suspensiones de 50.000 esporas / ul de cada una de las mismas.

Se comprobd mediante multiplex PCR que en ambos casos se trataba de una suspensién 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 espafol y uruguayo a emplear en los ensayos de infeccion. (1) Marcador de peso
molecular QX Alignment Marker 15 pb / 500 pb (Qiagen); (2) N. ceranae proveniente de Espafia; (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 caracterizacion genética de las muestras de N. ceranae empleadas en los ensayos de
infeccion y su comparacién con los analisis realizados en el Capitulo 1 de esta tesis permitié
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 Espafia empleada en los ensayos de
infeccién quedd incluida dentro del subgrupo C1, mientras que en el caso de la muestra de

Uruguay quedo por fuera de este grupo evidenciando que son distintas genéticamente.
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N. apis C3 Control Sin dato Control
N. apis C6 Control Sin dato Control
N. apis C5 Control Sin dato Control
N. apis C4 Control Sin dato Control
N. apis C1 Control Sin dato Control
N. apis C2 Control Sin dato Control
Tuc Argentina 2012 América del Sur
M 502 Brasil 2012 América del Sur
500 Argentina 2012 América del Sur
T23 Argentina 2012 Ameérica del Sur
T26 Argentina 2012 América del Sur
T27 Argentina 2012 América del Sur
Uruguay Infeccion 2013 América del Sur<:
Wi cu Francia 2010 Europa
Wcs Francia 2010 Europa
Wca Espaia 2009 Europa
cs Francia 2010 Europa
s Espaia 2010 Europa
Zar Argentina 2012 Ameérica del Sur C 3
T22 Argentina 2012 América del Sur
T25 Argentina 2012 América del Sur
. 508 Uruguay 2012 Ameérica del Sur
I 11_CER1 Espaiia 2007 Europa
W 505 Uruguay 2012 América del Sur C 2
W7ce Francia 2010 Europa
M 507 Uruguay 2012 América del Sur
8_C6 Francia 2010 Europa
Wi co Francia 2010 Europa
Espana Infeccion 2013 Europa h
[ 09_861 Francia 2009 Europa
WA Espaiia 2009 Europa C 1
¥ 10_c10 Francia 2010 Europa
. 12_CER2 Espafia 2009 Europa
14 c12 Espana 2011 Europa
[ 08_1268 Francia 2008 Europa
[ 06_a76 Suiza 2006 Europa
W 11_246 Espaiia 2011 Europa
09_142 Portugal 2009 Europa
13 Eslovenia Sin Dato Europa B
W 119012 Espaiia 2011 Europa
Wocr Espaia 2010 Europa
I 11_253 Espaiia 2011 Europa
[l 10230 Turquia 2010 Europa-Asia
. 13-002 Canada 2013 América del Norte
T24 Argentina 2012 Ameérica del Sur
[ 15_CER37 Espafia 2007 Europa
W 503 Brasil 2012 América del Sur
1 504 Brasil 2012 América del Sur
Mect Espafia 2010 Europa
. Uru Uruguay 2012 Ameérica del Sur
Bos12 Franci 2008 Europ
W 07_1176 Croacia 2007 Europa
W o7_1177 Croacia 2007 Europa
08_736 Argentina 2008 Ameérica del Sur
W o7_1181 Croacia 2007 Europa
[ 06_a81 Suiza 2006 Europa
[ 10_11270 Italia 2010 Europa
0_377 Canada 2010 América del Norte
. 10_1075 Hawaii 2010 Ameérica del Norte
[l 10_1082 Hawaii 2010 América del Norte
W 0s_1111 Holanda 2008 Europa
[ 0s_1110 Holanda 2008 Europa
. 10_1065 Hawaii 2010 Ameérica del Norte
[ 09_855 Francia 2009 Europa
[ 09_859 Francia 2009 Europa
[ 09_858 Francia 2009 Europa A
[ 09_ss7 Francia 2009 Europa
[ 08_1001 Holanda 2008 Europa
[ 09_552 Holanda 2009 Europa
1 09_567 Holanda 2009 Europa
. 0_1159 Hawaii 2010 Ameérica del Norte
[l 10_1154 Hawaii 2010 América del Norte
. 0_1067 Hawaii 2010 Ameérica del Norte
[l 10_1074 Hawaii 2010 América del Norte
[ 10_1066 Hawaii 2010 América del Norte
. 10_1163 Hawaii 2010 Ameérica del Norte
[ 10_1194 Hawaii 2010 América del Norte
[ 09_863 Francia 2009 Europa
. 10_1165 Hawaii 2010 Ameérica del Norte
[ 10_1204 Hawail 2010 América del Norte
[ 09_342 Francia 2009 Europa

Figura 19. Cladograma de la coleccion de muestras de N. ceranae y las muestras provenientes de Espafia (-) y
Uruguay ( => ) empleadas para los ensayos de infeccién. EI método de agrupamiento filogenético empleado fue
Neighbour Joining. Cada region geogréfica 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 disminuy6. Se incluyeron seis muestras de N. apis como grupo externo.
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Los andlisis de viabilidad de las esporas empleadas en los ensayos de infeccién evidenciaron
que el 99% vy 98,5% de las esporas de N. ceranae provenientes de Espafia 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).
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Figura 20. Andlisis de viabilidad mediante citometria de flujo de (A) esporas de origen espafiol a emplear en los
ensayos de infeccion; (B) esporas de origen uruguayo a emplear en los ensayos de infecciédn, y (C) control negativo
(esporas esterilizadas mediante autoclave). Los parametros de cada evento (esporas) se basan en su identificacion

mediante el andlisis de su tamafio (FSC), complejidad (SSC) y deteccién de fluorescencia del ioduro de propidio
(laser de Argdn, emision de 480 nm). Los poligonos representan la subpoblacion de esporas establecida segun

estudios preliminares.
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6.3.2. Estado sanitario de las abejas empleadas en los ensayos de infeccion

Las abejas empleadas en los ensayos de infeccién se encontraban libres de N. ceranae y N.

apis, de acuerdo a los resultados de la triplex PCR (Fig. 21)

NOSEMA NOSEMA NOSEMA

A01 A02 A03

=

Figura 21. Electroforesis capilar de friplex PCR para la deteccion un fragmento
especifico de la SSUrRNA de N. ceranae y N. apis y de un fragmento de la
citocromo oxidasa | de la abeja como control de extraccion de ADN. (1) Abejas a
emplear en los ensayos de infeccion; (2) Control positivo de COI-COlIl (=>),

N. ceranae ( =>) y N. apis ( =>); (3) Control negativo.

Por otro lado, los andlisis de PCR en tiempo real para la deteccién de los distintos virus
permitieron comprobar que las abejas empleadas en los ensayos de infeccion al dia 0 estaban
sanas, ya que no fue posible observar amplificacion de los fragmentos especificos
correspondientes a ninguno de los virus en analisis (ABPV, BQCV, DWV, KBV y SBV).

En cuanto a los distintos tratamientos al dia 11 post infeccion, tampoco se observo
amplificacion correspondiente al ABPV,DWV, KBV y SBV, siendo la Unica excepcion el virus
BQCV en el tratamiento de abejas infectadas con N. ceranae de Espafia cuyas réplicas mostraron
amplificacién en el ciclo 36 aproximadamente, indicando que la carga viral era muy baja. La
amplificacion positiva del ADNc correspondiente al gen que codifica para la S-actina permitid

comprobar que en todas las muestras fue posible extraer ARN (Anexo 2).

Es importante destacar que durante el experimento llamé la atencidén que las abejas tanto
infectadas como no infectadas mostraron un comportamiento particular: estuvieron nerviosas y con

movimientos vigorosos y temblorosos.
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6.3.3. Mortalidad de las abejas infectadas

A partir del registro diario del nimero de abejas muertas en cada tratamiento se evalu6 la
existencia de diferencias entre las cinco réplicas de cada uno, considerando las curvas de
sobrevivencia hasta el dia 11. En el tratamiento de las abejas infectadas con la variante de Espafia
se elimin6 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 si (Log Rank
Test, tratamiento control negativo: p=0,35; tratamiento Espafa: p=0,5; tratamiento Uruguay
p=0,46) y fue posible seleccionar al azar una de ellas como representativa del grupo para la
comparacién entre tratamientos. Las curvas de sobrevivencia de las abejas infectadas con N.
ceranae de origen espafiol y uruguayo, y el grupo control fueron similares, no mostrando

diferencias significativas entre si (Log Rank Test, p=0,2) (Fig. 22).
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Figura 22.Curvas de sobrevivencia mediante el método de Kaplan-Meyer de los tres tratamientos (abejas

infectadas con variante de N. ceranae de origen espafiol, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas control

sin infectar) considerando una curva representativa de cada uno de ellos.

68



6.3.4. Nivel de infeccion de las abejas infectadas

Ninguna de las abejas pertenecientes al grupo control sin inocular mostrd presencia de esporas
de N. ceranae por lo que se comprobo que no hubo contaminacion durante las distintas etapas del

ensayo.

Por otro lado, en al dia 10 post infeccion el nivel de infeccién de las abejas inoculadas con la
variante de N. ceranae de origen espafiol fue significativamente mayor en relacion a las infectadas

con la variante uruguaya (Man Whitney Espafia - Uruguay, p<0,001) (Fig. 23).

p<0,001

=

N [}
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Nivel de infeccion (log Esporas por abeja)
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Control Espafia Uruguay
Tratamientos

Figura 23. Nivel de infeccidn de las abejas pertenecientes a cada tratamiento (abejas infectadas con
variante de N. ceranae de origen espafiol, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas control sin

infectar) al dia 10 post infeccidn.
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6.3.5. Respuesta inmune de la abeja frente a la infeccion con Nosema ceranae

Se evalud la expresién de los genes involucrados en la inmunidad humoral y celular de las
abejas infectadas con N. ceranae de distintos origenes asi como de las abejas del grupo control
sin infectar. En todas las muestras analizadas se extrajo el ARN y se retrotranscribié y en todas

ellas fue posible observar amplificacion tanto de la B-actina como del RPS5 (Anexo 2).

Por ofro lado, se confirmé que todas las abejas infectadas con las variantes de N. ceranae de
origen espafiol y uruguayo efectivamente estuvieron infectadas, ya que en todos los casos se
observé amplificacidén correspondiente a la expresion del gen que codifica para el filamento polar
de dicho microsporidio. En el caso de las abejas del grupo control, en ningln caso fue posible

observar amplificacion correspondiente a la expresion de dicho gen (Anexo 2).

Posteriormente, se analizé la expresion 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 observd amplificacion especifica, lo cual fue
corroborado por el analisis de la temperatura de desnaturalizacién en aquellos genes en cuya
reaccion se empleé SYBR Green como molécula reportera (Anexo 2). En ningln caso los
controles negativos de la reaccion de PCR en tiempo real mostraron amplificacion. Por ultimo, se

realizaron los analisis estadisticos comparando los tres tratamientos.
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La expresion relativa del gen abaecina se vio deprimida significativamente en aquellas abejas
infectadas con las variantes de N. ceranae tanto de Espafia como de Uruguay en relacion al grupo
control (Man Whitney: Control - Espafia p = 0,02; Control — Uruguay p<0,01; Espafia — Uruguay
p=0,74) (Fig. 24).
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Figura 24. Expresion relativa del gen abaecina en funcidn de los distintos tratamientos (abejas
infectadas con variante de N. ceranae de origen espafiol, N. ceranae de origen uruguayo y grupo

de abejas control sin infectar). Kruskal Wallis, p=0,01.



La expresion del gen profenol oxidasa presentd un patron similar, ya que también se vio
deprimida significativamente una vez que las abejas se infectaron con N. ceranae de ambos
origenes (Man Whitney: Control — Espafia p=0,02; Control — Uruguay p<0,01), no habiendo
diferencias entre ambos grupos infectados (Man Whitney p=0,2) (Fig. 25).
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Figura 25. Expresion relativa del gen profenol oxidasa en funcién de los distintos tratamientos
(abejas infectadas con variante de N. ceranae de origen espafiol, N. ceranae de origen uruguayo

y grupo de abejas control sin infectar). Kruskal Wallis, p=0,01.



En cuanto a la expresién del gen birc5, la infeccion causada por N. ceranae también generd su
depresion, aunque debido a la alta variabilidad encontrada en el grupo control, la disminucién fue
solo significativa en el caso de N. ceranae proveniente de Uruguay (Man Whitney: Control —
Espafia p=0,13; Control - Uruguay p<0,01). Ademas, la expresion de este gen es
significativamente menor en las abejas infectadas con la variante proveniente de Uruguay en

comparacién a la variante de origen espafiol (Man Whitney p=0,04) (Fig. 26).
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Figura 26.Expresion relativa del gen birc5 en funcion de los distintos tratamientos (abejas
infectadas con variante de N. ceranae de origen espafiol, 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 expresidn del gen imd también disminuy6 en los grupos de
abejas infectadas con N. ceranae de ambos origenes en relacion al grupo control, aunque dicha
disminucién fue significativa solo para la variante de Uruguay (Scheffeé: Control — Espaifia p=0,52;

Control — Uruguay p=0,03, Espafia — Uruguay p=0,26) (Fig. 27).
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Figura 27. Expresion relativa del gen imd en funcion de los distintos tratamientos (abejas
infectadas con variante de N. ceranae de origen espafiol, N. ceranae de origen uruguayo y grupo
de abejas control sin infectar). ANOVA, p=0,03.
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La expresion del gen lisozima se vio estimulada una vez que las abejas fueron infectadas con
la variante de N. ceranae de origen espafiol (Man Whitney p=0,01), mientras que la variante de
origen uruguayo no gener6 tal modificacién (Man Whitney: Control — Uruguay p=0,18; Espafia -
Uruguay p<0,001) (Fig. 28).
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Figura 28. Expresion relativa del gen que codifica para LISOZIMA en funcién de los distintos tratamientos
(abejas infectadas con variante de N. ceranae de origen espafiol, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas

control sin infectar). Kruskal Wallis, p<0,001.
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Por ultimo, la expresion 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
origenes (ANOVA, def p=0,89; gld, p=0,58; hym p=0,55) (Kruskal Wallis, vg p=0,14) (Fig. 29).
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Figura 29. Expresion relativa de los genes (A) defensina; (B) glucosa deshidrogenasa; (C) himenoptecina; y (D)

vitelogenina en funcion de los distintos tratamientos (abejas infectadas con variante de N. ceranae de origen

espafiol, N. ceranae de origen uruguayo y grupo de abejas control sin infectar).
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6.4. DISCUSION

La amplia distribucion de N. ceranae y su posible vinculacion con los fendmenos masivos de
despoblacion de colmenas es un tema de preocupacion mundial (Neumann y Carreck, 2010).
Teniendo en cuenta que en el presente trabajo se planted como hipétesis la existencia de distintas
variantes del microsporidio asociadas a virulencia diferencial, el objetivo de este capitulo fue
comparar la virulencia de variantes de N. ceranae provenientes de Espafia y Uruguay. En
condiciones naturales en ambos paises, se dan diferencias en cuanto a la interaccion de N.
ceranae y A. mellifera, ya que mientras que en Espafia se ha planteado que los efectos de la
infeccidn con el microsporidio en la abeja son devastadores (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009;
Higes et al., 2013), en Uruguay dicha asociacién se ha dado solo bajo condiciones ambientales
puntuales y si las medidas preventivas no son puestas en practica (Invernizzi et al., 2011;
Mendoza et al., 2012). En este sentido, este estudio constituye una primera aproximacién a esta
problematica al comparar los efectos de la infeccidn de una variante de N. ceranae proveniente de
un pais del hemisferio sur, donde no se han reportado pérdidas masivas de colmenas, con los

efectos de N. ceranae en Espania.

Los analisis comparativos se abordaron analizando la interaccion hospedero—patégeno tanto
desde el punto de vista del éxito del patdgeno, asi como de la respuesta de la abeja frente a la
infeccidn (sobrevivencia de las abejas frente a la infeccion, respuesta inmune de las mismas y

nivel de infeccién de N. ceranae al dia 10 post infeccién).

Las abejas de todas las réplicas, independientemente del tratamiento recibido sobrevivieron
como maximo 15 dias. 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 reportd que las abejas lograban sobrevivir periodos de tiempo mas
prolongados (hasta 23 dias), por lo que es posible descartar que estos dos factores hayan influido

en la corta vida de las abejas.

Ademas, 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 administracion experimental de las esporas de N. ceranae.

Teniendo en cuenta lo expuesto previamente, se realizd dos veces este experimento, pero no
fue posible obtener resultados que pudieran revertir esta situacion. Por lo tanto, se profundizo en

los aspectos que podrian haber determinado dichos resultados. En este sentido la posibilidad que
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las abejas empleadas estuviesen naturalmente infectadas con el microsporidio 0 se hubiesen
contaminado con esporas del mismo durante el transcurso del ensayo se descartd tanto por
andlisis moleculares previos a la infeccion como por andlisis microscépicos de cada abeja muerta.
Por otro lado, es posible descartar que la causa de muerte del grupo control se haya dado debido
a una infeccidn viral previa a nivel de campo, ya que la ausencia de los virus de mayor importancia

apicola (ABPV, BQCV. DWV, KBV y SBV) se comprobd mediante anélisis moleculares.

A pesar de esto, es importante tener en cuenta que existen muchos otros patdégenos cuya
deteccion no se abordd y que las consecuencias de su infeccién no han sido estimadas con
precision, como es el caso del CBPV o Chritidia mellificae (Ravoet et al., 2013; Doublet et al.,
2014). Por tal motivo, es posible que la razon de la muerte de las abejas del grupo sin infectar sea

una infeccion previa con algun otro patdgeno cuya deteccidn no se llevo a cabo.

Por otro lado, teniendo en cuenta los niveles de infeccion por N. ceranae, es posible plantear
que el éxito reproductivo de la variante de origen espafiol fue mayor que la variante de origen
uruguayo al dia 10 post infeccion (hubiese sido interesante evaluar el nivel de infeccion 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 infeccion.

En este sentido, estudios previos evaluaron la interaccion entre la abeja A. mellifera iberiensis
(empleada en el presente trabajo) y N. ceranae proveniente de Espafia en comparacion 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 histopatologico, pero a diferencia del presente
trabajo, los niveles de infeccion de ambas variantes de N. ceranae fueron similares, lo cual estaria
indicando que en ambos estudios el éxito del patdgeno es comparable y su patogenicidad es
similar. Teniendo en cuenta que las variantes de N. ceranae de Espafia, Francia y Holanda poseen
una ubicacién geografica mas cercana, es posible que las mismas sean genéticamente mas

similares entre si y compartan mas caracteristicas 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 espafiol, ain con
menores niveles de infeccion es posible proponer que este hecho sea una consecuencia de la
infeccion de la abeja A. mellifera iberiensis con una variante novedosa y distinta genéticamente

como lo es la uruguaya. Esta hipotesis se respalda también por los resultados obtenidos a partir
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del andlisis 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 infeccidn con N. ceranae de origen uruguayo la que causa una mayor inmunodepresion.

La inmunodepresion debido a la infeccién con N. ceranae ya ha sido descripta por Antinez y
colaboradores (2009) y Chaimanee y colaboradores (2011). En este caso se vio reflejada en la
expresion de genes involucrados tanto a nivel humoral como celular. Por un lado la expresion del
gen que codifica para la ABAECINA (péptido antimicrobiano) disminuyo significativamente,
mientras que lo mismo sucedié con la expresion del gen imd en las abejas infectadas con la
variante de N. ceranae de origen uruguayo, gen cuyo producto esté involucrado en los primeros
pasos de la cascada de sefalizacion que desencadena la produccién de péptidos antimicrobianos
(Evans, 2006). A nivel celular, los procesos de melanizacion también se vieron modificados debido
a una disminucién en la expresion de la profenol oxidasa. Ademas, la expresion del gen birc 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
dafiadas o cuyo funcionamiento no se esta dando de forma correcta (Kerr et al., 1972; Bergmann
et al., 1998; Jones et al., 2000). Células apoptéticas presentan la cromatina condensada y el ADN
cromosémico fragmentado formando cuerpos apoptdticos, por lo que son reconocidas por
macrofagos y fagocitadas (Kerr et al., 1972). Por lo tanto, los menores niveles de expresion 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 podrian explicar el
menor nivel de infeccion de las abejas infectadas con la variante del microsporidio de origen

uruguayo.

Poulin y Combes (1999), plantean que la virulencia de cierto patdgeno depende de la
interaccién entre éste y su hospedero, en la cual factores genéticos de ambos organismos y
aspectos ambientales jugarian un rol determinante. En el presente trabajo se abordd la
caracterizacion genética de las variantes de N. ceranae empleadas en los ensayos de infeccion y
las mismas mostraron diferencias entre si. Dichas diferencias genéticas podrian 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 infeccion provienen de una colmena sana y bien nutrida, ii) dichas
abejas se mantuvieron en condiciones 6ptimas a nivel de laboratorio y iii) se observaron
diferencias en la virulencia de ambas variantes de N. ceranae, aunque no asi en relacién 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 supresién del sistema inmune (debido por
ejemplo a la contaminacion con pesticidas) (Garrido et al., 2013), las dos variantes de N. ceranae

podrian 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 paises
resulté sumamente alta como fue previamente descripto (Sagastume et al., 2011; Roudel et al.,
2013; Gomez — Moracho et al., 2014), la técnica empleada permitié 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 subdividié cuando
las muestras de Espafia y Uruguay empleadas en los ensayos de infeccién fueron incluidas. En
andlisis evolutivos, este evento suele suceder cuando la variabilidad genética entre las muestras
en analisis es muy alta y se debe a que el exceso de variabilidad genética muchas veces
determina que se pierda informacién referente a las asociaciones filogenéticas (lvanna Tomasco,
comunicacion personal). En este sentido, el grupo C presenté esta caracteristica (de hecho todas
las muestras fueron diferentes), por lo que dicha falta de consistencia puede deberse a un

artefacto metodoldgico debido a la gran variabilidad genética detectada.

Por otro lado, teniendo en cuenta el problema que constituye la infeccidon de las abejas
espafiolas A. m. iberiensis con N. ceranae (Higes et al., 2008; Higes et al., 2009) y que paises del
hemisferio sur aun 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 paises con y sin pérdidas de colmenas.

Hubiese sido interesante haber escogido las variantes de N. ceranae a emplear previo a los
ensayos de infeccidn en relacion a su asociacion 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
infeccidn e infectar en el menor tiempo posible). En este sentido, si bien las muestras de N.
ceranae empleadas en los ensayos de infeccién difirieron genéticamente entre si asi como las
caracteristicas patogénicas de ambas variantes en relacion a los niveles de infeccion y la
respuesta inmune de la abeja, no fue posible comprobar a nivel de laboratorio que exista una

variante de N. ceranae mas virulenta que la otra.

Ademas, a la hora de evaluar la posible relacion de N. ceranae con los fendmenos de
despoblacion de colmenas, es importante considerar que mas alla de que posiblemente existan
variantes de N. ceranae con virulencia diferencial, podrian haber otros factores involucrados en la

interaccién entre este microsporidio y la abeja. La asociaciéon 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 relacion a la calidad proteica) que podrian
estar involucrados (Invemizzi 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 infeccidén con N. ceranae y las consecuencias de la misma en relacién 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 infeccion con N. ceranae. De hecho en Uruguay,
las abejas africanizadas estan 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 podria estar interaccionado
con distintos patoégenos y / o pesticidas, por lo que esta posibilidad debe también ser tenida en
cuenta a la hora de evaluar dicha interaccion (Ravoet et al., 2013; Toplak et al., 2013; Doublet et
al., 2014). Por ultimo, las practicas apicolas asi 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 infeccion, disminuyendo el efecto de la

misma (Botias et al., 2011).

Todos estos aspectos dan idea de la multiplicidad de factores que podrian estar en juego y en
este sentido, este trabajo constituye un primer abordaje a uno de los tantos factores que podrian

estar involucrados.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la hipotesis planteada, los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que existen distintas variantes genéticas de N. ceranae, las cuales mostraron
diferencias en sus caracteristicas patogénicas (nivel de infeccién 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 esquemaético de los principales resultados obtenidos en el presente trabajo.
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8. CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié por un lado conformar una coleccion de muestras de N. ceranae

provenientes de 13 paises.

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 permitié la caracterizacién genética de N.

ceranae, corroboro 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 anélisis de diversidad genética de la
coleccion de muestras de N. ceranae. Dichos analisis mostraron la existencia de tres grupos: el grupo A
definido por un patrén en comun, con baja diversidad genética y caracteristico de las muestras de Europa
(a excepcion de Espafia) 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 Espafia se
incluyera dentro del grupo caracteristico de Europa estaria 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

Espafia y América del Sur fue muy alta.

Los anélisis de infeccién mostraron que, en condiciones de laboratorio, no existen diferencias en la
virulencia de N. ceranae de origen uruguayo y espafiol 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 caracteristicas de su patogenia como la respuesta inmune y los
niveles de infeccion, es posible que a nivel de campo si se dan ciertas condiciones ambientales que
favorezcan el fitness del patégeno, posiblemente existan diferencias en la mortalidad de las abejas

infectadas con ambas variantes.

Las variantes de N. ceranae empleadas en los ensayos de infeccion fueron capaces de deprimir la
respuesta inmune de la abeja, aunque la variante de Uruguay lo hizo en mayor medida. Esto podria
deberse a que la variante de N. ceranae de Espanfa y la abeja A. mellifera iberiensis han co—evolucionado
y por lo tanto la abeja es capaz de responder mas 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 aproximacién al estudio de la epidemiologia de N. ceranae.
Teniendo en cuenta que se trata de un patégeno novedoso, cuya asociacion con la abeja A. mellifera es
reciente y dada la multiplicidad de factores que podrian estar influyendo en la relacion entre N. ceranae y
la abeja, existe un amplio abanico de temas a abordar a la hora de profundizar en la biologia,

caracteristicas patogénicas e historia del microsporidio.

Por un lado, seria interesante realizar analisis de diversidad genética mediante ISSR incluyendo
muestras de abejas infectadas naturalmente con N. ceranae provenientes del resto de los paises de
América del Sur, Centroamérica y América del Norte, de forma de ver cuales son las relaciones y
caracteristicas entre las variantes del microsporidio circulando en nuestro continente. Ademas, también
se podrian incluir en estos analisis 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 esté 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 Espafia y Uruguay y en los
niveles de infeccion de ambas variantes, se podria evaluar si existen diferencias en los factores de

virulencia que se estan expresando en ambas variantes mediante un abordaje protedmico.

Por ultimo, teniendo en cuenta que existen muchos patdégenos como por ejemplo Chritidia mellificae,
Aethinia tumida, Malpighoamoeba mellificae, Spiroplasma melliferum, Apicystis bombi, y Apocephalus
borealis, que infectan la abeja A. mellifera, que podrian potencialmente interaccionar con N. ceranae y
cuya deteccion en Uruguay no ha sido abordada, seria interesante poner a punto técnicas que permitan

su deteccion y analizar su efecto en las colmenas uruguayas.
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ANEXO 1. Muestras enviadas al Departamento de Microbiologia del IIBCE para su analisis.

Muestra

Origen

Investigador asociado

Centro de Investigacion asociado

08-736

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-737

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-740

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-899

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-748

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espaiia

08-749

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-871

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-881

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-745

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-752

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafa

08-887

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafa

08-882

Argentina

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafa

Tuc

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

Zar

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

T22

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

T23

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

T24

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

T25

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

T26

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

T27

Argentina

Dra. Marina Basualdo

Area de Produccion Apicola. Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Nacional de la Provincia de Buenos Aires.
Argentina

500

Argentina

Dr. Martin Porrini

Laboratorio de Artropodos. Universidad de Mar del Plata.
Argentina

08-1268

Francia

Dr. Mariano Higes

Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
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Muestra Origen Investigador asociado Centro de Investigacion asociado

08-1269 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~/-\gralrlo Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1272 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1277 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-859 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-342 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-858 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-857 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-863 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1273 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1282 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-855 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-861 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-862 Francia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa

08-1001 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1003 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa

08-1008 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-596 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1028 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1035 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1080 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1098 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-558 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'og|a Apicola. Centro ~/-\gramo Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1110 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

08-1111 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-552 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia

09-598 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.

Castilla La Mancha. Espafia
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Muestra Origen Investigador asociado Centro de Investigacion asociado
09-567 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
09-571 Holanda Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro ~Agramo Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-216 Turquia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-153 Turquia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-230 Turquia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-209 Turquia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~/-\gralrlo Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-158 Turquia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-166 Turquia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
10-1065 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
10-1066 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1067 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
10-1070 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro iAgrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1074 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1159 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
10-1165 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1204 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1095 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1075 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1087 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1097 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1082 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogia Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1107 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogia Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1137 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1154 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1163 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~/-\grarlo Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
101177 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.

Castilla La Mancha. Espafia

101



Muestra Origen Investigador asociado Centro de Investigacion asociado
10-1194 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1208 Hawaii Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
113 Eslovenia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
4/32 Eslovenia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1170 ltalia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
07-1175 Croacia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_og|a Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
07-1176 Croacia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro ~Agramo Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
07-1177 Croacia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
10-1181 Croacia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
06-476 Suiza Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
06-481 Suiza Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro ~Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
09-142 Portugal Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
10-377 Canada Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
13-002 Canada Dr. Carlos Castillos National Bee Diagnostic Qentre. Cen’tre for Research &
Innovation. Canada
11912 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol_ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafa
11-246 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
11-253 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
13-010 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
13-011 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patol'ogla Apicola. Centro :Agrano Regional.
Castilla La Mancha. Espafia
. . . Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
? 2220 DIELEIED S Castilla La Mancha. Espafia
. . . Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
¥ 2220 DIELEIED s Castilla La Mancha. Espafia
. . . Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
9 2220 DIELEIED s Castilla La Mancha. Espafia
. . . Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
6 ESEL I [EETD e Castilla La Mancha. Espafia
. . . Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
7 ESEL I [EETD e Castilla La Mancha. Espafia
. . . Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.
9 ESEL I [EETD e Castilla La Mancha. Espafia
9 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Patologia Apicola. Centro Agrario Regional.

Castilla La Mancha. Espafia
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Muestra Origen Investigador asociado Centro de Investigacion asociado
10 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de EitgiﬁgiﬁaA&i;:sLaﬁa(.}g;tgg r~]P;‘grario Regional.
c8 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de Ezt::iﬁgiﬁaA&iacg&:gtgg r~]P;‘grario Regional.
c9 Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de EitgiﬁgiﬁaA&i;:sLaﬁa(.}g;tgg r~]P;‘grario Regional.
irEfZF:;ac?éan Espafia Dr. Mariano Higes Laboratorio de EitgiﬁgiﬁaA&iachaﬁaC.)Er;tgg r~]P;‘grario Regional.
08-834 Argelia Dr. Mariano Higes Laboratorio de EitgiﬁgiﬁaA&i;:sLaﬁa(.}g;tgg r~]P;‘grario Regional.
Uru Uruguay Msc. Estela Santos Laboratorio de Entmc;:;)egvi%ef;?ﬁjrllt;% :;/a Ciencias. UdelaR.
2 Uruguay Dra. Karina Antunez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
7 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
10 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
15 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
33 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
34 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
43 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
46 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
48 Uruguay Dra. Karina Antlnez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
50 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
56 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. IIBCE. Montevideo, Uruguay
63 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
68 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
75 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
86 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
121 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
505 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
506 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
507 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
508 Uruguay Dra. Karina Antlinez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
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Muestra Origen Investigador asociado Centro de Investigacion asociado
509 Uruguay Dra. Karina Antunez Departamento de Microbiologia. [IBCE. Montevideo, Uruguay
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10. ANEXO 2

10.1. Curvas de amplificacion para la deteccion del ADNc de la B — actina y los virus ABPV,
BQCV, DWV, KBV y SBV.
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BQCV:
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Fluorescence (483-533)

Amplification Curves
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10.2. Curvas de amplificaciéon con su correspondiente curva de temperatura de melting del
ADNCc de los genes de referencia -actina y RPS5 y eficiencia de la reaccion.
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RPS5:

Amplification Curves
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10.3. Curvas de amplificacion con su correspondiente curva de temperatura de melting de los
genes aba, po, imd, lys, def, gld, hym y vg con su correspondiente grafico de eficiencia de la

reaccion.
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Amplification Curves
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Profenol oxidasa:

Amplification Curves
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Lisozima:

Amplification Curves
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Defensina:

Amplification Curves
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Glucosa

deshidrogenasa:

Amplification Curves
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Himenoptecina:

Amplification Curves
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Vitelogenina:
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10.4. Curvas de amplificacion del ADNc de los genes birc5 y ptp con su correspondiente

grafico de eficiencia de la reaccion.
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