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Ill. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue comparar la prevalencia y niveles del virus
de las alas deformes y los niveles de infestacion de Varroa destructor en
colonias de abejas establecidas en climas tropical y templado de México. Para
esto se tomaron de cada colonia seleccionada muestras de abejas adultas en
alcohol al 70% y cria operculada, las que se conservaron en refrigeracion para
determinar el nivel de infestacion de varroa y el morfotipo de las abejas, asi
como muestras de abejas adultas, cria infestada, cria no infestada y acaros,
gue se conservaron con un estabilizador de ARN y en congelacién hasta su
procesamiento. Se empled la transcripcidn en reversa de la reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) para amplificar un fragmento de la secuencia que
codifica para la helicasa del VAD y un gen de expresion constitutiva de la abeja
(RPsb). Para la cuantificacion relativa del virus con base en la intensidad de la
banda observada del VAD en relacion con el producto correspondiente del
RPs5 se emple6 el programa Scion Imagen®. Los datos obtenidos fueron
analizados estadisticamente con el programa estadistico R (R Development
Core Team) realizando pruebas de Chi cuadrada, ANOVA y correlacién. Se
encontré una interaccion significativa entre el clima y el tipo de muestra,
encontrando los niveles mas altos del VAD en la cria parasitada con varroa de
las colonias ubicadas en clima templado, siendo este clima el Unico donde se
pudieron apreciar en algunas colonias abejas con alas deformes al momento
del muestreo; también se pudo observar que las colonias positivas al VAD
fueron aquellas en presentar los niveles mas altos de V. destructor en el clima
templado, no asi en el tropical. Por otra parte, se observéd que las colonias con
morfotipo africanizado mostraron menor prevalencia del VAD que las colonias
con morfotipo europeo. Estos resultados sugieren fuertemente que existe una
interaccion entre el clima y el grado de infestacion de V. destructor, y que esta
interaccion puede jugar un papel fundamental en la prevalencia y cantidades
relativas del VAD, asi como en la presentacion de infecciones evidentes en las
colonias.

Palabras clave: Varroa destructor, Apis mellifera, virus de las alas deformes,
clima, morfotipo.
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INTRODUCCION

La varroosis 0 varroasis es una parasitosis externa causada por acaros del
género Varroa; actualmente es uno de los principales problemas que afectan a
la actividad apicola a nivel mundial. Esta parasitosis, que se creia exclusiva de
las abejas asiaticas Apis cerana, fue identificada por primera ocasion afectando
colonias de Apis mellifera en la URSS a principios de los afios 50; a finales de
esta década se presentaron los primeros casos en Japén y China y fue para
finales de los sesenta que se reportd la presencia del acaro en Europa. En las
décadas de los setentas y ochentas ya se contaba con casos en el sur y norte
del continente Americano. Actualmente, el género Varroa cuenta con una
distribucion préacticamente mundial, siendo Australia el Unico pais

aparentemente libre (Rosenkranz et al. 2010; Guzman-Novoa et al. 2012).

En un principio se consideraba a Varroa jacobsoni Oudemans como el agente
causal de la varroosis, tanto en las abejas A. cerana como en las A. mellifera
(Rosenkratz et al. 2010). Posteriormente en el afio 2000, Anderson y Trueman
encontraron diferencias morfolégicas y genéticas suficientes para considerar al
acaro encontrado parasitando las colonias de abejas meliferas como una
especie diferente, y lo denominaron Varroa destructor (Anderson y Trueman
2000).

Varroa destructor

El &caro Varroa destructor (en lo sucesivo, varroa) pertenece al filo Arthropoda,
clase Arachnida, subclase Acari, orden Parasitiformes, suborden
Mesostigmata. Los acaros varroa presentan un marcado dimorfismo sexual,
con adaptaciones anatomicas especificas para su supervivencia. Tanto en la
hembra como en el macho, su cuerpo se divide en dos regiones bien definidas:
el idiosoma y el gnatosoma,; el idiosoma es la region mas grande del cuerpo,
donde se encuentran contenidos los 6érganos reproductivos, el canal
alimentario y el sistema nervioso; asimismo, estd conformado por un gran

escudo dorsal y una serie de escudos ventrales; en el caso de las hembras



adultas todos los escudos son rigidos (altamente escrerotizados®) y presentan
una coloracion rojiza-marrén, estos escudos estan unidos por membranas
delgadas y flexibles que permiten la dilatacion del cuerpo, al alimentarse o
iniciar la oviposicion. A los lados de los escudos ventrales se insertan cuatro
pares de patas cortas y fuertes, de las cuales las dos primeras cumplen
funciones tactiles-olfativas y el resto funciones motrices. En el extremo distal de
cada pata se encuentra una estructura llamada apotelo, la cual es similar a una
ventosa que ayuda al acaro a sujetarse del cuerpo de las abejas. La forma del
idiosoma de la hembra es ovalada y aplanada en sentido dorso-ventral, de
aproximadamente 1.1mm de largo por 1.7mm de ancho; estas caracteristicas
anatémicas permiten al acaro adherirse al cuerpo de la abeja y esconderse
entre los segmentos abdominales facilitando la obtencion de alimento y
dificultando su remocién por parte de las abejas (Figura 1).

Figura 1. Abeja obrera parasitada por hembras de Varroa destructor

En el caso de los machos el idiosoma es mas pequefio que el de la hembra
(0.8mm de largo por 0.7mm de ancho), con forma triangular o de pera y
levemente esclerotizado en las patas y el escudo dorsal, donde presenta una
coloracion amarillenta. Las patas son alargadas y se observan mas largas en

relacion con el tamafio de su cuerpo.

1 Esclerotizar: endurecer un organo o tejido por la formacién de escleroproteinas
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El gnatosoma se ubica en posicién antero ventral y estd compuesto por un par
de pedipalpos y un par de queliceros, los cuales estan conformados por tres
segmentos o digitos; el tercer digito o digito distal en las hembras es movil y
presenta estructuras similares a dientes con los cuales perfora la cuticula de
las larvas y/o pupas, asi como la membrana intersegmental de las abejas
adultas para alimentarse. En el caso del macho adulto sexualmente maduro, el
digito movil se maodifica para formar un ducto espermatico con el cual transfiere
el esperma al tracto genital de la hembra (De Jong 1997; Rosenkranz et al.
2010; Guzman-Novoa et al. 2012)

Ciclo bioldgico
El ciclo bioldgico de este acaro se divide en dos fases: la fase reproductiva y la
fase forética. La fase reproductiva se lleva a cabo sobre la pupa de la abeja
melifera dentro de la celda operculada, para ello el 4caro que se encuentra
parasitando a las abejas adultas busca infestar abejas mas jévenes que estan
cumpliendo la funcion de nodrizas, y por lo tanto mantienen un contacto mas
estrecho con la cria; el acaro ingresa a las celdas de cria horas antes de ser
operculadas (15-30h en cria de obrera y de 40-60h en caso de cria de
zangano). Al ingresar a la celda se desplaza hasta el fondo de la misma
guedando inmerso en el alimento de la larva para evitar ser detectado por las
abejas nodrizas, 5 h después que la celda fue operculada la prepupa ya finalizé
sus reservas de alimento y el &caro inicia su alimentacion (perforando la
cuticula de la prepupa para obtener hemolinfa) lo cual estimula su ovoposicion,
la cual tendrd lugar entre 60-70h después, iniciando con un huevo no
fecundado para dar origen a un macho y los siguientes huevos seran
fecundados por lo cual daran origen a hembras, y se depositan en intervalos de
30h. En total se genera un macho y de tres a cuatro hembras en cria de abeja
obrera o cinco a seis hembras en caso de cria de zangano. Tanto el macho
como las hembras de varroa pasan por diferentes fases de desarrollo: huevo,
protoninfa, deutoninfa y adulto (el desarrollo completo dura de 5.5 a 6.3 dias
para el acaro macho y 6.5 a 6.9 dias para las hembras). Durante todo su
desarrollo, las crias del acaro se alimentan de la hemolinfa de la pupa a través
de la perforacién en la cuticula donde se aliment6 la hembra fundadora, y que
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mantiene abierta durante el desarrollo de sus crias. Pocas horas después de
alcanzar la madurez, los acaros inician su apareamiento, el macho fecundara a
sus hermanas, que al finalizar el desarrollo de la obrera o zangano, emergeran
de la celda junto con las abejas. Los acaros que se liberan de esta manera son
la hembra fundadora y las hijas adultas fecundadas (dos o cuatro hembras
fecundadas en obrera y zangano, respectivamente), el macho y las hembras
inmaduras permanecen y mueren en la celda después de que la abeja emerge.
La otra fase del ciclo es denominada “fase forética”, en la cual las hembras
fecundadas del acaro utilizan a las abejas adultas como medio de transporte y
diseminacién, el acaro se vale de su forma aplanada ventro dorsal para
ocultarse entre los escleritos abdominales de la abeja y se alimenta de la
hemolinfa de la abeja adulta perforando la membrana intersegmentaria de las
placas abdominales (De Jong 1997; Rosenkranz et al. 2010; Guzman-Novoa et
al. 2012).

Patologia
La patologia ocasionada por el acaro Varroa destructor en abejas se asocia
principalmente a dos factores: los dafios directos ocasionados por los habitos
alimenticios del &caro y su asociacion como vector de los principales virus que
afectan a las abejas meliferas. Entre los dafios directos provocados por el
acaro se ha encontrado que las abejas obreras y zanganos emergidos de
celdas infestadas muestran una disminucién de entre 7% hasta 50% del peso.
dependiendo del grado de infestacién (De Jong et al. 1982; Duay et al. 2002;
Kotwal y Abrol 2009). Los zdnganos parasitados durante su desarrollo han
demostrado una disminuciéon de hasta 70% en su capacidad de vuelo y de
entre 24% a 45% en su produccién espermatica, dificultando que cumplan con
su principal funcién que es la reproduccion (Duay et al. 2002). En el caso de las
obreras adultas parasitadas también se ha observado que tardan dos veces
mas tiempo en sus vuelos de pecoreo, presentan una tasa de retorno 20%
menor y mayor desorientacion al retorno a su colmena (Kralj y Fuchs 2006);
ademas, se ha observado que abejas emergidas de celdas infestadas
muestran una concentracion hasta 50% menor de proteinas en la hemolinfa,

principalmente vitelogenina. Esta es una glicoproteina abundante en la
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hemolinfa, considerada una proteina de almacenamiento que esta relacionada
con la longevidad de las abejas y la produccién de alimento para la cria
(Amdam et al. 2004).

También se ha determinado que varroa afecta la capacidad de respuesta de
las abejas ante diversos patdgenos. Los mecanismos de defensa de las abejas
son basicamente dos: la respuesta mediada por células de la hemolinfa o
hemocitos (fagocitosis, encapsulacién y coagulacién) y la secrecién de
péptidos antimicrobianos, los cuales atacan componentes de la pared celular
de bacterias y hongos. Algunos estudios han demostrado que las abejas que
se infestan durante su desarrollo presentan una mayor proporcion de
hemocitos pro apoptéticas (Amdam et al. 2004), lo cual concuerda con la
observacion in vitro de los efectos de la saliva del acaro, donde se observa que
puede ocasionar la lisis de los hemocitos y disminucion de su capacidad para
extender pseudépodos y formar agregados celulares, lo que dificulta el
proceso de coagulacion (Richards et al. 2011). Por otra parte se ha observado
también que la infestacion con el acaro provoca alteraciones en la expresion de
al menos 32 genes de las abejas, los cuales estan relacionados principalmente
con desarrollo embrionario, metabolismo celular y respuesta inmune (Navajas
et al. 2008), lo cual se ve reflejado en la disminucion de ARNm que codifica
para la produccién de péptidos antimicrobianos como himenoptaecina (Yang y
Cox-Foster 2005), abaecina y defensina (Gregory et al. 2005), moléculas de
sefalizacion como dorsal-1A implicada en respuesta celular al estrés o
enzimas como la glucosa deshidrogenasa, fenol oxidasa y glucosa oxidasa, las
cuales participan en la respuesta primaria ante patdégenos y en la eliminacién
de los mismos por encapsulacién (Nazzi et al. 2012).

El otro factor importante en la patologia causada por V. destructor es su
funcién como vector de algunos patégenos, primordialmente de los principales

virus que afectan a la abeja melifera (Rosenkranz et al. 2010).

Virus de las abejas meliferas
A la fecha se tiene registro de 19 virus que afectan a Apis mellifera L., de los
cuales todos excepto los virus iridiscente y filamentoso comparten

caracteristicas propias del orden de los Picornavirales, ya que estan
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constituidos por un genoma ARN en sentido positivo, el cual se encuentra
contenido dentro de una cépside icosaédrica de proteinas sin envoltura,
presentan ligada al extremo 5°de su genoma la proteina VPg y en el extremo 3°
una cola poliadenilada; el genoma viral se traduce en una poliproteina
(Iflaviridae) o en dos poliproteinas (Discistroviridae), estas poliproteinas se
procesan proteoliticamente por proteasas virales y celulares. Con base en la
organizacion de su genoma los virus de las abejas son clasificados en dos
familias dentro del orden de los Picornavirales; la familia Dicistroviridae, en la
cual el genoma viral presenta dos marcos abiertos de lectura donde el primero
(5"proximal) codifica para las proteinas no estructurales y el segundo
(3’proximal) codifica para las no estructurales; dentro de esta familia se
encuentra el Virus de las celdas reales negras, Virus de la pardlisis aguda,
Virus de la paralisis crénica, Virus de Cachemira y el Virus de la paralisis aguda
israeli. En la familia Iflaviridae el genoma presenta un solo marco abierto de
lectura donde en el extremo 5°se encuentran codificadas las proteinas
estructurales y en el 3" las no estructurales; dentro de esta familia se
encuentran el Virus de la cria ensacada y el Virus de las alas deformes (Cheny
Siede 2007; Aubert et al. 2008).

Virus de las alas deformes (VAD)
El virus de las alas deformes, género Iflavirus, familia Iflaviridae, orden de los
Picornavirales, cuenta con un genoma de 10,140 pares de bases, el cual
presenta una organizacion tipica de los Iflavirus con un solo marco abierto de
lectura que se encuentra flanqueado por dos regiones no traducidas, una
region amplia en el extremo 5” y una region mas corta y altamente conservada
en el extremo 3’, la cual termina en una cola de poli-A. El marco abierto de
lectura codifica para una poliproteina de 328kDa donde en el extremo N-
terminal se encuentran las proteinas estructurales que conforman la capside
(VP3, VP4, VP1 y VP2) y en el extremo C-terminal las no estructurales
(helicasa, 3C-proteasa, VPg y la RNA polimerasa dependiente de RNA) (de
Miranda y Genersch 2010; Bacandritsos et al. 2012). Este virus fue identificado
por primera vez por Ball en 1983 en una muestra de abejas meliferas adultas
provenientes de Japon e infestadas con Varroa destructor, por lo cual se le
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denomindé en un principio como variante japonesa del virus Egipcio de las
abejas ya que presentaba una relacion serolégica lejana con ese virus.
Posteriormente se determind que existia suficiente diferencia para clasificarlo
de forma independiente y se decidi®6 nombrarlo con base en el signo
caracteristico de la enfermedad: la presencia de malformaciones o falta de
desarrollo de las alas en abejas adultas recién emergidas. Este signo junto con
algunos otros como la reduccién en el tamafio del abdomen y la decoloracién
de la cuticula eran anteriormente considerados como signos de la patologia
causada por Varroa destructor (Chen y Siede 2007; Aubert et al. 2008), por lo
cual se comenzé a asociar la presencia del acaro con la infeccion viral. Esta
idea se ha ido reforzando con el tiempo, al observar que la dispersién del virus
siguioé el mismo patrén que la dispersion del &caro, presentando actualmente
una distribucion practicamente mundial. Se ha detectado la presencia de este
virus en todos los continentes, excepto Oceania (Chen y Siede 2007; de
Miranda y Genersch 2010) y es el virus de las abejas con mayor prevalencia en
los ultimos afios. La prevalencia del virus se ha reportado entre el 55 y 100%
en diferentes estudios realizados en paises como Francia, Austria, Dinamarca,
Estados Unidos y Uruguay (Tentcheva et al. 2004; Antinez et al. 2006; Berényi
et al. 2006; Chen et al. 2006; Nielsen et al. 2008), e incluso se ha podido
determinar su presencia en diferentes especies de abejas como Apis cerana y
Apis florea, en otros himendpteros como abejorros (Bombus terrestris y B.
pascuorum), asi como en otros insectos y acaros como el parasito Tropilaelaps
mercedease y el escarabajo Aethina tumida M. (de Miranda y Genersch 2010;
Bacandritsos et al. 2012).

Patogenia del VAD
En cuanto a la patogenia de los virus que afectan a las abejas meliferas, poco
se sabe sobre los mecanismos mediante los cuales los virus ingresan a la
célula y los dafios que causan a la misma mediante su replicacion, ya que
hasta la fecha no se cuenta con cultivos celulares adecuados que permitan
realizar estos estudios. Para comprender mejor los dafios ocasionados por
estos virus a las abejas infectadas, es necesario identificar dos términos que

son constantemente utilizados en la virologia de los insectos: infeccion abierta
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o evidente e infeccidn encubierta u oculta, los cuales permiten discriminar
adecuadamente el tipo de infeccidbn que se desarrolla en el huésped. La
infeccion evidente es aquella donde se observan signos claros de la
enfermedad cuando el insecto presenta altos titulos virales. La via principal de
transmision es horizontal y desenlaza con la muerte del individuo o la
recuperacion del mismo, donde ya no habré replicacion viral (de Miranda y
Genersch 2010). La infeccidn encubierta se caracteriza por no presentar signos
claros de enfermedad, aun cuando es posible encontrar particulas virales o
genoma viral en el individuo. El virus se transmite de forma vertical y puede ser
capaz de ocasionar una infeccion evidente si se presenta la situacion propicia
(dependiendo de factores ambientales e individuales del huésped) (Aubert et
al. 2008; de Miranda y Genersch 2010).

Se ha observado que el Virus de las Alas Deformes (VAD) puede causar
ambos tipos de infeccién, aunque comunmente causa una infeccion encubierta.
Diversos estudios han determinado la presencia del virus en obreras, reina y
zanganos; sin signos evidentes de enfermedad, tanto en colonias claramente
afectadas por el virus como en aquellas aparentemente sanas. La transmision
vertical del virus es factible ya que se ha determinado la presencia del virus en
ovarios, espermateca, testiculos, vesiculas seminales, semen y huevo; ademas
es posible observar “brotes” de infeccion evidente en colonias aparentemente
sanas fuertemente infestadas con varroa, con lo cual se cumplen los tres
aspectos basicos de la infeccidon encubierta (Fievet et al. 2006; Aubert et al.
2008; Boncristiani et al. 2009; de Miranda y Genersch 2010).

En cuanto a la infeccién evidente, ésta se distingue principalmente por la
presentacion de deformidades en las alas (Figura 2), reduccién del tamafio del
abdomen, decoloracién del exoesqueleto y reduccion drastica del tiempo de
vida del individuo adulto, el cual llega a ser menor a 67 h. La manifestacion de
los signos caracteristicos de una infeccién evidente estd relacionada con la
infestacion de la colonia con varroa, aun cuando la sola infestaciébn no es
suficiente, ya que no todas las abejas que emergen de celdas infestadas
muestran signos evidentes de enfermedad (Aubert et al. 2008; de Miranda y
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Genersch 2010). Es por esto que se considera que en ocasiones el acaro
participa como vector biolégico del virus, permitiendo la replicacion del mismo
en su interior (Yue y Genersch 2005) . Algunos estudios han demostrado que
la infestacion con el acaro ocasiona un incremento tanto en la prevalencia del
virus como en los titulos virales encontrados, e incluso parece ejercer cierta
seleccion sobre las variantes virales, disminuyendo la variacion y aumentando
la prevalencia de aquellos que son factibles de replicarse en el acaro (Gisder et
al. 2009; Martin et al. 2012). Se ha observado que en celdas donde emergieron
abejas con alas deformes, los acaros presentan cargas virales de entre 10 y
10% equivalentes genémicos, mientras aquellos de celdas donde emergieron
abejas aparentemente sanas no presentan una carga mayor a 108 equivalentes
gendmicos (Gisder et al. 2009). Aunado a esto, también existe una correlacién
positiva entre el nimero de acaros que infestan una celda y la observacion de
deformidades en las alas, es por ello que se asocia la observacién de abejas
con alas deformes como signo del colapso de la colonia ocasionado por el
acaro (Di Prisco et al. 2011). De hecho, algunos estudios sugieren que la
fortaleza de las colonias, el nUmero de abejas con alas deformes y el grado de
infestacion de varroa pueden emplearse como parametros predictivos para la
supervivencia de la colonia al periodo invernal (Dainat y Neumann 2013),
ademas de que ambos agentes (varroa y VAD) son dos de los principales
patdgenos encontrados en diversas regiones afectadas por el sindrome del
colapso de las colonias, evento que ha afectado la actividad apicola de
Estados Unidos y Europa desde 2006, causando fuertes pérdidas econémicas,
ya que en algunas regiones de los Estados Unidos se llegaron a presentar
pérdidas de mas del 80% de las colonias, con el consecuente desequilibrio
ecolégico de algunas zonas, pues aun mas importante que la actividad
productiva es la funcion de polinizacion, tanto de cultivos como de flora
silvestre, que realizan las abejas meliferas (Carreck et al. 2010; Le Conte et al.
2010; Guzman-Novoa et al. 2012).



Figura 2. Abeja obrera con alas deformes
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JUSTIFICACION

En México el 4caro Varroa destructor se identific6 desde 1992 en el estado de
Veracruz, (Chihu-Amparan et al. 1992) y a la fecha se encuentra distribuido a lo
largo de todo el pais, donde se han podido comprobar algunos de los efectos
adversos que ocasiona a las colonias. En lo que a produccién de miel se
refiere, se ha determinado que existe una correlacién negativa entre el grado
de infestacién y la produccion de miel; esto qued6 demostrado por primera vez
al estudiar colonias ubicadas en el altiplano mexicano (Arechavaleta-Velasco y
Guzman-Novoa 2000; Medina-Flores et al. 2011), en el cual predomina el clima
templado y donde se ha observado que el acaro tiene efectos adversos. En el
caso de los virus, aun cuando es de suponer que son agentes transportados
por varroa o que se replican en el acaro (en especial el VAD), y que pueden
estar implicados en la problematica presentada por las colonias infestadas,
hasta antes del 2012 no se tenia evidencia de su existencia en México y fue a
partir de ese afio que se determind por primera vez la presencia, no solo del
VAD sino del Virus de la Paralisis Aguda de Israel (VPAI), el Virus de la Cria
Ensacada (VCE), el Virus de la Paralisis Aguda (VPA) vy Virus de las Celdas
Reales Negras (VCRN) en colonias establecidas en el Distrito Federal
(Guzméan-Novoa et al. 2012, 2013). Habiendo identificado la presencia de estos
virus en el altiplano mexicano, resulta necesario realizar estudios enfocados en
determinar su epizootiologia con relacion a la infestacion de las colonias por
varroa en diferentes regiones apicolas del pais y observar si factores como el
clima de cada regiéon y el genotipo de abejas pudieran jugar un papel
trascendente en la prevalencia y niveles de infeccidon de las colonias, lo cual
ayudara a identificar zonas con mayor susceptibilidad a presentar
problematicas serias con estos virus, principalmente con el virus de las alas

deformes.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar mediante técnicas moleculares la presencia del Virus de las Alas
Deformes (VAD) de la abeja melifera, asi como determinar los niveles de
infestacion del acaro varroa y analizar la posible relacibn que guarda la
presencia del virus con la del acaro, en apiarios establecidos en clima templado

y tropical de México.

Objetivos especificos

= Determinar el porcentaje de infestacion del 4caro varroa en muestras de
abejas adultas y cria operculada de colonias establecidas en clima
tropical y templado de México

= Determinar la presencia y niveles de infeccion del VAD de la abeja
melifera en abejas adultas y cria operculada de colonias establecidas en
clima tropical y templado de México

®  Determinar si existe asociacion entre la prevalencia y cuantificacion del
VAD vy el porcentaje de infestacion del &caro varroa en abejas adultas y
cria

®  Determinar si existe efecto del morfotipo de las abejas en los niveles
relativos del VAD
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio.
Se obtuvieron muestras de abejas adultas y cria de colonias de abejas

establecidas en dos climas, tropical y templado.

Clima tropical

Las muestras de colonias establecidas en clima “tropical” se obtuvieron de
apiarios ubicados en el municipio de Ahuacatlan, el cual se encuentra a 1000
msnm, a 20°55’ y 21° 11’ de latitud norte; 104°24’ y 104°44’ de longitud oeste
en el estado de Nayarit, México. El clima de la regién es Aw (calido
subhimedo) con temperaturas que van de 16 a 24°C y precipitacion promedio
anual de 1100 mm. La vegetacion predominante son bosques de pino (Pino
sylvestris), encino (Quercus rugosa), copal (Protium copal) y tepehuaje
(Lysiloma acapulcence) (INEGI 2015).

Clima templado
Las muestras de colonias establecidas en clima “templado” se obtuvieron en

tres localidades diferentes:

Municipio de Atlixco, el cual se encuentra a 1800 msnm y a 18° 48’y 19° 00’
de latitud norte; 98° 19’ y 98° 36’ de longitud oeste en el estado de Puebla,
México. El clima predominante es Cw (templado subhimedo con lluvias en
verano) presentado temperaturas que van de 10 a 20°C y precipitacion
promedio anual de 700 mm. La vegetacién dominante de forma natural eran
bosques de pinos (Pino sylvestris) y cedros (Cupressus lucitanica) , los cuales
se han sustituido en su mayoria por cultivos anuales o semipermanentes
(INEGI 2015).

Municipio de Cortazar, el cual se encuentra a 1800 msnm y 20° 19’y 20° 31’
de latitud norte; 100° 49° y 101° 03 de longitud oeste en el estado de
Guanajuato, México. El clima de la region se considera Cw (templado
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subhimedo con lluvias en verano) con temperaturas que van de 14 a 20°C y
precipitacion promedio anual de 700 mm. La vegetacion dominante son los
mezquites (Prosopis laevigata), huizaches (Acacia pennatula) y nopales
(Opuntia ficus-indica), ademas de especies forrajeras como navajita (Bouteloua
gracilis), zacaton (Panicum maximum) y lanudo (Holcus lanatus) (INEGI 2015).

Delegacion Milpa Alta, la cual se encuentra a 2500 msnm y 19° 03’y 19° 14’
de latitud norte; 98° 57° y 99° 10’ de longitud oeste en el Distrito Federal,
México. El clima de la regién se considera Cw (templado subhimedo con
lluvias en verano) con temperaturas que van de 6 a 16°C y precipitacion
promedio anual de 700 mm. La vegetacion dominante en la zona son bosques
de pino (Pino sylvestris), encino (Quercus rugosa), oyamel (Abies religiosa) y
bosques mixtos (pino-aile (Alnus acuminata)-encino), pastizales y matorrales
(INEGI 2015).

Grupos de trabajo

Se emplearon 80 colonias en total; 40 colonias localizadas en una region con
clima tropical (Nayarit) y 40 localizadas en regiones con clima templado
(Cortazar, Atlixco y Milpa Alta), las colonias fueron seleccionadas
aleatoriamente de apiarios que no hubieran sido tratados contra el acaro varroa

en los ultimos seis meses.

Obtencidén de muestras

Al momento de tomar las muestras se evalud la condicion general de cada
colonia, observando al momento de abrir la colmena el nimero de bastidores
gue en camara de cria se presentaban cubiertos por abejas y posteriormente
registrando, durante el manejo de la colmena, la totalidad de bastidores que
presentaban cria en los diferentes estados de desarrollo, ademas de que se
valoraron las reservas de alimento (miel y polen) y se registré si durante el
muestreo en cada colonia habia abejas con signos de infeccién evidente del

VAD (abejas con alas deformes).
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Infestacion de Varroa destructor.
Para determinar el nivel de infestacion en abejas adultas se obtuvo de cada
colonia una muestra de 100 a 200 abejas las cuales fueron conservadas en
alcohol al 70% en recipientes de boca ancha con tapa de rosca. Con el objetivo
de determinar el nivel de infestacién en la cria se colectd de cada colonia un
fragmento de panal de 10 X 10 cm con cria operculada, el cual fue envuelto en

papel estraza, identificado, transportado y conservado en refrigeracién (4°C).

Presencia del Virus de las alas deformes (VAD).

Para determinar la presencia del VAD en abejas adultas, se colectaron de cada
colonia 20-30 abejas, las cuales fueron colocadas en tubos tipo Falcon; los
tubos tenian perforaciones en la tapa para permitir la entrada y salida del aire y
fueron transportados en contenedores térmicos con refrigerantes para disminuir
el metabolismo de las abejas, con la intencion de mantenerlas vivas hasta su
procesamiento. Una vez ubicados en una superficie de trabajo previamente
esterilizada, se obtuvieron 15 abejas adultas de cada tubo, se les colocé en
tres tubos de microcentrifuga con capacidad de 2 ml (cinco abejas por tubo) y
se adicion6 1.5 ml de un estabilizador de ARN (RNA later, Ambiom®) con fin de
mantener estable este acido nucleico para su posterior extraccion. Las abejas
fueron trituradas con puntas de micropipeta estériles para permitir que el
liquido penetrara en los tejidos y posteriormente fueron incubadas por 24 h a 4°
C para finalmente conservarse a -20° C hasta su procesamiento.

Con el objetivo de determinar la presencia del VAD en cria se obtuvo de cada
colonia un fragmento de panal de 5 x 5 cm el cual debia contener cria
operculada. Cada fragmento fue envuelto en tela de jerga y conservado en
contenedores térmicos para evitar la pérdida de calor de la cria con la finalidad
de mantenerlas vivas. En una superficie de trabajo previamente esterilizada, se
obtuvieron 15 pupas de celdas donde no se observara infestacién con el acaro
varroa y 15 pupas de celdas infestas con el acaro, las cuales fueron colocadas
igualmente en tubos de microcentrifuga con capacidad de 2 ml (cinco pupas
por tubo) y se adicioné 1.5 ml de un estabilizador de ARN (RNA later,
Ambiom®), las pupas fueron trituradas con puntas de micropipeta estériles
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para permitir que el liquido penetrara los tejidos y posteriormente fueron
incubadas por 24 h a 4° C para finalmente conservarse a -20° C hasta su

procesamiento.

De cada colonia se colectaron también de 50 a 80 &caros varroa que se
obtuvieron sacudiendo entre dos y tres bastidores con abejas adultas en un
embudo de metal colocado sobre una caja de madera de 25 x 20 x 15 cm, la
cual contaba en una de sus paredes con una perforacién de 12 cm de diametro
y en la cara contraria una pared de malla criba de 3 mm. Una vez depositadas
las abejas en la caja, se tap0 el orificio con una madera cuadrada de 15 x 15
cm y la caja se introdujo a una bolsa de plastico donde previamente se habia
colocado una torunda de algodén impregnada con éter (10 ml). Enseguida se
cerrd la bolsa y se hizo circular el aire al interior por 5 a 10 min. Una vez que
las abejas se encontraron anestesiadas, los acaros se desprendieron y
pasaron a través de la malla a la bolsa, donde fueron transportados a un area
de trabajo previamente esterilizada para colocarlos en un tubo de
microcentrifuga de 2 ml con 1.5 ml de un estabilizador de ARN (RNA later,
Ambiom®), incubando la muestra por 24 h a 4° C para finalmente conservarlos

a -20° C para su procesamiento posterior.

Todas las muestras fueron preparadas y conservadas en un area de trabajo
designada en las instalaciones del Departamento de Medicina y Zootecnia de
Abejas, Conejos y Organismos Acudticos de la FMVZ-UNAM, hasta su
posterior procesamiento en la Universidad de Guelph, Ontario, Canada.

Pruebas diagndsticas

Infestacion de V. destructor en abejas adultas
Para determinar el porcentaje de infestacion con el &caro varroa en abejas
adultas, se hicieron lavados de etanol al 70% (De Jong et al. 1982). Para ello,
el recipiente en el cual se recolectd la muestra de abejas adultas en etanol se
agitd manualmente durante 1 min. Posteriormente, se vacié el contenido

(abejas y etanol) en una botella de plastico de 1.5 L invertida, la cual fue
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adaptada para este fin cortdndola por la mitad e introduciendo una malla de
alambre (8 cuadros/pulgada) en el extremo donde se encuentra la tapa-rosca
para funcionar como colador de abejas; esta botella se colocé con la parte de
la tapa-rosca hacia abajo en un soporte universal, verificando que la tapa
estuviera bien cerrada para evitar derrames. Se adiciond etanol al 70% hasta
cubrir por completo las abejas de la muestra y se agitaron nuevamente durante
2 min, para posteriormente abrir la tapa-rosca y drenar el etanol sobre una tela
blanca (que funcioné como colador fino) colocada sobre un recipiente de 10 cm
de diametro por 12 cm de profundidad. Las abejas quedaron en la malla
cribada y los acaros desprendidos de las abejas quedaron retenidos en la tela.
Se contaron los acaros y las abejas que componian la muestra para después
calcular el porcentaje de infestacién con la siguiente férmula: % infestacién =
[nimero de acaros/nimero de abejas] x 100 (De Jong et al. 1982; Guzman-
Novoa et al. 2012).

Infestacion de V. destructor en cria

Para determinar el porcentaje de infestacién de varroa en la cria de las abejas,
se examinaron las muestras de panal bajo un microscopio estereoscopico
(Leica EZ4, Leica Microsystems Inc., Buffalo, United States), desoperculando
100 celdas de cada muestra, considerando como positivas aquellas celdas o
pupas en las que se encontraban acaros adultos o cualquier otra fase de
desarrollo del parasito. Para obtener el porcentaje de infestacién se utilizo la
siguiente féormula:

% infestacion = [niUmero de celdas positivas/nimero de celdas abiertas] x 100
(Guzman-Novoa et al. 2012).

Identificacién morfométrica
Para determinar el morfotipo de las abejas se empled una adaptacion del
Sistema Rapido de ldentificacion de Abejas Africanizadas (FABIS por sus
siglas en inglés, Sylvester y Rinderer 1987). Para ello se obtuvieron 12 abejas
adultas de cada colonia, a las cuales se les desprendio el ala anterior derecha.
Las alas se colocaron sobre un cubreobjetos en dos columnas de seis y se

fijaron con una cinta adhesiva. Posteriormente, los cubreobjetos con las alas
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fijadas se digitalizaron con un multifuncional (EPSON L355, EPSON México,
México, D.F.), y se midié su longitud con ayuda del software Motic Imagen
Plus®, trazando una linea de la parte mas distal del ala hasta la escotadura de
la vena costal. Los datos generados se exportan a una hoja de célculo donde
se obtiene el promedio de longitud del ala.

Los criterios de discriminacion de morfotipo fueron los siguientes:

Si el promedio de longitud fue mayor o igual a 9.1 mm se consider6 a la
muestra como de morfotipo europeo, si el promedio era menor o igual a 8.7
mm se consideré de morfotipo africanizado y aquellas muestras que obtuvieron
un promedio entre estos dos rangos fueron consideradas hibridos o
sospechosas (Sylvester y Rinderer 1987; Santibafiez-Colmenares 2010).

Identificacién del VAD
En el presente estudio se empled la transcripcién en reversa de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) para amplificar un fragmento especifico del
genoma viral del VAD. Para ello, previamente se extrajo el ARN total de las

muestras y se sintetizO6 ADN complementario.

Para realizar la extraccion del ARN total se emplearon cinco abejas de cada
muestra (adultas o cria), las cuales fueron homogeneizadas empleando el
método descrito por Chen et al. (2000). Todos los instrumentos empleados en
este proceso fueron adecuadamente lavados y esterilizados en autoclave para
evitar contaminaciones. Al homogeneizado se le agregaron 800 uL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), 800 puL de amortiguador de extraccién
y se le centrifugd por 15 min a 13,000 rpm a 4°C. Se colecto6 el sobrenadante,
al cual se le afadieron 800 uL de fenol-cloroformo (24:1) y se le centrifugd por
10 min a 13,000 rpm a 4°C. El sobrenadante obtenido se precipité con cloruro
de litio (CILi) (utilizando una cuarta parte del total del sobrenadante) y se dejo
precipitar la reaccion 12 h a 4°C. Posteriormente sele centrifugd por 5 min a
13,000 rpm a 4°C, decantando el sobrenadante y conservando el pellet de
ARN, al cual se adicionaron 500 pyL de alcohol al 70% y se le centrifugé a
12,000 rpm por 3 min; se decantd el sobrenadante y se dej6 secar el pellet en
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una campana de flujo laminar por 30 min, para finalmente resuspender el pellet
en 25 pL de agua bidestilada tratada con 0.1% de dietilpirocarbonato a bafio
maria (60°C) por 3 min (Sambrook et al. 2000). La cantidad de ARN total se
determind con un espectofotometro (Nanoveu, GE Healcare; Cambridge, UK).

La sintesis de ADNCc fue realizada empleando 2 ug de ARN total, 1 uL de oligo
(dT)1g y 0.8 pL de M.MULVRT con el ReveltAid™ Hminus First Stand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas Life Sciences; Burlingtone, Ontario, Canada).

Las amplificaciénes se realizaron a traves de la reaccion en cadena de la
polimerasa multiple, donde se amplificé la region del genoma del virus que se
encuentra entre las bases 6255 y 6897,correspondiente a un fragmento de la
secuencia que codifica para la helicasa del virus obteniendo un producto de
642pb; igualmente se amplific6 como control estandar una region del gen
constitutivo de la abeja correspondiente a la proteina ribosomal S5 (RpS5)
obteniendo un producto de 115pb.

La secuencia del oligonucleétido iniciador de ida, utilizada para detectar el
VAD, fue ATCAGCGCTTAGTGGAGGAA, la misma que utilizaron Chen et al.
(2005), mientras que la secuencia del oligonucleétido iniciador de reversa fue
CATAGATATCAGTCAACGGAGC. Este oligonucledtido se disefi6 en el
Departamento de Biologia Ambiental de la Universidad de Guelph (Guzman-
Novoa et al. 2012) con el fin de obtener un producto de PCR mas corto que el
originalmente obtenido por Chen, evitando asi la generacion de lazos de ADN;
esto obedece a que si fuera un poco mas larga la secuencia de nucledtidos, se
empezarian a formar lazos o anillos que dificultarian la amplificacion.
Asimismo, para disefiar el citado oligonucle6tido iniciador, la secuencia del
genoma completo del VAD se obtuvo del Centro Nacional de Informacién para
la Biotecnologia (National Centre for Biotechnology Information-NCBI). La
secuencia fue alineada usando el programa CUSTALX y el iniciador con el
programa Gene Runner (versiéon 3.05, Hastings Software Inc., NY). Los
oligonucledtidos se adquirieron del Laboratorio de Servicios de la Universidad
de Guelph. Para la amplificacion del RpS5 se emplearon las siguientes
secuencias: iniciador de ida, 5 -AATTATTTGGTCGCTGGAATTG, e iniciador

de reversa, 5"-TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA.
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Todas las reacciones de PCR se hicieron con un termociclador Mastercycler™
(Eppendorf, Mississauga, Ontario). Cada 15 pl de reaccion se prepard con 1.5
Ml de un amortiguador de PCR de 10x (New England BiolLabs; Pickering,
Ontario), 0.5 yl 10 mM de dNTPs (Bio Basic Inc.; Markham, Ontario), 1 ul de 10
MM de los oligonucledtidos iniciadores de ida y reversa, 0.2 ul 5U/ yl de la Taq
polimerasa (New England BioLabs; Pickering, Ontario), 1 ul del cDNA de la
muestra y 7.8 pl de dd H,O. El termociclador se programé a 94°C por 3 min,
seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 60 s a 58°C y 60 s a 72°C, con un paso
final de extension a 72°C por 10 min. Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa tefildo con bromuro de etidio. Las bandas
amplificadas se capturaron en fotografias utilizando una camara digital con un
transiluminador Benchtop UV™ (BioDoc-ItM Imaging System; Upland, CA,
USA). Para las identificaciones positivas, se seleccionaron aleatoriamente
productos de PCR, los cuales se purificaron usando el kit de extraccién EZ-10
Spin Column DNA Gel™ (Bio Basic Canada Inc.; Markmam, Ontario Canada) y

se secuenciaron en el Laboratorio de Servicios de la Universidad de Guelph.

Cuantificacién relativa del VAD

El VAD se cuantific6 de manera relativa con base en la intensidad de la banda
obtenida a partir del ARN viral con relacién a la intensidad de la banda del
producto del gen de referencia de la abeja (el RPS5). Para realizar la
cuantificacion relativa de las bandas observadas en los geles, se analizaron las
imagenes obtenidas en el transiluminador mediante el programa Scion
Imagen® con el cual se determina la cantidad de pixeles que componen la
banda correspondiente al fragmento de producto viral amplificado, asi como la
cantidad de pixeles que conforman la banda obtenida por la amplificacion del
gen constitutivo de la abeja (RPS5). Se obtiene una proporcién entre el nimero
de pixeles de la banda asociada al virus (que es variable dependiendo de la
cantidad de ARN viral) y el nUmero de pixeles de la banda del gen constitutivo
(que no cambia en intensidad, pues se expresa de manera uniforme) (Dean et
al. 2002).
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Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos del presente trabajo fueron realizados con el programa
estadistico R (R Development Core Team 2012). La prevalencia del VAD fue
analizada a través de la prueba de Chi cuadrada, los datos del porcentaje de
infestacion de varroa en la cria y abejas adultas fueron transformados a la raiz
cuadrada del arcoseno y se realizé un andlisis de varianza (ANOVA). Los datos
obtenidos de la cuantificacion relativa del virus fueron transformados por
logaritmo, para cumplir con los criterios de normalidad y luego se sometieron a
ANOVAs. Se realizaron pruebas de correlacidon con la finalidad de establecer la
relacion entre los niveles de infestacion de varroa y los niveles relativos del
VAD.
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RESULTADOS

Se determind la presencia del VAD mediante la amplificacion de un fragmento
del genoma viral en reacciones duplex de PCR conjuntamente con un
fragmento del gen RPS5 de la abeja melifera como control de la reaccion
(Figura 3).
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Figura 3. Captura de pantalla de los productos de RT-PCR obtenidos.

VAD (642pb) y el RPS5 (115pb). Carril 1 al 3 muestras de clima tropical (cria
infestada, cria no infestada y adultas respectivamente), Carril 4 al 6 muestras de
clima templado, Cortazar (adultas, cria no ifestada y cria infestda,
respectivamente), Carril 7 al 11 muestras de clima templado, Milpa Alta (Cria
infestada, adultas, cria no infestada, cria infestda y adultas, respectivamente)
Carril 12 y 13 muestras de clima templado, Atlixco (Adultas) Carril 14 Control
positivo (C+) y Carril 15 Control negativo (C-)

Efecto de climay de la etapa de desarrollo de las abejas en la prevalencia
del VAD

La Figura 4 muestra que la prevalencia del VAD fue significativamente mayor
en abejas adultas (x°=5.5, n=74, P <0.05), en cria no infestada con varroa
(x?=8.2, n=74, P <0.01) y en cria infestada con varroa (x°=7.7, n=74, P <0.01)
provenientes de regiones de clima templado en comparacién con aquellas
originarias de clima tropical.

Al comparar la prevalencia del VAD entre el tipo de muestras colectadas
(abejas adultas y crias infestadas o no infestadas), se encontrdé que las abejas
adultas presentaron una prevalencia significativamente mas alta del VAD que
la cria no infestada, tanto en clima templado como en tropical (x°=9.6, n=78, P
<0.01; ¥*=12.0, n=70, P <0.001, respectivamente), pero no hubo diferencia en
la prevalencia del VAD entre abejas adultas y la cria infestada en ambos climas

(x?=2.4, n=78, P >0.05; x°=3.6, n=70, P >0.05, respectivamente). Ademas, la
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prevalencia del VAD no mostré diferencia significativa entre la cria infestada y
la cria no infestada al ser analizada dentro de cada tipo de clima (x*=2.6, n=78,
P >0.05; x?=2.7, n=70, P >0.05, para clima templado y tropical,
respectivamente); no obstante, al analizar los datos de ambos climas en
conjunto, el VAD fue significativamente mas prevalente en la cria infestada que

en la cria no infestada (y?=4.7, n=148, P <0.05).
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Figura 4. Porcentaje de colonias positivas al Virus de las Alas Deformes (VAD)
en abejas adultas, cria no infestada y cria infestada con Varroa destructor en
climas tropical y templado. Se detectaron, en todos los casos, diferencias
significativas (basadas en pruebas de Chi-cuadrada), entre regiones climaticas.

Asociacion entre Varroa destructor y el VAD en dos climas

Los niveles de infestacion de V. destructor fueron significativamente mas altos
en colonias positivas al VAD que en colonias negativas, esto para ambas
etapas de desarrollo (abejas adultas y cria) en ambos climas (F123s= 11.1, P
<0.001; F1236= 7.6, P <0.01; para abejas adultas y cria, respectivamente). Los
niveles de infestacion con el acaro fueron significativamente mas altos en
abejas adultas de clima tropical (F123s = 14.8, P <0.001), pero no asi para la
cria (F1236= 1.0, P >0.05). No se encontraron interacciones entre los niveles de
infestacion con el acaro y el tipo de clima (Figuras 5y 6).
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Figura 5. Porcentaje de infestacion con Varroa destructor (+ EE) en abejas
adultas, de colonias que resultaron negativas y positivas al virus de las alas
deformes (VAD), en climas templado y tropical. Literales diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas, basadas en un ANDEVA y pruebas de
Fisher LSD. Los datos se transformaron mediante la funcion de arcoseno de la

raiz cuadrada. La figura se representa con los valores reales.
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Figura 6. Porcentaje de infestacion con Varroa destructor (+ EE) en la cria de
las abejas, a partir de colonias que resultaron positivas y negativas al virus de
las alas deformes (VAD) en climas templado y tropical. Literales diferentes
sobre las barras indican diferencias significativas basadas en un ANDEVA y
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pruebas de Fisher LSD. Los datos se transformaron mediante la funcion de

arcoseno de la raiz cuadrada. La figura se representa con los valores reales.

Los niveles de infeccién del virus variaron entre tipos de muestra en el clima
templado, pero no en el clima tropical. La cria infestada con varroa tuvo titulos
significativamente mas altos del VAD que la cria no infestada y que las abejas
adultas en clima templado (F;,123= 5.0, P <0.01). La interaccién entre el tipo de
muestra (abejas adultas, cria infestada o no) y el clima fue significativa (F2 123 =
3.0, P <0.05; (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacion relativa del producto de RT-PCR del VAD en abejas
adultas, cria no infestada vy cria infestada con V. destructor, en climas
templado y tropical. Literales diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos de cada clima por separado, basadas en un
ANDEVA y pruebas de Fisher LSD. Los datos se transformaron mediante la
funcién de logaritmo antes de analizarse. La figura se representa con los

valores reales.

Los niveles de infestacion de varroa asi como los tipos de clima también se
relacionaron con la cuantificacion del VAD. Los niveles de infestacion de la cria
no influyeron en los niveles del virus en el clima tropical, pero si en el templado,
donde se encontraron cantidades significativamente mas altas del virus en

colonias clasificadas con alto (5 a 10%) y muy alto ( >10%) nivel de infestacion,
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esto en contraste con las de bajo nivel de infestacion (< 3%). Los efectos de
interaccion entre el tipo de clima y el nivel de infestacién con varroa también
fueron evidentes (F= 3.5 P < 0.03) (Cuadro 1, Figura 8).

Cuadro 1. Anadlisis de varianza para los niveles del VAD en la cria de las
abejas de colonias clasificadas con bajo, alto y muy alto nivel de infestacién de
Varroa destructor, localizadas en climas tropical y templado. Los datos del virus

fueron transformados mediante la funcién de logaritmo antes de analizarse.

Fuente de variacion GL Suma de cuadrados F P
Cuadrados medios

Infestacion con V. destructor 2 5.3 2.7 3.4 0.04
(V.d. )

Tipo de clima (C) 1 3.5 3.5 4.5 0.04
V.d. IxC 2 5.6 2.8 3.5 0.03
Error 122 97.1 0.8
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Figura 8. Cuantificacion relativa del producto de RT-PCR del VAD en cria de
abejas clasificadas por presentar niveles bajos, altos y muy altos de infestacion
con V. destructor de climas templado y tropical. Literales diferentes muestran

26



diferencias significativas. Los datos se transformaron mediante la funcién de

logaritmo antes de analizarse. La figura se representa con los valores reales.

Los niveles de infestacién en abejas adultas no influyeron en los niveles del
virus en el clima tropical, pero si lo hicieron en el clima templado, donde se
observaron cantidades significativamente mas altas del virus en colonias con
un nivel de infestacion de V. destructor alto y muy alto en comparacién con las
colonias con bajo nivel de infestacion del acaro. No se detectaron efectos de
interaccién entre el tipo de clima y el nivel de infestacién con el acaro (Cuadro
2, Figura 9).

Cuadro 2. Analisis de varianza para los niveles del VAD en abejas adultas de
colonias clasificadas con bajo, alto y muy alto nivel de infestacion de Varroa
destructor, localizadas en climas tropical y templado. Los datos del virus fueron

transformados mediante la funcién de logaritmo antes de analizarse.

Fuente de variacion GL Suma de cuadrados F P
Cuadrados medios

Infestacion con V. destructor 2 2.8 1.4 1.6 0.20
(V.d. )

Tipo de clima (C) 1 4.4 4.4 5.1 0.02
V.d. IxC 2 3.9 2.0 2.3 0.10
Error 123 104.1 0.8
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Figura 9. Cuantificacion relativa del producto de RT-PCR del VAD en abejas
adultas, clasificadas por presentar niveles bajos, altos y muy altos de
infestacion con V. destructor de climas templado y tropical. Literales diferentes
muestran diferencias significativas. Los datos se transformaron mediante la
funcién de logaritmo antes de analizarse. La figura se representa con los

valores reales.

Sumado a lo anterior, el porcentaje de infestaciébn de varroa en la cria se
correlacion6 significativamente con los niveles de infeccion del VAD en los dos
tipos de climas, por ello los datos fueron conjuntados (r= 0.23, n= 129, P
<0.01). El porcentaje de infestacion de varroa en las abejas adultas no se
correlacion6 con los niveles de infeccion del VAD (P > 0.05).

Efecto del morfotipo de abeja en los niveles relativos de infeccion del
VAD

Debido al insuficiente tamafio de muestra, el efecto del morfotipo de abeja en
los niveles del VAD no pudo analizarse separadamente para el clima tropical y
templado, pero cuando los datos de los dos tipos de clima fueron agrupados, si
fue posible realizarlo. La cria y abejas adultas de colonias clasificadas con
morfotipo europeo por la longitud de sus alas, tuvieron niveles

significativamente mas altos del VAD en comparacion con la cria y abejas
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adultas clasificadas con morfotipo africanizado. No se encontraron efectos de
interaccién entre el morfotipo y las etapas de desarrollo de las abejas (Cuadro
3, Figura 10).

Cuadro 3. Analisis de varianza para los niveles del VAD en crias y abejas
adultas de colonias clasificadas morfométricamente como europeas o
africanizadas. Los datos de cuantificacion viral fueron transformados mediante

la funcién de logaritmo antes de analizarse.

Fuente de variacion GL Suma de cuadrados F P
Cuadrados medios

Morfotipo (M) 1 0.60 0.60 7.1 0.008
Estado de desarrollo de la 1 0.03 0.03 0.4 0.55
abeja (EA)
M x EA 1 0.03 0.03 0.4 0.55
Error 125 10.3 0.08
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Figura 10. Cuantificacién relativa del producto de RT-PCR del VAD en crias y abejas
adultas de colonias clasificadas morfométricamente como europeas o africanizadas.
Literales diferentes sobre las barras indican diferencias significativas basadas en un
ANDEVA y pruebas de Fisher LSD, con datos transformados mediante la funcién de

logaritmo antes de analizarse. La figura se representa con los valores reales.
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Discusion

Asociacién del climay Varroa destructor en la prevalencia del VAD en cria

y abejas adultas

Este es el primer estudio que compara la dinamica y epizootiologia del VAD
entre colonias de abejas establecidas en un clima tropical y colonias
establecidas en un clima templado. Los resultados mostraron una mayor
prevalencia del VAD en abejas adultas de ambos climas, similar a lo
encontrado por Tentcheva et al. (2004), donde el VAD mostr6 mayor
prevalencia en abejas adultas (97%) que en cria (94%), aungque en ese estudio
no se especificd si la cria estaba infestada o no con varroa. Este resultado
podria deberse, al menos en parte, a que las abejas adultas son los miembros
de la colonia que pasan mayor tiempo expuestos a las diferentes vias de
transmision del virus. A su vez y como era de esperarse, se observG mayor
prevalencia del virus en cria infestada con varroa que en la no infestada,
independientemente del clima, lo cual concuerda con diversos estudios donde
se ha observado una mayor prevalencia del VAD en pupas parasitadas por
varroa con respecto a pupas no parasitadas (Shen et al. 2005; Tentcheva et al.
2006). Estos resultados nos permiten comprobar el papel preponderante que
puede tener V. destructor en la transmision y dinamica del VAD.

Por otra parte, también se pudo observar una mayor prevalencia del VAD en
abejas de colonias de clima templado con respecto a las ubicadas en clima
tropical; este es el primer estudio que realiza una comparacién de prevalencia
del VAD entre colonias de abejas en estos tipos de climas. Aunque no existen
estudios previos que comparen la prevalencia del virus en ambos climas, los
resultados obtenidos para el clima templado corresponden a lo reportado en
diferentes estudios realizados en climas templados y frios donde la prevalencia
del VAD va del 70 al 100% (Tentcheva et al. 2004; Yue y Genersch 2005;
Antunez et al. 2006; Berényi et al. 2006; Welch et al. 2009), en contraste con lo
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reportado de zonas calidas de Brasil, donde la prevalencia del VAD apenas
alcanzo un 20% (Teixeira et al. 2008).

Asociacién del climay Varroa destructor en los niveles del VAD en criay
abejas adultas

En este estudio se encontré que en el clima templado las abejas adultas de
colonias positivas al VAD presentaron mayores niveles de infestacion del acaro
V. destructor que las de colonias donde no se detectd la presencia del virus.
Esta situacion no se presentd en las colonias de clima tropical, donde no hubo
diferencias significativas en infestacion con varroa entre colonias positivas y
negativas al VAD. Adicionalmente, en las colonias en clima templado, la cria
infestada con V. destructor mostré niveles significativamente mas altos del VAD
gue la cria no infestada, y de igual forma que en las abejas adultas, esta

situacion no se presento en colonias de clima tropical.

Por otra parte, los niveles de infestacion del acaro en abejas adultas mostraron
correlacién con los niveles de infeccidon del VAD, sélo en las colonias de clima
templado, pero no en las de clima tropical, lo cual concuerda con lo observado
durante el muestreo, donde en 25% de las colonias del clima templado se
detectaron abejas con signos de infeccién evidente del VAD (abejas con alas
deformes); incluso en abejas de estas colonias con infecciones evidentes se
observaron niveles significativamente més altos del VAD que en colonias con

infecciones encubiertas en el mismo clima templado.

Estudios previos demostraron que el VAD es el agente causal de la presencia
de abejas adultas con alas deformes, al ser transmitido a las abejas en etapa
de pupa por el acaro V. destructor (Mdckel et al. 2011). En esos estudios
también se encontré que no todas las pupas infestadas desarrollan los signos
de alas deformes, lo cual aparentemente se debe a que la replicacion del VAD
en el 4caro debe alcanzar méas de 10%° equivalentes genémicos virales para
desencadenar una infeccion evidente del virus (Yue y Genersch 2005; Gisder
et al. 2009). Por lo tanto, parecen existir factores que favorecen la replicaciéon
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del VAD en el &caro y el clima podria ser uno de esos factores. Se ha
observado que en condiciones de laboratorio, una disminucion de tres grados
centigrados (33 a 30 °C) en la temperatura de incubacion de la cria, ocasiona

un incremento significativo en los titulos del VAD (Di Prisco et al. 2011).

Los resultados anteriores sugieren que existe una interaccion entre el climay la
infestacion de las abejas con V. destructor, lo que lleva a una mayor
prevalencia y niveles de infeccién del VAD en colonias de abejas establecidas
en climas mas frios, como el templado, que en colonias establecidas en climas
mas calidos, como los tropicales. Pudiera ser que en condiciones ambientales
mas frias, V. destructor muestre una mayor eficiencia como vector y activador
de la replicacion del VAD, lo cual podria explicar parte de lo observado por De
Jong et al. (1984), quienes concluyeron que V. destructor causa mayor dafio en

colonias ubicadas en climas frios que en climas calidos.

Estudios realizados en climas templados y frios han reportado que tanto la
prevalencia como los titulos del VAD se incrementan con la infestacion de V.
destructor (Tentcheva et al. 2006; de Miranda y Genersch 2010; Di Prisco et al.
2011). Dichas observaciones concuerdan con los resultados de este trabajo,
donde se pudo apreciar la relacion entre la presencia del acaro y el incremento

en la prevalencia y los niveles del VAD.

Los niveles del VAD en colonias de abejas meliferas podrian estar
relacionados con la estacionalidad que muestra el virus en climas templados.
Estudios donde se monitorea la prevalencia y titulos virales del VAD durante
por lo menos un afio, muestran que existe una mayor prevalencia y un
incremento significativo de las cargas virales (de hasta un 30%), en la época
del afio en que comienza a disminuir la temperatura (otofio), y a su vez este
virus muestra sus niveles mas bajos en la época mas calurosa (primavera)
(Tentcheva et al. 2004; Highfield et al. 2009). En paises de climas frios, el VAD
es considerado como una de las principales causas de pérdidas de colonias
durante la época invernal (Highfield et al. 2009; Berthoud et al. 2010; Genersch
et al. 2010; Topolska et al. 2010; Dainat et al. 2012; Dainat y Neuman 2013).
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Dainat y Neumann observaron que las colonias que mueren durante el invierno
son aquellas que durante el otofio mostraron mayor proporciéon de abejas con
alas deformes e incluso encontraron que existe una correlacion positiva entre
los niveles de infestacién con V. destructor y la presencia de abejas con alas
deformes y cargas del VAD. Estos investigadores concluyeron que altos niveles
de infestacién del acaro y la presencia de abejas con alas deformes son
marcadores predictivos para la pérdida de colonias en invierno (Dainat y
Neumann, 2013).

Interacciéon del clima y Varroa destructor en la prevalencia y niveles del
VAD de las abejas

Este es el primer estudio que compara las relaciones V. destructor-VAD entre
abejas de colonias ubicadas en climas tropical y templado, por lo que no hay
otros estudios con los cuales comparar los resultados obtenidos en clima
tropical con relacion al templado. Para poder explicar por qué en el clima
tropical se encontré6 menor incidencia y menores cargas virales del VAD en las
abejas, se podrian mencionar varias hipétesis. Por ejemplo, se ha reportado
gue colonias con bajas infestaciones de V. destructor presentan una menor
prevalencia y titulos virales no solo del VAD, sino de varios otros virus que
afectan a las abejas (Emsen et al. 2015). También podria plantearse que los
resultados observados en este estudio fueron circunstanciales o se deben
simplemente a que de forma natural la prevalencia del virus en primavera es
mayor en el clima templado que en la tropical pero no asi en otras temporadas;
esto se podria aclarar realizando un estudio que monitoreara colonias de

ambos climas de manera frecuente durante un ano.

Se podria plantear también que las cepas de los virus del VAD encontrados en
clima tropical y templado podrian ser diferentes y que por lo tanto podria variar
su virulencia. Para despejar esa duda, se examinaron las secuencias obtenidas
de los productos de PCR de ambos climas, las cuales corresponden a
secciones del gen que codifica para la helicasa del ARN, y se compararon con
las secuencias correspondientes de 10 lugares diferentes publicadas
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previamente, las cuales fueron basicamente clones, sin presentar
agrupamientos por region geogréfica (Berényi et al. 2007). Las secuencias del
VAD obtenidas en este estudio fueron muy similares entre si y con cepas
obtenidas en Canada, Asia y Europa, por lo cual no se podria considerar que

fueran atipicas respecto a las observadas a nivel mundial ni entre ellas.

Una hipétesis que podria explicar al menos en parte los resultados obtenidos
en este trabajo es la de la variacion genotipica de las abejas, ya que se ha
encontrado en diferentes estudios que las abejas africanizadas en México
presentan una resistencia relativa a la infestacién y al crecimiento poblacional
de varroa (Guzman-Novoa et al. 1996, 1999; Arechavaleta-Velasco y Guzman-
Novoa 2001; Medina Flores et al. 2014) y que esta resistencia podria estar
ligada a resistencia a los virus (Hamiduzzaman et al. 2014). Estos efectos
genotipicos también se han observado en colonias de abejas europeas (Locke
et al. 2014; Emsen et al. 2015). Los anteriores estudios estan en concordancia
con los resultados de este trabajo. Al analizar el total de las muestras con
respecto a su morfotipo se encontré que la cria y abejas adultas de colonias
con morfotipo europeo mostraron niveles mas altos del VAD que aquellas de
morfotipo africanizado, lo cual también concuerda con la baja prevalencia del
VAD en abejas africanizadas en Brasil que fue de solo 20.3% (Teixeira et al.
2008). Esta prevalencia es considerada baja en relacion a la prevalencia del
VAD en Europa (Tentcheva et al. 2004; Berényi et al. 2006; Nielsen et al.
2008). De igual forma, en un estudio realizado en 2013 en Sudafrica, en
colonias de Apis mellifera scutellata, se encontr6 que a pesar de que las
colonias muestreadas presentaron un 100% de prevalencia del acaro V.
destructor, no fue posible encontrar una muestra positiva al VAD (Strauss et al.
2013). Todo lo anterior, aunque circunstancial, es evidencia que sugiere cierto
grado de resistencia de las abejas de genotipo africano al VAD, lo cual apoya
los resultados de este estudio.

Tomando en cuenta todo lo anterior en conjunto con los datos obtenidos en
este estudio, se podria explicar al menos en parte, por qué los niveles y la

prevalencia del VAD fueron mayores en el clima templado que en el tropical. Es
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posible que la transmision y multiplicacion del VAD se vea favorecida por
abejas de genotipo europeo en colmenas ubicadas en condiciones mas frias y
secas, como las que se presentan en los climas templados, que en abejas mas
africanizadas de colmenas ubicadas en condiciones de mayor humedad y
temperatura, caracteristicas de los climas tropicales. De hecho, lo anterior se
ha observado en algunos virus que afectan a mamiferos, cuya transmision y
multiplicacion se ve favorecida en climas frios y secos (Lowen et al. 2007).
Cabe mencionar, sin embargo, que tendrian que llevarse a cabo estudios para
elucidar como las condiciones climaticas pueden afectar la transmision y
replicacion del VAD estando dentro del cuerpo de las abejas y en una colonia
con temperatura regulada. Es posible que existan diferencias en la temperatura
y humedad del nido de cria de colonias de abejas ubicadas en diferentes
climas. Hasta donde se pudo corroborar, no existen estudios comparativos
sobre estos parametros entre colonias ubicadas en el trépico y colonias
ubicadas en climas templados. Evidentemente, se requieren investigaciones
gue despejen esta duda, lo cual posiblemente podria ayudar a entender los
resultados de este estudio.

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio sugieren de forma
consistente la relacion entre el clima y las infestaciones de V. destructor, lo cual
afecta la prevalencia, los niveles relativos y el desarrollo de infecciones
evidentes del VAD en dos diferentes ambientes; principalmente que la
interaccién entre el clima y V. destructor en climas templados puede jugar un
papel fundamental en la prevalencia, niveles relativos y la observacion de
infecciones evidentes (abejas con alas deformes) en las colonias de abejas

meliferas.
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CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en comparar la prevalencia y titulos virales del virus
de las alas deformes (VAD) entre colonias de abejas meliferas ubicadas en
climas tropical y templado. Se pudo observar que su prevalencia y cargas
virales fueron significativamente méas altas en abejas de colonias del clima
templado que en las del clima tropical; se encontraron interacciones
significativas entre el tipo de muestra y el clima, con los niveles mas altos del
VAD en cria parasitada con varroa en el clima templado. Adicionalmente, sélo
se pudieron observar infecciones evidentes del VAD en colonias de clima
templado, en las cuales tanto los niveles de infestaciébn de varroa como los
niveles relativos del VAD fueron mas altos que en las colonias con infecciones
encubiertas.

Estos resultados sugieren que la interaccion entre el clima y V. destructor,
principalmente en climas templados, puede jugar un papel importante en la
prevalencia y niveles relativos del VAD e incluso en la observacion de
infecciones evidentes en colonias de abejas meliferas. Ademas de todo lo
anterior, se pudo determinar que factores como el morfotipo de las abejas
pueden tener un efecto en dicha relacion, alterando la prevalencia e
infectividad del virus y tal vez de esta forma aminorar o agravar las
infestaciones por V. destructor en colonias de abejas meliferas. Los resultados
de este estudio podrian ayudarnos a entender como es que problematicas
globales como el Sindrome del Colapso de las Colmenas, fenbmeno que desde
2006 ha ocasionado pérdidas masivas de colonias de abejas principalmente en
Europa y Norteamérica y para el cual varroa y el VAD son mencionados como
dos de las principales causas, aparentemente no han afectado en gran medida
a la apicultura del pais, asi como la de otros paises de climas calidos.

A través de estos resultados surge la necesidad de continuar con
investigaciones sobre la relacién clima-parasitos en abejas, para poder en
primera instancia corroborar lo encontrado, y para tratar de determinar los
mecanismos especificos a través de los cuales se presenta esta aparente
resistencia o susceptibilidad al VAD en las abejas, tanto por efectos del clima,
como por efectos del genotipo. También seria importante investigar ademas si
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se presentan efectos similares con otros virus para los cuales V. destructor
funciona como vector, pues entre mayor entendimiento tengamos de los
patdgenos que afectan la actividad apicola y sus interacciones con el medio
ambiente, mas capacitados estaremos para evitarlos o controlarlos

adecuadamente.
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