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Determinacion de la presencia del virus de las alas deformes (VAD) en colonias
de abejas meliferas (Apis mellifera L.) en México

RESUMEN

PONCE VAZQUEZ JOSE ROBERTO. Determinacién de la presencia del virus de

las alas deformes (VAD) en colonias de abejas meliferas (Apis mellifera L.) en México

(bajo la direccion de MVZ. Laura G. Espinosa Montafio y MVZ. Ricardo Anguiano Baez)

En México existe poca informacién sobre la presencia de enfermedades virales en
colonias de abejas meliferas (Apis mellifera L.) y su asociacién con acaros de Varroa
destructor. Aqui se reporta la primera investigacion para demostrar la presencia de virus
en abejas meliferas y acaros de varroa de México, usando técnicas moleculares.
Muestras de &caros de varroa, pupas de obrera y abejas adultas, fueron colectadas de
cinco colonias, cuatro de las cuales tenian una alta proporcién de obreras con alas
deformes. Los niveles de infestacién de varroa fueron determinados en cria de obreras
y en abejas adultas. Las muestras fueron analizadas por medio de PCR-transcripcién
en reversa (RT-PCR) para detectar una secuencia especifica del virus de las alas
deformes (VAD) el cual se pudo identificar en abeja adulta, en la cria de obreras y en

los acaros de varroa en México. Se discute la asociaciéon del virus con V. destructor.

Palabras claves: Virus de las abejas, Apis mellifera L, Virus de las alas deformes,

Varroa destructor A, SCC, México



INTRODUCCION

Antecedentes de la apicultura en México

La apicultura en México constituye una importante actividad pecuaria en términos
econdmicos, sociales y biolégicos. Desde el punto de vista econdmico, se ubica entre
los tres primeros lugares como generadora de divisas conservando una posicion
preponderante en la captacion para el sector pecuario, manteniéndose en el tercer lugar
durante los ultimos afios, destacando lo captado en el 2008 que fue de 83.87 millones
de dolares estadounidenses, ya que en virtud de que la miel que el pais produce es de
excelente calidad, se exporta principalmente a la Unién Europea (UE) y a los Estados

Unidos de Norte América (EUA).?

Por otro lado, desde el punto de vista social, la actividad genera empleos a nivel
rural que favorecen a mas de 42 mil productores y sus familias, quienes trabajan 1.9
millones de colmenas. No obstante estos beneficios, el principal valor de la apicultura

radica en la polinizacién que realizan las abejas sobre plantas cultivadas v silvestres.®*

Desde el punto de vista biolégico, se ha establecido que debido a la actividad
polinizadora de las abejas, se incrementa el rendimiento y la calidad de diversos
cultivos agricolas. Los cultivos beneficiados por la polinizacibn son principalmente
pepino, berenjena, calabacita, sandia, melén, cartamo, manzana, fresa, aguacate y
citricos entre otros,” lo que en México, permite generar ingresos adicionales a la venta
de miel en aproximadamente 2,000 millones de délares anuales.? Con respecto a la
polinizacion que las abejas realizan sobre plantas silvestres, aunque no se tiene una

cifra exacta sobre el valor econdmico de esta contribucién, se ha comprobado su



importancia ecologica, ya que se mantiene la biodiversidad y el equilibrio de los

ecosistemas.*®

A pesar de que las abejas (Apis mellifera L.) son indispensables para muchos
ecosistemas agroecolégicos y que de ellas se obtienen productos alimenticios,
medicinales y algunos otros de uso industrial, no estan exentas de enfermedades o
plagas, lo que a la larga repercute en la rentabilidad no sélo de la apicultura, sino
también de la agricultura. Entre los agentes patdgenos de las abejas, los virus
representan una de sus principales amenazas ya que no solo alteran su salud, sino que

también influyen negativamente en su productividad.*®

Los virus se identificaron por primera vez como una nueva clase de agentes
patégenos que infectan a las abejas Apis mellifera L., cuando un cientifico de los EUA,
el Dr. White, descubri6 que un agente filtrable afectaba a las larvas de abejas
causandoles una enfermedad; nombrada desde entonces como “cria ensacada”.® Es
asi que a partir de 1963 a la fecha se han identificado alrededor de 18 virus distintos de
los cuales solo 6, presentados en el Cuadro.1, son los mas comunes en infecciones y
han sido objeto de estudios en el mundo, pero muy pocos en nuestro pais; la mayoria

de estos virus presentan un genoma tipo acido ribonucleico (ARN).°

La mayoria de los virus han mantenido una larga relacion coevolutiva con las
abejas, persistiendo en niveles bajos o en forma inaparente, lo que dificulta su
diagnéstico.”® Existen virus que afectan sélo a las crias o sélo a las abejas adultas, asi
como los que afectan ambas etapas de vida. Los signos de una infeccién viral, por lo

general, no son especificos de un virus en particular y muchas veces se llegan a



observar cuando existe asociacién con otros patégenos.® Hoy en dia se ha verificado
que las infecciones virales se encuentran estrechamente correlacionadas con la
nosemosis (parasitosis infecciosa del tracto digestivo de las abejas adultas causada por
dos especies de hongos de la clase Microsporidia) y la varroasis (parasitosis externa y
contagiosa causada por acaros del género Varroa, que afecta tanto a la cria como a las
abejas adultas), ambas presentes y reconocidas oficialmente en México y que son
diagnosticadas y reportadas ante los laboratorios oficiales del Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA). Durante el proceso de
infecciéon por el microsporidio Nosema sp o a través de los hébitos de alimentacion del
acaro Varroa destructor A., se crea una via para el ingreso de los virus, por lo que bajo
estas circunstancias, las infecciones virales pueden ser letales, ya que las particulas
virales son capaces de replicarse y dispersarse con mayor rapidez.’ Otros factores que
tienden a incrementar el impacto de los virus sobre las abejas corresponden al estrés
nutricional y ambiental. Desafortunadamente, los virus son dificiles de evidenciar a nivel

de campo y quizas por ello poco se evalGan sus efectos sobre las abejas.®

Una de las grandes debilidades que en materia apicola enfrenta México, tiene
gue ver con la falta de informacién sobre la situacién epizootiolégica de algunas de las
enfermedades de las abejas, asi como de métodos para tratarlas y controlarlas,™
especialmente en cuanto a los virus y su asociacién con el acaro Varroa destructor.
Solo se tiene informacion no oficial de la presencia en el pais, del virus de la paralisis

cronica y el de la cria ensacada;™

el primero diagnosticado mediante pruebas de
inmunodifusién’? y el segundo a través de pruebas inmunolégicas como

inmunoelectroforesis o de microscopia electronica.



No obstante, el diagndstico de la cria ensacada puede hacerse con relativa
facilidad en el campo, basandose en el cuadro clinico.™® La problemética de realizar
diagnosticos definitivos de enfermedades en abejas probablemente se debe a que no
se cuenta con suficientes laboratorios que realicen pruebas especificas para abejas,
sobre todo, las que resultan mas confiables (basadas en técnicas moleculares); lo cual

conlleva a que existan muy pocas publicaciones cientificas al respecto.

No obstante, a finales de 2006, se despertd un mayor interés en los patdogenos
de las abejas Apis mellifera L., en virtud de que en ese afio surgié un problema
conocido como el “Sindrome del Colapso de las Colonias” (SCC o Colony Collapse
Disorder-CCD por sus siglas en inglés).***>® E| cual, aparentemente existe en México
pero se necesita mas informacién al respecto. Dicho sindrome se encuentra afectando
de manera alarmante a la apicultura de EUA, Canada y de algunos paises Europeos y
se caracteriza por una evasion abrupta de las abejas en las colmenas, con la
consecuente pérdida de estos valiosos insectos polinizadores, asi como la disminucién
drastica de la produccién de miel y la de otros productos de la colmena.*®!’ Las causas
de este fendbmeno son multiples; sin embargo, algunos estudios sugieren que se
exacerba por la presencia de otros patégenos como Varroa destructor A., Nosema
ceranae (ambos presentes en el pais) y del virus de la paralisis aguda israeli
(aparentemente presente).’**>*"18 Otro de los virus que se encuentra estrechamente
asociado al colapso de las colonias, maxime cuando V. destructor se encuentra
infestandolas y que hasta cierto punto causa lesiones aparentes en las abejas, es el

virus de las alas deformes (VAD).**%



Antecedentes y distribucidén del VAD

El virus de las alas deformes (VAD), conocido en inglés como Deformed Wing Virus
(DWV) que afecta a la abeja melifera (Apis mellifera L.),** se identificé por primera vez
como virus egipcio de las abejas (VEA), ya que en 1977 fue aislado de abejas adultas
en Egipto.?? Posteriormente en 1982, en Japdn, se aislé un virus a partir de abejas que
presentaban alas deformes, y el cual mediante pruebas seroldgicas (ELISA, Western
blot), mostré una estrecha relacion con el VEA. Este virus fue llamado virus Japoneés,

antes de ser designado como virus de las alas deformes.

Actualmente, se tiene conocimiento que el VAD cuenta con un patrén de
variacion estacional y se ha que se ha identificado en colonias de abejas de Europa,
Africa, Asia, Norteamérica, Centroamérica, Sudamérica y Medio Oriente. En China, se

ha encontrado afectando a las abejas Apis cerana®??*

y a los abejorros de las
especies Bombus terrestris y Bombus pascuorum.” De entre todos los virus que
afectan a las abejas, el VAD es el que se ha identificado con mayor frecuencia en A.

mellifera L., causando brotes considerables que lo convierten en una importante causa

de infeccién para las abejas.®

Por otro lado, antes de la propagacién de la varroosis en diferentes paises, en

2326 Estudios recientes han confirmado

México este virus era totalmente desconocido.
una estrecha asociacion entre el VAD y V. destructor (Figura 1), parasito que actua
como vector. *1%?"2 gSin embargo, los niveles de infestaciéon de varroa, la falta de
alimento y el clima no apto para la apicultura, son otros factores que también pueden
influir en la susceptibilidad de las abejas a la infeccion y replicacion de éste y otros

virus.2%:30



Debido al papel de la varroosis en la infeccion del VAD, la distribucion estacional
del virus se encuentra ligada al desarrollo poblacional de varroa, con un crecimiento en
la prevalencia y en los titulos virales conforme se incrementan los niveles de

8

infestacion:?® o por el contrario, decreciendo conforme disminuyen sus niveles de

infestacion, sobre todo cuando se implementa un control efectivo contra el parasito.>*

Se ha documentado la existencia de otros vectores del VAD, como Tropilaelaps
mercedesae, un acaro ectopardsito exotico en México que al igual que V. destructor se

alimenta de hemolinfa de las abejas®**

(Figura 2). Lo mismo ocurre con Aethina
tumida (Figura 3), conocido como el pequeio escarabajo de las colmenas (presente en
México), el cual, al constituir una plaga que se interna en las colmenas pobladas, puede
distribuir particulas virales causando un fuerte impacto en la produccion de miel,
maxime cuando las colonias estan débiles.** Incluso, se ha verificado que los acaros
vectores del VAD llegan a presentar titulos virales mas altos que las mismas abejas,?”*

por lo que el acaro V. destructor se ha asociado con una alta mortalidad de colonias de

Apis mellifera L.?>%

En México, Chihu et al.*” detectaron la presencia de V. jacobsoni en 1992 en el
estado de Veracruz, por lo que a partir de entdnces el acaro comenzé a dispersarse por
todo el pais, causando pérdidas por mortalidad de colonias que fluctuaron entre un 5%
hasta un 80%, lo que en consecuencia contribuyo a que descendiera la produccion de
miel de las colonias infestadas.®®3° Martin et al. ** proponen que es posible que gran
parte de los dafios en las abejas, incluyendo su mortalidad y descenso en la
produccion, pudieran haber sido causados por la interaccion entre V. destructor y el

VAD. %



Descripcion del agente etioldgico

De acuerdo con el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) el VAD
pertenece al 6rden Picornavirales del género Iflavirus de la familia Iflaviridae. Su
morfologia corresponde a un virus icosaédrico de 30 nm que posee una sola cadena
simple de genoma ARN de sentido positivo.>® Originalmente fue clasificado como
semejante a los Picornavirus, en donde se encuentra la mayoria de los virus de
insectos.*® El VAD presenta en la capa exterior de su capside 60 protémeros repetidos;
cada uno compuesto de una sola molécula de tres subunidades VP1, VP2 y VP3.
Ademas de estas tres subunidades, hay una cuarta proteina mas pequeiia, la VP4, que
esta presente en los viriones de otros virus como el virus de las celdas reales negras
BQCYV (Black Queen Cell Virus por sus siglas en inglés) y el virus de la paralisis aguda
ABPV (Acute Bee Paralysis Virus por sus siglas en inglés).** Las proteinas de la
capside juegan un papel importante en la proteccion del ARN viral de las actividades de
las ARNasas que se encuentren en el ambiente.® Actualmente el genoma del VAD ya

42,43

se encuentra completamente secuenciado (GenBank Accession No. NC-00483), y

se estima que su tamafio asciende a 10,140 pb.°

Investigaciones previas, que se han realizado en diferentes paises, han trabajado solo
con una fraccién corta de aproximadamente 642pb que va desde las regiones 6255 a la
6897pb, esto es porque se logrd identificar dentro de esa fraccién caracteristicas
especificas al VAD, que hacen que se diferencie de otros virus y que hagan que se

manifiesten los signos clinicos de las alas deformes.*®



Aspectos relevantes de la infeccidn

Aparte de que el VAD se encuentra infectando a las abejas adultas, también se le
puede detectar en sus estados de desarrollo como en los huevos, larvas y pupas. Lo
mismo ocurre entre las diferentes castas de abejas y en diferentes 6rganos, tejidos y

4. 45 semen® y tejido del canal alimentario.*’

secreciones, como ovarios, espermateca,
En el caso de las pupas, el virus dificilmente les causa mortalidad, por lo que se ha
observado que las deformidades y la muerte ocurren cuando las abejas estan a punto

de emerger.® *

Transmision

El VAD puede transmitirse por via horizontal y vertical. En el primer caso existe
evidencia de que las abejas pueden infectar directamente a las crias a través del
alimento que les suministran (papilla de polen y miel), ya que se han encontrado virus
en estos alimentos; incluso, se ha detectado este virus en las heces de abejas obreras
y de abejas reinas, por lo que la transmision fecal-oral también es posible. Esta

situacion se favorece en ambientes bajo condiciones de fuerte hacinamiento.®

Igualmente, tal como se menciond anteriormente, se ha corroborado la
transmision horizontal indirecta realizada a través de V. destructor y de otros vectores.*
La diseminacién del virus por parte de V. destructor se realiza cuando el acaro adquiere
el virus de abejas infectadas y lo transmite a través de sus habitos de alimentacion a las
no infectadas, las cuales, desarrollan las deformidades de las alas y el abdomen, o
mueren después de que los acaros se alimentan por algn tiempo de su hemolinfa.® Al
parecer, algunas proteinas contenidas en la saliva de varroa, cuyos componentes

bioquimicos aun no se han caracterizado, actian suprimiendo tanto la respuesta



humoral como la celular de las abejas; probablemente al deprimir los genes

relacionados con la expresién inmune.*® 49

Del mismo modo, el supuesto efecto
inmunosupresor de la saliva del acaro, puede contribuir a la activacion del virus. La
combinacion de acaros y el VAD incrementa la susceptibilidad hacia otros patégenos

oportunistas, conduciendo a una reduccion progresiva en el desarrollo y productividad

de las colonias.?®

La adquisicion y transmision del VAD, después de la activacion de la replicacion
viral y el establecimiento de una infeccion viral sistémica dentro de la poblacion, se
facilita por el libore movimiento de los acaros que infestan a diferentes individuos adultos
y a sus crias.”®> De acuerdo con Chen et al* el virus puede diseminarse entre los

mismos acaros a través de una abeja infectada que actia como intermediaria.

Por lo que respecta a la transmisién vertical, ésta se realiza a través de las reinas
infectadas que transmiten el virus a su descendencia.** Las abejas reinas pueden
adquirir el virus a través de copular con zanganos que porten el virus en el semen®

(Figura 4).

Signos

El VAD es uno de los pocos virus que llega a desencadenar signos bien definidos en las
abejas infectadas. Los signos tipicos incluyen alas encogidas, arrugadas o vestigios de
ellas (Figura 5y 6). En las abejas adultas suele observarse una reduccion en el tamafio
corporal asi como decoloracion, abultamiento y acortamiento del abdomen, pardlisis y

muerte prematura; no obstante, el mecanismo por el cual el VAD causa dichas
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deformaciones aun no se ha podido aclarar.®® Por otro lado, las abejas adultas que no

muestran signos, pero que estan infectadas, presentan una menor longevidad.®*’

Prevencion, control y tratamiento

En virtud de que no existen tratamientos contra las enfermedades virales en esta
especie animal, se ha recomendado seguir algunos procedimientos para prevenirlas y
controlarlas, tal es el caso de establecer un control eficaz contra V. destructor, tales
como aceites esenciales (timol) o sustancias quimicas (flumetrina, fluvalinato, cumafos
o amitraz). Mantener buenas practicas de higiene en el manejo de las colonias,
alimentar a las abejas con suficiente cantidad y calidad de alimento (sobre todo con
jarabe de azucar concentrado), reemplazar los panales en mal estado, mantener el
reemplazo anual de abejas reinas y en caso de los criadores de reinas, evitar la
consanguinidad, son medidas de manejo que se han recomendado para enfrentar al
parasito.>®> Se mencionan también ciertos métodos de manejo de temperaturas, pero
no resultan del todo indicados, ya que a menor o mayor temperatura, se compromete la
vida y desarrollo de las abejas, por lo que resulta ineficaz. Asimismo, aunque
alcanzable a largo plazo, se ha propuesto como una alternativa de control promisoria, la
selecciébn de abejas resistentes tanto a virus como a los vectores de los virus,

especificamente, enfocada a la resistencia hacia V. destructor.>®
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OBJETIVO GENERAL

Diagnosticar la presencia del virus de las alas deformes (VAD) en México

OBJETIVO ESPECIFICO

Diagnosticar el virus de las alas deformes en muestras de abejas adultas, pupas
y acaros de V. destructor, recolectadas de colmenas ubicadas en un apiario del
Distrito Federal, México, mediante la técnica molecular RT-PCR. Identificando el

fragmento especifico de 642pb.

HIPOTESIS

El virus de las alas deformes se encuentra presente en abejas adultas, pupas y en los
acaros V. destructor de las colonias de abejas meliferas (Apis mellifera L.) muestreadas

en México, Distrito Federal.

12



MATERIAL Y METODOS

Localizaciéon del area de estudio, toma de muestras y acondicionamiento de
muestras

Se obtuvieron muestras de colonias de abejas ubicadas en el Centro de Educacién
Ambiental “Ecoguardas” (CEA-E), que se localiza en el kilbmetro 5.5 de la Carretera
Panoramica Picacho-Ajusco, Col. Ampliacion Miguel Hidalgo, Delegacion Tlalpan.
México, Distrito Federal. EI CEA-E se ubica en las coordenadas extremas 19° 19’ 39”
latitud Norte y 99° 19’ 47” longitud Oeste (Figura 7). La zona de estudio cuenta con un
clima templado y lluvioso con lluvias en verano (Cw) y con una temperatura media de
13°C con variaciones que van de los 26°C a los -3°C. Su vegetacion y fauna silvestre es
representativa de la zona del Pedregal de San Angel, motivo por el cual se ha
establecido oficialmente que el CEA-E se encuentra asentado en una “area natural
protegida” °*°> Las abejas del centro no estan bajo tratamiento alguno y es frecuente
encontrar abejas con varroa, nosema e incluso acariosis, al realizarles pruebas en

laboratorio.

La preparacion de las muestras, para su posterior analisis molecular, se realizé
en el laboratorio del area apicola del Departamento de Medicina y Zootecnia de Abejas,
Conejos y Organismos Acuaticos (DMZACyOA) de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia (FMVZ), de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) en
Ciudad Universitaria, D.F. (Figura 8). Por otro lado, en la Universidad de Guelph,
Ontario Canada,’ se realizé la prueba molecular: Retrotranscripcion de la Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (RT-PCR = Reverse Transcription-Polymerase Chain

'El andlisis molecular estuvo a cargo del PhD Ernesto Guzman Novoa, excatedratico de la FMVZ-UNAM.
Actualmente investigador en la Universidad de Guelph Canada en el Enviromental Biology Department.
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Reaction); prueba que permite un andlisis rapido de un gran namero de muestras

manteniendo un alto grado de sensibilidad y especificidad.?®°°

Procedimiento de muestreo

Se muestrearon cinco colonias ubicadas en el apiario llamado “Armadillo” del CEA-E,
las cuales con fines experimentales, se han mantenido sin tratamiento contra V.
destructor (Figura 9). Las razones que justificaron realizar el muestreo en colonias del
CEA-E, obedece a que frecuentemente se presentan abejas con alas deformes.* Como
institucion perteneciente al Gobierno del Distrito Federal (GDF), si se tienen los reportes
correspondientes ante las autoridades sanitarias. El muestreo consistio en recolectar, a
partir de cada una de cuatro colonias, 60 individuos (20 abejas adultas sin signos de
alas deformes, 20 abejas adultas con signos de alas deformes y 20 pupas). Una de las
colonias, que figur6 como testigo, se obtuvieron 40 individuos (20 abejas sin signos de
alas deformes y 20 pupas). Asimismo, de cada una de las cinco colonias se
recolectaron 240 &caros V. destructor. Todas las muestras se conservaron en una

hielera con refrigerantes para transportarlas a la FMVZ-UNAM.

Al momento de recolectarlas, las abejas adultas se depositaron en frascos de
boca ancha con capacidad de 120 mL (Figura 10). Los acaros se recolectaron, con un
pincel (un pincel para cada colmena a muestrear para evitar contaminacion cruzada),
directamente del cuerpo de abejas adultas, para luego depositarse en tubos de
centrifuga con capacidad de 1.5 mL (Figura 11). Por otro lado, las pupas se

recolectaron de panales conteniendo cria operculada de obreras. Los panales se

* Comunicacion personal del MVZ Rodrigo Medellin Pico (responsable de los apiarios del CEA-E) y del MVZ Ricardo
Anguiano Baez, ambos profesores del Departamento de Medicina y Zootecnia de Abejas, Conejos y Organismos
Acuaticos de la FMVZ-UNAM que dirigen practicas apicolas en dicho Centro.
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trasladaron en una hielera con refrigerantes al laboratorio del area de abejas del

DMZAC y OA de la FMVZ-UNAM (Figura 12).

Una semana antes de la toma de muestras, se realizé una inspeccion en todo el
apiario del CEA-E con el propdsito de identificar las colonias que tuvieran abejas con
alas deformes asi como V. destructor (Figura 13). Una vez tomada cada muestra, se
identifico con el nimero de colonia de la que procedid, la fecha de colecta y se
especificd el contenido (tipo de individuo recolectado). Posteriormente, las muestras se
introdujeron a un ultracongelador donde se mantuvieron a una temperatura de -70°C
durante 2 dias, hasta que se prepararon para enviarse a la Universidad de Guelph,

donde se realiz6 el andlisis de RT-PCR.

Preparacion de las muestras enviadas a la Universidad de Guelph en
Canada

Las abejas y los acaros se enviaron al Departamento de Biologia Ambiental de la
Universidad de Guelph, Canada en viales (tubos de centrifuga con capacidad de 1.5
mL) con 1.2 mL de RNALater™S para su conservacién (Figura 14). Cada vial conté con
cinco abejas que se puncionaron para facilitar la penetracién y fijacion del RNA/Later™
a los tejidos (Figura 15). Igualmente, se introdujeron cinco pupas por vial, con la Unica
excepcion de que no se puncionaron debido a su blanda estructura anatémica (Figura
16). Cada vial se identificd por dentro y por fuera con una etiqueta que indic6 el nimero
de colonia y contenido. Los acaros se transportaron en seis lotes de 40 individuos por

vial= 240 acaros, por las 5 colonias = 1200 acaros.

¥ RNAlater™: RNA Stabilization Solution, Ambion Inc. Austin, TX. USA. Sustancia que estabiliza dicho acido nucléico para evitar su
destruccion por enzimas que se encuentran cominmente en el ambiente.
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Extraccion del ARN, sintesis de cADN y reacciones de PCR

Previo a la extraccién del ARN, las muestras se mantuvieron en un ultracongelador a
-70°C en la Universidad de Guelph. El ARN total se extrajo a partir de dos muestras
obtenidas por colonia, homogeneizando cinco abejas (pupas o adultas) y 100 &caros
por muestra.”’ Antes de realizar el procedimiento de extraccién, todo el material
utilizado se lavd y esterilizd en autoclave. Los homogeneizados se extractaron dos
veces con cloroformo y el ARN se precipité usando LiCl. La cantidad total de ARN
extraido se determind con un espectrofotometro (Nanovue GE Healthcare, Cambridge,
UK).*® Para la sintesis de cDNA, se retro-transcribieron 2 pg de ARN total usando Oligo
(dT) y M.MuLV RT con el Kit de sintesis de cDNA, RevertAid™ H Minus First Strand
(Fermentas Life Sciences, Burlington, Ontario), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

La region del genoma del virus que se amplificé para su identificacion fue desde la
6255bp a la 6897bp.

La secuencia del oligonucleétido iniciador de ida, utilizada para detectar el VAD,
fue (ATCAGCGCTTAGTGGAGGAA) la misma que se utilizd en Chen et al 2005a,%
mientras que el oligonucledtido iniciador de reversa (CATAGATATCAGTCAACGGAGC)
se disefi0 en el Departamento de Biologia Ambiental de la Universidad de Guelph. Este
oligonucleatido iniciador se disefio con el fin de obtener un producto de PCR mas corto,
evitando asi la generacion de lazos de ADN; esto obedece a que si fuera un poco mas
larga la secuencia de nucleotidos, se empezarian a formar loops o anillos que
dificultarian la identificacion de la amplificacion. Asimismo, para disefiar el citado
oligonucledtido iniciador, la secuencia del genoma completo del VAD se obtuvo del

Centro Nacional de Informacibn para la Biotecnologia (National Centre for
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Biotechnology Information-NCBI). La secuencia fue alineada usando el programa
CUSTALX y el iniciador con el programa Gene Runner (versioén 3.05, Hastings Software
Inc., NY). Los oligonucleétidos se adquirieron del Laboratorio de Servicios de la
Universidad de Guelph.

Todas las reacciones de PCR se hicieron con un termociclador Mastercycler™
(Eppendorf, Mississauga, Ontario). (Figura 17). Cada 15 pl de reaccion se prepar6 con
1.5 pl de un buffer de PCR de 10x (New England BioLabs; Pickering, Ontario), 0.5 pl 10
mM de dNTPs (Bio Basic Inc.; Markham, Ontario), 1 pl de 10 uM de los oligonucle6tidos
iniciadores de ida y reversa, 0.2 ul 5U/ pl de la Taq Polimerasa (New England BioLabs;
Pickering, Ontario), 1 pl del cDNA de la muestra y 7.8 ul de dd H,O. El termociclador se
programo a 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 60 sa 58°Cy60sa
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 tefiido 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 que
se purificaron usando el kit de extraccion 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.
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Analisis de datos

Se realiz6 un analisis cualitativo a trav vés de establecer el resultado positivo o negativo
de las muestras analizadas. Asimismo, se estimo el nivel de infestacion con el acaro V.
destructor en crias [nUmero de celdas positivas/total de analizadas] x100 y abejas
adultas utilizando la tecnica de De Jong [numero de acaros/namero de abejas] x100. La
presencia del virus en los acaros sirvi6 como prueba sugerente de la relacion de varroa

como vector del virus.

RESULTADOS

El VAD se detecté en las abejas adultas con y sin signos de alas deformes, en las
pupas y en los &caros varroa de todas las colonias experimentales; incluyendo las
pupas obtenidas de la colonia testigo de la cual se habian recolectado abejas sin signos

de alas deformes. (Figura 18).

Para verificar la especificidad, las secuencias se compararon con secuencias
virales publicadas en el GenBank (NCBI) y todas ellas mostraron una identidad mayor o
igual a 96%. Dichas evidencias no fueron autorizadas por el investigador lider, para ser
publicadas en el presente trabajo.” Por lo anterior, estos resultados faltarian ser

confirmados oficialmente por el gobierno de México en laboratorios del SENASICA.

Los niveles de infestacion de V. destructor registrados en las colonias
experimentales estuvieron en un rango del 4 al 30% en las crias y entre el 3 al 9% en

las abejas adultas. Los niveles de infestacion por colonia se presentan en el Cuadro 2.

* %k
Comunicacién personal del PhD Ernesto Guzman Novoa. Autor de las pruebas realizadas y responsable de los
resultados expuestos en el presente trabajo.
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DISCUSION

En diferentes paises se han publicado informes sobre la presencia de distintos virus en
las abejas, algunos de ellos antes de la propagacion de Varroa destructor en Europa o
Ameérica, excluyendo a México y otros paises latinoamericanos. La mayoria de los
diagnoésticos se basaron en las abejas que presentaron signos de infeccién o en abejas
muertas que se recolectaron de las colmenas (algunas de las cuales procedieron de
colonias que colapsaron). Por otro lado, gran parte de los datos se llegaban a obtener
de muestras que no eran representativas de la ocurrencia natural de infecciones virales.
Asimismo, tradicionalmente, las técnicas utilizadas para la deteccion de virus se
basaban esencialmente, en técnicas de ELISA y/o Western blot, estos métodos, que no
se han aplicado en México, no permiten detectar niveles bajos de particulas virales, por
lo cual muchas veces, aunque pudieran llegar a ser infecciones persistentes, muy bien

pudieron pasar inadvertidas.*®

A diferencia de lo que anteriormente ocurria, hoy en dia se dispone de técnicas
mas sensibles para la deteccién de cargas virales en muestras de abejas u 6rganos
obtenidos de ellas, por lo que la importancia del presente trabajo estriba en que por
primera vez y mediante el empleo de una técnica molecular como la RT-PCR, se
identifica el VAD en muestras de abejas adultas, pupas y en acaros varroa,
recolectados de un apiario ubicado al sur de la Ciudad de México, lo cual confirma su

presencia en el pais.

A pesar del reducido tamafio de muestra, los resultados sugieren que existe una
relacion entre los acaros varroa y el virus de las alas deformes, ya que este ultimo se

encontr6 en todas las muestras de acaros obtenidas de las cinco colonias
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experimentales. Este hallazgo es relevante, porque el VAD se ha relacionado con la
pérdida de numerosas colonias de abejas® ® y soporta la nocién de que V. destructor
contribuye en dichas pérdidas al comportarse como vector y transmisor del virus.
Algunos estudios han demostrado que el incremento en la virulencia, adquirida al paso
del tiempo por diversos virus llamese virus de las alas deformes, cria ensacada,
pardlisis cronica etc., puede deberse a la relacion que éstos tienen con el acaro, ya que

posiblemente varroa actlia activando la replicacién viral.*

En el presente trabajo no se observO que los bajos niveles de infestacion
influyeran para que el virus estuviera ausente. Es posible que esto haya sucedido al
seleccionar algunas abejas que aunque si fueron portadoras del virus de las alas
deformes, la carga viral no fue la suficiente para que expresaran los signos clinicos de
la enfermedad. Otra posible explicacion seria que las abejas fueron contagiadas
recientemente y aunque pudieran tener la carga viral necesaria para desarrollar los
signos clinicos, al momento de la toma de muestra aun no los habrian desarrollado y
por eso se tomaron como abejas clinicamente sanas, por lo que se requeriria en futuros

estudios determinar los titulos o cargas virales con relacion a los niveles de infestacion.

En este sentido, Di Prisco et al 2011,°* demostraron que la severidad del la infeccién
motivada por el VAD, se correlacioné positivamente con el nivel de infestacion con

varroa en las abejas que estudiaron.

Los resultados de este estudio, asi como la presencia de signos clinicos
evidentes y especificos para el VAD (abdomenes deformes, alas deformes, pérdida de
vellocidades) sugieren la necesidad de realizar un monitoreo mas amplio que incluya

las diferentes regiones apicolas de México, de tal manera que se evalle su distribucion
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y relacidon con V. destructor y haciendo las pruebas necesarias determinar su papel
como probable causante de mortalidad de colonias de abejas. Asimismo a futuro, una
vez montadas las técnicas moleculares PCR, RT-PCR, se podran desarrollar proyectos
en los que se estime el efecto de éste y otros virus en la produccién de miel asi como

Su impacto econémico.

La utilidad de este trabajo de tesis estriba en que se demuestra la presencia del virus
de las alas deformes en el pais, situacion que se debera confirmar por las autoridades
competentes para que se reconozca oficialmente la enfermedad en el pais y con ello se
proponga de manera conjunta, involucrando a toda la gente que interviene en esta
problematica, tales como, apicultores, investigadores, autoridades e instituciones de
educacién un acuerdo, norma o programa que contemple el estudio y prevencion de

estas enfermedades en las abejas.
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CUADROS

Cuadro 1. Virus que se presentan con mas frecuencia en una infeccion y su presencia en

México.

Virus Orden Familia Genero Evidencia en México
Virus de las alas deformes Picornavirales Iflaviridae Iflavirus Presente, no oficial
Virus de la celda real negra  Picornavirales  Dicistroviridae Cripavirus Presente, no oficial
Virus de la cria ensacada Picornavirales Iflaviridae Iflavirus Presente, no oficial
Virus de la paralisis aguda Picornavirales  Dicistroviridae Aparavirus Presente, no oficial
Virus de la paralisis aguda Picornavirales  Dicistroviridae Aparavirus Presente, no oficial
israeli
Virus de la paralisis cronica  Picornavirales  Dicistroviridae Aparavirus Presente, no oficial

Fuente: Patologia, diagndstico y control de las principales enfermedades y plagas de las abejas meliferas. SAGARPA,
OIRSA, FMVZ, CONASA. MEXICO 2012

Cuadro 2. Relacién de colonias positivas (+) y negativas (-) al VAD y sus niveles de infestacion
con Varroa destructor (crias y abejas adultas), a partir de colonias muestreadas en la
Delegacion Tlalpan, México. La colonia A no present6 abejas adultas con signos de alas
deformes.

Colonia Muestra VAD % Infestacion con V. Alas Deformes
destructor

Colonia A Crias (20) + 30
Abejas Adultas (20) + 9 NO
Varroas (240) + =

Colonia B Crias (20) + 11
Abeja Adultas (40) + 4 Sl
Varroas (240) + -

Colonia C Crias (20) + 4
Abeja Adultas (40) + 4 S|
Varroas (240) + -

Colonia D Crias (20) - 8
Abeja Adultas (40) + 3 S|
Varroas (240) + -

Colonia E Crias (20) - 16
Abeja Adultas (40) + 0 SI
Varroas (240) + -
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FIGURAS

Fig. 1 Acaro Varroa destructor sobre el térax de una abeja obrera Adulta.

. ,
Pest and Diseases Image Library

Fig. 2 Acaro Tropilaelaps Mercedesae exético en México.
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Wild Alex

Fig. 3 Fase adulta del parasito conocido como pequeiio escarabajo de
la colmena (Aethina tumida), presente en México.

Fig. 4 Vuelo de apareamiento entre una abeja reina y un zangano.
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Fig. 5 Signos clinicos visibles de la infeccion por el virus de las
alas deformes (VAD).

Fig. 6 Signos clinicos visibles en las puntas de las

alas por la infeccion del virus de las alas deformes (VAD).
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Fig. 7 Centro de Educacion Ambiental (CEA) Ecoguardas.

Fig. 8 Preparacion de las muestras, para su posterior analisis molecular.
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Ponce-Vazquez J.Roberto

Fig. 9 Apiario “El Armadillo” propiedad del CEA-Ecoguardas.

Fig. 10 Recoleccion de las abejas adultas que se depositaron en frascos
de boca ancha con capacidad de 120 mL.
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Ponce-Vazquez J.Roberto

Fig. 11 Seleccidon de abejas infestadas para luego retirarles acaros
V. destructor y depositarlos en tubos de centrifuga con capacidad
de 1.5 mL.

Ponce-Vazquez J.Roberto

Fig. 12 Los panales envueltos en papel se trasladaron en una hielera con
refrigerantes al laboratorio del area de abejas del DMZAC y OA de la
FMVZ-UNAM
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Fig. 13. Inspeccion previa en todo el apiario con el propésito de identificar
las colonias que tuvieran abejas con alas deformes y V. destructor.

Fig. 14 Solucién estabilizadora RNA/ater™
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Fig. 15 Cada vial contd con cinco abejas adultas que se puncionaron
para facilitar la penetracion y fijacion del RNALater™ a los tejidos

Fig. 16 Se introdujeron cinco pupas por vial con la
Unica excepcion de que no se puncionaron.
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Guzman-Novoa Ernesto

Fig. 17 Termociclador Mastercycler™ que se utilizé para
llevar a cabo las reacciones de PCR
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Fig. 18 Patron electroforético para la deteccion del VAD en México México: Carril M= Marcador de ADN (se
muestra el peso molecular de las bandas), Carril 1= abejas negativas al VAD, muestra de abejas proporcionada
por el laboratorio en Guelph, Canada. (sin signos aparentes de infeccidn, sin alas deformes), Carril2= Banda de
una muestra positiva al VAD 642pb (con signos de alas deformes), Carril 3= testigo negativo, que funciona para
evitar contaminacion, se utilizan los mismos reactivos sin macerados para comprobar que los reactivos no estan

contaminados y alteren los resultados.
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