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INTRODUCCION
Nosemosis Nosema apis
A /X
Microsporidios /
Apis mellifera: abeja de

miel europea de Distribucion mundial
importancia econoémica ‘

. _ _ 4.5 a 6.4 micras
y para ecosistemas Diferencia en tamafio

‘ de 1 ym
Nosema ceranae
Enfermedad que » B
afecta abejas de miel Patdgeno
‘ \/\ descrito en
Apis cerana
* Virus /

Zander (1909)

« Bacterias Recientemente
* Hongos descubierto en
« Acaros 3.3y 5.5 micras A. mellifera

(2006)




INTRODUCCION
Ciclo biologico

Ingesta de esporas

Ingreso en células
epiteliales del intestino
medio

Esporas se multiplican

Formacion de una cadena
de esporas, se
desprenden

Con el aumento del
numero de esporas se
produce lisis celular

MEROGONY

Esporas infecciosas se Fuente: Springer Life Sciences .
liberan. Se excretan o se !
almacenan en el intestino




Transmision

U

transmision horizontal

En individuos

a través de los
excrementos de las abejas
enfermas

ingesta de alimentos
contaminados

al momento que las abejas
limpian el material fecal de
individuos infectados

Entre colmenas

desplazamiento de abejas
infectadas y zanganos,

el intercambio de material
contaminado entre colmenas

el mal saneamiento de
apiarios

visitar flores contaminadas

INTRODUCCION

Sintomas
<L

« Manchas marrones del tipo

fecal en panales

* Presencia de abejas enfermas

y/o cadaveres a la entrada de

la colmena

. ~ ) " ( ..;w s




INTRODUCCION

_ « Disminucién ingesta alimentos Colapso de
Efectos negativos » * Envejecimiento prematuro » colonias
» Disminuciéon de esperanza de vida

Reina |

N. apis » disenteria, debilitamiento,

deterioro de la locomocioén

alteraciones en la vida de

N. ceranae la abejas, y en

' actividades de forrajeo

I Mas patdgeno que N. apis I

Abejas obreras

(pecoreadoras)

(Maside et al., 2015).



INTRODUCCION

Técnicas de diagnc’)stico Tratamiento, control y prevencidn de la
enfermedad

es necesario adoptar buenas
practicas de gestion y manejo

Microscopia »
/’

Achi « Convencional
Técnicas M
moleculares » PCR » Multiple

 En Tiempo Real
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Distribucion mundial de Nosema spp.
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Microsporidian infection:
N. apis
M. ceranae
(L) N.bombi

@ T pampeana
C) Other Nosema spp.

U Bumblebee:

Q Hoheybees

Trypanosomatid infection:
. C. mellificae

® . passim
C. bombi

Fuente (Vavilova, Konopatskaia,
Luzyanin, Woyciechowski, &
Blinov, 2017)

C. expoeki

C. mexicana



Colombia

AGROCALIDAD

Galapagos
)
©

O.

..

Océano

Pacifico

<

on Ecuador

Reportes previos de Nosema sp.

Situacion de nosemosis

Prevalencia

Meétodo diagnostico

Vivas 40.71% colmenas Microscopio
(2015) 83.93% apiarios optico

A imb 57.14% Chimborazo _ _
ngigu'm a 100% (5/5) Tungurahua » M'Cf0§00p|0
(2015) 100% (6/6) Bolivar 6ptico

(apiarios)

9% en apiarios a

(2016) nivel nacional

» » No definido

Fuentes- 23.38% colmenas Microscopio
Hidalgo » 56.67% apiarios Optico
(2017) -
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Nosemosis
enfermedad de de i - :
distribucion < [ ronglGE
- econdmica
disminucion

produccion de
miel, pérdida de
colonias

infeccion por N.
ceranae mas
mortifera que la
infeccion por N.
apis

sin datos en
Ecuador del tipo
de Nosema

Afectaria
apicultura en
Ecuador

Afecta
economia de
familias
dedicadas a
esta actividad

necesidad de medidas de Técnicas
tener datos tratamiento y moleculares
actuales control

(Botias et al., 2013, Jack, Lucas, Webster, & Sagili, 2016; Maside et al., 2015)



OBJETIVOS

O beﬂVO » Optimizar un protocolo de PCR multiple y convencional para
J el diagndstico y caracterizacion molecular de Nosema apis y
Nosema ceranae en apiarios de las provincias de Carchi,

Ge ﬂ erO | Imbabura y Pichincha - Ecuador.

» Opfimizar un protocolo de extraccion de ADN a partir de abejas.

e Optimizar un protocolo de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
multiple (PCR-mUltiple) y convencional para diagndstico e

O bj eTiVO identificacion de Nosema spp.
7o e Seleccionar, clonar, secuenciar y analizar la filogenia de muestras
Especificos

positivas a Nosema spp. de apiarios de Carchi, Imbabura y
Pichincha-Ecuador.

* Analizar la sensibilidad analitica y sensibilidad diagndstica de la
prueba de PCR-multiple.
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MATERIALES Y METODOS

ZONA DE ESTUDIO OBTENCION DE LAS MUESTRAS
. Carchi “Estudio epidemiolégico de Nosema sp. en apiarios de las
archi provincias de Carchi, Imbabura y Pichincha — Ecuador, mediante
* Imbabura microscopia de fluorescencia” — Ing. Luis Fuentes Hidalgo

* Pichincha

—

» 181 muestras de colmenas de 29 apiarios
« Muestras de abejas adultas

- NUumero de Numero de
Provincia
colmenas apiarios
Carchi 34 4
Imbabura 74 13
Pichincha /3 12




MATERIALES Y METODOS

1. Extraccion de ADN de
abejas
Tampon lisis +

Pulverizacion Erlgflnasa K+ Protein DNA  DNA
., Ty Sa 1 Precipitation Wash Hydrotlon
Extraccion manual con nitrogeno
de ADN liquido —— Fenol:cloroformo (1:1)
Extraccion con kit
comercial (DNeasy
BlOOd. & TISSUE, Abddémenes Cell Lysis
Qiagen) 10-15 abejas
b Pulverizacion y /
manual &
=
Protocolo

del kit

.
-




2. Obtencidon de controles
de ADN positivos

Universidad del Desarrollo
Chile

4

Muestras de ADN de
N. apis y N. ceranae

Clonacioén de

» los fragmentos ~]

de interés

MATERIALES Y METODOS

1. Ligacion del fragmento al vector

‘\‘ragmento gen RPB1

—

N

plasmido

Vector

2. Transformacion de las células (Clonacion Quimica)

3. Purificacion de plasmidos
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3. Optimizacion de un protocolo de IALES Y ]‘/”—' TODOS
PCR convencional para Nosema spp.

Condiciones
NosaRNAPoI-F2 AGCAAGAGACGTTTCTGGTACCTCA Nosema 297 pb de reaCCién
NosaRNAPoI-R2 CCTTCACGACCACCCATGGCA apis
NoscRNAPoI-F2 TGGGTTCCCTAAACCTGGTGGTTT Nosema 662 pb . .
NoscRNAPol-R2 TCACATGACCTGGTGCTCCTTCT ceranae P CondICIOneS
de ciclo
COI-F GGGTCCAAGACCAGGAACTGGAT Apis 119 bb
COI-R GCGCGGAAATTCCTGATATATGAAGAGAAAA  mellifera P
e Temperatura
a{ -
5 de annealing
Amplificacion de un

Mosema apis a’

«

" ~ fragmento del gen
Nosgma ceranag &' g = o 3
<:» qfv RPB1
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MATERIALES Y METODOS

4. Optimizacion de un protocolo
de PCR multiple PCR triple — 3 pares de cebadores

Condiciones de reaccion Condiciones de ciclo

2X

Na-E/R 0.5 0,5 0.5 Denaturalizacion 5 min
inicial

Nc-E/R 0,5 0,5 0,5 Denaturalizacion 94 1 min

COI-E/R 0.1 0.075 35-40 Annealing primer 67 1 min

0,625 1,25 2.5 Extension 72 1 min

_ 25 1 Extension final 72 10 min

‘.‘.4 = r'] ; E S I E
N /f) UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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MATERIALES Y METODOS

4. Optimizacion de un protocolo
de PCR multiple PCR doble ——— 2 pares de cebadores

Condiciones de reaccion Condiciones de ciclo

1 Denat.u.ra-llzamon o5 5 min
inicial
2mM-15mM
Denaturalizacion 94 1 min
0,625 U/ul — 2,5 U/l 35-40 Annealing primer 67 1 min
Extension 72 1 min
0,05 uM - 0,5 uM
1 Extension final 72 10 min

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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MATERIALES Y METODOS

5. Secuenciacion 6. Caracterizacion moleculary
analisis filogenético

Muestras positivas a

N. apis y N. ceranae Anélisis de secuencias y

‘ electroferograma
Productos de PCR ‘

‘ comparacion con secuencias en el GenBank

¥

Construccion de dos arboles filogenéticos

¥ 4

Modelo evolutivo Kimura
2 parametros y
1000 repeticiones

Y ESPPE
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Secuenciacion Macrogen-Corea

Secuenciacidon en ambos
sentidos




MATERIALES Y METODOS

7. Sensibilidad Analitica

Mezcla de
200 ng (122 124 126 128 1218)

ADN plasmidico r\' r\r\

Muestra ADN de abeja .
Mezcla artificial

simulando coinfeccion

N. apis Factor de dilucion =1/4
ADN plasmidico
N. ceranae

C
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8. Sensibilidad diagnostica

NUumero de colmenas

Se sabe son
negativos a Nosema
por PCR-m

Se sabe son positivos
a Nosema por PCR-m

Positivos a Verdaderos positivos Falsos positivos
microscopia (VP) (FP)
Negativos a Falsos negativos Verdaderos negativos
microscopia (FN) (VN)

MATERIALES Y METODOS

VN
B ficidad diaenéstica = ———r
specificidad diagnostica = 7=
Sensibilidad diagndstica = Ve
ensibilidad diagnostica = -o——r0

‘-?—_
Y ESPPE
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HIPOTESIS

e H,: La prueba de PCR multiple desarrollada no permite el diagnostico de
las especies de Nosema: N. apis y N. ceranae,

e H,;:La prueba de PCR multiple desarrollada permite el diagndstico de las
especies de Nosema: N. apis y N. ceranae,

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA




RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccion de ADN de abejas (Prueba de Duncan)
Diferencia significativa _ Estadisticamente no son
diferentes
. . 1,93 -
Método de Concentracion Pureza del ADN S
extraccion de AND (ng/uL) (260/280) Q
§, 1,84
Kit-nitrégeno 53,09 1,63 '
1,75
Kit comercial 82,57 1,72
Manual- 996,07 1,80 S 1.65-
nitrogeno E ’
Manual 3425,00 1,85 2 ‘ A
1,56
(ANOVA) o
g
Diferencia significativa (P<0,05)

Meétodo de extraccion
(Hamiduzzaman et al., 2010; Ascencio et al., 2017)



RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccion de ADN de abejas

3980.47+ Extracciéon con método Extraccion con kit
manual comercial

3184.374

2388,28+

1592,194

Concentracion de ADN ng/ul

796,09

MImENE.

Kit comercial
Kit-nitrogeno ~ Manual-nitrofgeno

Métodos de Extraccion de ADN

Diferencia significativa

(Hamiduzzaman et al. 2010)



600 pb

300 pb

200 pb
100 pb

2. Optimizacion de un protocolo de
PCR convencional

Na A CN. Nc A CN -~ A NaCN

. / N S gE— l-'ﬁr—_'_—f—
§ - 24 ‘.c-.&gmg'u 5 \ J&""l e e &

1101

 Na= N. apis > 297 pb
* Nc= N. ceranae =—» 662 pb
« A= A. mellifera =—> 119 pb

» CN= control negativo

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones de reaccién

Concentracion

Reactivos Unidad :
final
H,O ML -
Buffer X 1
Primer F UM 0,5
Primer R UM 0,5
MgCl, mM 2
dNTP (mezcal) mM 0,8
Taq U/uL 0,625
ADN ngr 100

Condiciones de reaccioén

35 ciclos
e Ta= 67

@ ESPE
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3. Optimizacién de un protocolo de RESULTADOS Y DISCUSION

PCR multiple
PCR Triple
. g b) Aumento de c) Aumento de
a) Concentracion de Buffer de PCR concentracion de cantidad de ADN

Buffer 2X Buffer 1.X MgCl, y enzima Taq plantilla (400 ng)

M 45 6 N7 8 9N 101112 N

500 |
400
300
200

600
500

400
300

200
100

L ame e — e == —

100 -
PR ---.q---. ;

Ag—
—
—
p——

s —
‘eenag—
—
—
—
-~ |

1. N. apis N. apis N.ceranae A. mellifera ol p
=12. N.ceranae ES E

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
3. A. mellifera
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RESULTADOS Y DISCUSION

3. Optimizacidon de un protocolo de
PCR multiple

35 ciclos 40 ciclos

PCR doble

A) Mismas condiciones de reaccion
gue PCR convencional

l

Controles positivos
de ADN

N. ceranae

N. apis

(Henegariu et al., 1997



RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas con muestras de ADN extraido y
mezcla artificial para simular coinfeccion

[MgCl2] [Cebadores] [Enzima Taq] .
Resultados obtenidos
(mM) (nM) (U/pL)
N° Ensayo
presencia : .
15 175 2 0505 0504 0625 125 2.5 dedoble memsidad sinbandas
de banda  inespecificas
banda
1 0 0 1 1 0 1 0 0 v 0 v
2 0 0 1 1 0 0 1 0 v v 0
3 0 0 1 1 0 0 0 1 v v 0
4 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 v
5 0 1 0 1 0 0 1 0 4 0 v
6 0 1 0 0 1 0 1 0 v v v

(OIE Terrestrial Mannual, 2013)

N. ceranae

N. apis

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
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RESULTADOS Y DISCUSION

4. Prevalencia de Nosema sp.

Numero de , .
~ Numero de apiarios
. colmenas Porcentaje .
Presencia or Porcentaje
del agente P o en apiarios
Total de Colmenas colmenas  Totalde Apiarios
colmenas positivas apiarios  positivos
Nosema 63 35,36% 25 86,21%
SP- 181 29
Negativos 118 65,19% 4 13,79%

®m Prevalencia

47,62%

36,50%
Colmenas

15,87%

Carchi Imbabura

Pichincha



PREVALENCIA

® colmenas

48,28%

16,57%

N. apis

. N
m apiarios R~ 80 -
—
Lo
Lo
604
(%]
=
-
c
o
o C
N o
% o
(o)}
i
N. ceranae

RESULTADOS Y DISCUSION

5. Prevalencia de Nosema apis y N. ceranae por provincias

Colmenas= (30/181)
Apiarios= (14/29)

Colmenas= (36/181)
Apiarios= (16/29)

404

207

(23/36) B carchi
03 5% " Imbabura

B Pichincha

(14/30)

46,67%

(8/30)
26,67%

(10/3
27,718%

26,67%

(8/30) (3/36) .
X ,CS‘%
. 6\% 0%(
$0‘o é\‘b
e"c&

Tipo de Nosema



RESULTADOS Y DISCUSION

5. Prevalencia de Nosema apis y N. ceranae por provincias

Colmenas

Apiarios

Provincia Total de  Prevalencia Prevalencia Totalde  Prevalencia Prevalencia

colmenas N. apis N. ceranae  apiarios N. apis N. ceranae
Carchi 34 8 (23,53%) 3(8,82%) 4 3 (75%) 1 (25%)
14 10 0 0
Imbabura 74 (18,929%) (13.51%) 13 7 (53,85%) 7 (53,85%)
— 23
0 0) 0
Pichincha 73 8 (10,96%) (31.51%) 12 4 (33,33%) 8 (66,67%)
TOTAL 181 30 36 29 14 16

3 colmenas con coinfeccion

no son significativamente diferentes (P<0,05)

Tt
Tl
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RESULTADOS Y DISCUSION

6. Caracterizacion molecular de N. apis g5 DQ083406.1_Nosema_plutellae
y analisis filogenetico 44tﬂmm.1_anema_mmbycis
A} L AJ278948.1 Nosema tyriae
i DQ666929.1 Nosema_spodopterae
Q9962311 _Nosema_bombycis
Q9962331 Nosema_granulosis
100% de identidad n 009962321 Nosema empoascae
3B DQ996235 1 Vanmorpha_cheracis
MNosema _apis_Ecuador
v ‘anema_apis_ﬂhile
‘DOHHEEHD.1_anema_apis_UK
i XM_024474576.1 Nosema_ceranae
A AF060234.1 Vaiimaorpha_necatrix
45 JK213749.1 Nosema_lymantriae
%_'W'




RESULTADOS Y DISCUSION

B4

100

441

Mceranae A30C1_Pichincha_Quito
Mceranae A27C4 Pichincha_Ruminahui
Mceranae A18C6_|Imbabura_Cotacachi
Mceranae A11C13 Imbabura_Antonio_Ante
Mceranae A2C8_Pichincha_Quito
Mceranae ABC4 Imbabura_lbarra
Mceranae A5SC3 Pichincha_Quito
M.ceranae A25C2 Pichincha Pedro_Moncayo
M.ceranae A27CZ2 Pichincha Ruminahui
Mceranae AZ24C2 Pichincha Mejia
Mceranae Chile

XM 0244745761 Mceranae Espana

32

|

JX213749.1 N.lymantriae
AF060234.1 vairimorpha_necatrix

100

DQ996230.1_N.apis
DQ996233.1_N_ granulosis

a7

a7

DQ996232 1_MN empoascae
DQ996231.1_N.bomby
o DQ666959 1 M spodopterae
g1 FJ#213754.1_N bomby
5B L AJ278948 1_M tyniae

0.1

DQ996235 1_Vanmorpha_cheracis

6. Caracterizacion molecular de N.
ceranae y analisis filogenético

99% de identidad

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

7. Sensibilidad analitica 8. Sensibilidad diagnostica

dl = 1:22
dl d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 PCR Total
200ng . ‘ d2 = 1: 24 + _
d3 =1:2° + 27 18 45
MO
d4 =1:2° - 36 100 136
d5 = 1:210 Total 63 118 181
— 1.212
6 =1:2 Sensibilidad diagnostica = 43,5%
d7 = 1:214

Especificidad diagnodstica = 84,7%.
dg = 1:218

\ Detect6 hasta 0,003 ng Ty
de ADN plasml’dico % EDESEE

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA




RESULTADOS Y DISCUSION

9. Resultados adicionales

|d del N° de colmenas que o
apiario presentaron el virus Canton Provincia

amplificacion de una Al4 5 Mira Carchi
banda cercana a 200 pb A16 1 Cotacachi Imbambura
Al7 1 Cotacachi  Imbabura
‘ Al8 1 Cotacachi  Imbabura
secuenciacion A19 1 Cotacachi Imbabura
A24 1 Mejia Pichincha
‘ A29 8 Quito Pichincha

resultados Total 18

-

Virus filamentoso
Apis mellifera
(AmFv)

ESPE
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CONCLUSIONES

No existe diferencia entre el uso o no de nitrégeno liquido para la extraccion de ADN en cuanto a la calidad y
cantidad de ADN.

No existe diferencia entre el uso de kit comercial o el método manual para extraccion de ADN.

PCR doble permitio la deteccion e identificacion de especies de Nosema.

Se encontr6 una prevalencia general para N. apis de 16,57% (30/181) y para N. ceranae de 19,89% (36/181)
a nivel de colmena, siendo Pichincha la provincia con mayor nimero de colmenas positivas a N. ceranae.

Se identificaron 3 colmenas y 5 apiarios con infeccion por ambos parasitos. Sin diferencia significativa entre
la presencia de N. ceranae y N. apis en las colmenas analizadas.
La caracterizacion molecular mediante secuenciacion confirmoé que los fragmentos amplificados por PCR

corresponden a las especies de N. apis y N. ceranae.

Estos resultados se convierten en el primer reporte de N. ceranae en Ecuador y la confirmacion de la
presencia de N. apis como los parasitos que infectan y generan la enfermedad de nosemosis en colmenas de

abejas meliferas del pais.
TESPE
UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RECOMENDACIONES

« Se recomienda realizar estudios en las provincias del centro y sur del pais

» Realizar investigaciones con respecto a posibles infecciones de N. apis y N.
ceranae en otras especies de abejas del género Apis y en abejas nativas de la
region

* Los resultados obtenidos acerca del virus AmFV se deben confirmar
mediante otro trabajo de investigacion

« Socializar estos resultados tanto con los apicultores como con las
agencias reguladoras como AGROCALIDAD y demas entidades de
control

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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