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INTRODUCCION

Las abejas meliferas (Apis mellifera) cumplen un rol importante como polinizadores de
diversos cultivos y contribuyen con los ecosistemas, su disminucién amenaza a la
polinizacién tanto de plantas silvestres como cultivadas, poniendo en peligro la
biodiversidad, el alimento y la produccién agricola (Simon-Delso et al. 2014). El Sindrome
de despoblamiento de colmenas (SDC) es un fendmeno que afecta a las poblaciones de
abejas y que se caracteriza por la pérdida masiva de sus colonias, en especial durante la
temporada invernal (vanEngelsdorp et al., 2009).

Varios factores podrian estar relacionados al SDC. Inicialmente, algunas hipétesis
sugirieron que los pesticidas, el acaro Varroa spp., virus y bacterias eran los posibles
causantes de la muerte de las colonias (Meana et al., 2017). Otras, integran a la
problematica factores como el clima desfavorable y la consiguiente falta de alimento
disponible, practicas de trashumancia a gran escala, o predisposicion genética (Stokstad,
2007; Ellis et al., 2010; Francis et al., 2014). Posteriormente, otras hipétesis propusieron
que el SDC seria producto de una combinacién de factores, tales como la interaccion
entre patdégenos, determinadas condiciones climaticas desfavorables, disminucién de la
flora apicola o incluso factores asociados al propio manejo (Ratnieks y Carreck, 2010;
Ellis et al., 2010; vanEngelsdorp et al., 2009; Richardson, 2017). Finalmente, algunos
autores senalan que las extensas pérdidas de colonias no son inusuales y han ocurrido
repetidamente a lo largo de muchos siglos y lugares (Ratnieks y Carreck, 2010; Oldroyd,
2007).

La pérdida de colmenas observada durante las ultimas décadas aparenta ser un problema
extendido. Algunos apicultores en Estados Unidos han reportado pérdidas de hasta el
75% de sus colmenas entre 2006 y 2007 (vanEngelsdorp et al., 2009; 2010; 2017; Ellis et
al.,2010; Oldroyd, 2007), La mortandad que ocasiona este fendmeno abarca desde el
35% al 100% de las colmenas en cada episodio. En Europa se han reportado fenémenos
similares (Crailsheim et al., 2009; Dainat et al., 2012; Meana et al., 2017), pero en estos
casos los sintomas no habrian sido los mismos que en Estados Unidos (Stokstad, 2007).
En los ultimos afios también se han reportado numerosos casos de SDC en Asia (Haddad
et al., 2009; Soroker et al.,, 2009) y Japén (Guttierrez, 2009), pero no hay casos
registrados en Sudamérica, Africa, o Australia (Neumann y Carreck, 2010).

En 2017 se registré un posible caso de SDC en el que 170 colmenas pertenecientes al
partido de General Alvear, provincia de Buenos Aires, nucleadas en 3 colmenares, habian

sufrido la pérdida masiva de sus abejas. El objetivo del presente trabajo fue determinar las



posibles causas de dicho episodio a partir del estudio de presencia de patdégenos en esas

colmenas.

MATERIALES Y METODOS

De cada colmenar se escogieron aleatoriamente tres/cuatro colmenas y de éstas se
extrajeron ca. 100 individuos vivos que fueron conservados congelados a -32°C. Cada
colmena escogida se consider6 una muestra, totalizando diez. Los patdégenos a
determinar fueron virus, hongos, bacterias y acaros que producen las enfermedades mas
prevalentes entre las poblaciones de abejas en la Republica Argentina. Para ello,
diferentes técnicas fueron utilizadas, empleando, en caso de presentarse recomendacion,
aquellas validadas por la Organizacion Mundial de Salud Animal (OMSA).

La prospecciéon de virus se realizé a partir de la homogeneizacion de 10 individuos por
muestra en stomacher con 2ml de PBS estéril (libre de nucleasas), seguida por la
extraccion y purificacion del ARN viral con TriZol. Posteriormente se realizdé la
transcripcion reversa del ARN, utilizando transcriptasa reversa (enzima MML-V) y random
primers, con el fin de sintetizar el DNA complementario. Luego, se realizdé una reaccion de
PCR multiple utilizando primers especificos para los virus ABPV (Virus de la paralisis
aguda de las abejas), BQCV (Virus de las celdas reales negras), CBPV (Virus de la
paralisis cronica de las abejas), DWV (Virus de las alas deformadas de las abejas), KBV
(Virus de Cachemira), SBV (Virus de la cria ensacada) e IAPV (Virus israeli de la paralisis
aguda de las abejas) (Sguazza et al., 2013). Los resultados fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio.

Para determinar la presencia del acaro Varroa spp. se realizd la técnica validada por la
OMSA para su deteccion y cuantificacion. Se utilizaron 300 abejas por colmena que
fueron tratadas con agentes tensioactivos para permitir la separacién entre los acaros y
las abejas. Luego se utilizé un doble tamiz, el superior retuvo a las abejas y el inferior a
los acaros, posteriormente se realizo el conteo de acaros y luego se estimé el porcentaje
de infeccion multiplicando por 100 la cantidad de acaros por abeja (niumero de
acaros/numero de abejas) en cada muestra.

La deteccion de las bacterias Melissococcus plutonius (loque europea) y Paenibacilus
larvae (loque americana) fue realizada a partir de la homogeneizacién y posterior
extraccion de ADN de 10 individuos por muestra, a partir de la utilizacion de DNAzol.

Posteriormente se realizé una amplificacion por PCR (Garrido-Bailon et al., 2013). La



presencia del hongo Ascosphaera apis (cria yesificada) se realiz6 conjuntamente con la
deteccion de bacterias en una PCR multiple (Garrido-Bailon et al., 2013).

Para el caso del hongo Nosema spp., se estimé la prevalencia mediante homogenizacion
individual en agua bidestilada y observacion de una gota del homogenato resultante en
microscopio de contraste de fases (x400; x1000). Se prospectaron 100 individuos por
muestra (Plischuk, 2010). Para cada muestra positiva, se separaron y homogeneizaron 35
intestinos que luego se colocaron en un mortero con PBS. A continuacion, se macero la
muestra hasta obtener una mezcla homogénea y se realizé una dilucion de 1 en 10 del
macerado obtenido. Se colocd una gota del macerado en una camara de Neubauer y se
realizd el recuento de esporas bajo el microscopio (Cornejo y Rossi,1975), con
modificaciones. Una vez estimada la cantidad de esporas por mililitro, se utilizé la escala
propuesta por Cornejo y Rossi (1975) para determinar el grado de infeccion.

Para la determinacion genética de linajes maternos, el ADN total fue extraido a partir del
térax de un individuo por muestra empleando DNAzol. Posteriormente, se realizé la
técnica de PCR-RFLP que permitié discriminar presencia de introgresion de genes
africanos en las muestras (Pinto et al. 2003, con modificaciones) y, se analizé la variacion
de los patrones de restriccion obtenidos mediante electroforesis en geles de agarosa al
1%.

RESULTADOS

Se procesaron las 10 colmenas para cada una de las enfermedades propuestas y se
realizé la determinacion genética de linajes maternos (Tabla 1). Las muestras exhibieron
presencia de virus en 3 de las 10 colmenas estudiadas, 5 colmenas presentaron
porcentajes variables de acaros, y 3 colmenas (una de cada colmenar) presentaron
niveles despreciables de infeccion por Nosema spp., mientras que ninguna colmena
exhibié presencia de bacterias o de cria yesificada. Todos los individuos analizados
pertenecieron a linajes maternos europeos sin introgresién de genes africanos.

Tabla 1. Resultados de la deteccion de virus, acaros, bacterias, hongos y linaje materno
para las muestras de despoblamiento. Los resultados se expresan como (+) para aquellos
patdgenos presentes en la muestra y (-) para los que no exhibieron presencia. Los
valores de Varroa spp. son estimaciones realizadas a partir de la utilizacién de la técnica
propuesta por la OMSA. Los valores de Nosema spp. son cuantificaciones estimadas de
esporas/ml donde (+) hasta 10.000 esp/ml nivel DESPRECIABLE; (1) €/10.000 - 100.000
esp/ml nivel MUY LEVE; (2) e/ 100.000 - 600.00 esp/ml nivel LEVE; (3) €/600.00 - 800.00
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esp/ml nivel MUY GRAVE. Para la determinacién de linajes maternos se indica con (x) el

resultado de los estudios genéticos.
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CONCLUSIONES

El SDC es un fenémeno aun poco comprendido (Williams et al., 2010) en torno al cual
existe poco consenso sobre sus causas (Stockstad, 2007), y para cuya etiologia se han
postulado diversos escenarios. Aunque la explicacion para el despoblamiento aun esté en
debate, pareciera haber consenso en la idea de los patdgenos como principal causante
del sindrome (Ratnieks y Carreck, 2010).

Para este estudio de caso, siete de las diez colmenas resultaron positivas para
diagnéstico de alguna de las enfermedades, tres de las cuales presentaron coinfecciones.
Las enfermedades presentes variaron entre las colmenas y las coinfecciones no se
presentaron entre los mismos patdgenos. Estos resultados sugieren que la presencia de
los patdgenos estudiados no podria explicar por si misma el colapso puesto que las
enfermedades e interacciones no se repiten entre las colmenas, no hay predominio de
algun patoégeno entre ellas y, hay colmenas que presentan resultados negativos para
todos los patdgenos.

Por otra parte, estos colmenares se encontraban a 20-30km de distancia de la ciudad y no
estaban relacionados a ningun cultivo extensivo en la zona, lo que hace poco probable la
intoxicacion o debilitamiento por agroquimicos.

Aunque algunos trabajos respaldan la hipétesis de afecciones por patégenos (CoxFoster
et al. 2007; Paxton, 2009; Meana et al. 2017; Richardson, 2017) y agroquimicos utilizados
en cultivos cercanos a colmenas, estas hipotesis parecen no ser explicativas para este
caso o para aquellos trabajos en los que no se hallan diferencias significativas entre los
valores de infecciones y presencias de patdégenos entre colmenas que presentaron CCD y
aquellas que no presentaron colapso (Dainat et al., 2012).

A raiz de la ausencia de estudios conclusivos a escala global o regional respecto a este

fendmeno, han surgido nuevas corrientes tendientes a enfatizar el papel central de la




apicultura en la limitacion de la seleccion natural y a comprometer la salud de las colonias
mediante el mantenimiento ajustado y la cria de abejas locales (Neumann y Blacquiére,
2016). Sera necesario llevar a cabo una estandarizacion de este tipo de estudios, la cual
permita comparar casos puntuales entre si a fin de determinar tanto los posibles factores
causantes, asi como de discriminar entre los distintos tipos de mortalidad de colonias que

ocurren mundialmente (Williams, 2010).
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