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First IAPV finding in Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae)

s ABSTRACT. In the La Plata Horticultural Belt (CHP, in Spanish), bee viruses were searched
for the first time in green bug Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae). The presence of the
Israeli acute paralysis virus (IAPV) was detected using PCR technique. These results would
allow to infer that knowledge of viral infections in insects could be of great importance since
they could act as viral reservaoirs, resulting in the spilling of pathogens to honey bees and
other pollinators. This study made it possible to detect IAPV for the first time in N. viridula.
Future studies are needed to understand the ecology of these viruses in arthropod
communities of CHP and to determine the role that green bugs play as possible reservoirs
of these viruses in the environment.
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RESUMEN. Se llevo a cabo un relevamiento de virus patdégenos de abejas en ejemplares de
chinche verde Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae) en el Cinturén Horticola Platense
(CHP). Se detect¢ la presencia del Virus israeli de la pardlisis aguda (IAPV) mediante técnicas
moleculares. Estos resultados permitirian inferir que las infecciones virales en los insectos son
de gran importancia ya que podrian actuar como reservorios virales, informacién que podria
ser Util para conocer la dinamica del virus en la naturaleza. Este trabajo detecta por primera
vez la presencia de IAPV en N. viridula. Serdn necesarios estudios adicionales para entender
la ecologia de estos virus en las comunidades de artrépodos del CHP y determinar el rol que
cumplen las chinches como posibles reservorios de estos virus en el ambiente.

PALABRAS CLAVE. Abejas. Chinche verde. Cinturén Horticola Platense. Virus patégenos de
abejas.

En la region del Cinturén Horticola Platense (CHP),
que comprende parte los partidos de Berazategui,
Magdalena y La Plata (Provincia de Buenos Aires,
Argentina), se halla presente la chinche verde Nezara
viridula (Hemiptera: Pentatomidae), capaz de causar
dafio en cultivos regionales (La Porta & de Crozuel,
1984). Particularmente, en un trabajo de 1989 realizado
en Sudéfrica, los autores comprobaron que esta

especie causaba dafio por alimentacion directa sobre
la pasionaria (Passiflora edulis Sims), ademas de actuar
como vector de dos virus que infectan a su fruto, el
maracuya (Williamson & von Wechmar, 1992).

En el CHP convive ademas la abeja melifera (Apis
mellifera (Hymenoptera: Apidae)), afectada por varios
organismos tales como la bacteria Paenibacillus larvae
(Alippi et al., 2004), el &caro Varroa destructor (Dolezal
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et al., 2016; Beyer et al., 2018; Lin et al., 2018), el hongo
Nosema spp. (Plischuk et al., 2008; Botias et al., 2013)
y los virus de la familias Dicistroviridae e Iflaviridae (De
Miranda et al., 2013). A Nosema ceranae y algunos virus
se los ha vinculado recientemente a la desaparicion de
las colonias de abejas (o sindrome de despoblamiento
de colmenas), que se ha detectado en América asi
como en pafses de la Union Europea y de Asia (Higes et
al., 2009; Antunez et al., 2017; Meana et al., 2017). Este
sindrome se caracteriza porque las colonias pierden de
manera repentina sus abejas, dejando en los mejores
casos a la reina y a un pequefio grupo de obreras.
Ademas las abejas desaparecen sin dejar rastro dado
que apenas se encuentran individuos muertos dentro o
cerca de la colmena (Bromenshenk et al., 2010; Martin-
Hernandez et al., 2018). En relacion a los patégenos
virales, a la fecha se han identificado en abejas al
menos 24 virus diferentes (Remnant et al., 2017) y en
general tienen distribucion mundial. Entre ellos, el virus
de la paralisis aguda israeli (IAPV) (Valles et al., 2017)
se encuentra estrechamente relacionado con el virus de
la abeja de Cachemira (KBV) y el virus de la pardélisis
aguda de las abejas (ABPV) (Meeus et al., 2014) ya
que pertenecen al mismo género (Dicistroviridae,
Aparavirus) pero genéticamente diferentes entre ellos
(Maori et al.,, 2007). Las abejas infectadas con IAPV
presentan alas temblorosas, pardlisis y finalmente
mueren fuera de la colmena. Algunos reportes han
correlacionado fuertemente este virus con el sindrome
de despoblamiento de colmenas (CCD en inglés)
encontrandose en un apiario colonias donde IAPV era
el patdbgeno dominante y se replicaba activamente en
éstas (Cox-Foster et al.,, 2007). Curiosamente, un
aumento de las copias gendémicas de IAPV en dos
colonias coincidié con su posterior colapso. Esto
indicarfa que una vez adquirida e inducida a la
replicacion, IAPV actia como un factor infeccioso que
afecta la salud de las colonias y puede determinar su
mortalidad. En Argentina, el virus de la parélisis cronica
de las abejas (CBPV), el virus Sacbrood (SBV) y ABPV
han sido detectados (Reynaldi et al., 2010) y podrian
ser los causantes probables de las pérdidas de colonias
de abejas (McMenamin & Genersch, 2015). De esta
manera las enfermedades virales de las abejas estarian
relacionadas con el CCD, y por ese motivo son
importantes desde el punto de vista econdmico en la
apicultura. En este sentido, estudiar los patégenos de
las abejas en insectos que comparten su mismo nicho
ecologico resulta de interés, ya que muchos de ellos
podrian actuar como posibles reservorios virales.

El objetivo del presente trabajo fue investigar la
presencia de virus patégenos de abejas en chinches
verdes.

Se utilizaron 60 individuos de N. viridula obtenidos
de colectas realizadas entre marzo de 2016 y marzo
de 2017, cada 15 dias. Todas las muestras se tomaron
de invernaculos tanto a cielo abierto como cerrados. La
totalidad de los insectos fueron colectados de Lactuca

sativa L. (lechuga), Solanum melongena L. (berenjena),
Solanum lycopersicum L. (tomate) y Capsicum annuum
L. (pimiento). Los insectos fueron colectados
individualmente en recipientes plasticos y transportados
al laboratorio. Los individuos colectados no presentaron
signos visibles de infeccion y luego de 48 hs en el
laboratorio fueron congelados a -20 °C para su posterior
analisis.

Las chinches se agruparon en cuatro grupos de 15
individuos adultos cada uno y se ftrituraron en un
mortero con 2 ml de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS). Después de la homogenizacion, las
muestras se purificaron y clarificaron de acuerdo al
protocolo descripto por Susevich et al. (2017) y luego
fueron corridas en geles de poliacrilamida para evaluar
la presencia de proteinas de peso especifico. De
acuerdo a estos resultados, las muestras que mostraron
las bandas esperadas para la familia Dicistroviridae
fueron seleccionadas para realizar su posterior
extraccion de ARN. Este se extrajo agregando 500
de reactivo Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) a
500 pl del material purificado. La mezcla se extrajo con
220 ul de cloroformo, se agit6é fuertemente y luego de
una centrifugacion a 12.000 x g durante 10 min, el ARN
contenido en la solucion acuosa se precipité mediante
la adicion de un volumen igual de isopropanol. El ARN
precipitado se recogié por centrifugacion a 12.000 x
g durante 10 min, se lavd con etanol al 70% y se
resuspendio el pellet en 20 pl de agua libre de RNasa.

Se utilizaron 5 pl del ARN total para la sintesis de
ADN complementario (ADNc). La reaccion se llevo a
cabo de acuerdo a la metodologia descripta por
Sguazza et al. (2013) utilizando una PCR mdultiple
(mPCR) como metodologia de screening en un volumen
final de 25 pl. Esta PCR multiple amplifica 6 virus: SBV
y virus de las alas deformadas -DWV- (Iflaviridae), virus
de las celdas reales negras -BQCV-, ABPV e IAPV
(Dicistroviridae) y CBPV (sin clasificar). Como control
positivo se utilizd una muestra previamente aislada y
caracterizada en el Laboratorio de Virologia como IAPV.
La presencia de IAPV se confirmé luego del screening
utilizando los cebadores especificos propuestos por
Reynaldi et al. (2011) para una PCR simple, que
amplifican 185 pb. Luego de la amplificacion las
muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2,5%
durante 40 minutos a 100 V que fue inmediatamente
tefiido con bromuro de etidio y observado bajo luz UV.

De los cuatro grupos de muestras analizados, tres
fueron positivos a IAPV, tanto en la PCR multiple como
en la PCR especifica, en la cual se evidenciaron
amplicones de 185 pb especificos de acuerdo a
Reynaldi et al. (2011) (Fig. 1).

El virus IAPV se describié por primera vez en lIsrael
y se asocié con la mortalidad de las abejas (Maori et
al., 2007). Sin embargo Reynaldi et al. (2011) estudiaron
la frecuencia de IAPV en abejas meliferas argentinas,
hallando un 41% de prevalencia sin presentar
mortalidad en las colmenas estudiadas. También el
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IAPV se ha reportado en Espafia (Garrido-Bailén et al.,
2010) y en Francia (Blanchard et al., 2008) sin definir
el papel patogénico de este virus en las colonias de
abejas meliferas.

Por otro lado, Reynaldi et al. (2013) reportaron el
primer informe de infeccion de Bombus atratus
(Hymenoptera: Apidae) con virus de abejas meliferas
y postularon reforzar los estudios de las infecciones
virales en abejorros y de su epidemiologia ya que el
posible rol de los primeros como reservorios darfa lugar
a la propagacion de patégenos hacia las abejas
meliferas y otros polinizadores nativos. Estos autores
concuerdan con Levitt et al., (2013), quienes postulan
que los virus no son especificos de la comunidad de
polinizadores, y que otras especies de artropodos
tendrfan el potencial de participar en la transmision de
virosis en poblaciones de polinizadores.

Este trabajo permitié detectar por primera vez APV
en N. viridula y sugiere que incluso insectos
filogenéticamente distantes de A. mellifera (como N.
viridula) podrian actuar como reservorios virales,
resultando en la dispersion de patdgenos hacia las
abejas meliferas y resto de los polinizadores, como
propusieron Reynaldi et al. (2013) para los abejorros.
Serfan necesarios estudios a mayor escala para
comprender la dindmica de estos virus en las
comunidades de artropodos del CHP y determinar el
rol que cumplen sus integrantes como posibles agentes
foréticos o transportadores, reservorios o huéspedes.

Fig. 1: Amplificacion especifica de IAPV de tres muestras
positivas a virus utilizando PCR multiple (mPCR).
Calle 1: Marcador de pares de bases —pb- (Fermentas);
Calle 2: control positivo para IAPV; Calles 3, 4 y 5:
Amplificacion positiva para IAPV; Calle 6: control negativo
(mezcla de PCR sin molde).
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