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1. RESUMEN

Durante los Gltimos aflos se han reportado altos porcentajes de pérdidas de colmenas
de abejas Apis mellifera. Entre los principales factores que podrian explicar la mortandad
de las colmenas, se encuentran la desnutricién de las abejas, asociada al aumento en la
extensién de plantaciones de monocultivos, asi como el deterioro del estado sanitario
de las abejas. En este sentido, los monocultivos proveen a las abejas con polen de un
Gnico origen boténico y en un tiempo acotado, lo cual no necesariamente suministra los
requerimientos nutricionales que las abejas precisan. Ademas, las abejas son blanco para
la infeccién de multiples plagas y patégenos. La hipotesis de esta tesis consiste en que el
estrés nutricional de las abejas afecta su fisiologia, y consecuentemente su estado
sanitario y longevidad. Dichos efectos a nivel individual impactan en la fortaleza,

sanidad y supervivencia colonial.

En el primer capitulo se evalud el efecto de la alimentacién con distintas dietas de
forma independiente y en interaccion con el patégeno Nosema ceranae en la
supervivencia de las abejas, la expresion de genes vinculados a su estado nutricional,
comportamental e inmunolégico. Se comprobd que el estrés nutricional extremo
(alimentacién con jarabe y sin fuente de proteinas) afecta la supervivencia de las abejas
y los niveles de expresién de genes asociados al estado nutricional y comportamental.
No se observaron diferencias en estos pardmetros en las abejas alimentadas con distintos
polenes monoflorales. La expresién de los genes vinculados al sistema inmune varid
dependiendo de la dieta, del gen y de la infeccién con N. ceranae, destacdndose que: i)
la alimentacién con polen monofloral de Ffucalyptus grandis disminuyé el nivel de
expresion de genes asociados a la respuesta inmune humoral en comparacién a abejas
alimentadas con jarabe, ii) el consumo de polen aumenté la expresién del gen de la
profenol oxidasa (ppo) por si mismo y en interaccidn con N. ceranae, enzima
involucrada en la respuesta inmune celular, vy iii) la infeccién con N. ceranae aumenté el
nivel de expresidén del gen que codifica para el péptido antibacteriano himenoptecina
(him), independientemente de la dieta. Sin embargo, esto no fue suficiente para
contener la infeccién con el microsporidio. Por otro lado, las abejas alimentadas con
polen sobrevivieron més que las sometidas a estrés nutricional extremo, aunque
presentaron mayores niveles de infeccibn con N. ceranae. Esto indica que las
consecuencias negativas de dicha infeccién son controladas por abejas bien nutridas. Por
altimo, se comprobd una interaccién negativa entre N. ceranae y el Virus de alas

deformes.



Teniendo en cuenta que uno de los pdlenes poliflorales utilizado en el primer ensayo
de la tesis resultd tdxico para las abejas en su primera etapa de vida, en el segundo
capitulo de la tesis se profundizd en este aspecto. Se encontré que la interaccién con
abejas nodrizas o la suplementacién con microbiota intestinal de dichas abejas mejora la
supervivencia de las abejas recién emergidas. Las abejas acompafiadas por nodrizas
presentaron mayor abundancia de Llactobacillus apis y Bifidobacterium asteroides,
bacterias caracteristicas de la comunidad microbiana intestinal de la abeja y con

potencial benéfico. Esto podria explicar la mayor supervivencia observada.

En el tercer capitulo se analizé a nivel de campo el efecto del estrés nutricional en la
fortaleza y estado sanitario de las colmenas. Dicho estrés nutricional (consumo casi
exclusivo de polen de E. grandis) disminuyd la poblacién de abejas adultas y de cria, y
aumenté los niveles de infecciobn con N. ceranae. Por dltimo, se evalud la
suplementacién con polen polifloral durante el invierno como estrategia para mitigar los
efectos negativos asociados al estrés nutricional, no comprobandose efectos positivos en
la fortaleza y sanidad de las colonias. Los resultados hallados demuestran que el estrés
nutricional genera un fuerte impacto en la fortaleza y sanidad de las colonias, el cual no

es facilmente reversible.

Esta tesis contribuye a la comprensién de los efectos del estrés nutricional en la
fisiologia y salud de las abejas meliferas a nivel individual. Ademés, constituye el primer
trabajo que prueba, en condiciones de campo, el impacto del estrés nutricional en la

salud de las colonias de abejas meliferas.



Abstract

2. ABSTRACT

During last years, high percentages of colony losses of honeybees Apis mellifera have
been reported worldwide. Nutritional stress of the honeybees due to the high
extensions of monocrops and their sanitary status are among the main factors
associated to these losses. Monocrops provides pollen of a single botanical origin
and in a short period of time. Therefore, it does not necessary accomplish all the
nutritional requirements that bees need. In addition, honeybees are infected by
multiple pest and pathogens. The hypothesis of this thesis is that nutritional stress
affects bees physiology, its longevity and sanitary status. These effects at individual

level impacts colony strength, health and survival.

| the first chapter, we analyzed the effect of different diets independently or in
interaction with the infection of the pathogen Nosema ceranae in honeybees
survival, and in the expression level of genes related with their nutritional and
behavioral status and with its immune response. The extreme nutritional stress (bees
fed with only sugar syrup and no proteins) affects bees survival and the expression
level of genes related with the nutritional and behavioral status. No differences were
observed in bees fed with different monofloral diets. The expression level of
immune related genes varied according with the diet, the gen and the infection with
N. ceranae. The main immune results were that i) feeding with monofloral pollen of
Eucalyptus grandis decreased the expression level of genes related with the humoral
immune response in comparison with bees fed with sugar syrup, ii) the consumption
of pollen increased the expression level of prophenol oxidase (involved in the
cellular immune response) alone and in interaction with the infection with N.
ceranae, and iii) N. ceranae infection increased the expression level of the gene
codifying to the antimicrobial peptide himenoptaecin, independently of the diet.
However, these levels were not enough to stop the microsporidia replication,
suggesting that the diet affects the expression of genes relates with the immune
response of the bees, while the infection of N. ceranae affects mainly the cellular
immune response. On the other hand, bees fed with pollen survived more than
those under extreme nutritional stress but show higher levels of N. ceranae. These
results suggest that the negative consequences of the infection are controlled in well-
nourished bees. Finally, the negative interaction between N. ceranae and the

Deformed wing virus was corroborated.



Abstract

Considering that one of the polyfloral pollen used in the first chapter of this thesis
was toxic for newly emerged bees in the first period of their lives, in the second
chapter we analyzed the possible reasons of this results. The interaction with nurse
bees or the supplementation with the gut microbiota of nurse bees improve the
survival of newly emerged bees. Bees accompanied with nurse bees showed higher
abundance of Lactobacillus apis and Bifidobacterium asteroides, members of the
microbial gut core of the bees and with beneficial properties. This result could

explain the higher survival of the newly emerged bees.

In the third chapter, we analyzed the effect of the nutritional stress in colony
strength and health. Nutritional stress (consumption of £. grandis monofloral pollen)
decreased adult and brood population and increased the infection levels of N.
ceranae. Finally, we analyzed the effect of pollen supplementation during winter as
a strategy for decreased the negative effects associated with nutritional stress. There
was no positive effect of this strategy in colony strength and health, suggesting that it
is difficult to reverse the negative effect of nutritional stress in colony strength and

health.

This thesis contributes to the understanding of the effect of nutritional stress in bee
physiology and bee health at the individual level. In addition, this is the first study
that prove, under field conditions, the impact of nutritional stress in honeybee

colony health.
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Introduccién

3. INTRODUCCION

3.1. Las abejas Apis mellifera

Las abejas meliferas Apis mellifera Linnaeus (1758) pertenecen al orden Himenoptera,
familia Apidae, dentro de la cual se encuentra el género Apis. Las cuatro especies
principales son Apis cerana, Apis dorsata, Apis florea y A. mellifera (Ruttner, 1988),
siendo esta Gltima la especie més conocida a nivel mundial, debido a que tiene la
capacidad de producir y almacenar grandes cantidades de miel. Estas especies de abejas
se caracterizan por ser sociales. La vida en sociedad es uno de los saltos evolutivos mas
importantes, y la divisién de tareas ha jugado un rol determinante en el éxito ecolégico
de estas especies (Wilson, 1971; Szathméry & Smith, 1995). Esta organizacién social tiene
dos niveles de division de tareas: el primero es estrictamente reproductivo y se
caracteriza por la presencia de una reina fértil y multiples obreras estériles (Szathmary &
Smith, 1995). El segundo nivel estd relacionado a la edad y se caracteriza por una
transicién temporal basada en el trabajo de obreras jévenes dentro del nido como
limpieza, alimentacién y cuidado de la cria, y una transicién a tareas fuera del nido a
medida que las abejas envejecen, realizando actividades de defensa de la colonia vy

acopio de alimentos (Szathmary & Smith, 1995).

3.1.1. Importancia de las abejas A. mellifera

La polinizacién por insectos es una funcién clave en el mantenimiento de los
ecosisternas naturales y en la produccién de cultivos comerciales (Klein et al, 2007;
Potts et al., 2016; Jankielsohn, 2018), estimédndose su valor econdmico en € 153 billones
en 2005 (Gallai et al., 2009). En particular, la abeja A. mellifera es el principal insecto
polinizador (McGregor, 1976), siendo responsable de la polinizacién del 90% de las
plantas dependientes de la polinizacién animal (Klein et al., 2007; Potts et al., 2016). La
alta eficacia como insectos polinizadores radica en la alta densidad de individuos por
colonia determinando una gran cantidad de abejas en el campo, asi como en las
caracteristicas de su actividad de pecoreo, ya que cada abeja realiza hasta 20 viajes
diarios, visitando entre 200 y 600 flores en cada viaje y visita la misma especie floral en
cada viaje. En Uruguay, el valor econédmico de la polinizacién atribuido a la abeja A.

mellifera se estimé en 80 millones de ddlares anuales, considerando los cultivos de

11



Introduccién

ciruelo, durazno, frutilla, girasol, manzana, membrillo, pera, tomate, zapallo kabuti4,
zapallitos y otros zapallos (Santos et al., 2009). En Estados Unidos, este valor fue
calculado en 14,6 billones de ddélares en el 2000, considerando la productividad de los

principales cultivos de este pais (Morse & Calderone, 2000).

Ademés de su importancia como agente polinizador, la explotacién de las abejas
meliferas permite obtener una amplia variedad de productos (Crane, 1990). La miel es el
principal de estos productos y el méas comercializado. Se trata de una sustancia
azucarada producida a partir del néctar secretado por las flores con el fin de atraer a los
polinizadores y asegurar la fecundacién de la planta. El principal uso de la miel es su
consumo como endulzante, pero también es utilizado por sus propiedades salutiferas
(Bogdanov et al, 2008). Por otro lado, las abejas son utilizadas también para la
obtencién del polen. El polen es el gameto masculino de las plantas y constituye una
fuente de proteinas y micronutrientes para los organismos que lo consumen (Haydak,
1970; Brodschneider & Crailsheim, 2010). Ademés, es posible obtener a partir de las

colmenas otros productos como el propdleos, jalea real, apitoxina y cera (Crane, 1990).

3.1.2. Situacion actual de la apicultura

Las abejas A. mellifera son la especie del género Apis mayormente explotada con fines
comerciales debido a que poseen una forma de vida social, cuyas colonias estan
formadas por numerosos individuos y consecuentemente tienen gran poder polinizador
y gran capacidad de producir miel. Segin los Gltimos reportes (2017), casi 91 millones de
colmenas comerciales son explotadas a nivel mundial. El nimero de colmenas ha
aumentado de forma constante desde el afio 2000 (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2019) (Fig. 1). El tipo de apicultura varia en las distintas regiones.
Por ejemplo, existen paises como Austria cuya apicultura se caracteriza por un gran
nimero de apicultores no profesionales que manejan 15 colmenas como méaximo (Bee
Austria, 2018), mientras que, en paises como Argentina, Estados Unidos y Canadé suelen
encontrarse apicultores profesionales manejando més de 300 colmenas. En estos casos,
la actividad de estas colmenas es la polinizacién de cultivos comerciales y la produccién

de miel para exportacién.
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Figura 1. Variaciéon del nimero de colmenas en el mundo durante los Gltimos 25 afios. Fuente:

Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2019.

En Uruguay, la actividad apicola se basa en la produccién de miel. En los Gltimos cinco
afios, el nimero de colmenas se ha mantenido relativamente constante mientras que el
nimero de apicultores ha disminuido (MGAP, 2019) (Fig. 2). El abandono de la
actividad de muchos apicultores responde principalmente a la baja rentabilidad actual
del negocio debido a bajos precios de comercializacién de la miel y altos costos
productivos, a lo cual se suman los problemas a los cuales se enfrentan las colonias de
abejas, como problemas sanitarios, nutricionales, intoxicacién con pesticidas, entre otros

(Smith et al., 2013; Steinhauer et al., 2018).
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Figura 2. Variacién en el nimero de colmenas y apicultores en Uruguay entre el 2010 a 2018.

Fuente: MGAP, 2019.
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3.2. Pérdidas de colonias de las abejas meliferas

Durante los altimos afos, se han reportado pérdidas de polinizadores y en particular
de colonias de abejas meliferas a nivel mundial (Carreck & Neumann, 2010;
vanEngelsdorp & Meixner, 2010; Goulson et al, 2015; Brodschneider et al, 2016;
Steinhauer et al., 2018). Los porcentajes de pérdidas de colonias varian segln el afio y
pais, llegando a valores de hasta el 32,5% de pérdidas invernales en Alemania, o el
27% en Estados Unidos. Estas pérdidas pueden ascender al 45% si se considera las
pérdidas anuales (Brodschneider et al., 2016, 2018; Kulhanek et al, 2017; Gray et al.,
2019). Se ha planteado que la desnutricién de las abejas asociada al aumento de areas
destinadas a monocultivos, la infeccién con multiples plagas y patégenos, la intoxicaciéon
con pesticidas, problemas de reina y el cambio climético, constituyen los principales
factores asociados a dichas pérdidas (Potts et al, 2010; Rodriguez et al., 2012;
Steinhauer et al,, 2018). En Latinoamérica se planted por mucho tiempo la ausencia de
pérdidas de colonias a gran escala como las reportadas en el hemisferio norte (Vandame
& Palacio, 2010). Sin embargo, estudios recientes han comprobado pérdidas similares, e
incluso mayores, en esta regién (Requier et al., 2018). En Uruguay, desde el afio 2013 se
realiza una encuesta a los productores apicolas con el fin de estimar las pérdidas anuales
de colonias y los posibles factores asociados. En base a la respuesta de cerca del 3% de
los productores (abarcando 25.000 colmenas aproximadamente), e incluyendo el
periodo 2013-2018, se estimé que entre el 20 y 30% de las colonias se pierden
anualmente en nuestro pais (Antanez et a/., 2016; Requier et al., 2018). Los principales
factores identificados por los apicultores como responsables de dichas pérdidas son las
fallas vinculadas a las reinas, los problemas sanitarios y la intoxicacién con pesticidas.
Ademas, tanto en diferentes paises de Europa como en Uruguay, dichas pérdidas se dan
de forma independiente a si se trata de apiarios fijos o trashumantes (Antinez et al.,

2016; Brodschneider et al., 2018).
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3.3. Nutricién de las abejas melifera

La alimentacién de las abejas A. melifera se basa en el consumo de miel y polen. La
miel es la principal fuente de carbohidratos, siendo los principales glucosa y fructosa
(Doner, 1977). La miel se obtiene a partir del néctar colectado por las abejas adultas de
las flores, las cuales lo segregan con el fin de atraerlas y asegurar su polinizacién. Una
vez colectado comienza el proceso de maduracién del néctar, concentrando los azlcares
por evaporacién de su contenido de agua y mediante el agregado de enzimas por parte
de las abejas como invertasa, diastasa y glucosa oxidasa (Doner, 1977; Nicolson &
Human, 2008). Una vez en la colmena, el néctar es depositado en las celdas donde
finaliza el proceso de evaporacién hasta obtener el porcentaje de humedad final menor
al 20% vy la celda es cerrada con un opérculo cuya composicién impide el intercambio

de humedad con el ambiente (Bogdanov, 2009).

Las abejas adultas tienen muy pocas reservas de carbohidratos, proteinas y lipidos. El
contenido de carbohidratos es en forma de glicdgeno vy las reservas en las abejas adultas
es muy inferior a la de las larvas (revisado por Hrassnigg and Crailsheim, 2005),
estimdndose que, en total, las abejas precisan aproximadamente 59,4 mg de

carbohidratos para desarrollarse (Rortais et a/., 2005).

Por otro lado, el polen es la principal fuente de proteinas, lipidos, vitaminas vy
minerales de las abejas (revisado por Brodschneider and Crailsheim, 2010). El polen es
colectado por las abejas de las anteras de las flores, es transportado en sus corbiculas
hasta la colmena y almacenado en las celdas (formando pellets de polen). Las
caracteristicas del polen recientemente colectado y del polen ensilado o pan de abeja
(“beebread’) son diferentes: el polen ensilado posee un pH inferior al polen corbicular,
difieren en su contenido de carbohidratos y en su composicién microbiana (Anderson et
al., 2011; revisado en Nicolson, 2011). Por mucho tiempo se planteé que el valor
nutricional del polen ensilado era superior al del polen corbicular debido a que dentro
de las celdas sufre un proceso de maduracién asociado a la digestion microbiana
(Gilliam, 1997). Sin embargo, el advenimiento de las técnicas moleculares y el estudio
mediante microscopia electrénica de barrido han planteado que la microbiota asociada
al polen ensilado tendria funciones de preservacién y no de digestién o predigestién del
mismo (Anderson et al., 2014). De hecho, el bajo pH, baja actividad de agua, alto
potencial de oxidacién-reduccién y la presencia de microorganismos competidores

como bacterias del &cido lactico, son cuatro de las cinco estrategias de conservacion
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principales utilizadas por los humanos para preservar los alimentos. Ademads, estos
resultados son coherentes con estudios de preferencia de consumo de polen, los cuales
han planteado que las abejas prefieren consumir el polen recientemente ensilado (Pernal

& Currie, 2000; Carroll et al., 2017).

3.3.1. Composicion del polen

Como se menciond previamente, el polen estd compuesto por proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales. Se han descripto 10 aminoécidos esenciales para las abejas
(histidina, arginina, treonina, valina, metionina, leucina, isoleucina, fenilalanina, lisina y
triptéfano) cuya ingesta puede ser asegurada Unicamente por el consumo del polen (de
Groot, 1953). Sin embargo, el contenido de proteinas y lipidos, asi como su
composicién especifica varia en las distintas especies botanicas (Roulston & Cane, 2000;
Somerville, 2001; Somerville & Nicol, 2006), por lo que no necesariamente las distintas
especies aseguran los requerimientos nutricionales que las abejas precisan. Se ha
planteado que pdlenes con un contenido de proteinas menor al 20% no puede
satisfacer los requerimientos coloniales (Kleinschmidt & Kondos, 1976). Sin embargo,
existe evidencia que el porcentaje de proteina no seria el Gnico indicador a considerar
para valorar la calidad nutricional del polen, sino que otros factores como la abundancia
relativa de los aminodcidos esenciales y grasas serian también relevantes (Nicolson, 2011;
Di Pasquale er al., 2013). En este sentido, el estudio del efecto de los lipidos sobre las
abejas no estd muy documentado. Se ha reportado que la deficiencia en omega 3 se
asocia a problemas de aprendizaje, lo cual repercutiria en la capacidad de pecoreo de las
abejas y disminuirfa el tamafo de las glandulas hipofaringeas afectando las funciones de

las nodrizas (Arien et al., 2015).

Por otro lado, el polen puede contener compuestos potencialmente téxicos para las
abejas (revisado en Johnson, 2015). Se ha reportado que carbohidratos como manosa,
xilosa, arabinosa y galactosa asi como el &cido galacturénico presente en las pectinas
pueden reducir la supervivencia de las abejas criadas en condiciones de laboratorio
(Barker, 1977). Algunos almidones y flavonoides como la quercetina tienen el potencial
de interferir en la produccién de energia (Dewick, 2002; Hong & Pedersen, 2008). Los
alcaloides, son también compuestos potencialmente dafinos para las abejas y se ha

reportado que las consecuencias de su consumo son dosis dependiente (Reinhard et al.,
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2009; Arnold et al., 2014). Por ultimo, hongos principalmente del género Aspergillus
presentes en el polen ensilado tienen la capacidad de producir alfa y ocratoxinas en
condiciones de cultivo, y estas toxinas resultan tdxicas para las abejas recién emergidas
luego de 24 horas de consumo (Gonzélez et al., 2005; Niu et al., 2011). Sin embargo,
existe evidencia que el potencial téxico de todos estos compuestos puede ser revertido
en condiciones naturales ya que las micotoxinas podrian ser detoxificadas por la
actividad de la citocromo P450 (Niu et al., 2011), a nivel de campo los carbohidratos
presentes en el néctar podrian diluir los niveles de los monosacéridos potencialmente
toxicos a niveles inocuos (Barker, 1977), y la microbiota intestinal procesaria compuestos
como el &cido galacturémico y pectinas (Engel et al., 2012). Estos antecedentes sugieren
una fuerte coevolucién entre la planta y el polinizador, permitiéndole a las abejas
incorporar los nutrientes necesarios al procesar aquellos que puedan resultar téxicos e

incluso utilizarlos y beneficiarse de su consumo, como es el caso de la quercetina.

3.3.2. Digestion

En las abejas adultas, los carbohidratos consumidos son almacenados en el buche
melario y circulan répidamente hacia el intestino medio. La velocidad de dicha
circulacién depende en gran medida de la concentracién de carbohidratos en la
hemolinfa (Crailsheim, 1988c). La absorcién de los carbohidratos se da en la primera
region del intestino medio mediante difusion simple siendo dicha absorcién

practicamente completa (Crailsheim, 1988a; b).

La variaciéon en el consumo de polen a lo largo del ciclo de vida de las abejas es
acompafiada por cambios fisioldgicos asociados a la produccién de enzimas con
actividad proteolitica y cambios anatémicos vinculados al desarrollo de las gléndulas
hipofaringeas y cuerpos grasos (Moritz & Crailsheim, 1987). El polen ingerido atraviesa
el buche, y es comprimido y trasladado al intestino medio. En el intestino medio los
granos de polen son retenidos entre las membranas peritrdficas, y su contenido es
liberado al espacio peripldsmico por compresion osmoética y accidon de enzimas
proteoliticas y microbianas (Kroon et al., 1974; Zheng et al., 2019). La accién de estas
enzimas proteoliticas se da principalmente en el lumen y su concentracién depende de la
edad de las abejas y sus funciones dentro de la colmena (Moritz & Crailsheim, 1987). En

el intestino medio se da la absorcién de los aminoécidos, la cual es mediada por
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transportadores especificos y no precisa aporte energético (Haszonits & Crailsheim,
1990). Se ha reportado que su transporte puede ser inhibido por la presencia de otros
aminoécidos como es el caso de la leucina e isoleucina, sugiriendo que algunos
aminoéacidos poseen transportadores compartidos (Crailsheim, 1988d). Una vez en la
hemolinfa, los aminoécidos absorbidos son almacenados en los cuerpos grasos, los cuales
constituyen las mayores reservas de proteinas y lipidos de las abejas. La composicién de
los cuerpos grasos varia a lo largo del afio, ya que su contenido de lipidos aumenta en
primavera y verano, mientras que la concentracién de proteinas disminuye
sensiblemente en presencia de cria en las colonias, posiblemente por el mayor consumo
de estos compuestos por parte de la cria (Fluri et al, 1982). Dichas proteinas son
movilizadas por la hemolinfa y transportadas hacia las gldndulas hipofaringeas y/o
excepcionalmente, hacia los ovarios en el caso de las obreras ponedoras de huevos
(Amdam & Omholt, 2003). Las glandulas hipofaringeas utilizan estos compuestos para la
sintesis de la jalea real. La jalea real es producida por las abejas nodrizas para alimentar
a las larvas, reina, obreras y eventualmente a zdnganos mediante trofalaxis (Crailsheim,
1992). De esta forma, la ingesta de proteinas a nivel individual se distribuye a nivel
colonial, por lo que su cantidad y calidad repercute en las sucesivas generaciones y en la

homeostasis colonial.

3.3.3. Fisiologia molecular de la digestion

El transporte de las aminoécidos desde los cuerpos grasos hacia las glandulas
hipofaringeas se da principalmente por la Vitelogenina (Vg) (Amdam et a/., 2010). La Vg
es una lipoproteina de 180 kDa, es el principal transportador de nutrientes de la
hemolinfa y consecuentemente representa la proteina predominante (Fluri et al., 1982;
Wheeler & Kawooya, 1990). Ademés, la Vg es el principal transportador de Zn de la
hemolinfa (Amdam et al., 2005; Seehuus et al., 2006) y deficiencias en el contenido de
este metal se han relacionado al aumento del estrés oxidativo (Mocchegiani et al.,
2000). En abejas obreras de colmenas con reina activa, la Vg se une a receptores
especificos en las glandulas hipofaringeas (Amdam & Omholt, 2002) y promueve la
sintesis de jalea real. El consumo de proteinas determina un aumento en los niveles de
Vg, cuya concentracidn estd regulada inversamente con los de la hormona juvenil (HJ)
de las abejas (Cremonez et al., 1998; Amdam & Omholt, 2003; Guidugli et a/., 2005;

Santos et al., 2008). La HJ es sintetizada a nivel del sistema nervioso central en el
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corpora allata y su sintesis estd regulada por la metil fernesoato epoxidasa (mfe) (Helvig
et al., 2004; Bomtorin et al., 2014), y se trata de una hormona ampliamente estudiada
en insectos debido a que tiene un rol clave en la regulaciéon de la divisién de tareas
(Robinson, 1992; Hartfelder & Engels, 1998; Schulz et al., 2002; Amdam & Ombholt,
2003). Dicha regulacién mutua entre la Vg y HJ junto con el hecho que i) la nutricién
juega un rol importante en la divisién de tareas ya que la edad de comienzo de pecoreo
depende de cambios en el estado nutricional de las abejas y de la expresién de genes
vinculados a la nutricién (Ament et al, 2010), y que ii) las abejas nodrizas tienen
mayores reservas de lipidos que las pecoreadoras, y la disminucién en dichas reservas se
asocia a la transicién entre ambos comportamientos (Toth, 2005; Toth & Robinson,
2005), permiten proponer que la nutricién juega un rol clave en la regulacién de
divisién de tareas y en la longevidad de las abejas (Toth & Robinson, 2005; Corona et
al., 2007, 2016; Ament et al, 2010). Los mecanismos moleculares por los cuales el
estado nutricional se traduce en cambios comportamentales gobernados por el sistema
nervioso central ain no se conocen en detalle. Corona y colaboradores (2007)
propusieron un modelo explicando la interaccién entre el estado nutricional de las
abejas, los niveles de Vg, HJ y la cascada de sefalizacién de la insulina y péptidos tipo
insulina (11S). En dicho modelo, TOR (farget of rampamincina) jugaria un rol clave
actuando como mediador y censando el contenido de aminoécidos y el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (Egfr) también cumpliria importantes funciones al
mediar la interaccién entre el lIS y la proteina mayor 1 de la jalea real (Mrjpl)
(Kamakura, 2011; Mutti et al., 2011; Corona et al., 2016). La Mrjpl es la proteina més
abundante del total de las proteinas mayores de la jalea real (MRJPs), las cuales son
expresadas principalmente en las glandulas hipofaringeas y consecuentemente tienen un
pico de expresidn en etapa de abeja nodriza (Schmitzova et al., 1998; Buttstedt et al.,
2013). De esta forma, junto con el hecho que la sintesis de la Mrjp1 esta regulada por la
HJ (Malecové et al., 2003), la Mrjpl también estd asociada a la cascada de sefializacién
de la 1IS-Vg-HJ. El modelo propuesto por Corona fue posteriormente respaldado por
Ament y colaboradores (2008), quienes destacaron que las conexiones moleculares
entre estos efectores claves son complejas y adn resta mucho por dilucidar acerca de las

cascadas de sefializacién asociadas a la regulacién nutricional de la transicién de tareas.
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3.3.4. Requerimientos nutricionales

En las abejas A. mellifera los requerimientos nutricionales a nivel individual poseen un
fuerte impacto en el desarrollo y comportamiento colonial. Las larvas consumen en
promedio 59,4 mg de carbohidratos durante su desarrollo (Rortais et al., 2005) y entre
25 y 37,5 mg de proteina diarios (o 125-187,5 mg de polen), siendo los principales
consumidores de proteina de la colmena (revisado por Hrassnigg and Crailsheim, 2005).
La forma en que estas proteinas son consumidas varia dependiendo de la edad de las
larvas: durante los primeros tres dias de vida las larvas son alimentadas con jalea real y
posteriormente con una jalea real de color amarillento conteniendo baja concentracién

de polen (revisado por Haydak, 1970).

Por otro lado, los requerimientos nutricionales de las abejas adultas son 4 mg de
azlcares en promedio por dia y entre 3,4 y 4,3 mg de polen por dia para sobrevivir
(Barker and Lehner, 1974; revisado por Hrassnigg and Crailsheim, 2005). Ademas del
consumo de azlcares y polen, se plantea que existe un consumo de jalea real durante
toda la vida de la abeja (Crailsheim, 1990a). Durante las primeras 24 horas de vida, las
abejas adultas consumen minimas cantidades de polen, y dicho consumo aumenta
sensiblemente teniendo un pico de consumo a los 6 dias (Crailsheim et al, 1992).
Posteriormente, hacia los 10 dias de edad el polen consumido comienza a disminuir
(Crailsheim et al., 1992). Dicha variacién responde a las actividades de sintesis de jalea
real para la alimentacién de los otros integrantes de la colmena (durante los primeros
14-20 dias de vida en primavera y verano) y a su transiciéon hacia tareas como de
seguridad y pecoreo en la Ultima etapa de vida. La variacién en el consumo de proteinas
también es acompafiada por cambios en el consumo de carbohidratos, ya que su
consumo aumenta sensiblemente cuando se incrementan los vuelos de pecoreo debido a
la necesidad de un mayor aporte energético (Haydak, 1970). Por ultimo, si bien estan
ampliamente documentados los requerimientos de carbohidratos y proteinas a lo largo
del ciclo de vida de las abejas, existe un vacio de informacién vinculada a la importancia
de los lipidos y micronutrientes en estos organismos. Dichos requerimientos de
nutrientes a nivel individual determinan, en asociacién con la abundancia de organismos
dentro de la colonia y reservas de alimento entre otros factores, la actividad de pecoreo
y dindmica colonial. Brodschneider y Crasilsheim (2010) esquematizaron los tres niveles
de nutricién dentro de la colonia (larvas, individuos adultos y la colonia), sus

dependencias y los posibles efectos de una malnutricién proteica (Fig. 3). Dichos niveles
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estdn conectados: la actividad de las abejas adultas repercute en la calidad y nimero de
larvas y el estado nutricional de las larvas determinard el estado nutricional de las
siguientes generaciones de abejas, cuya actividad repercutird a su vez en las reservas de
alimentos y en la nutricién colonial (Brodschneider & Crailsheim, 2010). De esta forma,
los tres niveles nutricionales de la colonia tienen una alta dependencia entre si, y su
interconexién determinard el éxito de la colonia. Esta interconexién estd mediada por
interacciones entre las abejas adultas entre si y con la cria. En este aspecto, la trofalaxis
juega un rol clave. Se trata del intercambio de alimentos entre individuos dadores y
aceptores luego de una serie de comportamientos entre los cuales el contacto entre

antenas de ambos es crucial (Free, 1956, 1957; Korst & Velthuis, 1982).

—> Nutricién colonial

® '@

> Nutricién de abejas adultas

® [®le]®

Nutriciéon de las larvas

Figura 3. Representacion esquemética de los tres niveles de nutricién dentro de la colonia, sus
dependencias y los posibles efectos de una malnutricién proteica. A: dependencia de individuos
adultos en las reservas de alimento de la colmena; B: inversién en la calidad de las larvas; C:
Regulacién en el nimero de larvas; D: Canibalismo; E: impacto de la nutricién de las larvas en las
siguientes generaciones; F: impacto de los adultos en la nutricién colonial. Fuente: Brodschneider

y Crasilsheim (2010) (traducida).

21



Introduccién

3.3.5. Mecanismos de regulacion nutricional a nivel colonial

La colecta de polen esta regulada por las necesidades nutricionales de la colonia, entre
otros factores (revisado por Brodschneider and Crailsheim, 2010 y por Schmickl and
Crailsheim, 2004). El ingreso de polen a la colonia aumenta frente a la falta de polen en
la misma y al aumento en el nimero de larvas (Barker, 1971; Al-Tikrity et al., 1972;
Fewell & Winston, 1992; Rotjan et al., 2002), habiendo una correlacidén positiva entre la
cantidad de polen colectado y la cantidad de cria en la colmena (Free & Williams, 1971).
De esta forma, la actividad de pecoreo estéd regulada por la relacién entre las reservas y
las demandas de polen. Los mecanismos de regulacién de esta actividad se dan en tres
niveles. Por un lado, se ha propuesto que el flujo de alimentos dentro de la colmena es
un mecanismo importante de comunicacién entre nodrizas y pecoreadoras, y la
trofalaxis juega un papel clave en dicha comunicacién: cuando hay una alta relacién
entre el polen disponible y la cantidad de cria, se da transferencia de alimentos con alto
contenido en proteinas mediante trofalaxis entre nodrizas y pecoreadas, inhibiendo la
colecta de polen (Camazine, 1993; Camazine et a/., 1998). Por otro lado, la cria tiene el
potencial de inducir el pecoreo de polen a través de la secrecién de una feromona que
actia directamente sobre las abejas pecoreadoras (Pankiw et al., 1998) y, por ultimo,
Dreller y Tarpy (2000), propusieron que las abejas pecoreadoras tienen la capacidad de
censar de forma directa las necesidades de polen de la colmena mediante la inspeccién
de las celdas conteniendo cria y polen. Por lo tanto, resulta evidente que la regulacién
de la actividad de pecoreo es compleja, depende de multiples procesos y posiblemente

dichos procesos se complementen de forma de asegurar la homeostasis colonial.

Otro factor que tendria el potencial de influir en la nutricién colonial es la capacidad
de las abejas de discriminar el polen segin su contenido nutricional y modificar su
comportamiento de pecoreo en funcién de las fuentes de polen disponibles en el
ambiente. Se ha reportado que los abejorros del género Bombus tienen la capacidad de
colectar alimentos con alto contenido nutricional (Leonhardt & Bluthgen, 2012) y
discriminar el polen en funcién de su relacién entre proteinas y lipidos modificando su
comportamiento para colectar aquellos con un balance éptimo de estos compuestos
(Vaudo et al, 2016). Sin embargo, no existe un consenso acerca de que las abejas
meliferas tengan esta capacidad. Corby-Harris y colaboradores (2018) plantearon que las
abejas nodrizas deberian tener la capacidad de discriminar el polen en base a su

contenido nutricional ya que son los organismos que consumen dicho polen y
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determinan su utilizacién dentro de la colmena. Sin embargo, estos autores no pudieron
comprobar esta hipdtesis considerando el tamafio de las gldndulas hipofaringeas, la
diversidad del polen y la relacién proteina-lipidos como parédmetros indicativos de la
calidad nutricional del polen (Corby-Harris et al., 2018). Por otro lado, se ha planteado
que las abejas pecoreadoras tienen preferencia por pdlenes con alto contenido en
lipidos, posiblemente debido a que los lipidos tienen propiedades fagoestimulantes
(Singh et al., 1999). De esta forma, las abejas pecoreadoras podrian potencialmente
censar el contenido particular de aminoéacidos esenciales y acidos grasos, optando por
dietas que suministren principalmente aquellos compuestos que la colonia necesita,
aunque dicho concepto estd en discusion (Zarchin et al, 2017; Hendriksma y Shafir,

2016).

3.3.6. Desnutricion y estrés nutricional

La alimentacién con polen y los distintos tipos de pdlenes afectan la expectativa de
vida de las abejas y consecuentemente en la transicién de tareas (Toth, 2005; Ament et
al., 2010; Di Pasquale et al., 2013). Ademas, se ha planteado que abejas mejor nutridas
tienen la capacidad para responder mejor frente a la infeccién con patégenos, ya que
presentan mayor expresién de genes asociados a la respuesta inmune individual humoral
y social (Alaux et al., 2010; DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015; Castelli, 2017). También,
la alimentacién con polen disminuye la sensibilidad de las abejas a la intoxicacién con
pesticidas, probablemente debido a una mayor activacién de genes vinculados a la
detoxificacion de dichos compuestos (Schmehl et a/., 2014). En este marco y teniendo en
cuenta el escenario de produccién agricola mundial, resulta evidente que la
intensificacién en el uso del suelo asociado al aumento de &reas destinadas a
monocultivos afecta a las abejas tanto a nivel individual como colonial,
proporcionédndoles polen de una o unas pocas fuentes mayoritarias (Naug, 2009).
Dicha fuente de polen esta disponible solo durante el periodo de floracién del cultivo y
no necesariamente suministra todos los requerimientos nutricionales que las abejas
precisan (De Groot, 1953; Somerville, 2001; Naug, 2009), por lo que la salud de las

abejas y su homeostasis colonial resultan vulnerables.
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3.3.7. Alimentacion artificial de las colmenas

Tradicionalmente las colonias de abejas meliferas son alimentadas por los apicultores
con el fin de suministrarles alimentos en épocas que lo requieren ya que las reservas
coloniales no son suficientes para cubrir sus necesidades, o para promover un mayor
desarrollo colonial y lograr mejores rendimientos productivos. Dicha alimentacién
puede ser un sustituto o un suplemento nutricional. La diferencia entre ambos es que los
suplementos poseen miel o polen como componentes, mientras que los sustitutos estan
compuestos Unicamente por ingredientes externos a los encontrados naturalmente en las

colmenas (Haydak, 1970).

Con el fin de proveer a la colmena de carbohidratos, suelen suministrarse distintos
sustitutos. El jarabe en base a azicar de cafa es el cominmente utilizado, pero también
suelen suministrarse preparaciones caseras o comerciales conteniendo aziicar de cafia
invertida y/o impalpable entre otros componentes, y jarabe de maiz alto en fructosa
(HFCS) el cual resulta mas econédmico (Hanover & White, 1993). Si bien se ha reportado
que en términos generales la alimentacién con HFCS es similar a la alimentacién con
miel o jarabe de azlcar (Severson & Erickson, 1984; Barker, 2000; Sammataro & Weiss,
2013), los efectos fisiolégicos en abejas alimentadas con estas dietas son muy distintos
(Wheeler & Robinson, 2014). Abejas alimentadas con miel presentan mayor expresién
de genes vinculados al metabolismo de aminoédcidos y oxidacién-reduccién en
comparacién a abejas alimentadas con HFCS y jarabe de azlcar, demostrando que los
constituyentes presentes en la miel regulan de forma diferente los procesos fisiolégicos
de las abejas y por lo tanto estas tres alimentaciones no serian nutricionalmente

equivalentes (Wheeler & Robinson, 2014).

Por otro lado, con el fin de proveer a la colmena con proteinas, lipidos, vitaminas y
minerales, existe una amplia variedad de sustitutos y suplementos nutricionales de
preparacién tanto casera como comercial (Haydak, 1970). La mayoria de éstos
contienen hidrolizados de levaduras y proteinas de origen vegetal, entre otros
componentes. Las consecuencias de la administracién de estos compuestos pueden
resultar positivas, negativas o neutras en comparacién a la alimentacién basada en polen
(Mattila & Otis, 2006; De Jong, 2009; Saffari et al, 2010; DeGrandi-Hoffman et al.,
2016). Las diferencias pueden radicar en el tipo de suplemento/sustituto analizado, la
variable utilizada para determinar el efecto de los mismos o el disefio experimental. Por

lo tanto, teniendo en cuenta la falta de informacién relacionada a las necesidades
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nutricionales de las abejas, la variedad de productos nutricionales disponibles y los
resultados obtenidos a partir de estudios comparativos, es posible proponer que no
existe actualmente informacién suficiente que demuestre que la alimentacién con polen

pueda ser sustituida por una alimentacién artificial equivalente.

3.4. Principales plagas y patégenos que afectan a las abejas A. mellifera

Si bien la eusocialidad de las abejas meliferas brinda variadas ventajas, al mismo
tiempo determina que sean un blanco para la infeccién de multiples plagas y patégenos
ya que encuentran en las colonias una forma facil de multiplicarse y propagarse.
Consecuentemente, las abejas son infectadas por &caros internos y externos, virus,
hongos, bacterias y otros insectos. Dentro de los &caros se destaca Varroa destructor,
Acarapis woodi y Tropilaelaps clareae (revisado por Eckert, 1961; revisado por
Rosenkranz et al., 2010). Considerando las consecuencias de la infeccién y el impacto a
nivel productivo, V. destructor es el de mayor relevancia. Por otro lado, se han
descripto més de 26 virus que afectan a las abejas melifera, siendo siete los de mayor
relevancia apicola (revisado por McMenamin & Flenniken, 2018; Remnant et al., 2017).
Nosema apis, Nosema ceranae y Nosema neumanii son tres microsporidios, que junto
con Ascophaera apis se encuentran entre los patégenos fungicos que afectan a las abejas
A. mellifera (Chemurot et al., 2017; Fries, 2015; revisado por Gilliam, 1990; Higes et al.,
2006). Por ultimo, las bacterias Paenibacillus larvae, agente causal de la enfermedad
Loque Americana y Melissococcus plutonius, causal de la Loque Europea, son las dos

bacterias mas relevantes desde el punto de vista sanitario (Genersch, 2010a; b).

A continuacién, se describen los aspectos més importantes vinculados a las
caracteristicas bioldgicas y consecuencias de las enfermedades causadas por los
principales patégenos que afectan a las abejas A. mellifera (V. destructor, los virus de la
parélisis aguda, de las celdas reales negras, de las alas deformes y de la cria ensacada,

Nosema apisy Nosema ceranae), y cuyo estudio fue abordado en esta tesis.
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3.4.1. Varroa destructor

Varroa destructor es la principal amenaza sanitaria que afecta a las abejas A. mellifera
(Carreck et al., 2010; Dainat et al., 2012b; Chauzat et al.,, 2014). Se trata de un acaro
ectopardsito cuyo hospedero original son las abejas asidticas Apis cerana y salté de
hospedero hacia A. mellifera a mediados del siglo pasado (Rosenkranz et al., 2010).
Desde entonces, se ha distribuido de forma exitosa en todo el mundo (revisado por
Rosenkranz et al., 2010), siendo Australia el Gltimo pais libre de esta plaga hasta el afio

2016 (OIE World Animal Health Information System, 2019).

3.4.1.1. Ciclo de vida

El ciclo reproductivo de V. destructor comienza cuando una varroa hembra ingresa a
una celda conteniendo una cria de obrera o zdngano préxima a opercular (revisado en
Rosenkranz et al., 2010). Dicho &caro es transportado hacia las celdas por las abejas
nodrizas, y los factores que determinar el ingreso a este tipo de celdas se asocian a su
distancia a las celdas y a la emisién por parte la larva de ésteres de &cidos grasos e
hidrocarburos cuticulares que resultan atractivos para el acaro (Le Conte et al., 1989;
Rickli et al., 1994). Luego de 90 horas postoperculado comienza la ovoposicién, cuya
descendencia puede variar, pero en todos los casos consiste en un primer huevo que
dard lugar a un macho y los restantes huevos que daran lugar a hembras (revisado por
Nazzi and Le Conte, 2016). El ciclo reproductivo de este &caro resulta exitoso, ya que las
hembras descendientes son fecundadas en la propia celda por el macho, por lo que
todas las hembras estdn en condiciones de dejar descendencia una vez colonicen una
nueva celda (Donze & Guerin, 1994). Las abejas que emerjan portardn los acaros
hembras y/o la hembra fundadora, las cuales buscarédn otra abeja nodriza para poder
colonizar una nueva celda y comenzar nuevamente el ciclo reproductivo. Recientemente
se planteé que en la etapa en la que el &caro se encuentra sobre las abejas, se alimenta
de sus cuerpos grasos (Ramsey et al, 2019). Este concepto derriba un paradigma
vinculado a la alimentacién exclusiva de la varroa a partir de la hemolinfa de las abejas,
y determina que la tradicionalmente Illamada fase forética del acaro deba ser
renombrada (Ramsey et al., 2019). Esto se debe a que la foresis implica simplemente la

utilizacién de las abejas para transportarse hacia las celdas para comenzar su ciclo
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reproductivo (Wheeler, 1919), y la evidencia sugiere que esta etapa de vida es més

compleja que simplemente transporte.

3.4.1.3. Efectos de la infestacidn con Varroa destructor

A nivel individual, las consecuencias de la infestacién con el &caro consisten en la
pérdida de peso de las abejas (De Jong et al., 1982; Bowen-Walker & Gunn, 2001), una
reduccién en el contenido de proteinas de la hemolinfa e imposibilidad de asimilarlas
(Bowen-Walker & Gunn, 2001; Alaux et al., 2011a), y una reduccién de su longevidad
(Bowen-Walker & Gunn, 2001; Yang & Cox-Foster, 2007; Alaux et al., 2011a). Ademas,
las abejas sufren inmunodepresién (Alaux et al, 2011; revisado por Amdam and
Ombholt, 2002)., posiblemente asociada al efecto de la alimentacién del &caro de los
cuerpos grasos, sitio principal de produccién de péptidos antimicrobianos. Por ultimo,
V. destructor es capaz de transmitir virus a las abejas (Bowen-Walker et a/., 1999; Chen
et al., 2004a; de Miranda & Genersch, 2010) y modificar sus dindmicas poblacionales
(Martin et al., 2012), complejizando alin més el cuadro infectivo. A nivel colonial, estos
efectos se traducen en una disminucién en la poblacién de abejas pudiendo causar la
muerte de la colonia y consecuentemente menores rendimientos productivos (revisado

por Rosenkranz et al., 2010).

3.4.1.4. Control de Varroa destructor

En la actualidad y en la mayor parte de los paises, V. destructor es el Gnico patégeno
cuyas poblaciones deben ser controladas con tratamientos sintéticos u orgénicos ya que
en caso contrario las colonias no logran sobrevivir. Existen cuatro principios activos
utilizados para el control de V. destructor. cumafds, amitraz, flumetrina, y fluvalinato
(revisado por Rosenkranz et al, 2010). La utilizacién de estos productos es limitada a
largo plazo debido a la aparicién de poblaciones de varroa resistentes a estos
compuestos, fallas comerciales, etc. (Milani, 1999; Maggi et al, 2011). El uso de
productos orgénicos como el acido oxalico y el aceite esencial timol para el control del
acaro constituyen herramientas con gran potencial y su uso en Uruguay se encuentra en
auge, obteniéndose muy buenos resultados (Mendoza, comunicacién personal).

Ademéds, teniendo en cuenta la importancia de este &caro a nivel sanitario y las
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limitaciones para su control, en los ultimos afos se han comenzado a estudiar
poblaciones de abejas A. mellifera que logran sobrevivir a la infeccién del &caro sin
tratamiento (Locke, 2016). Los mecanismos de resistencia de estas poblaciones son fruto
de activa investigacién ya que constituyen la base para el desarrollo de programas de

seleccion a largo plazo.

3.4.1.5. Varroa destructor en Uruguay

En Uruguay, la presencia de V. destructor se reportd por primera vez en 1978,
volviéndose el mayor problema sanitario para la apicultura uruguaya desde finales de la
década del 90 hasta la actualidad (Invernizzi et al., 2011b). Este acaro se encuentra
distribuido a nivel de todo el territorio nacional y posee una prevalencia del 75,7% =
8,4% en marzo (Anido et al., 2016). Su dindmica estacional responde al crecimiento
poblacional de las colonias y a la aplicacién de tratamientos para su control, con
porcentajes de infestacién crecientes durante primavera y verano, y una disminucién
postratamiento en otofio e invierno (Antinez et al., 2015). Si bien en la mayor parte del
territorio los apicultores deben aplicar tratamientos acaricidas para el control del acaro,
existen poblaciones de abejas naturalmente sobrevivientes a su infeccién las cuales se
encuentran en el este del pais. Los principales mecanismos de resistencia de las mismas se
basan en un mayor comportamiento higiénico, mayor comportamiento de
acicalamiento (grooming) y una mayor proporcién de acaros “foréticos” en relacién a

los &caros reproductivos (Mendoza et al., 2016).
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3.4.2. Virus

La existencia de virus infectando las abejas meliferas se conoce desde al menos la
década del 60° (Bailey & Gibbs, 1964; Bailey et al., 1964; Bailey & Woods, 1974, 1977),
pero debido a que la mayoria de los virus causan infecciones latentes y asintomaticas, a
que en general se encuentran coinfectando las colonias y a la dificultad de trabajar con
virus purificados, el estudio de las caracteristicas de sus infecciones y consecuencias a

nivel colonial han comenzado a evaluarse en los Gltimos afios.

Actualmente se conocen méas de 26 virus que afectan a las abejas A. mellifera, siendo
siete los m&s comunes o de mayor relevancia apicola: Virus de la parélisis aguda (ABPV),
Virus de las celdas reales negras (BQCV), Virus de las alas deformes (DWV), Virus de la
parélisis crénica (CBPV), Virus de la pardlisis aguda Israeli (IAPV), Virus Kashmir (KBV) y
Virus de la cria ensacada (SBV) (Chen & Siede, 2007; Chen et al., 2014). Todos estos
virus poseen un genoma de ARN simple hebra con polaridad positiva. Los virus ABPV,
BQCV, DWV, KBV, IAPV y SBV pertenecen al orden Picornavirales, caracterizados por
ser virus sin envoltura y con cépside icosahédrica compuesta por las proteinas VP1, VP2,
VP3 y VP4 (Govan et al, 2000; Leat et al, 2000; Chen & Siede, 2007; Asgari &
Johnoson, 2010). El ABPV, IAPV y KBV (género Aparavirus) junto con el BQCV (género
Cripavirus), pertenecen a la familia Dicistroviridae (International Committee on the
Taxonomy of Viruses, 2014), caracterizados por tener un genoma monopartita
bicistrénico (Chen et al., 2004). Por otro lado, el DWV y SBV pertenecen a la familia
Iflaviridae (género Iflavirus), y se caracterizan por poseer un genoma monopartita
monocistrénico (Chosh et al, 1999; de Miranda & Genersch, 2010). Por dultimo, la
asociacion filogenética del CBPV es debatida ya que comparte caracteristicas con virus de
las familias Nodaviridae y Tombusviridae (Ribiere et al, 2007). Sus principales
caracteristicas morfoldgicas y genéticas que lo diferencian del resto de los virus que
infectan a las abejas A. mellifera son su forma elipsoidal y la presencia de un genoma

ARN segmentado en dos fragmentos (Ribiére et al., 2007; Olivier et al., 2008).

Es importante resaltar que el advenimiento de las técnicas moleculares ha permitido el
descubrimiento de nuevos virus circulando en las abejas A. mellifera y otros insectos
polinizadores. Sin embargo, aln se desconoce sus caracteristicas bioldgicas, su
interaccién con el hospedero y las consecuencias de estas infecciones virales (revisado

por McMenamin & Flenniken, 2018)
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3.4.2.2. Ciclo infectivo

El ciclo de los virus depende exclusivamente de la célula hospedera a la cual ingresa
debido a la interaccién con un receptor de membrana. Posteriormente el genoma viral
es inyectado al citoplasma celular y empleando la proteina VPg se da la traduccién de
una poliproteina viral. Esta es clivada en proteinas estructurales y funcionales necesarias
para la replicacién del genoma permitiendo de esta forma la generacién de una
molécula de ARN simple hebra de polaridad negativa la cual servird de molde para la
replicacién de nuevas hebras ARN con polaridad positiva. Por ultimo, estas hebras se
ensamblan con las proteinas estructurales de la cdpside dando lugar a la progenie viral

(revisado por Ribiére et al., 2008).

Si bien V. destructor constituye un importante vector de varios de los virus de mayor
relevancia apicola, las formas de transmisién son multiples, siendo la transmisién por
contacto, a partir de alimentos contaminados, transmisién venérea y transmisién
vertical, las vias de transmisién directa (Shen et al., 2005; Chen et al., 2006; de Miranda
& Fries, 2008) (Fig. 4).
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Figura 4. Representacion esquemética de las rutas de transmisién de virus en las abejas melifera,
Tomado de: modificado de Chen & Siede, 2007.
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1.4.2.3. Efecto de las infecciones virales

Las consecuencias de la infeccién dependen del virus en cuestién, pudiendo infectar
todos los estadios de vida de las abejas y causando en la mayoria de los casos
enfermedades asintomaticas (con algunas excepciones) (Chen & Siede, 2007; Genersch &
Aubert, 2010). Dichas excepciones se expresan principalmente cuando las abejas tienen
altos titulos virales y las mismas se manifiestan como parélisis y muerte del individuo
para el ABPV (Bailey et al., 1963; Bailey & Gibbs, 1964; Bailey & Milne, 1969), alas
deformes y en ocasiones ausencia total de alas, abdomen globoso y pérdida de color
para el DWV (de Miranda & Genersch, 2010), parélisis de las abejas, movimientos
temblorosos, pérdida de pelo y coloracién oscura para el CBPV (Ribderer &
Rothenbuhler, 1976), y muerte de las pupas y disminucién de la longevidad de abejas

adultas para el SBV (revisado por Ribiére et al., 2008).

3.4.2.4. Virus de mayor importancia apicola en Uruguay

En Uruguay, los primeros virus detectados fueron el ABPV y CBPV en el afio 2005,
siendo éste el primer reporte de virus infectando abejas A. mellifera en Latinoamérica
(Antunez et al., 2005). Desde entonces, se han detectado ademas el BQCV, DWV y SBV
(Antinez et al, 2006). El BQCV se encuentra ampliamente distribuido en todo el
territorio nacional, con una prevalencia del 87,4% =+ 6,4% en el afilo 2011 (Anido et al.,
2016) y sus niveles de infeccidén se mantienen estables durante el afio (Antinez et al.,
2015). Los restantes virus detectados se distribuyen principalmente, pero no de forma
exclusiva, en el litoral oeste del pais, zona de mayor produccién apicola (Anido et al.,
2016). La prevalencia en 2011 del ABPV fue de 14,6% = 6,8%, del DWV fue de 29,1%
+ 8,8% y del SBV fue de 19,4% = 7,6% vy la dindmica de estos virus durante el afio se
asocia principalmente a la aplicacién de tratamientos para el control de V. destructor

(Anido et al., 2016).
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3.4.3. Nosema spp.

Hasta la fecha se han reportado tres especies de microsporidios que infectan a las
abejas A. mellifera: Nosema apis, Nosema ceranae y Nosema neumanii (Fries, 1988;
Higes et al., 2006; Chemurot et al., 2016). Nosema apis es el patégeno original de A.
mellifera, mientras que N. ceranae es caracteristico de las abejas asidtica A. cerana. Sin
embargo, en 2006 se reportd por primera vez abejas A. mellifera naturalmente
infectadas con N. ceranae (Higes et al., 2006). Dicho hallazgo coincidié con los reportes
de pérdidas masivas de colonias de abejas del hemisferio norte, y luego de exhaustivos
estudios, investigadores espafioles asociaron a N. ceranae con las pérdidas de colonias
ocurridas en este pais (Higes et al., 2008, 2009). Sin embargo, si bien las consecuencias
de la infeccién con este microsporidio pueden resultar graves en climas templados y
escenarios ambientales particulares (revisado por Higes et al, 2013, 2009; Invernizzi et
al., 2011; Martin-Herné&ndez et al., 2009), la asociacién entre N. ceranae y las pérdidas
de colonias no ha sido comprobada de forma directa en otros paises (Paxton et al.,
2007; Chen et al., 2008; Soroker et al., 2011; Stevanovic et al., 2011; Martin et al.,
2013). El andlisis de muestras de abejas A. mellifera tomadas con anterioridad a 1979 ha
revelado la presencia de N. ceranae (Teixeira et al., 2013) y una amplia distribucién a
nivel mundial (revisado por Martin-Herndndez et al, 2018). Ambos factores sugieren
que N. ceranae infecta a las abejas A. mellifera desde hace mucho tiempo y se ha
errébneamente identificado como N. apis, o que sus caracteristicas bioldgicas, su falta de
coevolucién con las abejas A. melliferay el traslado constante de estas abejas con fines
comerciales, han promovido una répida dispersiéon de N. ceranae en todo el mundo
(Gémez-Moracho et al., 2015). Por ultimo, N. neumanii fue reportado recientemente en
abejas A. mellifera en Uganda, siendo el microsporidio predominante infectando estas

abejas en ese pais (Chemurot et al., 2016).

3.4.3.2. Ciclo infectivo

Nosema apis, N. ceranaey N. naumanii se transmiten en forma de espora (Keeling &
Fast, 2002), la cual tiene forma ovalada y es la Unica forma viable fuera de la célula
hospedera. Su tamafio varia segin la especie, siendo la espora de N. neumanii la mas
pequefia con 2,35 um de largo (Chemurot et al., 2016), seguida por la de N. ceranae

con 4.7 um (Chen et al., 2009b) y la espora de mayor tamafo es la de N. apis con 6
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um de largo (Fries et al., 1996). Otra diferencia morfoldgica que puede contribuir a la
discriminacién entre estas tres especies es el nUmero de vueltas del filamento polar,
estructura clave para la invasiéon celular (Burges et al., 1974). El nimero de vueltas de
este 6rgano es de entre 10 y 12 para N. neumanii (Chemurot et al., 2016), entre 18 y 23
para N. ceranae (Fries et al., 1996), y mas de 30 vueltas para N. apis (Liu, 1984). Se han
descrito tres proteinas constituyentes del filamento polar: PTP1, PTP2 y PTP3, de las
cuales PTP1 serfa el constituyente principal del mismo y PTP3 clave para el
reconocimiento de la célula hospedera posiblemente por ser la mdés conservada

(Cornman et al., 2009).

El ciclo infectivo de Nosema spp. comienza una vez que las esporas acceden al
intestino de las abejas como consecuencia de la ingesta de alimentos contaminados o al
realizar tareas de limpieza de materia fecal. Una vez en el intestino se da la activacién de
la espora, eversidn del filamento polar a causa de un aumento de la presién osmédtica de
la espora asociada al ingreso de liquido a la misma, insercién del filamento polar en la
célula hospedera e ingreso del esporoplasma con todo el contenido interno de la espora
a la célula (Fries, 1992) (Fig. 5). Dentro de la célula, Nosema spp. atraviesa las etapas de
meronte, esporogonia, esporonte y espora madura, las cuales dependen de gran aporte
energético obtenido de la célula hospedera (Franzen, 2004; Higes et al., 2007). Cuando
la replicacién alcanza su méxima expresion, la célula intestinal estalla liberando al medio
extracelular las esporas maduras. Dichas esporas son excretadas en la materia fecal
siendo fuente de contaminacién. En el caso de N. ceranae, las esporas son capaces de
infectar células ventriculares e inclusive causar una infeccion sistémica (Chen et al.,
2009), lo cual podria asociarse a un efecto incrementado en la patogenicidad de este

microsporidio en comparacién a N. apis (Higes et al., 2007).
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Figura 5. Ciclo infectivo de Nosema spp. CW: pared de la espora. SP: esporoplasma. TU: tdbulo

polar. N: nucleo. PP: polaroplasto. HC: citoplasma celular. NH: ntcleo celular.

3.4.3.3. Caracteristicas de la enfermedad

Nosema spp. causa la enfermedad conocida como nosemosis de las abejas meliferas. La
nosemosis causada por N. apis es catalogada como “nosemosis tipo A” y se caracteriza
por abdomen globoso de las abejas, intestino de color blanquecino, y manchas de
materia fecal en la colmena debido a que las abejas sufren disenteria (revisado por
Michalczyk and Sokét, 2014). Por otro lado, N. ceranae causa la “nosemosis tipo C”
(revisado por Higes et al., 2010) y las consecuencias de su infeccién a nivel de campo
son dificiles de distinguir debido a la ausencia de sintomas evidentes: a nivel individual
se dan dificultades en la absorcién de nutrientes debido a alteraciones del tejido
intestinal y cambios en la expresién de compuestos vinculados a la morfogénesis y
reparacion tisular y de enzimas vinculadas al metabolismo de radicales téxicos (Alaux et
al., 2011b; Dussaubat et al., 2012; Holt et al., 2013). Como consecuencia, las abejas
sufren estrés energético (Mayack & Naug, 2009; Naug & Gibbs, 2009; Martin-
Hernéndez et al., 2011). Ademas, N. ceranae es capaz de suprimir la expresién de genes

involucrados con la respuesta inmune de las abejas, dificultando el control de la
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infeccion (Antdnez et al, 2009; Chaimanee et al, 2012) y alterar el sistema enddcrino,
acelerando la transicién de tareas y acortando la vida media de las abejas (Dussaubat et
al., 2010; Ares et al.,, 2012). Por lo tanto, los sintomas a nivel colonial se traducen en
una despoblacién progresiva de las colmenas, con la concomitante disminucién en la
produccién de miel (Botias et al., 2013). Por ultimo, las consecuencias de la infeccién
con N. neumanii a nivel individual no han sido caracterizadas, pero a nivel de campo
no se han observado sintomas clinicos de la infeccién por este microsporidio (Chemurot

et al., 2016).

3.4.3.4. Control de la nosemosis

El antibidtico utilizado para el control de Nosema spp. es la fumagilina (Mc Cowen et
al., 1951), pero su efectividad es discutida (Higes et al, 2011; Williams et al., 2011;
Mendoza et al, 2013, 2017), y su uso es limitado debido a la posibilidad de dejar
residuos en la miel (Higes et al, 2011). Ademés, la Unica empresa que producia este
producto a nivel mundial cerrd recientemente, por lo que su presencia en el mercado es
limitada. Existen productos orgénicos para el control de estos microsporidios, pero su
uso no es comun y los estudios abordando su efectividad son limitados. Mas alla de la
disponibilidad de productos utiles para controlar las infecciones causadas por Nosema
spp., las evidencias sugieren que se trata de un patégeno oportunista, cuyas
consecuencias de la infeccién dependen de variables ambientales, de manejo y genéticas,
entre otras (Paxton et al., 2007; Higes et al., 2009; Martin-Hernadndez et al., 2009;
Paxton, 2010; Invernizzi et al., 2011a; Fontbonne et a/., 2013; Chemurot et al., 2016).
Por lo tanto, los umbrales de dafio de Nosema spp. y las consecuencias de su infeccién a
nivel colonial dependerdn de muiltiples variables, y esto repercute en la necesidad de

aplicar o no tratamientos para su control.

3.4.3.5. Nosema spp. en Uruguay

En Uruguay, la especie predominante es N. ceranae (Anido et al., 2016), estando
presente desde al menos 1990 (Invernizzi et al, 2009). Se encuentra ampliamente
distribuido en todo el territorio nacional y en un relevamiento realizado en el afio 2011

se encontré una prevalencia de 14,6% =+ 6,8% en marzo (Anido et al, 2016). Sin
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embargo, esta prevalencia aumenta sensiblemente cuando las colmenas son trasladadas a
plantaciones de Fucalyptus grandis al norte del pais, ambiente en el cual todas las
colmenas se infectan con este microsporidio alcanzando altos niveles de infeccién
(Invernizzi et al, 201la; Mendoza et al, 2012, 2014). Esta préactica apicola es
comUnmente realizada por los apicultores uruguayos para aprovechar el gran flujo de
néctar que provee la floracién otofal de estos arboles, y aumentar los rendimientos
productivos (revisado por C Invernizzi et al., 2020). Por otro lado, la presencia de N.
apis se ha detectado de forma esporadica y en coinfeccién con N. ceranae (Antlinez et
al., 2015). En Uruguay, los niveles de infeccién aumentan hacia la primavera, mientras
que en otros paises se ha reportado que la variacién anual del microsporidio depende
de las caracteristicas ambientales de las distintas regiones (Antinez et a/., 2015; Pacini et

al., 2016).
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3.5. Sistema inmune de las abejas melifera

Existen multiples mecanismos de defensa tanto a nivel social e individual para limitar el
ingreso, establecimiento y transmisién de estos patégenos a todos los miembros de la

sociedad (revisado por Cremer et al., 2007; Evans et al., 2006).

La secuenciacién del genoma de las abejas evidencié una reduccién en los genes
vinculados a la inmunidad individual en comparacién a insectos solitarios y dicha
reduccién se asocia a que, en las abejas meliferas, los mecanismos de defensa sociales
priman en comparacién a los individuales (Elsik et al., 2014; revisado por Evans et al.,
2006; Weinstock et al., 2006). De hecho, se plantea que la inmunidad social podria
haber jugado un rol clave en el surgimiento y mantenimiento de la vida en sociedad,
representando un caracter ancestral y no un cardcter secundario derivado de la
eusocialdad (Meunier, 2015; Van Meyel et al., 2018). Evidencia a favor de esta hipotesis
constituye la similitud entre los mecanismos de inmunidad social y los encontrados a
nivel de organismos solitarios multicelulares, como por ejemplo el aumento de
temperatura corporal para limitar infecciones a nivel individual y la fiebre

comportamental a nivel social (Starks et a/., 2000).

3.5.1. Inmunidad social

En el caso de las abejas meliferas, los mecanismos de inmunidad social involucran
comportamientos para evitar el ingreso de patdgenos, como la presencia de abejas
guardianas de mediana edad, la reduccién de espacios destinados al ingreso al nido de
cria y comportamientos de exclusiéon de abejas enfermas (revisado por Cremer et al.,
2007). Asimismo, dentro de la colmena se dan comportamientos que contribuyen a
evitar el establecimiento de un foco infectivo. Entre estos comportamientos se destaca la
limpieza y desinfeccién mediante la utilizacién de propdleos y enzimas con actividad
antiséptica (White et al, 1963; Simone-Finstrom & Spivak, 2010, 2012) y la
encapsulacién o encierro de organismos plaga como sucede con el pequefio escarabajo
de la colmena (Aethina tumida) (Neumann et al., 2001). Ademas, la divisidn de tareas
edad-dependiente juega un rol muy importante en la limitacién de la dispersién de los
patdgenos, ya que a pesar de que las abejas guardianas y pecoreadoras (las de mayor
edad) son las que tienen mayores probabilidades de ingresar patégenos a la colmena, el
escaso contacto con la cria, reina y nodrizas minimiza el contagio (revisado por Cremer
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et al., 2007). Otros dos comportamientos sumamente importantes a nivel de la
inmunidad social son el grooming y el comportamiento higiénico. El grooming implica
la remocién de patégenos externos de si mismas (autogrooming) o de sus compafieras
(allogrooming) (Peng et al., 1987). El comportamiento higiénico implica la deteccién de
larvas y pupas infectadas y su limpieza o remocién de la colmena (revisado por
Boecking and Spivak, 1999). Tanto el grooming como el comportamiento higiénico
juegan un rol muy importante en el control natural de V. destructor, mecanismos
compartidos entre A. mellifera'y A. ceranae (revisado por Boecking and Spivak, 1999;
Peng et al., 1987). Por ultimo, también existen mecanismos para inhibir la transmisién
de los patégenos como la fiebre comportamental. Este comportamiento es efectivo para
ciertas plagas como avispas y consiste en la formacién de una bola de abejas encerrando
al predador y aumento de la temperatura por movimiento de alas a niveles en los que

dicha plaga no puede soportar (Starks et al., 2000).

Por otro lado, el apareamiento de la reina con varios zédnganos aumenta la
variabilidad genética intracolonial. Esto determina la existencia de subfamilias con
distinto grado de susceptibilidad a los patdégenos (Liersch & Schmid-Hempel, 1998;
Seeley & Tarpy, 2007).

Otro mecanismo de inmunidad social es la transferencia de inmunidad
transgeneracional (Sadd et al, 2005). Si bien las abejas no poseen inmunidad
adaptativa, se ha planteado que las mismas transfieren PAMPs (patrones moleculares
asociados a patdgenos) de la reina a su descendencia permitiéndoles defenderse en
mayor medida frente a una posterior infeccién (Sadd er al., 2005). Dichos PAMPs son
procesados por las abejas nodrizas, transportados por la Vg hacia las glandulas
hipofaringeas y suministrados a la reina en la jalea real (Harwood et al., 2019). Una vez
que la reina procesa dichos PAMPs a nivel intestinal, los mismos son transferidos y
movilizados por la Vg hacia los ovarios, pudiendo ser incorporados a su descendencia
(Salmela et al, 2015). Se ha demostrado que la transferencia de inmunidad
transgeneracional es relevante para que las larvas resulten menos susceptibles a la

infeccién con P. larvae (Hernandez Lépez et al., 2014).

Por altimo, se ha planteado que la microbiota de las abejas meliferas contribuye a

montar una respuesta inmune, por lo que los procesos sociales que determinan la

38



Introduccién

adquisicién de una comunidad microbiana estable son claves en este aspecto (Evans &

Spivak, 2010; Kwong et al., 2017).

3.5.2. Inmunidad individual

Una vez que el patégeno logra vencer los mecanismos de defensa social, debe
atravesar en primer lugar las barreras fisicas y quimicas de las abejas como el
exoesqueleto, membrana peritrdfica, acidez intestinal y secreciones antimicrobianas.
Vencidos dichos mecanismos, se ponen en marcha los mecanismos de inmunidad
individual. Dichos mecanismos implican procesos humorales y celulares (Evans et al.,
2006).

Una vez que los patdgenos ingresan a las abejas, sus PAMPs son reconocidos por
diferentes receptores que dan lugar a la activacién de cuatro cascadas de sefializacién
diferentes; Toll, IMD, Jak-Stat y JNK (Evans et al., 2006). La cascada de sefializacién Toll
se activa frente a la exposicion a bacterias Gram +, virus y hongos. En esta cascada se
destaca la citoquina extracelular Spatzle, que se une al receptor celular Toll (TLR),
desencadenando una serie de eventos intracelulares que determinan la traslocacién del
factor de transcripcibn Dorsal. Dorsal activa la transcripcién de péptidos
antimicrobianos, la cascada melanizacién y 3 lisozimas con actividad litica (Evans et al.,
2006). Por otro lado, la cascada IMD se activa principalmente frente a la exposicién a
bacterias Gram - y virus. En esta cascada, uno de los efectores claves es la proteina de
reconocimiento de peptidoglicano bacteriano (PGRP-LC) que induce la cascada de
activacién intracelular via el factor IMD, promoviendo la traduccién de péptidos
antimicrobianos y mecanismos de apoptosis celular (Evans et al., 2006). Las cascadas de
activacion Jack Stat y JNK son las menos caracterizadas en las abejas melifera, estando
involucradas en la activaciéon de la 6xido nitrico sintasa, en la induccién de factores tipo
complemento, proliferacién de hemocitos y activacién de genes antimicrobianos (Evans

et al., 2006).

La activacién de las distintas cascadas desencadena distintos mecanismos efectores,
como la produccién de péptidos antimicrobianos (AMPs) e intermediarios reactivos de
oxigeno y nitrégeno, la cascada de activacién de melanizacién y mecanismos celulares
mediados por hemocitos como la fagocitosis, nodulacién y encapsulacién, y de la

produccién de factores de inmunidad humoral asociados a la melanizacién (revisado por
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Hillyer, 2016). Ademas, también se han identificado mecanismos de respuesta antiviral

como la mediada por el ARN de interferencia y la apoptosis (Evans et al., 2006).

Se han descripto solo seis AMPs en las abejas A. mellifera: abaecina, apidecina, dos
defensinas, apisinina e himenoptecina (Casteels et a/., 1989, 1990, 1993; Evans et al.,
2006). Por otro lado, las abejas también poseen tres lisozimas (Evans et al., 2006), las
cuales contribuyen a la lisis del patégeno mediante la hidrélisis de los enlaces B-1-4
glucosidicos del peptidoglicano de la pared bacteriana, y puede ademés activar el
proceso de melanizacién. Dicho proceso se activa cuando los PAMPs son reconocidos
por receptores que dan lugar a una cascada compleja de hidrélisis y oxidaciones
utilizando la tirosina como sustrato inicial y dando lugar a quinonas como producto
final, siendo la enzima fenol oxidasa clave en este proceso. Las quinonas forman
alrededor del patdégeno una cubierta de melanina que se manifiesta fenotipicamente

como una capsula proteica oscura (revisado por Hillyer, 2016).

La fagocitosis estd mediada por hemocitos del tipo fagocitos y consiste en la
internalizacién del patégeno en un fagosoma y digestion del mismo por enzimas
proteoliticas luego de la unién entre el fagosoma y lisosoma. La encapsulacién consiste
en el encapsulamiento del patégeno por varios hemocitos, y se activa principalmente
frente a la infeccién con patdégenos de gran tamafio (revisado por Hillyer, 2016). Por
otro lado, los mecanismos de nodulacién se ponen en marcha frente a la agregacién de
bacterias las cuales son rodeadas por hemocitos que liberan enzimas proteoliticas. Tanto
la nodulacién como la encapsulacién, son acompafiados en general, por la melanizacién

(revisado por Hillyer, 2016).

Por otro lado, la apoptosis contribuye a limitar la infeccién. La apoptosis es una forma
de muerte celular programada, cuyo mecanismo molecular en las abejas melifera no esta
aun dilucidado en detalle, pero estarian involucrados componentes de la cascada de
sefializacién IMD y JNK (Evans et al., 2006). Nosema apis'y N. ceranae son capaces de
manipular la célula inhibiendo los mecanismos de apoptosis y promoviendo la
proliferacién celular, asegurando la supervivencia de la célula hospedera y logrando
replicarse en ella de forma exitosa (Higes et al, 2013a; Kurze et al, 2015; Martin-

Hernéndez et al., 2017).

Doublet y colaboradores (2017) realizaron un exhaustivo estudio bioinformético para
determinar los mecanismos de respuesta comunes y especificos de las abejas melifera
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para combatir la infeccién de los distintos patégenos que la afectan. Dichos autores
encontraron que la expresidon de péptidos antimicrobianos (defensina 1, abaecina,
apidecina, himenoptecina y lisozima), proteinas cuticulares y proteinas de shock térmico
son los grupos de genes activados frente a la infeccién. Posiblemente, la activacién de
genes pertenecientes a estos Gltimos dos grupos se deba a la reparacién de dafio tisular y

al estrés generado por la infeccién, respectivamente (Doublet et al., 2017).

3.6. Microbiota intestinal de las abejas meliferas

Existe una constante interaccién entre los animales, el ambiente y los microorganismos
que en él habitan. Si bien histéricamente se ha hecho especial énfasis en el estudio de
micoorganismos con potencial patogénico, durante los Gltimos afios se ha prestado
especial atencién a las microbiotas nativas. Dichas microbiotas son consideradas
actualmente en organismos multicelulares como otro érgano, con funciones asociadas al
mantenimiento de la homeostasis del hospedero (Lee & Hase, 2014; Esser et al., 2019).
De esta forma, el modelo moderno de salud implica el estudio de cada animal como un
ecosistema, dejando de lado la visién de organismos individuales. En este sentido, el
advenimiento de las técnicas de secuenciacién masiva ha permitido profundizar en la

caracterizacién y funcién de estas microbiotas.

La comunidad microbiana intestinal de las abejas es simple, estable, y se encuentra
compartimentada a lo largo del tubo digestivo (Engel et al, 2012; Engel & Moran,
2013a). Estas caracteristicas, junto a que individuos representantes de dicho microbiota
son compartidos con abejorros del género Bombus spp., sugiere una fuerte coevolucién
entre las abejas y su microbiota intestinal (Martinson et al., 2011; Engel & Moran, 2013¢;
Cariveau et al., 2014; Zheng et al., 2016, 2017; Emery et al., 2017). En este sentido, el
hecho que estos individuos compartidos se hayan diversificado en A. mellifera pero no
asi en Bombus spp. (Engel et al, 2014), sugiere que posiblemente la comunidad
microbiana de ambas especies desciende de una comunidad presente en un ancestro
comun 85 millones de afos atrés (Cardinal et al., 2010; Engel et al., 2014), evidenciando
un vinculo muy estrecho y antiguo. El mantenimiento de esta comunidad microbiana
intestinal se asocia a un contacto activo entre los miembros de la colonia e intercambio
microbiano frecuente mediante las interacciones sociales, asi como las préacticas apicolas

y la historia de vida de la colonia (Engel et al., 2012; Powell et al., 2016). Este ultimo
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aspecto juega un rol clave en el mantenimiento de la diversidad microbiana, ya que el
hecho que las colonias de abejas A. mellifera sean iniciadas por un gran nimero de
individuos (y eventualmente la reina) evita un cuello de botella, a diferencia por
ejemplo de colonias de Bombus spp., las cuales son fundadas por un Gnico individuo y
en cuyas poblaciones ya se ha demostrado una comunidad bacteriana con baja

diversidad intraespecifica (Powell et al., 2016).

La comunidad microbiana intestinal de las abejas estd formada por 5 grupos
bacterianos principales (‘“core’): Gilliamella apicola, Snodgrasella alvi, Lactobacillus
Firm-4 y Firm-5 y Bifidobacterium asteroides (revisado por Kwong & Moran, 2017;
Raymann & Moran, 2018). Este core microbiano puede estar acompafiado ademés por
Bartonella apis, Apibacter adventoris, Frischella perraray Acetobacteraceae (Raymann &

Moran, 2018).

El estudio del metagenoma bacteriano intestinal de las abejas ha permitido identificar
algunas de las funciones de esta comunidad bacteriana. Se ha reportado que la
microbiota intestinal posee genes vinculados al metabolismo de carbohidratos
destacdndose genes asociados al desdoblamiento de la sacarosa (principal fuente de
energia de las abejas) y de la manosa (Engel et al., 2012). Este carbohidrato resulta
toxico para las abejas (Barker, 1977), por lo que la presencia de estos genes sugiere que
existen en la microbiota intestinal, bacterias que podrian cumplir funciones de
detoxificacién de metabolitos secundarios de plantas (Engel et a/, 2012). También se
han identificado genes codificantes de enzimas vinculadas a la degradacién de pectinas
(Engel et al., 2012). De esta forma, las bacterias con dichas enzimas podrian contribuir a
la liberacién del contenido nutricionalmente rico del polen o simplemente al
desdoblamiento de estas pectinas para que no resulten tdxicas a las abejas. Resulta
interesante el hecho que uno de los grupos microbianos predominante asociado a dicha
actividad es G. apicola (Zheng et al., 2019) y esta funcidn es realizada por ciertas cepas
(Engel et al., 2012), sugiriendo que la diversidad genética microbiana cumple un rol
clave en la funcionalidad de la microbiota y su estrecha vinculacién con su hospedero.
Por dltimo, se han identificado genes vinculados a la formacién de biofilm, codificados
por G. apicola y S. alvi (Engel et al, 2012; Martinson et al, 2012). Estos
microorganismos son dominantes en la comunidad microbiana intestinal de Bombus

spp., la cual confiere proteccién frente a la infeccidn con un protozoario (Chritidia
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bombi) (Koch & Schmid-Hempel, 2011). De esta forma, la presencia de estos grupos

microbianos podria cumplir similares funciones en A. mellifera (Engel et al., 2012).

El establecimiento de esta comunidad microbiana intestinal se da en etapa de
individuos adultos, ya que el hecho que sufran distintas mudas impide el establecimiento
de una comunidad microbiana intestinal estable hasta luego de la emergencia del
individuo adulto (revisado por Engel and Moran, 2013). De hecho, previo a emerger las
abejas adultas defecan vaciando casi por completo su contenido intestinal. Durante las
primeras 24 horas la abundancia bacteriana intestinal se mantiene en valores muy bajos,
creciendo de forma exponencial a partir del segundo dia y logrando establecerse entre el
cuarto y sexto dia post-emergencia (Powell et al., 2014). Existen distintos mecanismos
por los cuales las abejas adquieren su comunidad microbiana intestinal, como trofalaxis,
contacto superficial con las nodrizas, contacto con la materia fecal y a través de los
alimentos, favoreciendo cada uno de ellos la adquisicibn de los distintos grupos

bacterianos (Powell et al., 2014).

Estos hallazgos resaltan la importancia de la presencia y del mantenimiento de esta

comunidad microbiana intestinal.

De acuerdo a lo expuesto a lo largo de esta seccién, existen distintos factores que
afectan la homeostasis de las abejas meliferas tanto a nivel individual como colonial.
Esta tesis se centrd en el estudio de la interaccién de dos de esos factores: el estrés

nutricional y la sanidad.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
4.1.  Hipébtesis

El estrés nutricional afecta las reservas nutricionales de las abejas, los mecanismos
vinculados a la regulacién del cambio de comportamiento y a su respuesta inmune,
aumentando su susceptibilidad frente a la infeccién con patégenos y disminuyendo su
longevidad. Dichos efectos a nivel individual tienen un fuerte impacto en la fortaleza,

estado sanitario, productividad y supervivencia colonial.

4.2. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es evaluar cdmo influye el estrés nutricional en distintas
variables asociadas a la fisiologia de la abeja y a su estado sanitario, tanto a nivel

individual como colonial.

4.3. Objetivos especificos
Los objetivos especificos de esta tesis son:

1) Evaluar el efecto del estrés nutricional de forma independiente y en interaccién
con Nosema ceranae en
i) la supervivencia de las abejas,
ii) la expresidon de genes vinculados a el estado nutricional, comportamental
e inmunolégico de las abejas, y
iii) los niveles de infeccién con el Virus de alas deformes.

2) Analizar el efecto de la microbiota intestinal y de las interacciones con abejas
nodrizas en la supervivencia y expresiéon génica de abejas recién emergidas
alimentadas con polen potencialmente téxico.

3) Determinar el efecto del estrés nutricional en la fortaleza, estado sanitario y

productividad de colonias de abejas meliferas.
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4) Evaluar el efecto de la suplementacién invernal con polen polifloral, en colmenas
sometidas a estrés nutricional, como estrategia para mejorar la fortaleza de las

colmenas.

El primer objetivo especifico es abordado en el capitulo 1, el segundo objetivo especifico
en el capitulo 2, mientras que los objetivos 3 y 4 son abordados en el tercer capitulo de

la tesis.
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5. CAPITULO 1- Efecto de la nutricién en la fisiologia de las
abejas y en la infecciébn con Nosema ceranaey el DWWV

5.1. Introduccién

Durante los ultimos afios se han reportado alrededor del mundo altos porcentajes de
pérdidas de colonias de abejas Apis mellifera, y la desnutricibn de las abejas y la
infeccién con multiples plagas y patégenos son dos de los principales factores asociados
a dichas pérdidas (Carreck & Neumann, 2010; Steinhauer et al., 2018; Gray et al., 2019).
En este sentido, las grandes extensiones de monocultivos han determinado que las abejas
tengan disponible polen de un Unico origen boténico y en un tiempo acotado, lo cual
no necesariamente suministra los requerimientos nutricionales que las abejas precisan. En
Uruguay, uno de los monocultivos mayormente explotados por los apicultores son las
plantaciones de E£. grandis. Dichas plantaciones florecen en otofio y los apicultores
trasladan sus colmenas hacia estos ambientes al final del verano para aprovechar su
potencial nectarifero. Sin embargo, las colonias se debilitan sensiblemente hacia el final
de la floracién y se ha asociado dicho debilitamiento a la calidad nutricional del polen
de Eucalyptus spp. y a las altas tasas de infeccidn con N. ceranae con las que las
colmenas terminan esta zafra productiva (Invernizzi et al., 2011a; Mendoza et al., 2012,
2014). Sin embargo, no se conoce con certeza los efectos de la alimentacién con el
polen de E. grandis en la fisiologia de las abejas y la razén por la cual su consumo

determina tales consecuencias sanitarias.

Nosema ceranae es un microsporidio que afecta las células epiteliales del intestino de las
abejas causando desérdenes nutricionales (Higes et al, 2007; Fries, 2010; Martin-
Hernédndez et al, 2018). A partir de ensayos realizados con abejas criadas en
condiciones de laboratorio, se ha planteado que este microsporidio se multiplica més en
aquellas abejas alimentadas con polen, en comparacién a abejas alimentadas con dietas
con ausencia de proteinas. Sin embargo, las abejas alimentadas con polen sobreviven
maés tiempo (Porrini et al., 2011; Basualdo er al., 2014a; Jack et al., 2016), por lo que los
beneficios asociados a una buena nutricién permitirian compensar los efectos negativos
de la infeccién. Adicionalmente, se ha planteado que N. ceranae es capaz de interactuar

con el virus DWV (Costa et al., 2011; Doublet et al., 2015), virus involucrado en las
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pérdidas de colonias (Dainat et a/., 2012a; b), complejizando el panorama y dificultando

la posibilidad de discriminar los efectos de los distintos patégenos.

La hipétesis de este capitulo es que el estrés nutricional afecta las reservas nutricionales
de la abeja, los mecanismos vinculados a la regulacién del cambio de comportamiento y
su respuesta inmune. Esto repercute en su susceptibilidad frente a infeccién con
patdégenos y en su longevidad. Las predicciones asociadas consisten en que abejas bajo
estrés nutricional extremo (alimentacién basada en carbohidratos) o alimentadas con
pdlenes monoflorales tendrdn menor longevidad, menor expresién de genes vinculados
a la nutricién, cambio de comportamiento y respuesta inmune y menor nivel de
infeccién con el DWV. Todos estos factores se intensifican cuando las abejas estan

infectadas con N. ceranae.

Un abordaje metodolégico que permite analizar de forma particular el efecto de la
nutricién y de la sanidad sobre la fisiologia de las abejas es el uso de abejas confinadas
en condiciones de laboratorio. Si bien este abordaje no permite analizar las complejas
interacciones sociales que se dan en la naturaleza, existen marcadores moleculares como
la Vg y la HJ cuya expresién estd asociada tanto al estado nutricional de las abejas como
comportamental (Robinson, 1992; Hartfelder & Engels, 1998; Schulz et al., 2002;
Amdam & Ombholt, 2003). Por lo tanto, son marcadores moleculares adecuados para
comparar, entre otras variables, el efecto de los distintos regimenes nutricionales en la
fisiologia y comportamiento de las abejas a lo largo del tiempo. Ademads, teniendo en
cuenta que la respuesta inmune de las abejas varia de acuerdo a su comportamiento
(Amdam et al., 2004, 2005) y que ambos factores se ven influenciados por la nutriciéon
(Toth, 2005; Toth & Robinson, 2005; Alaux et al., 2010; Ament et al., 2010), resulta
necesario analizar en paralelo la expresién de genes vinculados a todas estas funciones y

a lo largo de la vida de las abejas para poder obtener un escenario més completo.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto del estrés nutricional en la
supervivencia de las abejas, la expresiéon de genes vinculados a su estado nutricional,

comportamental e inmunolégico, y los niveles de infeccién con N. ceranaey el DWV.
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5.2. Estrategia experimental

Para alcanzar el objetivo propuesto, se realizaron dos experimentos.

En primer lugar, se analizé el efecto de distintas dietas en la fisiologia de las abejas y en
la infeccidon natural con el DWV. Para esto, se tomaron abejas recién emergidas, se
dividieron en grupos y se aplicaron cuatro tratamientos: i) administracién Unicamente de
jarabe de sacarosa y sin polen, como modelo de estrés nutricional extremo, ii)
administraciéon de polen de £ grandis, como modelo de dieta monofloral baja en
lipidos, potencialmente pobre desde el punto de vista nutricional, iii) administracién de
polen de Baccharis trimera (carqueja), como otro modelo de dieta monofloral pero con
alto contenido de lipidos, y iv) administracién de polen polifloral (proveniente de
distintos origenes botanicos), como ejemplo de dieta potencialmente ideal. Ademas, a
todas las abejas de los tratamientos que recibieron polen, también se les suministrd
jarabe de sacarosa como fuente de carbohidratos. Las dos especies monoflorales
empleadas florecen en otofio en Uruguay y son dos de los recursos méas explotados por

las abejas en esta época del afio.

Con el fin de evaluar el efecto de estas dietas en la fisiologia de las abejas, se analizé la
supervivencia de las abejas, el consumo de polen y se tomaron muestras a distintos
tiempos para evaluar su efecto en la expresidn de genes asociados a distintas vias

fisiologicas de las abejas y a la infecciéon natural con el DWV.

En el segundo ensayo se incorporé la infeccién con N. ceranae como variable sanitaria.
Las abejas se dividieron en tres grupos: i) administracién Gnicamente de jarabe de
sacarosa, para analizar los efectos del déficit nutricional extremo, ii) administracién de
polen de E£. grandis, y iii) administracién de polen polifloral. El criterio de seleccién de
estas Gltimas dos dietas fue el mismo que el mencionado para el primer ensayo. Todas
las abejas recibieron también jarabe de sacarosa durante el transcurso del ensayo. Cada
grupo se dividié a su vez en dos subgrupos, uno de los cuales se infecté con esporas de
N. ceranae y el otro se mantuvo como control sin infectar. Se analizé la supervivencia
de las abejas, el peso de las abejas muertas como indicador nutricional y se tomaron
muestras a distintos tiempos con el fin de evaluar el efecto de las distintas dietas y la
infeccién con N. ceranae en la expresidn de genes vinculados a distintas vias fisioldgicas

de las abejas y en la infeccién natural con el DWV.
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5.3. Metodologia
5.3.1. Dietas utilizadas

Para la realizacién de los distintos ensayos se utilizé pan de polen (polen ensilado).
Con el objetivo de simplificar la lectura, a lo largo de la tesis se habla de polen de forma
genérica. Si bien en los dos ensayos se utilizé polen polifloral y polen de E. grandis,
debido a que se realizaron en afios diferentes, se utilizaron pdlenes de ambos tipos

colectados en distintos momentos.

El polen polifloral se colecté a partir de marcos de colmenas sanas (sin sintomas
clinicos de ninguna enfermedad), pertenecientes a la seccién Apicultura de INIA La
Estanzuela (Colonia, Uruguay). El polen empleado en el primer ensayo se colectd
durante el verano 2014-2015 (diciembre-febrero) y se denominé polen polifloral 1. El
polen empleado en el segundo ensayo se colecté durante el verano 2016-2017, y se

denominé polen polifloral 2.

Por otro lado, se utilizé polen monofloral de £. grandisy de B. trimera. El polen de E.
grandis se colecté de panales de colmenas ubicadas en una plantacién de estos arboles,
mientras que el polen de B. trimera se colecté de panales de colmenas ubicadas en una
zona con gran abundancia de plantas silvestres donde la especie principal era 8. trimera.
El polen empleado en el primer ensayo se colectd durante el otofio de 2015 (£. grandis 1
y B. trimera), mientras que el polen empleado en el segundo ensayo se colecté en el

otofio de 2017 (£. grandis 2).

Los panales con polen se congelaron a -20°C y el polen se extrajo utilizando una
maéaquina disefiada para tal fin (Bee Bread Harvester Mini, Wilara JSC, Lituania). Para el
caso de los pélenes monoflorales, se chequed que los pellets de polen obtenidos fueran
de color uniforme y caracteristico de las dos especies empleadas (£. grandis: color
amarillo-mostaza; B. trimera: color naranja intenso), y se removieron de forma manual
las capas de polen de diferente color. El polen resultante se homogeneizé en una
proporcién de 15:1 polen - jarabe de sacarosa al 50%. El polen polifloral 1 se dividié en
porciones de 500 gr cada una para ser utilizado en ensayos de laboratorio y campo (de
los tres capitulos de esta tesis). Los podlenes a utilizar se enviaron al Bee Research
Laboratory (Departamento de Agricultura de Estados Unidos, USDA) con refrigerantes, y

luego se almacenaron a -20°C hasta el momento de ser utilizados. Se analizaron distintos
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parémetros de calidad del polen segin se describe en las siguientes secciones y la

presencia de patégenos segin se describe en la seccién 5.3.7.

5.3.1.1. Origen boténico del polen

Con el fin de determinar el origen boténico de los diferentes pdlenes, 2 gr de polen
por muestra se hidrataron en agua destilada, se colocaron en un portaobjeto y se
observaron mediante microscopia éptica (400X). Se identificaron al menos 1200 granos
de polen por muestra, mediante la comparacién con una coleccién de referencia. El
porcentaje de cada especie boténica se calculé en relacién al total de granos de polen
identificados (Louveaux et al., 1978). Dichos anlisis fueron realizados por la MSc. Estela

Santos en la Facultad de Ciencias, UdelaR.

5.3.1.2. Contenido de proteinas

Para determinar el porcentaje de proteinas de los pélenes utilizados, se tomaron 5 gr de
polen por muestra, se desecaron a 60°C y se analizaron mediante el método de
digestion acida de Kjeldahl (Somerville, 2001) en el laboratorio de Nutricién Animal de

INIA La Estanzuela.

5.3.1.3. Contenido de aminoécidos y lipidos

Con el objetivo de determinar la calidad nutricional del polen se analizd su porcentaje
de lipidos y su composicion de aminoécidos. Dicho anélisis se realizé a todas las
muestras de polen a excepcién del polen de B. trimera. Una muestra de cada polen se
envid al laboratorio CBO (Brasil) para los restantes andlisis. La proporcién de lipidos se
determiné a partir de 2 gr de polen segin el método descripto en el Compendio
Brasilero de Alimentacién Animal (Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal, 2013).
A su vez, se determiné la proporcién de 19 aminoécidos, incluyendo todos los esenciales
para las abejas (de Groot, 1953): histidina, arginina, treonina, valina, metionina, leucina,
isoleucina, lisina, fenilalanina y triptéfano (esenciales), y &cido aspértico, éacido
glutdmico, serina, glicina, taurina, alanina, prolina, tirosina y cisteina (no esenciales).
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Para el andlisis de estos amino&cidos, a excepcién del triptéfano, se utilizaron 115 mg de
polen, mientras que para el andlisis de triptéfano se utilizaron 62 mg de polen. Dicho
polen se procesd y la determinacién de la composicidn de aminodcidos se realizé
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Lucas & Sotelo, 1980; White et
al., 1986; Hagen et al., 1993).

5.3.1.4. Contenido de pesticidas

Debido a que el polen es una matriz que puede almacenar pesticidas potencialmente
téxicos para las abejas, se determiné el contenido de los principales pesticidas de uso
comun en la agricultura y apicultura en Uruguay. Este ensayo se realizé Unicamente en el
polen polifloral 1 ya que fue el utilizado en la mayor parte de los ensayos de
laboratorio, asi como de campo. Para esto, una muestra de polen (5 gr) se envié al
Departamento de Quimica del Litoral del Polo Agroalimentario y Agroindustrial del
Centro Universitario Regional Litoral Norte, UdelaR (Uruguay). La muestra se procesé y
la concentracién de pesticidas se determiné mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), siguiendo el protocolo
descripto por Niell y colaboradores (2015). Los pesticidas analizados fueron:
acetamiprid, atrazina, azoxistrobin, boscalid, carbarilo, carbendazim, clotianidin,
cipermetrina, clorfenvinfos (Z + E), clorotalonil, clorpirifos-etil, clorpirifos-metil,
cumafds, diazinon, dimetoato, endosulfan sulfato, fipronil, haloxifop metil, hexytiazox,
imazalil, imidacloprid, iprodiona, lambda cialotrina, metomilo, matidation, p,p-DDE,
p.p-DDT, piraclostrobin, tau-fluvalinato, tebuconazole, tiacloprid, tiametoxam vy
trifluralin. Vale la pena aclarar que existen pesticidas de uso comun e intensivo en
agricultura, como por ejemplo el glifosato, que no se encuentran en esta lista debido a
limitaciones técnicas. Para aquellos pesticidas detectados, se calculé el nimero de veces
que la concentracién superd o estuvo por debajo de la DL50 reportada para abejas A.
mellifera utilizando como referencia la base de datos de la Universidad de Hertfordshire

(https://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/).
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5.3.2. Ensayo I: Efecto de la nutricion en la fisiologia de las abejas

Este ensayo se realizé a principios del otofio de 2015 en el Bee Research Laboratory
(Departamento de Agricultura de Estados Unidos, USDA), utilizando abejas recién
emergidas. Se colectaron tres cuadros de cria operculada pronta para emerger
provenientes de tres colmenas y se incubaron a 32+12C y 70% de humedad. Las abejas
emergidas luego de 12 horas de incubacién se mezclaron cuidadosamente para
uniformizar las diferencias genéticas que pudiera haber entre ellas, y se colocaron en
grupos de 70 abejas por jaula. Se establecieron cuatro tratamientos de acuerdo a la dieta
que recibieron (cuatro réplicas por tratamiento): i) alimentacién Gnicamente con jarabe
de sacarosa al 50% (control de estrés nutricional extremo), ii) alimentacién con jarabe
de sacarosa y polen de £ grandis (dieta monofloral potencialmente pobre desde el
punto de vista nutricional), iii) alimentacién con jarabe de sacarosa y polen de B.
trimera (dieta monofloral con alto contenido en lipidos), y iv) alimentacién con jarabe
de sacarosa y polen polifloral 1 (dieta potencialmente ideal desde el punto de vista

nutricional).

Todas las jaulas se incubaron a 32+1°C y 70% de humedad. Las abejas se alimentaron
ad libitum tanto con el jarabe como con el polen, y el alimento se cambié a diario para
que estuviera siempre fresco. De las cuatro réplicas por tratamiento, tres se utilizaron
para analizar la supervivencia de las abejas. Para esto, todas las jaulas se monitorearon a
diario, se removieron las abejas muertas y se registraron en una planilla de datos. Dichas
jaulas se utilizaron también para determinar el consumo diario de polen. Por otro lado,
la cuarta jaula se utilizd para analizar la expresién génica de las abejas. Las abejas
destinadas a estos andlisis se muestrearon a tiempo O (abejas recién emergidas) y a los 7
y 14 dias post emergencia. Cada muestreo consistié en la colecta de 8 abejas por jaula
(total 8 abejas por tratamiento). Las abejas colectadas se sacrificaron en etanol y hielo

seco y se almacenaron inmediatamente a -80°C hasta el momento de ser procesadas.

El disefio experimental se esquematiza en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema del disefio experimental del Ensayo 1: Efecto de la nutricion en la fisiologia

de las abejas.

5.3.3. Ensayo 2: Efecto de la nutricion en la fisiologia e infeccion con Nosema ceranae y
el Virus de alas deformes

Este ensayo se realizd en primavera de 2017 en el Bee Research Laboratory
(Departamento de Agricultura de Estados Unidos, USDA), siguiendo el procedimiento
detallado en el punto anterior, a excepcién de que, en este caso, las abejas se colocaron

en grupos de 35 abejas por jaula.

Se establecieron seis tratamientos (6 réplicas por tratamiento): i) alimentacién con
jarabe de sacarosa al 50% (control de estrés nutricional extremo), ii) alimentacién con

jarabe de sacarosa y polen de £ grandis 2 (dieta monofloral potencialmente pobre
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desde el punto de vista nutricional), iii) alimentacién con jarabe de sacarosa y polen
polifloral 2 (dieta potencialmente ideal desde el punto de vista nutricional), iv)
alimentacién con jarabe de sacarosa al 50% e infeccién con N. ceranae, v) alimentacién
con jarabe de sacarosa al 50% y polen de E. grandis 2 e infeccién con N. ceranae. vi)
alimentacién con jarabe de sacarosa al 50% vy polen polifloral 2 e infeccién con N.

ceranae.

Las abejas pertenecientes a los grupos control de infeccién se alimentaron con 5 ul de
jarabe de sacarosa al 50% y se colocaron en sus respectivas jaulas. Las restantes abejas se
infectaron individualmente con N. ceranae segin se describe en la secciébn 5.3.6 y
posteriormente se colocaron en sus jaulas. Tres jaulas por tratamiento se destinaron al
andlisis de supervivencia seguin se describe en las secciones 5.3.2 y 5.3.8. Las abejas de
las restantes tres jaulas se destinaron al anélisis de expresién génica, tomandose 4 abejas
por jaula (total 12 abejas por tratamiento) a los 5, 10 y 15 dias de vida. Las abejas
colectadas se sacrificaron y almacenaron inmediatamente a -80°C hasta el momento de
ser procesadas. Las abejas muertas durante el ensayo se pesaron como medida indirecta
de su estado nutricional. Todas las jaulas se incubaron a 32+1°C y 70% de humedad.
Las abejas se alimentaron ad /ibitum y el alimento se cambid a diario para que tuvieran

alimento fresco.

El disefio experimental se esquematiza en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema del disefio experimental del Ensayo 2: Efecto de la nutricién en la fisiologia e

infeccién con Nosema ceranaey el Virus de alas deformes

5.3.4. Purificacion de esporas de Nosema spp.

La purificacién de esporas de Nosema spp. se realizé por filtracién (Rodriguez-Garcia
et al., 2018). Para esto, se colectaron abejas en la entrada de una colonia que presentd
altos niveles de infeccién con este microsporidio. Se extrajo el tubo digestivo de 200
abejas y el intestino medio se utilizé para la purificacién de esporas. Dichos intestinos se
homogeneizaron en agua destilada estéril (100 ul por cada intestino medio), se filtraron
por filtro con poros de 65 um y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. Se descarté el sobrenadante, el sedimento obtenido se
resuspendid en la misma cantidad de agua y se centrifugd a 4.200 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente. Este Gltimo paso de lavados se repitié dos veces consecutivas.
Finalmente, el sedimento obtenido se resuspendié en agua destilada estéril (50 ul de

agua por cada intestino medio). Se determind el nuimero de esporas mediante
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microscopia éptica en cdmara de Neubauer (Fries et al., 2013a) y se resuspendieron para

obtener una concentracién de trabajo de 20.000 esporas/ul de agua.

5.3.5. Extraccion de ADN y PCR para la identificacion de Nosema spp.

Se analizé la especie de Nosema de las esporas obtenidas. Para esto, 400 ul de la
suspension de esporas se homogeneizaron con 400 ul de buffer CTAB y proteinasa K
(200 ug/ml) y 150 mg de perlas de vidrio a 6,5 m/s durante 45 seg en un equipo
FastPrep 120 Cell Disrupter (Thermo Savant, Canadd) 5 veces consecutivas.
Posteriormente, las muestras se incubaron durante toda la noche a 50°C. Al dia
siguiente, se afiadié 1 ml de DNAzol y se homogeneizé a 6,5 m/s durante 45 seg en un
equipo FastPrep 120 Cell Disrupter (Thermo Savant, Canadé) dos veces consecutivas. Se
extrajo el sobrenadante y se homogeneizé con 500 ul de etanol al 100% vy glicol (1
ug/ul). Posteriormente, la muestra se incubd durante 30 min a -20°C y se centrifugd a
10.000 rpm por 30 min a 4°C. El sobrenadante se descarté y el sedimento de ADN
obtenido se lavé mezclandolo por inversién con 1 ml de etanol al 70% y centrifugacién
a 10.000 rpm por 5 min a 4°C. El sobrenadante se descarté y el exceso de etanol se dejé
secar, para luego resuspender el ADN en 50 ul de buffer TE 1X (Tris-HCL 20 mM, EDTA
2 mM, Tritdén 1% en agua destilada estéril, pHS8). Este protocolo de extraccion de ADN
es el cominmente utilizado en el Bee Research Laboratory para la extraccion de ADN de
Nosema spp. El ADN obtenido se utilizd para determinar la especie de Nosema spp.
Para esto se siguid el protocolo descripto por Chen y colaboradores (2009) utilizando
cebadores que amplifican especificamente un fragmento del ADNr de N. apis (N. apis-F
y N. apis-R) y otro del ADNr de N. ceranae (N. ceranae-F y N. ceranae R) (Tabla 1,
Apéndice 1). Las condiciones de ciclado consistieron en 0,2 uM de cada cebador, 1X
buffer (Invitrogen, Brasil), 0,1 mM de dNTPs (Invitrogen, Brasil), 2 mM de MgCl,, 1 U
de Tag ADN polimerasa (Invitrogen, Brasil) y 3 ul de ADN en un volumen final de 25
ul. El protocolo de ciclado consistié en 2 min a 94°C, 40 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg
a 55°C y 1 minuto a 72°C, y una extensién final de 10 min a 72°C. Los productos
obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE
0,5X (Tris 5,4 g, &cido bérico 2,75 g, EDTA 0,5 M 2 ml por litro de agua destilada

estéril pH 8) y se visualizaron mediante luz UV.
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5.3.6. Infeccion de abejas con Nosema ceranae

Las abejas destinadas a los tratamientos iv, v y vi se infectaron individualmente con
esporas de N. ceranae. Para ello, se colocaron en un recipiente en la incubadora a 32°C
durante 2-3 h sin alimento de forma que tuvieran hambre al momento de la infeccién y
consumieran el inédculo més facilmente. Posteriormente, cada abeja se inoculé oralmente
con 5 ul de la suspensién de esporas (dosis final: 100.000 esporas/abeja). Se comprobd
que las abejas consumieran todo el volumen y se colocaron en las distintas jaulas.
Aquellas abejas que no consumieron el total del volumen administrado se descartaron
del ensayo. Una vez que se colocaron todas las abejas en las jaulas (35), se pusieron
alimentadores conteniendo jarabe de sacarosa al 50% en todas las jaulas y polen en
aquellas jaulas destinadas a estas dietas. Posteriormente, las abejas se colocaron en
incubadoras a 32°C para proseguir con el ensayo. El mismo protocolo se siguié para las
abejas de los grupos control sin infectar, administréndoles jarabe de sacarosa al 50% en

sustitucién de la suspensién de esporas.

5.3.7. Procesamiento de muestras, extraccion de ARN, sintesis de ADNc y extraccion de
ADN

5.3.7.1. Procesamiento del polen

Cada muestra de polen (0,5 gr) se homogeneizé con 1 ml de buffer TE 1X (Tris-HCL 20
mM, EDTA 2 mM, Tritdn 1% en agua destilada estéril, pH8) durante 5 min. Los
homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 23.180 rpm durante 20 min a 4 °C. Se
descartd el sobrenadante y se adicioné 1 ml de buffer TE 1X repitiendo los pasos
previamente descriptos. La suspensién obtenida se homogeneizd en un tubo
conteniendo 300 mg de perlas de cerdmica a una velocidad de 6,0 m/s durante 30 seg
en un equipo FastPrep®-24 (MP Biomedicals, USA). El sobrenadante obtenido se utilizd
para la extraccién de ARN y deteccién de virus, mientras que el sedimento se utilizé

para la extraccién de ADN vy deteccién de N. apisy N. ceranae.

5.3.7.2. Procesamiento de las abejas

Se colocé una abeja por tubo conteniendo 300 mg de perlas de cerdmica y se

homogeneizé con 650 ul de Trizol (Invitrogen, USA) a una velocidad de 6,0 m/s
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durante 30 seg en un equipo FastPrep®-24 (MP Biomedicals, USA) 5 veces consecutivas.
En el caso de las abejas tomadas en el ensayo 2, la homogenizacién se realizé con buffer
RLT provisto por el kit de extraccién, en sustitucién del Trizol. Los restantes pasos,
fueron compartidos entre ambos ensayos. Las muestras se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente. Luego, se agregaron 700 ul de cloroformo a cada tubo y se
homogeneizaron nuevamente segin se describe previamente por dos veces consecutivas.
Las muestras se centrifugaron a 11.000 rpm durante 30 min a 4°C y posteriormente se
tomo la fase acuosa superior y se homogeneizé en un nuevo tubo con 380 ul de etanol

al 70%. Dicha mezcla se utilizé para la extracciéon de ARN.

5.3.7.3. Extraccién de ADN a partir de muestras de polen y deteccién de Nosema apisy
Nosema ceranae

El ADN del polen se extrajo utilizando Purelink Genomic DNA minikit (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones pautadas por el fabricante. El ADN obtenido se utiliz6 como
molde para la amplificacién mediante multiplex PCR utilizando cebadores especificos
para un fragmento del operdn ribosomal 16S de N. apis y N. ceranae (Martin-
Hernandez et al, 2007). Para la identificacién de N. ceranae se emplearon los
cebadores 218MITOC-F y 218MITOC-R, mientras que para N. apis se emplearon los
cebadores 321APIS-F y 321 APIS-R (Tabla 1, Apéndice 1). La mezcla de reaccién consistid
en 0,4 pM de cada cebador, 3 mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTPs, 2 U de Tag ADN
polimerasa (Invitrogen), buffer 1X y 2,5 ul de ADN en un volumen final de 25 pl. En
cada reacciéon se incluyé un control negativo en el cual se empled agua destilada estéril
en lugar del ADN vy controles positivos para ambos microsporidios. Las condiciones de
ciclado consistieron en 1 min a 94°C, 10 ciclos de 15 seg a 94°C, 30 seg a 61,8°C, 45 seg
a 72°C, 20 ciclos de 15 seg a 94°C, 30 seg a 61,8°C, 50 seg a 72°C con una extensién de
5 seg en cada ciclo, y por dltimo 7 min a 72°C. Las reacciones se realizaron en un
termociclador MultiGene OptiMax Thermal Cycler (Labnet International, USA). Los
productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 2% en
buffer TBE 0,5X (Tris 5,4 g, &cido bérico 2,75 g, EDTA 0,5 M 2 ml por litro de agua
destilada estéril pH 8) a 130 V durante 30-40 min, se tifieron con GelRed (Biotium,

USA) y se visualizaron mediante luz UV.
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5.3.7.3. Extraccién de ARN vy sintesis de ADNc a partir de muestras de polen y de abejas

La extracciéon de ARN a partir de la muestra de polen se realizé empleando el Pure link
RNA/DNA Mini kit (Invitrogen, USA), siguiendo las instrucciones sugeridas por el
fabricante. EL ARN obtenido se utiliz6 como molde para la sintesis de ADNc empleando
el High Capacity ADNc Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Lithuania), segin

las recomendaciones del fabricante.

La extraccién de ARN a partir de las muestras de abejas se realizé utilizando el RNeasy
Mini kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las instrucciones pautadas por el fabricante e
incorporando un paso de digestion del ADN gendémico en la columna utilizando DNAsa
I (Invitrogen, USA). EL ARN obtenido (1 ug) se utilizé para la sintesis de ADNc
utilizando M-MLV Reverse Transcriptase (Life Technolgies, USA) (40U), RNAse inhibitor
(Applied Biosystems, Lituania) (25U), hexdmeros randdmicos (Invitrogen, USA) (2.5
uM) y dNTPs (Life Technolgies, USA) (0.8 mM) en un volumen final de reaccién de 25
ul. Las condiciones de ciclado para la sintesis del ADNc fueron 10 min a 25°C, 45 min a
48°C y 5 min a 70°C. El ADNc obtenido se diluyé en 100 ul de buffer Tris-HCI (10 mM

Tris HCl pH 8.5) y se conservé a -20°C hasta el momento de ser utilizado.

5.3.7.4. PCR en tiempo real para la deteccién de virus en el polen

Se analizé la presencia de los virus ABPV, BQCV, DWV y SBV en las muestras de polen
mediante PCR en tiempo real, utilizando los cebadores ABPV-F y R, BQCV F y R, DWV
FyRySBV FyR (Tabla 1, Apéndice 1). Las reacciones de PCR consistieron en 10 ul de
Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, UK), 0,3 uM de cada cebador
y 2 ul de cDNA en un volumen final de 20 ul. El programa de ciclado consistié en una
desnaturalizacién de 10 min a 95°C, 40 ciclos de 16 seg a 95°C, 30 seg a 50°C (a
excepciéon del SBV que cuyos cebadores tienen una temperatura de annealling de 46°C)
y 30 seg a 60°C. Todas las reacciones se realizaron en un termociclador CFX96
TouchTM Real Time PCR System (Biorad). Como control positivo se empleé ADNc

proveniente de abejas naturalmente infectadas con estos virus.
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5.3.7.5. PCR en tiempo real para el anélisis de expresidn génica y niveles de infeccion
con Nosema ceranae'y DWWV

Se analizé la expresidon de genes asociados al estado nutricional y al comportamiento
de las abejas, genes vinculados a su estado inmunoldgico y se determinaron los niveles
de infeccién con N. ceranae y el DWV. Para analizar los genes vinculados al estado
nutricional y al comportamiento se escogieron los genes vitelogenina (vg), proteina
mayor I de la jalea real (mrjpl) y metil fernesoato epoxidasa (mfe) (en ambos ensayos).
La mfe cataliza el ultimo paso de sintesis de la hormona juvenil y es un marcador util
para medir los niveles de esta hormona (Helvig et al., 2004). Por otro lado, se analizé
la expresidn de los genes que codifican para la defensina 1 (defi) (ensayo 2), dorsal (dor)
(ensayo 2) e himenoptecina (him) (ensayo 1y 2) como representantes de la inmunidad
humoral y de /la pro-fenol oxidasa (ppo) (ensayos 1y 2) y el activador de la pro-fenol
oxidasa (ppo-act) (ensayo 2) como representantes de la inmunidad celular de las abejas.
La expresidén de dichos genes y los niveles de infeccién con N. ceranae (ensayo 2) vy
DWV (ensayos 1 y 2) se analizé mediante PCR en tiempo real. En todos los casos, la
mezcla de reaccién consistié en 5 ul de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, UK), 0.3 uM de cada cebador y 2 ul de ADNc en un volumen final de 10 ul.
Los cebadores utilizados fueron vg-F y R, mrjpl-F y R, mfe-F y R, defl-F y R, dor-F y R,
him-F y R, ppo-F y R, ppo-act-F y R, DWV-F y Ry Ncer-F y R (Tabla 1, Apéndice 1). Las
condiciones de ciclado consistieron en 10 min a 95°C y 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1
min a 60°C. Con el fin de comprobar la identidad de los productos se incluyd una curva
de desnaturalizacién elevando la temperatura de 65 a 95°C. Todas las muestras se
analizaron por triplicado, incluyendo una curva estdndar de 6 puntos de dilucién 1/5 de
una mezcla de ADNc y controles negativos. Para cada muestra se analizé también la
expresion del gen de la proteina ribosomal S5 (RPS5) (Tabla 1, Apéndice 1), gen de
expresion constitutiva de las abejas. La expresién de dicho gen se utilizdé para normalizar
los resultados y se analizé en cada placa junto con cada gen de interés. El segundo
punto de la curva estdndar se utiliz6 como intercalibrador entre placas. Todas las
corridas se realizaron en un equipo de PCR en tiempo real ViiA 7 Real-Time PCR System

(Applied Biosystems, USA).

Los resultados obtenidos en ambos experimentos se analizaron utilizando el método
descripto por Pfaffl (2001), utilizando como grupo calibrador a las abejas muestreadas a
tiempo O (recién emergidas).
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5.3.8. Andlisis estadisticos
5.3.8.1. Anaélisis de supervivencia

Se construyeron curvas de supervivencia segin el método de Kaplan-Meier
considerando los registros de abejas muertas (Bland & Altman, 1998). Las diferencias en
la supervivencia entre los distintos tratamientos se analizaron mediante el test Logrank y

Wilcoxon a posteriori corregido por Bonferroni (Bland & Altman, 2004).

5.3.8.2. Consumo de polen

El efecto de las dietas en el consumo de polen se analizé mediante Modelos lineares
generalizados mixtos (GLMM) con pendiente e intercepto aleatorio considerando el
consumo de polen como variable de respuesta, la dieta como efecto fijo y los dias como

efecto aleatorio (paquete {Ime4}) (Bates et a/., 2015; R Studio Team, 2016).

5.3.8.3. Peso diario de las abejas

Con el fin de analizar la diferencia en el peso de las abejas pertenecientes a los distintos
tratamientos, se consideraron las abejas muertas de cada tratamiento durante todo el
ensayo. Debido a que los datos no cumplieron con los supuestos béasicos de estadistica
paramétrica (normalidad y homogeneidad de varianza), la diferencia entre tratamientos
se analizé mediante el test de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney a posteriori (paquete

{agricolae}) (R Studio Team, 2016; Mendiburu, 2017).

5.3.8.4. Expresion génica y nivel de infeccion

Con el objetivo de analizar el efecto de los distintos tratamientos en la expresién de
distintos genes vinculados a la fisiologia de las abejas y el nivel de infeccién con el DWV
y N. ceranae se llevaron a cabo dos abordajes. Para el caso del Ensayo 1, se utilizdé
estadistica clasica, ya que 1) las abejas fueron tomadas de la misma jaula y por lo tanto
no fue necesario considerar el “efecto jaula”, y 2) se muestrearon solamente a dos
tiempos y la interpretacion y visualizacién de los resultados fue més sencilla. Se analizé
en una primera instancia el ajuste de los datos a los supuestos bésicos de estadistica
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paramétrica (normalidad y homogeneidad de varianza) mediante los tests de
Kolmogorov-Smirnov corregido por Lillieford y el test de Levene, respectivamente
(paquetes {nortest} y {car}) (Fox, 2016; R Studio Team, 2016). Aquellos datos que
cumplieron con los supuestos de estadistica paramétrica se analizaron mediante el test
de ANOVA vy Scheffée a posteriori, mientras que aquellos datos que no se ajustaron a los
supuestos de estadistica paramétrica se analizaron mediante el test de Kruskal Wallis y
Mann Whitney a posteriori (paquete {agricolae}) (R Studio Team, 2016; Mendiburu,
2017). Se analizé la asociaciéon entre la expresion de los genes analizados considerando
los distintos tratamientos mediante el test de correlacidn de rangos de Spearman

(paquete {agricolae}) (R Studio Team, 2016; Mendiburu, 2017).

Para el caso del ensayo 2, se utilizaron Modelos lineares generalizados mixtos (GLMM)
para analizar el efecto de los tratamientos y el tiempo en las distintas variables y
considerar el “efecto jaula” (ya que se tomaron 4 abejas por jaula, de 3 jaulas). El nivel
de expresiéon de los genes y la infeccion con DWV se analizaron como variables de
respuesta, el tipo de dieta (jarabe, polen polifloral 2 o polen de E£. grandis 2), el tiempo
(dia 5, 10 y 15), y la infeccidn con N. ceranae (infectadas o no infectadas) como efectos
fijos, y la jaula (1, 2 o 3) como efecto aleatorio. Para el anélisis del nivel de infeccién
con N. ceranae, se utilizaron estos datos como variable de respuesta, el tipo de dieta y
el tiempo como efectos fijos y las jaulas como efectos aleatorios. Para todos estos

anélisis se utilizé la distribucién gamma y la funcién de conexién log.

En todos los casos se considerd un nivel de confianza del 95% vy se usé el software R

Studio (R Studio Team, 2016).
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5.4. Resultados
5.4.1. Dietas utilizadas en los ensayos

Con el fin de obtener el polen a utilizar en los ensayos de laboratorio se realizaron dos
colectas de polen polifloral (1 y 2), dos colectas de polen de £ grandis (1 y 2) y una

colecta de polen de B. trimera.

El andlisis palinolégico mostré que el polen colectado como polifloral 1 estuvo
compuesto por 23 especies botanicas distintas (Tabla 1). La muestra de polen polifloral 2
estuvo compuesta por 17 especies botanicas distintas (Tabla 1). Si bien hubo una especie
mayoritaria (Lotus spp.), el porcentaje de este polen en la muestra fue de 43,9% por lo
que igualmente puede considerarse polifloral. El polen colectado como polen de £
grandis 1, 2 y B. trimera pueden considerarse monoflorales ya que estuvieron
compuestos por un 97,2% y 94,2% de polen de £ grandis'y 75,1% de polen de 5.

trimera, respectivamente (Tabla 1).
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Tabla 1. Origen boténico del polen utilizado en los ensayos

Polen Polen Polen de Polen de Polen de
polifloral 1 polifloral 2 E. grandis1  E. grandis2 B. trimera

Familia Nombre cientifico % % % % %
Myrtacea E. grandiis. 3,5 9.4 97,2 94,2 1,8
Asteraceae Baccharis spp. 1 0,2 7,3 2,1 1,3 -
Asteraceae Baccharis trimera - - - - 75,1
Asteraceae Baccharis spp. 2 - 3,1 - 0.4 -
Asteraceae Soliago chilensis 0,5 - 0,5 - 0,5
Asteraceae Senecio spp. - 1,6 - 1.4 0,1
Fabaceae Trifolium pratense 22,5 8.8 0,2 - 2
Anacardiaceae  Schinus longifolius 0.1 - - - 8,5
Rhamnaceae Scutia buxifolia 0.1 - - - 4,3
Apiaceae Eryngium spp. 6,7 0,7 - - 0,5
Paoceae - 1,3 - - - 25
Paoceae Sorghum spp. - 3,7 - - -
Asteraceae T fupatorium 0.5 4.9 . 1,5 0.1
Asteraceae T. cirsium vulgare 0,2 - - - 2,4
Asteraceae 72;;’;;;727 - 1,6 - - -
Asteraceae c:'rai):? Zflr/z; - 0,6 - - -
Scrophulariaceae - 0,2 - - - 2,1
Liliaceae - - 0.8 - - 0,1
Fabaceae Lotus spp. 36,1 43,9 - - -
Apiaceae Ammi viznaga 29 - - - -
Ch-Am - 0,1 - - - -
Fabaceae Glycine max 3 9.4 - - -
Fabaceae Trifolium rapens 11,1 - - - -
Unknown - 2 - - - -
Amaryllidaceae Allium cepa 0,7 - - - -
Arecaceae - 2,1 - - - -
Asteraceae Cichorium intybus 0,2 - - - -
Lamiaceae Salvia spp. 0,1 0,7 - - -
Oxalidaceae Oxalis spp. - 0.4 - 1,2 -
Fabaceae Medlicago sativa 51 0.8 - - -
Onagraceae é:g;;g’:} 0.8 - - - -
Desconocido - - 2,3 - - -
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El porcentaje de proteina cruda del polen polifloral 1 fue de 26,31%, el del polen
polifloral 2 fue del 25,21%, el del polen de E. grandis 1 fue de 23,65%, el del polen de
E. grandis 2 fue del 26,42% vy el del polen de B. trimera fue de 25,38%. Por otro lado,
el porcentaje de lipidos del polen polifloral 1 fue de 3,72%, el del polen polifloral 2 fue
de 4,23%, el del polen de E. grandis 1 fue de 1,44%, mientras que el contenido de
lipidos del polen de £. grandis 2 fue de 1,67%.

El contenido de aminoéacidos de los distintos pélenes se presenta en la Tabla 2. No se
observan grandes diferencias en la proporcién de aminoécidos esenciales entre las

distintas muestras de polen.

Tabla 2. Porcentaje de aminodacidos con respecto al total de materia seca en el polen polifloral

1, 2, y polen de £. grandis1y 2. Se destacan en gris los aminodcidos esenciales para las abejas.

Porcentaje de aminoéacidos
(sobre el total de materia seca del polen analizado)

Aminoécido Polen Polen Polen de Polen de
polifloral 1 polifloral 2 E£. grandis1 E. grandis 2
Acido aspartico 1,92 1,87 1,69 2,03
Adido 1,79 1,96 1,88 2,01
Glutdmico
Serina 0,99 0,98 0,94 1
Glicina 0,81 0,86 0,9 0,93
Histidina 0,45 0,46 0,44 0,46
Taurina 0.03 det:ft’a 4o 005 0,04
Arginina 0,94 1,17 1,18 1,26
Treonina 0,88 0,77 0,73 0,79
Alanina 1,07 1 1,05 1,08
Prolina 2,33 2,3 2,21 2,24
Tirosina 0,65 0.67 0,6 0,65
Valina 0,94 0,89 0,91 1,01
Metionina 0,33 0,33 0,34 0,38
Cisteina 0,21 0,22 0,21 0,21
Isoleucina 0,87 0,77 0,77 0,86
Leucina 1,37 1,35 1,31 1,4
Fenilalanina 0,75 0,84 0,73 0,77
Lisina 1,07 1,16 1,24 1,14
Triptofano 0,22 0,27 0,15 0,18
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Por otro lado, debido a que el polen puede ser vehiculo de diferentes patégenos e
infectar a las abejas, se analizd la presencia de N. apis, N. ceranaey de los ABPV, BQCV,
DWV vy SBV en las muestras de polen, no detectdndose ninguno de estos patégenos

(resultados no mostrados).

Por dltimo, se analizé la presencia de 33 pesticidas en la muestra de polen polifloral 1,
detectdndose seis de ellos: atrazina, azoxistrobin, carbendazim, cumafés, piraclostrobin y
tebuconazole. Las concentraciones encontradas fueron todas cercanas al limite de

deteccién de la técnica (Tabla 3).
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Tabla 3. Pesticidas de uso comun en agricultura y apicultura analizados en el polen polifloral 1,
concentraciones detectadas, limite de deteccion de la técnica para cada uno de ellos y nimero de
veces menor a la DL50 en abejas que consumieron el quimico durante 48 h. ND: no detectado;
LOQ: limite de cuantificacién de la técnica para ese quimico. Fuente: (Agriculture & Environment
Research Unit. University of Hertfordshire, 2007).

Nimero de veces menor a la

Pesticida Concentracién (mg/kg) LOQ (mg/kg) DL50 luego de 48hs de
consumo
Acetamiprid ND 0,001 -
Atrazina <LOQ 0,001 2 x 106
Azoxistrobin 0,0063 0,0001 7 x 105
Boscalid ND 0,001 -
Carbarilo ND 0,001 -
Carbendazim 0,0113 0,0001 1 x 105
Clothianidin ND 0,0001 -
Cipermetrina ND 0,1 -
Clorfeninfos (Z+E) ND 0,05 -
Clorotalonil ND 0,1 -
Clorpirifés-etil ND 0,05 -
Clorpirifés-metil ND 0,05 -
Cumafods 0,035 0,0001 2 x 105
Diazinon ND 0,05 -
Dimetoato ND 0,001 -
Endosulfan sulfato ND 0,005 -
Fipronil ND 0,05 -
Haloxifop metil ND 0,001 -
Hexytiazox ND 0,001 -
Imazalil ND 0,001 -
Imidacloprid ND 0,001 -
Iprodina ND 0,001 -
Lambda cialotrina ND 0,05 -
Metomilo ND 0,001 -
Metidation ND 0,1 -
p.p-DDE ND 0,05 -
p,p-DDT ND 0,05 -
Piraclostrobin <LOQ 0,001 2 x 108
Tau-Fluvalinato ND 0,05 -
Tebuconazole 0,005 0,001 9 x 105
Tiacloprid ND 0,001 -
Tiametoxam ND 0,001 -
Trifluralin ND 0,1 -
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5.4.2. Ensayo I: Efecto de la nutricion en la fisiologia de las abejas y en los niveles de
infeccion con el DWV

5.4.2.1. Supervivencia diaria

Durante el transcurso del experimento se cuantificaron las abejas muertas y se
construyeron curvas de supervivencia para los distintos tratamientos. Las abejas
alimentadas con polen de £ grandis y B. trimera fueron las que presentaron mayor
supervivencia, no habiendo diferencias estadisticamente significativas en este pardmetro
entre ambos grupos (Wilcoxon Test Jarabe - £. grandis p=0,002; Jarabe - B. trimera
p<0,001; Polen polifloral 1 - £ grandis p=0,02; Polen polifloral 1 — B. trimera p<0,001;
E. grandis — B. trimera p=0,99) (Fig. 8). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia diaria acumulada de las abejas alimentadas solamente
con jarabe de sacarosa (control) y las alimentadas con jarabe de sacarosa y polen
polifloral 1 (Wilcoxon Test p=0,97) (Fig. 8). En particular, las abejas alimentadas solo
con jarabe de sacarosa sobrevivieron bien los primeros dias de ensayo, pero vivieron
méximo 25 dias, mientras que las abejas alimentadas con polen polifloral 1 mostraron
muy baja supervivencia en los primeros dias del ensayo (més del 50% de las abejas
murieron en los primeros 5-6 dias del ensayo), pero la supervivencia méxima llegé a los

45 dias.

La alta mortalidad en la primera etapa de vida de las abejas alimentadas con polen
polifloral 1 fue inesperada, por lo que el ensayo se repitié tres veces, obteniéndose
siempre el mismo resultado. Por tal motivo, no se realizaron los estudios moleculares de
las abejas pertenecientes a este tratamiento y se disefiaron los ensayos del capitulo 2 de
esta tesis, con el fin de profundizar en las posibles causas por las cuales dicho polen

podria haber generado tan alta mortalidad.
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Figura 8. Supervivencia diaria acumulada de las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa,
polen polifloral 1, polen monofloral de Eucalyptus grandisy polen monofloral de Baccharis
trimera. La curva de supervivencia se construyé mediante el método de Kaplan Meier.
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5.4.2.2. Consumo de polen

Las abejas consumieron polen principalmente en la primera etapa de vida y dicho
consumo disminuyd progresivamente luego de los cinco dias de vida (Fig. 9). Las abejas
alimentadas con polen de £. grandis consumieron significativamente menos cantidad de
polen en comparacién a las alimentadas con polen polifloral (GLMM, Valor del
intercepto: 2,23; Valor del coeficiente: -0,09; p<0,001), mientras que las abejas que
consumieron polen de B. trimera consumieron significativamente mayor cantidad de
polen en relacién a las abejas alimentadas con polen polifloral (GLMM, Valor del

intercepto: 2,23; Valor del coeficiente: 0,05; p<0,001) (Fig. 9).
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Figura 9. Consumo de polen diario (mg/abeja) de las abejas alimentadas con el polen polifloral
1, polen monofloral de Eucalyptus grandisy de Baccharis trimera. Se presenta la media y desvio
estdndar del consumo de polen de las abejas correspondientes a cada tratamiento por dia. Los
boxplotsindican los datos minimos, maximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.
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5.4.2.3. Expresion de genes vinculados a la fisiologia de las abejas

Se analiz6 el efecto de las dietas en la expresién de diferentes marcadores del estado
nutricional, de comportamiento, del estado inmunitario y el nivel de infeccién con el

DWV.

Los niveles de expresién del gen que codifica para la Vg fueron mayores a los 7 dias de
edad en abejas alimentadas con polen en comparacién a las alimentadas solo con jarabe
de sacarosa, y a las recién emergidas (Mann Whitney, p<0,05) (Fig. 10; Tabla 1,
Apéndice 2). No se observaron diferencias en la expresién de vg entre las abejas
alimentadas con ambos tipos de pélenes (Mann Whitney, p=0,05) (Tabla 1, Apéndice
2). A los 14 dias de edad, el nivel de expresién de este gen disminuyd en las abejas
alimentadas con polen de £ grandis (Mann Whitney, p<0,05), mientras que se
mantuvo constante en las alimentadas con polen de B. trimera (Mann Whitney,
p=0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2). El nivel de expresién de este gen en las abejas
alimentadas con jarabe de sacarosa aumenté significativamente entre los 7 y 14 dias de

edad (Mann Whitney, p<0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2).

Los niveles de expresion de mujpl fueron similares a los observados con la vg a
excepcién del encontrado en las abejas recién emergidas. Dichos niveles fueron altos y
similares a los encontrados en las abejas de 7 dias de edad alimentadas con polen
(Scheffeé p=0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2). Por otro lado, los niveles de mrjpl
disminuyeron significativamente a los 7 dias en las abejas que recibieron jarabe de
sacarosa como Unica fuente de alimento, siendo inferior a los niveles encontrados en las
abejas alimentadas con polen en esta etapa de vida (Scheffeé p<0,05) (Fig. 10; Tabla 1,
Apéndice 2). A los 14 dias de edad, los niveles de expresién de mrjpl en las abejas
alimentadas con polen tendieron a disminuir principalmente en las abejas alimentadas
con polen de £ grandis, pero dicha disminucién fue marginalmente significativa,
mientras que en las abejas alimentadas con polen de B. {rimera estos niveles de
mantuvieron constantes (Scheffeé p=0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2). En el caso de
las abejas alimentadas con jarabe, los niveles de expresién de este gen no cambiaron
entre los 7 y 14 dias de edad (Scheffeé p=0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2). Las abejas
de 14 dias alimentadas con polen de B. trimera presentaron mayor nivel de expresién de
mupjpl en comparacién a las alimentadas con jarabe (Scheffeé p<0,05) (Fig. 10; Tabla 1,

Apéndice 2).
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Los niveles de expresién de mfe aumentaron en abejas alimentadas con jarabe de
sacarosa de 7 dias de edad en comparacién a las recién emergidas, siendo superiores a
los encontrados en las alimentadas con polen en esta etapa de vida (Mann Whitney,
p<0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2). Dichos niveles de mantuvieron constantes hacia
los 14 dias de vida en abejas alimentadas con jarabe (Mann Whitney, p=0,05), mientras
que aumentaron en las alimentadas con polen (Mann Whitney, p<0,05) (Fig. 10; Tabla
1, Apéndice 2). En este punto de muestreo, las abejas alimentadas con polen de B.
trimera fueron las que presentaron mayor nivel de expresion de mfe en comparacién

con los restantes tratamientos (Mann Whitney, p<0,05) (Fig. 10; Tabla 1, Apéndice 2).
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Figura 10. Expresion relativa de los genes a) vg, b) mrjply c) mfe de las abejas muestreadas a
tiempo O (RN: recién nacidas/emergidas) y a los 7 y 14 dias de edad alimentadas con jarabe de
sacarosa, polen monofloral de Eucalyptus grandisy de Baccharis trimera. Los boxplots indican los
datos minimos, méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.
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Los niveles de expresién del Aim fueron similares en abejas recién emergidas y en las
abejas de 7 dias de edad alimentadas con distintas dietas (Scheffeé p=0,05) (Fig. 11;
Tabla 1, Apéndice 2). Dichos niveles aumentaron hacia los 14 dias de edad en las abejas
de los distintos tratamientos, siendo este aumento estadisticamente significativo
Unicamente en las alimentadas con jarabe de sacarosa (Scheffeé p<0,05) (Fig. 11; Tabla
1, Apéndice 2). A los 14 dias de edad los niveles de Aim fueron similares para las abejas

de todos los tratamientos (Scheffeé p=0,05) (Fig. 11; Tabla 1, Apéndice 2).

Los niveles de expresién de la ppo se comportaron similar a los de la Aim en la primera
etapa de vida: similares niveles de expresién de este gen en abejas recién emergidas y en
abejas de 7 dias de edad alimentadas con las distintas dietas (Scheffeé p=0,05) (Fig. 11;
Tabla 1, Apéndice 2). Hacia los 14 dias de edad, los niveles de expresidén de este gen
aumentaron en las abejas alimentadas con polen de B. trimera (Scheffeé p<0,05) (Fig.
11; Tabla 1, Apéndice 2), y se mantuvo constante en las abejas alimentadas con jarabe de

sacarosa y con polen de £. grandis (Scheffeé p=0,05) (Fig. 11; Tabla 1, Apéndice 2).

N

a;b

—

Nivel de expresion relativa de
himenoptecina (log10)
o i

b
a;b a;b
. 0.4
bic 2 ab a;b
a a
0.0 -

Nivel de expresién relativa de la
L profenol oxidasa (log10)

b
|

RN 14 dias | RN 7 dias | 14 dias |

Figura 11. Expresion relativa de los genes a) Aimy b) ppo de las abejas muestreadas a tiempo O
(RN: recién nacidas/emergidas) y a los 7 y 14 dias de edad alimentadas con jarabe de sacarosa,
polen monofloral de Eucalyptus grandisy de Baccharis trimera. Los boxplots indican los datos
minimos, maximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.
En resumen, las distintas dietas afectaron la expresién de los genes vinculados a la
nutricién y a la divisién de labores, pero no tuvo un efecto significativo en la expresiéon

de los genes vinculados al sistema inmune analizados.
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5.4.2.4. Nivel de infeccién con el DWV

Los niveles de infeccién con el DWV aumentaron significativamente entre las abejas

recién emergidas y las de 7 dias de edad de los distintos tratamientos y luego se

mantuvieron constantes (Scheffeé p=0,05) (Fig. 12; Tabla 1, Apéndice 2). Tanto las

abejas de 7 como de 14 dias de edad alimentadas con polen tendieron a presentar

mayores niveles de infeccién con este virus en comparacién a las alimentadas con jarabe

de sacarosa, pero debido a la gran variabilidad de los datos de las abejas alimentadas

con polen de B. trimera, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Fig. 12;

Tabla 1, Apéndice 2).
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Figura 12. Nivel de infeccién con el Virus de alas deformes (DWV) de las abejas muestreadas a
tiempo O (RN: recién nacidas/emergidas) y a los 7 y 14 dias de edad alimentadas con jarabe de
sacarosa, polen monofloral de Eucalyptus grandisy de Baccharis trimera. Los boxplots indican los
datos minimos, méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.
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5.4.2.5. Asociacién entre los niveles de expresion génica

Se analizé la asociacién entre los niveles de expresidon de los genes vinculados a la
nutricién y comportamiento entre si y con los vinculados a la respuesta inmune. En las
abejas alimentadas con jarabe se encontré una asociacién positiva entre los niveles de vg
e him, por lo que ambas variables presentaron un mismo comportamiento (Fig. 13;
Tabla 2, Apéndice 2). En el caso de las abejas alimentadas con polen de E£. grandis, los
marcadores vinculados al estado nutricional y comportamental mostraron una
asociacién positiva entre los niveles de vgy mrjpl y negativa entre vgy mfe (Fig. 13;
Tabla 2, Apéndice 2). Ademas, los niveles de vgy mujpl se asociaron negativamente con
los de Aim, por lo que a medida que los niveles de estos marcadores nutricionales
disminuyeron, los de Aim, aumentaron (Fig. 13; Tabla 2, Apéndice 2). Una relacién
similar se observé entre mrjpl e himy ppo en las abejas alimentadas con polen de 5.
trimera (Fig. 13; Tabla 2, Apéndice 2). Ademas, en este grupo de abejas, a medida que
disminuyeron los niveles de mujpl, los de mfe aumentaron. Estos niveles de mfe
mostraron una asociaciéon positiva con los de ppo, aumentando a lo largo de la vida de

las abejas (Fig. 13; Tabla 2, Apéndice 2).
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Figura 13. Gréfico de burbujas representando la asociacién entre los niveles de expresién de los
genes vg, mujpl, mfe, himy ppo en abejas alimentadas con jarabe (a), polen de Eucalyptus
grandis (b) y polen de Baccharis trimera. El tamafo de los circulos representa el valor del
coeficiente R obtenido a partir de la correlacién de Spearman para aquellas asociaciones que
presentaron un p valor <0,05. Los circulos negros indican asociacién positiva mientras que los
circulos rojos indican una asociacién negativa.
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5.4.3. Ensayo 2: Efecto de la nutricion en /a fisiologia e infeccion con Nosema ceranae y
el Virus de alas deformes

5.4.3.1. Esporas de Nosema spp. utilizadas para los ensayos de infeccién

Con el fin de determinar la especie de las esporas de Nosema utilizadas en los ensayos
de infeccién se extrajo el ADN de las mismas y se analizé su identidad mediante PCR.
Los productos de amplificacién fueron de 250 pb, correspondiente a N. ceranae

(resultados no mostrados).

5.4.3.2. Supervivencia diaria

Las abejas pertenecientes a los grupos control (sin infeccion con N. ceranae)
presentaron mayor supervivencia que las abejas pertenecientes a los grupos infectados,
independientemente de la dieta recibida (Wilcoxon Test Jarabe - Jarabe + N. ceranae
p<0,001; polen polifloral - polen polifloral + N. ceranae p<0,001; polen de £. grandis -
polen de E. grandis + N. ceranae p=0,005) (Fig. 14). Por otro lado, las abejas
alimentadas con polen (tanto infectadas como no infectadas con N. ceranae)
sobrevivieron significativamente méas que las alimentadas solamente con jarabe
(Wilcoxon Test Jarabe — polen polifloral p<0,001; Jarabe - polen de E. grandis
p=0,005; Jarabe + N. ceranae — polen polifloral + N. ceranae p<0,001; Jarabe + N.
ceranae - polen de E. grandis + N. ceranae p<0,001) (Fig. 14). No se observaron
diferencias en la supervivencia diaria acumulada de las abejas alimentadas con ambas
dietas polinicas, ya sea infectadas con N. ceranae o sin infectar (Wilcoxon Test polen
polifloral — polen de £. grandis p=0,2; polen polifloral + N. ceranae — polen de E
grandis + N. ceranae p=0,13) (Fig. 14).
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Figura 14. Supervivencia diaria acumulada de las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa,

polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2 e infectada con Nosema ceranae y alimentadas

con estas dietas. La curva de supervivencia se construyé mediante el método de Kaplan-Meier.
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5.4.3.3. Peso diario de las abejas

Las abejas alimentadas con polen presentaron mayor peso que las alimentadas con
jarabe (Mann Whitney jarabe — polen polifloral 2 p<0,001; jarabe — £ grandis 2
p<0,001; N. ceranae jarabe — N. ceranae polen polifloral 2 p<0,001; N. ceranae jarabe
— N. ceranae polen polifloral 2 p<0,001), mientras que las abejas alimentadas con
ambos tipos de polen presentaron similar peso (Mann Whitney polen polifloral — polen
de E. grandis p=0,88; N. ceranae polen polifloral — N. ceranae polen de E. grandis

p=0,72) (Fig. 15).

La infeccidn por N. ceranae no afectd el peso de las abejas alimentadas con polen
(Mann Whitney, polen polifloral — N. ceranae polen polifloral p=0,3; polen polifloral —
N. ceranae polen de E. grandis p=0,19), mientras que disminuyd el peso en el caso de

abejas alimentadas con jarabe (Mann Whitney p=0,002) (Fig. 15).
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Figura 15. Peso de abejas muertas pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxplots
indican los datos minimos, méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras

indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
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5.4.3.4. Nivel de expresion de genes vinculados al estado nutricional y al
comportamiento

Con el objetivo de analizar el efecto de la dieta y la infeccién con N. ceranae en el
estado nutricional y comportamental, se analizd la expresion de los genes vg, mypl, y
mfe de las abejas sometidas a los distintos tratamientos. Debido a las miltiples
comparaciones y con el objetivo de facilitar la lectura y comprensién, se destacan
principalmente las comparaciones que resultaron estadisticamente significativas.
Asimismo, para facilitar la visualizacién gréfica, no se incluyd el nivel de expresién de las
abejas recién emergidas. Para mayor detalle de los resultados estadisticos de los modelos
y de las comparaciones entre grupos a tiempos especificos, se presentan las Tablas 3 y 4

del Apéndice 2, respectivamente.

Los niveles de expresion de vg se vieron afectados positivamente por la alimentacién
con polen, es decir que ambas dietas polinicas aumentaron los niveles de expresién de
este gen en relacién a las alimentadas con jarabe (GLMM, p<0,05) (Fig. 16; Tabla 3,
Apéndice 2). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
niveles de expresidon de este gen en abejas alimentadas con polen polifloral 2 y polen de
E. grandis 2, tanto en abejas sanas como infectadas con N. ceranae a los distintos
tiempos (Mann Whitney, p=0,05) (Tabla 4, Apéndice 2). Los niveles de expresién de
esta variable fueron mayores en las abejas infectadas con N. ceranae y disminuyeron
significativamente en el tiempo en comparacién a las no infectadas (GLMM, p<0,05)

(Fig. 16; Tabla 3, Apéndice 2).
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Figura 16. Expresion relativa del gen vg de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de edad

pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los datos minimos, maximos, los

percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15).
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Los niveles de expresidn de mujpl se vieron afectados por las mismas variables que
afectaron los niveles de la vg (GLMM, p<0,05) (Fig. 17; Tabla 3 y Tabla 4, Apéndice 2).
Por otro lado, abejas alimentadas con polen e infectadas con N. ceranae presentaron
menor nivel de infeccién en comparacién a abejas sanas y alimentadas con jarabe
(GLMM, p<0,05) (Fig. 17; Tabla 3, Apéndice 2). Abejas infectadas con N. ceranae y
alimentadas con polen de £ grandis 2 presentaron menores niveles de expresién de
murjpl que las alimentadas con polen polifloral 2 a los 10 dias de vida (Mann Whitney,
p<0,05) (Fig. 17; Tabla 4, Apéndice 2, Apéndice 2). La misma tendencia se observd a
los 15 dias de vida, pero debido a la variacién, las diferencias no son estadisticamente

significativas (Mann Whitney, p<0,05) (Fig. 17; Tabla 4, Apéndice 2).
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Figura 17. Expresion relativa del gen mrjpi de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de
edad pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxplots indican los datos minimos,
méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15).
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Por otro lado, los niveles de expresién de mfe aumentaron en el tiempo en las abejas

alimentadas con polen (GLMM, p<0,05) (Fig. 18; Tabla 3, Apéndice 2). La dieta, el

tiempo y la infeccibn con N. ceranae por si mismos no afectaron los niveles de

expresion de este gen (GLMM, p<0,05) (Fig. 18; Tabla 3, Apéndice 2).
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Figura 18. Expresion relativa del gen mfe de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de edad

pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los datos minimos, maximos, los

percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15).
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5.4.3.5. Nivel de expresidon de genes vinculados a la respuesta inmune

Se analizé el efecto de la dieta, el tiempo y la infeccién con N. ceranae en los niveles
de expresién de genes vinculados a la respuesta inmune humoral (def, dorsal e him) y

genes vinculados a la respuesta inmune celular (act-ppoy ppo).

En cuanto a los niveles de expresidén de def, si bien existen diferencias a tiempos
especificos entre abejas pertenecientes a los distintos tratamientos (Kruskal Wallis,
p<0,05) (Fig. 19; Tabla 4, Apéndice 2), en términos generales este pardmetro no se vio
afectado por ninguno de los factores de interés ni por la interaccién entre ellos (GLMM,

p<0,05) (Fig. 19; Tabla 3, Apéndice 2).
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Figura 19. Expresion relativa del gen def de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de edad
pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los datos minimos, méximos, los
percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15 dias).
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Los niveles de expresién de dorsal fueron menores en las abejas alimentadas por el

polen de £ grandis 2 en comparacién a las alimentadas con jarabe, mientras que las

restantes dietas, la infecciéon con N. ceranae y el tiempo no afectaron esta variable

(GLMM, p<0,05) (Fig. 20; Tabla 3, Apéndice 2).
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Figura 20. Expresién relativa del gen dor de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de edad

pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los datos minimos, maximos, los

percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15 dias).
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De forma similar a dorsal, l1os niveles de expresién de la Aim se vieron afectados de
forma negativa por la alimentacién con polen de £ grandis 2, es decir que las abejas
que consumieron este polen presentaron menor nivel de expresion de este gen en
comparacién a las alimentadas con jarabe (GLMM, p<0,05) (Fig. 21; Tabla 3, Apéndice
2). Ademaés, los niveles de Aim aumentaron en el correr del tiempo en las abejas
infectadas con N. ceranae (Fig. 21; Tabla 3, Apéndice 2). A tiempos especificos, existe
una tendencia a que las abejas alimentadas con jarabe presentan mayor nivel de
expresion de este gen en comparacién a las abejas alimentadas con polen. Esta
diferencia es estadisticamente significativa Gnicamente en abejas de 5 dias de edad

(Kruskal Wallis, p<0,05) (Fig. 21; Tabla 4, Apéndice 2).
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Figura 21. Expresion relativa del gen him de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de edad
pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los datos minimos, maximos, los
percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15 dias).
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Los niveles de expresién de ppo_act fueron mayores en las abejas infectadas con N.
ceranaey disminuyeron en el tiempo en comparacién a las abejas no infectadas (GLMM,
p<0,05) (Fig. 22; Tabla 3, Apéndice 2). Por otro lado, los niveles de este gen
aumentaron en el correr del tiempo en las abejas alimentadas con el polen polifloral 2 y
con el de £ grandis 2 (GLMM, p<0,05) (Fig. 22; Tabla 3, Apéndice 2). A los 15 dias de
vida, las abejas infectadas presentaron significativamente menor nivel de expresién de
ppo_act en comparacion a las no infectadas. Las abejas alimentadas con polen
presentaron mayor expresidon de este gen en comparacién a las alimentadas con jarabe

(Kruskal Wallis, p<0,05) (Fig. 22; Tabla 4, Apéndice 2).
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Figura 22. Expresion relativa del gen ppo_act de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de
edad pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxplots indican los datos minimos,
maéaximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15 dias).
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Los niveles de expresion de ppo se vieron afectados positivamente por la alimentacién
con el polen polifloral 2, por lo que abejas alimentadas con esta dieta presentaron
mayores niveles de expresién de este gen en comparacién a las alimentadas con jarabe
(GLMM, p<0,05) (Fig. 23; Tabla 3, Apéndice 2). Este efecto se observé también en la
interaccién entre la infeccidn con N. ceranae y la alimentacién con polen (GLMM,
p<0,05) (Fig. 23; Tabla 3, Apéndice 2). Por ultimo, los niveles de la ppo disminuyeron
en el tiempo en las abejas alimentadas con el polen polifloral 2, pero no asi en las abejas
alimentadas con las restantes dietas (GLMM, p<0,05) (Fig. 23; Tabla 3, Apéndice 2). Las
abejas de 5 dias de vida alimentadas con polen presentaron mayor nivel de expresién
de este gen que las alimentadas con jarabe, pero esta diferencia no se observé en los

subsiguientes muestreos (Kruskal Wallis, p<0,05) (Fig. 23; Tabla 4, Apéndice 2).
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Figura 23. Expresidn relativa del gen ppo de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de
edad pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxplots indican los datos minimos,
maximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15).
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5.4.3.6. Nivel de infeccién con DWV

Los niveles de infeccién del DWV fueron significativamente menores en las abejas

infectadas con N. ceranae en comparacion a las no infectadas (GLMM, p<0,05) (Fig.

24; Tabla 3, Apéndice 2). Por otro lado, en abejas alimentadas con el polen de £

grandis 2 e infectadas con N. ceranae, los niveles del DWV fueron mayores en

comparacién a las abejas alimentadas con jarabe e infectadas con este microsporidio

(GLMM, p<0,05) (Fig. 24; Tabla 3, Apéndice 2).
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Figura 24. Nivel de infeccién con el Virus de alas deformes (DWV) de las abejas muestreadas a

los 5, 10 y 15 dias de edad pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los

datos minimos, méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15).

89



Capitulo 1- Efecto de la nutricidn en la fisiologia de las abejas y en la infeccién con
Nosema ceranaey el DWV

5.4.3.7. Nivel de infeccidén con Nosema ceranae

Los niveles de infeccién con N. ceranae aumentaron significativamente en el tiempo en
abejas alimentadas con polen en comparacién a los niveles de las abejas alimentadas con
jarabe, siendo dicho aumento significativo en las abejas alimentadas con polen polifloral
2 y marginalmente significativo en las abejas alimentadas con polen de £ grandis 2
(GLMM, p<0,05) (Fig. 25; Tabla 3, Apéndice 2). Dichos niveles se dispararon a los 5
dias en las abejas alimentadas Gnicamente con jarabe siendo superiores al de las abejas
alimentadas con polen (Kruskal Wallis, p<0,05) (Fig. 25; Tabla 3, Apéndice 2). A los 10
dias de vida, las abejas alimentadas con polen de E£. grandis 2 presentaron mayores
niveles de infeccién con este microsporidio en comparacién a las abejas de los restantes
muestreos (Kruskal Wallis, p<0,05) (Fig. 25; Tabla 3, Apéndice 2), mientras que a los 15
dias de edad las abejas alimentadas con polen (independientemente de su origen
boténico) presentaron mayores niveles de infeccidén con N. ceranae que las alimentadas

con jarabe (Kruskal Wallis, p<0,05) (Fig. 25; Tabla 3, Apéndice 2).
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Figura 25. Nivel de infeccion Nosema ceranae de las abejas muestreadas a los 5, 10 y 15 dias de
edad pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxplots indican los datos minimos,
maximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana. Diferentes letras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos a cada tiempo (5, 10 o 15).
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En resumen, la alimentacién con polen y la infeccién con N. ceranae promovié la
expresion de los genes vinculados a la nutricién y al comportamiento (vgy mrjpl), pero
la respuesta asociada a la infeccién con este patégeno disminuyd en el tiempo. En
cuanto a los genes vinculados a la respuesta inmune, la alimentacién con polen de £
grandis deprimié los mecanismos estudiados asociados a la respuesta inmune humoral
(dorsal e him), mientras que la alimentacién con polen promovid la respuesta inmune
celular (ppo). Ademés, la expresion de Aim aumentd en las abejas infectadas con N.
ceranae. Por otro lado, los niveles de infeccién con el DWWV fueron menores en las
abejas infectadas con N. ceranae. Por ultimo, los niveles de infeccion con este
microsporidio aumentaron en el tiempo en las abejas alimentadas con polen,

alcanzando valores superiores a los de las abejas alimentadas con jarabe.
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5.5- Discusion

Durante los ultimos afios se han reportado episodios masivos de pérdidas de colonias
de abejas A. mellifera y entre las principales causas asociadas se encuentra el estrés
nutricional de las abejas y la infeccién con multiples plagas y patégenos (Naug, 2009;
Carreck & Neumann, 2010; Ellis et al, 2010; Potts et al, 2010a). Sin embargo, se
desconocen los mecanismos fisiolégicos por los cuales el estrés nutricional generaria tales
consecuencias. Existen distintas lineas de evidencia que sugieren una conexién entre el
estrés nutricional de las abejas, su supervivencia, su respuesta inmune, su susceptibilidad
frente a la infeccion con patégenos y la division de tareas (Toth, 2005; Toth &
Robinson, 2005; Alaux et al, 2010; Amdam et al, 2010; Ament et al, 2010; Di
Pasquale et al., 2013). Dicha conexién podria darse tanto de forma directa mediante un
efecto del estrés nutricional sobre los distintos mecanismos fisiolégicos de las abejas,
como de forma indirecta a través de funciones asociadas a la comunidad bacteriana
intestinal de las abejas. En este capitulo se planteé como objetivo, profundizar en la
dilucidacién de los mecanismos mediante los cuales el estrés nutricional y la infeccién
con N. ceranae afectan la fisiologia de las abejas y su susceptibilidad frente a la infeccion

con el DWV.

Por un lado, se evalud el efecto de distintas dietas en diferentes pardmetros fisiologicos
de las abejas. Se escogié una dieta basada Unicamente en carbohidratos (jarabe de
sacarosa) como control de déficit extremo de proteinas, dos dietas de pdlenes
monoflorales con distintas caracteristicas nutricionales para las abejas y dos dietas de
polen polifloral como ejemplos de dietas potencialmente ideales. El hecho que las abejas
alimentadas Unicamente con jarabe hayan sobrevivido significativamente menos que las
alimentadas con polen (tanto sanas como infectadas con N. ceranae), demuestra la
importancia de la alimentacién con polen sobre las abejas, ya sea debido al suministro
de aminoécidos esenciales y/o lipidos y micronutrientes (De Groot, 1953; Manning,
2001a; Di Pasquale et al., 2013). Los efectos positivos de la alimentacién con polen
también se vieron reflejados en el peso de las abejas, pardmetro utilizado como
indicativo del estado nutricional, y en los niveles de expresién de la vg y mrpl,
marcadores moleculares asociados al estado nutricional y comportamental de las abejas.
Por otro lado, teniendo cuenta que se plantea que colmenas ubicadas en plantaciones
de E. grandis sufren estrés nutricional y las abejas se debilitan debido posiblemente a la

baja calidad nutricional del polen de estos &rboles (Somerville, 2001; Somerville &
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Nicol, 2006; Invernizzi et al., 2011a, 2020; Mendoza et al., 2012), se esperaba observar
un efecto negativo de la alimentacién con este polen en la supervivencia y fisiologia de
las abejas en comparacién a abejas alimentadas con polen de B. t#rimera o polen
polifloral. Sin embargo, abejas alimentadas con estos tipos de pdlenes mostraron similar
supervivencia. Por un lado, la calidad nutricional de los dos pdlenes monoflorales
utilizados fue diferente: el polen de E£. grandis mostré menor porcentaje de proteinas
(aunque la diferencia fue menor a dos puntos porcentuales) y bajo contenido de lipidos,
mientras que si bien no se analizé el contenido de lipidos del polen de Baccharis spp., se
ha reportado que el polen proveniente de especies de este género posee un alto
contenido de lipidos (Somerville, 2001; Somerville & Nicol, 2006). Ademas, el valor
nutricional de las distintas especies de polen puede diferir segin su digestibilidad,
pardmetro no analizado en esta tesis. Por lo tanto, los resultados observados sugieren
que posiblemente sean necesarias diferencias nutricionales mayores entre las dietas para
observar un efecto en la supervivencia de las abejas (al menos en condiciones de
laboratorio, donde los factores ambientales son controlados). Es importante ademas
resaltar, que esta ausencia de efecto en la supervivencia de las abejas se dio a pesar de
que las abejas alimentadas con polen de B. frimera consumieron mas polen que las
alimentadas con el de £. grandis. Este mayor consumo pudo deberse a su alto contenido
de lipidos, los cuales poseen efecto fagoestimulante (Singh et al., 1999). Por otro lado,
se comprobd que el polen monofloral de £ grandis no es necesariamente més pobre
que el polen polifloral segin los marcadores nutricionales del polen analizados (a
excepcién de los lipidos), coincidiendo con los resultados reportados por Di Pascuale y

colaboradores (2013).

La diferencia en la supervivencia de las abejas alimentadas con jarabe y polen se vio
respaldada por los resultados de expresién de los genes que codifican para la Vg, Mrjpl
y Mfe, ya que, considerando los patrones de expresién de estos genes a lo largo de la
vida de la abeja, las abejas més envejecidas (y pecoreadoras en el campo) presentan
menores niveles de Vg y Mrjpl y mayores niveles de Mfe (Amdam & Omholt, 2002;
Guidugli et al, 2005). Tanto la Vg como las distintas MRJPs estan fuertemente
relacionadas con la nutricién de las abejas ya que la Vg es el principal transportador de
proteinas en la hemolinfa y la Mrjp1 es la principal proteina de la jalea real (Schmitzova
et al., 1998; Buttstedt et al., 2013). Ademas, existe una relacién causal entre el consumo

de proteinas y los niveles de Vg y hormona juvenil, ya que se ha reportado que el
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consumo de polen es necesario para inducir la expresién de Vg (Cremonez et al., 1998;
Corona et al., 2007). La reduccién experimental de la expresién de este gen determina
un aumento en los titulos de la hormona juvenil y a nivel de campo una induccién de
pecoreo precoz (Guidugli et al., 2005; Nelson et al., 2007; Santos et al., 2008). De esta
forma, el estado nutricional de las abejas a lo largo de su vida genera alteraciones en su
fisiologia y estas alteraciones se observan en el comportamiento a nivel de campo.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el primer ensayo, a los 7 dias de vida las
abejas alimentadas con polen de £ grandis o B. trimera estdn mejor nutridas que las
alimentadas con jarabe, presentando un patrén de expresion de los genes caracteristico
de abeja nodriza. De forma similar, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el
segundo ensayo de este capitulo, las abejas sanas alimentadas con polen de £. grandis o
polifloral tuvieron un patrén de abeja nodriza hasta los 15 dias de vida, mientras que las
alimentadas con jarabe presentaron un patrén de abeja pecoreadora a los 5 dias de
vida. Al comparar los dos tipos de polen monoflorales empleados en el ensayo 1, las
abejas alimentadas con polen de £. grandis a los 14 dias mostraron un patrén similar a
las alimentadas con jarabe, sugiriendo un patrén de expresion tipico de abeja
pecoreadora y consecuentemente una transicidn a pecoreadora previa a las abejas
alimentadas con polen de B. trimera. Por lo tanto, el patréon de expresién de estos genes
y la asociacién entre ellos (principalmente en las abejas alimentadas con polen) sugiere
que a pesar de que en condiciones de laboratorio las abejas no realizan actividades de
nodrizas y pecoreadoras, los mecanismos fisioldgicos asociados a estos comportamientos
pueden ser monitoreados. En conjunto estos resultados extrapolados a nivel de campo
sugieren que, en un escenario con ausencia de polen y Unicamente acceso a
carbohidratos ya sea por reservas de miel o alimentacién artificial, las abejas podrian
comenzar a pecorear a una edad temprana, acelerando de esta forma su transicién de
tareas y colapsando maés répidamente. Resultados similares se observaron con una
alimentacién basada en polen de £. grandis a partir de los 14 dias de vida. Por Gltimo, el
aumento en el nivel de expresién de vg en abejas alimentadas con jarabe entre los 7 y
14 dias en el primer ensayo, y entre los 10 y 15 dias en el segundo fue llamativo ya que
se espera una dindmica inversa. Dicha variacién podria deberse a que, frente a tal estrés
nutricional, las abejas movilicen hacia los 10-14 dias de vida las pocas reservas

nutricionales que posee para mejorar su supervivencia.
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Por otro lado, se comprobd el efecto negativo de la infeccién con N. ceranae en la
supervivencia de las abejas, independientemente de la dieta recibida. El hecho de que
abejas infectadas y alimentadas con jarabe presentaran menor peso que las sanas
alimentadas con la misma dieta, pero que abejas alimentadas con polen sanas e
infectadas presentaran similar peso, sugiere que las consecuencias del estrés energético
asociado a la infecciéon con N. ceranae es mayor cuando las abejas tienen déficit
nutricional extremo. Por otro lado, resulta llamativo que los niveles de expresién de vg
y mujpl fueran mayores en abejas infectadas en comparacién con abejas sanas,
considerando que N. ceranae afecta las funciones digestivas de las abejas y la absorcién
de nutrientes (Mayack & Naug, 2009; Martin-Hernéndez et al., 2011). Este resultado se
dio principalmente en la primera etapa de vida, y estaria indicando que la expresién de
estos marcadores moleculares no solo responde al estado nutricional, sino que también
a la infeccién con este microsporidio. La activacién de la expresién de vg podria reflejar
una respuesta de remocién de radicales toxicos generados a partir del dafio tisular
asociado a la infeccién con N. ceranae (Amdam et al., 2004; Higes et al, 2007),
mientras que el aumento de mujpl podria deberse a cambios en el metabolismo de las
abejas asociados al costo de la infeccion (Doublet et al, 2017). Resulta importante
resaltar que el hecho de que la expresién de ambos genes disminuya con el tiempo en
abejas infectadas con N. ceranae pero no asi en abejas sanas, sugiere que los mecanismos
fisioldgicos asociados a esta mayor expresién génica en la primera etapa de vida se
agota rdpidamente. Esto es importante a tener en cuenta al contrastar los efectos
fisiolégicos de la infeccidon analizados en distintos estudios (Antanez et al., 2009, 2013;
Alaux et al., 2011b; Chaimanee et al., 2012), ya que comparaciones a tiempos puntuales
pueden no reflejar las consecuencias reales de la infeccién en las abejas. Ademaés,
posiblemente esta disminucién en la expresidon de estos genes en abejas infectadas en el
tiempo refleje el aceleramiento en la transicidn de tareas y envejecimiento precoz
reportado para abejas infectadas con este microsporidio (Higes et al., 2007; Di Pasquale
et al., 2013).

Desde otra perspectiva, se ha propuesto que el sistema inmune de las abejas varia a lo
largo de su vida, decayendo cuando éstas cambian de realizar actividades de abeja
nodrizas a actividades de abejas pecoreadoras (Amdam et al, 2004). Esta hipdtesis se
fundamenta en que el mantenimiento del sistema inmune es energéticamente costoso

(Moret & Schmid-Hempel, 2000) y las abejas pecoreadoras tienen mayores
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probabilidades de morir en el campo. De esta manera, la colonia ahorraria energia,
concentrando los recursos nutricionales dentro de la colmena en las abejas nodrizas
(Amdam et al, 2004). Por lo tanto, asi como los marcadores nutricionales vy
comportamentales (como vg, mrjply mfe) varian a lo largo de la vida de las abejas, los
marcadores inmunes deberfan variar. En este estudio, se encontré una relacién inversa
entre los marcadores de nutricibn y comportamiento, y los inmunes en abejas
alimentadas con polen, sugiriendo que existe cierta coordinacién en los patrones de
expresidén de estos marcadores a lo largo de la vida de las abejas. Dicha coordinacién
coincide con la reportada por Corona y colaboradores (submitido) considerando los
marcadores moleculares analizados en esta tesis, pero es opuesta a la reportada por
Amdam y colaboradores (2004) considerando a la cantidad de hemocitos como
marcadores inmunes. El hecho que las abejas con un patrén de expresién caracteristico
de abeja pecoreadora presenten mayor expresidn de genes inmunes sugiere, ademas,
que en caso que exista un mecanismo de ahorro de energia involucrando a la respuesta
inmune, distintas vias de respuesta inmune se activan o deprimen frente al cambio de
comportamiento. De esta forma, las abejas no quedarian totalmente desprovistas de

defensas en etapa de pecoreadoras.

Por otro lado, si bien se encuentra ampliamente documentada la asociacién entre
nutricién y respuesta inmune de las abejas, las caracteristicas de dicha asociacién no
estdn claras. Di Pascuale y colaboradores (2013) realizaron un estudio muy completo en
el cual compararon distintas dietas de polen considerando su origen botanico y calidad
nutricional, sobre distintos pardmetros fisioldgicos de las abejas. Estos autores reportaron
que una dieta de polen polifloral puede ser equivalente a una dieta de polen
monofloral, aunque en ciertas condiciones podria mejorar la tolerancia frente a la
infeccién con patégenos. En particular, encontraron que no hay una asociacién directa
entre el porcentaje de proteina del polen y la supervivencia de las abejas, los niveles de
vg y la actividad fenol oxidasa, entre otros pardmetros analizados (Di Pasquale et al.,
2013). De hecho, encontraron que las abejas alimentadas solamente con jarabe
presentan una mayor actividad fenol oxidasa que las alimentadas con polen con alto
contenido de proteinas y lipidos, sugiriendo que al menos este mecanismo inmunolégico
no se veria afectado directamente por la nutricién de las abejas (Di Pasquale et al.,
2013). Con un abordaje metodolégico parecido, Alaux y colaboradores (2010)

obtuvieron resultados similares para la actividad de esta enzima. Sin embargo,

96



Capitulo 1- Efecto de la nutricidn en la fisiologia de las abejas y en la infeccién con
Nosema ceranaey el DWV

encontraron también que la alimentacién con polen (monofloral con distintas
concentraciones de proteinas o polifloral) aumenta la masa de los cuerpos grasos (sitio
de produccién de compuestos antimicrobianos) y disminuye la concentracién de
hemocitos en comparacién a las alimentadas solamente con jarabe. Ademds, estos
autores reportaron que la actividad de la glucosa oxidasa aumenta en abejas
alimentadas con polen en comparacién a las alimentadas con jarabe, siendo mayor en
las que consumieron polen polifloral que monofloral (Alaux et al., 2010). Por otro lado,
Castelli y colaboradores (2015) reportaron que abejas alimentadas con polen polifloral
presentan mayor expresion de los genes que codifican para la glucosa oxidasa,
himenoptecina y lizosima, pero no asi para la glucosa deshidrogenas y defensina en
comparacién a las alimentadas con polen de £. grandis. Por lo tanto, resulta evidente
que los distintos mecanismos inmunes responden diferente frente a las dietas, y la
composicidn nutritiva del polen repercute diferencialmente en estos pardmetros. En los
ensayos de este capitulo, el Gnico gen cuya expresién aumenté por la alimentacién con
polen fue el que codifica para la enzima ppo (principalmente en el segundo ensayo).
Estudios previos reportaron resultados similares, pero sin respaldo estadistico (Alaux et
al., 2010, 2011a). Posiblemente el nimero de abejas analizadas, el estudio a varios
tiempos y el anélisis de expresién del gen que codifica para la enzima clave en esta
respuesta en lugar de la medicién de su actividad, haya permitido esta mayor
sensibilidad. Resulta llamativo que la alimentacién con polen no haya tenido un efecto
positivo en la expresion de los restantes genes inmunes analizados, ya que se ha
reportado que abejas mejor nutridas son capaces de montar una respuesta inmune maés
activa que las alimentadas con jarabe, considerando marcadores de inmunidad humoral
y social (Alaux et al., 2010). La falta de coincidencia entre los resultados obtenidos por
Alaux y colaboradores y los obtenidos en este estudio pueden deberse por un lado a
que se midieron distintos pardmetros como indicativos de la respuesta inmune humoral.
En ese sentido, la masa de los cuerpos grasos analizada en el estudio previamente
mencionado podria ser un pardmetro méas general ya que se trata del sitio de
produccién de los péptidos antimicrobianos, mientras que la expresiéon de los genes
inmunes estaria reflejando un panorama més especifico. Una segunda posibilidad, seria
que los mecanismos inmunolégicos se activen o depriman frente al consumo de ciertos
compuestos presentes en el polen. Este Gltimo aspecto seria también coherente con la
menor expresion de dorsal e him en abejas alimentadas con polen de E. grandis en

comparacién a las alimentadas con jarabe (resultados del segundo ensayo) y en
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comparacién a las alimentadas con polen polifloral (Castelli, 2017). Posiblemente, a
nivel de campo este Gltimo aspecto determine una mayor susceptibilidad frente a la

infeccién con patégenos en colmenas ubicadas en plantaciones de £. grandis.

Por otro lado, la Aim y ppo fueron los Gnicos dos genes vinculados a la respuesta
inmune cuya expresiéon aumentd en abejas infectadas con N. ceranae, siendo este
aumento dependiente del tiempo al igual que los niveles de infeccibn con este
patdégeno. Esto sugiere que posiblemente esta respuesta inmune sea una consecuencia
del aumento de los niveles de infeccién con N. ceranae y confirma que la Aim es un
mecanismo cuya expresidn se activa en las abejas frente a la infeccién con patégenos
(Doublet et al., 2017). A pesar de que la expresidon de estos genes se activd frente a la
infeccién, el aumento en su expresién no contuvo la reproduccién del microsporidio ya
que las abejas alimentadas con polen presentaron mayor expresién de ppo pero
también mayor nivel de infeccién con N. ceranae en comparacién a las alimentadas con
jarabe. Sin embargo, teniendo en cuenta que se trata de un modelo experimental, es
posible que, bajo otras condiciones experimentales, la activacién de estos mecanismos
inmunolégicos sea efectiva suprimiendo la replicacién de N. ceranae. Resultd inesperado
el hecho que la expresién del act ppo y la ppo no mostraran un patrén de expresion
similar, a pesar de estar conectados en la misma via de sefializacién. Esto confirma que
la regulacién de las vias de sefalizacion es compleja (Evans et al., 2006; Doublet et al.,
2017) y por lo tanto en esta discusidn se consideraron solo los niveles de la ppo debido
a que su expresion se da més tardiamente y por lo tanto refleja en mayor medida el

mecanismo inmune efector.

La dindmica de infeccién con N. ceranae dependié de la dieta, mostrando un mayor
nivel en las abejas alimentadas con polen. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por otros investigadores (Porrini et al., 2011; Basualdo et al., 2014a; Jack et al., 2016), y
sugieren que si bien una mejor nutricién promueve la replicacién de Nosema spp., las
consecuencias negativas de dicha infeccién son controladas por abejas bien nutridas ya
que igualmente logran una mejor supervivencia. A su vez, el hecho que abejas
alimentadas con ambos tipos de pdlenes presenten similares niveles de infeccidn
contrasta con resultados obtenidos a nivel de campo de colmenas ubicadas en
plantaciones de £. grandis (Invernizzi et al., 2011a). Las discrepancias pueden deberse a

que en este caso ambos podlenes (monofloral de £ grandis y polifloral 2) fueron
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nutricionalmente similares o a que el estrés al que se enfrentan las colmenas en dichas
plantaciones determine que las abejas no logren detener la infeccién. Por ultimo, el
hecho que los niveles del DWWV disminuyeran por la infeccién con N. ceranae confirma
la interaccién entre ambos patégenos (Costa et al, 2011; Doublet et al., 2015). Estos
resultados junto con el hecho que ambos patégenos son intracelulares obligados y
dependen de la disponibilidad de recursos celulares para reproducirse, sugieren que N.
ceranae es mas efectivo en la obtencién de dichos recursos confirmando estudios previos
(Doublet et al, 2015). Ademas, el hecho que las abejas infectadas con N. ceranae y
alimentadas con polen de £ grandis fueran las que presentaron mayores niveles de
infeccién con el DWV permite proponer que la alta tasa de reproduccién de este virus
podria estar vinculada a la inmunodepresién de las abejas alimentadas con este polen

(Doublet et al., 2017).

Resulta sumamente interesante que los niveles de vg disminuyeron en abejas
alimentadas con polen de £. grandis hacia los 14 dias de vida en las abejas del ensayo 1,
mientras que los niveles de expresiéon de este gen se mantuvieron constantes en las
abejas del ensayo 2 alimentadas con el mismo tipo de polen. De forma similar, los
resultados de la expresién de algunos genes inmunes no coincidieron: en el primer
ensayo la expresién de la Aim no varié en abejas alimentadas con las distintas dietas,
mientras que, en el segundo ensayo, las abejas alimentadas con polen de £. grandis
presentaron menor expresién de este gen en comparacién a las alimentadas con jarabe.
Las diferencias observadas pueden deberse a que se trataba de abejas colectadas en
otofno para el caso del ensayo 1 y de primavera en el ensayo 2. La dindmica colonial
cambia sensiblemente en ambas épocas del afilo: en primavera la colmena estd en pleno
desarrollo, la reina tiene una ovoposicidn muy activa y las obreras sufren una marcada
divisiéon de tareas, mientras que en otofio la colmena se prepara para la época menos
benévola del afio, la postura de la reina disminuye y la divisién de tareas es casi
inexistente (Seeley, 1995). A nivel individual la fisiologia de las abejas se ve modificada
en ambas épocas del afio, con una depresién en la expresiébn de vg, mfe y genes
vinculados al sistema inmune en abejas de invierno en comparacién a abejas de verano
(Steinmann et al, 2015) y una mayor probabilidad de sobrevivir el invierno en
colmenas cuyas abejas presentan altos niveles de Vg (Dainat et al, 2012b). Estos
resultados sugieren que el otofio constituye un cuello de botella en el cual la fisiologia

de la colonia sufre adaptaciones vinculadas a su nutricion de forma de sobrevivir el

99



Capitulo 1- Efecto de la nutricidn en la fisiologia de las abejas y en la infeccién con
Nosema ceranaey el DWV

invierno (Amdam & Ombholt, 2002). Si bien las abejas utilizadas en los ensayos fueron
tomadas apenas emergieron y se mantuvieron en condiciones controladas lejos de las
variaciones ambientales, las mismas estuvieron dentro de la colonia recibiendo la
alimentacién caracteristica de las respectivas épocas del afo. Teniendo en cuenta los
mecanismos de regulacién nutricional de la colonia (Brodschneider & Crailsheim, 2010),
y de marcadores claves vinculados a la nutricién y divisién de tareas (Bitondi & Simdes,
1996; Toth, 2005; Toth & Robinson, 2005; Ament et al., 2010) y la importancia de
ambos factores para asegurar la homeostasis colonial, es esperable que los mismos
impacten en la fisiologia de las abejas adultas. Por lo tanto, la etapa del afio en la que se
realizan los ensayos en condiciones controladas deberia ser tenida en cuenta a la hora de

comparar resultados obtenidos en ensayos independientes.

En conclusién, los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el estrés
nutricional extremo por si mismo y en interaccién con la infeccién con N. ceranae
disminuye la supervivencia de las abejas. Asimismo, estos factores afectan la expresién
de genes vinculados a su estado nutricional y comportamental e inmunoldgico. La
alimentacién con polen promovié la expresién de los genes vgy mujpl, mientras que
principalmente en abejas de primavera, esta alimentacién aumenté la expresién de ppo.
Por otro lado, se comprobd que el polen de £. grandis puede ser equivalente al polen
polifloral segiin distintos parametros nutricionales y sus efectos en la supervivencia de las
abejas, pero inhibe la expresiéon de genes asociados a su sistema inmune. Abejas
alimentadas con polen presentaron mayores niveles de infeccién con N. ceranae a pesar
de sobrevivir méas que las alimentadas con jarabe, y dicha infeccién promovié la
expresion de Aim y ppo. Por Gltimo, se comprobd que existe una interaccién negativa
entre N. ceranae y DWV, siendo N. ceranae mas eficiente en la utilizaciéon de los

recursos celulares.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la hipétesis planteada y las predicciones asociadas, es
posible aceptar de forma parcial la hipétesis, considerando el tipo de dieta (jarabe de

sacarosa o dieta monofloral), el gen analizado y la infeccién con N. ceranae.
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6. CAPITULO 2- Efecto de la microbiota intestinal y la interaccién
con abejas nodrizas en la alimentacién con polen

6.1. Introduccién

El polen suministra las proteinas, lipidos, vitaminas y minerales necesarios para la
formacién y mantenimiento de los tejidos, para cumplir con las funciones fisioldgicas de
las abejas y para mantener su homeostasis a nivel individual (revisado por Brodschneider
and Crailsheim, 2010). Sin embargo, el polen puede también contener compuestos
potencialmente tdxicos para las abejas (revisado en Johnson, 2015), como ciertos
carbohidratos, algunos almidones, flavonoides y acido galacturénico presente en las
pectinas (Barker, 1977; Reinhard et al, 2009; Arnold et al, 2014). Resulta evidente
entonces, que la homeostasis a nivel individual y colonial no depende simplemente de
una nutricién adecuada sino también de la capacidad de detoxificar estos compuestos
potencialmente téxicos presentes en el polen, funcién realizada por la abeja mismo, su
comunidad bacteriana e interacciones sociales, entre otros factores (Engel and Moran,

2013c¢; revisado por Johnson, 2015; Powell et al., 2014).

Las abejas nodrizas son los principales individuos adultos consumidores de polen de la
colmena (Crailsheim, 1990b). Una vez que el polen ingerido arriba al intestino medio,
su contenido es liberado, absorbido y transportado por la hemolinfa hacia los cuerpos
grasos (Kroon et al., 1974; Zheng et al., 2019). Los nutrientes almacenados en los
cuerpos grasos son movilizados hacia las glandulas hipofaringeas donde son utilizados
para sintetizar jalea real, compuesto transferido mediante trofalaxis a larvas, reina y
obreras (Crailsheim, 1992; Crailsheim et al., 1992; Amdam & Ombholt, 2003). De esta
forma, el polen ingerido es procesado y administrado a los restantes individuos de la
colmena. Ademas, las abejas nodrizas mediante la actividad de trofalaxis contribuyen a
la adquisicién y establecimiento de la microbiota intestinal de las abejas (Powell et al.,
2014). Esta microbiota intestinal estd ampliamente caracterizada, es estable y
conservada. Se ha reportado, que ciertas especies bacterianas tienen la capacidad de

procesar compuestos como el &cido galacturdnico y las pectinas (Engel et al., 2012).

En el capitulo 1 de esta tesis se reportd que las abejas recién emergidas alimentadas con
el polen polifloral 1, presentaron una alta mortalidad en la primera etapa de vida. Esto

podria deberse a que ese polen contenia compuestos potencialmente tdéxicos y a que
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debido a las condiciones de cria de las abejas recién emergidas (ausencia de abejas
nodrizas que pudieran procesar ese polen o transferirle la comunidad microbiana tipica
de las abejas), éstas no lograran sobrevivir frente al consumo de dichos compuestos. En
base a lo expresado, se plantea como hipdtesis que la presencia de una microbiota
intestinal caracteristica de las abejas en términos de abundancia y diversidad, asi como la
interaccién con abejas nodrizas en la primera etapa de la vida de la abeja son necesarias
para sobrevivir al consumo de compuestos potencialmente téxicos del polen. El objetivo
de este capitulo fue analizar el efecto de la microbiota intestinal y de las interacciones
con abejas nodrizas en la supervivencia, fisiologia y microbiota intestinal de abejas

alimentadas con polen potencialmente téxico.
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6.2. Estrategia experimental

Para cumplir con el objetivo, se realizaron dos ensayos. En el primero de ellos se
utilizaron abejas de entre O y 4 dias de vida las cuales se incubaron con abejas nodrizas y
se alimentaron con polen polifloral o con jarabe de sacarosa (control). La utilizacién de
abejas de entre O y 4 dias respondié a que, debido a la época del afio, no era posible
obtener el nimero necesario de abejas recién emergidas. Se analizd la supervivencia
diaria acumulada de las abejas sometidas a ambos tratamientos. Por otro lado, el
objetivo del segundo ensayo fue analizar el efecto de las interacciones con las abejas
nodrizas y de la suplementacién con contenido intestinal en abejas recién emergidas
alimentadas con el polen polifloral. Para esto, se criaron abejas recién emergidas en
condiciones de laboratorio, se alimentaron con polen polifloral y se dividieron en
grupos. Un grupo se mantuvo como control, a otro grupo de abejas se le colocaron
abejas nodrizas, mientras que al tercer grupo de abejas se lo suplementé con contenido
intestinal proveniente de abejas nodrizas. Se analizé la supervivencia diaria acumulada
de las abejas. Ademads, se tomaron muestras de abejas a los 4 y 10 dias de vida para
analizar la expresiéon de distintos genes: 1) vg, con el objetivo de analizar si el polen
consumido es asimilado por los distintos grupos de abejas, 2) Aimy ppo, para evaluar si
los distintos tratamientos afectan el sistema inmune humoral y celular, respectivamente,
3) gen putativo de la senesionina N oxigenasa (enzima potencialmente involucrada en la
detoxificacién de alcaloides pirrolizidincos), para descartar si los desencadenantes de la
mortalidad pudieron haber sido estos compuestos, 4) cyp9 (gen involucrado en la
detoxificacion de cumafds) (Mao et al, 2011), debido a que se encontraron trazas de
este acaricida, y 5) se analizé el nivel de infeccién del DWV como marcador sanitario.
Por dltimo, a los 4 dias de vida se tomaron muestras de los intestinos de las abejas para
analizar las diferencias en la comunidad microbiana intestinal de las abejas sometidas a

los distintos tratamientos.

103



Capitulo 2- Efecto de la microbiota intestinal y la interaccién con abejas nodrizas en la
alimentacién con polen

6.3. Metodologia
6.3.1. Dieta utilizada

En este ensayo se empled el polen polifloral 1, previamente caracterizado como se
describe en el capitulo 1 de esta tesis. Se analizé desde el punto de vista nutricional
(porcentaje de proteinas, lipidos y aminoécidos), la presencia de los pesticidas
comUnmente utilizados en agricultura y apicultura en nuestro pais, y también se analizd

la presencia de virus, segln se describe en las secciones 5.3.1y 5.3.7.

6.3.2. Ensayo I: Efecto de las abejas nodrizas en la supervivencia de abejas alimentadas

con polen potencialmente toxico

Este ensayo se realizé a fines del otofio de 2015 en el Bee Research Laboratory
(Departamento de Agricultura de Estados Unidos, USDA), y se utilizaron abejas de entre
O y 4 dias de edad. Para su colecta, se tomaron tres marcos de cria operculada pronta
para emerger de tres colmenas de abejas A. mellifera del Bee Research Laboratory
(USDA). Dichos marcos se sacudieron en un recipiente de forma que las abejas cayeran
en el mismo y se esperé a que las abejas de mayor edad volaran. Las abejas restantes,
cuya edad se estima entre O y 4 dias, se utilizaron en los ensayos (abejas focales). Las
abejas colectadas se colocaron en grupos de 90 abejas por jaula y se dividieron en dos
tratamientos (4 réplicas por tratamiento): i) alimentacién con jarabe de sacarosa al 50%

(control), y ii) alimentacién con jarabe de sacarosa y polen polifloral 1.

A su vez, en cada jaula de ambos tratamientos se colocaron 9 abejas nodrizas de 6 dias
de edad (proporcién 1 nodriza cada 10 abejas). Las abejas nodrizas fueron incluidas
debido a que se ha reportado que cumplen un rol importante en el procesamiento del
polen para que las abejas recién emergidas lo puedan consumir (Powell et al., 2014).
Para su colecta, 7 dias previos a comenzar el ensayo y colectar las abejas focales, se
tomaron cuadros con cria operculada proxima a emerger. Dichos marcos se incubaron a
32+1°C y 70% de humedad. A las 24 horas se colectaron las abejas emergidas, se
marcaron en el térax con pintura Uni-Posca (1,8-2,5 mm) y se retornaron a sus
respectivas colmenas. A los 7 dias las abejas marcadas se recuperaron de las colmenas, y

se introdujeron en las jaulas junto con las abejas focales. Las jaulas se incubaron a
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32+1°C y 70% de humedad. Las abejas se alimentaron ad /ibitum y el alimento se
cambié a diario para que estuviera siempre fresco. Se monitorearon las abejas

diariamente y se registré la mortalidad.

En la figura 26 se presenta un esquema del disefio experimental del ensayo.
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Figura 26. Esquema del disefio experimental del Ensayo 1: Efecto de las abejas nodrizas en la

supervivencia de abejas alimentadas con polen potencialmente téxico (polen polifloral 1).
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6.3.3. Ensayo 2: Efecto de la microbiota intestinal y de las abejas nodrizas en abejas
alimentadas con polen potencialmente toxico

Este ensayo se realizé a principios de otofio de 2016 en la seccién Etologia de Facultad
de Ciencias, UdelaR (Montevideo, Uruguay). Se utilizaron abejas recién emergidas
(abejas focales) provenientes de colmenas ubicadas en el departamento de Canelones,
Uruguay. Estas abejas se colectaron segin se describe en la seccién 5.3.2. Las abejas se
colocaron en jaulas en grupos de 70 abejas por jaula y se dividieron en 4 tratamientos
(3 réplicas por tratamiento): i) alimentacién con jarabe de sacarosa al 50% y polen
polifloral 1 (control), ii) alimentacién con jarabe de sacarosa y polen polifloral 1, y
acompafiamiento por abejas nodrizas (colectadas segin se describe en la seccién 6.3.2),
en una relacién de 1 abeja nodriza por cada 2 abejas focales, proporcién recomendada
para asegurar que se dé trofalaxis entre ambos grupos de abejas (Powell et al., 2014), iii)
alimentacién con jarabe de sacarosa y polen polifloral 1, y acompafiamiento con abejas
nodrizas (colectadas segin se describe en la seccién 6.3.2) en una relacién de 1 abeja
nodriza por cada 10 abejas focales. Esta proporcién se incluyé con el objetivo de evaluar
la magnitud de los efectos de la trofalaxis en relacién con el tratamiento ii, y iv)
alimentacién con jarabe de sacarosa suplementado con el contenido intestinal de abejas
nodrizas y polen polifloral 1. El contenido intestinal se obtuvo a partir de abejas
nodrizas vivas, colectadas de acuerdo a lo expresado en la seccidén 6.3.2. Se extrajo el
intestino de 5 abejas con pinza estéril, y se homogeneizaron en 2 ml de jarabe de
sacarosa al 50%. Esta dosis se administrd cada 48 h a cada una de las jaulas. Una vez

consumida por completo, se continué con la administracién de jarabe de sacarosa.

Tanto el jarabe como el polen se administrd ad /ibitum y el alimento se cambié cada
48 h. Todas las jaulas se monitorearon a diario, se removieron las abejas muertas y se
registraron en una planilla de datos. Por otro lado, se tomaron muestras de abejas a
tiempo O, a los 4 y 10 dias post emergencia para analizar la expresion de genes
vinculados a la fisiologia de las abejas, y a los 4 dias post emergencia para analizar la
estructura y diversidad de su comunidad microbiana intestinal. Para cada uno de estos

andlisis se colectaron 10 abejas por tratamiento (3, 3 y 4 abejas de cada jaula).

En la figura 27 se presenta un esquema del disefio experimental del ensayo.
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Figura 27. Esquema del disefio experimental del Ensayo 1: Efecto de las abejas nodrizas en la

supervivencia de abejas alimentadas con polen potencialmente téxico

6.3.4. Extraccion de ARN de abejas

Las abejas se homogeneizaron individualmente en tubos conteniendo 300 mg de
perlas de cerdmica, 600 ul de buffer RLT y 6 ul de B-mercaptoetanol a una velocidad de
5,5 m/s durante 1T min en un equipo FastPrep®-24 (MP Biomedicals, USA).
homogeneizado obtenido se centrifugd a 10.000 rpm durante 3 min y el sobrenadante
se transfirié a la columna de digestion de ADN gendémico provista por el RNeasy Plus
mini kit (Qiagen, Alemania). Posteriormente, se siguieron los pasos pautados por el
fabricante para finalizar con la extraccién de ARN. Con el fin de digerir posibles restos
de ADN gendémico que pudieran haberse filtrado en la columna, se afiadi® un paso de
digestion de ADN gendmico adicional utilizando la enzima DNAse | (Invitrogen, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EIl ARN obtenido se retrotranscribié a ADNc

utilizando el High Capacity ADNc Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
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Lithuania). El ADNc obtenido se diluyé al décimo en agua destilada estéril y se conservd

a -20°C hasta el momento de ser utilizado.

6.3.5. Andlisis de la expresion génica

Se analizé la expresiéon de los genes que codifican para la Vg, Him, Ppo, citocromo
P450 (Cyp9) y un gen candidato de la senecionina N oxigenasa (Pa) (enzima
potencialmente involucrada en la detoxificaciéon de alcaloides pirrolizidinicos), y el nivel
de infeccién con el DWV utilizando los cebadores vgF-R, himF-R, ppoF-R, cyp9F-R,
palF-R y dwvF-R, respectivamente (Tabla 1, Apéndice 1). Los cebadores palF-R se
disefiaron en el marco de esta tesis. Para esto, se realizd en primer lugar una busqueda
bibliogréfica de posibles genes candidatos a estar involucrados en la detoxificacién de
alcaloides pirrolizidinicos. Se encontré un gen en el genoma de las abejas A. mellifera
anotado como senecionina N oxigenasa, potencialmente vinculado a la detoxificacién
de alcaloides. Se alinearon las secuencias disponibles en el NCBI para dicho gen y se
selecciond la zona maés conservada y con contenido medio de GC. Se disefiaron dos
juegos de cebadores (PA1-F, PAI-R y PA2-F, PA2-R) utilizando el software Primer 3 Plus.
Una vez puestas a punto las reacciones, los productos obtenidos se mandaron a
secuenciar al servicio de secuenciacion de Macrogen (Korea del Sur) y se comprobd la
identidad de los productos. En base a la especificidad obtenida se seleccion el juego de
cebadores PA1 para ser utilizado en los anélisis. Las condiciones de reaccién consistieron
en 10 ul de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, UK), 0,3 uM de
cada cebador y 2 ul de ADNc en un volumen final de 20 ul. Las condiciones de ciclado
consistieron en 10 min a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 60 seg a 60°C (en el caso de
la amplificacién del cyp9qg2, 30 seg a 56°C y 30 seg a 60°C). Con el fin de comprobar la
identidad de los productos se incluy®é una curva de desnaturalizacién elevando la
temperatura de 65 a 95°C. Todas las reacciones se corrieron por triplicado, y se incluyd
una curva estdndar que consistié en 5 puntos de dilucién 1/5 de una mezcla de los
ADNCc obtenidos en el experimento y controles negativos. Para la normalizacién de los
resultados se utilizé la media geométrica de la expresién de los genes que codifican para
la B-actina y RPS5, utilizando los cebadores B-act F y R y RPS5 F y R (Tabla 1, Apéndice

1). Dichos genes se analizaron en corridas independientes y todas las reacciones se

108



Capitulo 2- Efecto de la microbiota intestinal y la interaccién con abejas nodrizas en la
alimentacién con polen

realizaron en un equipo de PCR en tiempo real CFX96 TouchTM Real Time PCR System
(Biorad).

Los resultados obtenidos en ambos experimentos se analizaron utilizando el método
descripto por Pfaffl (2001), utilizando como grupo calibrador a las abejas muestreadas a

tiempo O (recién emergidas).

6.3.6. Extraccion de ADN de la comunidad microbiana intestinal de las abejas

Para la extraccién de ADN intestinal de las abejas se siguié el protocolo propuesto por
Powel y colaboradores (2014). Las abejas se anestesiaron con frio, se esterilizaron
superficialmente con una solucién de hipoclorito al 1% y se extrajeron los intestinos
utilizando una pinza estéril. Los intestinos de 10 abejas se homogeneizaron en tubos
conteniendo 300 mg de perlas de cerdmica, 728 ul de buffer CTAB al 2% y 20 ul de
Proteinasa K (20mg/ml) a 6,0 m/seg durante 30 seg en un equipo FastPrep®-24 (MP
Biomedicals, USA). Posteriormente, se adicionaron 2 ul de B-mercaptoetanol y se repitid
el paso de homogenizacién a igual velocidad durante 2 min. Las muestras se colocaron
en hielo durante un minuto y se repitié el tltimo paso de homogenizacién. Las muestras
se incubaron durante toda la noche a 56°C y 750 ul del lisado se transfirié a un nuevo
tubo conteniendo igual volumen de una solucién de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:25:1). Dicha mezcla se homogeneizé por inversidén y se colocé en hielo
durante 2 min. Posteriormente, se centrifugd a 14.000 rpm durante 15 min a 4°C y se
transfiri6 700 ul de la fase superior a un nuevo tubo conteniendo 700 ul de
isopropoanol y 70 ul de acetato de sodio 3 M. Con el fin de precipitar el ADN, se
incubaron las muestras durante 30 min a -20°C y se centrifugaron a 14.000 rpm por 30
min a 4°C. El sedimento obtenido se resuspendié en 1 ml de etanol al 75%, se
centrifugd a 14.000 rpm por 3 min a 4°C y se descarté el sobrenadante. Luego de
evaporado el etanol (durante 30 min aproximadamente) el sedimento se resuspendid en
40 ul de agua durante toda la noche a 4°C. EIl ADN obtenido se cuantificé en
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA) y se estandarizaron las muestras en una

concentraciéon de 10 ng/ul.
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6.3.7. Anélisis de la comunidad microbiana intestinal de las abejas

Las muestras de ADN se enviaron al servicio de secuenciacién masiva de la Universidad
de Texas (Austin, USA) donde se secuencid la regiéon V4 del ADN que codifica para el
ARNr 16 S bacteriano utilizando la plataforma lllumina MiSeq y 250 ciclos paired-end.

El andlisis bioinformético de las secuencias obtenidas se realizé empleando el software
QIIME (Caporaso et al., 2010). En una primera instancia se unieron las lecturas pareadas
utilizando el método de “multiple join”. Posteriormente, se seleccionaron las secuencias
de mejor calidad identificando y eliminando las quimeras mediante el software Usearch
6.1. Se seleccionaron de novo las unidades taxonémicas operativas (OTUs) utilizando la
opcién uclust (Edgar, 2010) a las cuales se les asignd una taxonomia utilizando la base de
datos de Greengenes con un nivel de similitud de 97%. Se eliminaron las secuencias que
presentaron similitud con mitocondrias y cloroplastos, y aquellas OTUs con menor
frecuencia que 3 (singletones). Posteriormente, se exploraron las curvas de rarefaccién
de las OTUs observadas en funcién de la profundidad del anélisis y las muestras se

normalizaron en funcién de aquella que presenté menor nimero de secuencias.

6.3.8. Andlisis estadisticos
6.3.8.1. Supervivencia diaria

Se construyeron curvas de supervivencia segin el método de Kaplan-Meier (Bland &
Altman, 1998) y las diferencias entre los distintos tratamientos se analizé mediante el test
Logrank y Wilcoxon a posteriori corregido por Bonferroni (Bland & Altman, 2004), con
un nivel de confianza del 95%. En ambos casos se utilizé el Software R Studio (R Studio

Team, 2016).

6.3.8.2. Expresion génica y nivel de infeccidn

Se analizd el efecto de los tratamientos en la expresion de distintos genes vinculados a
la fisiologia de las abejas y el nivel de infeccién con el DWV. Debido a que se tomaron
muestras de abejas provenientes de distintas jaulas, los datos se analizaron utilizando
Modelos lineares generalizados mixtos (GLMM) (paquete {Ime4}) (Bates et al., 2015; R

Studio Team, 2016). Se consider6 el nivel de expresién de los genes y la infeccién con
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DWV como variables de respuesta, el tratamiento (polen polifloral 1, polen polifloral 1
+ abejas nodrizas o polen polifloral 1 + contenido intestinal) y el tiempo (dias 4 y 10)
como efectos fijos, y la jaula como efecto aleatorio. Se utilizé la distribucién gamma vy la

funcién de conexién log.

6.3.8.3. Microbiota intestinal

Para estimar la diversidad alfa de las distintas muestras se calculdé el indice de
diversidad de Shannon). Las diferencias entre tratamientos se determinaron mediante el
Test de ANOVA. Con el fin de evaluar el efecto de los distintos tratamientos en la
composicién de la comunidad microbiana intestinal, se construyeron matrices de
disimilitud weighted Unifrac (por abundancia de OTUs) las cuales se utilizaron para
calcular las diferencias en la comunidad microbiana intestinal mediante el test de

PERMANOVA corriendo 2000 permutaciones.

Por otro lado, con el objetivo de visualizar la distribuciéon espacial de las muestras se
construyeron gréficos de Non-metric multidimensional dimensional scaling (NMDS). Se
determind el mejor nimero de agrupamientos para esa representacién con la funcién
NbClust utilizando la distancia euclideana y el método de k-means. La asociacién entre
los tratamientos y el ordenamiento espacial de las muestras se determiné con la funcién

envfit (Oksanen et al., 2017).

Por ultimo, se determinaron las diferencias en la abundancia relativa de las distintas

OTU:s entre los tratamientos mediante el software DESeg2 (Love et al., 2014).

Todos los anélisis se realizaron empleando el Software R Studio, considerando un nivel

de confianza del 95% (R Studio Team, 2016).
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6.4. Resultados

6.4.1. Ensayo I: Efecto de las abejas nodrizas en la supervivencia de abejas alimentadas
con polen potencialmente toxico

Las abejas de O a 4 dias de edad alimentadas s6lo con jarabe de sacarosa sobrevivieron
como méaximo 60 dias, mientras que las que recibieron polen sobrevivieron hasta 80
dias. La supervivencia diaria acumulada fue significativamente mayor en las abejas

alimentadas con polen polifloral 1 (Log Rank test p<0,001) (Fig. 28).
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Figura 28. Supervivencia diaria acumulada de las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa y
polen polifloral 1. La curva de supervivencia se construyé mediante el método de Kaplan Meier.
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6.4.2. Ensayo 2: Efecto de la microbiota intestinal y de las abejas nodrizas en abejas
alimentadas con polen potencialmente toxico

6.4.2.1. Supervivencia diaria

En este segundo ensayo se profundizé en el posible rol de las abejas nodrizas en la

supervivencia de las abejas recién emergidas.

Se encontré que las abejas recién emergidas acompafiadas por nodrizas en una relacién
1:2 sobrevivieron significativamente méas que las abejas pertenecientes a los otros
tratamientos (Wilcoxon test: polifloral 1+nodrizas 1:2 - polifloral 1+nodrizas 1:10,
p=0,03; polifloral 1+nodrizas 1:2 - polifloral 1+suplementacién con contenido
intestinal, p=0,003; polifloral 1+nodrizas 1:2 — polifloral 1, p<0,001) (Fig. 29). Por otro
lado, la supervivencia de las abejas acompafadas por nodrizas en una relacién 1:10 fue
similar a las abejas suplementadas con contenido intestinal (Wilcoxon test, p=0,99) (Fig.
29), y en ambos casos la supervivencia fue mayor que el grupo de abejas control (sin
tratamiento) (Wilcoxon test, polifloral 1+nodrizas 1:10 — polifloral 1, p<0,001; polifloral

1 + suplementacién con contenido intestinal - polifloral 1, p<0,001) (Fig. 29).

A los 7 dias de edad las abejas suplementadas con contenido intestinal presentaron un
aspecto himedo y movimientos lentos. Debido a la sospecha de que parte del jarabe
habia caido del alimentador mojando a las abejas, y que esto afectaria su supervivencia,
se dio por finalizado el ensayo para este grupo. De este modo, para este tratamiento, se
discontinué el registro diario de mortandad y no se tomaron muestras de abejas de 10

dias para los anélisis moleculares.
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Figura 29. Supervivencia diaria acumulada de las abejas alimentadas con polen polifloral 1,
polen polifloral 1y acompafiadas por abejas nodrizas en una relacién 2:1, polen polifloral 1y
acompafadas por abejas nodrizas en una relacién 10:1, y polen polifloral 1 suplementadas con

contenido intestinal. La curva de supervivencia se construyd mediante el método de Kaplan
Meier. Las pequefias lineas perpendiculares indican datos censados.
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6.4.2.2. Expresion de genes vinculados a la fisiologia de las abejas y nivel de infeccion
con DWV

Con el objetivo de profundizar los distintos mecanismos fisiolégicos que podrian
haberse visto afectados por la ingesta del polen polifloral 1, se analizé la expresién de
los genes vg, pal, cyp9, him y ppo, y los niveles de infeccién con el DWV en los grupos
de abejas alimentados con polen polifloral 1, alimentados con polen polifloral 1 y con
abejas nodrizas, y alimentados con polen polifloral 1 y suplementadas con contenido

intestinal.

Los niveles de expresion de vg se vieron afectados significativamente por el
tratamiento: la administracién de polen polifloral 1 junto con abejas nodrizas o junto
con contenido intestinal aumentd la expresién de este gen respecto a la alimentacién
Gnicamente con polen polifloral 1 (GLMM, p<0,05) (Fig. 30; Tabla 5, Apéndice 2). No
se observé un efecto del tiempo ni de la interaccién entre el tiempo y tratamiento en los

niveles de expresion de este gen (Tabla 5, Apéndice 2).
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Figura 30. Expresion relativa del gen vg de las abejas muestreadas a los 4 y 10 dias de edad
pertenecientes a los distintos tratamientos. Los boxp/ots indican los datos minimos, maximos, los
percentiles 25 y 75 y la mediana.
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Por otro lado, los niveles de expresién de pal no se vieron afectados ni por los

tratamientos, ni por el tiempo, ni por la interaccién entre ambas variables (GLMM,

p=0,05) (Fig. 31; Tabla 5, Apéndice 2). Similares resultados se obtuvieron para el nivel
de expresién de cyp9 (GLMM, p=0,05) (Fig. 31; Tabla 5, Apéndice 2).
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Figura 31. Expresion relativa de los genes que codifican para la senecionina N oxigenasa (a) y
para la citocromo P450 (b) de las abejas muestreadas a los 4 y 10 dias de edad pertenecientes a
los distintos tratamientos. Los valores del eje y se encuentran en escala logl0. Los boxplots
indican los datos minimos, méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.
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Los niveles de expresion de Aim aumentaron con el correr del tiempo (GLMM,
p<0,05) (Fig. 32; Tabla 5, Apéndice 2). No se observé un efecto del tratamiento ni de
la interaccién entre el tratamiento y el tiempo sobre esta variable (GLMM, p=0,05)

(Fig. 32; Tabla 5, Apéndice 2).

Por otro lado, los niveles de expresién de ppo no se vieron afectados por el
tratamiento (GLMM, p=0,05) (Fig. 32; Tabla 5, Apéndice 2). En este caso, no fue

posible amplificar el gen en las muestras tomadas a los 10 dias de vida.
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Figura 32. Expresidn relativa de los genes a) Aim de las abejas muestreadas a los 4 y 10 dias y de
b) ppo de las abejas muestreadas a los 4 dias de edad pertenecientes a los distintos tratamientos.
Los valores del eje y se encuentran en escala log10. Los boxplotsindican los datos minimos,
maéaximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.
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Por ultimo, los niveles de infeccién con el DWV se vieron afectados por el tratamiento,
ya que las abejas pertenecientes al tratamiento de polen polifloral 1 presentaron mayor
nivel de infeccién con este virus en comparacién a las alimentadas con el mismo polen y
acompafadas por abejas nodrizas y suplementadas con contenido intestinal (GLMM,
p<0,05) (Fig. 33; Tabla 5, Apéndice 2). En este caso tampoco se logré amplificar el
nivel del DWV al dia 10.
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Figura 33. Nivel de infeccién con el Virus de alas deformes (DWV) de las abejas muestreadas a
los 4 dias de edad pertenecientes a los distintos tratamientos. Los valores del eje y se encuentran
en escala log10. Los boxplotsindican los datos minimos, méximos, los percentiles 25y 75 y la
mediana.
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6.4.2.3. Comunidad microbiana intestinal de las abejas

Se obtuvieron un total de 170.184 lecturas, de las cuales un 99% (170.166) pasaron los
umbrales de calidad establecidos. Los datos se rarificaron segiin la muestra con menor
namero de lecturas, dando un total de 11.473 lecturas por muestra. Los andlisis finales se
realizaron con un total de 169.743 lecturas Gnicas y 55 OTUs (con un 97% de
identidad).

Posteriormente se comparé la comunidad microbiana intestinal asociada a los
tratamientos de polen polifloral 1, polen polifloral 1 + abejas nodrizas (1:2) y polen

polifloral 1 + contenido intestinal a los 4 dias de vida.

Por un lado, se analizé la diversidad intra-tratamientos mediante el estimador de
Shannon, no observdndose diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (ANOVA p=0,98). Por otro lado, se compard la diversidad bacteriana
entre los distintos tratamientos teniendo en cuenta matrices de disimilitud entre muestras
(weighted Unifrac). En este caso tampoco se observaron diferencias entre tratamientos

(PERMANOVA p=0,57).

Con el objetivo de visualizar el arreglo espacial de las muestras, se construyé un gréfico
de NMDS. El mejor nimero de agrupamientos fue 3, con las muestras de abejas
suplementadas por contenido intestinal por un lado, una muestra de abejas
acompafadas por nodrizas por otro lado y las alimentadas solamente con polen
polifloral 1 junto con una de las muestras de abejas acompafiadas por nodrizas por otro
lado. Por lo tanto, si bien las muestras representativas de los distintos tratamientos
tienden a diferenciarse, no es posible observar un ordenamiento claro de las muestras
segin los distintos tratamientos (Fig. 34). Dicha falta de estructuracién se respalda por
los resultados obtenidos del anélisis de asociacién entre el ordenamiento y los

tratamientos (envfit p=0,17).
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Figura 34. Non-metric multidimensional dimensional scaling (NMDS) de las muestras
pertenecientes a los tratamientos de abejas alimentadas con polen polifloral 1 (polifloral), polen
polifloral 1y suplementadas con contenido intestinal (polifloral_ci), y alimentadas con polen

polifloral 1y abejas nodrizas (polifloral_sop).

La comunidad microbiana intestinal de las abejas pertenecientes a los tres tratamientos
estuvo conformada principalmente por Snodgrasella alvi, Gilliamella apicola,
Lactobacillus apis (Lactobacillus Firm-5), Bifidobacterium asteroides, y miembros de la
familia Acetobacteracea asi como por miembros de los géneros Bartonella spp.,

Achromobacter spp., Acinetobacter spp. y Klebsiella spp. (Fig. 35).

Segin los andlisis de Deseq2, las abejas alimentadas con polen polifloral 1 y
acompafiadas de nodrizas presentaron significativamente mayor abundancia relativa de
Lactobacillus apis (Deseq2, p<0,05, foldchange=1,98), y Bifidobacterium asteroides
(Deseq2, p<0,05, foldchange=1.52) y menor abundancia de Enterobacteraceae
(Deseq2, p<0,05, foldchange=-8,08) y Acetobacteraceae (Deseq2, p<0,05,
foldchange=-1,85) en comparacién a las alimentadas con polen polifloral 1. A la vez, las
abejas alimentadas con polen polifloral 1 y acompafiadas por nodrizas presentaron
menor abundancia de Enterobacteracea en comparacién a las alimentadas con el mismo
polen y suplementadas con contenido intestinal (Deseq2, p<0,05, foldchange=24,48).

Finalmente, las abejas alimentadas con polen polifloral 1y suplementadas con contenido
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intestinal presentaron menor abundancia relativa de Enterobacteracea (Deseq2, p<0,05,

foldchange=5,28) en comparacién a las alimentadas con el mismo polen.

W Acinetobacter spp.
Gilliamella apicola
Klebsiella spp.
Snodgrasella alvi

I Achromobacter spp.

BN Gluconobacter spp.

I Acetobacteraceae

Wl Lactobacillus apis
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Figura 35. Abundancia relativa de los grupos bacterianos dominantes en las muestras de abejas de

los distintos tratamientos.
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6.5. Discusidn

La nutricién de las abejas se basa en el consumo de polen, fuente de proteinas, lipidos
y minerales, ademés de los carbohidratos aportados por el néctar. Es por esto, que una
mayor diversidad de polen tiene el potencial de suministrar a las abejas una mayor
variedad de nutrientes que el polen monofloral. Sin embargo, el polen polifloral puede
también aumentar las probabilidades de contener compuestos potencialmente téxicos
para las abejas (Barker, 1977; Reinhard et al, 2009; Arnold et al, 2014), y los
resultados obtenidos en el primer capitulo de esta tesis evidencian esta posibilidad.
Abejas recién emergidas criadas en condiciones de laboratorio, carecen de las
interacciones sociales que se dan con el resto de los integrantes de la colmena. Dichas
interacciones implican, entre otros factores, contacto entre abejas recién emergidas y
nodrizas. Estas Gltimas alimentan a las abejas recién emergidas con jalea real rica en
proteinas y lipidos y contribuyen con la adquisicién de la comunidad microbiana
intestinal de las abejas (Powell et al, 2014). A su vez, esta comunidad microbiana
intestinal ayuda en el procesamiento del polen suministrdndole a las abejas distintos
nutrientes, compite con potenciales patégenos y activa la respuesta inmune de las
abejas, entre otras funciones (Koch & Schmid-Hempel, 2011; Engel et al., 2012; Kwong
et al., 2017; Zheng et al., 2019). De esta forma, resulta evidente que, en las condiciones
de cria de laboratorio, estadn ausentes distintos mecanismos que se dan en la naturaleza y
que son claves para el mantenimiento de la homeostasis individual. En este estudio se
plante6 como objetivo analizar el efecto de las interacciones entre abejas recién

emergidas y nodrizas, y con la comunidad microbiana intestinal.

Los motivos por los cuales el polen polifloral 1 puede haber causado la alta mortalidad
observada son miltiples. Como un primer abordaje se consideré que posiblemente la
presencia de componentes tdxicos en la muestra de polen, como alcaloides
pirrolizidinicos, altas concentraciones de pectinas que pudieran haber en el polen, o
cumafds (acaricida de uso comun en apicultura), podrian haber sido los responsables de
tal mortalidad. De estos compuestos, es posible descartar el efecto negativo del cumafés,
ya que las abejas de los tres tratamientos presentaron similar nivel de expresién del gen
que codifica para la enzima involucrada en su detoxificaciéon. El gen que codifica para la
enzima potencialmente vinculada a la detoxificacién de los alcaloides pirrolizidincios
también mostré similar nivel de expresidon entre las abejas de los distintos tratamientos,

por lo que probablemente también se puede desestimar el efecto de estos compuestos.
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Sin embargo, debido a que los cebadores fueron disefiados en base a una secuencia
putativa para esta enzima, esta conclusién debe ser tomada con cautela hasta tanto se
confirme la funcién de esta enzima. Por ultimo, no se observaron diferencias en la
abundancia de Gilliamella apicola, grupo asociado al metabolismo de las pectinas (Engel
et al., 2012), por lo que posiblemente estos compuestos tampoco hayan sido los
responsables de la mortalidad observada. De esta forma, se descartan estos tres
componentes como responsables de la muerte de las abejas. Es importante resaltar que,
a pesar de haber analizado varios pesticidas en el polen, no es posible descartar que la
alta mortalidad observada no esté asociada también a la presencia de otros pesticidas no
analizados. Sin embargo, considerando que los resultados obtenidos demuestran que las
interacciones con las nodrizas son claves y que estas interacciones tienen miles de afios
de evolucién, es posible desestimar que el desencadenante de la mortalidad observada
sea un pesticida cuyo uso en el ambiente o en las colmenas es reciente en términos

evolutivos.

Por otro lado, el anélisis de la comunidad microbiana intestinal de las abejas
(independientemente del tratamiento) mostré una alta abundancia de miembros de las
Enterobacteraceae. Este resultado fue inesperado ya que si bien estas bacterias han sido
identificadas en la microbiota intestinal de las abejas, son considerados patdégenos
oportunistas y consecuentemente su abundancia es baja en comparacién a la abundancia
de los miembros del “core’ (revisado por Raymann & Moran, 2018). Esto estaria
indicando que la alimentacién con el polen polifloral 1, no permitié que las abejas
adquirieran su comunidad microbiana intestinal caracteristica y promovié una mayor
abundancia de estas bacterias potencialmente patégenas, lo cual pudo haber
desencadenado la alta mortalidad observada. De hecho, las abejas recién emergidas
acompafiadas por nodrizas fueron las que presentaron menor abundancia relativa de las
Enterobacteraceae y las que maés sobrevivieron, seguidas por las suplementadas por
contenido intestinal y por las alimentadas Gnicamente con polen polifloral 1, grupo de

abejas con menor supervivencia.

Ademés, el beneficio del acompafamiento de abejas nodrizas se manifesté también en
la adquisicion de wuna comunidad microbiana con mayor abundancia de
microorganismos funcionalmente claves para la fisiologia de las abejas como

Bifidobactetrium ateroides y Lactobacillus apis (Engel et al., 2012; Moran et al., 2012;
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Zheng et al., 2019). Llama la atencién que las abejas suplementadas con contenido
intestinal sobrevivieron més que las alimentadas solamente con polen polifloral 1 pero
presentaron similares abundancias de estas bacterias claves para la fisiologia de las
abejas. Esto puede deberse a que las diferencias en la abundancia relativa de estas
bacterias no sean tan marcadas como para identificarlas segun la estrategia metodolégica
propuesta. Si bien los efectos positivos de este tratamiento no se manifestaron en la
composicidén de la microbiota intestinal, si lo hicieron en la supervivencia de la abeja y

en la asimilacién de los nutrientes de este polen (mayores niveles de expresién de la vg).

Por dltimo, los mayores niveles de DWV observados en abejas alimentadas solo con
polen polifloral podria ser una consecuencia del debilitamiento fisiolégico asociado al
consumo de este polen y la incapacidad de metabolizar los compuestos potencialmente
toxicos o que estas abejas poseen menor abundancia de bacterias potencialmente
benéficas para las abejas, promoviendo una mayor respuesta inmune o produciendo

algin producto antiviral.

Los resultados obtenidos demuestran la importancia de las interacciones entre abejas
recién emergidas y nodrizas en la supervivencia y nutricién de las abejas, ampliando los
ya conocidos beneficios de la eusocialidad. Dichas interacciones fueron cruciales para
adquirir la comunidad microbiana intestinal caracteristica de las abejas (a pesar de haber
sido criadas en condiciones de laboratorio). Ademas, es importante tener en cuenta que
las abejas nodrizas realizan trofalaxis activa con las recién nacidas y las alimentan con
jalea real (Moritz & Crailsheim, 1987). La produccién de la jalea real depende del
procesamiento del polen y el transporte de los nutrientes obtenidos hacia las glandulas
hipofaringeas. Por lo tanto, posiblemente también las abejas recién emergidas hayan
sido alimentadas con jalea real por las nodrizas acompafantes, obteniendo de esta
forma los nutrientes del polen polifloral 1 procesados y reproduciendo en cierta medida

lo que sucede en la naturaleza.

En conclusién, los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la interaccién
entre abejas recién emergidas y nodrizas cumplirian un rol clave en la nutricién. Dicha
funcién se manifestaria mediante el procesamiento de compuestos del polen y/o
contribuyendo al establecimiento de una comunidad microbiana intestinal caracteristica
de las abejas en términos de abundancia y diversidad. Por lo tanto, los resultados

obtenidos permiten aceptar la hipétesis planteada en este capitulo: la presencia de una
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microbiota intestinal caracteristica de las abejas en términos de abundancia y diversidad,
asi como la interaccién con abejas nodrizas en la primera etapa de la vida de la abeja

son necesarias para alcanzar una mayor supervivencia.
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7. CAPITULO 3- Efecto del estrés nutricional en el estado sanitario,
fortaleza y productividad de colonias de abejas meliferas

7.1. Introduccién

En los dltimos afios ha crecido la evidencia que demuestra que el estrés nutricional de las
abejas tiene efecto a varios niveles (fisiolégico, inmunolégico, comportamental,
sanitario), por lo que esta temética se ha posicionado en un lugar central al momento de
buscar las causas de pérdida de poblaciones de abejas meliferas registrada en la dltima
década (Alaux et al, 2010, 2011a; Carreck & Neumann, 2010; Di Pasquale et al., 2013;
Requier et al., 2018; Gray et al., 2019). Diferentes autores han abordado este problema
empleando como estrategia el estudio del efecto de distintas dietas sobre pardmetros
fisiolégicos y sanitarios en abejas confinadas en jaulas y condiciones controladas de
laboratorio (Alaux et al, 2010; Castelli, 2017; DeGrandi-Hoffman et a/, 2010; Di
Pasquale et al., 2013; Capitulo 1 de esta tesis). Dicha estrategia resulta sumamente util ya
que permite disociar el efecto de las distintas variables en las abejas, pero también posee
sus limitantes ya que las abejas no pueden desplegar sus comportamientos sociales,
carecen de los estimulos provenientes de la cria y no realizan las tareas de campo. Por
otro lado, otros autores han realizado abordajes a nivel de campo, mediante la
evaluacién de la asociacidon entre datos histéricos de la superficie de suelo plantado y su
diversidad, con el porcentaje de pérdidas de colonias (Naug, 2009; Clermont et al.,
2015; Smart et al., 2016b) o con la fortaleza y estado sanitario de las mismas (Dolezal et

al., 2016; Smart et al., 2016a; b).

La hipdtesis de este capitulo consiste en que el estrés nutricional impacta la fortaleza,
estado sanitario, productividad y supervivencia de las colonias a corto y a mediano
plazo. Dichos efectos pueden ser mitigados luego de transcurrido el periodo de estrés

nutricional.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar el efecto del estrés nutricional en la
fortaleza, estado sanitario y productividad de colonias de abejas, y en segunda instancia
el efecto de la suplementacién invernal con polen polifloral, en colmenas sometidas a
estrés nutricional, como estrategia para mejorar la fortaleza y salud de las colmenas.
Para esto se utilizaron a las plantaciones de £. grandis como escenario de estrés
nutricional ya que alli las abejas carecen de una oferta variada de polen. Ademés, el
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polen de fucalyptus spp. posee bajo porcentaje de lipidos (Arien et al., 2015), en
general no poseen un buen balance de aminoéacidos (Somerville, 2001) y su porcentaje
de proteinas varia de acuerdo a la etapa de floracién (Invernizzi et al., 2011a), no
alcanzando en ciertas circunstancias el minimo porcentaje de proteinas requerido por las
abejas para suplir sus necesidades metabdlicas (Kleinschmidt & Kondos, 1976). Las
colonias ubicadas en estas plantaciones durante el periodo de floracién se debilitan
sensiblemente, se infectan con altos niveles de N. ceranae y presentan alta mortalidad
invernal si las mismas no son retiradas tempranamente de dichos ambientes (Invernizzi
et al., 2011b; Mendoza et al., 2013, 2014). Esto brinda un ambiente propicio para
estudiar la interaccién entre el estrés nutricional y la salud de las abejas en condiciones

de campo.
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7.2. Estrategia experimental

En el presente capitulo se presentan dos ensayos de campo. En el primero de ellos se
estableci6 un apiario experimental en una plantacién de £. grandis en Rivera,
conformado por 62 colmenas homogéneas provenientes de reinas hermanas. En dichos
ambientes convergen dos de las principales probleméticas asociada a las pérdidas de
colmenas: la desnutricién y el debilitamiento sanitario. Todas las colmenas estuvieron
expuestas al estrés nutricional de dichos ambientes, pero la mitad de las colmenas se
suplementaron con tortas de polen polifloral con el objetivo de mitigar dicho estrés.
Durante el periodo de floracién de £. grandis se monitored cada 15 dias la fortaleza de
las colmenas, el nivel de infeccién con los principales patégenos que afectan a las abejas,
el contenido de proteinas de las abejas, la diversidad de polen colectado, y culminado el
periodo de floracién se estimé la cantidad de miel producida. Posteriormente, dicho
apiario se traslad6 a INIA La Estanzuela (Colonia, Uruguay). Con el objetivo de analizar
el efecto del estrés nutricional a mediano plazo, se monitoreé mensualmente durante el
invierno la fortaleza de las colmenas y en la primavera siguiente se determinaron los

niveles de infeccién con los principales patégenos.

El segundo ensayo de este capitulo tuvo como objetivo evaluar la eficacia de la
suplementacién invernal con tortas de polen polifloral de colmenas que estuvieron
sometidas a estrés nutricional en una plantacién de E£. grandis. Para esto, colmenas que
estuvieron en dicho ambiente durante su periodo de floracién, se trasladaron a INIA La
Estanzuela (Colonia, Uruguay) y se suplementaron mensualmente durante el invierno
con tortas de polen polifloral. Se determind la fortaleza y estado sanitario una vez que
las colonias se retiraron de la plantacion de £. grandis (tiempo 0) y en primavera

(tiempo final), monitoredndose mensualmente durante el invierno su fortaleza.
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7.3. Metodologia

7.3.1. Ensayo I: Impacto del estrés nutricional en la fortaleza, salud y productividad de
colonias de abejas meliferas. Estrategia experimental

Se utilizaron 62 colmenas con reinas hermanas jévenes de la misma edad localizadas
en INIA La Estanzuela (Colonia, Uruguay). Las colmenas se estandarizaron en 6 panales
con cria, 2 l&minas de cera labrada y 2 panales con miel. Previo al comienzo del ensayo
(13 de febrero de 2015), se trataron contra el acaro V. destructor con Amitraz (Apilab
Lab, Argentina) de forma de igualar y minimizar sus niveles de infeccién. El 5 de marzo
de 2015 se realizd el primer muestreo (muestreo 1). Se estimé la fortaleza de la colmena
y se evalud si las colmenas presentaban alguna sintomatologia de las enfermedades més
comunes que afectan a las abejas, segln se describe en la seccién 7.3.5 (tiempo O, inicio
del ensayo). Todas las colmenas se trasladaron el 10 de marzo de 2015 a una plantaciéon
de E. grandis ubicada en el departamento de Rivera, Uruguay (31°157°51,73"°S;
55°39723,80°"O). Las colmenas se dividieron al azar en dos grupos de 31 colmenas
cada uno: grupo M y P. Las colmenas del grupo M se alimentaron Gnicamente del polen
disponible en el ambiente, mientras que las colmenas del grupo P se suplementaron con
500 gr de polen polifloral cada 15 * 2 dias durante el periodo de floracién de la
plantacién de E£. grandis (10 de marzo, 26 de marzo, 10 de abril, 24 de abril y 7 de
mayo de 2015). Por lo tanto, el grupo P constituyd el grupo control a la hora de
evaluar los efectos del estrés nutricional. Coincidiendo con las fechas de suplementacién,
se muestrearon las colmenas (muestreos 2, 3, 4 y 5), se estimé la fortaleza y se registrd
la sintomatologia de las enfermedades méas comunes que afectan a las abejas. Una vez
finalizada la floracién, se estimé la produccién de miel como porcentaje de cara de
cuadro cubiertos por miel (Delaplane et a/., 2013) y dichos cuadros se removieron de las
colmenas para su cosecha. Posteriormente, las colmenas se trasladaron nuevamente a
INIA La Estanzuela (15 de mayo de 2015). Con el fin de evaluar la efectividad de la
suplementacién a mediano plazo, durante los meses de junio, julio y agosto, se visitd el
apiario mensualmente. En dichas visitas se registr6 la fortaleza de las colonias y
sintomatologia de las enfermedades méas comunes que afectan a las abejas, y el 30 de
setiembre de 2015 se realizd el Gltimo muestreo (muestreo 6) registrando también la

fortaleza de las colonias y la sintomatologia (Fig. 36).
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Los muestreos consistieron en la colecta de:

- Abejas pecoreadoras (N=120) para cuantificar el nivel de infeccién con Nosema
spp., Y determinar la especie de Nosema spp. (seccién 7.3.6). Para esto, se taparon
las piqueras de las colmenas y las abejas que retornaban del campo fueron
colectadas en frascos y almacenadas en etanol hasta el momento de ser analizadas.
Debido a que los muestreos llevaban todo un dia de trabajo y que el momento del
dia puede influir en la edad en que las abejas salen a pecorear, estas muestras se
tomaron a mitad de mafnana (luego de las 10 am) en todas las colmenas, y en el
correr del dia se realizaron los restantes muestreos. Los anélisis correspondientes a
estas muestras se realizaron en 10 colmenas por grupo elegidas al azar. Los niveles
de infecciébn se determinaron en todos los muestreos, mientras que la

determinacién de la especie de Nosema spp. se determind en los muestreos 1, 5 y
6.

- Abejas nodrizas (N=40) para la cuantificacién de los niveles de infeccidén con virus
ARN (secciébn 7.3.7). Estas abejas se trasladaron vivas al laboratorio y se

sacrificaron a -80°C para evitar la degradacién del ARN viral.

- Abejas nodrizas (entre 200 y 250) para la cuantificacién de V. destructor (secciébn
7.3.8). Dichas abejas se muestrearon de al menos tres sitios distintos del nido de

cria y se conservaron en etanol hasta el momento de ser analizadas.

- Polen superficial ubicado en las celdas circundantes a la cria. Esta muestra se utilizd
para determinar la diversidad del polen que las abejas estaban consumiendo segin
el protocolo descripto en la seccién 5.3.1.1. Dichos andlisis se realizaron en 10
colmenas de cada grupo escogidas al azar y en los muestreos 1 a 5. Estas muestras

de polen se almacenaron a -20°C hasta el momento de ser analizados.

- Abejas nodrizas (N=100) para anélisis de proteina corporal. Dichos andlisis se
realizaron en 10 colmenas de cada grupo escogidas al azar y en los muestreos 1 a 5
segin el método descripto en la seccion 7.3.5.3. Estas muestras de polen se

almacenaron a -20°C hasta el momento de ser analizados.
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Adicionalmente, con el fin de conocer el polen disponible en el ambiente, se instalaron
en el mismo sitio tres colmenas externas al ensayo. Dichas colmenas provenian de la
misma zona que las colmenas del ensayo, tenian reinas hermanas y de la misma edad y
también se estandarizaron en cuanto a reservas de cria y alimento. En cada visita al
apiario (muestreos 2, 3, 4 y 5) se colocaron trampas de polen de piquera y se muestred
el polen corbicular colectado durante el dia de muestreo. Se analizd su origen boténico
en los distintos muestreos y el porcentaje de proteinas (segiin se describe en la seccién
5.3.1). Posteriormente, las 4 muestras de polen (una por muestreo) se mezclaron
conformando una muestra representativa de todo el transcurso del periodo de floracién
del £E. grandis. Dicha muestra se dividi®é en dos fracciones: una fraccién conteniendo
toda la diversidad de polen colectado por las abejas (polen ambiental, PA) y otra
fraccion en la cual se separd el polen de E. grandis (polen de E. grandis, PE). Esta
divisiéon se realizé para analizar la calidad nutricional del polen disponible en el
ambiente durante el periodo de floracién y especificamente del polen de £. grandis. Es
por esto, que ambas fracciones se enviaron al laboratorio CBO (Brasil) para analizar su
proporcién de aminodcidos y contenido de lipidos, segin se describe en la seccién

5.3.1.3.
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El disefio experimental se esquematiza en la figura 36 y un resumen de los andlisis realizados se presentan en la Tabla 2 del Apéndice 1.
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Figura 36. Disefio experimental del Ensayo 1. Efecto de la suplementacién con polen polifloral en colonias sometidas a estrés nutricional en su fortaleza y

estado sanitario a corto y mediano plazo.
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7.3.2. Ensayo 2: Impacto de la suplementacion invernal con polen en colonias que
estuvieron sometidas a estrés nutricional. Estrategia experimental

En este ensayo se evalud el efecto de la suplementacién con polen polifloral en
colonias que estuvieron previamente sometidas a estrés nutricional durante su estadia en
una plantacién de E£. grandis. Para esto, se trabajé con un apiario de 22 colmenas que
estuvieron en una plantacién de £ grandis del departamento de Rivera, Uruguay
(31°15°51,73°°S; 55°39°23,80°"0O). Previo al traslado de estas colmenas a INIA La
Estanzuela (Colonia, Uruguay) (7 de mayo de 2017), se estimé la fortaleza de las
colonias segin se describe en la seccién 7.3.5 y se tomaron muestras de abejas para
cuantificar los niveles de infeccién con Nosema spp., con los virus ABPV, BQCV, DWV y
SBV, y con el &caro V. destructor. Una vez reinstalado el apiario en INIA La Estanzuela,
las colmenas se dividieron al azar en dos grupos de 11 colmenas cada uno. Las colmenas
de un grupo (MP) recibieron 500 gr de polen polifloral mensualmente, mientras que las
colonias del otro grupo (MM) permanecieron como control sin recibir suplemento de
polen. Se visitd el apiario una vez por mes durante todo el invierno (mayo, junio, julio
y agosto) y en cada visita se estimé la fortaleza de las colonias, se evalué la presencia de
sintomatologias de las enfermedades méas comunes que afectan a las abejas y las
colmenas del grupo MP recibieron su suplementacién con polen polifloral. En setiembre,
se realizd el muestreo final para determinar los niveles de infeccién de los patégenos
nombrados previamente (30 de setiembre de 2017), y se registré la fortaleza y

sintomatologia de las enfermedades més comunes que afectan a las abejas.

El disefio experimental se esquematiza en la figura 37.
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Figura 37. Disefio experimental del Ensayo 2. Efecto de la suplementacién con polen polifloral
durante el invierno de colonias que estuvieron sometidas a estrés nutricional en una plantacién

de Eucalyptus grandis.

7.3.3. Colonias utilizadas en los ensayos

Todas las colonias utilizadas en los ensayos pertenecian a la seccién Apicultura de INIA
La Estanzuela (Colonia, Uruguay). Dichas colmenas se formaron a partir de nucleos
huérfanos de 4 cuadros a los que se les colocd una reina recién emergida. Para esto, en
primavera (octubre de 2014) se criaron 80 reinas provenientes de una colmena de
abejas A. mellifera “criolla” de nuestro pais (hibrido entre A. mellifera mellifera, A.
mellifera ligustica y A. melllifera scutellata). Las reinas virgenes se insertaron en los
nlcleos y aquellos cuyas reinas se fecundaron y mantuvieron durante el verano una
postura constante y uniforme se utilizaron en los ensayos. De esta forma, quedaron
conformados 62 colonias de abejas A. mellifera con reinas hermanas y producidas en la

misma época.

7.3.4. Torta de polen polifloral

En este ensayo se utilizd el polen polifloral 1 colectado y procesado segiin se describe

en la secciéon 5.3.1.
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7.3.5. Fortaleza de las colonias

Con el objetivo de evaluar la fortaleza de las colonias, se utilizaron como pardmetros
indicadores la cantidad y calidad de la cria, cantidad de abejas adultas, porcentaje de
proteina corporal de las abejas, reservas de polen y sintomatologia de las enfermedades
més comunes que afectan a las abejas. Dichos pardmetros se estimaron por dos
observadores independientes y los datos correspondientes se registraron en una planilla

de datos.

7.3.5.1. Cantidad vy calidad de cria

La poblacién de cria en las colmenas se determind mediante el método descripto
en el Beebook (Delaplane et al, 2013). Para esto, dos observadores independientes
estimaron el porcentaje de cuadro cubierto por cria (incluyendo las etapas de huevo,
larva y pupa). Teniendo en cuenta el drea de cada cara de cuadro y la cantidad de

celdas en dicha é&rea, se calculé la cantidad de cria por colmena.

Por otro lado, la calidad de la cria de cada colmena se categorizd en “compacta”
(£10% de cria salteada), “salteada” (entre el 10 y 30% de cria salteada) y “muy
salteada” (mas del 30% de cria salteada), definiendo a la cria salteada como celdas de

cria vacias dentro de un patrén homogéneo de postura.

7.3.5.2. Cantidad de poblacién adulta

La cantidad de poblacién adulta se estimé mediante una modificacién del método
subjetivo descripto en el Beebook (Delaplane et al., 2013). Teniendo en cuenta las
caracteristicas de las abejas africanizadas de nuestro pais y su comportamiento de vuelo
al retirar los marcos de la colmena, la poblacién de abejas adultas se estimé como
nimero de calles (espacio entre dos cabezales de cuadros) cubiertas por abeja. Para el
andlisis, se asumié que cada calle con abejas equivale a dos caras de cuadro cubiertos
por abejas y considerando el drea de cada cara de cuadro y la cantidad de abejas que
entran en dicha area es posible estimar el nimero de abejas de la colmena segin se

recomienda en el Beebook. A pesar de la modificacién del método, los resultados
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obtenidos se corresponden con los obtenidos segiin el método original propuesto en el

Beebook (Y. Mendoza, comunicacién personal).

7.3.5.3. Porcentaje de proteina corporal

Este anélisis se realizd a partir 100 abejas las cuales se desecaron a 60°C. El porcentaje
de proteina corporal se determind con respecto al total de materia seca mediante la
técnica de digestién acida de Kjeldahl (Somerville, 2001) en el laboratorio de Nutricién

Animal de INIA La Estanzuela.

7.3.5.4. Reservas de polen

La cantidad de reservas de polen de las colmenas se categorizé en “Nivel 17 (més de
cuatro caras de panal cubiertos por polen), “Nivel 2” (entre dos y cuatro caras de panal
cubiertas por polen), “Nivel 3” (entre una y dos caras de panal cubiertas por polen),
“Nivel 4” (menos de una cara de panal cubierta por polen) y “Nivel 5” (ausencia de

reservas de polen).

7.3.5.5. Sintomatologia de las enfermedades més comunes que afectan a las abejas

Se registré la apariciéon de sintomas caracteristicos de distintas patologias como loque
americana, loque europea y cria yesificada. Asimismo, se registré la aparicién de cria

salteada, opérculos irregulares y canibalismo.

7.3.6. Andlisis de Nosema spp.
7.3.6.1. Nivel de infeccién de Nosema spp.

Existen distintos métodos para medir el nivel de infeccion con Nosema spp. La
proporcién de abejas infectadas con este microsporidio constituye el mejor indicador del
estado de la colmena (Fries et al., 2013b). Por tal motivo, 30 abejas por colmena se
homogeneizaron individualmente en 200 ul de agua destilada estéril y la presencia o

ausencia de esporas de Nosema spp. se comprobd mediante visualizacién por
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microscopia éptica al 400X (Microscopio Nikon Eclipse E200). El nivel de infeccién se
determiné como la relacién entre el nGmero de abejas infectadas y el total de abejas
analizadas. Complementariamente, se determind el nivel de infeccién con este
microsporidio como el nimero de esporas en un pool de abejas. Para esto, 60 abejas se
homogeneizaron con 60 ml de agua destilada estéril durante 120 seg a méxima
velocidad en un homogeinizador Stomacher 80 (LabSystem, Seward). Una alicuota se
utilizé para cuantificar el nimero de esporas mediante conteo en cdmara de Neubauer

(Fries et al., 2013b).

7.3.6.2. Determinacién de la especie de Nosema spp.

Para la determinacién de las especies de Nosema spp. presente en las colmenas, 20
abejas por colmena se homogeneizaron en 10 ml de buffer PBS estéril durante 120 seg a
maéxima velocidad en un homogeinizador Stomacher 80 (LabSystem, Seward). El liquido
obtenido de centrifugd a 8.000 rpm durante 10 min y el sedimento resultante se
resuspendié en 2 ml de buffer PBS. La extraccién de ADN se realizé a partir de 500 ul
de esta suspensidn de esporas utilizando el Purelink Genomic DNA minikit (Invitrogen)

siguiendo las instrucciones pautadas por el fabricante.

El ADN obtenido se utilizé6 como molde para la amplificacién mediante multiplex PCR

siguiendo el protocolo descripto en la seccién 5.3.7.3.

7.3.7. Nivel de infeccion con virus ARN a nivel colonial

Con el fin de determinar los niveles de infeccién con virus ARN, 20 abejas por
colmena se homogeneizaron en 10 ml de buffer PBS frio a méxima velocidad durante
120 seg en un homogenizador Stomacher 80 (LabSystem, Seward). El liquido obtenido
se centrifugd a 1.200 rpm durante 10 min a 4°C para sedimentar los fragmentos de
mayor tamafio y luego se centrifugd nuevamente a 10.000 rpm por 15 min a 4°C

(Anido et al., 2016).
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7.3.7.1. Extraccién de ARN vy retrotranscripcion

El sobrenadante obtenido segin la metodologia descripta en la seccién anterior (200
ul) se utilizd para la extraccion de ARN utilizando el Purelink RNA/DNA minikit
(Invitrogen, USA. EI ADN gendémico co-purificado con el ARN (1 ul) se digirié con
DNasa | Amp grade (Invitrogen, USA) y el ARN se retrotranscribi6 a ADNc empleando
el High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Lithuania). El
ADNCc obtenido se diluyd al décimo en agua destilada estéril. Todos los procedimientos

se realizaron de acuerdo a las instrucciones pautadas por los fabricantes.

7.3.7.2. PCR en tiempo real para la deteccién de virus ARN

El nivel de infeccién con los virus ABPV, BQCV, DWV y SBV se determiné mediante
gPCR utilizando los cebadores ABPV-F y R, BQCV-F y R, DWV-F y R y SBV-F y R (Tabla
1, Apéndice 1). Las reacciones de PCR y condiciones de ciclado se realizaron segin se
describe en la seccién 5.3.7.4. En todas las reacciones de incluyeron controles positivos y
una curva por triplicado conteniendo cinco puntos de dilucién de una mezcla de todos
los cDNA utilizados en el ensayo. El segundo punto de dilucién de dicha curva se utilizd
como intercalibrador de placas. Asimismo, para la normalizacién de los resultados
necesaria para la cuantificacién relativa de estos virus se utilizé la expresiéon de los genes
de expresién constitutiva de las abejas p-actina y la proteina ribosomal S5 (RPS5)
utilizando los cebadores B-act-F y R y RPS5-F y R (Tabla 1, Apéndice 1). Todas las
reacciones se realizaron en un termociclador CFX96 TouchTM Real Time PCR System
(Biorad). El nivel de infeccién de los virus se determiné mediante el método descripto
por Pfaffl (2001), utilizando como grupo calibrador a los niveles de infeccion de las
colmenas en el primer muestreo (previo al traslado de las mismas a la plantacién de £

grandis).

7.3.8. Nivel de infeccion conV. destructor

La cuantificacién de los niveles de infeccién con el &caro V. destructor se realizd de
acuerdo a lo sugerido en el Beebook (Dietemann et a/., 2013). Para esto, se colocaron
entre 200 y 250 abejas en un frasco y se agitaron con etanol a 300 rpm durante 5 min.
Posteriormente, se cuantificd el nimero de &caros desprendidos. Dicho procedimiento se
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repitié tres veces, extendiendo el tiempo de la tercera ronda de agitacién a 10 min. Por
altimo, se cuantificé el nimero de abejas y se calculé el porcentaje de infeccién de la
colonia como la relacién entre el nimero total de &caros desprendidos en relacién al
total de abejas analizadas. Asimismo, se calculé el total de acaros en fase forética de la
colonia teniendo en cuenta el total de abejas de la colonia y el total de abejas infectadas

con el &caro seglin la metodologia propuesta en el Beebook (Dietemann et al., 2013).

7.3.9. Anélisis estadisticos

En el ensayo 1, con el objetivo de analizar el efecto del tratamiento y tiempo en la
fortaleza de las colonias, su diversidad de polen, el porcentaje de proteina corporal de
las abejas, y los niveles de infeccién con Nosema spp, virus y V. destructor durante el
periodo de estrés nutricional, se utilizaron modelos lineares generalizados mixtos
generalizados (GLMM). Para esto, se consideré el tratamiento (M o P), el tiempo y la
interaccién entre ambas variables como efectos fijos, las colmenas como efectos
aleatorios y las restantes variables como variables de respuesta. En el caso de la
poblacién de abejas adultas y de cria debido a que se trataron de conteos, se usé la
distribucién de poisson y la funcién de conexién log. En el caso de la diversidad de
polen, el porcentaje de proteina corporal y los niveles de infeccién con Nosema spp.,
virus y V. destructor se utilizé la distribucién gamma y la funcién de conexién log. En
todos estos casos, se utilizd el paquete Ime4 del software R Studio (paquete {Ilme4})
(Bates et al., 2015; R Studio Team, 2016).

A su vez, se determind la diferencia en los pardmetros de fortaleza de las colonias y los
niveles de infeccién con los distintos patégenos entre las colonias de los grupos My P en
los diferentes muestreos. Para esto, en una primera instancia se evalud si las variables se
ajustan a los criterios de estadistica paramétrica mediante el andlisis de su normalidad y
homogeneidad de varianza con los tests de Kolmogorov Smirnov y de Levene,
respectivamente (paquetes {nortest} y {car}) (Fox, 2016; R Studio Team, 2016). Para
aquellos casos en los que las variables se ajustaron a los pardmetros de estadistica
paramétrica se utilizd el Test de t, mientras que aquellas variables que no lo hicieron se
analizaron mediante el test de Mann Whitney. Con el fin de evaluar la capacidad de
recuperacién de la fortaleza de las colonias en primavera se aplicaron estos mismos
métodos.
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Las diferencias en la calidad de la cria y reservas de polen entre ambos tratamientos de
analizé mediante el test de Chi? para cada nivel de clasificacién de ambas variables. Las
diferencias en la produccién de miel entre ambos grupos de colmenas al finalizar el

periodo de floracién de £. grandis se analizé mediante el Test de t.

Por otro lado, se analizé la diferencia en la proporcidon de pérdidas de colonias entre
ambos grupos durante el periodo de estrés nutricional y durante el invierno para el

ensayo 1y para todo el ensayo 2 mediante el test de proporciones.

Por Gltimo, en el ensayo 1 se analiz la relacién de la poblacién de abejas adultas en
funcién del tratamiento y de los niveles de infeccién con Nosema spp mediante un
GLMM utilizando la variable tratamiento (M y P) y nivel de infeccién con Nosema spp.
como efectos fijos, las colmenas como efecto aleatorio y la poblacién de abejas adultas
como variable de respuesta (paquete {Ime4}) (Bates et a/., 2015; R Studio Team, 2016).
Se utilizé la distribucién gamma y la funcién de conexién log y los anélisis se realizaron
utilizando el paquete Ime4 del software R Studio (paquete {Ime4}) (Bates et a/., 2015; R
Studio Team, 2016).

En el ensayo 2, para analizar los cambios en la poblacién de abejas y cria asociados al
tiempo y tratamiento se siguieron los mismos procedimientos que se describieron para el
ensayo 1. En el caso de los niveles de infeccién con los distintos patégenos, se compard
la media o mediana segin la naturaleza de los datos (Test de t o Mann Whitney,

respectivamente). Esto se debié a que se tratd Ginicamente de dos tiempos de muestreo.
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7.4. Resultados
7.4.1. Torta de polen polifloral

Como se menciond en el capitulo 1 de esta tesis, la torta de polen polifloral 1 se
compuso por 23 especies de polen (Tabla 1). El polen de la torta presentd un porcentaje
de proteina cruda de 26,31% vy de lipidos de 3,72%, y presenté todos los aminoécidos
esenciales para las abejas (Tabla 2). Se detectd la presencia de seis de los 33 pesticidas
analizados cuyas concentraciones fueron todas cercanas al limite de deteccién de la
técnica (Tabla 3). No se detecté la presencia de N. apis, N. ceranae, ni de los virus

ABPV, BQCV, DWV y SBV (resultados no mostrados).

7.4.2. Ensayo I: Impacto del estrés nutricional en la fortaleza, salud y productividad de
colonias de abejas meliferas

El objetivo de este ensayo fue analizar el efecto del estrés nutricional en la fortaleza,
estado sanitario y productividad de colonias de abejas meliferas durante el periodo de
floraciéon del monte de £. grandis y a mediano plazo. Todas las colonias del ensayo se
ubicaron en un monte de £. grandis (modelo de estrés nutricional) y a un grupo (P) se
las suplementd con una torta de polen polifloral con el fin de mitigar los efectos de
dicho estrés, mientras que las restantes colmenas (grupo M) solo tuvieron acceso al
polen disponible en el entorno. Para evaluar la fortaleza de las colonias, se utilizaron
como indicadores la cantidad de poblacién de abejas adultas, cantidad y calidad de la
cria, el porcentaje de proteina corporal de las abejas adultas, la cantidad de reservas de
polen de las colonias y su sintomatologia de las enfermedades més comunes que afectan
a las abejas. Por otro lado, las variables utilizadas para medir el estado sanitario de las
colonias fueron el nivel de infeccién con Nosema spp., con los virus ABPV, BQCV, DWV

y SBV y con el acaro V. destructor.

7.4.2.1. Diversidad de polen y caracteristicas nutricionales del polen disponible en la
plantacién de Eucalyptus grandis

El polen disponible en el ambiente de la plantacion de £. grandis se compuso
principalmente por polen proveniente de estos &arboles, ya que su proporcién fue

superior al 85% en todos los muestreos (Tabla 4). El polen obtenido se dividié en dos
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fracciones: la fraccién PA contuvo toda la diversidad del polen colectado, mientras que

la fraccién PE contuvo polen Gnicamente de £. grandis.

Tabla 4. Origen boténico del polen polifloral y el polen disponible en el ambiente durante el

periodo de floracién de la plantacién de Eucalyptus grandis

Polen Polen Polen Polen
Tortade  djsponible en disponible en  disponible en  disponible en
polen el ambiente el ambiente el ambiente el ambiente
polifloral
Muestreo 2 Muestreo 3 Muestreo 4 Muestreo 5
Familia Nombre % % % % %
cientifico
Amaryllidaceae Allium cepa 0,7 - - - -
Anacardiaceae Sch_/nu.'r 0,1 - - - -
longifolius
Apiaceae Eryngium spp. 6,7 - - - -
Apiaceae Ammi viznaga 2,9 - - - -
Arecaceae - 2,1 - - - -
Asteraceae Baccharis spp. 1 0,2 1,97 1,09 0,25 -
Asteraceae Baccharis . 0,12 10,6 0.15 .
trimera
Asteraceae Baccharis spp. 2 - - - 12,9 0,65
Asteraceae Soliago chilensis 0,5 5,98 0,06 0,25 -
Asteraceae |+ Lupatorium 0,5 0,18 0,31 0,05 :
bunifolium
Asteraceae T. cirsium 0,2 - - - -
vulgare
Asteraceae CI.C horium 0,2 - - - -
intybus
Ch-Am - 0,1 - - - -
Fabaceae Trifolium 22,5 - - - -
pratense
Fabaceae Lotus spp. 36,1 - - - -
Fabaceae Glycine max 3 - - - -
Fabaceae Trifolium 11,1 - - - -
rapens
Fabaceae Med/F 80 5,1 - - - -
sativa
Lamiaceae Salvia spp. 0,1 - - - -
Myrtacea Eucalyptus spp. 3,5 91,75 87,94 86.4 99,35
Ludwigia
Onagraceae peploides 0.8 - - - -
Paoceae - 1,3 - - - -
Rhamnaceae Scutia buxifolia 0,1 - - - -
Scrophulariaceae - 0,2 - - - -
Unknown - 2 - - - -

142



Capitulo 3- Efecto del estrés nutricional en el estado sanitario, fortaleza y

productividad de colonias de abejas meliferas

El porcentaje de proteina cruda del PA varié durante el periodo de floracién: el polen

proveniente del muestreo 2 presentd un 26,1% de proteina cruda, el del muestreo 3 un

17,01% vy el del muestreo 4 un 18,95%. Dicha variacién se observé también en las

muestras de PE, ya que presentaron un porcentaje de proteina cruda de 24,35% en el

muestreo 2, 27,06% en el muestreo 3, 24,42% en el muestreo 4 y 19,29% en el

muestreo 5.

El contenido de lipidos del PA fue de 0,96% y presenté todos los aminoéacidos

esenciales para las abejas (Tabla 5, Apéndice 2). Por otro lado, el contenido de lipidos

del PE fue de 1,44% vy también presentd todos los aminoécidos esenciales para las

abejas.

Tabla 5. Porcentaje de aminodacidos con respecto al total de materia seca del polen polifloral 1,

polen disponible en el ambiente y el polen de EFucalyptus grandis. Se destacan en gris los

aminoé&cidos esenciales para la abeja.

Aminoécido

Polen polifloral 1

Polen disponible en el

Porcentaje de aminoécidos (sobre el total de polen analizado)

Polen de £. grandis

ambiente
Acido aspartico 1,92 143 1,69
Acido Glutamico 1,79 1,59 1,88
Serina 0,99 0,81 0,94
Glicina 0,81 0,81 0,9
Histidina 0,45 0,4 0,44
Taurina 0,03 0,04 0,05
Arginina 0,94 1,13 1,18
Treonina 0,88 0,69 0,73
Alanina 1,07 0,95 1,05
Prolina 2,33 1,95 2,21
Tirosina 0,65 0,54 0,6
Valina 0,94 0,8 0,91
Metionina 0,33 0,31 0,34
Cisteina 0,21 0,19 0,21
Isoleucina 0,87 0,68 0,77
Leucina 1,37 1,15 1,31
Fenilalanina 0,75 0,65 0,73
Lisina 1,07 1,08 1,24
Triptofano 0,22 0,13 0,15
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7.4.2.2. Cantidad y calidad de la cria

Al inicio del ensayo, las colmenas de ambos grupos presentaron similar poblacién de
cria (Mann Whitney U Test, p=0,57). Luego que las colmenas se instalaron en la
plantacién de £ grandis, se observé un efecto negativo del estrés nutricional, ya que las
colonias del grupo M presentaron menor poblacién de cria que las colmenas del grupo
P siendo dicho efecto dependiente del tiempo (GLMM, p<0,05) (Fig. 38; Tabla 8,
Apéndice 2).

En particular, dicha diferencia se observa en los muestreos 2, 3 (Mann Whitney U Test,
p=0,003) y 4 (Mann Whitney U Test, p=0,02) (Fig. 38; Tabla 9, Apéndice 2). La
misma tendencia se observa en el muestreo 5 aunque no es estadisticamente significativa
(Mann Whitney U Test, p=0,28) (Fig. 38; Tabla 9, Apéndice 2). Estos efectos se
mantuvieron luego del periodo de estrés nutricional, ya que las colonias del grupo M
presentaron menor poblacién de cria que las colonias del grupo P durante junio (Mann
Whitney U Test, p=0,02), julio (Mann Whitney U Test, p=0,007) y agosto (Mann
Whitney U Test, p=0,004) (Fig. 38; Tabla 9, Apéndice 2).

Por otro lado, el tiempo también afectd la poblacién de cria. Este efecto fue negativo
ya que el nimero de cria disminuyé con el transcurso del tiempo entre marzo y julio
(Fig. 38; Tabla 8, Apéndice 2). En la primavera se dio un aumento de la poblacién de
cria principalmente en las colonias del grupo P (Mann Whitney U Test, agosto-muestreo
6: p<0,001), mientras que, si bien se observa un aumento en este pardmetro en las
colonias del grupo M, el mismo es marginalmente significativo (Mann Whitney U Test,

agosto-muestreo 6: p=0,07) (Fig. 38; Tabla 9, Apéndice 2).
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Figura 38. Poblaciéon de cria durante el periodo de estrés nutricional y a mediano plazo. Se
muestran las diferencias estadisticamente significativas entre el grupo M y P en los distintos
muestreos (*p<0,05; **p=<0,01). Se resalta con un cuadrado naranja el periodo de estrés
nutricional. Los boxplotsindican los datos minimos, mé&ximos, los percentiles 25y 75 y la

mediana.

La calidad de la cria fue compacta durante todo el ensayo en ambos grupos de
colmenas. Solamente en el muestreo 2, el 13% de las colonias del grupo M mostraron
un nivel de celdas vacias de entre el 10 y 30% de la cria, pero dicho patrén no se

mantuvo en el tiempo.

7.4.2.3. Poblacién de abejas adultas y porcentaje de proteina corporal

Al inicio del ensayo todas las colmenas presentaron similar poblacién de abejas adultas
(Mann Whitney U Test, p=0,71) (Fig. 39; Tabla 9, Apéndice 2). Sin embargo, el estrés
nutricional tuvo efectos negativos en este pardmetro, ya que las colonias del grupo M
presentaron menor poblacién de cria que las colmenas del grupo P (GLMM, p<0,05)
(Fig. 39; Tabla 8, Apéndice 2). Dicho efecto fue dependiente del tiempo.
Especificamente, la diferencia entre ambos grupos de colmenas fue significativa en los
muestreos 2 (Mann Whitney U Test, p=0,02), 4 (Mann Whitney U Test, p=0,004) y 5
(Mann Whitney U Test, p=0,02), mientras que en el muestreo 3 si bien se observa la
misma tendencia, la diferencia no es estadisticamente significativa (Mann Whitney U

Test, p=0,34) (Fig. 39; Tabla 9, Apéndice 2). Los efectos negativos del estrés nutricional
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se mantuvieron a mediano plazo, ya que las colonias no suplementadas presentaron
menor poblacién de abejas adultas que las suplementadas durante el invierno (Mann
Whitney U Test, Junio p=0,01; Julio p=0,001; Agosto p=0,02) y al inicio de la
primavera (Mann Whitney U Test, p=0,02) (Fig. 39; Tabla 9, Apéndice 2). El tiempo
también tuvo un efecto significativo sobre la poblacién de abejas adultas. Dicho efecto
fue negativo, por lo que la poblacién de abejas adultas disminuyé entre marzo y mayo
(Fig. 39; Tabla 9, Apéndice 2). Se observé un aumento significativo de este pardmetro
en las colonias de ambos grupos entre agosto y el muestreo 6 (Mann Whitney U Test,
p<0,001 para los grupos M y P) (Fig. 39; Tabla 9, Apéndice 2). Si bien la estimacién del
nimero de abejas adultas se realizé mediante una modificacién del método propuesto
en el Beebook, los resultados se corresponden con los obtenidos para la poblacién de

cria, validando este método.
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Figura 39. Poblacién de abejas adultas durante el periodo de estrés nutricional y a mediano
plazo. Se muestran Gnicamente las diferencias estadisticamente significativas entre el grupo My P
a los distintos muestreos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Se resalta con un cuadrado el
periodo de estrés nutricional. Los boxplotsindican los datos minimos, mé&ximos, los percentiles

25y 75 y la mediana.
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Por otro lado, el porcentaje de proteina corporal no se vio afectado por el
tratamiento, por el tiempo ni por la interaccién entre ambos factores (GLMM, p=0,05)
(Fig. 40; Tabla 8, Apéndice 2).
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Figura 40. Porcentaje de proteina corporal durante el periodo de estrés nutricional. Los

boxplots indican los datos minimos, maximos, la media = desvio estdndar y la media.

7.4.2.4. Reservas y diversidad de polen de las colonias

Las reservas de polen se categorizaron en cinco niveles de acuerdo a la cantidad de
caras de panal cubiertas por polen en cada colmena. Dichas reservas fueron similares en
ambos grupos de colmenas (Chi2, p>0,05 entre las colonias del grupo M y P para los

cinco niveles establecidos en todos los muestreos).

El estrés nutricional afecté positivamente la diversidad de polen, ya que las colmenas
no suplementadas presentaron mayor diversidad de polen que las colmenas
suplementadas, siendo dicho efecto marginalmente significativo (GLMM p=0,07) (Fig.
41; Tabla 8, Apéndice 2). En particular, este efecto se observé en los muestreos 3 (Mann
Whitney U test, p<0,001), 4 (Mann Whitney U test, p=0,002) y 5 (Mann Whitney U
test, p=0,05) (Fig. 41; Tabla 9, Apéndice 2). Esta mayor diversidad se dio
principalmente por un aumento en la proporcién de polen de dos especies de Baccharis

spp. colectado por las colonias del grupo M (Mann Whitney U test; Baccharis sppl.,
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Muestreo 3 p<0.001, Muestreo 4 p=0,01; Baccharis spp2., Muestreo 3 p=0,002,
Muestreo 4 p=0,01).

Por otro lado, la diversidad de polen colectado por ambos grupos de colonias se vio
afectado negativamente por el tiempo (GLMM, p<0,05), por lo que a medida que

transcurrié el tiempo la diversidad de polen disminuyé (Fig. 41; Tabla 8, Apéndice 2).
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Figura 41. Diversidad de polen segun el indice de diversidad de Shannon de las colonias durante
el periodo de estrés nutricional. Se muestran las diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo M y P a los distintos muestreos **p<0,01; ***p<0,001. Las diferencias en cada grupo en el

tiempo se detallan en la Tabla 9 del Apéndice 2. Los boxplotsindican los datos minimos,

maximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.

7.4.2.5. Sintomatologia de las enfermedades més comunes que afectan a las abejas

Todas las colmenas se mantuvieron en buenas condiciones durante el ensayo, no

registrdndose sintomas de ninguna enfermedad.
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7.4.2.6. Nivel de infeccidn con los patégenos de mayor relevancia apicola

Con el fin de determinar el efecto del estrés nutricional en el estado sanitario de las
colonias, se analizé su nivel de infeccién con Nosema sp., los virus ABPV, BQCV, DWV

y SBV, y con el &caro V. destructor en ambos grupos de colonias.

El nivel de infeccién con Nosema sp. se determind mediante dos métodos: proporcién
de abejas infectadas y nimero de esporas en poo/ de abejas analizadas. Ambos métodos
mostraron resultados similares. Considerando el primer método de anélisis, el nivel de
infeccién con Nosema spp. fue bajo y similar en ambos grupos de colmenas al inicio del
ensayo. Dichos niveles se vieron afectados positivamente por el estrés nutricional, ya
que colmenas sometidas a estrés nutricional presentaron mayor nivel de infeccién que
las colmenas suplementadas con polen (GLMM, p=0,02) (Fig. 42; Tabla 8, Apéndice 2).
Este efecto del tratamiento fue tiempo dependiente ya que el tratamiento no tuvo
efectos por si mismo en el nivel de infeccién con este patégeno (GLMM, p=0,28) (Fig.
42; Tabla 8, Apéndice 2). En particular, este efecto se observd en los muestreos 4 (Test
de t, p=0,004) y 5 (Test de t, p<0,001) (Fig. 42; Tabla 9, Apéndice 2). Asimismo, los
niveles de infeccién con Nosema spp. se vieron afectados positivamente por el tiempo,
ya que a medida que transcurrié el mismo los niveles de infeccibn con este
microsporidio aumentaron (GLMM, p<0,05 (Fig. 42; Tabla 8, Apéndice 2). Al final del
periodo de estrés nutricional todas las colonias estuvieron infectadas con Nosema spp. y

sus niveles fueron cercanos al 100% (Fig. 42).

La misma tendencia se observé al analizar los niveles de infeccién en poo/ de abejas,
pero las diferencias resultaron estadisticamente significativas en el muestreo 2 (Test de t,

p=0,02) y 5 (Test de t, p<0,001).

A inicios de la primavera los niveles de infeccién con este microsporidio disminuyeron
abruptamente y las diferencias observadas en ambos grupos al final del periodo de estrés
nutricional no se mantuvieron (anélisis realizado solamente como proporcién de abejas

infectadas) (Test de t, p=0,91) (Fig. 42).
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Figura 42. Nivel de infeccién con Nosema spp. de las colonias durante el periodo de estrés
nutricional y a mediano plazo analizado como a) proporcién de abejas infectadas, y b) nimero
de esporas en pool de abejas analizadas. Con el objetivo de simplificar la interpretacién gréfica,

se muestran Unicamente las diferencias estadisticamente significativas entre el grupo M y P a los

distintos muestreos *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Las diferencias en cada grupo en el tiempo

se detallan en la Tabla 9 del Apéndice 2. Se resalta con un cuadrado el periodo de estrés
nutricional. Los boxplots indican los datos minimos, maximos, la media + desvio estandar y la

media.

La/s especies de Nosema infectando las colmenas se determiné al inicio del ensayo
(muestreo 1), al final del periodo de estrés nutricional (muestreo 5) y a inicios de la
primavera siguiente (muestreo 6). Todas las muestras resultaron positivas para N.
ceranae a excepciéon de una colonia del grupo M perteneciente al muestreo 1 la cual
mostrd co-infeccién con N. apis pero en los muestreos siguientes presentd Unicamente

N. ceranae (Fig. 43).
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Figura 43. Imagen representativa de gel de agarosa con los productos de amplificacién por
multiplex PCR del fragmento del gen que codifica para el ARNr 16S de Nosema ceranae 'y
Nosema apis utilizando cebadores especificos para estos microsporidios. El fragmento amplificado
para Nosema ceranae se estimé en 218pb (flecha lila) y el de Nosema apisen 321 pb (flecha
verde). Carril 1: marcador de peso molecular (Gene Ruler 1Kb Plus, Thermo); Carril 2: control
negativo; Carril 3-5: muestras problema; Carril 6: Control positivo Nosema apisy Nosema

ceranae.

Los niveles de infeccién con virus fueron similares en todas las colonias al inicio del
ensayo (Mann Whitney U test, ABPV p=0,22; BQCV p=0.32; DWV p=0.23; SBV
p=0.62) (Fig. 44; Tabla 7, Apéndice 2). Durante el periodo de floracién del £ grandis,
los niveles de infeccién con el ABPV se vieron afectados negativamente por el estrés
nutricional, por lo que las colonias del grupo M presentaron significativamente menores
titulos virales que las colonias suplementadas (GLMM, p<0,05) (Fig. 44; Tabla 8,
Apéndice 2). Este efecto fue independiente del tiempo y se observé durante los cuatro
muestreos realizados durante el periodo de floracién (Fig. 44; Tabla 9, Apéndice 2). Los
niveles de infeccién con DWV también se vieron afectados negativamente por el estrés
nutricional y en particular dicho efecto se observé durante los muestreos 3, 4 y 5
(GLMM, p<0,05) (Fig. 44; Tablas 8 y 9, Apéndice 2). Resultados similares se obtuvieron
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con el nivel de infeccidon con el SBV (GLMM, p=0,03), particularmente en los muestreos
2 y 5 (Fig. 44; Tablas 8 y 9, Apéndice 2). Por otro lado, los niveles de infeccién con el
BQCV no se vieron afectados por el estrés nutricional (GLMM, p=0,05) (Tabla 8,
Apéndice 2). Esto se debe a que los niveles de infeccién con este virus variaron en los
distintos muestreos siendo mayor en las colonias del grupo P con respecto al grupo M
en el muestreo 3 (Mann Whitney U test, p<0,001) y menor en el muestreo 4 (Mann
Whitney U test, p=0,01), mientras que no se observaron diferencias entre ambos grupos
en los restantes muestreos (Mann Whitney U Test; muestreo 2 p=0,9, muestreo 5
p=0.1) (Fig. 44; Tabla 9, Apéndice 2). El estrés nutricional no tuvo efecto a mediano
plazo, ya que ambos grupos de colmenas presentaron similares niveles de infeccién con
el ABPV, BQCV, DWV y SBV en primavera (Mann Whitney U test, ABPV p=0,90,
BQCV p=0,41, DWV p=0,80, SBV p=0,26) (Fig. 44; Tabla 9, Apéndice 2).

Los niveles de infeccién con el ABPV y DWV se vieron afectados negativamente por el
tiempo, por lo que a medida que transcurrieron los muestreos, los niveles de infeccién
con estos virus disminuyeron (Fig. 44; Tabla 9, Apéndice 2). Por otro lado, los niveles
del BQCV y SBV no se vieron afectados por el transcurso del tiempo (Fig. 44; Tabla 9,
Apéndice 2).
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Figura 44. Nivel de infeccién con los virus ABPV (a), BQCV (b), DWV (c) y SBV (d) de las

colonias durante el periodo de estrés nutricional y a mediano plazo. Con el objetivo de

simplificar la interpretacién gréfica, se muestran Unicamente las diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo M y P en los distintos muestreos *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Las diferencias en cada grupo en el tiempo se detallan en la Tabla 9 del Apéndice 2. Se resalta

con un cuadrado naranja el periodo de estrés nutricional. Los boxp/ots indican los datos

Por otro lado,

minimos, maximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.

los niveles de infestacion con V. destructor se vieron afectados

positivamente por el estrés nutricional, siendo dicho efecto dependiente del tiempo

(GLMM, p<0.05) (Fig. 45; Tabla 8, Apéndice 2). Por otro lado, el tiempo tuvo un

efecto positivo en el nivel de infestacién con este dcaro ya que a medida que

transcurrieron los muestreos, los niveles aumentaron (GLMM, p<0.05) (Fig. 45; Tabla

8, Apéndice 2). Estos anélisis se realizaron Unicamente considerando la proporcién de

abejas infectadas pero la misma tendencia se observa considerando el total de &caros

foréticos por colmena (Fig. 45).

1

53



Capitulo 3- Efecto del estrés nutricional en el estado sanitario, fortaleza y
productividad de colonias de abejas meliferas

& a) 5 b)
5 g
8 £ & 750
E g 8
o =
5 004 N Grupo
> + =Y
g 8 8 s00
S c 5
c o v
0 ‘g O
G g o
3 0.02 -.?:_"U
£ 5 B 250
= 9]
s 32
[}
o =
ﬁf i z o
Z 0.00] —— 0 —
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Muestreos Muestreos

Figura 45. Nivel de infectacién con Varroa destructor representado como a) la proporcién de
abejas infectadas y como b) el total de 4caros foréticos de las colonias durante el periodo de
estrés nutricional y a mediano plazo. Los boxp/ots indican los datos minimos, méximos, los

percentiles 25 y 75 y la mediana.

7.4.2.7. Produccién de miel

Al final del periodo de floracién del £. grandis se estimé la produccién de miel por
colmena. Ambos grupos de colmenas presentaron similar produccién de miel (Test de t,

p=0,64) (Fig. 46).
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Figura 46. Produccién de miel por colmena. Los boxplotsindican los datos minimos, maximos,

la media *+ desvio estdndar y la media.
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7.4.2.8. Asociacidn entre los niveles de infeccién con Nosema spp. y la poblacién de
abejas adultas

Se analizé la variacién de la poblacidén de abejas adultas en funcién del tratamiento y
de los niveles de infeccidn con Nosema spp. La poblacién de abejas adultas se vio
afectada negativamente por los niveles de infeccién con este microsporidio (GLMM,
p<0,05) (Tabla 8, Apéndice 2). Dicho efecto se observé ademas en interaccién con el
tratamiento, observdndose un efecto negativo entre el estrés nutricional y los niveles de
infeccién con Nosema spp. en la poblacién de abejas (GLMM, p<0,05) (Tabla 8,
Apéndice 2).

7.4.2.9. Pérdidas de colonias

Durante el periodo de estrés nutricional se perdieron el 7% de las colonias del grupo
My el 10% de las del grupo P, no habiendo diferencias estadisticamente significativas en
la mortalidad de las colonias entre ambos grupos (Test de proporciones, p=0,66).
Durante el invierno, el 40% de las colonias del grupo M se perdieron, mientras que en
el grupo P se perdieron el 18% de las colonias. Sin embargo, dicha diferencia no fue

estadisticamente significativa (Test de proporciones, p=0,13).

7.4.3. Ensayo 2: Impacto de la suplementacion invernal con polen en colonias que
estuvieron sometidas a estrés nutricional.

El objetivo de este ensayo fue evaluar una posible estrategia para revertir los efectos
del estrés nutricional luego de pasar por dicho estrés. Para esto, colmenas que estuvieron
en una plantacién de £. grandis durante su periodo de floracién se trasladaron a INIA La
Estanzuela (Colonia, Uruguay) y se dividieron en dos grupos (MM y MP). Las colonias
del grupo MP recibieron suplementacién con polen polifloral mensualmente durante el

invierno.
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7.4.3.1. Cantidad y calidad de cria

La poblacién de cria no se vio afectada por el tratamiento ni por la combinacién de
éste y el tiempo (Fig. 47; Tabla 10, Apéndice 2). Sin embargo, al realizar las
comparaciones pareadas se observd que las colmenas del grupo MP presentaron mayor
poblacién de cria que las del grupo MM durante los meses de junio y agosto (Fig. 47;
Tabla 11, Apéndice 2). El tiempo afectd positivamente la cantidad de cria de las colonias,
ya que dicha variable aumentd significativamente hacia setiembre (primavera) en ambos

grupos de colonias (Fig. 47; Tabla 11, Apéndice 2).
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Figura 47. Poblacién de cria de las colonias de los grupos MM y MP luego del periodo de estrés
nutricional. Con el objetivo de simplificar la interpretacién gréfica, se muestran Gnicamente las
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos a los distintos muestreos
(*p<0,05). Las diferencias en cada grupo en el tiempo se detallan en la Tabla 9 del Apéndice 2.

Los boxplotsindican los datos minimos, méximos, los percentiles 25 y 75 y la mediana.

La calidad de la cria de las colonias del grupo MP fue compacta durante todo el
ensayo. Las colonias del grupo MM también presentaron en su mayoria cria compacta a
excepcion de los meses de julio, agosto y setiembre, en los cuales el 23%, 15% y 22%
de las colonias, respectivamente presentaron cria salteada. Sin embargo, estas diferencias
no fueron significativas (Chi2: julio, cria salteada p=0,31; agosto, cria salteada p=0,58;

setiembre cria salteada p=0,45).
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7.4.3.2. Poblacién de abejas adultas

Luego del periodo de floracién de £. grandis, la poblacién de abejas adultas no se vio
afectada por la suplementacién (Tabla 10, Apéndice 2). Sin embargo, al comparar
ambos grupos de colmenas en los distintos muestreos es posible observar mayor
poblacién de abejas en el muestreo de julio y de setiembre, con un valor estadistico
marginal (Fig. 48; Tabla 11, Apéndice 2). La poblacién de abejas tampoco se vio

afectada por el tiempo (Tabla 10, Apéndice 2).
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Figura 48. Poblacién de abejas adultas de las colonias de los grupos MM y MP luego del
periodo de estrés nutricional. Con el objetivo de simplificar la interpretacién gréafica, se muestran
Unicamente las diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos a los distintos
muestreos (*p<0,05). Las diferencias en cada grupo en el tiempo se detallan en la Tabla 11 del
Apéndice 2. Los boxplots indican los datos minimos, mé&ximos, la media + desvio estdndar y la

media.

7.4.3.3. Reservas de polen

Las reservas de polen fueron similares en ambos grupos de colmenas (Test de Chi?,
p>0,05 entre las colonias del grupo MM y MP para los cinco niveles establecidos en

todos los muestreos).
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7.4.3.4. Sintomatologia de las enfermedades més comunes que afectan a las abejas

No se registré la aparicidon de sintomas caracteristicos de las distintas patologias
analizadas durante el transcurso del ensayo (loque americana, loque europea, cria

yesificada, opérculo irregular o canibalismo).

7.4.3.5. Nivel de infeccién con los patégenos de mayor relevancia apicola

Luego del periodo de estrés nutricional practicamente el 100% de las abejas analizadas
presentaron esporas de Nosema sp, con similares niveles de infecciébn por este
microsporidio en ambos grupos de colmenas (Fig. 49; Test de t, p=0,12). Dichos niveles
disminuyeron significativamente en setiembre (primavera) Test de t: MM p<0,001; MP
p<0,001), no mostrando diferencias entre ambos grupos de colmenas (Fig. 49) (Test de

t, p=0,10).

Todas las colonias estuvieron infectadas con N. ceranae a excepcién de una sola
muestra del grupo MM que presenté co-infeccion con N. apis en el muestreo 6

(resultados no mostrados).
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Figura 49. Nivel de infeccién con Nosema spp. de las colonias de los grupos MM y MP luego
del periodo de estrés nutricional. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Los boxplots indican los

datos minimos, méximos, la media + desvio estdndar y la media.
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La suplementaciéon durante el invierno tampoco modificé los niveles de infeccién con
los virus ABPV, BQCV, DWV y SBV ya que ambos grupos de colmenas presentaron
similares niveles de infeccién con estos virus en primavera (Mayo: Test de t, ABPV
p=0,29, BQCV p=0,98; Test de t: DWV p=0,34, SBV p=0,13; Setiembre: Test de t,
ABPV p=0.,9, BQCV p=0,96; Test de t: DWV p=0,61, SBV p=0,77) (Fig. 50). Dichos
niveles se mantuvieron constantes desde mayo a setiembre para todos los virus a
excepcién del ABPV el cual aumentd en el tiempo (Test de t: ABPV MM p=0,002, MP
p=0,003, BQCV MM p=0,07, MP p=0,35; Test de t: DWV MM p=0,81, MP p=0,55,
SBV MM p=0,16, MP p=0,91) (Fig. 50).
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Figura 50. Nivel de infeccién con los virus a) ABPV, b) BQCV, ¢) DWV y d) SBV de las colonias
de los grupos MM y MP luego del periodo de estrés nutricional. **p<0,01. Los boxp/ots indican

los datos minimos, maximos, la media = desvio estandar y la media.
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7.4.3.6. Pérdida de las colonias

Luego del invierno se perdi6 el 16,6% de las colonias en ambos grupos experimentales,
por lo que no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Test de

proporciones, p=0,99).
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7.5- Discusién

El fenébmeno de pérdidas de colonias de abejas meliferas reportado en los dltimos afios
ha sido un tema de preocupacién mundial, tanto para la comunidad cientifica como
para la sociedad en general (Kaplan, 2008; Carreck & Neumann, 2010; Potts et al.,
2010b, 2016; Gray et al., 2019). Este capitulo se focalizé en el estudio de dos de las
principales causas asociadas a dicho fendmeno: el estrés nutricional y la infeccién con
plagas y patdégenos, utilizando como ambiente modelo de estrés nutricional las
plantaciones de £. grandis. En el primer ensayo de este capitulo se evalué el efecto del
estrés nutricional en la fortaleza, salud y productividad de colonias ubicadas en dichos
ambientes durante el periodo de estrés y a mediano plazo. Para esto, se utilizaron
colonias ubicadas en una plantacién de £. grandisy, con el objetivo mitigar dicho estrés,

se suplementé a un grupo de colonias con tortas de polen polifloral.

El estudio de la diversidad de polen y calidad nutricional de la torta de polen polifloral
y el polen colectado por las abejas (PA) permitié6 comprobar que ambos grupos de
colonias tenfan a su disposicién alimentos diferentes. La torta de polen polifloral
permitié que las colonias suplementadas tuvieran a su disposicién polen de diverso
origen botanico. Teniendo en cuenta que los distintos pdlenes poseen diferente
composicion de aminoécidos, lipidos, vitaminas y minerales (Somerville, 2001), la
mayor diversidad de polen podria aumentar las probabilidades de suplir a las abejas con
los requerimientos nutricionales necesarios. Esta mayor disponibilidad de recursos
nutricionales fue comprobada, ya que el polen polifloral de la torta presenté una mayor
proporcién de los aminoéacidos esenciales para las abejas y un mayor contenido de
lipidos que el PA. En contraste, el PA consistié principalmente en polen de £. grandis. Su
porcentaje de proteina cruda disminuyd a lo largo del periodo de floracién de estos
arboles, coincidiendo con los resultados obtenidos por Invernizzi y colaboradores
(2011). Dicha disminucién podria deberse principalmente a variaciones de temperatura
ambiental (Herbert, 1992), factor que varia sensiblemente en esa época del afio y en la
zona donde se ubican estas plantaciones. Ademads, dicho porcentaje de proteinas fue
inferior al ofrecido a las abejas en la torta de polen polifloral, y no alcanzé en algunos
muestreos el minimo porcentaje de proteinas requerido (20%) para el mantenimiento
de la colonia. Asimismo, el porcentaje de lipidos ofrecido en la torta de polen polifloral
fue muy superior al disponible en el PA. Si bien no existe informacién vinculada a los

requerimientos de lipidos minimos para las abejas, el porcentaje de estos compuestos
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disponible en el PA fue similar al de las especies de polen con menor contenido de
lipidos descriptas (Roulston & Cane, 2000; Manning, 2001b; Somerville, 2001). La
cantidad de proteinas y lipidos ingeridos se asocia con la edad de inicio de pecoreo de
las abejas, ya que una menor proporcién de estos compuestos acelera la transicién de
abeja nodriza a pecoreadora (Toth, 2005; Nilsen et al, 2011). Ademas, el polen de
Eucalyptus spp. se encuentra dentro de los pélenes con mayor relacién de omega 6-3
(Arien et al., 2015) y las deficiencias de omega 3 se han asociado a enfermedades y
desérdenes neurolégicos (Brenna, 2011; Watson & Meester, 2014). Todo esto confirma
que si bien todas las colonias se encontraban en un ambiente cuyo polen disponible fue
nutricionalmente pobre, las colonias suplementadas con polen polifloral tuvieron acceso

a polen de mejor valor nutricional.

Un aspecto interesante fue la calidad nutricional del polen de £. grandis (PE) ya que su
porcentaje de proteinas, lipidos y la proporcién de aminoacidos fue superior al del PA.
Esto sugiere que a pesar de que el polen acompafante al del £ grandis presente en la
muestra de PA se encontraba en baja proporcién, éste fue alin peor desde el punto de
vista nutricional y consecuentemente diluyd los valores nutricionales de la mezcla de
polenes que entraba a las colmenas. Este aspecto es importante considerando que las
colonias sin suplementar tendieron a colectar mayor diversidad de polen que las
colonias del grupo suplementadas y por lo tanto la calidad nutricional del polen que
ingresd a las colonias del primer grupo fue aiin peor que el que ingresé a las colonias del
segundo. La diferencia en la diversidad de polen colectado por ambos grupos de
colmenas podria ser una consecuencia de la suplementacién con polen administrada, ya
que se ha reportado que colonias bajo estrés nutricional aumentan su actividad de
pecoreo (Fewell & Winston, 1992; Dreller et al, 1999) y como se menciond
previamente, el bajo contenido de proteinas y lipidos acelera la transiciéon de
comportamiento de las abejas. En este estudio, ambos grupos de colmenas presentaron
similares reservas de polen. Este resultado podria deberse a que las abejas de las colonias
sin suplementar efectivamente colectaron més polen pero también consumieron maés, o
a que simplemente el método utilizado para estimar la cantidad de polen de las colonias
(en categorias) no fue lo suficientemente sensible. Probablemente, la estimacién como
porcentaje de cuadro cubierto por polen sea un estimador maés certero de dicha
variable. La diferencia de diversidad de polen y su consecuente contenido nutricional

permiten proponer que una vez que las colonias son sometidas a estrés nutricional, i) se
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da un aumento de actividad de pecoreo con el consecuente mayor ingreso de polen
diverso. Si este estrés nutricional se da en otofio, momento en que la calidad nutricional
del polen decrece (DeGrandi-Hoffman et a/., 2018), posiblemente disminuya adn mas la

calidad del polen que ingresa, y por lo tanto el estrés nutricional serfa ain mayor.

El porcentaje de proteina corporal de las abejas se utilizd como indicador del estado
nutricional de las mismas. Sin embargo, si bien ambos grupos de colmenas tuvieron a su
disposicidn pélenes nutricionalmente diferentes, no fue posible observar diferencias en el
porcentaje de proteina corporal entre ambos grupos, tal como se reporté en estudios
previos (Invernizzi et al., 2011a). Esto podria deberse a que el anélisis se realizé sobre
abejas nodrizas muestreadas sobre el nido de cria, por lo que las abejas muestreadas
varian en edad. Teniendo en cuenta las variaciones en el consumo de polen en las
abejas durante su primera etapa de vida (Crailsheim et al, 1992), la ausencia de
diferencias podria deberse a la enorme variacién de este pardmetro durante esta etapa.
Posiblemente, el anélisis de proteina corporal en abejas de la misma edad sea un
indicador més certero, aunque su abordaje a nivel de campo y con el nimero de
colmenas utilizadas en este ensayo sea dificilmente realizable. Por otro lado, el hecho
que el porcentaje de proteina corporal aumente en el tiempo a pesar de que el
contenido de proteinas del polen disponible en el ambiente disminuya, sugiere que

ambas variables no se encuentran directamente relacionadas.

El estrés nutricional afectd la fortaleza de las colonias y los niveles de infeccién con N.
ceranae. A nivel de la fortaleza de las colonias, dicho estrés nutricional disminuyé la
poblacién de las abejas adultas. Este efecto fue dependiente del tiempo, por lo que es
posible plantear que, si el estrés nutricional se da por periodos més prolongados, las
consecuencias podrian incrementarse. Este efecto podria estar asociado a que las abejas y
cria de colmenas mejor nutridas tienen mayor expectativa de vida, posiblemente porque
esa mejor nutricién les confiere la capacidad de defenderse mejor frente a la infeccién
con patégenos (Alaux et al, 2010; DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015). En estudios
previos en los cuales se suplementaron colmenas bajo estrés nutricional, no observé un
efecto de dicho estrés en la poblacién de abejas y cria (Invernizzi et al, 201la;
Mortensen et al., 2018). Las diferencias entre estos trabajos podrian deberse a las dietas
utilizadas para suplementar las colonias, a la magnitud del estrés nutricional en que las

colonias estaban sometidas, o a ambos factores en combinacién. En el tiempo, la
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poblacién de las colmenas tuvo el mismo comportamiento en ambos grupos, siguiendo
su dindmica normal en esta época del afio: disminucién hacia los meses més frios del
afio y aumento con el comienzo de la primavera. Un aspecto interesante es que este
aumento hacia la primavera fue més significativo en las colonias suplementadas en
comparacién a las del grupo sin suplementar. Esto sugiere que una vez que las colonias
sufren estrés nutricional, no logran recuperarse cuando las condiciones ambientales son

favorables, asi como lo harian colonias que no sufrieron tal estrés.

En cuanto a los efectos del estrés nutricional en el estado sanitario de las colmenas, fue
posible observar que dicho estrés afectd positivamente los niveles de infeccién con
Nosema sp., siendo dicho efecto tiempo-dependiente. Invernizzi y colaboradores (2011)
reportaron que colonias ubicadas en plantaciones de £. grandisy con reservas de polen
o reservas y suplementacién de polen, presentaron menores niveles de infeccién con
este microsporidio que colonias sin reservas ni suplementacién. Dichos autores
atribuyeron estas diferencias a la disponibilidad de polen diverso, y no a la cantidad de
polen de las colonias. Esto se debe a que las colonias ubicadas en estos ambientes tienen
un exceso de polen logrando “bloquear” significativamente el &rea de cria. Esta hipdtesis
podria aplicarse también a los resultados obtenidos en esta tesis. Una diferencia
importante entre ambos trabajos es la relacién entre el estrés nutricional, la poblacién
de abejas y cria, y los niveles de infeccién con Nosema spp. Invernizzi y colaboradores
(2011) no observaron un efecto del estrés nutricional en la poblacién de cria de las
colonias, mientras que en este ensayo no solo las colonias bajo estrés nutricional
presentaron menor poblacién de abejas y cria, sino que la poblacién de abejas se asocid
negativamente con los niveles de infeccién con Nosema spp. principalmente en colonias
sometidas a estrés nutricional. Estos resultados indican un claro efecto del estrés
nutricional y estado sanitario en la fortaleza de las colonias. La falta de dicha
observacién por parte de Invernizzi y colaboradores podria deberse a que la cantidad
de polen utilizado para mitigar los efectos del estrés nutricional no fue suficiente.
Estudios previos y los resultados obtenidos en el capitulo 1 de esta tesis han demostrado
que, bajo condiciones de laboratorio, abejas alimentadas con polen presentan mayor
nivel de infeccién con Nosema spp. pero sobreviven més que las privadas del consumo
de polen (Porrini et al., 2011; Basualdo et al., 2014b; Jack et al., 2016). Estos resultados
sugieren que un aumento de los recursos nutricionales promueve la replicacién de

Nosema spp., pero los efectos benéficos de la nutricién en la fisiologia de las abejas
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compensan los efectos negativos de la infeccion. Esta discrepancia entre estudios de
laboratorio y de campo puede asociarse a distintos factores. Por un lado, los
mecanismos de inmunidad social necesarios para la reduccién de la dispersién de N.
ceranae (Biganski et al., 2018) no puedan ser puestos en marcha a nivel de laboratorio.
Por otro lado, dicha discrepancia podria asociarse también a la relacién entre los
cambios fisiolégicos de las abejas regulados por la nutricién y la consecuente transicién
comportamental. En ensayos a nivel de laboratorio, la fisiologia de las abejas cambia en
asociacion a la nutricién (Bomtorin et al., 2014; Guidugli et al., 2005; capitulo 1 de esta
tesis) pero no experimentan la transicion de comportamiento (porque las condiciones
experimentales no lo permiten). De esta forma, abejas alimentadas con distintas dietas y
muestreadas a tiempos especificos se encuentran en distintos estados nutricionales y
fisiolégicos. Sin embargo, cuando a nivel de campo las abejas comienzan a realizar
actividades de pecoreo, sus reservas nutricionales disminuyen notablemente, asi como su
fisiologia (Toth & Robinson, 2005; Corona et al., 2007). En este sentido, Ament y
colaboradores propusieron que la maduracién comportamental se encuentra bajo
control nutricional (Ament et al, 2008b) y que los cambios de maduracién de la
fisiologia de las abejas se asocian con el comportamiento y no con su edad (Ament et
al., 2010). Teniendo en cuenta que la nutricidén afecta el sistema inmune (Alaux et al.,
2010), es esperable que cuando las abejas comienzan las actividades de pecoreo, la
magnitud de su respuesta inmune se relacione con la cantidad de polen consumido
durante su etapa de nodriza o con la minima cantidad de jalea real que consume
durante su etapa de pecoreadora (Camazine et al, 1998; Crailsheim, 1998). Por lo
tanto, abejas pecoreadoras de colmenas bajo estrés nutricional no son capaces de
montar una respuesta inmune contra Nosema spp. tan eficiente como la montada por
las pecoreadoras provenientes de colonias suplementadas. Este efecto en la respuesta
inmune de las abejas podria ser una consecuencia directa del polen en la fisiologia de las
abejas (Alaux et al., 2010; Di Pasquale et al., 2013) o podria darse debido a que este
polen contribuya al establecimiento de la microbiota intestinal, la cual poseen funciones
inmunomoduladoras (Engel & Moran, 2013b; Powell et al., 2014; Kwong et al., 2017).
Por Gltimo, el hecho que N. ceranae fue el microsporidio predominante infectando las
colonias durante el ensayo coincide con estudios previos (Invernizzi et al, 2009;
Antlnez et al., 2015; Anido et al., 2016). De esta forma, el efecto del estrés nutricional
en la fortaleza de las colonias y nivel de infeccién con Nosema spp., puede especificarse

a N. ceranae en particular.
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En cuanto al efecto del estrés nutricional en los niveles de infeccién con virus, los
resultados no fueron los esperados, ya que se ha propuesto que abejas alimentadas con
polen tienen la capacidad de disminuir la replicacién viral en comparacién a abejas
desnutridas (DeGrandi-Hoffman & Chen, 2015). Sin embargo, los resultados obtenidos
coinciden con los reportados por Alaux y colaboradores (2011a). Estos autores
encontraron que abejas alimentadas con polen en el laboratorio, presentaban mayor
nivel de infeccién con el DWV que las alimentadas con jarabe y sugirieron que una
mayor maquinaria celular disponible en abejas alimentadas con polen podria contribuir
a un mayor desarrollo de las poblaciones virales pero también favorecer a las abejas a
resistir los efectos de las infecciones virales. Teniendo en cuenta que los virus son
patégenos intracelulares obligados cuya replicaciéon depende de la célula hospedera, la
misma explicacién podria aplicarse a los restantes virus analizados. Por otro lado, los
resultados obtenidos son consistentes con que (al menos) el DWV podria competir con
N. ceranae por recursos nutricionales y el microsporidio seria més eficiente en dicha
competencia (Costa et al., 2011; Doublet et al., 2015; Tritschler et al., 2017), ya que las
colonias bajo estrés nutricional fueron las que presentaron menor nivel de infeccién con
virus pero mayor nivel de infeccibn con N. ceranae, inversamente a las colonias
suplementadas. Mas alld de las razones por las cuales los niveles de infeccidén con virus
fueron superiores en colonias suplementadas en comparacién a las que se encontraban
bajo estrés nutricional, el hecho que las colonias suplementadas presentaran mayor
poblacién de abejas adultas y cria permiten concluir que estos niveles de infeccién no
tuvieron un efecto en la fortaleza de las colonias. La comparacién entre los niveles de
virus obtenidos en este ensayo y los que suelen tener colmenas del hemisferio norte
(informacién suministrada por el Dr. Miguel Corona) permite proponer que
posiblemente los niveles encontrados no sean los suficientes para superar un umbral de
dano. El hecho de que los niveles del ABPV, BQCV y DWV hayan disminuido con el
tiempo, sugiere que la dindmica de estos virus podria asociarse de forma indirecta a

variables ambientales, no sucediendo lo mismo con el SBV (Beaurepaire et al., 2020).

Por dltimo, los niveles de infestacién con V. destructor fueron mayores en colonias
sometidas a estrés nutricional y aumentaron en el tiempo. Estos resultados permiten
proponer que posiblemente dicho efecto se deba a que las abejas de las colonias con
déficit nutricional no pueden expresar eficientemente una resistencia comportamental

(comportamiento higiénico y grooming) frente al acaro, de forma de mantener bajos los
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niveles de infestacién (Rosenkranz et a/, 2010). Por otro lado, a pesar de que las
colonias bajo estrés nutricional presentaron mayor nivel de infestacién con V.
destructor, simultdneamente presentaron menor nivel de infeccién con virus, por lo que

es posible disociar ambas variables y asociarlas directamente al estrés nutricional.

Si bien las colonias que recibieron suplementacién con polen presentaron mayor
poblacién de abejas adultas, este efecto no se vio reflejado a nivel productivo ya que la
produccién de miel fue similar en ambos grupos de colmenas. Este resultado no fue
esperado ya que una se supone que colmenas con mayor cantidad de abejas tienen
mayor potencial productivo. Sin embargo, debido a que la suplementacién se comenzé
a realizar durante el periodo de estrés nutricional, es posible que el efecto de dicha
suplementacién sea significativo a nivel de la cria que es alimentada con este polen. En
ese caso, las abejas que recibieron el polen proveniente de la torta durante su etapa de
cria salieron a pecorear como minimo al mes de haberse instalado las colmenas en la
plantacién, momento en el cual el pico de oferta nectarifera ya habia disminuido.
También es posible que, si bien se observé un efecto de la suplementacién con polen en
la poblacién de abejas, esta mayor cantidad de abejas no fue suficiente como para
observar diferencias en la produccién de miel. Teniendo en cuenta ambas hipétesis, se
requieren més estudios para determinar si la suplementacién con polen polifloral es una
herramienta que permita mejorar la produccién de miel en las forestaciones de £

grandis.

Por dltimo, si bien no hubo diferencia de pérdidas de colmenas entre ambos grupos, el
hecho que mueran el doble de colmenas sometidas a estrés nutricional durante el
invierno puede significar una gran pérdida a nivel de una apicultura comercial. Ademas,
es importante resaltar que la ausencia de diferencias estadisticamente significativas en
relacién con este pardmetro puede deberse a que las colmenas se reubicaron en una
regiéon mas favorable desde el punto de vista ambiental. Por lo tanto, no es posible
descartar que en caso de que las colmenas se mantengan en las plantaciones de £
grandis, el estrés nutricional impacte fuertemente en la mortalidad de las colonias
(Invernizzi et al., 2020). El efecto positivo de la reubicacién de las colonias en un
ambiente méas favorable también podria haber sido el motivo por el cual no se observd
un efecto del estrés nutricional en los niveles de infeccién con N. ceranae y virus ARN a

mediano plazo.
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El objetivo de la segunda parte de este capitulo fue evaluar los efectos de la
suplementacién con polen polifloral durante el invierno en colmenas que estuvieron
sometidas a estrés nutricional en otofio. Para esto, una vez que las colmenas que
estuvieron en una plantacién de £. grandis fueron reubicadas en un ambiente mas
favorable, se dividieron en dos grupos y uno de ellos recibié la suplementacién con
polen polifloral mensualmente, mientras que el otro solo utilizé los recursos poliniferos
del entorno. Debido a registros histéricos, la cantidad y diversidad del polen disponible
en estos ambientes durante el invierno es baja (Antanez et al., 2015) y, por lo tanto, era
esperable que bajo estas circunstancias la suplementacién con polen mejoraria la
fortaleza y salud de las colonias. Sin embargo, la suplementacién con polen afectd
positivamente a la poblacién de cria y abejas adultas Unicamente en periodos
especificos, no teniendo un efecto claro ni mantenido en el tiempo. Dicha
suplementacién tampoco tuvo efectos en los niveles de infeccién con los distintos
patdégenos analizados ni en las pérdidas de colonias. El hecho que la suplementacién
haya afectado la fortaleza de las colonias principalmente en los meses més frios del afio
sugiere que cuando las condiciones ambientales son favorables, la suplementacién no
tiene efectos. Esto puede deberse a que i) las consecuencias del estrés nutricional son
muy dificiles de mitigar, logrando un efecto del tratamiento propuesto Gnicamente bajo
condiciones ambientales muy adversas, pero que dichos efectos no se mantienen en el
tiempo, o ii) que la cantidad y diversidad de polen administrado no fue suficiente para
cubrir las necesidades coloniales en esos meses y en ese lugar. Estudios previos han
planteado resultados contrastantes en cuanto al efecto de la suplementacién proteica en
la poblacién de abejas, dependiendo de la época del afo en que se realizaron los
experimentos y las condiciones ambientales e ingreso de polen que tenian las colonias

(Mattila & Otis, 2006; DeGrandi-Hoffman et al., 2016).

En cuanto al efecto de la suplementacién polinica en los niveles de infeccién con
Nosema spp., como se mencioné anteriormente se han reportado resultados
contrastantes tanto a nivel de campo como de laboratorio. DeGrandi-Hoffman y
colaboradores (2016) reportaron un efecto negativo de la suplementacién proteica en
los niveles de infeccién con este patdégeno durante otofio e invierno, mientras que a
nivel de laboratorio se ha reportado que distintas dietas y suplementos polinicos afectan
diferente los niveles de Nosema sp. (Fleming et al., 2015). Estos resultados contrastantes

reflejan que las distintas condiciones ambientales afectan diferencialmente el desarrollo
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de Nosema spp. Bajo las condiciones de este ensayo, la suplementacién con polen
durante el invierno no afecté los niveles de Nosema sp. Alternativamente, es posible
que el eventual efecto positivo de la suplementacion en la infeccidn con este
microsporidio se haya visto enmascarado por la cantidad y diversidad de polen
disponible en la primavera o que la cantidad de polen administrada a las colonias no
haya sido suficiente para afectar los niveles de Nosema spp. Estas hipdtesis podrian
explicar también la falta de efecto de la suplementacién con polen en los niveles de

virus analizados.

Por otro lado, la disminucién significativa de los niveles de Nosema spp. a valores
cercanos a cero en primavera y el aumento significativo del ABPV en este periodo de
tiempo en ambos grupos de colonias sugiere que los factores ambientales y
posiblemente la dindmica colonial influyeron en gran medida la dindmica de infeccién

de estos patdgenos (Beaurepaure et al., 2020).

En suma, los dos estudios realizados a nivel de campo muestran que los recursos
poliniferos que disponen las colmenas tienen consecuencias a nivel poblacional vy

sanitario, aunque la magnitud del efecto varia segln las condiciones ambientales.

Los resultados obtenidos en este capitulo permiten comprobar la hipétesis planteada: el
estrés nutricional impacta la fortaleza, estado sanitario, productividad y supervivencia de
las colonias a corto y mediano plazo. Dichos efectos no pueden ser mitigados luego de

transcurrido el periodo de estrés nutricional.
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8. CONSIDERACIONES FINALES

Como una aproximacién a la comprensién de los efectos del estrés nutricional en las
abejas meliferas, en esta tesis se abordé en una primera instancia el efecto del estrés
nutricional y de su interaccién con la infeccién con N. ceranae, en la supervivencia diaria
de las abejas, en diferentes pardmetros fisiolégicos y en los niveles de infeccién natural
con el DWV. En una segunda instancia, se analizé el efecto de la microbiota intestinal y
las interacciones con abejas nodrizas en la asimilacién y procesamiento de esas dietas.
Teniendo en cuenta que los estudios de cria de abejas en condiciones controladas son
muy Utiles para disgregar el efecto de distintas variables, pero limitados en cuanto a su
extrapolacién a la naturaleza, en el capitulo 3 de esta tesis se evalud a nivel de campo
primeramente el efecto del estrés nutricional en la fortaleza y salud de las colonias y
posteriormente, el efecto de la suplementacién con polen en invierno, como medida
para mitigar los efectos negativos asociados al estrés nutricional. La utilizacién de polen
monofloral de £. grandis en los ensayos en condiciones controladas y la ubicacién de las
colonias en montes de estos &rboles permiten asociar los resultados obtenidos a partir de

los distintos abordajes metodoldgicos.

En todos los ensayos realizados en condiciones controladas de laboratorio se evidencié
la importancia de la alimentacién con polen para aumentar la supervivencia de las
abejas. Esto demuestra que en aquellas condiciones en las cuales las colmenas se
enfrenten a ausencia de polen (escenario altamente probable considerando las grandes
extensiones de monocultivos y sus periodos de floracién), se despoblarian corriendo
riesgo de colapsar. El efecto positivo de la alimentacién con polen también se vio
reflejado en la expresién de los marcadores vinculados a la nutricién y comportamiento
de las abejas (vg, mrjply mfe). Por otro lado, considerando que colmenas ubicadas en
plantaciones de £. grandis se debilitan debido a la baja calidad nutricional del polen de
estos arboles (Somerville, 2001; Somerville & Nicol, 2006; Invernizzi et al., 2011a, 2020;
Mendoza et al., 2012), se esperaba observar un efecto negativo de la alimentacién con
este polen en la supervivencia y fisiologia de las abejas en comparacién a abejas
alimentadas con los restantes pdlenes utilizados. Sin embargo, la similar supervivencia
observada entre abejas alimentadas con los distintos pdlenes sugiere que el polen de
estos arboles no es necesariamente peor que un polifloral. De todos modos, este

resultado se obtuvo con abejas confinadas en laboratorio. En el estudio realizado a nivel
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de campo (ver més adelante) se evidenciaron diferencias a varios niveles en colonias que

disponian de ambos pdlenes.

En cuanto a la infeccién por N. ceranae, se comprobd su efecto negativo en la
supervivencia de las abejas, independientemente de la dieta recibida. La infeccién con
este microsporidio aumentd los niveles de expresiéon de vgy mujpl, respuesta que se da
en la primera etapa de vida y se agota rapidamente. Dicha respuesta estaria vinculada a
la remocién de radicales téxicos y al aumento en el metabolismo de las abejas asociado

a la infeccién (Amdam et al., 2004; Higes et al., 2007).

La alimentacién con polen aumenté la expresién del gen ppo que codifica para la
enzima polifeniloxidasa (principalmente en el segundo ensayo), mientras la alimentacién
con polen de E. grandis. reprimid la expresiéon de Aim. Teniendo en cuenta que en
diversos estudios en los que se han utilizado distintos tipos de polen se han obtenido
similares resultados con otros marcadores inmunitarios (Alaux et al., 2010; Di Pasquale
et al., 2013; Castelli, 2017), es posible proponer que los mecanismos inmunolégicos se

activen o depriman frente al consumo de ciertos compuestos presentes en el polen.

El hecho que la dindmica de expresién de ciertos genes inmunes no coincidiera en los
dos ensayos del capitulo 1 sugiere que este pardmetro puede verse afectado por el
momento del afio en que las abejas son colectadas para la realizacién de los ensayos.
Esto puede deberse a que las abejas se preparan fisiol6gicamente para las actividades a

realizar en verano e invierno (Steinmann et al., 2015).

En estas condiciones de laboratorio, los niveles de infeccibn con N. ceranae
dependieron de la dieta mostrando un mayor nivel en las abejas alimentadas con polen,
coincidiendo con estudios previos (Porrini et al., 2011; Basualdo et al., 2014a; Jack et al.,
2016). Esto sugiere que si bien una mejor nutricién promueve la replicacién de Nosema
spp., las consecuencias negativas de dicha infeccién son controladas por abejas bien

nutridas ya que igualmente logran una mejor supervivencia.

Por otro lado, la Aim y ppo fueron los Unicos dos genes inmunes cuya expresion
aumentd en abejas infectadas con N. ceranae, siendo este aumento dependiente del
tiempo. Esto sugiere que dicha respuesta inmune sea una consecuencia del aumento de
los niveles de infeccién con N. ceranae y confirma que la Aim es un mecanismo cuya

expresion se activa en las abejas A. mellifera frente a la infeccién con patégenos
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(Doublet et al., 2017). A pesar de que la expresidon de estos genes se activd frente a la
infeccién, el aumento en su expresibn no contuvo la reproducciéon de este

microsporidio.

Por otro lado, se encontré que el polen polifloral promovié la adquisiciéon de bacterias
de la familia Enterobacteraceae (patégenos oportunistas) y se comprobd que el contacto
con abejas nodrizas permite la adquisicién de una mayor abundancia de grupos
bacterianos intestinales benéficos para las abejas, como Bifidobacterium ateroirdes y
Lactobacillus apis. Dichos grupos microbianos, junto con el procesamiento del polen por
parte de las nodrizas y el suministro de las proteinas presentes en el polen en forma de
jalea real, pueden ser lo que les permite a las abejas recién emergidas asimilar ciertos
tipos de pdlenes, neutralizar posibles componentes téxicos que pudiera haber en él y/o
disminuir la proporcién de bacterias potencialmente patégenas como las
Enterobacteraceae. Ademas, el hecho que el polen polifloral 1 que resultara téxico en
condiciones de laboratorio, permitiera que, a nivel de campo, colonias sometidas a
estrés nutricional presentaran mayor fortaleza, sugiere que estas interacciones con

nodrizas son claves en la homeostasis colonial.

En el primer ensayo de campo, se comprobd que el estrés nutricional asociado a
plantaciones de £. grandis disminuye la poblacién de abejas adultas y cria y aumenta los
niveles de infeccién con N. ceranae. Colmenas sometidas a estrés nutricional presentaron
menor nivel de infeccién con virus y mayores niveles de N. ceranae. Teniendo en cuenta
que estos resultados se corresponden con los obtenidos a nivel de laboratorio, se abre
una linea de investigacién para profundizar en este aspecto. Los efectos del estrés
nutricional tuvieron consecuencias a mediano plazo, ya que las colmenas sometidas a
dicho estrés no se recuperaron de igual manera en primavera como lo hicieron las

colmenas suplementadas con polen polifloral.

El segundo ensayo de campo permitié comprobar que los efectos negativos del estrés
nutricional no son facilmente reversibles, al menos mediante la estrategia utilizada en

este ensayo.

Por dltimo, teniendo en cuenta i) que el porcentaje de proteinas del polen de £
grandis es alto al principio de la floracién pero disminuye con el tiempo (Invernizzi et
al., 2011; esta tesis), ii) las diferencias en los resultados obtenidos en los ensayos en
condiciones controladas mencionadas anteriormente, vy iii) los resultados obtenidos en
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los ensayos de campo, permiten plantear un modelo teérico explicando las razones por
las cuales las colonias ubicadas en las plantaciones de £. grandis se debilitan
sensiblemente. Dicho modelo consiste en que, en otofio, la dindmica y funcionamiento
colonial se estd preparando para afrontar el invierno, por lo que cambia la fisiologia de
las abejas, las reservas nutricionales y la organizaciéon colonial. En ese momento, las
colonias son trasladadas a un ambiente que ofrece un gran flujo nectarifero por lo que la
organizacién colonial cambia abruptamente y las abejas con reservas nutricionales
suficientes para sobrevivir todo el invierno dentro de las colonias deben comenzar a
pecorear para acopiar alimentos. La cantidad de cria en estos ambientes y la calidad
nutricional del polen disponible disminuye en el tiempo, por lo que se producen
generaciones de cria con pocos individuos y pobres desde el punto de vista nutricional
para afrontar el invierno. Ademaés, los niveles de infeccién con Nosema spp. aumentan,
disminuyendo la supervivencia de las abejas y la poblacién de las colonias, por lo que
las mismas empiezan el invierno con gran debilidad desde el punto de vista poblacional
y sanitario. Ambos factores junto con la desorganizacién social y la importancia de esta
organizacién para mantener la homeostasis nutricional y microbiana de la colonia
contribuyen a que las mismas no pasen el invierno en las mejores condiciones y no

logren recuperarse de forma adecuada en la primavera siguiente.

Este trabajo contribuye a la comprensién de los efectos de la alimentacién en la
fisiologia y sanidad de abejas a nivel individual, y profundiza en los factores que afectan
dicha nutricién. Ademés, constituye el primer trabajo que prueba, en condiciones de
campo, la interaccién entre el estrés nutricional y la salud de las colonias de abejas. Por
otro lado, los efectos de la suplementacién con polen polifloral durante el periodo de
estrés nutricional en la fortaleza y salud de las colmenas a corto y mediano plazo,
permiten considerar esta estrategia para ser recomendada a nivel productivo. Para su
aplicacién, es importante considerar las medidas adecuadas de manejo para evitar el

contagio de enfermedades.
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

9.1. Conclusiones

El estrés nutricional extremo disminuyd la supervivencia de las abejas, asi como la
expresidén de genes vinculados al estado nutricional, comportamental y a la inmunidad

celular (vg, mrjpl, mfe y ppo).

En condiciones de laboratorio, los dos pdélenes monoflorales utilizados afectan de
forma similar la supervivencia diaria de las abejas y la expresién de los marcadores de
nutricién y comportamiento (vgy mrjpl) y la respuesta inmune celular (ppo), mientras

que el polen de £. grandis deprimi6 la respuesta inmune humoral de las abejas.

La infeccidén con N. ceranae disminuyd la supervivencia de las abejas y activd en corto
plazo la expresion de marcadores vinculados a la nutricién y comportamiento (vgy
mupjpl). La infeccién también aumentd la expresiéon de Aim, marcador asociado a la
inmunidad humoral. Sin embargo, a pesar de dispararse esta respuesta inmune, los
niveles de N. ceranae aumentan por lo que la respuesta no es suficiente para contener a

reproduccién de este microsporidio.

Cuando las abejas estdn coinfectadas con N. ceranae y DWV, existe una interacciéon
negativa entre ambos patdégenos, siendo N. ceranae el patégeno beneficiado de esta
interaccién. Estos resultados de laboratorio se corroboraron a nivel de campo, ya que
las colonias que tuvieron mayor nivel de infeccién con este microsporidio, presentaron

menores niveles de infeccidén viral.

Las interacciones entre abejas recién emergidas y nodrizas juegan un rol clave en la
nutricién de las abejas, procesando compuestos del polen y transfiriéndolos a abejas mas
jovenes incapaces de hacerlo o contribuyendo al establecimiento de una comunidad

microbiana intestinal estable y caracteristica de las abejas.

Se comprobd que el polen de £. grandis varia en cuanto a su contenido de proteinas
durante el periodo de floracién, pudiendo tener buenos valores nutricionales al

comienzo de dicha floracién y decaer durante el transcurso de la misma.

A nivel de campo, el estrés nutricional afectd significativamente la fortaleza de la
colmena, disminuyendo la poblacién de abejas adultas y de cria a corto y mediano

plazo. Si bien no se observé un efecto significativo en el porcentaje de pérdidas de
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colonias, las colonias se retiraron de la forestacién al finalizar la floracién, por lo que no
se puede descartar un mayor impacto en el caso que las colmenas se hubieran

mantenido en dichas condiciones.

El estrés nutricional favorecié el aumento de los niveles de infeccién con N. ceranae, lo
que también repercute en la poblacién de abejas adultas. Por otro lado, colmenas
sometidas a estrés nutricional presentaron menores niveles de infeccién con virus que las

colmenas suplementadas.

Por Gltimo, el impacto del estrés nutricional en la fortaleza y sanidad de las colonias no

pudo ser mitigado por la suplementacién nutricional en invierno.
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9.2. Perspectivas

Los resultados obtenidos en la presente tesis motivan a profundizar tanto en aspectos
béasicos vinculados al efecto de la nutricién en las colonias, como en aspectos vinculados

a estrategias de manejo de las colonias a nivel de campo.

Teniendo en cuenta que abejas alimentadas con polen de £. grandis tienen el sistema
inmune humoral deprimido, serfa interesante comprobar si estos resultados se
mantienen en condiciones de campo. Para esto, es necesario analizar un gran nimero de
abejas de edad controlada provenientes de colmenas bajo condiciones de estrés
nutricional y su comparacién con abejas bien nutridas. Este ensayo se realizd en el
marco del proyecto ANIl FMV 125435 “Administracién de polen polifloral como
estrategia para mejorar la salud y productividad de colonias de abejas meliferas”, y los

resultados estdn en proceso de anélisis.

Por otro lado, teniendo en cuenta que los genes vinculados a la nutricién como vgy
mupjpl varian a lo largo de la vida de las abejas y en asociacién a los cambios de
comportamiento, seria interesante profundizar en la biologia de las abejas en
condiciones de campo y comparar la variacién en estos marcadores en abejas a nivel de
campo vy laboratorio. En verano de 2020, se realizé un ensayo con el fin de abordar

esta temética y las muestras obtenidas se encuentran en procesamiento.

Considerando que a nivel de campo no se observaron diferencias en la produccién de
miel entre ambos grupos de colmenas analizados a pesar de que colonias suplementadas
con polen polifloral presentaron mayor poblacién de abejas, seria interesante evaluar el
momento oportuno de suplementacién con el fin de mejorar la productividad, fortaleza

y sanidad de las colonias.

Por dltimo, teniendo en cuenta que la obtencién del polen polifloral en buenas
condiciones puede resultar dificultoso para productores profesionales que manejan gran
cantidad de colmenas, seria interesante analizar la efectividad de suplementos
nutricionales disponibles en el mercado para contrarrestar los efectos negativos de la
apicultura asociada a los montes de £. grandis. En este sentido, se presenté un proyecto

INIA FPTA para abordar este tema.
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11. APENDICE 1

Tabla 1. Lista de cebadores utilizados en esta tesis.

Tamafio del producto

Nombre Secuencia (5°-3") Gen de interés esperado Referencia
ABPV-F ACCGACAAAGGGTATGATGC Proteina de la cépside viral 124 ob Johnson et al.. 2009
ABPVR CTTGAGTTTGCGGTGTTCCT del ABPV P )
BQCV-F AAGGGTGTGCATTTCGTCAG Poliproteina estructural del 305 pb Kukielka et al., (2008)
BQCV-R GGCGTACCGATAAAGATGGA BQCV v
DWVI1-F ACCGACAAAGGGTATGATGC . . .
Poliproteina del DWV 260 pb Kukielka et al., (2008)
DWV1-R CTTGAGTTTGCGGTGTTCCT
SBV-F GGGTCCGAGTGGTACTGGAAA . 3
Poliproteina del SBV 105 pb Johnson et al., 2009
SBV-R ACACAACACTCGTGGGTGAC
Vg-F AGTTCCGACCGACGACGA Vitelogenina de Apis 63 bb Corona et al.. 2007
vg-R TTCCCTCCCACGGAGTCC mellifera P N
mrjp]-F TGACCAATGGCATGATAAGATTTT Proteina mayor 1dela jalea 98 pb Corona. comunicacién personal
mrjpl-R GACCACCATCACCGACCT real de Apis mellifera P ‘ P
mfe-F CATCTCAGATCTTTCGGCCTA Metil fernesoato epoxidasa 68 pb Corona, comunicacién personal
mfe-R AGATTTTCAGCTTCTACGGTT de Apis mellifera P ' P
him-F COACGACAAGAAAGACGGATCCAT Himenoptecina de Apis 108 pb Corona, comunicacién personal
him-R CATTCCATTCTTATCGTAGACACGTT mellifera ’
him2-F CTCTTCTGTGCCGTTGCATA Himenoptecina de Ap/; 27 Karina 27 Karina
him2-R GCGTCTCCTGTCATTCCATT mellifera N N
ppO-F TAATTGCGAACGGCTATGTAATCGTCT Profenol oxidasa de Ap/'; 109 ob Corona. comunicacién personal
ppo-R ACTGGCAACAAGGGCAATCTAATTTCGG mellifera P ? P
cyp9-F GATTATCGCCTATTATTACTG citocromo oxidasa P450 de 100 pb esta tesis
cyp9-R GTTCTCCTTCCCTCTGAT Apis mellifera
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Tabla 1. Lista de cebadores utilizados en esta tesis (continuacién).

Nombre

Tamafio del producto

Secuencia (5°-3°) Gen de interés Referencia
esperado
pa]-F GGTGACACCATTATGGAAGCA Senecionina N oxigenasa de esta tesis
pal-R CCTGCAAATCGAACATGCTG Apis mellifera
B-act-F ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG
-actina de Apis mellifera 148 pb Yang y Cox-Foster, 2005
B-act-R GACCCACCAATCCATACGGA
RPS5-F AATTATTTGGTCGCTGGAATTG protefna ribosomal S5 de
. . Gregorc et al., 2012
RPS5-R TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA Apis mellifera
218MITOC-F CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTA
SSUrRNA de N. apis 218 pb Martin-Hernéndez et al., 2007
218MITOC-R CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG
321APIS-F GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA
SSUrRNA de N. ceranae 321 pb Martin-Hernéndez et al., 2007
321 APIS-R GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG
ppo act-F GCGTCCTCATCACGGATAGACA Activador de la fenol 3 L
= . . . 97 pb Corona, comunicacién personal
ppo_act-R AAATCGTATTCGCCGAGCC oxidasa de Apis mellifera
def-F TGAATTCCGAGCCACTTGAGCATT
defensina 1 de Apis mellifera 172 pb Corona, comunicacién personal
def-R ACAAATACAAACTCCTTTCTCGCAAT
dorsal-F TATTATTATATCAGAGCCGACGGAAAGG
dorsal de Apis mellifera 171 pb Corona, comunicacién personal
dorsal-R TACTCCATTGGCCGATGTACGAT
DWV2-F GAGATTGAAGCGCATGAACA
Gregorc et al., 2012
DWV2-R TGAATTCAGTGTCGCCCATA
Napis-F CCATTGCCGGATAAGAGAGT .
- SSUrRNA de N. apis 269 pb Chen et al., 2009
Napis-R CCACCAAAAACTCCCAAGAG
Ncerl-F CGGATAAAAGAGTCCGTTACC
SSUrRNA de N. ceranae 250 pb Chen et al.,, 2009
Ncerl-R TGAGCAGGGTTCTAGGGAT
Ncer2-F TGCTCGATGTTATGGCTACAGAAG proteina 3 del filamento 90 pb Martin-Hernandez,
Ncer2-R TACAGATTGCGCTGCTTTAA polar de N. ceranae P comunicacién personal
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Tabla 2. Resumen de los anélisis realizados en el Ensayo 1 del Capitulo 3.

5/3/2015 26/3/2015 10/4/2015 24/4/2015 7/5/2015 Junio Julio Agosto Setiembre
Estimacion ‘.je la poblacién de Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas'las Todasllas Todas.las Todas las colonias
abejas adultas colonias colonias colonias
Porcentaje de proteina corporal 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por X X X X
de las abejas grupo grupo grupo grupo grupo
Estimacién de l? poblacién de Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas.las Todasllas Todas.las Todas las colonias
cria colonias colonias colonias
. . . . . . . Todas las Todas las Todas las .
Calidad de la cria Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias . . . Todas las colonias
colonias colonias colonias
Reservas de polen Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas.las Todas.las Todas.las Todas las colonias
colonias colonias colonias
Diversidad del polen colectado 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por X X X 10 colmenas por
grupo grupo grupo grupo grupo grupo
Nivel de infeccién con 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por X X X 10 colmenas por
Nosema spp. grupo grupo grupo grupo grupo grupo
Andlisis de Noserma spp. 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por 10 colmenas por X X X 10 colmenas por
grupo grupo grupo grupo grupo grupo
Nivel de infeccién con virus Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias X X X Todas las colonias
Nivel de infeccion con Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias Todas las colonias X X X X

V. destructor
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12. APENDICE 2

Tabla 1. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 1 del capitulo 1. Comparacién del nivel de expresién génica y nivel de infeccién con el
DWV de las abejas alimentadas con polen de Eucalyptus grandis 1y de Baccharis trimera de abejas recién emergidas, y de 7 y 14 dias de edad.
KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney; RE: abejas recién emergidas; 7d: abejas de 7 dias de edad; 14d: abejas de 14 dias de edad.

Comparacién vg mupjpl mfe him ppo DWV
KW p<0,001 ANOVA p<0,001 KW p<0,001 ANOVA p<0,001 ANOVA p<0,001 ANOVA p<0,001
RE - 7d Jarabe de sacarosa MW p=0,15 Scheffeé p<0,001 MW p=0,02 Scheffeé p=0,21 Scheffeé p=0,87 Scheffeé p<0,001
RE - 7 d £ grandis MW p=0,05 Scheffeé p=0,97 MW p=0.95 Scheffeé p=0,22 Scheffeé p=0,51 Scheffeé p<0,001
RE -7 d B. trimera MW p=0,02 Scheffeé p=0,97 MW p=0,62 Scheffeé p=0,75 Scheffeé p=0,99 Scheffeé p<0,001
RE - 14d Jarabe de sacarosa MW p=0,99 Scheffeé p=0,003 MW p=0,05 Scheffeé p<0,001 Scheffeé p=0,86 Scheffeé p<0,001
RE - 14 d £ grandis MW p=0.38 Scheffeé p=0,45 MW p=0.,07 Scheffeé p<0,001 Scheffeé p=0,1 Scheffeé p<0,001
RE - 14 d B. trimera MW P=0.]2 Scheffeé p=0,99 MW pS0.00] Scheffeé p=0.01 Scheffeé p=0,006 Scheffeé pS0.00]
7d jarabe de sacarosa - F. grandi: MW p=0‘003 Scheffeé pS0,00] MW pS0.00] Scheffeé p=0,99 Scheffeé p=0,98 Scheffeé p=0,96
7d jarabe de sacarosa -B. trimera MW pS0.00] Scheffeé pS0,00] MW p=0’003 Scheffeé p=0,96 Scheffeé p=0,89 Scheffeé p:O,96
7d E. grandis -B. trimera MW p=0.8 Scheffeé p=0,99 MW p=0.69 Scheffeé p=0,97 Scheffeé p=0,53 Scheffeé p=0,55
7d - 14d Jarabe de sacarosa MW p=0,002 Scheffeé p=0,99 MW p=0,87 Scheffeé p=0,02 Scheffeé p=0,99 Scheffeé p=0,99
7d - 14d E grandis MW p=0,006 Scheffeé p=0,06 MW p=0,004 Scheffeé p=0,51 Scheffeé p=0,98 Scheffeé p=0,99
7d - 14d B. trimera MW p=0,77 Scheffeé p=0,7 MW p<0,001 Scheffeé p=0,41 Scheffeé p=0,005 Scheffeé p=0,99
14d jarabe de sacarosa - F. grandi; MW p=0‘09 Scheffeé p=0,38 MW p=0.87 Scheffeé p=0,65 Scheffeé p=0,76 Scheffeé p=0,96
14d jarabe de sacarosa -B. trimera MW p=0.38 Scheffeé p=0,06 MW pS0.00] Scheffeé P=O,32 Scheffeé p=0,]7 Scheffeé p=0,99
14d E. grand/: -B. trimera MW p=0,02 Scheffeé p=0,94 MW p=0,006 Scheffeé p=0,99 Scheffeé p=0,96 Scheffeé p=0,85
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Tabla 2. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 1 del capitulo 1. Asociacién segln el test de correlacién de rangos de Spearman de los
niveles de expresiéon génica de las abejas alimentadas con jarabe, polen de Eucalyptus grandis 1y polen de Baccharis trimera.

vg mujpl mfe him ppo
Jarabe E. grandis | B. trimera | Jarabe E. grandis | B. trimera | Jarabe E. grandis i‘rinﬁv"era Jarabe E. grandis | B. trimera Jarabe E. grandis | B. trimera
Jarabe ) ) p=0,69; ) ) p=0,26; p<0,001; ) ) p=0.79; ) )
rho=0,12 rho=0,29 rho=0,76 rho=-0,09
, E ) ) p=<0,001; ) p=0.03; ) p;gf]‘ ) ) p=0,22; .
& | grandis rho=0,94 rho=-0,56 - rho=-0,4
0,64
B. ) ) ) p=0.15; Pr:hg'ffj; ) ) p=0.44; ) ) p=0.91;
trimera rho=0,44 0 1; rho=-0,23 rho=0,03
=0,55;
Jarabe | P=0:6% ) ) ) D o p=0.63; ) ) p=0.29; ) )
rho=0,12 0.19 rho=0,16 rho=0,34
oot E ) p<0,001; ) ) p=0.15; ) pfl?ﬁ?& ) ) p=0.74; .
P\ grandis rho=0,94 rho=-0,38 b7 rho=-0.1
B. ] ) p=0,15; ) ) p;gf_]‘ ) ) p=0.04; ) ) p=0.01;
trimera rho=0,44 - rho=-0,58 rho=-0,67
0,66
=0,55;
Jarabe | P=0:26: ) D o ) ) p=0.88: ) ) p=0.06: ) )
rho=0,29 0.19 rho=0,04 rho=-0,49
mfe E i p=0,03; p=0,15; i i p=0,69; i i p=0,24; i
grandis rho=-0,56 rho=-0,38 rho=0,1 rho=0,34
B. i i p=0,55; i p=0,01; i i p=0,11; i i p<0,001;
trimera rho=-0,17 rho=-0,66 rho=0,45 rho=0,79
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Tabla 2. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 1 del capitulo 1. Asociacién segln el test de correlaciéon de rangos de Spearman de los
niveles de expresién génica de las abejas alimentadas con jarabe, polen de Eucalyptus grandis 1y polen de Baccharis trimera (continuacion).

vg muyjpl mfe him ppo
Jarabe E. grandis | B. trimera | Jarabe E. grandis | B. trimera | Jarabe E. grandis | B. trimera| Jarabe E. grandis | B. trimera | Jarabe E. grandis | B. trimera
Jarabe p<0,001; ) p=0,63; ) ) p=0,88; ) ) ) p=0,88; ) )
rho=0,76 rho=0,16 rho=0,04 rho=0,04
£ p=0,01; p=0,005; p=0.69; p=0,69;
him " - rho=- - rho=- - - = ’ - - - - = N -
grandlis 0.64 0.67 rho=0,1 rho=0,1
8. . . p:,gf: . ) p;g’gfk ; p=0.11; . . ) p=0,11;
trimera 0.23 0.58 rho=0,45 rho=0,45
p=0,79; _ . p=0,06; _ .
Jarabe rho=- - ri;(—30224 - - rho=- - ,-E;E)OS?M - ) )
0,09 e 0.49 =0,
E. p=0,22; p=0,74; p=0,24; p=0,69;
pPpPO - - - - - - - - -
grandis rho=-0,4 rho=-0,1 rho=0,34 rho=0,1
B. ) ] p=0.91; ) ) p;g'_o_]‘ ) p<0.001; ) ) p=0.11; . .
trimera rho=0,03 0 6_7 rho=0,79 rho=0,45
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Tabla 3. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 1. Comparacién
del nivel de expresién génica y nivel de infeccién con el Virus de alas deformes de las
abejas alimentadas con jarabe, polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2 de
abejas sanas e infectadas con Nosema ceranae. Analisis realizados con Modelos Lineales
Generalizados Mixtos (GLMM).

Variable de Valor del Valor del

respuesta Variable independiente coeficiente intercepto p valor
Polen polifloral 2 5,92 <0,001
Polen de £. grandlis 2 6,42 <0,001
Nosema 3,07 <0,001
Tiempo 0,45 0,26
Polen polifloral 2* Nosema -0,40 0,72
vg Polen de £. grandlis 2* Nosema -0,32 -2,38 0,78
Polen polifloral 2*tiempo -0,44 0,44
Polen de £. grandis 2*tiempo -0,81 0,17
Nosema*tiempo -1,63 0,005
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo 0,36 0,66
Polen de £. grandis 2* Nosema*tiempo 0,56 0,51
Polen polifloral 2 8,36 <0,001
Polen de £. grandis 2 8,79 <0,001
Nosema 4,16 <0,001
Tiempo -0,42 0,13
Polen polifloral 2* Nosema -2,98 0,01
mujpl Polen de £. grandlis 2* Nosema -2,80 -5,16 0,02
Polen polifloral 2*tiempo 0,20 0,59
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,04 0,90
Nosema*tiempo -1,73 <0,001
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo 1,16 0,03
Polen de £. grandis 2* Nosema*tiempo 0,79 0.15
Polen polifloral 2 -0,71 0,08
Polen de £. grandiis 2 -0,44 0,27
Nosema 0,13 0,72
Tiempo 0,14 0,28
Polen polifloral 2* Nosema 0,29 0,61
mfe Polen de £. grandis 2* Nosema 0,92 0,89 0,09
Polen polifloral 2*tiempo 0,63 0,002
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,48 0,01
Nosema*tiempo -0,07 0,680
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo -0,46 0,10
Polen de £. grandlis 2* Nosema*tiempo -0,41 0,12
Polen polifloral 2 0,28 0,55
Polen de £. grandlis 2 -0.35 0,44
Nosema -0,32 0,48
Tiempo -0,28 1,00
Polen polifloral 2* Nosema -0,57 0,38
def Polen de £. grandis 2* Nosema -0,17 1,30 0,78
Polen polifloral 2*tiempo -0,15 0,490
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,25 0,26
Nosema*tiempo -0,25 0,260
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo 0,54 8,00
Polen de £. grandis 2* Nosema*tiempo 0,01 0,95
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Tabla 3. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 1. Comparacién
del nivel de expresién génica y nivel de infeccién con el Virus de alas deformes de las
abejas alimentadas con jarabe, polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2 de
abejas sanas e infectadas con Nosema ceranae. Analisis realizados con Modelos Lineales
Generalizados Mixtos (GLMM) (continuacién).

Variable de Valor del Valor del

respuesta Variable independiente coeficiente intercepto p valor
Polen polifloral 2 -0,34 0,10
Polen de £. grandlis 2 -0,70 <0,001
Nosema -0,01 0,93
Tiempo 0,09 0,16
Polen polifloral 2* Nosema 0,29 0,32
dorsal Polen de £. grandis 2* Nosema 0,21 0,67 0.48
Polen polifloral 2*tiempo 0,11 0,280
Polen de £. grandlis 2*tiempo 0,15 0.1
Nosema*tiempo -0,05 0,55
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo -0,09 0,52
Polen de £. grandis 2* Nosema*tiempo -0,04 0.74
Polen polifloral 2 -0,19 0,29
Polen de £. grandis 2 -0,35 0,04
Nosema -0,33 0,06
Tiempo 0,10 0,10
Polen polifloral 2* Nosema 0,14 0,57
him Polen de £. grandis 2* Nosema 0.24 -0,01 0,33
Polen polifloral 2*tiempo 0,01 0,91
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,09 0,32
Nosema*tiempo 0,21 0,02
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo -0,09 0,49
Polen de E. grandis 2* Nosema*tiempo -0,20 on
Polen polifloral 2 -0,36 0,30
Polen de £. grandiis 2 -0,65 0,07
Nosema 1,70 <0,001
Tiempo 0,01 0,94
Polen polifloral 2* Nosema 0,06 0,90
ppo_act Polen de £. grandis 2* Nosema -0,47 0,10 0,38
Polen polifloral 2*tiempo 0,35 0,02
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,49 0,00
Nosema*tiempo -0,87 <0,001
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo -0,04 0,85
Polen de E. grandis 2* Nosema*tiempo 0,13 0,56
Polen polifloral 2 0,73 0,002
Polen de £. grandlis 2 0,41 0,09
Nosema -0,31 0,21
Tiempo 0,05 0,53
Polen polifloral 2* Nosema 0,86 0,01
ppo Polen de £. grandis 2* Nosema 0,77 -0,25 0,04
Polen polifloral 2*tiempo -0,27 0,04
Polen de £. grandlis 2*tiempo -0,08 0,51
Nosema*tiempo -0,06 0,61
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo -0,36 0,06
Polen de £. grandis 2* Nosema*tiempo -0,18 0,35
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Tabla 3. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 1. Comparacién
del nivel de expresién génica y nivel de infeccién con el Virus de alas deformes de las
abejas alimentadas con jarabe, polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2 de
abejas sanas e infectadas con Nosema ceranae. Analisis realizados con Modelos Lineales
Generalizados Mixtos (GLMM) (continuacién).

Variable de Variable independiente Valon: del .Valor del p valor
respuesta coeficiente intercepto
Polen polifloral 2 -0,28 0,460
Polen de £. grandlis 2 -0,39 0,27
Nosema -1,23 <0,001
Tiempo -0,07 0,55
Polen polifloral 2* Nosema 0,33 0,52
DWV Polen de £. grandis 2* Nosema 1,02 2,25 0,04
Polen polifloral 2*tiempo 0,07 0,67
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,11 0,52
Nosema*tiempo -0,11 0,50
Polen polifloral 2* Nosema*tiempo -0,08 0,72
Polen de £. grandis 2* Nosema*tiempo -0,31 0,20
Polen polifloral 2 -1,81 0,54
Polen de £. grandlis 2 -0,96 0,74
N. ceranae Tiempo -0.01 6.83 0,97
Polen polifloral 2*tiempo 1,05 0,03
Polen de £. grandis 2*tiempo 0,94 0,06
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Tabla 4. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 1. Comparaciones pareadas del nivel de expresién génica y nivel de
infeccién con el DWV y con Nosema ceranae de las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa, polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2
de abejas sanas e infectadas con Nosema ceranae de 5 dias de edad (tiempo 1). KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney.

Comparacién vg muyjpl mfe def dor him ppo_act ppo DWV N. ceranae
Tiempo 1 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p=0,02 KW p<0,001 KWp=0,002 KW p<0,00l KW p<0,001 KW p=0,1 KW p<0,001
jarabe - polen polifloral 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,01 MW p<0,00 MW p=0,006 MW p=0,88 MW p=0,005 - -
jarabe - polen de £. grandlis 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,08 MW p=0,11 MW p<0,001 MW p=0,003 MW p=0,07 MW p=0,05 - -
polen polifloral 2 - _ _ _ _ — - - = - -
polen de £ grands 2 MW p=048 MW p=0.92 MWp=029 MWp=067 MWp=0,19 MWp=074 MWp=0,09 MW p=0,33
N. ceranae y jarabe - _ _ _ - = -
N. ceranae y polen polifloral 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,05 MW p=086 MWp=0,06 MWp=017 MWp=0,73 MW p<0,001 MW p<0,001
N. ceranae y jarabe - _ _ _ _ _ _ _
N. ceranae y polen de £ grandis2 MW PS0.001  MWp<0001  MWp=0.16  MWp=031  MWp=001  MWp=009 MWp=002 MW p=002 MW p=0.,03
N. ceranaey polen polifloral 2 - _ _ _ _ _ _ _ — R -
N. ceranae y polen de . grandlis 2 MW p=0.47 MW p=0.6 MW p=0.,02 MW p=0,22 MW p=0,05 MW p=0,97 MW p=0,01 MW p=0,01 MW p=0,06
jarabe - N. ceranae y jarabe MW p<0,001 MW p=<0,001 MW p=0,91 MW p=0,88 MW p=0,45 MW p=0,01 MW p<0,001 MW p=0,05 - -
polen polifloral 2 - N. ceranae y \y\y) o0 001 MW p=018 MW p=0,08 MW p=002 MWp=019 MWp=092 MW p<0,001 MW p=097 - -
polen polifloral 2
polen de £. grandis?2 - _ _ _ _ - - - = - -
N. ceranae y polen de £. grandlis 2 MW p=0.01 MW p=0.21 MW p=0.01 MW p=0,03 MW p=0.45 MW p=0,92 MW p=0.44 MW p=0.17
jarabe - g‘ohcf‘l*;":;‘f; y polen MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,07 MWp=075 MW p=017 MW p<0,001 MW p=0,004 MW p<0,001 - -
jarabe - N. ‘;;:;32; polende £ VW p<0,001 MW p<0.001 MW p=015 MW p=0,73 MW p=0,005 MW p<0.00l MW p=065 MW p=0,77 - -
polen pohﬂog::jbé N.ceranaey W p<0.001 MW p<0.001 MW p<0001 MW p=0.01 MW p<000l MW p=007 MW p<0.00l MW p<0.001 - -
polen polifloral 2 - N. ceranae y _ _ _ _ _ _ _ R
polen de £ grandis 2 MW p=0,05 MW p=0,09 MW p<0,001 MW p=0,002 MW p=031 MW p=086 MW p=067 MW p=0,02
polen de £. grandis2 - MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0]11 MW p=0,17 MW p<0,00l MWp=0,19 MW p<0,001 MW p<0,001 - -
N. ceranae y jarabe
polen de £. grandis 2 - MW p<0,001 MW p=036 MWp=092 MWp=021 MWp=001 MWp=059 MW p<0,001 MW p=0.45 - -

N. ceranae y polen polifloral 2
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Tabla 5. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 1. Comparaciones pareadas del nivel de expresién génica y nivel de
infeccién con el DWV y con Nosema ceranae de las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa, polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2
de abejas sanas e infectadas con Nosema ceranae de 10 dias de edad (tiempo 2). KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney.

Comparacién vg muyjpl mfe def dor him ppo_act ppo DWV N. ceranae
Tiempo 2 KW p<0.001 KW p<0,001 KW p=0,002 KW p<0,00  KWp=001 KWp=0003 KWp=006 KW p<000l KW p<0,001 KW p<0,001
jarabe - polen polifloral 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,83 MW p=0,1 MW p=0,19 - MW p=0,31 MW p=0,01 -
jarabe - polen de £. grandlis 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,02 MW p=0,4 MW p=0,03 MW p=0,05 - MW p=0,02 MW p=0,53 -
polen polifloral 2 - _ _ _ _ _ ) _ _ )
oolen do £, grandis2 MW p=0.67 MW p=0,88 MW p=0,58 MW p=052 MW p<0,001 MW p=0,I5 MW p=0,93 MW p=0.78
N. ceranae y jarabe - _ _ _ _ _ _
N. ceranae y polen polifioral 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=041 MW p=0,003 MW p=0,65 MW p=0.1 - MW p=0,005 MW p<0,001 MW p=0,88
N. ceranae y jarabe - _ _ _ ) _
N. ceranae y polen de E grandls2 MW PS0.001  MWp<0001  MWp=041  MWp=074 MW p=075 MW p<0.00i MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,02
N. ceranaey polen polifloral 2 - _ _ _ _ _ _ ) _ _
N. coranae y polen do £ grandis2 MW P=0.36  MWp=002  MWp=039 MWp=0003 MWp=043 MW p=029 MW p<0,001 MW p=0,02 MW p=0,02
jarabe - N. ceranae y jarabe MW p=0,05 MW p=0,02 MW p=0,44 MW p=0,03 MW p=0,14 MW p=0,48 - MW p<0,001 MW p<0,001 -
polen polifloral 2 - N. ceranae y MW p=0,11 MW p=001 MW p=0,002 MWp=073 MW p=0,09 MW p=022 - MW p=0,24 MW p<0,001 -
polen polifloral 2
polen de £. grandis?2 - _ _ _ _ _ _ ) _ _ )
N. ceranae y polen de E. grandis2 MW P=0.09  MWp=065  MWp=01  MWp=0008 MWp=0.69 MW p=027 MW p=0,01 MW p=0.34
jarabe - :’olfﬁg"ﬂr;‘f; y polen MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,46 MW p=054 MWp=06 MW p=0.15 ; MW p=0,62 MW p<0,001 ;
jarabe - N. c‘;;:;;z; polende £\ p<0,001 MW p<0,001 MW p=0.65 MW p=0,05 MW p=0,002 MW p<0,001 - MW p=0,003 MW p<0.001 -
polen p°"ﬂ°;::azb; N.ceranaey  \iy5<0,001 MW p<0.001 MW p<0,001 MW p<0.001 MWp=0,01 MW p=025 - MW p<0,001 MW p<0,001 -
polen polifloral 2 - N. ceranae y _ _ _ _ _ ) _ )
colen de £ grandis 2 MW p=0,01 MW p=014 MW p=0.,01 MW p=0,002 p=0.007 MW p<0,001 MW p=0,01 MW p<0,001
polen de £. grandis 2 - MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,04 MW p=0,007 p=0.35 MW p=0,02 - MW p<0,001 MW p=0,03 -
N. ceranae y jarabe
polen de £. grandis2 - MW p=0,37 MW p=0,06 MW p=0,06 MW p=0,99 p=0,17 MW p=0,69 ; MW p=0,37 MW p=0.2 ;

N. ceranae y polen polifloral 2
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Tabla 6. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 1. Comparaciones pareadas del nivel de expresién génica y nivel de
infeccién con el DWV y con Nosema ceranae de las abejas alimentadas con jarabe de sacarosa, polen polifloral 2 y polen de Eucalyptus grandis 2
de abejas sanas e infectadas con Nosema ceranae de 15 dias de edad (tiempo 3). KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney.

Comparacién vg muyjpl mfe def dor him ppo_act ppo DWV N. ceranae
Tiempo 3 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p=0,04 KW p=0,07 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p<0,001 KW p<0,001
jarabe - polen polifloral 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,05 MWp=04 MW p=0,07 MW p=0,01  MWp=0,6 MW p=0,71 -
jarabe - polen de £. grandlis 2 MW p=0,003 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,007 MW p=0,05 MW p=0,008 MW p=0,21 MW p=0,69 -
polen polifloral 2 - _ _ _ _ _ _ - - -
polen de £ grandls 2 MW p=0,44 MW p=0,38  MWp=04  MWp=0,09 MW p=0,69 MW p=0,88 MW p=0,13 MW p=0,92
N. ceranae y jarabe - _ _ _ _ - -
N. ceranae y polen polifioral 2 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,97 MW p=0,07 MW p=0,44 MW p=0,004 MW p=0,88 MW p=0,02 MW p<0,001
N. ceranae y jarabe - _ _ _ _ _
N. ceranae y polen de £ grandis2 MW PS0.001 MW p<0001  MWp=025 MW p=028 MW p=0.04 MW p<0,001 MW p=0,03 MW p=049 MW p<0,001
N. ceranaey polen polifloral 2 - _ _ _ _ _ _ _ — —
N. ceranac y polen de £ grands2 MW P=084  MWp=034  MWp=031  MWp=034 MW p=0.19 MW p=093 MW p=0,06 MWp=0,49 MW p=0,06
jarabe - N. ceranae y jarabe MW p=0,002 MW p=0,07 MW p=0,47 MW p=0,29 MW p=0,08 MW p=0,02 MW p<0,001 MW p<0,001 -
polen polifioral 2 - N. ceranae y iy b _016 MW p=016 MW p=002 MW p=0.79 MW p=0.59 MW p<0,001 MW p=0,003 MW p=<0,001 -
polen polifloral 2
polen de £. grandis?2 - _ _ _ — -
N. ceranae y polen de £ grandis2 MW P=0:56  MWp=051  MWp=046 MW p<0001 MW p=023 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p<0,001
jarabe - g’olfﬁg"gf; y polen MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,52 MW p=0,63 MW p=0,05 MW p=0,37 MW p<0,001 MW p<0,001 -
jarabe - N. C;:;‘;z; polende £ MW p<0.001 MW p<0,001 MW p=049 MW p=078 MW p=0,004 MW p=0,51 MW p=0,005 MW p<0,001 -
polen P°"ﬂ°;2'ra2b; N.ceranaey Vi p<0.001 MW p<0.001 MW p=001 MW p=0,008 MW p=0.75 MW p<0,001 MW p=0.18 MW p<0,001 -
polen polifloral 2 - N. ceranae y _ _ _ _ _ _ B
polen de £ grandis 2 MW p=0,08 MW p=0,03 MWp=08 MWp=0,03 MW p=0,06 MW p<0,001 MW p=0,14 MW p<0,001
polen de £. grandis 2 - MW p<0,001 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=0,74 MW p<0,001 MW p<0,001 MW p=<0,001 -
N. ceranae y jarabe
polen de £. grandis2 - MW p=0,88 MW p=077 MWp<000l MWp=001 MW p=0,97 MW p<0,001 MW p<0.001 MW p<0.001 -

N. ceranae y polen polifloral 2
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Tabla 7. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 1 del capitulo 2. Comparaciones pareadas del nivel de expresién génica y nivel de
infeccién con el DWV de las abejas alimentadas con polen polifloral 1, polen polifloral 1 y acompafiadas por abejas nodrizas y con polen
polifloral 1y suplementadas con contenido intestinal. RE: abejas recién emergidas; 4d: abejas de 4 dias de edad; 10d: abejas de 10 dias de edad.
KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney.

Comparacién vg pal cyp9q2 him ppo DWWV
KW p<0,001 ANOVA p=0,07 ANOVA p=0,81 ANOVA p<0,001 ANOVA p=0,01 ANOVA p<0,001
RE - 4d polen polifloral 1 MW p=0,56 - - Scheffeé p=0,01 Scheffeé p=0,84 Scheffeé p<0,001
RE - 4 d polen polifloral 1 y nodrizas MW p<0,001 - - Scheffeé p<0,001 Scheffeé p=0,99 Scheffeé p<0,001
RE - 4 d polen f:\‘:é‘gﬂ:l' 1+ contenido \\\y) 50,004 . . Scheffeé p<0,001  Scheffeé p=0,07  Scheffeé p<0,001
RE- 10d polen polifloral 1 MW p=0,86 - - Scheffeé p=0,46 -
RE - 10 polen polifloral 1 + nodrizas MW p=0,14 - - Scheffeé p=0,90
4d polen Po"ﬂorj:);;i;‘s"e” polifloral T+ \/\y p<0,001 - - Scheffeé p=0,23  Scheffeé p=0.81 Scheffeé p=0,04
4d polen polifloral T - polen polifloral 1+, 1 595 - - Scheffeé p=0,34  Scheffeé p=0.23  Scheffeé p=0,03
contenido intestinal
4d polen polifloral 1 + nodrizas - polen _ . L L
polifloral 1+ contenido intestinal MW p=0,01 - - Scheffeé p=0,99 Scheffeé p=0,04 Scheffeé p=0,98
4d - 10d polen polifloral 1 MW p=0,90 - - Scheffeé p=0,50 -
4d - 10d polen polifloral 1 + nodrizas MW p=0,06 - - Scheffeé p<0,001
10d polen polifloral 1 - polen polifloral 1 MW p=0,09 ) ) Scheffeé p=0.95 )

+ nodrizas
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Tabla 8. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 1 del capitulo 3. Efecto del estrés

nutricional (tratamiento M), el tiempo y la interaccién de ambos factores en la

poblacién de cria, abejas adultas, porcentaje de proteina corporal, diversidad de polen y
en el nivel de infeccién con Nosema spp., los virus de la parélisis aguda (ABPV), de las
celdas reales negras (BQCV), de las alas deformes (DWV) y de la cria en sacada, y en el
nivel de infectacién con Varroa destructor. Efecto del estrés nutricional, la infeccién con

Nosema spp. y la interaccién de ambos factores en la poblacién de abejas adultas.
Andlisis realizados con Modelos Lineales Generalizados Mixtos (GLMM).

Variable de Variable independiente Valor. del .Valor del p valor
respuesta coeficiente intercepto
Tratamiento M 0,02 0,84
Poblacién de cria Tiempo -0,100 13,30 <0.001
Tiempo*TratamientoM -0,080 <0.001
Tratamiento M 0,01 0,91
Poblacién de abejas
adultas Tiempo -0,01 10,30 <0.001
Tiempo*TratamientoM -0,040 <0.001
Tratamiento M -0,030 0,47
Porcentaje de
proteina corporal Tiempo 0,004 3,85 0.66
Tiempo*TratamientoM 0,020 0,20
Tratamiento M 0,040 0,07
Diversidad de polen Tiempo -0,030 1,78 <0.001
Tiempo*TratamientoM 0,0003 0,96
Tratamiento M -0,02 0.28
Nosema spp. Tiempo 0,01 -0,23 <0.001
Tiempo*TratamientoM 0,001 0.02
Tratamiento M -0,730 <0.001
ABPV Tiempo -0,003 0,76 <0.001
Tiempo*TratamientoM 0,0005 0,43
Tratamiento M 0,27 0,15
BQCV Tiempo 0,00 0.68 0,51
Tiempo*TratamientoM 0,00 0,45
Tratamiento M -0,53 <0.001
DWV Tiempo -0,004 1,05 <0.001
Tiempo*TratamientoM 0,000 0.81
Tratamiento M -0,64 0.03
SBV Tiempo 0,0010 1,25 0,72
Tiempo*TratamientoM 0,00 0.69
Tratamiento M 0,00 0,1
V. destructor Tiempo 0,0003 1,60 <0.001
Tiempo*TratamientoM 0,00 <0.001
Nosema spp -0,16 <0.001
Poblacién de abejas
adultas Tratamiento M -0,0300 10.13 0.66
Nosema*TratamientoM -0,09 <0.001
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Tabla 9. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 1 del capitulo 3. Comparaciones pareadas de los distintos pardmetros asociados a la
fortalea y estado sanitario de las colonias pertenecientes a los grupos M y P. KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney.

Diversidad de Nosema s Nosema spp.
. polen Poblacién de Poblacién de V. detsructor V. detsructor (poro orc?(‘:) n (niimero de
Comparacién Indice de . abejas ABPV BQCV DWV SBV (% de (total de poropor esporas en
. . cria . . < de abejas
diversidad de adultas infeccién) 4caros) . pool de
infectadas) .
Shannon abejas)
Muestreo 1. M vs. P MW MW MW MW MW MW MW MW Testde T Testde T Testde T
uestreo 1. M vs. p=0.24 p=0.57 p=0.71 p=0.22 p=0.32 p=0.23 p=0.62 p=0.31 p=0,32 p=0.32 p=0.94
MW MW/ MW/ MW MW MW MW MW Testde T Testde T Testde T
Muestreo 2. M vs. P
p=0.12 p=0.05 p=0.02 p<0.001 p=0.93 p=0.81 p=0.002 p=0.5 p=0,30 p=0.35 p=0.02
Muestreo 3. M vs. P MW MW/ MW MW/ MW/ MW/ MW MW/ Testde T Testde T Testde T
’ ’ p<0.001 p=0.003 p=0.34 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.79 p=0.52 p=0,42 p=0.12 p=0.14
Muestreo 4. M vs. P MW MW/ MW/ MW MW/ MW/ MW MW/ Testde T Testde T Testde T
’ ’ p=0.002 p=0.02 p=004 p<0.001 p=0.01 p<0.001 p=0.06 p=0.43 p=0,60 p=0.004 p=0.83
Muestreo 5. M vs. P MW MW/ MW/ MW MW/ MW/ MW MW/ Testde T Testde T Testde T
’ ’ p=0.06 p=0.28 p=0.02 p<0.001 p=0.1 p<0.001 p=0.01 p=0.6 p=0,64 p<0.001 p<0.001
. MW MwW
Junio. M vs. P - 5=0.02 6=0.01 - - - - - - - -
. MW MW/
Julio M vs. P ; p=0.007 p=0.001 ; ; ; ; ; ; ; ;
MW/ MW
Agosto M vs. P - p=0.004 =0.02 - - - - - R R R
Muestreo 6. M vs. P ) MW/ MwW MW MW/ MW/ MW ) ) Testde T )
’ ’ p=0.28 p=0.02 p=0.90 p=0.41 p=0.80 p=0.26 p=0.91
Grupo M. Agosto vs. ) MW MW ) ) ) )
Muestreo 6 p=0.06 p=0.03
Grupo M. Muestreo 5 ) ) ) MW/ MW/ MW MW ) ) Scheffeé )
vs. Muestreo 6 p=0.003 p=0.23 p=0.98 p=0.60 p<0.001
Grupo P. Agosto vs. ) MW MW ) ) ) )
Muestreo 6 p=<0.0001 p<0.001
Grupo M. Muestreo 5 ) ) ) MW MW MW MW ) ) Scheffeé )
vs. Muestreo 6 p=<0.001 p=0.53 p=<0.001 p=0.01 p=<0.001
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Tabla 10. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 3. Efecto de la
suplementacién con polen polifloral durante el invierno en la poblacién de cria y abejas
adultas de colmenas que estuvieron sometidas a estrés nutricional. Andlisis realizados
con Modelos Lineales Generalizados Mixtos (GLMM).

Variable respuesta Variable independiente Valo't del 'Valor del p valor
coeficiente intercepto
Tratamiento MT 3,13 0,42
Poblacién de cria Tiempo 1,546 2,315 0,02
Tratamiento MT*Tiempo -0,507 0,6
Poblacion de abei Tratamiento MT -2,489 0,38
oplacion de abejas Tiempo 0.38 8,112 0.44
adultas

Tratamiento MT*Tiempo 0,622 0,37

Tabla 11. Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo 2 del capitulo 3. Comparaciones
pareadas de los distintos pardmetros asociados a la fortaleza y estado sanitario de las
colonias pertenecientes a los grupos M y P. KW: Kruskal Wallis; MW: Mann Whitney.

. Poblacién de Poblacién de
Comparacién P !
cria abejas adultas
Mayo. MM vs. MP MW p=0,8 Test de t, p=0,24
Junio. MM vs. MP MW p=0,004 Test de t, p=0,40
Julio. MM vs MP MW p=0,55 Test de t, p=0,01

Agosto. MM vs. MP MW p=0,006 Test det, p=0,17
Setiembre. MM vs. MP MW p=0,21 Test de t, p=0,08
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