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Resumen

En los ultimos afos, la preocupacion por las pérdidas de colonias de abejas Apis
mellifera ha crecido en todo el mundo. En Uruguay, estas pérdidas alcanzan el
20-30% anual, siendo las infecciones por plagas y patdégenos una de las principales
causas. El objetivo de este trabajo fue realizar un relevamiento a nivel nacional de
las principales plagas y patégenos que afectan a las abejas meliferas. En
otofo-invierno de 2021 se muestrearon 100 colonias de todo el pais, seleccionadas
de forma representativa segun la densidad de colonias por departamento. Se analizo
la presencia, prevalencia y distribucion del acaro Varroa destructory diferentes virus
ARN (ABPV, BQCV, CBPV, DWV, IAPV, KBV, SBV) en abejas nodrizas; los hongos
Nosema apis y Nosema ceranae y el tripanosomatido Lotmaria passim en abejas
pecoreadoras, y la bacteria Paenibacillus larvae en miel. Para la deteccidon y/o
cuantificacion de los patdgenos se emplearon metodologias estandar (conteo
directo, conteo en camara de Neubauer en microscopio, cultivo microbioldgico, PCR,
multiplex PCR y RT-qPCR). N. ceranae, V. destructor y L. passim presentaron las
prevalencias mas altas (63, 62 y 60% respectivamente), y a continuacion los virus
DWV (30,6%), SBV (26,5%), CBPV (24,5%) y BQCV (22,4%). Finalmente, P. larvae
presentd una prevalencia de 11% y el virus ABPV 6,1%. No se detect6 la presencia
de N. apis ni de los virus IAPV o KBV. Estos resultados muestran que los principales
patdégenos estan presentes y ampliamente distribuidos en Uruguay, y a la vez resalta
la importancia de los monitoreos para alertar sobre la situacién sanitaria y el ingreso

de nuevas amenazas.



1. Introduccion

1.1 Importancia de las abejas como polinizadores

Los polinizadores son vitales para la salud y funcionamiento de los ecosistemas, la
reproduccion de las plantas, los cultivos, y por ende los alimentos que los humanos
consumimos (Potts et al., 2016). Se estima que alrededor del 75% de los cultivos en
el mundo dependen en algun grado de la polinizacién por animales (Klein et al.,
2007).

Dentro de los polinizadores, las abejas (Familia: Apidae) son el grupo mas
abundante (se han descrito mas de 20.000 especies) y se estima que visitan el 90%
de los distintos tipos de cultivos a nivel mundial (Ascher y Pickering, 2020; Potts
et al., 2016).

El hombre ha estado en contacto con las abejas desde la antigluedad,
encontrandose los primeros registros de interaccion con productos de las abejas en
el paleolitico (Wadley etal, 2015). La apicultura comenzé a desarrollarse
paralelamente en varias partes del mundo (Kritsky, 2017). Los registros mas
antiguos hasta el momento datan de la época del imperio Egipcio (~2.400 AC)
(Crane, 1999). Los Mayas criaban abejas de la tribu Meliponini (Melipona beecheii)
desde los afios 300 AC (Chase y Chase, 2005), mientras que en Asia, mas
particularmente en China, se encontraron evidencias de cria de la abeja Apis cerana
en los afnos 158-166 DC (Kritsky, 2017). Sin embargo, la apicultura moderna como la
conocemos hoy en dia se desarroll6 a mediados del siglo XIX, a partir de la creacion
de las colonias Langstroth, utilizandose la abeja europea Apis mellifera L. (Crane,
1999).

Apis mellifera L. es la especie visitante mas frecuente en cultivos comerciales,
estimandose que realiza el 90% de los servicios de polinizacion (Aizen et al., 2008;
Garibaldi etal., 2013). Esta especie se caracteriza por su eficiencia como
polinizadora, lo que estaria relacionado con varios de sus atributos. En primer lugar,
su dieta esta compuesta principalmente de productos derivados de flores (Requier y
Leonhardt, 2020), ademas sus cuerpos estan cubiertos por pelos, que permiten el

transporte de granos de polen, y por ultimo su lealtad floral con ciertas especies de



plantas durante el mismo viaje de forrajeo o incluso durante toda su vida (Michener,
2000; Requier et al., 2023b; Stavert et al., 2016).

1.2 Situacién actual del sector apicola en Uruguay

A pesar de que Uruguay cuenta con mas de 45 taxa de abejas descritos (Santos
et al., 2020), la principal especie utilizada con fines comerciales es Apis mellifera. En
particular, se trata de hibridos locales o “abejas criollas”, mezcla entre A. mellifera
mellifera, A. mellifera ligustica y A. mellifera scutellata (Branchiccela et al., 2014).
Por un lado, la subespecie A. m. mellifera fue introducida en Uruguay a principios del
siglo XIX por Bernardino Rivadavia, el primer presidente constitucional de la
Republica Argentina (Cordara, 2010). Por otro lado, abejas reinas de A. m. scutellata
introducidas en Brasil con fines experimentales se cruzaron con las abejas locales,
dando lugar a hibridos conocidos como “abejas africanizadas”, que luego se

extendieron hasta el territorio uruguayo (Burgett et al., 1995).

El sector apicola en nuestro pais cuenta con aproximadamente 2.600 productores
que poseen unas 600.000 colonias, segun el Registro Nacional de Propietarios de
Colmenas (DIGEGRA-MGAP; Figura 1; (MGAP, 2022)). Uruguay es un pais
exportador de materias primas, y los productos apicolas no son la excepcion.
Aproximadamente 80% de la miel producida anualmente es exportada a la Unién
Europea y Estados Unidos. Las ventas de miel alcanzaron los 35,3 millones de USD
en 2021, siendo el mayor valor de los ultimos 5 afios (MGAP, 2022). Sin embargo,
en 2022 hubo una drastica disminucion en el precio de la miel exportada, generando

severas repercusiones en el rubro (MGAP, 2022).

Mas alla de las fluctuaciones econdmicas usuales, el sector apicola uruguayo
enfrenta grandes desafios, entre ellos, la pérdida de colonias, una grave

problematica que afecta a las abejas alrededor del mundo.
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Figura 1. Mapa del Uruguay mostrando la distribucién geografica de las colonias de abejas meliferas
en el afio 2021. Tomado de MGAP (2022).

1.3 Pérdida de colonias de abejas meliferas

En las ultimas décadas la pérdida de colonias de abejas meliferas ha cobrado
relevancia a nivel mundial. Se han desarrollado diversos programas con el fin de
monitorear y cuantificar estas pérdidas. Algunos ejemplos son la encuesta del
programa BIP (Bee Informed Partnership; beeinformed.org) en EEUU, la encuesta
del COLOSS (Prevention of Colony Losses; coloss.org) en Europa, y la encuesta de
SOLATINA (Sociedad Latinoamericana de Investigacion en Abejas), en América
Latina y el Caribe (Requier et al., 2018). Estas encuestas han evidenciado la pérdida
anual de hasta el 50% de las colonias en Estados Unidos (Aurell et al., 2023), y
algunos paises de Latinoamérica (Requier et al., 2023a). En Uruguay, las pérdidas

rondan el 30% anual por apicultor (Antunez et al., 2017; Requier et al., 2023a).

Entre las principales causas de la pérdida de colonias se encuentran la intoxicacién
con pesticidas, problemas nutricionales asociados a la expansion de los
monocultivos, y la infeccidon por multiples plagas y patdogenos (Goulson et al., 2015).
Las plagas y patdgenos de mayor importancia son el acaro Varroa destructor
(Anderson y Trueman, 2000), varios virus ARN (Ball y Bailey, 1991), el hongo

microsporidio Nosema ceranae (Fries et al., 1996), la bacteria Paenibacillus larvae



(Heyndrickx et al., 1996), y el tripanosomatido Lotmaria passim (Schwarz et al.,
2015).

1.4 Plagas y patdégenos que afectan a la salud de las abejas

meliferas

1.4.1 Varroa destructor

Varroa destructor es un acaro que parasita a las abejas meliferas y es considerado
la mayor amenaza para la apicultura actual (Rosenkranz et al., 2010). A pesar de
que el acaro fue descrito por primera vez como un ectoparasito de A. cerana
(Oudemans, 1904), V. destructor comenzd a parasitar abejas A. mellifera a
mediados del siglo XX (Oldroyd, 1999). Actualmente tiene una distribucion global,
encontrandose en todos los continentes, incluido Australia (Australian Government,
2023; Wilfert et al., 2016). Este fue el ultimo gran territorio con abejas meliferas
libres del acaro, hasta que en 2022 fue reportado durante un monitoreo preventivo
(Australian Government, 2023). Ninguna otra plaga o patégeno ha tenido un impacto
comparable sobre la abeja melifera, sobre todo por el hecho de haber infestado un

nuevo hospedero sin defensas innatas (Traynor et al., 2020).

El ciclo de vida de V. destructor puede separarse en dos grandes fases, una fase
reproductiva dentro de la celda de cria, donde la hembra fundadora pone los
huevos; y una fase de dispersion o forética, donde las hembras maduras pueden
transportarse por intermedio de las abejas adultas (Traynor et al., 2020). Durante la
fase reproductiva, las hembras fundadoras utilizan tanto celdas de obreras como de
zanganos para generar descendencia (Rosenkranz et al., 2010). Sin embargo, se ha
reportado que el acaro prefiere parasitar celdas de zanganos (Fuchs, 1992; Figura
2), probablemente por el mayor tamarfio de la celda (Message y Gongalves, 1983), o
el mayor periodo de reproduccion en relacion a la celda de obrera (Boot et al.,
1992).

La fase forética comienza cuando la abeja melifera emerge junto al acaro hembra y

sus hijas. Durante esta etapa las nuevas hembras se alimentan de su hospedero y



desarrollan su aparato reproductivo (Traynor et al., 2020; Figura 2). El ciclo anual de
V. destructor, y la proporcion de acaros en cria y forética, estan relacionados al ciclo
biolégico anual de las abejas (Figura 3). Las colonias en el invierno consisten
tipicamente en abejas adultas, con muy pocas celdas de cria y bajos niveles de
infestacion con V. destructor. Luego, al comenzar a emerger nuevas abejas, la
colonia expande rapidamente el numero de abejas adultas y de cria. En primavera
comienzan a aparecer celdas de zangano, que seran invadidas por el acaro. Los
niveles de V. destructor comienzan a aumentar porque las hembras fundadoras
estan en fase reproductiva. Para el final del verano, tanto la poblacién de abejas
como de cria comienza a bajar, y los niveles de infestacion forética del acaro
aumentan. La colonia comienza a generar cria de invierno que seran abejas con
mayor esperanza de vida y mas cuerpos grasos. El ciclo comienza nuevamente
cuando la colonia detiene la produccion de abejas obreras durante el invierno, y la
poblacién de acaros disminuye porque no tienen celdas en donde reproducirse
(Traynor et al., 2020; Figura 3).

huevo

estadio larval pre-infestacion
. V. destructor entra en la celda (15 hs. antes de opercular)
. estadio pre-pupa
. primer huevo de V. destructor

estadio de pupa

V. destructor macho alcanza madurez sexual

zéngano emerge 3 dias més tarde que las obreras

@ hembra fundadora

o huevo

°

macho proto-/deutoninfa
9 hembra protoninfa
& hembra deutoninfa
®  macho adulto

@ hembra pre-adulta

@ hembra adulta

Figura 2. Ciclo de vida de V. destructor en sus dos fases: reproductiva y forética. Tomado y adaptado
de Evans y Cook (2018).



o2 abeld O

60‘:,\'\\19 atempl'ana P,—,'ma O O L: colonia se reproduce por enjambre una vez al
el . Ver. afio
.\‘“a L=}

e—a Ciclo reproductivo de V. destructor
12 dias en celda de obrera
15 dias en celda de zanganc

@ Poblacién de V. destructor

Celda de obrera

%

] Celda de zangano

L
.

[7] Poblacién de abejas adultas

No
e g
~
/
/
/

[[] Criade abejas obreras de invierno

1] Poblacion de abejas adultas de invierno

In Vier,
Rrogy,

¢ Ciclo de re;
— A
3
3
F
3
a
o
&
o
-1
o
2

) 0\30'\
Ouoyg oupidu

Figura 3. Esquema tedrico del ciclo anual de una colonia de abejas meliferas con un invierno de 3
meses. Tomado y adaptado de Traynor et al., (2020).

El acaro no tiene alas ni 0jos, y es incapaz de caminar distancias muy largas entre
colonias de abejas separadas. La forma de transmision se daria entonces por
contacto entre abejas de distintas colonias, por ejemplo mediante el robo de miel a
colonias debilitadas (Peck y Seeley, 2019).

Histéricamente se creia que V. destructor se alimentaba solamente de la hemolinfa
de la abeja, pero hace algunos afos se comprobd que el acaro consume
principalmente los cuerpos grasos de la abeja (Ramsey et al.,, 2019). Los cuerpos
grasos son organos fundamentales de almacenamiento de lipidos y sintesis proteica
y de acido urico, interviniendo en la regulacion hormonal y el sistema inmune de la
abeja (Arrese y Soulages, 2010). El hecho de que V. destructor se alimente de este
tejido de pupas en desarrollo implica una pérdida de peso, que tiene consecuencias
en la eficiencia del vuelo mas tarde (Schatton-Gadelmayer y Engels, 1988). También
induce el debilitamiento del sistema inmune, lo que a su vez contribuye a una

predisposicion a infecciones por otros patégenos (Annoscia et al., 2019; Wegener
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etal., 2016; Yang y Cox-Foster, 2005). Ademas del dafio directo que genera la
infestacion, V. destructor es también vector de virus que afectan a las abejas
(Rosenkranz et al., 2010), como el virus de las alas deformes (DWV) y el virus de la
paralisis aguda (ABPV) (de Miranda et al., 2010; Martin y Brettell, 2019).

Para intentar mantener bajos niveles de infestacion, los apicultores tratan sus
colonias con acaricidas. Los tratamientos disponibles para el control del acaro se
basan en el uso de acaricidas sintéticos, u organicos (Rosenkranz et al., 2010). Los
acaricidas sintéticos como la formamidina amitraz (Amitraz®) o flumetrina
(Flumevar®, Bayvarol®), son sustancias que eliminan al acaro a través de distintos
mecanismos de accidén. Hasta la década pasada, este tipo de acaricidas eran los
preferidos por los apicultores para tratar sus colonias, debido a su facil aplicacion y
conveniencia econémica (Rosenkranz et al., 2010). Sin embargo, muchos trabajos
han reportado la aparicion de resistencia de V. desfructor a estos acaricidas
(Almecija et al., 2020; Beaurepaire et al., 2017; Higes et al., 2020; Maggi et al., 2011,
Milani, 1999; Rinkevich, 2020). Ademas, se ha reportado la presencia de residuos en
cera, miel y otros productos de la colonia (Garrido et al., 2013; Lodesani et al., 2008;
Martel et al., 2007; Rosenkranz et al., 2010; Tihelka, 2018; Ye et al., 2020).

Esto ha fomentado el uso de acaricidas organicos (Calderone, 1999; Fries, 1989;
Maggi et al., 2016b; Ruffinengo et al., 2014; vanEngelsdorp et al., 2008). Este tipo
de acaricidas incluyen aceites esenciales y compuestos como el acido férmico,
oxalico, lactico y el timol. Ademas de haber demostrado ser eficientes, ofrecen
muchas ventajas (Rosenkranz et al., 2010), como el bajo riesgo de generar residuos
y resistencia del acaro (Bacandritsos et al., 2007; Gregorc y Planinc, 2002; Nanetti
et al., 2003; Rademacher y Harz, 2006). Sin embargo, presentan la desventaja de
que no penetrar dentro de las celdas operculadas, o que provoca una reduccion
considerable en su eficacia (de 90 a 60%) si se aplica cuando la colonia tiene cria
(Rademacher y Harz, 2006; Rosenkranz et al., 2010). En el caso del acido oxalico,
este problema se resolvio al utilizar tiras de celulosa impregnadas con el acaricida,
que permite una liberacibn mas lenta del producto, actuando sobre un mayor

numero de acaros (Maggi et al., 2016Db).

En Uruguay, el ingreso de V. destructor se reportd en la década de 1970, y

rapidamente se distribuy6é a todo el pais. En 2011 se estim6 una prevalencia de
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75,5% (Anido et al., 2015; Figura 4).

En climas templados, como en el de Uruguay, muchas colonias de A. mellifera que
no son tratadas con acaricidas no logran sobrevivir al invierno (Rosenkranz et al.,
2010). Si bien esto es asi en gran parte del territorio, hay una regiéon del pais
(Treinta y Tres) en la que las poblaciones de abejas sobreviven naturalmente a la
infestacion (Mendoza etal, 2020). Estas abejas presentan un mayor
comportamiento de grooming que las abejas de colonias susceptibles. Ademas se
encontraron diferencias genéticas entre las poblaciones de abejas y del acaro
(Mendoza et al., 2020).

Figura 4. Distribucion del acaro V. destructor en Uruguay en el afo 2011. Tomado y adaptado de
Anido et al. (2015).
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1.4.2 Virus ARN

Los virus son agentes infecciosos intracelulares obligados, y dependen de la
maquinaria celular para su replicacion. En el caso de A. mellifera, se han descrito
hasta el momento mas de 80 virus (Beaurepaire et al., 2020). Estos virus afectan a
las abejas en distintos aspectos como su comportamiento, fisiologia o hasta rasgos
morfolodgicos. La patogenicidad de los virus es muy variable, y en algunos casos

llegan a ser letales a nivel individual e incluso colonial (Beaurepaire et al., 2020).

La mayoria de los virus que afectan a A.mellifera son virus ARN. Poseen una sola
cadena de polaridad positiva (Bailey, 1971; de Miranda et al., 2013), y su mecanismo
de infeccion consiste en inyectar el material genético directamente en el citoplasma
de la célula hospedera. Debido a la severidad de los sintomas que producen, los
virus de mayor importancia sanitaria son: virus de la paralisis aguda (ABPV), virus
de la celda real negra (BQCV), virus de la paralisis cronica (CBPV), virus de las alas
deformes (DWV), virus de la cria ensacada (SBV), virus de la paralisis aguda israeli
(IAPV) y el virus kashmir (KBV) (Chen y Siede, 2007).

Los virus ABPV, BQCV, KBV e IAPV fueron asignados a la familia Dicistroviridae,
mientras que los virus DWV y SBV pertenecen a la familia Iflaviridae (Baker y
Schroeder, 2008; de Miranda et al., 2010). El virus CBPV aun no ha sido asignado a
ninguna familia. En el caso de DWYV, se han descrito 3 variantes: la A (Ryabov et al.,
2014), la B (Ongus et al., 2004), y la C (Mordecai et al., 2016). La variante A es la
mas prevalente y es la que se ha asociado a la pérdida de colonias (Francis et al.,
2013). Ademas, se ha descubierto que las tres variantes pueden estar presentes en
el mismo hospedero, y que pueden recombinar formando hibridos (Dalmon et al.,
2017; Moore et al., 2011).

Los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV pueden ser detectados por los
apicultores por su clara sintomatologia. Los sintomas que provocan son muy
variables, pudiendo afectar la morfologia, el desarrollo o el comportamiento, asi

como también los érganos blanco o qué partes de la abeja infectan (Tabla 1).
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Tabla 1. Descripcion de los érganos objetivos y sintomas de los principales virus de importancia
sanitaria. Referencias: (Bailey, 1971; Bailey et al., 1968; Bailey y Ball, 1991; Bailey y Woods, 1974;
Benaets et al., 2017; Chen y Siede, 2007; Lanzi et al., 2006; McMahon et al., 2016; Morse y Flottum,
1997) Tomado y adaptado de Beaurepaire et al. 2020.

Virus Organo objetivo Sintomas

Sistema nervioso, citoplasma de  Temblores, incapacidad de vuelo, pérdida de pelo en
ABPV células lipidicas, cerebro y térax y abdomen, mortandad alta con altas cargas
glandulas hipofaringeas virales

Larvas de reinas ligeramente amarillas con celdas
que se tornan negras, pupas infectadas se vuelven

BQCV Intestino .
marrones y mueren, esperanza de vida
considerablemente menor
Sindrome 1: temblor en las alas y en el cuerpo,
abdomen distendido, incapacidad de vuelo,

Sistema nervioso, tracto agrupacion en las areas mas calidas de la colonia,
CBPV digestivo, mandibular y muerte en pocos dias.

glandulas hipofaringeas Sindrome 2: pérdida de pelo, mas oscuras, apariencia

oleosa, brillante, sufren ataques de mordisqueo por
parte de las abejas sanas, mueren a los pocos dias

Todo el cuerpo, incluidos los

ovarios y los cuerpos grasos de Alas arrugadas o ausentes, abdomen acortado,
la reina, la espermateca y paralisis, duracion de la vida adulta de las obreras y
Dwv vesiculas seminales del zanganos emergentes gravemente acortada,
zangano, los tejidos de las alas, respuesta modificada a la sacarosa, aprendizaje y

la cabeza, el térax, las patas, la  comportamiento de busqueda de alimento deficiente.
hemolinfa y el intestino.

Glandulas hipofaringeas de las

obreras, citoplasma de células

lipidicas, células musculares y
traqueales de las larvas

Falla en la pupa, larvas hinchadas llenas de particulas
virales, forrajeo precoz, reduccion de la esperanza de
vida y actividades metabolicas

SBV

La transmision de los virus en la colonia se puede dar de manera horizontal, entre
abejas obreras, vertical, de la reina o zangano a la descendencia, o a través de
vectores, como es el caso de V. destructor para los virus ABPV y DWV. Por este
motivo, la dinamica estacional de estos virus esta relacionada al ciclo anual del
acaro (Antunez et al., 2015; Ball, 1989). Por otro lado, el comercio de colonias y las
practicas apicolas también favorecen la diseminacion de los virus, y provoca que
actualmente presenten distribuciones practicamente globales (Beaurepaire et al.,
2020).

En Uruguay estan presentes los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV (solamente la

variante A) y SBV, reportandose por primera vez entre los anos 2005 y 2006
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(Antunez et al., 2005, 2006; Mendoza et al., 2020). Exceptuando el CBPV, estos
virus fueron detectados en 2011 en muestras de todo el pais, algunos con altas
prevalencias (Anido et al., 2015; Figura 5).

En cuanto a los virus IAPV y KBV, hasta el momento no han sido detectados en
Uruguay (Anido et al., 2015), aunque si se han detectado en paises de la region. El
IAPV fue reportado para Argentina con 41% de prevalencia, y el KBV en Chile con
prevalencias de entre 5 y 30% en distintas regiones del pais (Reynaldi et al., 2011;
Riveros et al., 2018).

Figura 5. Distribucién de los virus ABPV, BQCV, DWV y SBV en Uruguay en el afio 2011. Tomado y
adaptado de Anido et al. (2015).
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1.4.3 Nosema ceranae y Nosema apis

Los hongos microsporidios son un grupo de parasitos eucariotas intracelulares
obligados, formadores de esporas, y altamente sofisticados en su mecanismo de
infeccion (Keeling y Fast, 2002; Texier et al., 2010). Tienen una gran variedad de
hospederos, y muchas especies causan dafos a animales de produccion (Texier
et al., 2010).

Nosema ceranae y Nosema apis son microsporidios que infectan a las abejas A.
mellifera y A. cerana, y causan la enfermedad llamada “nosemosis” (Fries et al.,
1996; Higes etal., 2006, 2007). Si bien las esporas de ambas especies lucen
similares, las de N. apis son aproximadamente 2 ym mas grandes (Chen et al.,
2009). Ademas, su genoma tiene distinto tamafo (Chen et al., 2013; Cornman et al.,
2009), y generan diferente sintomatologia en la colonia. La forma mas confiable para
determinar la especie es utilizando técnicas de biologia molecular, mediante la
amplificacion especifica de un fragmento del gen que codifica para el ARNr 16S
(Martin-Hernandez et al., 2018).

Los microsporidios sobreviven al ambiente externo de su hospedero en forma de
espora gracias a su gruesa pared (Texier et al., 2010). En el caso de N. apisy N.
ceranae, una vez que la abeja ingiere la espora (Figura 6A), esta se dirige al tejido
epitelial del ventriculo o al intestino medio del hospedero (Figura 6B). Mediante un
organelo especializado llamado tubo polar, inyecta su esporoplasma en el
citoplasma de la célula epitelial (Figura 6C), donde se reproduce (Figura 6D-E).
Finalmente las nuevas esporas formadas son liberadas al lumen del intestino para
ser excretadas o re-infectar otras células del epitelio intestinal de la misma abeja
(Fries et al., 1996; Keeling y Fast, 2002; Figura 6F).

La forma mas comun de transmisién de este patégeno es horizontal via fecal-oral
(Fries, 2010), aunque también es posible el contagio mediante la trofalaxis (Smith,
2012), asi como mediante productos de la colonia como cera, miel o polen (Higes
et al., 2008).
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Figura 6. Representacion del mecanismo de infeccion por Nosema spp. (A) Ingestion de las esporas;
(B) Las esporas se encuentran con células epiteliales del intestino de la abeja y son activadas,
provocando la extrusion del tubo polar y la inyeccion del esporoplasma en la célula hospedera. (C)
Multiplicacion celular (Fase de proliferacién); (D y E) Transicién de esporoplasma a espora (Fase de
esporogonio); (F) Las esporas son liberadas al lumen intestinal, y se diseminan en el ambiente por
intermedio de las heces o reinfectan células adyacentes del mismo individuo. Tomado y adaptado de
Araujo y Hughes (2016).

Actualmente ambas especies de Nosema tienen una distribucion global
(Martin-Hernandez et al., 2018). Sin embargo, en Uruguay solo se ha detectado
Nosema ceranae, presente en A. mellifera al menos desde 1990 y en abejorros
nativos del género Bombus desde 2010 (Arbulo et al., 2015; Invernizzi et al., 2009).
En el monitoreo nacional de plagas y patdégenos de A. mellifera realizado en 2011,
se observo que N. ceranae tenia una prevalencia de 14,6% y una amplia distribucion
(Anido et al., 2015; Figura 7).

En nuestro pais la nosemosis es una problematica principalmente asociada al estrés
nutricional. Aflo a ano se observa que cuando los apicultores trasladan sus colonias
a forestaciones de Eucalyptus grandis en febrero, para aprovechar su floracion y
extender la temporada productiva, las abejas se infectan con N. ceranae. El estrés
nutricional que sufren en estas condiciones al alimentarse con un polen bajo en
proteinas y lipidos, y con desbalance de aminoacidos, promueve la la infeccion por
el microsporidio, y repercute en la salud de la colonia (Branchiccela et al., 2019;
Castelli et al., 2020; Mendoza et al., 2013).
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Figura 7. Distribucion del microsporidio N. ceranae en Uruguay en el afio 2011. Tomado y adaptado
de Anido et al. (2015).

1.3.4 Paenibacillus larvae

Paenibacillus larvae es una bacteria Gram positiva, anaerobia facultativa, catalasa
negativa, formadora de endosporas y agente causal de la Loque Americana. Esta
enfermedad afecta a la cria de las abejas meliferas a nivel mundial y es considerada

letal y altamente contagiosa (Genersch et al., 2006).

La transmision de esta bacteria se da mediante esporas, al ingerir alimento
contaminado (Figura 8B). Las larvas son mas susceptibles a contraer la infeccion en
las primeras 24 horas luego de la eclosion del huevo, siendo menos probable que la

infeccion se de naturalmente luego de este periodo (Brgdsgaard et al., 1998). Las
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esporas germinan en el intestino de la larva y a partir de ahi la bacteria se reproduce
de manera exponencial (Figura 8C). En una etapa avanzada de la infeccién las
bacterias atraviesan el epitelio intestinal y llegan al hemocele (Yue et al.,, 2008).
Luego la larva muere y cobra un aspecto viscoso, y finalmente se reseca tomando la
forma de escama (Hansen y Bredsgaard, 1999; Figura 8D-E). Paenibacillus larvae
posee diferentes factores de virulencia, un ejemplo de ello son las metaloproteasas,
que resultan altamente téxicas e inmunogénicas para la larva (Antunez et al., 2009b,
2010, 2011).

Las esporas se transmiten de manera horizontal entre individuos de la colonia y
entre colonias (Hornitzky, 1998). La actividad apicola también favorece la
diseminacion de las esporas entre las colonias, a través del equipo de proteccion del
apicultor, asi como las herramientas que utiliza al trabajar (Genersch, 2010; Hansen
y Bredsgaard, 1999). Las buenas practicas apicolas son esenciales para la
prevencion de la enfermedad. Ademas, la presencia de la bacteria puede ser
monitoreada preventivamente sin tener que manipular las colonias utilizando como

matriz los productos de la colonia como miel, polen o cera (Govan et al., 1999).

Vista lateral Vista Superior

(A) La reina pone un huevo.

(B) Las abejas nodrizas con el aparato bucal
contaminado alimentan a las larvas
y transfieren las esporas.

(C)Las esporas germinan en el lumen intestina
rompen la pared intestinal.

Las bacterias invaden el resto de la abeja

y ésta muere.

(D) Las enzimas producidas por las bacterias
liciian el cadaver.

(E) Eventualmente el caddver se deseca,
formando la escama que contiene dentro
las esporas de Paenibacillus larvae.

(F) Las abejas nodrizas contaminan su aparato
bucal al remover las larvas muertas.

Esta contaminacion persiste inlcuso luego

de gue la celda fue limpiada por las nodrizas.

Figura 8. Ciclo de infeccidon de Paenibacillus larvae en una colonia de A. mellifera, a la izquierda esta
representada la vista lateral y a la derecha la vista superior. Tomado y adaptado de James y Li
(2012).
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Paenibacillus larvae tiene actualmente una distribucion mundial. En Sudamérica fue
reportada por primera vez en Argentina en el afio 1989, a partir de una colonia con
claros sintomas de Loque Americana (Alippi, 1992b) y rapidamente se distribuyé a
todo el pais (Alippi, 1996). Diez afios después, en 1999, se reportd por primera vez
en Uruguay en mieles de exportacion (OIE, 1999). Posteriormente fue detectada en
larvas y en abejas adultas de colonias con y sin sintomas de los departamentos del

litoral oeste del pais (Piccini y Zunino, 2001).

Con el objetivo de monitorear la presencia de P. larvae en Uruguay, en los afos
2001-2002 se tomaron muestras de miel de colonias de todos los departamentos del
pais. En este primer monitoreo se encontro una alta prevalencia (51%) y una amplia
distribucion, detectandose la bacteria en gran parte del pais (Antunez et al., 2004)
(Figura 9). Luego de una fuerte campana de divulgacion del MGAP con apicultores,
de las recomendaciones de realizar vigilancias periddicas de la cria, y quema y
enterramiento de las colonias infectadas, en 2011 se repitiod el estudio, encontrando
una prevalencia considerablemente menor (2%), indicando que las
recomendaciones resultaron efectivas.

Si bien el analisis de miel colectada de colonias productivas es una estrategia muy
util para monitorear la presencia y distribucién de la bacteria a nivel nacional y
prevenir la aparicion de brotes, el muestreo en todo el pais consume tiempo y
dinero. Como alternativa, entre los afios 2014 y 2019 se colectaron y analizaron
muestras de tanques de miel de exportacion, que concentran miel de muchas
colonias del mismo apicultor. Los resultados muestran un aumento paulatino en la
distribucion de la bacteria en el territorio uruguayo (Figura 9), evidenciando la
importancia del monitoreo continuo para evitar la aparicion de brotes, Palacios et al.

(paper en preparacion).
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Figura 9. Distribucién de P. larvae en Uruguay en los afos 2002, 2011 y 2014 a 2019. Tomado de

Palacios et al. (paper en preparacion).

1.3.5 Lotmaria passim

El tripanosomatido Lotmaria passim es un parasito unicelular obligado que se aloja
en el intestino de las abejas A. mellifera y A. cerana (Schwarz etal., 2015).
Histéricamente tratado como una misma especie junto al tripanosomatido Crithidia
mellificae, L. passim fue reclasificado taxondmicamente por Schwarz et al. (2015).
Este patdogeno genera dano en las abejas (Buendia-Abad etal, 2022;
Gomez-Moracho et al., 2020; Ravoet et al., 2013; Schwarz y Evans, 2013), y podria
actuar en sinergia con otros patégenos, como N. ceranae o V. destructor para
aumentar el dafo (Arismendi et al., 2020; Vejnovic et al., 2018). Sin embargo, aun
no se conoce el mecanismo exacto de infeccidn de L. passim, ni la consecuencia

que el nivel de infeccidn puede llegar a tener en la colonia.

Lotmaria passim esta ampliamente distribuido a nivel mundial, encontrandose
presente en Europa, Norteamérica, Asia, Sudamérica y Oceania (Castelli et al.,
2019; Quintana et al., 2021; Schwarz et al., 2015; Waters, 2018; Williams et al.,
2019; Yamamoto et al., 2023).
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En Uruguay, L. passim esta presente al menos desde el afio 2007, y en 2011 la
prevalencia nacional fue de 13% (Castelli et al., 2019). Las muestras positivas
pertenecieron a los departamentos de Tacuarembd, Rio Negro, San José, Florida y
Paysandu. En 2015, se observd que L. passim también estaba presente en colonias
de los departamentos de Colonia y Florida, y que en estos apiarios, su prevalencia
fue mayor en los meses de julio y septiembre respecto a la de marzo (Arredondo
et al., 2023; Branchiccela et al., 2019).

En busca de estrategias para controlar la infeccion por este patdogeno, estudios de
nuestro grupo evaluaron dos estrategias alternativas (nutricional y con probiéticos),
aunque no se encontraron diferencias significativas entre colonias con distinto
régimen nutricional (Branchiccela et al., 2019) y la administracién de probidticos no

disminuy6 su prevalencia (Arredondo et al., 2023).
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2. Hipotesis y objetivos

Hipotesis: Las principales plagas y patdégenos de importancia apicola se encuentran
presentes en el pais pudiendo encontrarse asociados, dando lugar a patrones de

coinfeccion.

Objetivo general: Evaluar la presencia, prevalencia y distribucion de las plagas y

patdbgenos mas importantes para las colonias de A. mellifera del pais.
Objetivos especificos:

1. Determinar la presencia, prevalencia y distribucidon de las principales
plagas y patégenos en muestras de todo el pais: el acaro Varroa
destructor, los microsporidios Nosema apis y Nosema ceranae, la
bacteria Paenibacillus larvae, el tripanosomatido Lotmaria passimy los

virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV, IAPV, KBV y SBV.

2. Cuantificar los niveles de infestacion de V. destructor, N. ceranae y
virus ARN.

3. Estudiar la relacion entre los patdégenos y con la fortaleza de la colonia.
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3. Materiales y métodos

3.1 Diseno de muestreo

En el afio 2021 se llevo a cabo un muestreo a nivel nacional en un total de 100
colonias de abejas meliferas. El disefio de muestreo se basé en la proporcién de
colonias presentes en cada departamento del pais. Para esto se tomaron los datos
del Registro Nacional de Propietarios de Colmenas correspondiente a septiembre
del ano 2020 (Direccion General de la Granja - Ministerio de Ganaderia Agricultura y
Pesca; DIGEGRA-MGAP), y se seleccion6é al menos 1 colonia por departamento
(Tabla 2; Figura 10). Las colonias de cada departamento se seleccionaron al azary
se obtuvo el consentimiento de los apicultores. Los apiarios seleccionados debian
cumplir con los requisitos de estar inscritos en el Registro Nacional de Propietarios
de Colmenas (DIGEGRA-MGAP) y no practicar trashumancia.

Tabla 2. Cantidad de colonias en 2020 y cantidad de muestras tomadas por departamento en

Uruguay en 2021.

Departamentos Cantidad de colonias (2020) Cantidad de muestras
Artigas 6.953 1
Canelones 21.696 4
Cerro Largo 16.242 3
Colonia 64.624 11
Durazno 23.799 4
Flores 27.007 5
Florida 36.427 6
Lavalleja 8.433 1
Maldonado 11.221 2
Montevideo 1.791 1
Paysandu 66.554 12
Rio Negro 65.331 12
Rivera 44 141 8
Rocha 9.267 2
Salto 13.708 2
San José 50.987 9
Soriano 74.128 13
Tacuarembod 18.754 3
Treinta y Tres 4.591 1
Totales 565.654 100
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Figura 10. Mapa de Uruguay con distribucion de los apiarios muestreados en el afio 2021. Los puntos
marrones representan la geolocalizacion de los apiarios, y los ndmeros indican el nimero de

muestras tomadas por Departamento.

El muestreo se llevo a cabo entre marzo vy julio del afio 2021 (Figura 11). La visita a
los apiarios seleccionados estuvo a cargo de Juan Campa, técnico de la Seccion
Apicultura de la Direccion de Laboratorios Veterinarios (DILAVE - MGAP).
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Figura 11. Histograma de frecuencia y grafico de densidad de fechas de muestreo del afio 2021. En el
eje Y de la izquierda esta representada la frecuencia absoluta, y en el de la derecha la densidad. En

el eje X se encuentran los meses del afio 2021.

3.2 Toma de muestras y estimacion de fortaleza de colonia

Dentro de cada apiario se selecciond una colonia al azar y se colectaron en frascos
independientes muestras de miel, abejas nodrizas (h= 100) y pecoreadoras (n =
100) en etanol 95°, que fueron conservadas a 4°C para evitar la degradacion de los
tejidos hasta su analisis. A su vez, se colectaron muestras de abejas nodrizas
(n=50) en sobres de papel manila y se mantuvieron vivas hasta llegar al laboratorio
(Figura 12). Se almacenaron a -80°C con el fin de evitar la degradacion del ARN
viral. Se consideraron abejas nodrizas aquellas cercanas al nido de cria, y abejas
pecoreadoras, abejas de interior pero tomadas de cuadros alejados del nido (Fries
et al., 2013).

En paralelo a la toma de muestras se registro la presencia de sintomas visibles de
enfermedades y el tratamiento empleado para el control de V. destructor. Ademas,
se registro la fortaleza de la colmena mediante la estimacién de la poblacion de
abejas adultas, cantidad de cria y de miel en cantidad de cuadros completos (de tipo
Langstroth), siguiendo el método de estimacién visual recomendado por Delaplane
et al. (2013). Finalmente se incluyé informacién general del apiario, como densidad

de colonias y georeferenciacion.
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Figura 12. Kit de muestreo que incluye: formulario, sobres de papel para la coleccion de abejas vivas,

frascos para la coleccion de abejas nodrizas, pecoreadoras y miel.

3.3 Cuantificacion del porcentaje de infestacion con Varroa

destructor

La deteccion de V. destructor se realizé utilizando el protocolo recomendado por el
manual del COLOSS beebook para el diagnostico en campo (Dietemann et al.,
2013). Cada muestra de abejas nodrizas conservadas en etanol 95°se analiz6é de
manera individual. Para el conteo se utilizdé el Varroa EasyCheck® (Véto-pharma,
Espafia). Se colocaron las abejas, se agregé agua tibia y jabon y se agitaron por 1
minuto. De esta manera los acaros se desprenden de la abeja, y gracias al tamiz
que posee el instrumento éstos quedan en el fondo, siendo posible contarlos. Se
realizd el recuento de acaros, de abejas y zanganos y se calculo el nivel de

infestacion a partir de la férmula de Dietemann et al. (2013):

. . y N° de acaros
Nivel de infestacion (%) =

x 100

N total de abejas nodrizas
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3.4 Deteccion y cuantificacion relativa de virus ARN

En este estudio se analizaron algunos virus ARN de importancia sanitaria (ABPV,
BQCV, CBPV, DWV, IAPV, KBV y SBV). Para esto, se retiraron las abejas del freezer
-80°C y se pusieron inmediatamente en hielo. Se tomd6 un pool de 20 abejas por
muestra y se homogeneizaron con 10 ml de H,O destilada estéril en un Stomacher®
80 LabBlender (Seward, RU) a maxima velocidad por 120 segundos. Luego el
homogeneizado se filtr6 con gasas esterilizadas en un tubo falcon de 50 ml. Se
realizé6 una primera centrifugacion a 1.500 g durante 10 min. a 4°C y luego una
segunda a 12.000 g por 15 min. a 4°C. El sobrenadante obtenido se empleé para la

extraccion de ARN.

La extraccion de ARN se realizd6 con un sistema automatizado (PurePrep
32-Molgen) y el kit comercial PurePrep® Viral Pathogen Kit (Molgen— Ref.
OEO00171000). Para eliminar el ADN gendémico y conservar sélo el ARN, se realizé la
digestion con DNAsa con el kit DNase | Amplification Grade (Invitrogen™, EEUU).
Una vez obtenido el ARN, se realizd una retrotranscripcion para obtener ADNc
utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™,
EEUU).

La deteccion de los virus se realizé mediante gPCR utilizando el kit comercial Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems™, EEUU) y primers especificos
para los virus (Tabla 3). Junto con los virus, también se amplificaron los genes
[J-actina y RPS5 (subunidad menor de la proteina ribosomal) como genes de
referencia de la abeja para la posterior cuantificacion relativa (Tabla 3). La mezcla
para una reaccion de qPCR consistié en 10 pl de Power SYBR® Green PCR Master
Mix, 0,12 pl de cada primer del par (50 uM), 7,76 pl de agua libre de RNasas y 2 pl
de una dilucion 1:10 del ADNc obtenido. El programa de ciclado se muestra en la
tabla 4.
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Tabla 3. Primers utilizados para la deteccion y cuantificacion por gPCR de los distintos virus ARN que

afectan a las abejas meliferas.

Deteccion Primer Secuencia 5’-3’ Gen Referencia
RPS5-F AATTATTTGGTCGCTGGAATTG SululeEd
Gen de menor de la Evans
referencia proteina (2006)
RPS5-R TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA Hsmsarmal
[]-actina-F ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG Yang y
Gen de
referencia [1-actina Cox-Foster
[J-actina-R GACCCACCAATCCATACGGA (2005)
DWV-F CTGTATGTGGTGTGCCTGGT .
DwWV Poliproteina KL:klgI(l)(gSet
DWV-R TTCAAACAATCCGTGAATATAGTGT e ( )
ABPV-F ACC GAC AAA GGG TAT GAT GC ABPV
ABPV Johnson et
ABPV-R CTT GAG TTT GCG GTG TTC CT al. (2009)
cBPY CBPV-F CAACCTGCCTCAACACAG — el el
CBPV-R AATCTGGCAAGGTTGACTGG (2012)
Bacy BQCV-F AAG GGT GTG GAT TTC GTC AG BQCV Kukielka et
BQCV-R GGC GTA CCG ATA AAG ATG GA al. (2008)
By SBV-F GGG TCG AGT GGT ACT GGA AA SBY Telinsem &6
SBV-R ACA CAA CAC TCG TGG GTG AC al. (2009)
KIABPV-B6
IAPV+KBV 707 CTGAATAATACTGTGCGTATC Locke et al.
(2012)
KBV KBV-F6639 CCATACCTGCTGATAACC KBV
IAPV IAPV-F6627 CCATGCCTGGCGATTCAC IAPV
DWV DWV-F1 TAC TAGTGC TGG TTTTCC TTT DWV
DWV-A DWV-A-R1 CTC ATT AAC TGT GTC GTT GAT DWV-A Kevill et al.
DWV-B DWV-B-R1  CTC ATT AAC TGA GTT GTT GTC DWV-B (2019)
DWV-C DWV-C-R1 ATA AGT TGC GTG GTT GAC DWV-C
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Tabla 4. Programa de ciclado de gPCR para la deteccién de virus ARN.

Tiempo Temperatura Ciclos
Preincubacion 10 minutos 95°C
15 segundos 95°C

ABPV, BQCV: y DWV: 50°C;

Amplificacion 30 segundos CBPV: 60°C; 40x
SBV: 46°C
30 segundos 60°C
65-95°C

Melting curve

En cada corrida se analizaron las muestras por duplicado, y se incluyeron dos
controles negativos. Ademas, se incluyo una curva estandar construida a partir de la
mezcla de 2 yl de ADNc de cada muestra, y 4 diluciones seriadas 1:5. Cada muestra
de la curva se analiz6 por triplicado y esto se empled para determinar la eficiencia

de la amplificacion.

Para la normalizacion entre las muestras se calculd la media geométrica de la
expresion de los genes de referencia [1-actina y RPS5. Ademas se tomé como
muestra calibradora aquella que presenté el Ct mas alto (menor carga viral) para

cada virus.

Para la cuantificacién de la carga viral se utilizé el método de cuantificacion relativa

de Pfaffl (2001) segun su formula:

fgen de inte‘résla muestra calibradora —Ct muestra de inter és)

radio =
Efgen de Tefe‘rencia ICt muestra calibradora —Ct muestra de inter és]

Las cargas virales calculadas se transformaron y representaron como logo(X+1).
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3.5 Deteccion y conteo de esporas de Nosema spp.

Para el conteo de esporas se realizd un pool de 60 abddémenes de abejas
pecoreadoras de una misma colonia, conservadas en etanol 95°. Los abdémenes se
disecaron sujetando cada abeja con una pinza estéril y desprendiendo el abdomen.
Estos se homogeneizaron con 60 ml de H,O destilada estéril (1 ml por cada
abdomen) en el Stomacher® 80 LabBlender (Seward, RU) a maxima velocidad por
120 segundos. Finalmente se tomaron 10 pl de ese homogeneizado, y se colocaron
en la camara de Neubauer improved para el conteo de esporas (Fries et al., 2013).
Se utilizé un microscopio Nikon a un aumento de 400x. Las esporas se identificaron

claramente gracias a las propiedades de refraccion que poseen (Fries et al., 2013).

Se contaron esporas en 5 cuadrantes de la camara y luego se calculé el numero
total de esporas por abeja segun Human et al. (2013) y que se detalla a

continuacion:

N° esporas contadas * factor de dilucion
Area de los cuadros contados * Profundidad de la camara

Numero de esporas/abeja =

Posteriormente, se realizd la deteccion y determinacién de la especie mediante
biologia molecular. Para ello se tomaron 20 abejas pecoreadoras de cada muestra,
conservadas en etanol 95°. Las abejas se homogeneizaron con 10 ml de H,O
destilada estéril en el Stomacher® 80 LabBlender (Seward, RU) a maxima velocidad
por 120 segundos. A partir de ese homogeneizado se procedié a la extraccion de
ADN con el kit comercial QIAamp® DNA Mini and Blood Mini (Qiagen, Alemania),

adaptandose el protocolo que parte de tejidos y purificacion de sangre.

Una vez obtenido el material genético, se llevo a cabo una reaccion PCR Multiplex
utilizando el protocolo descrito por Martin-Hernandez et al. (2007). Esta reaccién
permite la deteccion de N. apis y N. ceranae en simultaneo, ya que el disefio de los
primers produce amplicones de distintos tamanos para cada especie (Tabla 5). La
mezcla para una reaccién con volumen final de 25 pul consistié en 16,5 pl de H,0, 2,5
pl de PCR buffer (1 X), 1,5 pl de MgCl, (3 mM), 1 ul de dNTPs (0,4 mM), 0,2 ul de
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cada par de primers (0,4 uM), 0,2 ul de Tag ADN polimerasa (1 U; Invitrogen™, Life
Techologies, Brasil) y 2,5 yl de ADN. El programa de ciclado se muestra en la tabla
6.

Tabla 5. Primers utilizados en los ensayos de PCR para la identificacion de los distintos patégenos.

Amplicén

Deteccion Primer Secuencia 5’-3’ (pb) Gen Referencia
PL4 -F CGAGCGGACCTTGTGTTTCC Piccini et al.
P. larvae 700 16S (2002)
PL5 -R TCAGTTATAGGCCAGAAAGC
CGGCGACGATGTGATATGAAA
NCER-F ATATAA
N. ceranae 218 16S
NCER-R CCCGGTCATTCTCAAACAAAA
AACCG Martin-Hernandez
et al. (2007)
NAPIS-F GGGGGCATGTCTTTGACGTAC
TATGTA
N. apis 321 16S
GGGGGGCGTTTAAAATGTGAA
NAPISR ACAACTATG
Lp2-F AGGGATATTTAAACCCATCGAA 459 SSuU S L

L. passim ARNr (2016)
Lp2-R ACCACAAGAGTACGGAATGC
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Tabla 6. Programa de ciclado de PCR-multiplex para la deteccion simultdnea de N.apis y N. ceranae.

Tiempo Temperatura Ciclos
Preincubacion 2 minutos 94°C
15 segundos 94°C
Amplificacion 30 segundos 61,8°C 10x
45 segundos 72°C
15 segundos 94°C
20x
Amplificacion 30 segundos 1,8°C + 5 segundos en cada
ciclo
50 segundos 72°C
7 minutos 72°C

Extension final

Finalmente para visualizar el resultado de la PCR, se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 2%. Este alto porcentaje de agarosa permite la distincion entre los
amplicones de ambas especies, que difieren en aproximadamente 100 pb (218 pb N.

ceranae 'y 321 pb N. apis).

3.6 Deteccion de Paenibacillus larvae en mieles

La deteccion de esporas de P. larvae se analizé de forma individual a partir de las
muestras de miel, siguiendo el protocolo de la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (2023). Brevemente, se homogeneizaron 20 ml de miel con 20 ml de PBS
estéril. Cada muestra se centrifugd a 6.000 g por 40 minutos a temperatura
ambiente con el fin de concentrar las esporas. Se descart6 el sobrenadante excepto
por 3 ml, en el que se resuspendio el pellet. Luego, 1 ml de esa suspensidn se
transfiri6 a un tubo Eppendorf y se incubé por 10 minutos a 80°C para activar la
germinacién de las esporas. Luego se realizé una dilucién 1:10 en PBS estéril y se
sembraron 100 pl de las suspensiones concentradas y diluidas por duplicado en
medio de cultivo semiselectivo J agar (extracto de levadura 1,5%, Glucosa 0,2%,
Triptona 0,5%, agar 1,2%, sal K,HPO, a 0,3g/ml). El medio se suplementd con acido

nalidixico (300ul/100 ml de medio J) para inhibir el crecimiento de Paenibacillus alvei
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(Hornitzky y Nicholls, 1993; Nordstrom y Fries, 1995). Las muestras se incubaron a

37°C en condiciones de microaerofilia durante 4 dias.

Las colonias obtenidas se analizaron por microscopia Optica y mediante la prueba
bioquimica de produccion de catalasa (Alippi, 1992a). Aquellas colonias que
presentaron las caracteristicas descritas para P. larvae se aislaron y almacenaron a
-80°C en criotubos con caldo J suplementado con glicerol (20%). Finalmente la
identidad de los aislamientos se confirmé mediante PCR.

Para esto los aislamientos sospechosos se sembraron en medio J agar y se
incubaron durante 48 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia. Luego se
preparé una suspension bacteriana en 0,5 ml de H,O estéril y se incubd a 95°C
durante 15 minutos para lisar las células. A continuacion se centrifugdé a 4.500 g
durante 5 minutos, y se conservd el sobrenadante, que se empled para realizar la
PCR. y se amplifico un fragmento del gen que codifica para el ARNr 16S de P, larvae
empleando los primers especificos descritos por Piccini et al. (2002; Tabla 5). La
mezcla para 25 ul de reaccién consistié en 18,3 ul de H,0, 2,5 pl de PCR buffer
(1X), 1,5 pl de MgCl, (3mM), 0,5 ul de dNTPs (200 uM), 0,5 pl de cada primer (0,4
puM), 0,2 ul de Taq ADN polimerasa (1 U; Invitrogen™, Life Technologies, Brasil) y 1

pl de ADN. El programa de ciclado se muestra en la tabla 7.

Posteriormente los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa 0,8%, observando en los casos positivos un fragmento de 700 pb

correspondiente a P, larvae.

Tabla 7. Programa de ciclado de PCR para la deteccién de P. larvae.

Tiempo Temperatura Ciclos
Preincubacion 1 minuto 95°C
1 minuto 93°C
Amplificacion 30 segundos 55°C 30x
1 minuto 72°C
5 minutos 72°C

Extension final
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3.7 Deteccion molecular de Lotmaria passim

Para la deteccion de L. passim se utilizé el mismo material genético extraido para la
deteccidon de Nosema spp. A partir de ese ADN se realizé una PCR, la mezcla para
25 ul de reaccion consistio en 19,3 ul de H,0, 2,5 ul de PCR buffer (1X), 1 pl de
MgCl, (2mM), 0,6 ul de dNTPs (250 uM), 0,2 ul de primers (0,4 uM) (Tabla 8), 0,2 pl
de Tag ADN polimerasa (1 U; Invitrogen™, Life Technologies, Brasil) y 1 ul de ADN.

Las condiciones se muestran en la tabla 8.

Posteriormente, los amplicones se visualizaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 0,5%.

Tabla 8. Programa de ciclado de PCR para la deteccién de L. passim.

Tiempo Temperatura Ciclos
Preincubacion 3 minuto 94°C
30 segundos 94°C
Amplificacion 20 segundos 60°C 35x
45 segundos 72°C
7 minutos 72°C

Extension final

3.8 Regionalizacion del pais

Con el fin de evaluar la prevalencia de los patdogenos en distintas zonas del pais, y
tomando como referencia el trabajo de Anido et al. (2015), se divididé al pais en
cuatro regiones: norte, sur, este y oeste. En la Tabla 9 se muestran los

departamentos incluidos en cada regidn y el numero de colonias de cada una.
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Tabla 9. Regiones del pais con los departamentos y niumero de colonias

correspondientes a cada

una.
norte sur este oeste
Departa- Colonias | Departa- Colonias Departa- Colonias Departa- Colonias
mento (n) mento (n) mento (n) mento (n)
Artigas 1 Durazno 4 Maldonado 2 Paysandu 12
Salto 2 Flores 5 Rocha 2 Rio Negro 12
Tacuare 3 Florida 6 Treinta y Tres 1 Soriano 13
mbo
Rivera 8 San José 9 Cerro Largo 3 Colonia 11
Canelone 4 Lavalleja 1
s
Montevid 1
eo
Total 14 Total 29 Total 9 Total 48

3.9 Analisis estadisticos

Para estudiar los parametros de fortaleza de la colonia se calcul6 el promedio

nacional y el desvio estandar, y se expresé como: media + desv.est.

Para analizar la prevalencia de las plagas y patdgenos identificados, se calculo el
porcentaje de muestras positivas sobre el total de muestras. A ese dato se le agrego
el intervalo de confianza (IC) al 95% utilizando la siguiente formula (Van Engelsdorp
et al., 2013):

IC95% parap = 1/0\ + Za(e.s. (;)\))

donde p = prevalencia, ;9\ = media de prevalencia, Za = percentil (1-a/2) de la

distribucién normal estandar (en este caso Za = 1.96 para el IC al 95%), y e.s. (;9\) =

desvio estandar.

Luego se utilizo el test estadistico no paramétrico de rangos de Spearman para
evaluar las posibles correlaciones entre los patégenos y con la fortaleza de la

colonia. Se eligié este test porque ninguna de las variables analizadas presentaron
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distribucion normal ni homogeneidad de varianza. El criterio para evaluar la

magnitud de la asociacion se muestra en la tabla 10 (Schober et al., 2018).

Tabla 10. Interpretacion del coeficiente de correlacion del test de rangos de Spearman. Tomado y
adaptado de Schober et al. (2018).

Valor absoluto de la correlacion Interpretacion
0.00-0.10 Correlacion insignificante
0.10-0.39 Correlacion débil
0.40-0.69 Correlacion moderada
0.70-0.89 Correlacion fuerte
0.90-1.00 Correlacion muy fuerte

Para evaluar las asociaciones entre la presencia de patégenos, se empleo el test x?
(chi-cuadrado), y se establecio la significancia como p-valor=0,05.

También se calculé el Odds ratio (OR), un test que permite analizar el grado de
asociacién entre la exposicion a diferentes factores y el desarrollo de la enfermedad
(Van Engelsdorp etal., 2013). Para este analisis se designaron categorias de
cantidad de abejas: menos de 17.600 abejas (8 cuadros cubiertos) o valores mas
altos. Se considera que 8 cuadros de abejas es el valor adecuado para que una
colonia sobreviva al invierno (Harriet J. y Campa J., comunicacion personal). Con
respecto al numero de crias, se consideraron menos de 7000 celdas (2 cuadros
cubiertos) o valores mas altos; menos de 10500 celdas (3 cuadros cubiertos) o
valores mas altos. Finalmente, para el nivel de infestacion de V. destructor, se
generaron categorias de infestacion de hasta 4%, 7% y 15%. La significancia del
test se evalu6 mediante un intervalo de confianza al 95%, y si éste incluy6 valores

menores a 1, se considerd no significativo.

Finalmente, para analizar las diferencias de los niveles de infestacion con V.
destructor y Nosema spp. entre las distintas regiones del pais, se utilizé el test no
paramétrico Kruskal-Wallis, y luego el test pos-hoc Mann-Whitney (con correccion de
Bonferroni). También se aplicaron estos test para analizar la diferencia entre los

tratamientos acaricidas contra V. destructor. En este caso también se eligieron test
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no parameétricos porque las variables analizadas no presentaron distribucién normal
ni homogeneidad de varianzas entre los grupos.

Todos los analisis estadisticos y graficos fueron realizados con el software Rstudio
(Posit team, 2022).

4. Resultados

4.1 Fortaleza de la colonia

Se colectaron exitosamente muestras de abejas nodrizas, pecoreadoras y miel de
100 colonias de abejas meliferas de todos los departamentos del Uruguay.

Todas las colonias muestreadas fueron colonias de produccién, sin sintomas visibles
de enfermedades. La poblacion de abejas por colonia adultas fue variable (8.800 -
44.000). El 56% de las colonias poseian al menos 17.600 abejas (aproximadamente
8 cuadros cubiertos), siendo el promedio de todas las colonias de 21.120+6.300
abejas (Figura 13A). Por otra parte, la cantidad de celdas de cria varié entre 3.520 y
45.760, siendo el promedio 14.080+7.550 (Figura 13B). Finalmente las reservas de
miel medidas en cantidad de celdas cubiertas variaron entre 3.520 y 52.800, y

presentaron un promedio de 22.59819.691 (Figura 13C).
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Figura 13. Estimacién de la fortaleza de la colonia por departamento. A) Poblacién de abejas adultas

de cada colonia, la linea punteada roja indica el minimo de cuadros recomendados para que la

colonia sobreviva al invierno (8 cuadros), B) cantidad de celdas de cria C) cantidad de celdas
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cubiertas de miel. Las muestras estan agrupadas por las regiones establecidas y el tamano de los

puntos representa la cantidad de colonias que coinciden con un mismo valor.

4.2 Plagas y patdgenos

La mayoria de las plagas y patégenos analizados en este estudio se detectaron en
las muestras colectadas, excepto el microsporidio N. apis y los virus IAPV y KBV. La
prevalencia nacional (x el IC al 95%) de cada plaga y patégeno analizado se

muestran en la Tabla 11.

En el 96% de las muestras se detecté al menos una plaga o patégeno. El maximo
numero de patégenos encontrados por muestra fue 7 en el 3% de las muestras, en
los departamentos de Colonia y San José (Figura 14). En la Figura 14 también se
muestra el numero de colonias por departamento, y el numero de patégenos

encontrados en cada muestra.

Tabla 11. Prevalencia nacional de las plagas y patégenos en el afio 2021. La prevalencia se muestra

como porcentaje (%) * intervalo de confianza (IC) al 95%.

Plagas y Patogenos Prevalencia nacional 2021+ IC (95%)
V. destructor 62+10
N. ceranae 6319

N. apis ND
P. larvae 1116
L. passim 60£10

DWV 3119
ABPV 615
SBV 2719
BQCV 2248
CBPV 2549
IAPV ND
KBV ND

40



Cantidad de patégenos (n) . 0 . 1 . 2 . 3 . 4 . 5 6 7

124

6_
4_
0_ L

Departamentos

-
o
L

[oe]

Cantidad de colonias (n)

Figura 14. Cantidad de colonias en funcion de cada departamento del pais. Dentro de cada
departamento, cada color representa el nimero de patégenos y a cuantas colonias corresponde

(valores del 0 al 7).

Al agrupar las muestras por region, se encontré6 que todos los patdogenos estan
presentes en la region oeste, y a excepcion del ABPV, también en la region sur
(Figura 15). Ademas, se observo que la mayoria de los patdégenos, exceptuando el

ABPV y P, larvae, estan presentes en todas las regiones (Figura 15).
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Figura 15. Prevalencia en funcion de cada plaga y patégeno analizado en este estudio. El color de las

barras representan las cuatro regiones establecidas.

4.2.2 Prevalencia y distribucién de Varroa destructor

El acaro V. destructor se encontré en el 62+ 10% de las muestras (Tabla 11) y en 18
de los 19 departamentos. En la Figura 16 se muestra la distribucion del acaro en el
pais.

El 20% de las muestras presentaron niveles de infestacién mayores al 4% (Figura
17A). En cuanto a la distribucion de V. destructor en el pais, se observaron
diferencias significativas en el nivel de parasitacion en las diferentes regiones
(p-valor<0,001, Kruskall-Wallis test; Figura 17B). La region donde hubo mayor nivel
de infestacion fue el norte, presentando diferencias significativas con el sur
(p-valor<0,001) y el oeste (p-valor<0,01). El este fue la segunda regiéon con mayores
niveles de infestacion, encontrandose diferencias significativas con el sur

(p-valor<0,01), y el oeste (p-valor<0,05), (Mann-Whitney test; Figura 17B).
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Figura 16. Distribucién nacional de Varroa destructor en 2021. Los departamentos coloreados de gris

representan aquellos en los cuales se encontré al menos una muestra positiva para el acaro.
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Figura 17. A) Nivel de infestacion medido en porcentaje (%) en funcién de los departamentos del
pais. El tamafio del punto corresponde al numero de muestras. Los colores corresponden a cada
region establecida. La linea punteada de color rojo indica el valor maximo de infestacion aceptable
para sobrepasar la invernada (4%). El tamafio de los puntos representa la cantidad de colonias
(n=1:7). B) Boxplot (diagrama de cajas) y jitter plot (grafico de puntos) del nivel de infestacién medido
en porcentaje (%) en funcién de las regiones del pais (N=norte; S=sur; E=este; O=oeste). Los

asteriscos (*) indican p-valor<0,05 (diferencias significativas) de acuerdo al test Mann-Whitney.

4.2.2.1 Tratamientos acaricidas contra Varroa destructor

Con respecto al tipo de tratamiento acaricida contra V. destructor, y segun las

respuestas de los apicultores durante el muestreo, el 78% de las colonias se trataron
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con tiras de acido oxalico (acaricida organico), el 5% se trataron con Amitraz
(acaricida sintético), y otro 3% se trataron de manera mixta con flumetrina y acido
oxalico o solo flumetrina (en este caso se toma como tratamiento sintético). El 14%
restante no recibié ningun tratamiento, mostrando un nivel de infestacion medio
significativamente mas alto que el de las colonias tratadas con los distintos tipos de
tratamiento (test Mann-Whitney (p-valor<0,001); Figura 18). También se observé un
nivel de infestacién medio significativamente mas alto en las colonias tratadas con
tiras de acido oxalico en comparacion con las tratadas con sintéticos

(p-valor<0,001), de acuerdo al test Mann-Whitney (Figura 18).
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Tratamientos acaricidas

Figura 18. Nivel de infestacion con V. destructor en porcentaje, en funcion de los tipos de tratamientos
acaricidas utilizados en las colonias muestreadas. Los asteriscos (*) indican p-valor<0,05 (diferencias
significativas) de acuerdo al test Mann-Whitney.

Con respecto a la fecha del ultimo tratamiento acaricida, el 71% de las colonias se
trataron menos de 6 meses antes del muestreo (Figura 19). De ese grupo, solo 7
colonias se trataron con acaricidas sintéticos. Se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (test Kruskal-Wallis, p-valor=0,04). De acuerdo al test
Mann-Whitney, tanto las tratadas con acaricidas sintéticos como organicos hace

menos de 6 meses, tuvieron un nivel de infestacion significativamente menor que el
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de las colonias sin tratar (p-valor<0,001). También se observo un nivel de infestacion
significativamente menor en las tratadas con acaricidas sintéticos hace menos de 6

meses que las tratadas con organicos en el mismo periodo (p-valor<0,001) (Figura
19).
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Figura 19. Nivel de infestacion de V. destructor en porcentaje, en funcion de cuando se realizé el
ultimo tratamiento acaricida en las colonias muestreadas. Las muestras para las cuales no hay datos
se excluyeron de la figura. “<6 meses organico” = colonias tratadas hace menos de 6 meses con tiras
de &cido oxalico; “<6 meses sintético”= colonias tratadas hace menos de 6 meses con Amitraz o
Flumetrina. “No trata” = ningun tratamiento realizado o tratado hace mas de 6 meses por ultima vez.

Los asteriscos (*) indican p-valor<0,05 (diferencias significativas) del test Mann-Whitney.

4.2.3 Prevalencia, distribucidon y carga viral de virus ABPV, BQCYV,
CBPV, DWV, SBV

La amplificacion de los genes de referencia B-actina y RPS5 fue exitosa para el 98%

de las muestras. Las dos muestras en las que no se logré amplificar estos genes no

se incluyeron en el analisis.
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Los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV se detectaron en al menos una muestra
(Figura 20). El virus mas prevalente fue el DWV (30+9%, Tabla 11), encontrandose
en 11 departamentos, incluido todo el litoral oeste del pais (Figura 20), y la Unica
variante circulante fue la del DWV-A. Los virus SBV y CBPV fueron los siguientes
mas prevalentes (27+9%, 25+9%; Tabla 11; Figura 20). El virus BQCV presenté una
prevalencia de 22+8%, y fue el que presento la distribucion mas amplia, abarcando

14 departamentos. Finalmente el virus ABPV fue el de menor prevalencia (6£5%,

Tabla 11; Figura 20).

ABPV

Figura 20. Distribucion de los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV en Uruguay en 2021. Los
departamentos coloreados de gris representan aquellos en los cuales se encontré al menos una

muestra positiva.
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Con respecto a la carga viral relativa, todos los virus presentaron una variacion muy

grande entre las muestras. El virus ABPV en general mantuvo bajas cargas virales,

mientras que DWV llegé a valores de mas de 5 érdenes de magnitud con respecto a

la muestra calibradora. EI CBPV presenté las cargas virales mas altas en

departamentos del litoral oeste. El resto de los virus también tuvieron cargas virales

altas de aproximadamente 4,6 ordenes de magnitud mayores que la muestra

calibradora, pero en menos muestras (Figura 21).
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Figura 21. Boxplot vy jitterplot de las cargas virales relativas de los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV y

SBV. Los valores representados en el eje Y corresponden a la cuantificacion relativa logaritmizada.

Los colores de las cajas y puntos corresponden a las regiones establecidas. Cada punto corresponde

a una muestra.

4.2.4 Prevalencia y distribucién de Nosema spp.
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Se utilizaron dos métodos para la deteccion de Nosema ceranae. El conteo de
esporas en abdémenes permitio la deteccidn en el 55% de las muestras, llegando a
detectar cerca de 5 millones de esporas por abeja en una muestra (Figura 22A). Al
dividir el pais en regiones, no se encontraron diferencias significativas entre la
cantidad de esporas por abeja entre regiones (test Kruskal-Wallis, p-valor= 0,66;
Figura 22B). Por otro lado, la multiplex PCR permitié la deteccion de N. ceranae en

el 38% de las muestras (Figura 23).

Considerando ambas técnicas, la prevalencia nacional de Nosema spp. se calculd
en 63+9% (Tabla 11). Se encontré ampliamente distribuido, especificamente en 14
departamentos, con la excepcion de Artigas, Salto, Flores, Treinta y Tres y Lavalleja
(Figura 24).
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Figura 22. A). Numero de esporas de N. ceranae en pool de abejas x 10° en funcion de los
departamentos del pais. El tamano del punto corresponde al nimero de muestras. El tamafo de los
puntos representa la cantidad de colonias (n=1:6). Los colores corresponden a las regiones
establecidas. B). Boxplot (diagrama de cajas) y jitter plot (grafico de puntos) del numero de esporas

en pool de abejas (x10°) en funcion de las regiones del pais (N=norte; S=sur; E=este; O=oeste).
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Figura 23. Gel de agarosa al 2% representativo de resultados de PCR multiplex (fragmento de gen
del ARNr 16S) para discriminar entre Nosema apis y Nosema ceranae. 1.- Marcador de Peso
Molecular 1kb plus; 2,3,7,10,11,15.- muestras negativas para N. ceranae; 4-6,8,9,12,13,14,1-18.-
muestras positivas para N. ceranae; 19.- control positivo para N. apis y N. ceranae. El fragmento
amplificado para N. ceranae se estimé en 218 pb (flecha roja) y el de N. apis en 321 pb (flecha

celeste); 20.- control negativo.
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Figura 24. Distribucion de Nosema ceranae en Uruguay en 2021. Los departamentos coloreados de

gris representan aquellos en los cuales se encontré al menos una muestra positiva.
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4.2.5 Prevalencia y distribucion de Paenibacillus larvae

A partir del cultivo de las muestras de miel 12 muestras presentaron colonias
sospechosas para P. larvae. La técnica de PCR empleando primers especificos

permitié la confirmacion de la identidad en 11 de los casos (Figura 25).

A partir de esto, se calculo la prevalencia nacional de P. larvae en 11£6% (Tabla 11).
La distribucién de este patégeno estuvo restringida al litoral oeste, encontrandose en

los departamentos de Paysandu, Colonia, San José, Flores y Florida (Figura 26).

12

Figura 25. Gel de agarosa al 0,8% representativo de resultados de PCR (fragmento de gen que
codifica para el ARNr 16S) para la identificacién de Paenibacillus larvae. El fragmento amplificado
corresponde a 700 pb (flecha blanca). 1.8.- muestras positivas para P. larvae; 9.- control positivo;

10-11.- controles negativos; 12.- Marcador de Peso Molecular 1kb plus.
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Figura 26. Distribucion de Paenibacillus larvae en Uruguay en 2021. Los departamentos coloreados

de gris representan aquellos en los cuales se encontré al menos una muestra positiva para la

bacteria.
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4.2.5 Prevalencia y distribucion de Lotmaria passim

El tripanosomatido L. passim fue el segundo patdégeno mas prevalente encontrado
en las muestras analizadas (60+10%; Tabla 11). Se observé que esta ampliamente
distribuido en el territorio nacional con excepcion de los departamentos de Artigas,
Salto y Lavalleja (Figura 27).

Figura 27. Distribucién de Lotmaria passim en Uruguay en 2021. Los departamentos coloreados de
gris representan aquellos en los cuales se encontré al menos una muestra positiva para el
tripanosomatido.
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4.3 Correlaciones entre patdégenos y su relacion con la

fortaleza de la colonia

Se encontré una correlacion positiva moderada entre la presencia del acaro V.
destructor y el virus DWV, y positiva débil entre el acaro y el numero de abejas
adultas, de acuerdo al test de Spearman (Tabla 12). También se encontraron
correlaciones negativas débiles entre el numero de esporas de N. ceranae y la
cantidad de abejas adultas, y el numero de esporas del microsporidio y cantidad de
cria, mediante el test de Spearman (Tabla 12).

Con respecto a la asociacion de la presencia de los patégenos mediante el test 2,
ésta se observd mayoritariamente entre virus. La presencia de SBV esta asociada a
la presencia de BQCV y CBPV, y este ultimo también con DWV. A su vez, la
presencia de L. passim se asocio a la del virus SBV y de N. ceranae (Tabla 13).

Con respecto al Odds ratio, se observé que si las colonias tienen un nivel de
infestacion con V. destructor mayor al 7%, tienen un mayor riesgo de tener el virus
DWV (Tabla 14). Por otra parte, también se observé un mayor riesgo de tener N.

ceranae si L. passim esta presente en la abeja (Tabla 14).
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Tabla 12. Test de correlacion de rangos de Spearman entre patdgenos y patégenos con fortaleza de
colonia. El niumero en la parte superior es el valor del coeficiente de asociacion ( rs ) y el valor entre
paréntesis corresponde al p-valor de la asociacion (nivel de significancia = 0,05). Los valores en rojo

son los que presentaron una correlacion significativa.

Abejas Celdas de

ABPV BQCV CBPV DWV SBV N.ceranae .
adultas cria
v 0,41 -0,10 -0,14 0,55 -0,10 -0,10 0,26 0,16
destructor 4y  (0,6) (0,5) (<0,01)  (0,9) (0,3) (0,01) (0,1)
-1,0 -0,50 -0,50 1,0 -0,20 -0,37 0,75

ABPV
(1) (1) (1) (1) (0,7) (0,5) (0,08)
0,10 -0,40 0,61 0,010 0,050 0,16

BQCV
(0,9) (0,3) (0,07) (0,9) (0,8) (0,5)
-0,54 0,22 0,19 -0,13 -0,18

CBPV
(0,07) (0,6) (0,4) (0,5) (0,4)
-0,18 -0,020 0,010 -0,17

DWV
(0,6) (0,9) (0,9) (0,4)
0,020 0,080 0,28

SBV
(0,9) (0,7) (0,2)
-0,21 -0,29

N. ceranae
(0,03) (<0,01)
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Tabla 13. x? entre los patégenos analizados en este estudio. Entre paréntesis se representa el p-valor,
y los valores significativos (p-valor<0,05) en rojo. Los patdogenos marcados con asterisco (*) no

pudieron ser analizados mediante este test debido al bajo nimero de muestras positivas.

ABPV  BQCV CBPV Dwv SBV N. ceranae  P.larvae* L. passim

8e-32 0,45 0,0033 0,40 1,8 1,7 0,11
V. destructor -
(1) (0,5) 0,9) (0,5) (0,2) (0,2) (0,7)
ABPV* - - - - - - -
0,025 0,54 5,5 0,0049 1,9
BQCV -
0,9) (0,5)  (0,02) 0,9 (0,2)
4,8 6,5 0,83 0,082
CBPV -
(0,03) (0,01) (0,4) (0,8)
0,72 2,0 0,21
DWV -
(0,4) (0,2) (0,7)
0,085 4,2
SBV -
(0,8) (0,04)
4,8
N. ceranae -
(0,03)
0,035
P. larvae
(0,8)
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Tabla 14. Odds ratio (OR) para los distintos patdégenos, y patdégenos con parametros de fortaleza de

colonia. El niumero en la parte superior es el OR, y entre paréntesis se encuentran los valores del IC

calculado al 95%. Los valores en rojo son significativos. Las celdas con ( - ) son aquellas que no

pudieron ser calculadas.

Abejas
ABPV>0 BQCV>0 DWV>0 SBV>0 N. ceranae adultas P. larvae
>17600
V. 2.1 1,2 1,8 1,7 0,60 0,74 -
destructor (12-0,36) (4-0,39) (5-0,63) (5-0,60) (1,6-0,23) (1,9-0,28)
>4%
V. 1,9 2,7 41 0,69 0,80 0,30 -
destructor  (18-0,20) (10-0,68) (16-1,0) (3,5-0,14) (2,9-0,22) (1,2-0,07)
>7%
V. 0 1,8 4,9 6,08 0,40 0,38 -
destructor (21-0,16) (57-0,43) (70-0,53) (4,5-0,03) (4,3-0,03)
>15%
Abejas 1,6 1,2 0,3 1,1 - - -
adultas (9,2-0,2) (3,1-0,4) (0,6-0,11) (2,7-0,44)
>17600
Celdas de 0,8 1,3 1,5 1,4 - - 0,8
cria (7,7-0,09) (4,3-0,42 (4,2-0,51) (4,2-0,47) (4,2-0,17)
>7000 )
Celdas de 0,81 1,51 0,60 0,70 - - 2,2
cria (4,7-0,14) (4,6-0,5) (1,5-0,24) (1,9-0,27) (10-0,45)
>10500
L. passim - - - - 2,3 - -
(5,3-1,0)
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5. Discusion

Este estudio constituye el segundo monitoreo a nivel nacional de plagas y patégenos
de abejas meliferas en Uruguay, realizado 10 afos después del primero. Esta tesis
es un reflejo mas del esfuerzo conjunto entre el sector productivo y cientifico, y
realza la importancia del trabajo interdisciplinario. Todas las partes son
indispensables para llevar a cabo monitoreos de esta magnitud, tanto los apicultores
que proveen las colonias estudiadas, como el equipo técnico para el muestreo, los

investigadores, y la financiacion para poder llevarlo a cabo.

La toma de muestras para este tipo de monitoreo se debe realizar previo a la
preparacion de las colonias para la invernada, y de esta forma evitar sesgos en la
deteccion de patégenos asociados a la estacionalidad o aplicacion de tratamientos.
Por ejemplo, la aplicacion de acaricidas en marzo disminuye el numero de acaros en
la colonia y concomitantemente la carga viral (Antunez et al., 2013; Grozinger y
Flenniken, 2019). El primer relevamiento de patégenos a nivel nacional realizado por
Anido et al. (2015) tuvo esto en cuenta, y el muestreo completo se realizé en dos
semanas en marzo de 2011. Este estudio estaba planificado para realizarse de la
misma forma, en marzo de 2021, sin embargo la situacion de emergencia sanitaria
ocasionada por el virus SARS-CoV-2 imposibilitd la realizacion del muestreo como
estaba previsto, extendiéndose durante casi 4 meses (marzo-julio). Este factor fue
tenido en cuenta a la hora de interpretar los resultados, especificamente al

considerar los ciclos biolégicos de las abejas y de los patdgenos.

Las colonias incluidas en este estudio tuvieron un promedio de poblacion de 21.120
abejas, similar a las colonias analizadas en 2011 (Anido et al., 2015). Se estima que
para enfrentar el invierno, la colonia necesita tener 8 cuadros completos cubiertos
por abejas, que equivalen aproximadamente a 17.600 abejas (Harriet J. y Campa J.,
comunicacion personal). En los 2 monitoreos realizados en nuestro pais mas de la
mitad de las colonias cumplieron con esta premisa (61% en 2011 y 56% en 2021)
(Anido et al., 2015). Esta diferencia podria deberse a que en este estudio algunas
colonias ya estaban entrando en la invernada, y esta reduccidon se observo también

en la cantidad de cria y miel. El ciclo biolégico anual de las abejas meliferas en
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climas templados incluye una disminucion en la produccion de cria hacia el final del
otofio y comienzo del invierno (Fluri et al., 1982). Esto enfatiza la importancia de
realizar el muestreo en un tiempo acotado como el sugerido y reportado previamente
(Anido et al., 2015; Antunez et al., 2015), para de esta forma minimizar la variacion

estacional.

A 10 afios del ultimo monitoreo nacional (Anido et al., 2015), todos las plagas y
patdgenos identificados siguen estando presentes en el pais y en algunos casos con
una alta prevalencia. La regidn con mas carga de patogenos es la oeste. Esta es el
area con mayor desarrollo apicola, mayor densidad de colonias y, por lo tanto, con

mas muestras analizadas, lo que pudo influir en el resultado.

Varroa destructor es la segunda plaga mas prevalente y presenta amplia distribucion
en el territorio. Este acaro es considerado la mayor amenaza biética que afecta a las
abejas meliferas a nivel mundial (Delaplane y Hood, 1999; Rosenkranz et al., 2010),
y numerosos estudios lo relacionan con la pérdida de colonias (Antunez et al., 2017,
Bruckner et al., 2023; Francis et al., 2013; Genersch et al., 2010; Guzman-Novoa
et al., 2010; Morawetz et al., 2019; Van Der Zee et al., 2012, 2015; van Engelsdorp
et al., 2008). En Uruguay se estima que un nivel de infestacion de 4% es el maximo
con el cual una colonia puede sobrevivir al invierno sin dafios mayores (Harriet, J.,
comunicacion personal). Este valor se podria considerar similar al tomado por
paises de climas templados, como el caso de Alemania, donde se reporté que el
nivel de infestacion con V. destructor debe ser menor al 6% para que la pérdida de
colonias sea menor al 10% en promedio (Genersch et al., 2010). Sin embargo, aun
no se ha llegado a un consenso sobre el umbral de dafo del acaro. Este valor
depende de la subespecie de abeja, del acaro y de factores ambientales. Si bien en
este monitoreo la mayoria de las muestras no superaron el 4% de infestacion, en
algunos casos se encontraron niveles de hasta 21%. Estos resultados son llamativos
porque con esos niveles de infestacion es probable que esas colonias no sobrevivan

a la invernada.

El uso de acaricidas es la principal estrategia para controlar los niveles de
infestacion por V. destructor. En este estudio se observé que los acaricidas

organicos fueron los mas utilizados por los apicultores. Este resultado demuestra un
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cambio en las practicas apicolas en comparacién al monitoreo realizado en 2011,
donde se utilizaban principalmente acaricidas sintéticos (Anido et al., 2015). Hasta
hace unos afios, los acaricidas sintéticos eran los predominantes en el pais. Sin
embargo, la aparicion de resistencia a estos productos, la permanencia de residuos
en la miel y los posibles impactos negativos en la fisiologia de las abejas, ha
reducido su uso (Garrido et al., 2013; Rosenkranz et al., 2010; Tihelka, 2018; Ye
etal., 2020). La comercializacién de &acido oxalico en tiras de liberacion lenta,
recomendado por el MGAP y la comunidad cientifica, estimul6 también este cambio.
En este trabajo se observdo que mas de la mitad de las colonias muestreadas se
trataron en los 6 meses previos al muestreo. Acorde a la cantidad de tiempo
transcurrido entre el ultimo tratamiento acaricida y la fecha de muestreo, las colonias
deberian haber presentado niveles de infestacion mas bajos de los encontrados.
Esto podria deberse a que la eficiencia del acido oxalico disminuye en verano,

cuando hay mucha cria (Rosenkranz et al., 2010).

El resultado de la correlacidon positiva encontrada entre V. destructor y el niumero de
abejas adultas coincide con lo reportado en otros estudios (Leza et al., 2016). Esta
correlacion podria ser explicada por la dinamica parasito-hospedero, donde un
mayor numero de abejas adultas es consecuencia de un mayor numero de celdas
de cria, y esto le brindaria mas oportunidades al acaro para reproducirse, llevando a

un mayor nivel de infestacion (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020).

La infestacién por V. destructor esta asociada a la infeccién por diferentes virus
ARN. En este estudio se identificd la presencia de los virus ABPV, BQCV, CBPYV,
DWV y SBV, en concordancia con lo encontrado en trabajos anteriores en el pais
(Anido et al., 2015; Antunez et al., 2006, 2015). Por otro lado, los virus IAPV y KBV
no se detectaron y esto también coincide con lo reportado previamente (Anido et al.,
2015; Antunez et al., 2006, 2015). Los virus ARN evolucionan muy rapido y pueden
presentar grandes variaciones genéticas en distintas poblaciones (Dolan et al., 2018;
Pybus y Rambaut, 2009). Esto podria dificultar su deteccion, y el desafio se
encuentra en contar con los primers correctos. En particular, los virus
IAPV-KBV-ABPV pertenecen al mismo complejo (de Miranda et al., 2010), por lo que
no se puede descartar una identificacion incorrecta, sobreestimando, por ejemplo, la

prevalencia del virus ABPV. Cabe destacar que los niveles de ABPV detectados en
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este trabajo fueron muy bajos. Sin embargo, debemos continuar investigando y
buscando los virus IAPV y KBV, ya que se han detectado en paises de la region
como Chile, Argentina y Brasil (Reynaldi et al., 2011; Riveros et al., 2018; Teixeira
etal., 2012). En este sentido, se puso a punto el estudio del viroma en abejas
meliferas en nuestro laboratorio como herramienta para explorar el conjunto de virus
presente. Utilizando esta técnica tampoco se detectd la presencia del IAPV o del
KBV (Arredondo, D., comunicacion personal), confirmando los resultados obtenidos
mediante qPCR.

Con respecto a los virus identificados, el ABPV fue el que presentd la prevalencia
mas baja (6%), y acorde con lo reportado anteriormente en el pais (9% en 2006 y
14,6% en 2011; Anido et al., 2015; Antunez et al., 2006). Esta prevalencia es menor
que la reportada en Alemania (11,7%), Argentina (21%) y Brasil (27%), y similar a lo
reportado en algunas regiones de Chile (4-27%) (Genersch et al., 2010; Molineri
etal., 2017; Vargas etal., 2017; Teixeira et al., 2008). Otro trabajo en Uruguay
publicado por Antunez et al. (2015) encontrdé un porcentaje de colonias infectadas
por el ABPV sorpresivamente alto (~95%), aunque este resultado corresponde a un
muestreo acotado a dos apiarios del pais, que estan dentro de la region con mayor
densidad de colonias. Ese resultado no se puede extrapolar a otras regiones. La
baja prevalencia encontrada en esta tesis podria ser explicada por el momento de la
toma de muestras, ya que el APBV tiene un pico de prevalencia durante la
primavera y verano, que se reduce al entrar el otofio (Runckel et al., 2011). Las
bajas cargas virales encontradas en esta tesis concuerdan con el monitoreo anterior
(Anido et al.,, 2015), y podrian ser explicadas por la estacionalidad del patdégeno.
Esta es moderada por factores ambientales, y la presencia de vectores como V.
destructor (Ball y Allen, 1988; Traynor et al., 2016). Si bien la correlacién entre el
acaro y el virus ABPV no fue significativa en esta tesis, si ha sido reportada en
varios trabajos anteriores (Antunez et al., 2015; Genersch et al., 2010; Molineri et al.,
2017).

Un resultado sorpresivo es el del virus BQCV, que presentd una baja prevalencia
(22%), mucho menor a las reportadas en trabajos previos (80 y 90%; Anido et al.,
2015; Antunez et al., 2006). Sin embargo, el BQCV presentd una amplia distribucion

en el territorio, similar a la reportada en el monitoreo del 2011 (Anido et al., 2015). La
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prevalencia actual es es similar a la reportada en la regién, en paises como
Argentina, Brasil, y mucho menor que la encontrada en algunas regiones de Chile
(8%, 37% y 72-100% respectivamente; Molineri et al., 2017; Vargas et al., 2017,
Teixeira et al., 2008). EI BQCV tiene un pico de prevalencia en verano, donde hay
mas cantidad de abejas y luego disminuye al otofio (Antunez et al., 2015; Bailey
et al., 1981; Beaurepaire et al., 2020). En este trabajo gran parte de las muestras se

colectaron en otoio, lo que podria explicar la baja prevalencia.

En cuanto al CBPV, se encontré una mayor prevalencia (25%) que la reportada para
Argentina y Chile (2,2% y 10-18% respectivamente; Molineri et al., 2017; Vargas
et al., 2017). La presencia de este virus ya se habia detectado en Uruguay (61% en
2005 y 47% en 2006), aunque debe tenerse en cuenta que las muestras fueron
tomadas de colonias con sintomas (Antunez et al., 2005, 2006). Este virus no tiene
una estacionalidad clara, sino que su presencia esta influenciada por factores
ambientales, asi como por la dindmica poblacional de la abeja (Coulon et al., 2018).
Aunque éste fue uno de los primeros virus descritos para las abejas meliferas

(Bailey et al., 1968), aun falta mucho de su biologia por dilucidar.

El DWV presentd una prevalencia de 31%, similar al valor hallado en 2011 (29%;
Anido etal., 2015), y a trabajos en otros paises (33% en Alemania, 35% en
Argentina, 8-46% en Chile, 20% en Brasil; Genersch et al., 2010; Molineri et al.,
2017; Vargas et al., 2017; Teixeira et al., 2008). A su vez, la distribucion fue similar a
la encontrada en 2011 (Anido et al., 2015). La amplitud del rango de variacién y las
altas cargas virales de este virus, también concuerdan con lo encontrado por Anido
et al. (2015).

En este trabajo, asi como en 2011, se encontro una correlacion positiva entre el
DWV vy V. destructor (Anido et al., 2015). Ademas, se encontré que las abejas
parasitadas con mas de 7% por V. destructor tienen mayor riesgo de estar
infectadas por el virus DWV. La interaccion V. destructor - DWV ha sido ampliamente
descrita en la literatura, y se reportd que V. destructor inyecta el virus en la abeja al
alimentarse (Bowen-Walker et al., 1999; Martin y Brettell, 2019; Santillan-Galicia
et al., 2010). Trabajos mas recientes han reportado que este virus incluso puede
replicarse en el acaro, lo que podria tener mayores implicancias en la salud de las

abejas (Damayo et al., 2023; Gisder y Genersch, 2021). Estos resultados resaltan la
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importancia de mantener niveles de V. destructor 1o mas bajos posibles, asi como de

seguir investigando las relaciones hospedero-vector-patdégeno.

El virus SBV presentd una prevalencia 1,4 veces mayor que en 2011 (19%), y una
distribuciéon mas amplia, encontrandose en 4 departamentos mas (Anido et al.,
2015). Si bien en este trabajo se encontraron casos de altas cargas virales, no se
observaron sintomas del virus al momento del muestreo, lo que indicaria que la

infeccidn seria asintomatica.

Las asociaciones encontradas entre los virus BQCV-SBV, CBPV-DWV y CBPV-SBV,
y en el caso de BQCV-SBV también reportada por Antunez et al. (2015), podrian
darse de manera indirecta a través del debilitamiento de la abeja, que al ser

infectada por un patégeno, quedaria propensa a coinfecciones con otros.

Otros de los patdogenos mas estudiados son los microsporidios N. ceranae y N. apis.
En este trabajo solamente se identificd la especie N. ceranae, coincidiendo con
estudios previos en el pais (Anido et al., 2015; Antunez et al., 2015; Invernizzi et al.,
2009). Trabajos realizados en Espafia han encontrado una asociacion entre la
presencia de N. ceranae y la pérdida de colonias (Martin-Hernandez et al., 2018).
Por esta razén es que la alta prevalencia del patégeno sigue siendo una
preocupacion para los apicultores y la comunidad cientifica a nivel mundial. En este
estudio la prevalencia de N. ceranae fue la mas alta (63%), y tres veces mas alta
que la encontrada en 2011 (14%), estando en ambos casos ampliamente distribuida
en el pais (Anido et al.,, 2015). Esta notoria diferencia en las prevalencias podria
deberse a las fechas de muestreo, ya que en el trabajo de Anido et al. (2015) las
muestras fueron tomadas en el mes de marzo (fines de verano-comienzo de otono),
mientras que las muestras de este trabajo fueron colectadas mayormente en mayo
(mediados de otofio). Esto concuerda con el trabajo de Antunez et al. (2015), donde
encontraron un mayor nivel de infestacion por N. ceranae en los meses de invierno
(junio-septiembre) que a fines del verano (marzo).

En esta tesis se detectd el microsporidio con dos técnicas distintas vy
complementarias. Por un lado, el conteo de esporas por microscopia optica, y por
otro, PCR-multiplex. Si bien la microscopia permite cuantificar las esporas en el

intestino de las abejas, también tiene como limitacién la dificultad de distinguir entre

65



especies (Martin-Hernandez et al., 2018). Es por esto que la Organizaciéon Mundial
de Sanidad Animal (OIE) recomienda el método molecular de PCR-multiplex para
identificar la presencia del microsporidio en abejas, y actualmente es el Unico
método “aceptado” como confiable para la identificacion de Nosema spp.
(Marin-Garcia et al., 2022; Martin-Hernandez et al., 2007, 2018). En este trabajo se
obtuvieron diferentes resultados segun la técnica empleada (38% por PCR-multiplex
y 55% por microscopia). Esto podria deberse a que se utilizaron diferentes abejas
para cada técnica, siendo razonable que exista variacidon dentro de una colonia,
donde no todas las abejas tienen por qué estar infectadas, ni tener la misma carga

de esporas.

En esta tesis Nosema ceranae se correlaciond negativamente con el numero de
abejas adultas y también con la cantidad de cria, coincidiendo con estudios previos
(Branchiccela et al., 2019). Ademas, en el trabajo realizado por Antunez et al.
(2013), se reportd que un alto nivel de parasitaciéon con N. ceranae disminuyo la
poblacién de abejas adultas y la cantidad de cria de las colonias afectadas, también
en concordancia con esta tesis. Este microsporidio genera dafio en las abejas a
varios niveles. Por un lado, consume parte de los carbohidratos que la abeja ingiere,
privando a la abeja de utilizar estos nutrientes (Mayack y Naug, 2009) provoca la
pérdida de reservas lipidicas, pudiendo llevar a un estado de desnutricién (Li et al.,
2018). A nivel de sistema inmune, se reportd que suprime la expresion de genes
vinculados a la defensa frente a patdgenos (Antunez et al., 2009a). Los cambios
generados por la infeccion inducen un pecoreo temprano, interrumpiendo el cuidado
de las larvas (Dussaubat etal, 2010). Todo esto podria desencadenar en una
disminucién en la poblacion de abejas, lo que podria explicar la correlacidon
encontrada en este estudio. La estacionalidad del microsporidio también podria estar
involucrada, ya que los niveles de infestacion aumentan hacia el invierno, cuando la

poblacién de abejas desciende por su ciclo natural (Martin-Hernandez et al., 2018).

En cuanto a P. larvae, agente causal de la Loque Americana, los resultados de la
prevalencia de esporas en miel son preocupantes. A principios de los afios 2000 se
detectaron los primeros casos de esta enfermedad en Uruguay (Piccini y Zunino,
2001). Posteriormente se comprobd que la bacteria se habia extendido rapidamente

a casi todo el pais, presentando una prevalencia en miel del 51% (Antunez et al.,
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2004). Después de un gran esfuerzo de informar y recomendar medidas preventivas
a los apicultores, incluyendo la quema de colmenas afectadas, la prevalencia de la
bacteria en miel disminuyd a 2% en 2011 (Antunez et al., 2012). En estos diez afios
la prevalencia aumenté a 11%, siendo un llamado de atencién. Cabe destacar que
en Uruguay no se aplica ningun tratamiento antibiotico en las colonias, y que aun asi
la prevalencia de P. larvae se ha mantenido relativamente baja en los ultimos 10
afos. Por lo tanto, para evitar que la prevalencia siga aumentando se deben tomar
medidas preventivas. Los apicultores pueden examinar las colonias y detectar a
tiempo los sintomas visibles de la enfermedad (larvas de aspecto gomoso
amarronado o escamas; Hansen y Bregdsgaard, 1999). Entender el patrén de
distribucion del patégeno también contribuye al conocimiento de esta enfermedad de
denuncia obligatoria en Uruguay. Con este fin, nuestro laboratorio trabaja en
colaboracion con el DILAVE desde 2001, monitoreando la situacion a través del

analisis de muestras de miel, Palacios et al. (en preparacion).

En este estudio la bacteria P. larvae fue identificada en la region oeste, que como se
menciond previamente, es la zona que posee mayor densidad de colonias en
nuestro pais. Una posible explicacién de por qué esta bacteria siempre ha sido
detectada principalmente en esta region podria ser por la cercania con Argentina,
pais donde fue detectada por primera vez en Sudamérica (Alippi, 1992b), y donde
sigue presente en la actualidad (Maggi et al., 2020). EI comercio e intercambio de
material entre los paises podria favorecer la diseminacion de las esporas, ademas
de la cercania geografica que podria permitir el vuelo de abejas infectadas entre los

paises.

Por ultimo, la prevalencia de L. passim en 2021 fue 4,6 veces mas alta que la
encontrada en el monitoreo del 2011 para Uruguay (13%; Castelli et al., 2019). Este
tripanosomatido ha sido reportado también en paises de la region como Argentina
(38%) y Chile (40-90%; Castelli et al., 2019; Arismendi et al., 2016). En el caso de
Chile, esta prevalencia no puede tomarse como nacional, ya que el numero de
muestras utilizadas no es representativo del pais (Castelli et al., 2019). Dos estudios
realizados en apiarios del Uruguay reportaron un aumento en la prevalencia del
tripanosomatido hacia el invierno/primavera (Arredondo, 2021; Branchiccela et al.,

2019), lo que coincide con la alta prevalencia encontrada en este trabajo. Con
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respecto a su distribucion, L. passim estuvo presente en muestras de casi todo el
territorio nacional, la cual es mas amplia que la encontrada por Castelli et al. (2019)
en 2011.

En esta tesis se encontré una asociacion entre L. passim y N. ceranae. Esta
correlaciéon ya habia sido reportada por Arismendi et al. (2020) en Chile. Sin
embargo, la relacion aun no esta clara, ya que se han encontrado resultados
contradictorios. Por un lado, el estudio realizado en Chile encontré una supresion
competitiva entre el tripanosomatido y el microsporidio, mientras que en esta tesis se
encontré que en presencia de L. passim hay un mayor riesgo de encontrar N.
ceranae. Este tripanosomatido esta siendo cada vez mas estudiado, y sin embargo,
la evidencia actual sigue siendo contradictoria. Se debe continuar investigando
sobre su biologia, la interaccion con otros patdégenos y las consecuencias que tienen

en la salud de las abejas meliferas.

En lineas generales, los mayores niveles de infestacion o infeccion en el oeste del
pais (de V. destructor, N. ceranae y virus) podrian ser explicados por la alta
densidad de colonias en esa zona. Ha sido propuesto que una mayor densidad de
hospederos aumenta las oportunidades para la transmisién de patégenos (Bull,
1994), por lo que regiones con mayor cantidad de colonias, también implican un
mayor contacto entre abejas (por ejemplo: pillaje) y el uso compartido de los mismos

recursos florales (Fries y Camazine, 2001; Pfeiffer y Crailsheim, 1998).

Este monitoreo fue abarcativo de todo el territorio nacional, y permitié obtener un
panorama general de la distribuciéon geografica de los patdgenos, asi como analizar
correlaciones entre ellos. Ademas, los datos y muestras recabadas en este trabajo
serviran de insumo para futuras investigaciones. Este tipo de monitoreo repetidos en
el tiempo permiten generar estudios longitudinales que analicen la situacion sanitaria

de las colonias de abejas en Uruguay.

La vigilancia periddica de las plagas y patdgenos en las colonias de abejas meliferas
es sumamente importante para su prevencion y tratamiento a tiempo. En este
sentido, es recomendable realizar capacitaciones para apicultores en todo el pais,
ya que se ha reportado que la educacion de los apicultores puede mejorar la

supervivencia de las colonias (Jacques et al., 2017). Ademas la colaboracion y el
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trabajo conjunto entre apicultores, técnicos y cientificos, genera instancias
enriquecedoras, mezclando conocimientos teoricos y salidas al campo. Esto podria
ayudar a los apicultores a identificar los sintomas de diversas enfermedades,
evaluar si estan presentes algunas de las plagas y como y cuando se deben realizar

las aplicaciones de tratamientos.

Las implicancias de este estudio van mas alla de la escala nacional, ya que la
dispersion global de patégenos es considerada una amenaza grave a la
biodiversidad, y una posible causa principal de la pérdida de polinizadores, sobre
todo con la emergencia de nuevas especies o cepas (Maggi et al., 2016a).

Ademas, estudiar el estado de salud de la abeja melifera da informacion acerca de
los potenciales peligros para las especies nativas en Latinoamérica (Maggi et al.,
2016a).

Dado que no existen muchos monitoreos nacionales en paises de Latinoamérica,
este es un ejemplo y antecedente para futuras investigaciones. Este estudio aporta
datos valiosos de esta regién, y suma al analisis de patrones y tendencias globales

de las plagas y patdogenos que afectan la salud de las abejas meliferas en el mundo.
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6. Conclusiones

Todos los patdégenos de mayor importancia sanitaria a nivel mundial analizados en

este estudio y presentes hace 10 afios, continian estando presentes en el pais.

Varroa destructor esta ampliamente distribuido en todo el territorio a pesar de los

esfuerzos por controlarlo.

Los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV se detectaron en todo el pais, en
algunos casos con amplias distribuciones y otros con distribuciones restringidas al
oeste y sur del pais.

El microsporidio N. apis, y los virus IAPV y KBV no fueron detectados.

El virus DWV se correlaciond positivamente con V. destructor, y se encontré un
mayor riesgo de encontrar el DWV en colonias con mas de 7% de infestacién con el

acaro.

Nosema ceranae es la unica especie de microsporidio identificado en el pais, y tiene

una alta prevalencia.

A pesar de la creciente prevalencia de P. larvae, ninguna de las colonias presento

sintomas de Loque Americana.

Lotmaria passim mostro una alta prevalencia y amplia distribucion en el pais, y se

encontrd una asociacion con N. ceranae.
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7. Perspectivas

Teniendo en cuenta la importancia del monitoreo periddico de plagas y patégenos
que afectan a las abejas a nivel nacional, para conocer su distribucién y prevalencia,
aprender sobre la biologia y la interaccion hospedero - patdégeno, y para disenar

tratamientos adecuados, es necesario continuar estos monitoreos con periodicidad.

Por otro lado, dado que V. destructor es la mayor amenaza bidtica para la apicultura,
es necesario optimizar los tratamientos acaricidas. El acaro ha generado resistencia
a muchos acaricidas sintéticos, por lo que el uso correcto (frecuencia y modos de
aplicacién) de acaricidas organicos puede presentar una ventaja para los
apicultores. Para ello seria necesario un estudio experimental con distintas

frecuencias y tipos de tratamiento, con el fin de optimizar las estrategias de control.

Finalmente, seria interesante estudiar el fendmeno de spill-over de los patdégenos de
la abeja melifera hacia especies nativas. En Uruguay se ha reportado este
fendmeno, por ejemplo se detectd la presencia de N. ceranae y los virus ABPV,
BQCV, DWV y SBV en los abejorros nativos Bombus pauloensis y Bombus
bellicosus (Arbulo etal., 2015; Salvarrey etal., 2021). Sin embargo, aun no se
conoce el rol de estas especies nativas en los ciclos de los patdgenos ni las
consecuencias que pueden tener sobre ellas. Se podria realizar un monitoreo de
plagas y patégenos a nivel nacional con especies de abejas nativas, y ahondar en
los mecanismos de transmision de los patdgenos entre diferentes especies de

abejas.
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