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RESUMEN

RESUMEN

La abeja melifera (Apis mellifera L.) no es una especie nativa de América, sin embargo la regién alberga una
gran diversidad de linajes. Los hibridos resultantes de los cruces entre subespecies, se han dispersado en la
mayoria de los paises del continente, generando poblaciones con adaptaciones particulares a cada region. Las
condiciones climdticas y los factores ambientales han limitado la dispersién de las poblaciones de origen
africano y de sus hibridos, hacia el norte y sur del continente. Sin embargo, han logrado distribuirse en Ila
mayor parte de los paises de Latinoamérica, y su presencia en Argentina no es una excepcion.

Apis mellifera, desempefia un papel esencial en la agricultura moderna. Ademas de la produccién de miel, las
abejas proporcionan servicios ecosistémicos criticos, como la polinizacidén, para una amplia gama de cultivos
agricolas de alto valor. Sin embargo, durante el ultimo medio siglo las abejas se han visto sometidas a un
estrés cada vez mayor, que ha resultado en tasas de mortalidad en aumento en todo el mundo. Las causas de
esta elevada mortalidad aun no se han aclarado por completo. Cambios en el uso de la tierra, cultivos y
practicas agricolas, nuevos plaguicidas y aplicaciones mas extensas de agroquimicos, apicultura cada vez mas
intensiva y, la propagacion y carga creciente de parasitos y patdgenos, se han propuesto como principales
factores que contribuyen al deterioro de la salud y a la mortalidad de las abejas a nivel mundial. Estudiar las
causas de esta problematica multifactorial requiere enfoques holisticos que exploren como los factores de
riesgo interactuan entre si.

A partir de la hipdtesis que propone que las diferencias genéticas entre las abejas de distintos linajes puede
jugar un rol importante en la resistencia a enfermedades, del mismo modo que frente a la detoxificacién o la
capacidad de tolerar mayores cargas de agroquimicos en su organismo y, con el fin de evaluar la existencia de
diferencias en la resistencia y/o tolerancia en las poblaciones de abejas de origen materno europeo y africano
frente a parasitos, patégenos y agroquimicos de uso extensivo, se realizé la actualizacién tanto del origen
materno de las poblaciones productivas de abejas de Argentina, como de su estado sanitario. Adicionalmente,
se revisd el origen materno de las poblaciones de abejas existentes en el pais en las diferentes regiones
productivas que permitid no solo conocer la distribucion de linajes maternos europeos y africanos sino
actualizar los limites australes que el proceso de africanizacién de las poblaciones ha alcanzado en nuestro
pais, comparado con otros paises de la region. Del mismo modo, se detectd y cuantificd tanto la presencia de
los patdgenos y co-infecciones mas prevalentes en poblaciones de abejas de diferente linaje materno, como

los niveles de toxicidad oral aguda en respuesta a agroquimicos.

ABSTRACT

The honey bee (Apis mellifera L.) is not a species native to the American continent, however the region is

home to a great diversity of lineages. The hybrids resulting from crosses between subspecies have dispersed in
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RESUMEN

most countries, generating populations with particular adaptations to each region. Climatic conditions and
environmental factors have limited the dispersion of populations of African origin as well as their hybrids, to
the north and south of the continent. However, they have managed to be distributed in most Latin American
countries, and their presence in Argentina is no exception.

Apis mellifera, plays an essential role in modern agriculture. In addition to honey production, bees provide
critical ecosystem services, such as pollination for a wide range of high-value agricultural crops. However, over
the past half-century bees have been under increasing stress, which has resulted in rising mortality rates
around the world. The causes of this high mortality have not yet been fully clarified. Changes in land use, crops
and agricultural practices, new pesticides and more extensive applications of agrochemicals, increasingly
intensive beekeeping, and the increasing spread and load of parasites and pathogens have been proposed as
major factors contributing to the decline of bee health and mortality worldwide. Studying the causes of this
multifactorial problem requires holistic approaches that explore how risk factors interact with each other.
Based on the hypothesis that the genetic difference between bees of different lineages may play an important
role in disease resistance, as well as in the face of detoxification or the ability to tolerate higher loads of
agrochemicals in their body, and, in order to evaluate the existence of differences in resistance and/or
tolerance in the populations of bees of European and African maternal origin against parasites, pathogens and
pesticides for agricultural use, an update was made on both the maternal origin of the productive populations
of bees in Argentina, as well as their health status. Additionally, the maternal origin of the bee populations
existing in the country in the different productive regions was reviewed, which allowed not only to know the
distribution of European and African maternal lineages but also to update the southern limits that the process
of Africanization of populations has reached in our country, compared to other countries in the region. In the
same way, the presence of the most prevalent pathogens and co-infections in bee populations of different
maternal lineage was detected and quantified, as well as the levels of acute oral toxicity in response to

agrochemicals.
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1. Clasificacion taxondmica y sistematica de la especie

La abeja melifera (Apis mellifera L. 1758), es un insecto perteneciente al Orden Hymenoptera, Familia Apidae.
Desde la clasificacién cldsica realizada por Ruttner (1988), ha habido numerosos debates sobre el nimero de
subespecies, su rango de distribucién, taxonomia y origen, debido a la especificidad de la estructura de la
poblacidn, las caracteristicas de la biologia y la resolucién de los métodos de discriminacién de subespecies
(Tanascovick et al., 2022). Sus caracteristicas le permitieron ser la abeja con mayor distribucion,
encontrandose en todos los continentes (Verde, 2014), a excepcion de la Antartida. Las historias evolutiva y
biogeografica son complejas y, detrds de ellas subyacen diferencias genéticas que contribuyen a conformar las
diversas poblaciones alrededor del mundo (Dogantzis et al., 2019). La especie se distribuia en su area
geografica nativa, posteriormente se produjeron multiples oleadas de colonizacién y eventos glaciales, que
provocaron el surgimiento de 33 subespecies reconocidas actualmente (llyasov et al., 2020). Tanto los estudios
biogeograficos, como morfométricos y moleculares han mostrado evidencia de su evolucién en, por lo menos,
cuatro linajes evolutivos principales (Ruttner et al., 1978; Ruttner, 1988; Garnery et al., 1992; Arias et al., 1996;
Franck et al., 2000, 2001; De la Rua et al., 2005; Kandemir et al., 2006; Whitfield et al., 2006; Canovas et al.
2008; Wallberg et al., 2014; Chen et al., 2016; Cridland et al., 2017), aunque recientemente, se ha propuesto la
existencia de nuevos linajes (Alburaki et al., 2013; Harpur et al., 2014; Cridland et al., 2017; Techer et al., 2017,

Espregueira Themudo et al., 2020; Dogantzis et al., 2021).

2. Caracterizacion de las poblaciones de A. mellifera

Apis mellifera se caracteriza por formar parte de colonias integradas por miles de individuos que presentan
una organizacion eusocial, con cuidado de la cria, superposicion de generaciones y division en castas (Seeley,
1995)(Figura 1). Es un insecto holometabolo, con
4 estadios de desarrollo: huevo, larva, pupa y
adulto. En el estadio de larva se alimenta y crece,
la celda en la que se encuentra es operculada,
cambia de posicién elongdndose, y se suceden

rapidos cambios dentro de la cuticula. En la pupa

se reorganiza el bauplan, y se suceden cambios

Figura 1 — Abeja melifera (Apis mellifera L.) y apiario con colonias

morfolégicos que van a dar lugar al adulto  productivas (colmenas).

(Snodgrass, 1956). La cantidad de dias que transcurren entre cada estadio de desarrollo varia segln la casta a
la que pertenecen (Figura 2), siendo un factor especialmente importante para el desarrollo de cada una de
ellas, aunque también lo es para el progreso de enfermedades de la cria y el establecimiento de los parasitos
qgue han adaptado su ciclo de vida al de las abejas.

Cada colonia funciona como un superorganismo (Wilson, 1971a; Seeley, 1989), que presenta castas

diferenciadas funcional, morfoldgica y cariotipicamente (Barchuk et al., 2007)(Figura 2).

Lic. Genchi Garcia, ML 9
Trabajo de Tesis Doctoral — INTRODUCCION GENERAL




INTRODUCCION GENERAL
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Figura 2 — Imagen ilustrativa del desarrollo de Apis mellifera L., graficado en abejas obreras. Diferenciacién morfoldgica de las
castas en adultos. Tabla de dias aproximados para cada estadio de cria, por casta.

La reina es una hembra diploide, con funcién reproductiva, que se aparea con un numero variable de
zanganos, comportamiento conocido como ‘poliandria’, que permite considerar a la colonia como una
superfamilia, con una madre comun, compuesta por tantas subfamilias como zanganos se hayan apareado con
la reina vy, es la que posee mayor expectativa de vida en la colonia (Castelli et al., 2021). Los zadnganos, por su
parte, son cientos de machos haploides, con funcidén reproductiva; mientras que la mayor parte de la colonia
se encuentra formada por abejas obreras, hembras estériles, diploides, que cumplen diversas funciones a lo
largo de su ontogenia. En este sentido, la division de trabajo de las abejas obreras se basa, principalmente, en
su edad (polietismo etario o temporal), de este modo, un mismo individuo cumple a lo largo de su vida
multiples tareas que comienzan dentro de la colonia y finalizan fuera de ella (Seeley, 1982; Winston, 1987),
organizando su funcionamiento (Robinson, 1992; Seeley, 1995; Anderson & Ratnieks 1999)(Figura 3). La
determinacion de esas tareas esta regulada por cambios enddécrinos que modifican fisiolégicamente a la abeja

(Robinson, 1992) y, que son desencadenados por los estimulos que reciben del ambiente social (Winston,

1979).

LIMPIEZA

CUIDADO DE CRIiA
VENTILACION
TRANSFERENCIA DE NECTAR
FABRICACION DE CERA
GUARDIA

Figura 3 — llustracidon del polietismo temporal de las obreras de Apis mellifera L., en dias posteriores a la eclosién del adulto (segun
Grosso, 2018 y Mengoni Gofialons, 2017).

Durante los primeros dias de vida adulta, la obrera limpia celdas de las que recientemente emergio la cria o

gue presentan cria enferma. Se alimenta de polen, favoreciendo la activacién de las glandulas hipofaringeas
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gue se hacen funcionales a partir de los 3 dias de edad vy, les permiten formar el alimento para la cria. Las
funciones de nodriza también incluyen el cuidado de la reina, operculacién de celdas, limpieza y alimentacion
de otras obreras. Estas actividades se desarrollan durante 10 a 12 dias, posteriormente abandonan el area de
cria y cumplen sus funciones, principalmente en la periferia del nido, transportando desde la entrada hacia el
interior, procesando y almacenando alimento. Ademas, ayudan a proteger la entrada de la colmena, ventilan,
y contintan acicalando y alimentando a otras obreras. Al llegar a mediana edad, activan las glandulas cereras
para construir panales y finalmente, a partir de los 20 dias y hasta el final de la vida, desarrollan tareas fuera
de la colmena como recolectoras de néctar, polen, agua y resina (Winston, 1979; Seeley, 1995; Grosso,
2018)(Figura 3).

Si bien esta secuencia general de actividades es fija, existe una gran variacién entre los individuos respecto del
esfuerzo invertido en las diferentes actividades dentro de cada conjunto de tareas (Beshers & Fewell, 2001;
Walton & Toth, 2016), ya que puede ocurrir que una obrera nunca emprenda una determinada actividad,
mientras que otra se especialice en ella por varios dias (Robinson et al., 1984; Wray et al., 2011). Gran parte de
este comportamiento esta determinado por la variabilidad genética subyacente entre obreras pertenecientes
a una misma cohorte. Asi, la poliandria provee interacciones genéticas beneficiosas entre subfamilias (Castelli
et al., 2021). Los individuos altamente especializados son mas eficientes, redundando en un aumento del
fitness de la colmena (Wray et al., 2011). Del mismo modo, la diversidad genética en la colonia contribuye a
reducir el impacto negativo sobre la supervivencia, prevenir la endogamia y aumentar las chances de
sobrevivir a enfermedades (Mattila & Seeley, 2007; Simone-Finstrom et al., 2016). Por otra parte, la habilidad
de la reina para adquirir, acumular y mantener el esperma viable es la clave para su longevidad (Baer et al.,
2016) y, también, para la sostenibilidad de la colonia (Tarpy et al., 2013), ya que la muerte de la reina precede,

generalmente, a su pérdida (vanEngelsdorp et al., 2013).

3. Factores que afectan a las poblaciones de Apis mellifera y colapso de colonias

Las poblaciones de abejas, tanto silvestres como productivas, afrontan numerosos desafios. En las uUltimas
décadas han experimentado junto con otros polinizadores una tendencia a la disminucién en nimero de
individuos (Potts et al., 2010, 2016; Hallmann et al., 2017; McDermott, 2021), registrandose altas tasas de
mortalidad a nivel mundial (Meixner et al., 2010; Mikheyev et al., 2015; Maggi et al., 2016; Requier et al.,
2018, 2024) con reportes de pérdidas anuales significativas en colonias manejadas (Neumann & Carreck, 2010;
Potts et al.,, 2016). La pérdida de polinizadores amenaza no sélo a la biodiversidad, sino también a la
produccién agricola, ya que numerosas especies de cultivos dependen de ellos para la reproduccion (Simon-
Delso et al., 2014; Watson & Stallins, 2016), asi como a la propia actividad apicola (Ellis et al., 2010; Dainat et
al., 2012; Genchi Garcia et al., 2019). Se han registrado numerosos casos de pérdidas masivas de colmenas
reportados en América, Asia, Europa y Oceania (Oldroyd & Fewell, 2007; vanEngelsdorp et al., 2009, 2017; Ellis
et al., 2010; vanEngelsdorp & Meixner, 2010; Johnson et al. 2010; Dainat et al., 2012; van der Zee et al., 2012;
Farooqui, 2013; Clermont et al, 2014; Staveley et al., 2014; Meana et al., 2017; Antunez et al., 2017;
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Brodschneider et al., 2018; Gray et al., 2019, 2020, 2022), aunque la signologia y las posibles causas son
diferentes en cada caso (Stokstad, 2007). En América Latina, la Sociedad Latinoamericana para la Investigacion
en Abejas (SOLATINA), estimé pérdidas entre el 13% y 53%, entre las que Argentina escald a un 34% anual para
el periodo 2016-2017 (Requier & Antulnez, 2020) y alrededor del 20% para 2017-2018 (Requier et al., 2024).

Los primeros estadios del colapso de las colmenas usualmente son irreconocibles, debido al exceso de
poblacién que actia como buffer frente a las pérdidas repentinas en la fuerza de trabajo (Seeley, 1995; Barron,
2015). Los cambios subitos son dificiles de detectar y esto lleva a que las intervenciones de los apicultores
ocurran de manera tardia cuando las colmenas estan muy débiles o han muerto. Particularmente, cuando las
pérdidas se caracterizan por la ausencia de abejas adultas en colonias con gran cantidad de cria operculada y
reservas de alimento (Cox-Foster et al., 2007; vanEngelsdorp et al., 2009, 2010), el fendmeno es conocido
como Sindrome de Despoblamiento de Colmenas (SDC); sin embargo, no todos los casos de pérdidas de

colonias son atribuibles a este sindrome.

AGROQUIMICOS

PERDIDA DE
RECURSOS DE
FORRAIEO

NUTRICION

PATOGENOS

PARASITOS

FRAGMENTACION
DE HABITAT

MONOCULTIVO

PRACTICAS
APICOLAS

Figura 4 — Principales factores que afectan de manera negativa a las poblaciones de Apis mellifera y que han sido relacionado a las
pérdidas de colonias a nivel global.

En este contexto, el estado sanitario de las abejas ha sido resaltado (Hassler et al., 2021) y las causas que
subyacen a este fendmeno, son objeto de estudio a nivel global. Entre ellas, han sido postulados patégenos,

pardsitos y las enfermedades que estos producen; las prdcticas apicolas; la longevidad de la reina; los
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agroquimicos; la fragmentacion y degradacion de habitats; el monocultivo; la pérdida de recursos de forrajeo;
la disminucion de plantas con flor y la nutricién, entre las mas importantes a las que se enfrentan,
principalmente durante las tareas de recoleccién y armado del nido (Evans & Schwarz, 2011; Higes et al., 2013;
vanEngelsdorp, 2013; Doublet et al., 2015; Goulson et al., 2015; Forfert et al., 2015, 2017; Chaimanee, 2016;
Cakmak & Sevengakmak, 2016; Brandt, 2017; Fiinfhaus et al., 2018; McMenamin & Flenniken, 2018; Martin-
Hernandez et al., 2018; Steinhauer et al., 2018; Grozinger & Flenniken, 2019; Cornelissen et al., 2019; Hristov
et al., 2020; Milone & Tarpy 2021; Jamal et al., 2021; de Jongh et al., 2022; Piot et al., 2022; Mayak et al.,
2022; Lin et al., 2023a)(Figura 4).

Sin embargo, los estresores no actian generalmente de forma independiente y con frecuencia los efectos
aditivos o sinérgicos de las interacciones, afectan la salud de las colonias, que en general estan asociados a los
descensos poblacionales (Johnson et al., 2010; Staveley et al., 2014; O'Neal et al., 2018; Siviter et al., 2021,
Goulson & Nicholls, 2022). Actualmente, existe un gran consenso en la idea de la interaccién entre multiples
factores (Ratnieks et al., 2010; Potts et al., 2010; Dainat et al., 2012; Goulson et al., 2015; Meana et al., 2017,
Genchi Garcia et al., 2019), aunque la suma de factores que interviene en cada proceso es propio de cada
region ecoldgica. Aun asi, y pese a su importante rol en los ecosistemas (Preston et al., 2016; Piot et al., 2022),
una de las principales causas que ha sido relacionada a este proceso a nivel mundial es el aumento en la
ocurrencia de patégenos (vanEngelsdorp et al., 2010; Cornman et al., 2012), que puede estar determinado por
factores como el tiempo de coevolucién entre patdégeno y hospedador; las caracteristicas genéticas, la
fisiologia y la respuesta inmune del hospedador; la ruta de transmision y factores ambientales (Rigaud et al,,
2010; Britton & Jane White, 2021). Por otra parte, la colonia se caracteriza por presentar condiciones
particulares de temperatura y humedad, como diversos nichos ecoldgicos, atractivos para agentes infecciosos
(Lannutti et al., 2022), que hacen a las poblaciones potencialmente susceptibles frente a una gran variedad de
ellos (Pasho et al., 2021).

Como organismo eusocial, los estresores que influyen en la salud individual de las abejas pueden contribuir a
generar un mayor costo en el fitness de la colonia (vanEngelsdorp & Meixner, 2010). Aunque las abejas reinas
contribuyan monopolizando la reproduccién (Winston, 1987), la alta densidad de individuos favorece el
contacto, aumentando la transmisiéon de patdgenos (Schmid-Hempel, 2005, 2009; Koch & Schmid-Hempel,
2011). En contraparte, el comportamiento social aumenta el fitness individual, incluyendo el cuidado
cooperativo de la cria, la defensa contra el enemigo y la capacidad de modificar el microambiente de la colonia
(Moritz & Southwick, 1992; Wilson-Rich et al., 2009). Sin embargo, en epidemiologia, frecuentemente se
considera a la colonia como unidad basica de estudio, sugiriendo que las cargas de patdgenos y parasitos son
uniformes entre individuos.

Por otra parte, el cambio climatico afecta a la flora, la fauna y sus interacciones, incluida la fenologia de la
floracién, las recompensas florales, el comportamiento de las abejas y las interacciones entre los

polinizadores, lo que da como resultado comunidades nuevas y ecosistemas alterados (Keeler et al., 2021;
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Vercelli et al., 2021). En un contexto natural, las abejas forrajeras o pecoreadoras no suelen obtener néctar de
una sola fuente, sino que recolectan el alimento dentro de un parche floral. Asi, cada abeja debe visitar un
cierto nimero de flores, antes de poder retornar a la colmena para descargar lo recolectado (Wainselboim,
2003). Por lo tanto, la disponibilidad de recursos florales es un factor clave para la preservacién de la salud de
las comunidades de abejas, ya que de la calidad nutricional y cantidad del polen y néctar dependerd la
fortaleza de las colonias y su capacidad para enfrentar diferentes estresores (Brodschneider & Crailsheim,
2010). Sin embargo, el consumo de polen y néctar contaminados presenta un alto riesgo de transmisién de
patégenos (Singh et al., 2010; Alger et al., 2019; Yainez et al., 2020; Burnham et al. 2021; Dalmon et al., 2021) y
de transporte de agroquimicos, o metabolitos derivados de ellos, hacia las colmenas (Peterson et al., 2022).
Particularmente en el proceso de recoleccion, es importante el tiempo que la abeja permanece tanto en la
fuente de alimento, como en la colmena (Wainselboim, 2003). Una vez que la abeja retorna, descarga el
néctar recolectado a través de la transferencia ‘boca a boca’, denominada trofalaxia (Korst & Velthuis, 1982),
gue generalmente se realiza en no mas de dos o tres eventos por estadia en la colmena (De Marco & Farina,
2001). Pero existe una gran cantidad de contactos cortos (Farina & Wainselboim, 2010) que estan involucrados
en procesos de transferencia de informacién quimiosensorial (Ratnieks & Anderson, 1999; De Marco & Farina
2001). Los contactos trofalacticos son indispensables para la colonia, sin embargo, contribuyen a la dispersion
de enfermedades y al ingreso de agroquimicos en ella.

Paralelamente, el avance de la frontera agricola ha intensificado la utilizacién de agroquimicos, los que
ocasionaron profundas transformaciones en la configuracion regional (Campana et al., 2019), y representan un
potencial impacto negativo en las poblaciones de abejas, afectandolas tanto de manera directa como
indirecta. Se ha demostrado que pueden causar déficit en el aprendizaje y la memoria (Decourtye et al., 2005;
Karahan et al.,, 2015), que producen, a largo plazo, la pérdida de colonias e incluso de apiarios completos
(Desneux et al., 2007; Maini & Aggarwal, 2010). En la ultima década se han realizado numerosos anélisis
referidos al impacto potencial de los agroquimicos sobre las abejas y las prohibiciones de utilizacién en otras
regiones del mundo (Blake, 2018), con énfasis en aquellos implicados en el entorno agricola. Sin embargo, los
planes de gestion desarrollados para fomentar poblaciones de abejas sanas, en general estan dirigidos a
mejorar la nutricion y el éxito reproductivo, en lugar de aliviar los riesgos de exposicidn a agroquimicos y
patogenos (Comisidn Europea, 2017).

A pesar de las amenazas que enfrentan las colonias de abejas, han desarrollado numerosos niveles de defensa
e inmunidad que les confieren mecanismos especiales para defenderse permitiéndoles mejorar la
supervivencia (Evans & Pettis, 2005). La evolucidon de la eusocialidad junto con la elaborada organizacion
social, ha favorecido la seleccidon del comportamiento higiénico como un rasgo importante para controlar la
transmisidon y propagacion de enfermedades dentro de las colonias (Cremer et al., 2007). Entre ellos, se
encuentra el comportamiento de acicalamiento o grooming (Bailey, 1955; Chen et al., 2008; Martin-Hernandez

et al., 2018; Traynor et al., 2020), particularmente estudiado en Argentina y Uruguay (Russo et al., 2020b;
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Peck, 2021). Adicionalmente, algunas poblaciones de A. mellifera exhiben rasgos de resistencia o tolerancia,
algunos de ellos con base genética, que le permiten coexistir con patégenos durante periodos prolongados sin
requerir ningun tratamiento (Locke & Fries, 2011; Strauss et al., 2016), contribuyendo a reducir la incidencia
de enfermedades.

Por otra parte, la pérdida de diversidad genética en las poblaciones es también considerada causal de
disminucién de las colonias (Oldroyd & Fewell, 2007; Meixner, 2010; Sheppard, 2012), ya que es fundamental
para resistir perturbaciones a corto plazo, debidas a cambios ambientales o presencia de patdgenos, que le
permiten evolucionar a mayor escala en respuesta a ellos (Tarpy, 2003; Oldroyd & Fewell, 2007; Frankham et
al., 2010). La introduccion de nuevas subespecies en las localmente adaptadas y el stress producido por los
cambios ambientales son considerados como una potencial amenaza (Hirstov et al., 2018). A escala global, la
pérdida de colonias resultante de los desafios previamente expuestos podria conducir a un declive masivo de
la biodiversidad y de la produccidon agricola, reflejdandose en la pérdida de recursos alimentarios (Aizen et al.,
2009), situacidén que plantea la necesidad de realizar exhaustivos analisis (Steinhauer et al., 2018; Hristov et

al., 2020).

4. Abejas como recurso natural, productivo y cultural

Las abejas meliferas han sido desde el siglo XVII, tanto una gran invasién ecoldgica como un importante
recurso productivo para la regidn. Pese a ser un organismo introducido, es un capital ecoldgico-econdmico
invaluable y de gran relevancia
cultural. En ese sentido, es uno
de los organismos
fundamentales para el balance
del ecosistema con gran
relevancia en la produccién
global de alimentos, esencial
en la agricultura moderna. Por
otra parte, la dependencia de

polinizadores que presentan

los cultivos se encuentra en

Figura 5 — Abejas como recurso econdmico. Imagenes de colmenas productivas y
productos. De izquierda a derecha: Pretemporada - colmenas organizadas en sistema de  aumento (Aizen et al., 2019;
pallets para practica de trashumancia; en temporada - colmenas de primavera tardia con

cuadros de miel; postemporada - tambor de miel extractada en la cosecha y Garibaldi et al., 2020). En este

fraccionamiento para venta. sentido, los servicios de
polinizacién mediada por animales benefician a mas de tres cuartas partes de ellos (Porto et al., 2020),
mejorando la calidad y cantidad al ser realizados por insectos (Fijen et al., 2018; Khalifa et al., 2021). El rol de
las abejas meliferas como polinizadores de cultivos es fundamental (Southwick & Southwick, 1992; Hiinicken

et al., 2020), ya que alrededor del 77% de la produccién agricola destinada a alimentos depende de ellas
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(Buchmann & Nabhan, 1996; Lanutti et al., 2022), encabezando los servicios de polinizacidon entre abejas

solitarias y sociales, tanto en ecosistemas naturales como manejados a escala global y siendo, a su vez,

considerada como uno de los polinizadores mas importantes, debido al gran nimero de individuos por colonia

(Garibaldi et al., 2017).

Paralelamente, de la actividad desarrollada por las abejas, pueden obtenerse numerosos productos (Allen-

Wardell et al., 1998) como miel, jalea real, propdleos, polen y cera (Aizen & Harder, 2009), todos de gran

importancia econémica. Esta actividad, a su vez, provee beneficios econdmicos a apicultores y se encuentra

intimamente relacionada con importantes valores sociales y culturales. Es interesante destacar que, la

comercializacién y exportaciéon de miel, que constituye un alimento natural con potenciales beneficios para la

salud, se ha transformado en un elemento mas de la economia para numerosos paises del mundo (Lautenbach

et al., 2012; Potts et al., 2016; Lanutti et al., 2022).

La apicultura es una actividad muy extendida en
Argentina, disitribuida en casi todo el territorio (Ferrari
et al.,, 2011), reconocida como la mas importante del
hemisferio sur, y una de las mas grandes a nivel mundial
(Figura 5)(Blengino, 2014). Se caracteriza por su
diversidad y dinamismo, y ademas ha recibido
reconocimiento nacional e internacional, principalmente
a partir de la produccién y exportacién de miel
(Secretaria de Agricultura Ganaderia y Pesca - MAGyP,
2019) experimentando un gran crecimiento en el pais a
mediados de la década del 90. En la actualidad, los
volimenes estimados de produccién de miel son
cercanos al 6% del total mundial, con un promedio
anual de 76.000 toneladas (Division de Estadistica de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura - FAOSTAT, 2020), de las
cuales se exportan entre el 95% y 97%, principalmente a
Estados Unidos, Alemania y Japén (Alimentos

Argentinos, 2017; Servicio Nacional de Sanidad y Calidad

_ ... Proporcién de
- - - colmenas por regién

- = % Proporcién de
L productores por regién

Figura 6 — Mapa de regiones productivas y distribucidn
porcentual de colmenas y productores registrados en el
pais, discriminados por regién. Los colores del grafico se
corresponden a los colores de las regiones en el mapa.

Agroalimentaria - SENASA, 2019). De esta manera, la Argentina se posiciona como uno de los mayores

productores y exportadores de miel en el mundo (Sanchez et al., 2018; Alimentos Argentinos, 2024).

Consecuentemente, se desarrollan numerosos programas que aunan esfuerzos publicos y privados con el

propdsito de apoyar a la actividad, incluyendo seleccion y cria de abejas.
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La Republica Argentina presenta un amplio rango de condiciones que posibilitan la produccidn, con 4.087.885
colmenas registradas y 20.413 productores (Registro Nacional de Productores Apicolas - RENAPA, 2023), lo que
convierte a la actividad apicola en uno de los principales actores de las economias regionales de nuestro pais.
Se han determinado 5 zonas apicolas segln el criterio propuesto por el Consejo Federal de Inversiones (CFl) en
2003, y modificado por CFI-INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) y SAGPyA (Secretaria de
Agricultura Ganaderia y Pesca) en 2007, en relacion a las regiones fitogeograficas (Figura 6): CENTRO, que
incluye las provincias de Buenos Aires, Cordoba, Entre Rios y Santa Fe; NOROESTE (NOA), comprendida por
Jujuy, Salta, Tucuman, Santiago del Estero y Catamarca; NORESTE (NEA), que abarca Formosa, Chaco, Misiones
Y Corrientes; CUYO, integrada por La Rioja, San Juan, San Luis y Mendoza; y PATAGONIA, incluyendo las
provincias de La Pampa, Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz (Ferrari et al., 2011). En este entramado
regional se ha regisitrado la mayor concentracion de productores y colmenas en la region CENTRO, ddnde se
ubican el 66,6% de los productores y el 80,7% de las colmenas, en particular, en la provincia de Buenos Aires,
seguida por Entre Rios y Santa Fe. Mientras que en la region PATAGONIA se ubican el 8,2% de colmenas y el
7% de productores del pais, la regién CUYO reune un 4,9% de las colmenas y 5,7% de productores. En la zona
de NEA se ubican un 3,6% y 13,7% de colmenas y productores, respectivamente. Y finalmente, la regién NOA
sblo retne el 2,7% de las colmenas y el 6,9% de los productores registrados en el pais (Figura 6). En este
escenario regional, la mayor parte de los grandes apicultores practican la trashumancia (SENASA, 2019), con
un traslado anual de alrededor de 1.000.000 de colmenas en busca de floraciones y/o para prestar servicios de
polinizacién.

Cabe mencionar que la distribucién de las poblaciones de A. mellifera en el territorio argentino ha sido
influenciada tanto por las practicas intensivas de trashumancia y las técnicas apicolas, como también por la
compraventa de reinas y material vivo a escala transregional, sumado en las Ultimas décadas a la pérdida

masiva de colonias.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del proyecto de tesis fue determinar tanto la presencia como la prevalencia de los patégenos mas
frecuentes en el pais (Varroa destructor, Vairimorpha spp., virus ARN, Melissoccocus plutonius, Paenibacillus
larvae y Ascosphaera apis), y analizar los niveles de toxicidad oral aguda en respuesta a agroquimicos, en
poblaciones de abejas de diferente linaje materno, con el fin de evaluar la existencia de diferencias entre
poblaciones de origen materno europeo y africano.

Adicionalmente, se propuso actualizar tanto el origen materno de las poblaciones productivas de abejas de

Argentina, como su estado sanitario y la distribucidén geografica de los patdgenos.
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HIPOTESIS

1. Las poblaciones de abejas meliferas de Argentina pertenecen a diversos haplogrupos correspondientes a
diferentes origenes maternos, cuya distribucién varia latitudinalmente de acuerdo con la regién geografica, y
el proceso de africanizacién se encuentra en constante avance hacia latitudes mas australes, favorecido por los
cambios climaticos.

2. Las poblaciones de abejas meliferas de Argentina albergan la presencia de numerosos patégenos cuya
distribucién e interacciones dependen principalmente de la naturaleza de los patdgenos implicados y las
caracteristicas de la regidn en la que se encuentran.

3. Las poblaciones de abejas de linaje materno africano presentan una mayor resistencia o grado de tolerancia
frente a las infecciones de patégenos respecto de las abejas de linaje europeo.

4. Existen variaciones en los mecanismos de resistencia, tolerancia y/o desintoxicacion entre los distintos
linajes maternos de A. mellifera que permiten afrontar los efectos producidos por los agroquimicos de manera

diferencial.
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CAPITULO 1

Determinacion del origen materno de las poblaciones de
abejas meliferas (Apis mellifera L.) en Argentina.
Introgresion de genes y distribucion geografica de
haplogrupos europeos y africanos
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CAPITULO 1 - Origen genético de las poblaciones de abejas argentinas

1. INTRODUCCION

La abeja melifera, Apis mellifera L., es una especie nativa de Africa, Europa, y el oeste de Asia (Ruttner, 1988).
Su origen ha sido intensamente debatido y numerosas hipdtesis han sido propuestas. Wilson (1971a),
Whitfield et al. (2006) y Cridland et al. (2017) propusieron un origen africano, mientras que Deodikar et al.
(1958), Ruttner et al. (1978), Garnery et al. (1992), Tihelka et al. (2020), Han et al. (2012), Wallberg et al.
(2014), Chen et al. (2016) y Dogantzis et al. (2021) hallaron sustento para la hipdtesis que propone a Asia como
lugar de origen y, mas recientemente Carr (2023) propuso que la génesis de la especie esta situada en Europa.
Independientemente de su lugar de origen, la especie comprende alrededor de 33 subespecies descriptas
(Ruttner, 1988; Sheppard et al., 1997, 2003; Engel, 1999; llyasov et al., 2015, 2020; Tanaskovic et al., 2021)
que se encuentran en un amplio rango de ambientes en los que las mutaciones y la selecciéon natural
favorecen la adaptacién a diversas condiciones, resultando en ecotipos bien adaptados (Ruttner, 1988;
Stanimirovic et al., 2005; Le Conte et al., 2008; De |la Rua et al., 2009; Meixner et al., 2013; Chen et al., 2016).
El aislamiento geografico de las poblaciones de abejas, mediado por barreras naturales, favorecié la variacién
genética. En tal sentido, los estudios biogeograficos, morfométricos y moleculares han mostrado que la
especie ha evolucionado en, por lo menos, cuatro ramas principales: C en el sudeste europeo, M en el noreste
y oeste europeo, O en Medio Oriente y A presente en Africa y en la peninsula ibérica (Ruttner et al., 1978;
Ruttner, 1988; Garnery et al., 1992; Arias et al., 1996; Franck et al., 2000, 2001; De la Rua et al., 2005;
Kandemir et al., 2006; Whitfield et al., 2006; Canovas et al., 2008; Wallberg et al., 2014; Chen et al., 2016;
Cridland et al., 2017). Recientemente, la existencia de nuevos linajes ha sido propuesta, como el Y (Franck et
al.,, 2001; Espregueira Themudo et al., 2020) correspondiente a las abejas de la peninsula arabiga,
genéticamente distintas de los linajes A y O (Harpur et al., 2014, Cridland et al., 2017), el linaje Z que
comprende un grupo de abejas previamente reconocidas en el linaje O (Alburaki et al., 2013), que también ha
sido propuesto como un sublinaje del linaje A (Techer et al., 2017) y el L y U para dos nuevas subespecies
secuenciadas que forman clusters Unicos (Dogantzis et al., 2021). Su historia evolutiva y su biogeografia son
tan complejas como interesantes, y la mejor manera de analizarlas radica en examinar las diferencias
genéticas que contribuyen a conformar las diversas poblaciones de abejas alrededor del mundo (Dogantzis et
al., 2019).

Debido a la accién humana, esta especie de abejas se ha distribuido ampliamente en todo el mundo, fuera de
su area nativa (Pirk et al., 2017). Su expansion incluye, en un primer periodo, durante el siglo XVII, la
introduccion en América principalmente de colonias de los linajes M y C (Schneider et al., 2004). Desde
entonces las poblaciones de abejas europeas comenzaron a establecerse en el continente (Requier, 2020) y
fueron seleccionadas segun criterios de produccién y mansedumbre (Kent et al., 2011). A principios del siglo
XIX, sucesivas introducciones de abejas de origen europeo de linaje M fueron documentadas, mientras que,

para mediados del mismo siglo, la introduccidon del linaje C se tornd preponderante y las colonias
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correspondientes a este origen, predilectas para la actividad productiva (Bierzychudek, 1979). Posteriormente,
en 1956 en un intento por estudiar la adaptacion a los climas tropicales y subtropicales, se introdujeron abejas
de origen africano del linaje A (A. m. scutellata)(Kerr, 1967; Goncalvez, 1974; Michener, 1975; Dietz,
1982)(Figura 1.1). La introduccién de estas nueva subespecie resultdé en su dispersién en todo el continente,
iniciando un complejo proceso de hibridacidon entre poblaciones europeas y africanas (Lobo Segura, 2000;
Clarke et al., 2002; Quezada-Euan et al., 2003; Schneider et al., 2004; Moritz et al., 2005; Pinto et al., 2005;
Collet et al., 2006; Kraus et al., 2007; Pinto et al., 2007; Salamanca Groso, 2009; Guzman-Novoa et al., 2011;
Branchiccela et al., 2014; Harpur et al., 2015; Kono & Kohn, 2015; Dominguez-Ayala et al., 2016; Rangel et al.,
2016) con proporcidon desigual de introgresidon de genes nucleares y mitocondriales (Hall, 1990; Sheppard et

al., 1991; Clarke et al., 2001; Hall et al., 2001).

@ Predominanciade linaje A

@ Predominanciade linajes

MyC - Introduccién de A. m. scutellata 1956

== Eventosde introduccién, desde el siglo
XVIl, de linajeseuropeos

Figura 1.1 - Principales eventos de introduccion de A. mellifera en el continente americano y distribucién de
linajes en América. Ubicacion estimada de los linajes M, C y A en sus regiones nativas de distribucion. Las
flechas indican los eventos de introduccion de la especie en el continente americano, en el que se puede
observar la predominancia de poblaciones africanizadas y linajes maternos africanos o europeos, por pais.
Mapa realizado en base a los trabajos de Kerr (1967), De Santis & Cornejo (1968), Taylor (1977), Bierzychudek
(1979), Buchmann (1982), Dietz (1982), Harper (1982), Dietz et al. (1985), Locke & Cobey (1986), Moffet et al.
(1987), Kent (1988), Ruttner (1988), Lobo Segura (2000), Caron (2001), Clarke et al. (2001; 2002), Pérez-Castro
et al. (2002), Quezada-Euan et al. (2003), Schneider et al. (2004), Pinto et al. (2005), Collet et al. (2006),
Whitfield et al. (2006), Abrahamovich et al. (2007), Pinto et al. (2007), Kraus et al. (2007), Salamanca Groso
(2009), Guzman-Novoa et al. (2011), Branchiccela et al. (2014), Harpur et al. (2015), Kono & Kohn (2015),
Dominguez-Ayala et al. (2016), Rangel et al. (2016), Genchi Garcia et al. (2018), Tibata et al. (2018a), Acevedo-
Gonzalez et al. (2019), Porrini et al. (2019), Tihelka et al. (2020), Dogantzis et al. (2021), Alburaki et al. (2022),
Duttmann et al. (2022), Carr (2023).

Las caracteristicas comportamentales y genéticas africanas han sido altamente preservadas durante su
expansién e hibridacion (Schneider et al., 2004; Moritz et al., 2005). Numerosos estudios sugieren que estas
poblaciones se expandieron por migracién materna (Taylor, 1988; Hall et al., 1989; Smith et al., 1989; Hall et

al., 1991) y el proceso de africanizacidon gradualmente reemplazé a las poblaciones europeas por aquellas de

Lic. Genchi Garcia, ML 21
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 1



CAPITULO 1 - Origen genético de las poblaciones de abejas argentinas

caracteristicas africanas (Davila et al., 1980; Lobo Segura, 2000; Collet et al., 2006; Salamanca Grosso, 2009;
Guzman Novoa et al., 2011) predominando, en mas de 20 paises americanos (Guzman-Novoa et al., 2011 -
Figura 1.1) con limites probables de extensidon propuestos para América del Norte (Kono et al., 2015;
Carpenter et al., 2021) y América del Sur (Dietz et al., 1985; Genchi Garcia et al., 2018; Porrini et al., 2019)
alrededor de los 35° de latitud Norte y Sur. La expansidon de las abejas africanizadas en el continente
americano en las Ultimas seis décadas es considerada una de las invasiones biolégicas mas eficientes (Pinto et
al., 2005; Whitfield et al., 2006; Zarate et al., 2022).

Las caracteristicas de la historia de vida de las abejas evidencian una gran plasticidad y variabilidad genética
gue puede dar lugar a la seleccion de ciclos de desarrollo adaptados a nuevas condiciones ambientales (Le
Conte et al., 2008). El pool genético de las poblaciones de A. mellifera y el flujo de genes entre subespecies no
solo evoluciona por seleccion natural, sino también gracias a las practicas de los apicultores (Louveaux et al.,
1966) que han fomentado el transporte de abejas a través del mundo y la seleccidon artificial (Harpur et al.,
2012; Leclercq et al., 2018).

Histéricamente, las abejas han sido empleadas para la polinizacion y produccion de miel (Bloch et al., 2010;
Kritsky, 2017), aunque recientemente, en los siglos XVII y XVIII, ha sido posible mantener grandes colonias con
técnicas que dieron lugar a la apicultura moderna (Phillips, 1918). La domesticacidon de A. mellifera esta
relacionada con su productividad, debido a que la especie ha evolucionado sobre la caracteristica de reserva
de miel (Requier, 2020). Existen variaciones sustanciales en comportamiento, morfologia y caracteres
moleculares entre las diversas subespecies de abejas, incluso en una misma rama evolutiva. Particularmente,
las abejas del linaje A son seleccionadas negativamente para su utilizacidn, tanto comercial como a menor
escala, por su gran comportamiento defensivo y por la propensién al abandono del nido, mientras que el linaje
C es particularmente favorecido en la selecciéon de colonias para apicultura comercial debido a su naturaleza
dacil, poco agresiva para su manejo y la caracteristica de acopio de alimento (Ruttner, 1988; Zarate, 2022).
Existen mas de 4.000.000 de colmenas registradas para actividades productivas en Argentina, la mayoria de las
cuales se encuentran en la region CENTRO, comprendida por las provincias de Buenos Aires, Entre Rios, Santa
Fe y Cérdoba (RENAPA, 2023). En un escenario de predominancia de haplogrupos africanos y establecimiento
de la africanizacién en el continente americano (Lobo Segura, 2000; Quezada-Euan et al., 2003; Collet et al.,
2006; Salamanca Groso, 2009; Guzman-Novoa et al., 2011; Branchiccela et al., 2014; Dominguez-Ayala et al.,
2016), las poblaciones argentinas mantienen un acervo genético principalmente europeo (Dietz et al., 1985;
Abrahamovich et al., 2007; Genchi Garcia et al., 2018; Agra et al., 2018; Porrini et al., 2019 — Figura 1.1)
aunque el proceso de introgresion de genes africanos puede evidenciarse principalmente en las poblaciones
del norte del pais.

De acuerdo con lo postulado por De Santis & Cornejo (1968), los hibridos africanizados producto del cruce
entre poblaciones de abejas europeas y africanas estaban presentes en el norte de Misiones para 1965 vy, para

1966 el proceso habia alcanzado la mitad de la provincia. En 1967, las provincias de Formosa, Corrientes vy,
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probablemente Chaco, fueron invadidas, como Santa Fe y la regidon norte de Santiago del Estero en 1968. La
africanizacion llegé a la provincia de Cérdoba para 1970 (Kerr et al., 1982) y, hacia 2005-2006, se reportaron
colonias productivas de origen africano en el norte de Buenos Aires (Abrahamovich et al., 2007). Para 2013-
2014, el proceso de africanizacién parecia mantenerse relativamente estable en la provincia, al igual que el
limite sur de expansién del proceso (Genchi Garcia et al., 2018), en linea con las observaciones de Pinto et al.
(2004), quienes reportaron la disminucidon de los haplogrupos mitocondriales pertenecientes a linajes
europeos en un 30% durante los primeros 4 afios posteriores a la introduccién de las abejas africanas,
permaneciendo luego estables. Debido a sus caracteristicas etolégicas y su origen en climas tropicales, los
ecotipos africanos no presentan la capacidad de expandir sus poblaciones mas alld de los climas templados. No
obstante, Dietz et al. (1985) y Porrini et al. (2019) registraron poblaciones que exhibian origen africano en la
region PATAGONIA, bajo la hipétesis de ser colonias derivadas de expansiones de enjambres antiguos de A. m.
scutellata.

Se han utilizado diversos métodos de andlisis moleculares y morfolégicos para el estudio del origen de las
abejas y la introgresidn de genes en sus poblaciones. Entre ellos, el ADN mitocondrial (ADNmt) ha probado ser
una herramienta valiosa y precisa para estudios filogeograficos a nivel de especie y subespecie (Avise et al.,
1987; Cornuet et al., 1991; Garnery et al., 1992; Franck, 2001; Pinto et al., 2003; Quezada-Euan et al., 2003; De
La Rua, 2005; Collet et al., 2006; Abrahamovich et al., 2007; Meixner et al., 2013; Branchiccela et al., 2014;
Pinto, 2014; Kono et al., 2015; Dominguez-Ayala et al., 2016; Rangel et al., 2016; Genchi Garcia et al., 2018).
Esta molécula circular, contenida en las mitocondrias, oscila entre los 16.000 y 17.000 pares de bases (pb)
(Cornuet et al., 1991) y fue completamente secuenciada por primera vez por Crozier et al. (1993)(Figura 1.2).
La variabilidad en su longitud depende principalmente de la regidén control y de la regidn ubicada entre el gen
del ARN de transferencia de la leucina (ARNt®") y el gen de la subunidad Il de la citocromo oxidasa (COIl)

(Cornuet et al., 1991; De Rua et al., 1998).

Figura 1.2 - Mapa de ADN
mitocondrial correspondiente a A.
mellifera, modificado de Crozier et
al. (1993).

El cromosoma contiene 13 genes -
codificantes de proteinas, 2 ARN Apf 5
ribosomales, 22 ARN de mf_’ffffera
transferencia y 1 region rica en

A+T. e

Se destacan en blanco y con
recuadros azules las dos regiones a
las que corresponden los
fragmentos utilizados para evaluar
polimorfismos.
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Si bien se caracteriza por sus genes conservados, presenta un alto nivel de sustitucién de nucledtidos (Péntek-
Zkar et al., 2015), que permiten determinar la pertenencia de una poblacidn a los diversos linajes evolutivos de
la especie. Se transmite Unicamente por linea materna (Crozier et al., 1989; Cornuet et al., 1991; Péntek-Zkar
et al., 2015), toda la cria de una misma reina va a compartir el mismo ADNmt, y la colonia se convierte,
entonces, en el individuo de interés para el analisis. Por ello, el haplotipo mitocondrial o mitotipo de una sola
abeja obrera es usualmente considerado representativo de la colonia (Sheppard et al., 2000).

El andlisis del ADNmt, puede utilizarse para evaluar el grado de parentesco entre poblaciones del género Apis
(De la Rua et al.,, 1998), la ancestria de colonias individuales (De La Rua et al., 2009), los patrones de
introgresion entre poblaciones hibridas (Sheppard et al., 2000), el proceso de colonizacidon de un linaje sobre
otro o la caracterizacion de distintos linajes evolutivos (Garnery et al., 1992), y la diversidad genética de las
subespecies y sus ecotipos (Cornuet et al., 1991; Aizen et al., 2009). La variabilidad en el tamafio de la
secuencia utilizada, combinada con el uso de enzimas de restriccion para la determinacién de sitios
polimérficos, permite la asignacidén de haplotipos mitocondriales a los diferentes linajes evolutivos (Garnery et
al., 1993). Particularmente, un fragmento del gen de citocromo b (cytB) comprende un sitio diagndstico que
puede ser reconocido por la enzima de restriccién Bglll, siendo capaz de discriminar el origen de las
poblaciones analizadas entre africano y europeo (Crozier et al., 1991); mientras que la enzima Dral permite
evaluar un nimero significativo de polimorfismos correspondientes a las principales ramas evolutivas de la
especie, para la regién intergénica hallada entre los fragmentos de la subunidad | y Il del gen de citocromo
oxidasa (ARNt"®“-COIl), por el alto grado de variacién genética que existe entre los diferentes linajes (Cornuet
et al., 1991; Garnery et al., 1993; Rortais et al., 2011; Dittmann et al., 2022)(Figura 1.2). Las colonias de abejas
importadas a América, que contribuyeron a la formacién de poblaciones en el continente vy, particularmente,
en Argentina, pertenecen a los linajes C, M y A (Kerr, 1967; Schneider et al., 2004; Carpenter et al., 2021;
Zarate, 2022)(Figura 1.1) y, en consecuencia, son los analizados para este trabajo de tesis.

El presente capitulo provee la asignacion de haplogrupos maternos a las poblaciones productivas de abejas de
Argentina, su frecuencia y actual distribucién geografica, a partir de la utilizacién de dos loci polimorficos del
ADNmt, con la finalidad de conocer el origen materno de las poblaciones y las implicancias que puede tener en
la produccién. De igual modo, se evalla el estado del proceso de africanizacion de las poblaciones y los limites

propuestos para el mismo, luego de 68 afios de la introduccidn de A. m. scutellata en el continente.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el origen materno de las poblaciones productivas de abejas de Argentina, e identificar los
mitotipos presentes, con el fin de evaluar la proporcidon de colonias de linaje africano/europeo y su

distribucion.
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2. Evaluar, de acuerdo con la distribucidn de los haplogrupos por region productiva, el avance del proceso de
africanizacién en las poblaciones y sus limites.
3. Discutir las implicancias de la presencia de africanizacidn y su regionalizacién en las colonias productivas del

pais.

1.2. HIPOTESIS

1. Las poblaciones de abejas meliferas de Argentina pertenecen a diversos haplogrupos correspondientes a
diferentes origenes maternos, cuya distribucién varia latitudinalmente de acuerdo con la regién geografica.
2. El proceso de africanizacion de las poblaciones de A. mellifera, se encuentra en constante avance hacia

latitudes mds australes, y es favorecido por los cambios climaticos.

2. MATERIALES Y METODOS

Argentina fue dividida en cinco zonas de muestreo, de acuerdo con la regionalizacién descripta en Ferrari et al.
(2011).

Un total de 402 colonias fueron muestreadas durante otofio y primavera entre los afios 2016-2022 (Figura 1.3a
y b —Tabla 1.1), con la colaboracion de técnicos y productores apicolas, la Unidad de Coordinacién Apicola del
Ministerio de Desarrollo Agrario de la provincia de Buenos Aires y el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA). El nimero de colmenas analizadas por regidon se determind en relacién con la

proporcién de colonias productivas en cada una de ellas, respecto del total en el pais (RENAPA, 2023).

- — 5 Linaje Paenibacillus Melissococcus Ascosphaera .
Region Provincia N° muestras Nosema sp. Varroa sp. i " Virus
materno larvae plutonius apis
Cuenca del Salado 105 104 80 99 92 92 92 88
Noroeste 38 38 37 38 38 38 38 19
- Delta 8 8 8 8 8 8 8 8
Buenos Aires

Metropolitana 10 10 10 8 10 10 10 10
CENTRO Norte 11 11 11 11 11 11 11 11
Sudoeste 33 33 33 33 33 33 33 27
Entre Rios 39 39 37 39 39 39 39 39
Santa Fe 24 23 22 23 23 23 23 24
Cordoba 41 41 41 41 41 41 41 41
NEA Misiones 15 15 11 11 15 15 15 15
Jujuy 4 4 4 4 4 4 4 4
NOA Tucuman 5 5 S 5 5 5 5 5
Catamarca 2 2 1 2 2 2 2 2
San Luis 10 7 6 7 7 & 7 10

cuyo
Mendoza 19 a9 19 19 19 19 19 19
La Pampa 18 18 16 18 18 18 18 13

PATAGONIA
Rio Negro 20 19 20 20 20 20 20 20
TOTAL 402 396 361 386 385 385 385 355

Tabla 1.1 — Numero de muestras obtenidas por provincia y region productiva. La provincia de Buenos Aires se
encuentra dividida en las zonas productivas propuestas por la Unidad de Coordinacién Apicola. Se encuentra
resaltada la columna correspondiente a las muestras analizadas para determinacién de linaje materno.
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Figura 1.3a - Ubicaciéon de los 402 sitios de muestreo. Cada sitio se
encuentra representado con el color de la regién de pertenencia, indicado
en las referencias del mapa. Realizado con el software Quantum Gis 3.24
(QGis, 2023).
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Muestreo en la regién NOA. Se ilustran los sitios de muestreo y colmenas muestreadas. Las fotografias corresponden a los
muestreos realizados en abiarios de la provincia de Tucuman (arriba).

Muestreo en la regiéon CUYO. Se ilustran los sitios de
muestreo, colmenas muestreadas y la organizacién de las
colmenas en los apiarios. Las fotografias corresponden a
los muestreos realizados en la provincia de Mendoza (a la

derecha).

Muestreo en la regién CENTRO. Se ilustran los sitios de

muestreo, colmenas muestreadas y la organizacion de las
colmenas en los apiarios de diferentes zonas. Las fotografias
corresponden a los muestreos realizados en la provincia de
Buenos Aires (a la izauierda).

Figura 1.3b - Imagenes de algunos muestreos realizados para las
regiones NOA, CENTRO y CUYO que ilustran los sitios
referenciados en el mapa de la figura 1.3a.
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Para la determinacidn genética de linajes maternos, las muestras fueron conservadas en alcohol etilico 96% a -
20°C hasta su utilizacion. El ADN total de 396 muestras fue extraido de acuerdo con el protocolo que a
continuacién se detalla, adaptado a partir de la técnica de extraccion con DNAzol® (Invitrogen™
Massachusetts, USA) propuesta por el fabricante y de los trabajos publicados por Crozier et al. (1991) y
Garnery et al. (1991), con modificaciones para aplicacién sobre abejas meliferas y otros insectos. El mesosoma
de un individuo por muestra, previamente lavado con agua destilada para eliminar restos de alcohol, fue
separado de la cabeza y el metasoma. Posteriormente, se realizd una incision ventral en el mesosoma,
desprovisto de alas y apéndices, para extraer la musculatura tordcica y eliminar la cuticula. La musculatura fue
colocada en un tubo eppendorf™ de 1,5ml con 200ul de DNAzol®, realizando un macerado con ayuda de un
micropiléon. A continuacién, se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente, mezclando
periddicamente en un agitador de tipo vortex, y luego se centrifugd por 5 minutos a 10.000rpm. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo que contenia 300ul de DNAzol®, homogeneizando suavemente
la mezcla por pipeteo, previo a ser centrifugado durante 10 minutos a 13.000rpm. Para precipitar los acidos
nucleicos y separar las proteinas, se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo, con igual volumen de alcohol
isopropilico frio y se mezcld por inversidn del tubo. La mezcla se incubd durante 15 minutos a -20°C y luego se
centrifugd 20 minutos a 13.000rpm. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y el pellet fue lavado con
200ul de alcohol etilico 70%, con agitacidon durante 10 segundos, para luego ser centrifugado durante 5
minutos a 13.000rpm. Finalmente, se elimind el sobrenadante y se dejé secar el pellet durante 15 a 20
minutos. Para resuspender el ADN, el pellet seco fue hidratado con 50ul de buffer TE (Tris-HCI 10mM pH 7.5,
EDTA 1mM) y llevado a un termobloque seco con agitacién (Thermomixer Eppendorf™) durante 20 minutos a
550rpm y 60°C para completar la disolucién del pellet. La muestra se mantuvo overnight a 4°C, con intervalos
de agitacion para su correcta resuspension y, posteriormente, se conservd a -20°C hasta su utilizacién. La
eficiencia de las extracciones fue corroborada en geles de agarosa al 1% [0,8g agarosa/80ml| de TBE1x
(trisaminometano, acido bérico, EDTA 0,5M pH=8)], tefiidos con 3l de gelRed® (Biotium) y analizados con un
sistema de documentacién de geles (GelDoc™XR+, Bio-Rad), mientras que la concentracién y calidad del ADN
fueron medidas a partir de la absorbancia a una longitud de onda de 260nm y 260/230nm en un
espectrofotometro (NanoDrop™ 2000-ThermoFisher Scientific), con la cuantificacion del ADN en nanogramos
(ng) de ADN extraido por microlitro (pl) de solucion.

Adicionalmente, se han probado diversos protocolos de extraccién para comparar la eficiencia de cada uno de
ellos y la calidad del ADN extraido de acuerdo a los tipos de muestra utilizados, formas de conservacién y
protocolos propuestos por Kocher et al. (1989); Walsh et al. (1991); Crozier et al. (1991); Cornuet & Garnery
(1991) y Garnery et al. (1993), cuyos resultados han presentado menor efectividad que el protocolo
seleccionado.

Posteriormente, se realizé la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), seguida por la técnica de

polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), que permitio, a partir del analisis de la
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variacion en los patrones de restriccidn, determinar la proporcién de haplogrupos europeos y africanos en las
poblaciones. Para el desarrollo de la técnica de PCR, se utilizaron dos marcadores moleculares mitocondriales,
a partir de los cuales se evaluaron los patrones obtenidos por RFLP mediante la utilizacién de las enzimas Bglll
y Dral, determinando la pertenencia de cada muestra a un haplogrupo mitocondrial especifico.

Inicialmente, se amplificé un fragmento de 485bp perteneciente al Citocromo b a partir de los primers 5'-
TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3" y 5-ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3’ (Crozier et al., 1991). Las
coordenadas de los primers son las posiciones 11524-11549 y 11983-12008 en la secuencia de referencia del
genoma mitocondrial de A. mellifera con accession NC_051932 en GenBank. La reaccidon de amplificacion en
cadena se realizd en un volumen total de 10ul, de los cuales 2ul correspondieron al ADN extraido vy, los 8ul
restantes, a la mezcla compuesta por GoTag®ADN polimerasa (5u/ul, Promega), GoTag®buffer 5x, dNTPs
10mM, primers (12,5pM/ul) y agua ultrapura libre de nucleasas (sistema Milli-Q®), utilizando el perfil de
temperaturas propuesto por Pinto et al. (2003), con modificaciones -desnaturalizacion inicial a 94°C durante
45 segundos, 35 ciclos de amplificacién de 94°C durante 30 segundos, 53°C durante 30 segundos, 72°C durante
45 segundos y, una extensién final a 72°C durante 2 minutos- en un termociclador Mastercycler Nexus
(Eppendorf™). Adicionalmente, se utilizd un control negativo de reaccion (sin agregado de ADN). El producto
de amplificacién fue corroborado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y digerido con la enzima
Bglll (R0O144S, New England BiolLabs®) utilizando las condiciones recomendadas por el proveedor (incubacién a
37°C overnight) con agitacién, en termobloque seco (Thermomixer Eppendorf™). El volumen total de la

digestion fue analizado mediante electroforesis

Tamafio del
e A 2 M AT MWW WWmQ en geles de agarosa al 2% (1,6g agarosa/80ml de

()
578 — TBE1x), tefiidos con GelRed® (Biotium),
o P visualizados con luz UV en un sistema de
. -— documentacién de geles (GelDoc™XR+, Bio-Rad),
A3 - L1 ] L. .

al que se adicionaron un control negativo de
&2 S T T T T

reacciéon y un control positivo para cada
195 L1 ]
da polimorfismo. Las muestras provenientes de
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m -— — — poblaciones de linajes africano y no africanos
$ A — . . .
e —m—— — (incluye a todos los linajes europeos) fueron
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restriccion. El fragmento amplificado del cytB es
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de referencia NC_051932, donde la presencia de
Figura 1.4 — Patrones de restriccion del fragmento intergénico . e .

. . , un residuo T genera un sitio de reconocimiento
ARNt™-COIl digerido con la enzima Dral, para los haplogrupos

hallados en Argentina (modificado de Garnery et al., 1993) para la enzima de restriccion Bglll en posicion

11814, comun a linajes europeos, que resulta en la obtencidn de dos fragmentos de 194pb y 291pb; mientras
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que los linajes africanos, portadores de 11817C, carecen de un sitio de restriccién para Bglll en posicion 11814
y se mantienen sin digerir, exhibiendo un Unico fragmento de 485pb.

Adicionalmente, la asignacion de cada una de las poblaciones a un haplogrupo especifico dentro de cada
linaje, se realizd a partir de la utilizacidon del fragmento mitocondrial ubicado en la regidn intergénica de los

leu

genes de la Citocromo Oxidasa | y Citocromo Oxidasa Il (COIARNt®"-COll). La amplificacién se llevé a cabo
utilizando los primers 5’'-GGCAGAATAAGTGCATTG-3’ y 5’-CAATATCATTGATGACC-3’ (Garnery et al., 1992) en un
volumen total de 10ul, de los cuales 2ul correspondieron al ADN extraido y, los 8ul restantes, a la mezcla
compuesta por GoTaq®ADN polimerasa (5u/ul), GoTag®buffer 5x, dNTPs 10mM, primers (12,5pM/ul) y agua
ultrapura libre de nucleasas (sistema Milli-Q®) utilizando el perfil de temperaturas propuesto por Garnery et
al. (1993), con modificaciones -desnaturalizacidn inicial a 94°C durante 45 segundos, 30 ciclos de amplificacion
de 92°C durante 1 minuto, 47°C durante 45 segundos, 72°C durante 45 segundos y, una extension final a 72°C
durante 2 minutos- en un termociclador Mastercycler Nexus (Eppendorf™). Adicionalmente, se utilizd un
control negativo de reaccion (sin agregado de ADN). El producto de amplificacion fue corroborado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y digerido con la enzima Dral — CutSmart (R0129S, New England
BioLabs®) utilizando las condiciones recomendadas por el proveedor (incubacién a 37°C por 15 minutos) con
agitaciéon, en termobloque seco. El producto de digestion fue analizado mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida [solucion de acrilamida-bisacrilamida (19:1), persulfato de amonio (0,4g/ml) vy
tetrametiletilendiamina (TEMED — ThermoFisher Scientific)] al 10% y al 40% en TBE1x, para visualizar el patron
de restriccién completo de cada muestra. Todos los geles fueron tefidos con GelRed® y observados bajo luz
UV con el sistema de documentacion de geles GelDoc™XR+. Cada haplogrupo fue identificado por el patréon de

restriccion correspondiente, de acuerdo con Garnery et al. (1993 — Figura 1.4).

3. RESULTADOS

El origen materno de cada una de las
poblaciones muestreadas fue determinado a

485 partir del analisis de las variaciones de los

%g}l patrones de restriccidn de las enzimas Bglll y

Dral para los fragmentos amplificados

Figura 1.5 - Gel de agarosa para los patrones de restriccién producto de contenidos en las regiones pertenecientes al

la digestion con Bglll. La referencia de la siembra en cada calle se ) ) o o
muestra en la parte superior de la figura, siendo, L100 correspondiente gen mitocondrial cytB y la region intergénica

al Ladder de 100pb, C- el control negativo de reaccion, CA+ y CE+ los ARNt®-COIl. Estas variaciones permitieron la

controles positivos para linaje materno africano y europeo y M1-M14
las muestras analizadas. X corresponde a calles sin sembrar. Las flechas asignacién de haplogrupos y distinciéon entre

indican la longitud de cada fragmento amplificado, en morado 485pb .. . . .
o linajes mitocondriales pertenecientes a las tres
para fragmentos no digeridos y, en azul 291pb y 194pb para

fragmentos que contienen el sitio de restriccion. ramas evolutivas de la especie A, C y M,
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pudiendo diferenciar la introgresion de genes africanos en dichas poblaciones. Los fragmentos obtenidos para
el analisis de patrones de restriccion de la regién del cytB, se muestran en la Figura 1.5.

leu

Para la regidn intergénica ARNt~"-COll el abanico de patrones de restriccion es mayor y se expone en la Figura
1.4 para los haplogrupos hallados. La metodologia utilizada permitid la correcta asignacién de un total de 12
haplogrupos mitocondriales (A1, A2, A4, A7, A8, C1, M2, M3, M4, M6, M7 y M8) en las 396 colonias
muestreadas a lo largo del pais (Tabla 1.2), correspondientes a los linajes evolutivos C (71,72%), M (11,95%) y
A (16,33%), cuatro de los cuales han sido determinados por primera vez en el pais: M7, M8, A2 y A7 (Figura

1.6).

- _ 5 Linaje Haplogrupos europeos Haplogrupos africanos
Region Provincia N° muestras
materno C1 M3 M7 M4 M8 M2 M6 A4 Al A2 A8 A7
Cuenca del Salado 105 104 85 5 3 - 1 - - 8 - 2
Noroeste 38 38 35 - - - b = 2
Buenos Delta 8 8 2 4 - - = = e 1 1
Aires Metropolitana 10 10 9 " F = - - - 1
CENTRO Norte 11 11 9 1 - 1
Sudoeste 33 a3 30 1 1 1 = =
Entre Rios 39 39 26 1 1 1 7 2 1
santa Fe 24 23 16 = ~ _ N . - 5
Cordoba 41 41 22 - 7 - - - 2 7 3
NEA Misiones 15 15 - 15
Jujuy 4 4 2 2
NOA Tucuman 5 5 3 2
Catamarca 2 2 2 - -
San Luis 10 7 3 1 - 1 1 1
cove Mendoza 19 19 9 7 2 - 1
PATAGONIA La Pampa 18 18 14 - 2 - 1 = = 1
Rio Negro 20 19 Iz 1 1
TOTAL 402 396 284 21 16 3 3 2 2 50 10 2 2 1

Tabla 1.2 - Haplogrupos de A. mellifera presentes en poblaciones de la Republica Argentina discriminados por regién y
provincia.

Todos los patrones observados para la restriccion de la enzima Dral fueron asignados a alguno de los
haplogrupos propuestos por Garnery et al. (1993), presentando correspondencia con el linaje materno
asignado a partir del patrén obtenido por el analisis del fragmento del cytB.

Un 83,67% del total de las poblaciones muestreadas ha exhibido pertenencia a linajes maternos europeos con
distribucién en cuatro de las cinco regiones productivas muestreadas, mientras que las colonias derivadas de
reinas con origen africano han sido halladas en todas las regiones, compartiendo habitat y recursos con las
primeras, aunque con menor proporcién de representacioén (Figuras 1.6 y 1.7).

Para mejor descripcién del andlisis de los datos, se exponen los valores porcentuales de presencia de linajes
europeos y africanos para cada regién productiva (distribucién y valores en las Figuras 1.6 y 1.7). Hacia el norte
de los ~30°S, los haplogrupos mitocondriales africanos reunieron un 36,36% de las poblaciones muestreadas
para la region NOA vy, la totalidad de las colonias analizadas para la region NEA. En ambos casos, el haplogrupo
determinado para el linaje A fue el A4, mientras que, para las poblaciones de origen europeo presentes en la

region NOA, el linaje hallado fue el C, con presencia del haplogrupo C1.
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Figura 1.6 - Proporcion de linajes y haplogrupos de A. mellifera en poblaciones de la Republica Argentina.
A la derecha, se observan las proporciones de linajes europeos y africanos, juntamente con los haplogrupos hallados para cada uno

de los linajes, correspondientes a los fragmentos mitocondriales analizados cytB y ARNt""-COII. Los asteriscos (*) representan

haplogrupos mitocondriales descriptos por primera vez en el pais.

A la izquierda, se observan las frecuencias de haplogrupos representadas en anillos y por region. La aparicion de los haplogrupos se
ordena segun predominancia en el pais (comenzando por C1 y finalizando por A7, segin corresponda). La ubicacién de los anillos
en el grafico refiere a la diversidad de haplogrupos por region, encontrandose mas externamente las regiones con mayor
diversidad e internamente, las menos diversas.

En el centro del pais, aproximadamente entre los 30° y 42° de latitud Sur, los linajes europeos tuvieron mayor
representacién que en las regiones del norte, aunque la variabilidad de los linajes africanos fue mayor
comparado con el norte y sur del pais. La regién CENTRO fue la que mayor nimero de haplogrupos exhibid,
pertenecientes en un 86,32% a los linajes europeos C y M. El analisis de los patrones de restriccidon de la
enzima Dral permitid asignar las poblaciones muestreadas a los haplogrupos C1, M3, M7, M4, M6, M2 y M8,
mientras que las poblaciones con origen materno africano fueron asignadas a los haplogrupos A4, A1, A2, A8y
A7.

Para la region CUYO, la representacion de linajes europeos fue del 88,46% asignando las poblaciones a los
haplogrupos C1, M3, M7 y M8, mientras que el linaje africano A, fue representado por los haplogrupos Al y
A4. Hacia el sur de los ~42°S, se encuentra Unicamente la regién PATAGONIA, en la que las poblaciones de
origen materno europeo dan cuenta del 97,3% de las poblaciones analizadas, con pertenencia a los linajes Cy
M vy asignacidn a los haplogrupos C1, M3, M7, M2 y M8. El haplogrupo A4 fue el Unico representante del linaje

africano para estas poblaciones (Figura 1.7).
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Figura 1.7 - Distribucién de haplogrupos de A. mellifera en la Republica Argentina. En el mapa se encuentran graficados por region
los resultados de ambos marcadores, detallando las frecuencias de linajes europeos en conjunto (M y C) y el africano (A) en los
graficos de torta pequerios correspondientes al analisis del fragmento del cytB, y solamente los haplogrupos de mayor proporcion
de aparicién en los gréficos de mayor tamario, corresponden al andlisis del fragmento ARNt"™-COII.
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4. DISCUSION

Los resultados presentados en este capitulo brindan una descripcion actualizada de la pertenencia a los linajes
africano y europeo de las poblaciones de A. mellifera de Argentina, asi como su distribucién a lo largo del pais
y la diversidad de haplogrupos mitocondriales presentes en cada una de las regiones productivas. Los analisis
realizados permitieron interpretar la variabilidad genética en torno a las regiones muestreadas y sus
caracteristicas. Del mismo modo, se amplié la deteccién de haplogrupos a nivel nacional y se discriminé por
regiones productivas, adicionando provincias que no habian sido muestreadas con anterioridad a los fines de
este estudio.

En un escenario de predominancia de haplogrupos africanos y poblaciones africanizadas en el continente
americano (Taylor, 1977; Bierzychudek, 1979; Buchmann, 1982; Harper, 1982; Locke y Cobey, 1986; Moffet et
al., 1987; Kent, 1988; Ruttner, 1988; Lobo Segura, 2000; Caron, 2001; Clarke et al., 2001; 2002; Pérez-Castro et
al., 2002; Quezada-Euan et al., 2003; Schneider et al., 2004; Pinto et al., 2005; Collet et al., 2006; Whitfield et
al., 2006; Pinto et al., 2007; Kraus et al., 2007; Salamanca Groso, 2009; Guzman-Novoa et al., 2011;
Branchiccela et al., 2014; Harpur et al., 2015; Kono y Kohn, 2015; Dominguez-Ayala et al., 2016; Rangel et al.,
2016; Tibata et al., 2018a; Acevedo-Gonzalez et al., 2019; Tihelka et al., 2020; Alburaki et al., 2022), los
resultados obtenidos para los andlisis de los polimorfismos de fragmentos de restriccién mitocondriales
revelan una clara predominancia de linajes maternos europeos (83,67%) para el pais, aunque con variaciones
en la diversidad y dominancia de haplogrupos por regidn, en consonancia con otros reportes tanto en estudios
locales como nacionales (Dietz et al., 1985; Abrahamovich et al., 2007; Agra et al., 2018; Genchi Garcia et al.,
2018; Porrini et al., 2019). Sin embargo, la presencia de poblaciones tanto de origen materno europeo como
africano ha sido determinada en todo el pais, compartiendo habitat y recursos.

Las variantes de ADNmt estan asociadas a la caracterizacién de la zona biogeografica en que se encuentran
(Pedersen, 1996; Smith, 1991). Las condiciones climaticas son el primer factor involucrado en la seleccion
natural de las abejas meliferas, pero la variedad de mitotipos presentes en cada regidn no sélo es resultado de
ellas y de los diferentes comportamientos de migracidn, sino también de las practicas apicolas, como el
reemplazo de reinas, que muestran un gran impacto en la diversidad genética de las poblaciones (Guzman-
Novoa et al., 2011a; Tibatd et al., 2018a; Dittmann et al., 2021, 2022); el cruzamiento entre subespecies
(Mufioz, 2014; Péntek-Zakar et al., 2015); los eventos de trashumancia (movimiento de colonias entre
diferentes regiones geograficas); o la aplicacién de programas de inseminaciéon y mejoramiento que tienden a
seleccionar caracteristicas de diversas subespecies.

Se reconocen mas de 100 haplotipos a partir de la utilizacidon de técnicas de PCR-RFLP (de la Rua et al., 2009)
de los cuales 12, pertenecientes a los linajes evolutivos C, A y M, han sido determinados en este estudio. La

presencia de una amplia variabilidad genética es crucial para la supervivencia a largo plazo de las poblaciones,
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para sobreponerse a desafios como la pérdida de habitat y el cambio climatico (Hoban et al., 2013; Shafer et
al., 2015; Hohenlohe et al., 2021; Patenkovic et al., 2022).

El linaje con mayor representacion fue el C (71,72%), para el que se determind el haplogrupo C1 con
predominancia en todas las regiones analizadas, a excepcion de la regién NEA. Los haplotipos mitocondriales
caracteristicos de este linaje son los de las subespecies A. m. ligustica, A. m. carnica, A. m. macedonica, A. m.
cecropia y A. m. cypria, siendo los primeros dos, ejemplos de subespecies histdricamente importadas en el
continente americano (Ruttner 1988; llyasov et al., 2020; Alburaki et al., 2022) y reconocidas como las mas
empleadas en la actividad apicola por su docilidad y alta produccion de miel (Ruttner 1988; De la Rua et al,
2009). Es el linaje preeminente en las poblaciones de abejas del continente en latitudes y condiciones
climaticas similares a las de Argentina (Rortais et al., 2010; Alburaki et al., 2022). En particular, A. m. ligustica,
caracterizada por el haplotipo C1, se encuentra distribuida en un amplio rango geografico y climatico (Alburaki
et al., 2022) en el continente americano.

El linaje europeo M comprende un gran numero de haplotipos documentados que caracterizan dos
subespecies, A. m. mellifera y A. m. iberiensis (Franck et al., 1998; Rortais et al., 2011; Chavez-Galarza et al.,
2017; Henriques et al., 2018), de los cuales 6 se encuentran representados en este estudio: M3 (5,3%), M7
(4,04%), M4 (0,76%), M8 (0,76%), M2 (0,51%), M6 (0,51%), entre los que los casos de M7 y M8 constituyen el
primer registro en el pais. Este linaje conforma el 11,95% de las poblaciones analizadas y presenta mayor
diversidad de haplogrupos en comparacion con los trabajos de Abrahamovich et al. (2007) y Agra et al. (2018).
Considerando la gran diversidad genética del linaje en su zona de origen y los multiples ecotipos identificados
(Louveaux, 1973), era esperable una mayor integraciéon de las abejas del linaje M en la actividad apicola
argentina, aunque estos resultados pueden deberse a que el haplogrupo C1 es el preferido para la produccion
apicola. Pese a ser el linaje con menor representacion en el pais, es aquel con mayor diversidad interna
medida en términos de cantidad de haplogrupos distintos, representados exclusivamente en el centro y sur del
pais. Particularmente, la region CENTRO presentd la mayor variabilidad de haplogrupos, con M3, M7, M4, M6,
M2 y MS8; seguido por PATAGONIA con los haplogrupos M3, M7, M2 y MS; vy, finalmente, CUYO, con la
determinacién de M3, M7 y M8. La presencia del linaje M en el centro y sur del pais podria estar relacionada a
las caracteristicas de clima templado y templado frio de esas regiones, en relacién con las condiciones
climaticas en su zona de origen. El haplotipo M2 encierra una controversia, ya que pese a haber sido descripto
por Garnery et al. (1993) dentro del linaje europeo M, y determinado en este trabajo como perteneciente a
linaje europeo, Rortais (2010) propone contrariamente la pertenencia al linaje A. Esta reubicacién introduce
una nueva discusion sobre la distribucion de este haplogrupo, dado que su presencia, tanto en el centro como
en el sur del pais, contribuiria a aumentar los niveles de africanizacion, sobre todo de las poblaciones en
PATAGONIA, aunque nuevos estudios que incluyan secuenciaciones completas son necesarios para tal fin.
Adicionalmente, la baja frecuencia del linaje M sugiere que la importacion de reinas pertenecientes a este

linaje es menor a las pertenecientes al linaje C, que este linaje no ha sido incorporado en programas de
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mejoramiento, o que no es buena base para hibridos, si bien la contribucién del linaje M al genoma de las
abejas africanizadas es importante y no se elimina por completo (Clarke et al., 2002; Cridland, et al., 2017,
Nelson et al., 2017; Pinto et al., 2005; Whitfield et al., 2006).

Por ultimo, el linaje A aporté a la determinaciéon de las poblaciones analizadas con la presencia de los
haplogrupos mitocondriales A4 (12,63%), Al (2,53%), A2 (0,51%), A8 (0,51%) y A7 (0,25%). Particularmente, el
mitotipo A4 en las poblaciones de la region NOA, NEA y PATAGONIA; los haplogrupos A4, A1, A2, A8 y A7 en la
region CENTRO; Al y A4 en CUYO, siendo el centro del pais el que mayor variabilidad de haplogrupos africanos
presentd. Mientras que los mitotipos Al, A4, A8, A1l y A30 han sido identificados previamente para Argentina
(Abrahamovich, et al., 2007; Agra et al., 2018), A2 y A7 han sido detectados por primera vez en el pais. Este
linaje es considerado el de mayor diversidad genética (Calfee et al., 2020; Espregueira Themudo et al., 2020;
Harpur et al., 2012; Wallberg et al., 2014, Franck 2001), comprendido por alrededor de 13 subespecies (Franck
et al., 2001; Alburaki et al., 2011; Henriques et al., 2022) aunque solo se consideran abejas africanizadas a
aquellas provenientes del cruce entre A. m. scutellata y aquellas pertenecientes a linajes europeos (Smith &
Brown, 1988). Por este motivo, algunos autores como Sheppard et al. (1999) estiman que el proceso de
africanizacién estd sobreestimado en América, en tanto no todos los genes africanos contenidos en los
hibridos provienen de esta subespecie. Pese a que la identificacibn de ADNmt africano no implica
necesariamente la determinacion de abejas africanizadas, Garnery et al. (1993), Evans et al. (2013) y Dittmann
et al. (2022) adhieren a que el método de Dral es altamente adecuado para discriminar colonias africanizadas.
Por lo tanto, los marcadores mitocondriales pueden evaluarse como indicadores del grado de africanizacion de
la poblacién de abejas de una regidn, mas aun, teniendo en cuenta que la hibridacidn entre subespecies de A.
mellifera ocurre tanto de manera natural (Mufioz, 2014; Péntek-Zakar et al., 2015), como por intervencion
antrépica. Los haplotipos mitocondriales A4 -correspondiente a A. m. scutellata - y Al -correspondiente a A. m.
iberiensis-, han sido los mas frecuentes en este estudio. Adicionalmente, los andlisis filogenéticos realizados en
otros paises de Latinoamérica refuerzan este resultado, con predominancia de estos dos haplogrupos en sus
poblaciones (Collet et al., 2006 —Brasil y Uruguay-; Dittmann et al., 2022 —Nicaragua-; Lobo, 2000 —Costa Rica-;
Tibata et al., 2018a —Colombia-; Dominguez-Ayala et al., 2016; Kraus et al., 2007 —Mexico-), siendo
frecuentemente el mitotipo A4 caracterizado, en mayor proporcion, en dreas tropicales y subtropicales. Del
mismo modo, ambos haplogrupos son comunes y se encuentran ampliamente distribuidos en el continente
africano (Techer et al., 2017; Amapke, 2018; Alburaki et al., 2022). En este sentido, los resultados pueden estar
reflejando directamente las introducciones de abejas desde Africa, aunque la presencia del haplogrupo Al
puede estar reflejando la expansion de genes africanos, producto de la importacion de abejas desde la
Peninsula Ibérica, previo a la introduccidon de A. m. scutellata (Sheppard et al., 1991). El establecimiento de
reinas pertenecientes al haplogrupo A4, con caracteristicas propicias para adecuarse a los climas de la regién
en el norte del pais, ha desplazado a otros haplogrupos, a excepcion del ampliamente distribuido C1 hallado

en NEA. Este desplazamiento probablemente fue posible a partir del reemplazo gradual de las poblaciones
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europeas (Caron, 2001; Collet et al., 2006; Davila et al., 1980; Guzman-Novoa et al., 2011; Lobo Segura, 2000;
Salamanca Grosso, 2009). Sin embargo, otros haplogrupos correspondientes a este linaje evolutivo estan
presentes en el muestreo, caracteristicamente asociados a la region con mayor nimero de colmenas vy
productores registrados, lo que puede estar indicando la introduccién de estos linajes de manera involuntaria
en eventos puntuales de importacidon de genética para la produccién, desde otras regiones geograficas en
donde estos haplotipos se encuentran bien adaptados.

Tanto las abejas de origen africano como los hibridos africanizados estudiados en el continente se adaptan
mejor a ambientes con altas temperaturas y largos periodos de sequia (Guzman-Novoa et al. 2011a; Acevedo-
Gonzalez et al, 2019). Ademas, las poblaciones ubicadas en las regiones del norte del pais, con clima
subtropical, han experimentado la llegada del linaje africano y la introgresién de sus genes en las poblaciones
de manera mas temprana, lo que conduce a una mayor proporcion de presencia de poblaciones de
ascendencia africana. Por otra parte, presentan una dindmica poblacional con caracteristicas que les confieren
una mayor capacidad reproductiva y de dispersion respecto de las poblaciones europeas (Schneider et al.,
2004; Pinto et al., 2005), lo que sugiere la presencia de dominancia entre haplogrupos maternos, siendo el A4
el que mayor predominancia presenta en esta zona.

Las practicas apicolas son diferentes y adecuadas a las caracteristicas de cada haplogrupo y regién, y los
métodos de hibridacion y cria selectivos pueden afectar la distribucidon de las variantes de ADNmt y el pool
génico de las poblaciones locales, afectando su estructura (Cornuet et al. 1991; Hirstov, 2018) con una
implicancia significativa para el mantenimiento de la biodiversidad, ya que la produccién de hibridos resulta en
la pérdida de linajes genéticos que de otro modo podrian actuar como reservorios de alelos unicos,
combinaciones de alelos o rasgos adaptativos locales (Byatt et al., 2016). Por lo tanto, el manejo realizado por
los apicultores a escala comercial puede tanto aumentar la diversidad genética dentro de sus poblaciones
(Harpur et al., 2012, De la Rua et al., 2013; Lin et al., 2023b), o bien, evaluando la perspectiva desde una escala
mas amplia, puede contribuir a la reduccién de la diferenciacion genética entre poblaciones (De la Rua et al.,
2009). Puntualmente, en las poblaciones argentinas, existe un constante flujo de genes, debido a
introducciones sucesivas de reinas, que, sumado a las condiciones climaticas, la selecciéon natural y artificial, la
trashumancia y la enjambrazdn con establecimiento de colonias silvestres, generan una dinamica particular en
la estructura genética de la especie, limitando el avance de los haplogrupos africanos sobre los europeos, en
especial, en la region CENTRO.

La gran presencia de poblaciones pertenecientes al linaje C en el pais podria sugerir que no ha transcurrido
tiempo suficiente desde la llegada de A. m. scutellata como para alcanzar altos niveles de ancestria africana
reflejados en latitudes mas altas. Sin embargo, estas abejas ya estaban presentes en el pais para 1965 y Pinto
et al. (2005) han demostrado que la ancestria africana puede alcanzar niveles altos, aparentemente estables,
en menos de una década. Alternativamente, y como proponen Clarke et al., (2002), la gran poblacién de

abejas europeas que existia en Argentina previo a la llegada de las poblaciones africanas puede haber servido
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como buffer genético, permitiendo la persistencia del linaje C, a pesar del tiempo transcurrido desde el primer
contacto entre poblaciones.

Tanto la presencia de los linajes A, M y C, como la predominancia del linaje C en las poblaciones poseen
relacién con los recientes registros de Alburaki et al. (2022) y Rangel et al. (2020) para poblaciones del norte
del continente, aunque los resultados exhibidos en este capitulo para latitudes australes muestran una mayor
proporcién de haplotipos pertenecientes a los linajes Ay M.

De acuerdo con la variaciéon propuesta por Calfee et al. (2020) se puede apreciar la conformacién de un
gradiente latitudinal por regiones en Argentina, teniendo en cuenta la cercania al primer punto de deteccidn
de abejas de origen materno africano en el pais, las condiciones climdticas de cada regién y las prdcticas
apicolas que contribuyen a modelar la genética poblacional de las colonias productivas. La presencia de
ancestria africana decrece conforme aumenta la latitud (Adjlane et al., 2020; Zarate et al. 2022; Alburaki et al.,
2022), con predominancia de los haplogrupos africanos solamente en el norte y una muy baja proporcién de
los mismos en el sur. Particularmente, la regién NEA presenta sélo abejas de origen africano, mientras que la
region NOA exhibe 1,75 veces mds poblaciones de origen europeo que africano. Mientras tanto, para las
regiones del centro del pais, esta razén aumenta a 6,16 para CENTRO; 7,66 para CUYO; y llega a su valor
maximo para la region PATAGONIA, con una razén de 36,04 origen europeo/origen africano, con menor
probabilidad de hallar colonias derivadas de reinas de origen materno africano (Figura 1.6). La zona central,
con climas templados célidos, es la que alberga la mayor diversidad y riqueza de haplogrupos, pudiendo
hallarse tanto al norte como al sur, sélo a aquellos grupos que presentan caracteristicas que les permiten
adecuarse a las condiciones climaticas de cada zona. La zona central podria actuar como una zona de
transicién, similar a las zonas de mezcla (poblaciones con introgresién africana y aquellas con origen materno
netamente europeo) propuestas en diferentes partes de América (Sheppard, 1999; Pinto et al., 2004; Pinto et
al., 2005; Whitfield et al., 2006; Zayed y Whitfield, 2008; Wallberg et al., 2014; Nelson et al., 2017; Sheppard et
al., 1991; Rinderer et al., 1991, 1993).

Por otra parte, el limite del proceso de africanizacién en el continente ha sido evaluado por numerosos
autores que han discutido su avance (Taylor & Spivak, 1984; Dietz et al., 1985; Sheppard et al., 1991; Schneider
et al., 2004; Whitfield et al., 2006; Abrahamovich et al., 2007; Kono & Kohn, 2015; Genchi Garcia et al., 2018;
Porrini et al., 2019; Calfee et al., 2020; Zarate et al., 2022; entre otros). De este modo, fue modificandose
desde su introduccidn inicial en América, tanto de A. m. scutellata, como de los haplotipos representantes del
linaje A. Sin embargo, la ratio de dispersion de las abejas africanas disminuyd desde el 2000 (Requier et al.,
2020). Las condiciones climaticas son el primer factor involucrado en la limitacion de la migracidon de los
haplogrupos africanos y, por lo tanto, del proceso de africanizacidon (Harrison et al., 2006; Southwick et al.,
1990; Taylor & Spivak, 1984). Actualmente, Calfee et al. (2020) reportan que hasta los 38°N, tanto mitotipos
como marcadores nucleares africanos son detectables. Del mismo modo, y aunque la presencia del origen

materno africano es mayor que reportes previos realizados para el pais, en este trabajo se informa la
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presencia del haplogrupo A4 alrededor de los 38°S. Estos limites parecen no ser estables a la luz del cambio
climatico, aun asi, la velocidad de dispersién y el grado de avance de las poblaciones africanas han disminuido,
comparados con la expansion neotropical inicial (Schneider et al., 2004; Pinto et al., 2005, Requier et al.,
2020). Aunque la expansién del proceso pueda estar restringida por los indices de temperatura y las
precipitaciones de cada region, factores culturales como la seleccién de caracteres y la importacion de reinas
llevadas a cabo por los productores, tienen un rol importante. Todas las regiones han mostrado presencia del
linaje africano y su registro en el sur podria ser resultado de enjambres estivales, de las practicas de
trashumancia, o bien, reflejar el avance de los haplogrupos africanos sobre las poblaciones de abejas mas
australes del pais, teniendo en cuenta los embates climaticos en las regiones mas frias del planeta, por los
efectos del calentamiento global, evidenciado en la supervivencia de abejas con adaptaciones a climas
tropicales en latitudes mas australes.

La africanizacion no sdélo conlleva la aparicion de caracteristicas que hacen dificultoso el manejo de las
poblaciones, sino que podria aportar un salto de calidad para el manejo de la produccién en diversas zonas del
pais, gracias a caracteristicas como la alta produccion de miel y gran capacidad reproductiva (McNally &
Schneider, 1992a, 1992b, 1996; Fewell & Bertram, 2002; Breed et al., 2004), menor susceptibilidad y tolerancia
a patogenos (Goulson et al., 2015; Guzman-Novoa et al., 1996; Tibatd et al., 2018a; Diittmann et al., 2021,
2022; Guzman-Novoa et al., 2011b; Masaquiza Moposita et al., 2020), mayor longevidad (Feliciano-Cardona et
al., 2020), colonias mas pequefias con menor tiempo de desarrollo, menor tiempo de desarrollo de la reina y
un ciclo reproductivo mas corto (Smith 1960; Fletcher 1977a,b, 1978; Winston et al., 1981, 1983; Rinderer,
1987; Danka et al., 1992; Schneider & McNally, 1992; Winston, 1992; Vergara et al., 1993; Hepburn & Radloff,
1998; Otis et al., 2002; Schneider et al., 2004; Villaneuva & Roubik, 2004; Moritz et al., 2005; Guzman-Novoa
et al.,, 2011a). Por su parte, los resultados obtenidos por Acevedo-Gonzalez et al. (2019) sugieren que una
mayor diversidad genética de abejas africanizadas gentiles, generadas por la hibridacidon de las poblaciones,
puede permitir un ajuste mas eficiente frente a los cambios ambientales respecto de las poblaciones europeas.
A la luz de la introgresidn cada vez mayor de genes africanos en las poblaciones de abejas del pais, es
necesario tanto evaluar las caracteristicas que pueden ser seleccionadas para la produccién, que permitirian
una mejor adaptacion regional y un mejor dominio de los ecotipos presentes en el pais, como establecer
programas que permitan la conservacidn del acervo genético local de la especie.

Por otra parte, pese a ser considerada benéfica y con un importante rol como polinizadores de cultivos
esenciales para la seguridad alimentaria del planeta y otros servicios ecoldgicos (Espregueira Themudo, 2020),
A. mellifera es una especie exdtica para el continente americano y altas densidades poblacionales presentes en
habitats naturales pueden producir impactos negativos. Sumado a ello, la diversidad genética se encuentra
bajo constante influencia del hombre a través de las practicas apicolas (Leclercq et al., 2018; Harpur et al.,
2012; Francis et al., 2014; De la Rua et al., 2009) y debido a la seleccidon de caracteristicas preferidas para la

actividad, la hibridacion es inevitable (Uzunov et al., 2014; Mufioz et al., 2009; Nedic et al., 2014; Eimanifar et
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al., 2018, 2020; Bouga et al., 2005; Susnik et al., 2004), resultando en mezclas genéticas considerables entre
las subespecies (Crewe et al., 1994; Harpur et al., 2012, 2013; De la Rua et al., 2009, 2013; Dogantzis et al.,
2021; Harpur et al., 2015; Chapman et al., 2016). En regiones donde se han introducido subespecies no nativas
(Hatjina et al., 2014), continuar con programas de conservacién y mejoramiento que permitan asegurar la
mantencién de las especies nativas y los ecotipos adaptados localmente podria ser deseable. Sin embargo,
actualmente existe controversia en torno a las estrategias de conservacion de la diversidad de polinizadores,
ya que estudios recientes proponen que existen intereses socioecondmicos y preferencias productivas que
priman sobre la conservacién (Lodesani et al., 2003; De la Rua et al., 2009; Meixner et al., 2010) y que la
presencia masiva de colonias productivas introducidas, debe ser regulada en dareas protegidas para la
conservacién de abejas nativas (Thomson, 2016; Geslin et al.,, 2017; Mallinger et al., 2017; Geldmann &
Gonzdlez-Varo, 2018; Henry & Rodet, 2018; Norfolf et al., 2018; Requier et al., 2019, 2020; Adjlane et al.,
2020).

De acuerdo con Buchler et al. (2014), la interaccidn entre el genotipo y el ambiente es un indicador de
adaptaciones locales vy fitness, y la conservacion de la diversidad genética en las poblaciones de abejas es
importante para preservar su gran adaptabilidad en diferentes zonas.

De este modo, Randi (2008) propone que debe priorizarse la conservacién de las abejas con adaptaciones
exitosas a regiones ecoldgicas particulares. Por otra parte, las colonias silvestres, como también los enjambres,
se originan inicialmente a partir de colonias productivas y, aunque es esperable que estas poblaciones sigan un
patrén de seleccién mds neutral, su diversidad suele ser un espejo de ellas (Alburaki et al., 2022). Por ello,
estudiar la estructura genética de las poblaciones y su diversidad es la base del entendimiento de la
biodiversidad y la conservacion de las especies (Allendorf et al., 2012). Asi, la ampliacion de los esfuerzos de
investigacion es necesaria para poder establecer mas y mejores estrategias de conservacion, adaptadas a cada

una de las especies y regiones.
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cinco regiones productivas argentinas.
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CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

1. INTRODUCCION

En la actualidad, las colonias de abejas enfrentan numerosos desafios. Uno de ellos es la potencial
susceptibilidad a una amplia gama de patégenos comprendida por acaros, virus, bacterias, protozoos, insectos,
hongos y microsporidios (Lanutti et al., 2022)(Figura 2.1). Gran parte de ellos presentan distribucién mundial
(Ellis et al., 2005; Beurepaire et al., 2020), y pueden solos o en asociacion (Steinhauer et al., 2018; Nanetti et
al., 2021), como el resultado de un ambiente particular o de las condiciones de la colmena, afectar la salud de
los apiarios (Bordin et al.,, 2022). Numerosas especies de polinizadores, entre ellos A. mellifera, han
experimentado un drastico decrecimiento poblacional en las dUltimas décadas, que ha impactado
negativamente en la produccién mundial (Potts et al.,, 2010; Hallmann et al., 2017; Genchi Garcia et al., 2019;
Requier et al., 2020). La salud de las abejas meliferas ha sido una importante tematica de estudio (Genersch et
al., 2010), y algunas hipdtesis sugieren que ciertos patdgenos podrian ser los responsables principales de las
pérdidas masivas de colmenas alrededor del mundo (CoxFoster et al., 2007; Rosenkranz et al., 2010;
McMenamin & Genersch, 2015; Brutscher et al., 2016; Maggi et al., 2016; Giacobino et al. 2016b; Meana et al.,
2017; Bordin et al., 2022).

HONGOS Y
MICROS-
PORIDIOS

Varroa sp.

Paenibacillus larvae
Melissococcus
plutonius

Vairimorpha sp.
Ascosphaera apis

BACTERIAS

‘ PROTOZ0OS

Figura 2.1 — Patégenos que afectan a las colonias de A. mellifera. Solo se encuentran individualizados en el

centro de la figura, aquellos que son objeto de los analisis del presente capitulo.
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1.1. Varroa destructor

La dispersién de especies llevada a cabo por el hombre puede amenazar la biodiversidad y el funcionamiento
de los ecosistemas, facilitando la diseminacion de patdgenos (Banks et al., 2015; Tabak et al., 2017). En este
sentido A. mellifera ha experimentado una rapida expansidén geografica que se tradujo en la adquisicion de
nuevos parasitos y patogenos (Moritz et al., 2005; Evans et al., 2011), como el dcaro Varroa originariamente
asociado a poblaciones de Apis cerana Fabricius, 1973 en Asia (Anderson & Trueman, 2000; Chantawannakul
et al., 2016; de Jong, 1982) que logrd, a partir del salto de hospedador, su distribucién mundial debido a la
trashumancia (Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020). Su aparicidn en Argentina se remonta a 1976,
cuando fue detectado en la provincia de Formosa (De La Sota & Bacci, 2005). Varroa es uno de los géneros
destacados entre los dcaros econdmicamente relevantes para la apicultura (Traynor et al., 2020), siendo V.
destructor la especie mas importante (Anderson & Trueman, 2000). Es un ectopardsito cuyas hembras son
ovaladas de color rojo-cobrizo, mientras que los machos y las larvas son blanquecinos y mas pequefios
(Dieteman et al., 2013)(Figura 2.2). Su ciclo de vida comprende dos fases: una reproductiva, sincronizada con
el ciclo de desarrollo del hospedador, durante la que infesta individuos inmaduros y una forética, de
dispersidn, durante la que parasita abejas adultas (Traynor et al., 2020). Su reproduccién depende
directamente de la fase de pupa de su hospedador (Martin, 1995), comenzando su ciclo de vida con el ingreso
de una hembra grdvida —fundadora- en una celda pronta a ser operculada, que pone huevos dando lugar al
desarrollo de un macho haploide y 4 o 5 hembras diploides (Martin, 1995). Tanto la hembra fundadora como
su descendencia, se alimentan del cuerpo graso y la hemolinfa de la pupa (Ramsey et al., 2019). El macho se
cruza con sus hermanas y cuando emerge la abeja adulta, todas las hembras fecundadas (fundadora y
descendencia) colonizan nuevas celdas y reinician el ciclo reproductivo (Rosenkranz et al., 2010; Dieteman et
al., 2013; Traynor et al., 2020). Cada ciclo reproductivo se encuentra separado por algunos dias de fase
forética, presentando alrededor de una docena de generaciones por afio (Rosenkranz et al., 2010; Beaurepaire
et al., 2017). Aunque puede causar la muerte de larvas y pupas, generalmente los individuos sobreviven a
expensas de su expectativa de vida, su tamafio, el desarrollo de las alas y la habilidad de vuelo, el desarrollo de
las glandulas hipofaringeas y la capacidad de orientacién (Fuchs & Langenbach, 1989; Ruano et al., 1991). La
enfermedad conocida como varroasis es una de las mayores amenazas para la produccion apicola en todo el
mundo (Martin, 2001; Carreck et al., 2010), y ha sido asociada con la mortalidad de colonias (vanEngelsdorp et
al., 2008; Currie et al., 2010; Dahle et al., 2010; Genersch et al., 2010; Le Conte et al., 2010; Rosenkranz et al.,
2010; Guzman-Novoa et al., 2010), por lo que la determinacion de los niveles de infestacidon es una practica
rutinaria entre los apicultores en todo el mundo (Sammantaro et al., 2000; Lee et al., 2010; Dietemann et al.,
2013; OIE, 2021).

En adicién al debilitamiento e inmunosupresidén que provoca el parasitismo sobre las abejas (Alaux et al., 2011;

Ramsey et al., 2019), las heridas que realiza para alimentarse constituyen posibles sitios de entrada para otros
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patégenos (Ball, 1988; Bailey & Ball, 1991; Shen et al., 2005a), mientras actla como vector mecdnico y
biolégico de virus que causan dafios significativos en su salud (Antunez et al., 2005; Yang et al., 2005; Boecking
& Genersch, 2008; Highfield et al., 2009; Forsgren et al., 2009; Genersch et al., 2010; Genersch & Aubert,
2010; Nazzi et al., 2012; Dainat et al., 2012; Tehel et al. 2016; Di Prisco et al., 2016). Aunque estos virus se
encuentren distribuidos globalmente y presenten alta prevalencia, su patogenicidad aumenta en infestaciones

activas del acaro (Tantillo et al., 2015), facilitando y promoviendo su distribucidn (Lanutti et al., 2022).

Figura 2.2 — Imagenes de Varroa destructor en distintos estados de desarrollo tomadas bajo lupa: a- Varroa hembra adulta
forética; b- Proto y deutoninfas hembras con diferente grado de desarrollo y protoninfa macho, tomadas del interior de celdas
de una colmena infestada; c- Varroa macho; d- Protoninfa hembra y e- Deutoninfa hembra.

Algunos de ellos han sido documentados tanto replicando dentro del dcaro como siendo vectorizados por él, o
en su presencia (Martin et al., 2001; Tentcheva et al., 2004; Chen et al., 2004; Chantawannakul et al., 2006;
Santillan-Galicia et al., 2010; de Miranda et al., 2010; Di Prisco et al., 2011; Daughenbaugh et al., 2015;
Giacobino et al., 2016b; Martin & Brettell, 2019; Dittes et al., 2020; Yainez et al., 2020; Dubois et al., 2020) y
aunque estan usualmente presentes en las colonias de forma latente, pueden volverse aparentes bajo
condiciones adversas de stress, inmunosupresion o deficiencias nutricionales, dando lugar a infecciones de
otros patégenos que pueden interactuar con ellos de manera sinérgica, aumentando su virulencia y debiltando
a las colonias (Yang et al., 2005; Tantillo et al., 2015; Di Prisco et al., 2016; Castelli et al., 2021; Lanutti et al.,
2022).

1.2. Virus ARN de cadena positiva

Los virus son parasitos intracelulares obligados (Salina et al., 2021) formados por una molécula de acido
nucleico cubierta por una proteina de envoltura o cépside (Adjlane et al., 2017). Las infecciones que producen
pueden clasificarse como sintomaticas o encubiertas segun la presencia o ausencia de signos clinicos, siendo la

ruta de transmision mas recurrente la horizontal (Schorkopf et al., 2007; Bodden et al., 2019). De acuerdo con

Lic. Genchi Garcia, ML 44
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

Beaurepaire et al. (2020) se detectaron alrededor de 70 virus infectando abejas en todo el mundo, diez de los
cuales han sido registrados en Argentina (Allen & Ball, 1996; Reynaldi et al. 2010; 2011; Brasesco et al., 2013;
Sguazza et al., 2013; Ding et al., 2016; Molinari et al., 2017; Quintana et al., 2019; Fernandez de Landa et al.,
2020; Brasesco et al., 2020), siendo los Virus de la Paralisis Cronica (CBPV), Virus de las Alas Deformadas
(DWV), Virus de la Cria Ensacada (SBV), Virus de la Pardlisis Aguda (ABPV), Virus de Kashmire (KBV), Virus de la
Paralisis Israeli (IAPV) y Virus de las Celdas Reales Negras (BQCV) frecuentemente detectados en asociacion
con pérdidas econdmicas alrededor del mundo (Mockel et al., 2011; Adjlane & Haddad, 2014; First et al.,
2014; Tantillo et al., 2015; Gisder et al., 2017; McMenamin et al., 2018; Zhao et al., 2019; Lanutti et al., 2022).
Los virus antes nombrados presentan ARN como acido nucléico (revisado en Salina et al., 2021), se encuentran
entre los agentes causales de enfermedades mas diversos, por su alta frecuencia de mutacion (Kevill et al.,
2017; Domingo et al., 2012, 2019; Dolan et al., 2018) y gran distribucion (Shi et al., 2016; Mihara et al., 2018),
siendo mas perjudiciales aquellos que contienen ARN de cadena positiva (Lin et al., 2023a).

Pese a haber sido el primer virus de abejas aislado, descripto (Bailey et al. 1963) y con distribucién mundial
(Genersch et al., 2010), CBPV continla aun sin asignacidén taxonémica (ICTV, 2023). Este virus puede infectar
abejas de todas las castas y estados de desarrollo (Adjlane & Haddad, 2017) y presentar signos como temblor
de las alas y el cuerpo, alas dislocadas, pérdida de la habilidad de vuelo, abdomen distendido o hinchado,
abejas que se arrastran, paralisis (Bailey et al., 1963; Ball & Bailey, 1997; Chen & Siede, 2007) o abejas oscuras,
con un aspecto graso y brilloso (Rinderer & Rothenbuhler, 1976; Ball, 1999). Ademads, produce el
debilitamiento de la colmena por pérdida masiva de obreras (Dittes et al., 2020), que generalmente se
encuentran muertas en la entrada de la piquera.

Los virus DWV y SBV pertenecen a la familia Iflaviridae (ICTV, 2023). DWV es una de las principales infecciones
que afectan a las colonias de abejas (Lanutti et al., 2022), sin distincidon de castas ni estados de desarrollo
(Allen & Ball, 1996; Tentcheva et al., 2006; Yue et al., 2006; Martin et al., 2012; Anguiano-Baez et al., 2016) y
es considerado uno de los virus mas dafiinos (Mockel et al., 2011; Adjlane & Haddad, 2014). Puede llevar a
cabo infecciones encubiertas (Chen et al., 2006a, 2006b; Genersch, 2010; Schoning et al., 2012) o presentar
signos como alas deformadas (Figura 2.3) y el abdomen hinchado, acompafiados de la reduccién en la

expectativa de vida y, en algunos casos, la muerte (Tentcheva et al., 2006; Brettell et al., 2017).

Figura 2.3 — Abejas adultas con alas deformadas provenientes de colmenas positivas para DWV. Fotografias
tomadas en el apiario experimental de la Facultad de Ciencias Veterinarias — UNLP.
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Mientras que sélo pueden observarse adultos con alas deformadas cuando la infeccién se da en estados
tempranos de desarrollo, este signo clinico no es evidente cuando la infeccidon se produce en estado adulto,
aunque las abejas sufren una reduccidn en su
expectativa de vida frente a infecciones agudas.
Numerosas vias de transmisiéon han sido descriptas,
entre las que V. destructor funciona como un muy
eficiente vector (Aronstein & Murray, 2010; Forsgren,
2010; Singh et al., 2010; Nazzi et al., 2012; Graystock et
al., 2013a; Peck et al., 2016; Tehel et al., 2019; Posada-

Florez et al., 2019; Bodden et al., 2019; Yousefi &

Figura 2.4 — Larvas de abejas obreras afectadas por SBV.
Fouks, 2019; Castelli et al., 2021; Dalmon et al., 2021;  Fotografias tomadas en el apiario experimental de la
Facultad de Ciencias Veterinarias — UNLP.

Yordanova et al.,, 2022). Presenta tres variantes

principales (DWV A, By C—Dalmon et al., 2017) y esta registrado como el virus mas prevalente en el pais (Ding
et al., 2016; Brasesco et al., 2020).

SBV fue descripto por White en 1913 como una virosis que afecta al estado larval y su primer reporte en
Argentina fue en 1996 (Allen & Ball, 1996). Las larvas infectadas forman un saco por acumulacion de liquido
entre el cuerpo vy la cuticula, que imposibilita la muda al estado de pupa (Bailey et al., 1964 — Figura 2.4). Si
bien, puede hallarse presente en abejas obreras adultas sin signos aparentes, disminuye su expectativa de vida
(Chen & Siede, 2007) y se aloja principalmente en las glandulas hipofaringeas (Mussen & Furgala, 1977),
facilitando su dispersion a través de las abejas nodrizas que alimentan a las larvas (Shen et al., 2005b). En la
actualidad, es uno de los virus de mayor distribucion en todo el mundo (Li et al., 2019; Beaurepaire et al.,
2020) y segun Dubois et al. (2020) podria formar parte del grupo de virus vectorizados por V. destructor.

Los virus ABPV, KBV, IAPV y BQCV pertenecen a la familia
Dicistroviridae (ICTV, 2023). Los primeros tres son
considerados parte del complejo viral AIK por su estrecha
relacién filogenética (de Miranda et al., 2010; King et al.,
2011). Presentan wuna signologia similar, causando la
mortalidad en abejas adultas, frecuentemente asociados a
casos de pérdidas de colmenas (Cox Foster et al., 2007). Las
abejas pueden morir rapidamente sin mostrar signos de

infeccidn, sobre todo en presencia de Varroa (Allen et al.,

1986). ABPV fue identificado por Bailey et al. (1963) quienes

Figura 2.5 — Larvas de abejas reinas afectadas por
BQCV. Fotografias tomadas a partir de celdas reales

describieron entre sus signos caracteristicos los temblores y
enviadas por productores al Laboratorio de

Virologia — FCV, UNLP. paralisis, mientras que Maori et al. (2007) observaron

Lic. Genchi Garcia, ML 46
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

inhabilidad para volar, ennegrecimiento gradual y pérdida de pilosidad previa a la muerte. Ademas, Varroa
actla como vector mecanico de este virus (Yafiez et al., 2020). KBV fue reportado por primera vez en 1974
(Bailey & Woods, 1977). Si bien no presenta signos caracteristicos, suele hallarse asociado al descenso abrupto
de la poblacién adulta de la colonia con una consecuente aparicién de enfermedades en larvas y pupas
(Hornitzky, 1987; Todd et al., 2004; Ribiere et al., 2008). Ha sido registrado recientemente en Chile y Brasil
(Riveros et al., 2018; Guimaraes-Cestaro et al., 2024), aunque no ha sido reportado en otros paises de América
del Sur (Maggi et al., 2016). IAPV fue aislado por primera vez en muestras que mostraban signos similares a los
causados por ABPV (Maori et al., 2007). Es una infeccién que generalmente es hallada de forma subclinica con
bajo titulo viral, aunque suministrado con el alimento o inoculado puede ser muy virulento (Maori et al., 2007;
Ribiere et al., 2008). Ha sido citado para Argentina en alta prevalencia (Reynaldi et al., 2011).

BQCV ha sido hallado en gran proporcién en colonias en colapso (Berényi et al., 2006; Runckel et al., 2011) y
fue reportado por primera vez en Argentina por Sguazza et al. en 2013. Es uno de los virus mds prevalentes
que afecta principalmente el desarrollo de las larvas y pupas reales (Bailey & Ball, 1983)(Figura 2.5) y, aunque
no causa signos o infeccidn evidente en abejas obreras adultas, se mantiene de forma crénica entre ellas por
transmisidn horizontal a partir del suministro de alimento por parte de las abejas nodrizas desde celdas
infectadas hacia las larvas sanas (Tentcheva et al., 2006; Chen et al., 2006a) o por transmisién vertical, desde la
reina a los huevos. Afecta principalmente a los criadores de reinas (De Grandi-Hofman et al., 2013), sin
embargo, altas cargas virales pueden comprometer la capacidad de orientacién de las abejas, aumentando la

deriva (Retschnig et al., 2019).

1.3. Vairimorpha spp. (=Nosema spp.)

Entre los patégenos que afectan a las abejas, los hongos coexisten con ellas abarcando un sinfin de
posibilidades de interaccién, pudiendo contrarrestar sus barreras inmunes y comportamientos de defensa
(Nicoletti & Becchimanzi, 2022) con gran éxito debido a la resistencia a cambios ambientales y produccion de
esporas (Islam et al., 2021). Tanto el ascomycete Ascosphaera apis como los microsporidios Vairimorpha spp.
son importantes por su potencial nocivo para las abejas y la apicultura (Jensen et al., 2013; Fries et al., 2013).

El recientemente reclasificado Vairimorpha spp. (ex Nosema spp.)(Tokarev et al., 2020), es uno de los
patogenos mas prevalentes, registrado a nivel mundial (Bailey, 1981; Bailey & Ball, 1991; Matheson, 1993;
Matheson, 1996; Higes et al., 2006, 2013b; Chauzat et al., 2007; Klee et al., 2007; Martin-Hernandez et al.,
2007, 2018; Chen et al., 2008; Williams et al., 2008; Yoshiyama & Kimura, 2011; Guzman Novoa et al., 2011;
Fries et al., 2013; Corradi & Selman, 2013; Han et al., 2017; Grupe & Quandt, 2020). Originariamente
descripto en A. cerana (Fries et al., 1996), el género Vairimorpha es actualmente hallado en multiples especies
(Higes et al., 2006; Klee et al., 2007; Chen et al., 2009a; Plischuk et al., 2009; Chaimanee et al., 2011; Botias et
al., 2013; Graystock et al., 2013b; Arbulo et al., 2015; Bravi et al., 2019; Genchi Garcia et al., 2019).

Particularmente A. mellifera puede ser infectada por tres especies, V. apis (Zander, 1909; Fries et al., 1993;
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Klee et al.,2007; Chen et al., 2009b; Higes et al., 2013b), V. ceranae (Fries et al., 1996; Higes et al., 2006; Huang
et al., 2007; Klee et al. 2007; Chen et al., 2009b; Botias et al., 2012; Higes et al., 2013b) y el recientemente
descripto V. neumani (Chemurot et al., 2017). Este género pertenece al phylum de los microsporidios que
comprende parasitos intracelulares obligados, comunmente encontrados en insectos, entre otras especies de
animales (Mathis 2000; Keeling & Fast, 2002; Franzen 2008; Troemel & Madhani, 2011). Presenta un
importante rol en la salud de las abejas (Higes et al., 2008; Emsen et al., 2020; Jabal-Uriel et al., 2022) y en los
sistemas ecoldgicos (Bojko et al., 2022a, 2022b; Chauvet et al., 2022), ya que han experimentado
evolutivamente una reduccién en sus genomas y proteomas, resultando en la dependencia metabdlica de su
hospedador (Corradi & Selman, 2013; Nakjang et al., 2013; Wiredu-Boakye et al., 2017; Dean et al., 2016,
2018). Su fisiologia les confiere caracteristicas especificas, incluyendo el potencial de permanecer latentes por
muchos afos (Kotkova et al., 2013) y enmascararse frente al sistema inmune del hospedador (Reinke et al.,
2017). Las especies de Vairimorpha son responsables de la enfermedad conocida como nosemosis, que
parasita las células epiteliales del ventriculo de las abejas adultas (Fries et al., 1996; OIE, 2024). Presentan la
capacidad de formar esporas (Galajda et al., 2021), que conforman el estado infectivo y son las Unicas que
pueden sobrevivir fuera de la célula hospedadora (Zander et al., 1984; Fries et al., 1996). Cada espora (Figura
2.6), contiene un esporoplasma —material infectivo- rodeado por una membrana y dos paredes extracelulares,
y otras estructuras, como el tubo polar, necesarias para el proceso de infeccién de las células hospedadoras
(Keohane et al., 1999; Galajda et al., 2021). Luego de ser ingeridas, las esporas llegan al ventriculo del
hospedador para completar su ciclo de reproduccion en el que extruyen el tubo polar y perforan la pared de
las células epiteliales intestinales para inyectar su esporoplasma en ellas y asi generar nuevas esporas, sin que

el hospedador identifique al parasito (Gisder et al., 2011).

Figura 2.6 — Esporas de Vairimorpha spp. en
macerados de intestinos de abejas adultas.
Imdagenes tomadas bajo microscopio éptico
con objetivo de aumento 400x: a- con filtro
de luz azul; b- sin filtro de luz azul.

De esta manera se extiende la infeccion entre las células del intestino produciendo dafos tisulares severos
(Higes et al., 2007; Garcia-Palencia et al., 2010; Maiolino et al., 2014; Panek et al., 2018). Millones de nuevas
esporas pueden hallarse en el intestino de una abeja infectada luego de algunas semanas de la infeccidn inicial
(Bailey & Ball, 1991) y aquellas que son excretadas con las heces se convierten en nuevas fuentes de infeccion

en la colonia, pudiendo mantener la capacidad infectiva por mas de un afo (Fries, 1993). Parasita a todas las
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castas y edades de abejas (Higes et al., 2009; Traver & Fell, 2011a, 2011b; Martin-Hernandez et al., 2012; Li et
al., 2017) aunque es mas prevalente en abejas pecoreadoras (Smart & Sheppard, 2012; Botias et al., 2013; Jack
et al., 2016; Jabal-Uriel et al., 2022). Su transmisién se da principalmente por la ruta fecal-oral (Higes et al.,
2007; Goblirsch et al., 2018; Blot et al., 2023). Las abejas adultas ingieren las esporas a partir de miel, polen o
agua contaminados (L’Arrivee et al., 1965; Bailey et al., 1991; Higes et al., 2008; Giersch et al., 2009; Formato
et al., 2022), por trofalaxis (Webster et al., 1993; Smith et al., 2012) o durante la actividad de forrajeo, limpieza
de la colmena y grooming (Bailey, 1955; Chen et al., 2008; Gisder et al., 2012; Martin-Hernandez et al., 2018).
Ademas, las glandulas hipofaringeas, mandibulares y salivales tienen un rol importante en el procesamiento
del alimento y la alimentacidn tanto de la reina como de las larvas, sugiriendo que podrian ser un vehiculo
para la transmisidn horizontal del patégeno (Shen et al., 2005b; Chen et al., 2006a, 2009a; Singh et al., 2010;
Copley et al., 2011).

Aunque las abejas infectadas no exhiben sintomas externos, la nosemosis produce desordenes digestivos, un
acortamiento de la esperanza de vida (Higes et al., 2007; Goblirsch et al., 2013; Vidau et al., 2014) y
disminuciéon del nimero de abejas en la poblacion de la colmena (Hassanein, 1953; Rinderer & Sylvester, 1978;
Malone et al., 1995; Higes et al., 2010; Botias et al., 2013; Bravo et al., 2014; Simeunovic et al., 2014; OIE,
2024). Ademads, compite con su hospedador por energia y nutrientes y causa lesiones en el intestino
propiciando una respuesta inmune inflamatoria (Castelli et al., 2020), causando un abdomen hinchado que
limita la absorcién de nutrientes, incrementa la demanda de energia y puede causar disenteria (Fernandez et
al., 2007; Mayack & Naug, 2009, 2010; Fries 2010; OIE, 2024). En combinacién con estresores ambientales
puede llevar al debilitamiento de las abejas y a largo plazo de la colonia (Goblirsch, 2018; Vejnovic et al.,
2018). Por otra parte, ha demostrado inducir multiples alteraciones fisioldgicas y comportamentales en los
individuos afectados (Higes et al., 2013b; Goblirsch et al., 2018; Martin-Hernandez et al., 2018) incluyendo
procesos involucrados en la regulacién de la muerte celular programada (Higes et al., 2013a; Kurze et al., 2015,
2018; Doublet et al., 2017; Martin-Hernandez et al., 2017), el metabolismo energético (Mayack & Naug, 2009;
Vidau et al., 2014; Grozinger et al., 2015; Kurze et al., 2016a), la modulacion del sistema inmune (Antlnez et
al., 2009; Li et al., 2018), la alteracion del polietismo y el forrajeo prematuro (Dussaubat et al., 2013; Lecocq et
al., 2016), el cese de la puesta de huevos en reinas infectadas (Schmid-Hempel et al., 1998), envejecimiento
prematuro de la poblacién (Vesely et al., 2003), vibracién del cuerpo (Fries et al., 2013), comportamientos que
aumentan la temperatura del nido como forma de inmunidad social, desordenes hormonales (Vidau et al.,
2014) y pérdida de la capacidad de vuelo (Botias et al., 2013).

La enfermedad resulta en el decrecimiento de la produccidn, la actividad forrajera y consecuentemente la
reduccion de la polinizacion (Goodwin et al., 1990; Anderson & Giacon 1992; Higes et al., 2008; Antunez et al.,
2009), pudiendo causar grandes dafios econdmicos a la industria apicola (Martin Hernandez et al., 2007; Higes
et al., 2008). Ha sido ampliamente documentada en climas tropicales, subtropicales y templados (Martin-

Hernandez et al., 2018; Grupe & Quandt, 2020, Pacini et al., 2021). Se ha asociado con el colapso de colonias
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(Higes et al., 2008, 2010; Villa et al., 2013; Bekele et al., 2015; Adjlane & Haddad, 2016; Giacobino et al.,
2016a; Maggi et al., 2016; Antlnez et al., 2017; Requier et al., 2018; Molineri et al., 2018; Martin-Herndndez et
al., 2018; Schiler et al., 2023) y usualmente se encuentra relacionada a infecciones virales producidas por
BQCV, el virus Y, y el virus filamentoso (Fries et al., 2013), siendo significativamente mas dafino en

coinfecciones con BQCV (Chen et al., 2007).

1.4. Ascosphaera apis, Paenibacillus larvae y Melissococcus plutonius

Ascosphaera apis (Maassen ex Claussen) Olive & Spiltoir es un hongo patégeno heterotdlico compuesto por
hifas septadas hialinas perteneciente a la familia Ascosphaeracea. Fue originariamente descripto por Maassen
en 1913 como Pericistis apis, luego reclasificado por Claussen en 1921 y finalmente por Spiltoir & Olive que

introdujeron el nombre del género Ascosphaera en 1955 (Spiltoir & Olive, 1955).

Figura 2.7 — Llarvas de abejas obreras infectadas por
Ascosphaera apis: a y b- Imagenes de momias (fotografia b
cortesia de la Dra. Albo); c- Cuerpos fructiferos de A. apis,
caracteristicamente esporocistos esféricos que contienen
esporas (tomada de Reynaldi et al., 2015).

La deteccidn molecular permitié diferenciar 4 especies que infectan a las abejas, de las cuales solo A. apis tiene
relevancia econémica (Hornitzky, 2001; Murray et al., 2005; James et al., 2005) siendo la que se ha encontrado
presente en Argentina desde 1978 (Rossi & Carranza, 1980; Albo et al., 2001), difundida en todas las zonas
productivas del pais (Reynaldi et al., 2003). Actualmente puede hallarse en todo el mundo, debido a la
trashumancia y a la presencia de esporas que pueden perdurar viables una decena de afios. Produce una
micosis invasiva, otorgandole a la cria de A. mellifera, un aspecto de tiza momificada, de dénde surge el
nombre de la enfermedad, cria yesificada (Hornitzky, 2001). La infeccidon ocurre cuando las larvas ingieren
esporas presentes en el alimento que germina en el interior del intestino posterior dando origen a la etapa
vegetativa del hongo (micelio), que invade la cavidad del cuerpo de la larva, resultando en su muerte y luego
continda creciendo hasta cubrir enteramente al organismo (Aronstein, 2010). Las larvas infectadas no
presentan sintomas mientras la cria se encuentra abierta, aunque sus cuerpos aparecen aumentados de
tamafio debido al desarrollo interno del hongo y de color blanco opaco. Posteriormente, la larva muere
después de ser operculada la celda, se vuelve esponjosa y adquiere la forma de la celda, luego se seca y se
endurece permaneciendo suelta en la misma celda en forma de yeso (momia) de color blanco o gris oscuro
(Albo et al., 2010)(Figura 2.7). Del mismo modo la infeccion puede darse a partir del contacto con la superficie

corporal, permitiendo que germine el micelio e invada el cuerpo hacia el interior. Las momias pueden

Lic. Genchi Garcia, ML 50
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2



CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

encontrarse en los cuadros y piso de la colmena, en las cercanias de la piquera y en torno a ella (Gilliam et al.,
1997). Las infecciones son frecuentes durante la primavera debido a que el crecimiento de los hongos se ve
favorecido en lugares frios, hUumedos y poco ventilados (Flores et al., 1996, Borum & Ulgen, 2008), lo que hace
mas susceptible a la cria después del operculado, a las colonias que disponen de un numero insuficiente de
abejas adultas para incubar correctamente sus crias, a las que estan creciendo o a aquellas que son pequeias
y tienen menor capacidad de producir calor. Las larvas de los zdnganos son las mas afectadas debido a que se
hallan en la periferia de los panales de cria. Las esporas se acumulan en cera, polen y miel, que sirven como
fuente de infeccién dentro de y entre las colmenas (Aronstein et al., 2010; Evison, 2015). Si bien la infeccidn se
produce por acumulacidn de esporas, existen factores predisponentes que conducen al desequilibrio interno
de la colmena facilitando la apariciéon de la enfermedad y su grado de severidad. La cria yesificada esta
distribuida mundialmente, aumentando su incidencia en la Ultima década (Kluser & Peduzzi, 2007). Aizen et al.
(2009) han demostrado que la actividad humana tiene gran influencia en esta tendencia. Esta enfermedad es
responsable de causar dafios y pérdidas significativas en términos de nimero de abejas y productividad de la
colonia (Garrido-Bailon et al., 2013), particularmente en combinacién con otros patégenos como V. apis (Aydin
et al., 2006), V. ceranae y V. destructor (Hedtke et al., 2011). Ademas, Cheng et al. (2022) han reportado que
ABPV y CBPV pueden replicar dentro de A. apis.

Por otra parte, A. mellifera es susceptible a una gran variedad de enfermedades bacterianas que contindan
siendo un gran problema para la actividad apicola por su gran capacidad infectiva (Milbrath, 2021), entre las
que se destacan loque europea (EFB) y loque americana (AFB), causantes de dafios econdmicos severos en
todo el mundo (Matheson, 1993; Alippi et al., 2004; Ellis & Munn, 2005; Wilkins et al., 2007, Roetschi et al.,
2008; Ponce de Ledén-Door et al., 2018; Boncristiani et al., 2021). Pertenecientes al phylum Firmicutes, fueron
descriptas por Schirach en 1769, aunque White en 1912 logré individualizarlas como dos enfermedades

diferentes.

Figura 2.8 — Larvas de abejas obreras afectadas por EFB: a- larva enferma dentro de la celda; b-

escama seca extraida de una colmena enferma; c- larvas enfermas en sus celdas (fotografiasay b
tomadas en el apiario experimental de la Facultad de Ciencias Veterinarias, fotografia c cortesia
de la Dra. Albo).

EFB es producida por la bacteria lanceolada anaerobia gram-positiva Melissococcus plutonius (Bailey, 1957,
1983, 1956; White, 1920), no formadora de esporas, con 37 variantes descriptas actualmente (Okumura et al.,

2011; Arai et al. 2012; Haynes et al., 2013; Budge et al., 2014; Takamatsu et al., 2014; Djukic et al., 2018,
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Ponce de Ledn-Door et al., 2018, Okumura et al., 2018, Lewkowski & Erler, 2019; Okumura et al., 2019) que
difieren en su virulencia (Arai et al., 2012, Lewkowski & Erler, 2019; Grossar et al., 2020; Milbrath, 2021) y
afectan principalmente a las larvas de A. mellifera (Bailey, 1956), A. cerana (Bailey, 1974) y, A. laboriosa (Allen,
Ball & Underwood, 1990). Descripta en 1912 como Streptococcus pluton, reclasificada en 1982 como M. pluton
y luego como M. plutonius (White, 1912; Bailey & Collins, 1982; Triper & de Clari, 1998), su diagndstico a
campo es complicado ya que la enfermedad puede evidenciarse a partir de multiples sintomas presentes en el
estado larval con gran variabilidad en su gravedad, o ser asintomdtica (Forsgren et al., 2005; Belloy et al., 2007,
Roetschi et al., 2008; Budge et al., 2010; O'Grady Milbrath et al., 2021). Cuando los sintomas se encuentran
presentes, el mas evidente es la muerte de las larvas en sus celdas acompafiada de una coloracion marrén
clara atipica (OIE, 2023b). EFB puede afectar a las larvas de obreras, zanganos y reinas una vez que la bacteria
ingresa directamente por ingestidn de alimento contaminado o indirectamente a través de las abejas nodrizas
que limpiaron previamente la celda de una larva infectada (Milbrath, 2021). Melissococcus plutonius
rapidamente se multiplica en las condiciones favorables que le ofrece el intestino de la larva infectada,
compitiendo por los nutrientes con su hospedador (Kathe et al., 2021). Su virulencia y patogenicidad se
encuentran asociadas a la produccién de una toxina que afecta las células intestinales (Forsgren et al., 2013;
Djukic et al., 2018; Grossar et al., 2020). Generalmente, las larvas infectadas son detectadas y removidas de
sus celdas por las abejas nodrizas. Aquellas larvas infectadas que no son detectadas, retrasan su desarrollo,
dejan de alimentarse y pierden su forma y color hasta transformarse es una masa semiliquida marrén que se
seca formando una escama sin adherencia a la celda, conforme progresa la enfermedad (Forsgren, 2010;
Djukic et al., 2018; OIE, 2023b)(Figura 2.8), aunque no todas las larvas infectadas mueren. Algunas colonias
pueden sobreponerse a la infeccién, mientras que otras se ven fuertemente debilitadas por la pérdida de cria
causando un eventual colapso (Forsgren et al., 2013), la pérdida de colonias (Ellis & Munn, 2005) y de manera
indirecta impactando econdémicamente en la produccion apicola y agricola dependiente de la polinizacién
(Laate et al., 2020; Jordan et al., 2021). Melissococcus plutonius es transmitida entre colonias por abejas
obreras adultas infectadas que llevan la bacteria hacia la colmena, entre colmenas y entre apiarios (Belloy et
al., 2007; Erban et al., 2017), por pillaje de miel contaminada o movimiento de materiales entre colmenas
producto de la actividad apicola (Hornitzky & Smith, 1998; Mckee et al., 2003; Forsgren et al., 2005). La carga
bacteriana en obreras adultas de colonias infectadas es usualmente alta (Erban et al., 2017) siendo mayor en
las obreras que se desempefian como nodrizas respecto de las que se encuentran en la piquera (Roetschi et
al., 2008). Aungue sea una bacteria no esporulante, el material contaminado se mantiene infectivo durante
largos periodos (Bailey, 1959, Bailey & Collins, 1982; Shimanuki & Knox, 2000, Forsgren et al., 2013). Por otra
parte, se han hallado altas prevalencias de EFB en larvas y adultos de colonias asintomaticas pero que se
encontraban cercanas a otras que si presentaban sintomas (Mckee et al., 2003; Forsgren et al., 2005; Belloy et

al., 2007; Roetschi et al., 2008; Budge et al., 2010; Erban et al., 2017), y ha sido reportada en América del Sur

Lic. Genchi Garcia, ML 52
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

en Venezuela, Colombia, Brasil, Uruguay, Chile y Argentina (Invernizzi et al., 2011; Haynes et al., 2013; Maggi
et al., 2016; Tibata et al., 2018b).

AFB es causada por la bacteria Paenibacillus larvae, anaerobia facultitativa gram positiva y formadora de
esporas (Ash et al., 1993; Heyndrickx et al., 1996). Comprende 4 genotipos (Genersch et al., 2006), de los
cuales los mas importantes epidemioldgicamente han sido detectados en América (Alippi et al., 2004; Ellis &
Munn, 2005; Antunez et al., 2007; Morrissey et al., 2015; Krongdang et al., 2017), descriptos por primera vez
en Argentina (Alippi, 1992; Alippi et al., 2004) y presentes en Brasil y Uruguay (Antunez et al., 2015; Maggi et
al., 2016). Solamente las esporas de P. larvae son capaces de producir la enfermedad (Tarr, 1937), pudiendo
permanecer viables por afos, incluso en condiciones extremas (Matheson & Reid, 1992; Shimanuki & Knox,
1991) dentro de la colmena, en la miel o en los materiales y equipos apicolas (OIE, 2023a). La incidencia de
AFB varia temporal y espacialmente (Otten & Otto, 2005; Wilkins et al., 2007b) y su dispersién se produce
frecuentemente durante el pillaje (De Graaf et al., 2001; Lindstréom et al., 2008), aunque también puede
ocurrir por intercambio de materiales en las colmenas (Shimanuki & Knox, 2000), cera que contenga esporas,
alimentaciéon con miel o polen contaminado (OIE, 2023a), transferencia de reinas infectadas (Shimanuki &
Knox, 2000) y a nivel de colonia, por la enjambrazén de una colmena infectada (Fries et al., 2006). Es la
enfermedad bacteriana mas severa y destructiva que afecta a A. mellifera (Brgdsgaard et al., 1998). Tiene
incidencia en los primeros estadios larvales al ingerir alimento con esporas que germinan en el intestino, se
multiplican, atacan a las células epiteliales intestinales y las atraviesan para invadir el hemocel (Woodrow &
Gochnauer, 1941; Davidson, 1970; Bailey & Ball, 1991; Dancer & Chantawannakul, 1997; Alippi et al., 2004,
Hrabdk & Martinek, 2007; Yue et al., 2008; Ebeling et al., 2017; Fiinfhaus et al., 2018) dispersando la infeccién
por todo el cuerpo conduciendo a la larva a su muerte por septicemia. La larva se vuelve marrén, semiliquida,
pegajosa y con olor putrefacto para finalmente secarse y formar una escama bien adherida a la celda, que
contiene millones de esporas (Bailey & Ball, 1991, OIE, 2023a, 2023b). AFB afecta al estado larval (Hoage &
Rothenbuhler, 1966; Bamrick, 1967), aunque las abejas adultas pueden actuar como transportadoras de
esporas ya que estas solo pueden germinar en larvas de menos de 48hs de edad (Wilson, 1971b; Hitchcock et
al., 2019) debido al desarrollo de la membrana peritréfica, que retiene a las bacterias en el lumen del intestino
(Davidson, 1970). AFB es una enfermedad socioecondmicamente muy importante y con significancia
internacional, en tanto la principal via de transmision es la miel contaminada con esporas (Shimanuki & Knox,
2000; Alippi et al., 2004). Por su gran importancia es una de las seis enfermedades listadas en el manual de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA, ex OIE) y de notificacion obligatoria (OIE, 2023a).
Adicionalmente, ha sido reportada la vectorizacion de P. larvae por Aethina tumida (pequefio escarabajo de la

colmena)(Schafer et al., 2010).

Por otra parte, estos patogenos han sido hallados en asociacidn a otras especies de insectos que comparten

ambiente con abejas meliferas (Plischuk et al., 2009, 2016; Singh et al., 2010; Evison et al., 2012; Reynaldi et
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al., 2013; Lucia et al., 2014; First et al., 2014; Maxfield-Taylor et al., 2015; McMahon et al., 2015; Gamboa et
al., 2015; Reynaldi et al., 2015; Ueira-Vieira et al., 2015; Sébastien et al., 2015; Manley et al., 2015; Miao et al.,
2016; Tehel et al., 2016; Dolezal et al., 2016; Plischuk et al., 2017; Porrini et al., 2017; Alvarez et al., 2018; Bravi
et al., 2019; Susevich et al., 2021). Estos hallazgos permitieron trazar la hipétesis del efecto de spillover entre
especies que comparten ambiente y recursos (Tehel et al., 2016; Dalmon et al., 2021; Pislak-Osepek et al.,
2021), aunque sean filogenéticamente distantes a A. mellifera (Levitt et al., 2013; Dobelmann et al., 2020). La
actividad de pecoreo/forrajeo representa un potencial riesgo de transferencia de patégenos desde y hacia
otros polinizadores (Tehel et al., 2016; Nanetti et al, 2021), mientras que el hombre juega un papel
importante en la facilitacion y promocidn de su dispersién (Lanutti et al., 2022). Esta perspectiva aumenta la
importancia de estos patdgenos no sélo por su afeccidn a las colmenas de abejas meliferas, sino también por
la posibilidad de utilizar a otras especies como reservorios, llevando a su dispersion y propiciando la

generacién de enfermedades emergentes en otras especies.

El presente capitulo proporciona la deteccion de los 12 patégenos con mayor importancia para la produccion
apicola en el pais, relacionados mundialmente con las pérdidas de colmenas. Los porcentajes de infestacion
por V. destructor, la deteccidon de virus ARN y sus coinfecciones, la presencia de bacterias y hongos y la
determinacién de los niveles de infeccién por el microsporidio Vairimorpha spp., son analizadas para las
diferentes regiones productivas del pais, brindando una actualizacién de su prevalencia y del estado sanitario

de las colonias productoras.

1.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los porcentajes de infestacidn por V. destructor, los niveles de infeccién de Vairimorpha spp. y la
presencia de virus ARN, M. plutonius, P. larvae y A. apis en las poblaciones productivas de abejas de Argentina
y evaluar la distribucidn geografica de los patégenos presentes.

2. Evaluar la implicancia de la presencia de patdgenos en poblaciones de abejas meliferas en cada una de las

regiones productivas del pais.

1.6. HIPOTESIS

1. Las poblaciones de abejas meliferas de Argentina albergan numerosos patdgenos cuya, distribucién
depende principalmente de la naturaleza de los patdgenos implicados y las caracteristicas de la region en la

que se encuentran.

2. MATERIALES Y METODOS

Las muestras colectadas durante otofio y primavera 2016-2022 (coleccién y zonas de muestreo descriptos en

el capitulo 1 y Figura 1.3) a partir de colmenas productivas, que no presentaban signologia evidente de
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ninguna de las enfermedades estudiadas, fueron analizadas para presencia de los virus ABPV, BQCV, CBPV,
DWV, KBV, SBV e IAPV, el acaro Varroa destructor, las bacterias Melisococcus plutonius y Paenibacillus larvae,
el hongo Ascosphaera apis y el microsporidio Vairimorpha spp. (ex Nosema spp.)(Tabla 2.1) a partir de técnicas
macro, microscépicas y moleculares. Cada muestra colectada, se corresponde con una Unica colmena,
considerada como una unidad de estudio. Luego de la coleccidn, las muestras se almacenaron a -80°C para la

correcta conservacion previo a su analisis.

) o Linaj [ Melj )
Regién Provincia N° muestras AL Nosema sp. EJSSGL'L?ECUS Virus
materno plutonius
Cuenca del Salado 105 104 80 B | 88
Noroeste 38 38 37 E | 10
| : : : s ] -
Buenos Aires - -

Metropolitana 10 10 10 10 | 10
CENTRO Norte 11 11 11 11 | 1
Sudoeste 33 33 33 33 | 27
Entre Rios 39 39 37 39 | 39
Santa Fe 24 23 22 23 | 2
Cordoba a1 a1 a1 | a1
NEA Misiones 15 15 11 15| IEE
: : ] | —
Taouman : : 5 —— ] >
Catamare : D 0 —— | —

cuYo
Mendoza 19 19 19 I | 19
o pampe [ W e T T

PATAGONIA

Rio Negro 20 19 20 I [ 20
TOTAL 402 396 361 \ [ 355

Tabla 2.1 — Nimero de muestras colectadas por provincia y region productiva. La provincia de Buenos Aires se encuentra
dividida en las zonas productivas propuestas por la Unidad de Coordinacidn Apicola en 2009. Se encuentran resaltadas las
columnas correspondientes a cada una de las enfermedades analizadas en este capitulo.

2.1. Deteccidn y cuantificacion de Varroa

La deteccion y cuantificacion de V. destructor fue realizada para 386 muestras acorde a la metodologia
validada por la OMSA (OIE, 2021; de la Sota & Bacci, 2005) con modificaciones. Aproximadamente 300 abejas
obreras adultas fueron colectadas por muestra, deslizando un frasco hacia abajo en ambos lados de 3 de los
cuadros de la cdmara de cria. Luego, a cada frasco se agregd 3 partes de agua, unas gotas de detergente y %
parte de alcohol etilico 70%, que actian como agentes tensioactivos, y se agitd vigorosamente para permitir la
separacion de los acaros de la cuticula de las abejas. Posteriormente, la mezcla fue vertida sobre un doble
tamiz. Mientras que el superior retuvo a las abejas, el tamiz inferior permitié recuperar los acaros presentes en

cada muestra. Tanto abejas como 4caros fueron contabilizados y el porcentaje de infestacidn fue estimado

n2 dcaros , 100
n? abejas

Figura 2.9 — Esquema de la prueba del frasco: metodologia validada por la OMSA utilizada para cuantificacion
de Varroa destructor.
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multiplicando por 100 el nimero de acaros por abeja [(nimero de acaros/nimero de abejas)*100 — Figura
2.9].

Los porcentajes de infestaciéon se dividieron en niveles acorde a las detecciones mas frecuentes y los
procentajes de acaros foréticos que los productores apicolas consideran limitantes para la aplicacién necesaria
de acaricidas.

2.2. Deteccidn de virus ARN

La deteccién de virus fue realizada sobre 355 muestras de acuerdo a Sguazza et al. (2013) con modificaciones.
Quince abejas obreras adultas fueron colocadas en bolsas herméticas para homogeneizacidon con 2 ml de
buffer fosfato salino (PBS) estéril (libre de nucleasas). El macerado fue colocado en un tubo eppendorf® de
1,5ml para su clarificacion por centrifugacién en una microcentrifuga refrigerada (Sorvall™- ThermoFisher
Scientific) a 13.300rpm durante 15 minutos. A continuacidn, se tomaron 200ul de sobrenadante, se agregaron
25ul de Proteinasa K (100ug/ pl — Inbio Highway®), se incubd durante 1 hora a 562C y se centrifugd en
microcentrifuga refrigerada a 13.300rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se colocaron 200ul de la
muestra en un tubo eppendorf® de 1,5ml y se realizd la extraccidon y purificacién del ARN viral con el kit Viral
Nucleic Acid Extraction Kit || (Geneaid) de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. EIl ARN fue
resuspendido en 50ul de agua ultrapura libre de nucleasas (sistema Milli-Q®) y su concentracion y calidad
medidas en un fluorémetro (Qubit®2.0, Invitrogen™) a partir de la cuantificacion de microgramos (ug) de ARN
extraido por microlitro de solucién. Luego, se realizé la transcripcion reversa del ARN utilizando la enzima
Molony Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT, Promega) de acuerdo a las especificaciones
del fabricante, en termobloque seco y con 40ng de random primers, para sintetizar el ADN complementario
(ADNCc). Posteriormente, se realizd una PCR multiple (mPCR) utilizando primers especificos para los 7 virus ARN
analizados (Tabla 2.2), en un volumen total de 25ul, de los cuales 5ul correspondieron al ADNc sintetizado
(0,5pug aproximadamente) y los 20ul restantes, a la mezcla compuesta por GoTag®ADN polimerasa (5u/ul),
GoTaq®buffer 5x, dNTPs 10mM, primers (2,25pM/ul) y agua ultrapura libre de nucleasas (sistema Milli-Q®),

utilizando el perfil de temperaturas propuesto por Sguazza et al. (2013) -desnaturalizacién inicial a 95°C

Nombre | Virus Secuencia nucleotidica (5'-3") Longitud de) Referencia
producto (ph)
AT APV GGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA 158 Sguazza et al.
APV GGGAGTATTGCTTITCTTGTTGTG (2013)
DWWV DWV TEGETCAATTACAAGCTACTTGG 269 Sguszza e.t al.
DW\r TAGTTGGACCAGTAGCACTCAT (2013) Tabla 2.2 — Secuencias de los
Lt SBV CaTAATIGCGEAGTEEANAGATT 342 Sz e 3l primers utilizados para la deteccion
SBVr AGATTCCTTCGAGGGTACCTCATC (2013) ) )
AT ABpy |__CGTGCCCTATTTAGGGTGAGGA P Sguazza etal. de virus en las muestras analizadas
ABPVr ACTACAGAAGGCAATGTCCAAGA {2013) y longitudes de fragmento de sus
Bacwvt BOCY CTTTATCGAGGAGGAGTTCGAGT R Sguazza et al. productos de amplificacion.
BOCWVT GCAATAGATAAAGTGAGCCCTCC (2013)
CBPVT CBRV AACCTGCCTCAACACAGGCAAC 774 Sguazza et al.
CBPVr ACATCTCTTCTTCGGTGTCAGCC [2013])
ANE KBV GGETGCCCTATTTAGGGTGAGGA 641 Dizefados por
KBVr TGCACGGGAAGTATAAATAATTCT Sguazza GH.
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durante 5 minutos, 40 ciclos de amplificacion de 95°C durante 30 segundos, 53°C durante 30 segundos, 72°C
durante 60 segundos y, una extensién final a 72°C durante 5 minutos-. Adicionalmente, se utilizéd un control
negativo de reaccién (para RT y mPCR) y controles positivos para virus obtenidos previamente a partir de
muestras positivas (para mPCR).

El tamafo de los productos de amplificacidn y su correspondiente asignacion a cada uno de los virus
estudiados (Tabla 2.2) se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% [0,8g agarosa/40ml de TBE1x
(trisaminometano, acido bdrico, EDTA 0,5M pH=8)] tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con luz UV en
transiluminador. Las asignaciones de los productos de amplificacion permitieron evaluar infecciones simples y

coinfecciones virales en el pais y por regién productiva.

2.3. Deteccidn y cuantificacion de niveles de infeccidn por Vairimorpha spp.

La presencia y cuantificacidon de Vairimorpha spp. fue determinada a partir de la evaluaciéon microscépica de
esporas en homogenatos de intestinos de abejas pecoreadoras. Las esporas de las diferentes especies de
Vairimorpha que afectan a las abejas son dificiles de distinguir microscdpicamente por su gran similitud (Chen
et al., 2009b). Como el objetivo de esta determinacién es evaluar la presencia del agente causal de la
enfermedad, se cuantificé la presencia de esporas sin realizar distincidon de especie.

Las muestras fueron tomadas en la piquera de la colmena, de modo de evitar colectar abejas jovenes que
tienen menos probabilidad de estar infectadas (OIE, 2024) y, posteriormente, conservadas a -20°C en alcohol

etilico 70%. Se analizaron 361 muestras de acuerdo con la técnica propuesta por Cornejo & Rossi (1975). Se

extrajeron 35 intestinos por muestra y se trituraron en 7 ml de agua
Abundancia media de la . . -
muestra (esporas/ml) Nivel de infeccién . L. .
destilada estéril en un mortero, hasta alcanzar una pasta homogénea
0-10.000 DESPRECIABLE
10.000 - 100.000 MUY LEVE . e 4 ez .. .
T T : T sin distincidn de estructuras o tejidos particulares. Una gota del
600.000 - 800.000 MEDIO h f | h "y ‘
300.000 — 1.000.000 GRAVE omogenato fue colocada en un hemocitometro (camara de
+1,000.000 MUY GRAVE L o,
Neubauer) y observada bajo microscopio dptico de campo claro con

fabla 2.3 - Niveles de infeccion para aumento x400, siguiendo la metodologia reportada por Cantwell
rmuestras positivas a Vairimorpha sp. Segun . . . .
E e (1970), para cuantificar la abundancia media a partir del recuento de
el recuento de esporas/ml. Valoracion
propuesta por Cornejo y Rossi (1875). esporas/ml. Se contabilizd el nimero de esporas dentro de cinco
cuadrados grandes de la cdmara incluyendo los bordes, sin tener en cuenta aquellas que se encuentran sobre
los bordes superior y derecho, y se realizé el célculo de esporas/ml multiplicando el nimero de esporas por el
factor de dilucién.
La clasificacion de las muestras por niveles de infeccion se realizé de acuerdo a la escala de valoracién

propuesta por Cornejo & Rossi (1975 — Tabla 2.3).

2.4. Deteccion de bacterias y hongos

La deteccidn de bacterias y hongos se realizé en 385 muestras acorde a las recomendaciones de la OMSA (OIE,

2012, 2023a, 2023b), a partir de la utilizacion de 10 abejas obreras adultas por colmena, mediante la técnica

Lic. Genchi Garcia, ML 57
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

de mPCR propuesta por Garrido-Baildn et al. (2013). Esta técnica permite amplificar el gen de ARN ribosémico
(ARNT) 5.8S de A. apis y el gen de ARNr 16S de M. plutonius y P. larvae (Govan et al., 1999).

Pese a ser enfermedades de la cria, la evaluacion de la presencia de A. apis, P. larvae y M. plutonius en abejas
adultas, ha presentado cantidades considerablemente mayores de esporas o de bacterias y hongos, que en el
analisis de las larvas, indicando que aun en ausencia de sintomas clinicos de la enfermedad, pueden actuar
dispersando agentes patégenos (Belloy et al., 2007; Roetschi et al., 2008) y, por ello, se ha demostrado que las
abejas obreras adultas son apropiadas para analisis epidemioldgicos (Lindstrom & Fries, 2005; Roetschi et al.,
2008).

La extraccién de ADN se realizd6 de manera conjunta para los 3 patdgenos colocando a las abejas en bolsas
herméticas para homogeneizacion con 2ml de PBS estéril (libre de nucleasas), a partir del siguiente protocolo.
La fase liquida del macerado fue colocada en un tubo eppendorf® de 1,5ml con 300ul de DNAzol®, incubado en
termobloque seco a 60°C durante 20 minutos con agitacién y colocado en un agitador de tipo vdrtex por otros
10 minutos a temperatura ambiente, para garantizar la ruptura de las estructuras de resistencia por accién
guimica y mecanica. Luego se centrifugd en microcentrifuga refrigerada a 13.000rpm por 5 minutos. Se
prepard un tubo nuevo que contenia 200ul de DNAzol® al que se transfirieron 500ul del sobrenadante,
homogeneizando suavemente la mezcla por pipeteo, previamente a ser centrifugado durante 10 minutos a
13.000rpm. Se tomaron 500ul del sobrenadante y se colocaron en un nuevo tubo, con igual volumen de
alcohol isopropilico frio, para precipitar los dcidos nucleicos y separar las proteinas. Se mezcld por inversion
del tubo y se incubd durante 15 minutos a -80°C para luego centrifugar la muestra durante 20 minutos a
13.000rpm. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y el pellet fue lavado con 200ul de alcohol etilico
70%, con agitacion durante 10 segundos, para luego ser centrifugado durante 5 minutos a 13.000rpm.
Finalmente, se elimind el sobrenadante y se dejo secar el pellet durante 15 a 20 minutos. Para resuspender el
ADN, el pellet fue rehidratado con 100ul de agua ultrapura estéril libre de nucleasas (sistema Milli-Q®) y
llevado a un termobloque seco durante 20 minutos a 60°C, con intervalos de agitaciéon en un agitador de tipo
vortex para completar la disolucién del pellet. La muestra se conservd a -20°C hasta su utilizacién. La eficiencia
de las extracciones fue corroborada en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
con luz UV en un transilluminador. Luego, se realizé la técnica de mPCR utilizando primers especificos (Tabla
2.4) y la reaccion fue llevada a cabo en un volumen total de 25, de los cuales 3ul correspondieron al ADN de
la muestra y, los 22l restantes, a la mezcla compuesta por GoTag®ADN polimerasa (5u/ul), GoTaq®buffer 5x,
dNTPs 10mM, primers (con concentraciones de 0,09uM para Ascos; 0,6 M para Meli y 0,05 uM para P.larvae)
y agua ultrapura libre de nucleasas (sistema Milli-Q®), utilizando el perfil de temperaturas descripto por

Garrido-Baildn et al. (2013).
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Longitud del
Nombre Bacteria Secuencia nucleotidica (5'-3') producto Referencia
(pb)
MeliFOR M. GTTAAAAGGCGCTTTCGGGT 581 Garrido-Bailon Tabla 2.4 — Secuencias de los primers
MeliREV plutonius | GAGGAAAACAGTTACTCTTTCCCCTA et al. (2013) . o,
Primerl | | AAGTCGAGCGGACCITGTGITIC . Govan et al. “t"'za(f'os para la deteccién de
Primer 2 ’ TCTATCTCAAAACCGGTCAGAGG (1999) bacterias y hongos en las muestras
[ Longitud del analizadas y longitudes de sus
Nombre Hongo Secuencia nucleotidica (5’-3') producto Referencia productos de amplificacion.
(pb)
| AscosFOR A. apis TGTGTCTGTGCGGLTAGGTG 136 Garrido-Bailon
| AscosREV - GCTAGCCAGGGGGGAACTAA et al. (2013)

Adicionalmente, se utilizé un control negativo de reaccidn (sin agregado de ADN) y controles positivos
obtenidos previamente a partir de escamas de loque europea, una momia de cria yesificada y una larva
infectada con loque americana a las que se les realizd el proceso de extraccion de ADN descripto
anteriormente con un paso previo de ruptura mecanica y agregado de Proteinasa K (200ug/ul) con incubacidn
a 60°C para permitir mayor abrasidn de estructuras de resistencia.

El tamafio de los productos de amplificacién y la asignacién a cada uno de los patdgenos (Tabla 2.4) fue
analizado a partir de electroforesis en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados con

luz UV en un transiluminador.

3. RESULTADOS

3.1. Porcentaje de infestacidon por Varroa

Regidn Provincia mu::tras Varroa sp. 0% 0-1% 1-2% 2-3% 3-4% 4-5% 5-10% 10-15% 15-20% >20%
Cuenca del Salado 105 99 45 29 9 8 2 3 1 2
Noroeste 38 38 25 5 4 2 1 - 1
Buenos Delta 8 8 3 2 2 - 1
Aires Metropolitana 10 8 1 3 1 2 1
CENTRO Norte 11 11 8 3 -
Sudoeste 33 33 22 4 1 - 2 X 2
Entre Rios 39 39 22 4 2 1 1 2 4 1 2
Santa Fe 24 23 14 5 2 2
Cordoba 41 41 19 11 6 - 3 1 1
NEA Misiones 15 11 11
Jujuy a 4 4
NOA Tucuman 5 5 - 3 1 1
Catamarca 2 2 2
CUvo San Luis 10 7 6 - - - 1 - -
Mendoza 19 19 8 a 3 2 - 1 1
LaPampa 18 18 18
PATAGONIA ~
Rio Negro 20 20 20
TOTAL 402 386 228 70 33 17 10 7 11 1 3 6

Tabla 2.5 — Numero de muestras analizadas para deteccién y cuantificacion de Varroa discriminadas por categorias de porcentaje de
infestacidn (0%, 0-1%, 1-2%, 2-3%, 3-4%, 4-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, >20%) en cada region productiva y provincia muestreadas.

De las 386 colonias analizadas, en 228 (59,07%) no ha sido detectada la presencia de Varroa, mientras que en
las restantes, los valores de infestacidn fueron superiores al 0,22%. Con el fin de ordenar el andlisis, de

acuerdo a los valores de cuantificacion presentes en mayor frecuencia, se dividieron los resultados en 10
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categorias conforme los resultados arrojados por la prueba del frasco: 0%, 0-1%, 1-2%, 2-3%, 3-4%, 4-5%, 5-
10%, 10-15%, 15-20%, >20% (siendo la categoria 0% la que contiene a las muestras en las que el dcaro no ha
sido detectado, a diferencia de las categorias restantes que contienen las muestras con valores de infestaciéon
en el rango indicado, siendo 0%-1% la categoria con muestras que arrojaron cuantificaciones entre 0,1% y 1% y
del mismo modo para las subsiguientes — Tabla 2.5).

Las primeras 5 categorias, con porcentajes de cuantificacidon entre 0% y 4%, concentraron la mayor parte de las
muestras analizadas y se hallaron presentes en todas las regiones productivas, mientras que las restantes
contenian sélo al 7,25% de las muestras en las que el acaro fue detectado, aunque con valores de infestaciéon
muy elevados para la produccion y supervivencia de las colonias presentes en la zona central del pais, en las
regiones CENTRO y CUYO. En las colonias analizadas para las regiones NEA y PATAGONIA no ha sido detectada
la presencia del acaro. A diferencia de ellas, CENTRO, CUYO Y NOA exhibieron valores de infestacién entre
0,22% y 73,39%, presentando CENTRO Y CUYO las categorias de infestacion mads altas y los mayores
porcentajes para presencia del dcaro. Las muestras comprendidas en la categoria 0-1% se hallaron en las zonas
CUYO y CENTRO, representando entre un 15% y 22% de las muestras analizadas para cada regién y un 18,13%

para el total de muestras analizadas en el pais.

ARGENTINA

11,54%

15,38% 4-5%

CATEGORIAS DE INFESTACION

10-15% -
15-20% M o0,78% 3,85% 3,33% 10-15%
» 0,33%
>20% 1,55% 9,09% 1% 15-20%
3,85%

2%
>20%

NEA

PATAGONIA

NOA

Cuyo

CENTRO

Figura 2.10 — Valores de porcentaje de infestacién por Varroa medidos con la prueba del frasco. En el grafico
de barras se puede observar la distribucién de la cuantificacidn a nivel nacional para cada una de las categorias
(siendo la categoria 0% la que contiene a las muestras en las que el dcaro no ha sido detectado a diferencia de
las categorias restantes que concentra las muestras con valores de infestacién en el rango indicado). El grafico
de anillos muestra la distribucion de los niveles de infestacion por region productiva. La ubicacion de los anillos
se corresponde con las cuantificaciones realizadas por region, ubicandose mas externamente las regiones con
mayores porcentajes de infestacion registrados e internamente, en las que no fue detectado el acaro.
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Tabla 2.6 — Cuantificaciones de Varroa  Conforme lo esperado, a medida que aumenta el porcentaje de

con valores de infestacién mayores al

B infestacidon, menor es la representacion de cada categoria; sin embargo,
10% en la region CENTRO.

las cuantificaciones de 5-10% en las regiones CENTRO y CUYO y >20% en

Sudoest 73,39% || la region CENTRO manifestaron una mayor representacioén a la esperada
udoeste
31,60% .
| (Figura 2.10).
33%
Buenos | Cuenca del 26,70% || Mientras que los valores maximos de cuantificaciéon para CUYO y NOA
i Salado 9, . ..
PR 20% || fueron de 6,81% y 3,18%, respectivamente, la regién CENTRO fue la
10%
Norte 179a% || Unica que presenté valores de infestacion mayores al 10%,
Metropolitana 12% || particularmente en las provincias de Buenos Aires y Entre Rios (listados
27,77% . e
2 por provincia en la Tabla 2.6), alcanzando cuantificaciones de 31,6%,
Entre Rios 25%
12.87% 33% y hasta 73,39% en la provincia de Buenos Aires.

3.2. Deteccion de virus ARN de cadena positiva

En cuanto a la deteccién de virus, las muestras exhibieron presencia de estos patdgenos en 136 de las 355

colonias analizadas, tanto en forma de infecciones simples como en co-infecciones (Figura 2.11).

100%

38,31%
50%

ARGENTINA
n= 355

0%

NOA
NEA
cuyo

Figura 2.11 — Porcentaje de detecciones

CENTRO -
PATAGONIA

negativas, positivas, infecciones simples
y co-infecciones para los virus ARN
analizados en el pais.

Todos los virus analizados se hallaron en el muestreo realizado, a excepcion de KBV, el cual resultdé negativo
para el total de las colonias. Las 5 regiones productivas presentaron detecciones positivas para 2 o mas virus,
aunqgue en diferentes proporciones y con diversos arreglos de co-infecciones virales (Tabla 2.7; Figura 2.13).
Particularmente, el porcentaje de infecciones simples fue mayor al 50% en CENTRO, CUYO, NEA y PATAGONIA,
a diferencia de NOA, donde la presencia de virus se manifestd Unicamente en forma de co-infecciones (Figura

2.11).
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Regidn Provincia N muestras Virus 1APY owv ABPV Bacv cepv SBY KBv
Cuenca del Salado 105 88 14 3 4 3 1 4
Noroeste 38 19 1 1 2
Delta 8 8 5 1 - 1
Buenos Aires
Metropolitana 10 10 1 3 3
CENTRO Norte 11 11 6 -
Sudoeste 33 27 10 1
Entre Rios 39 39 16 12 3 15 1 5
Santa Fe 24 24 5 5 - - - ]
Cordoba i1 41 15 3 - 3 - a
MNEA Misiones 15 15 1 1
Jujury a4 4 3
NOA Tucuman 5 5 2 2
Catamarca 2 2
San Luis 10 10 6 - 4
CUYD
Mendoza 19 19 6 1 5
La Pampa 18 13 1 3 - 2
PATAGONIA
Rio Negro 20 20 6 - 3 1 - 5
TOTAL 402 355 91 38 11 31 2 32

Tabla 2.7 — Deteccion de IAPV, DWV, ABPV, BQCV, CBPV, SBV y KBV en las muestras analizadas discriminadas por
regidn productiva y provincia de muestreo, independientemente de su participacion en infecciones simples o co-
infecciones.

El virus mas prevalente fue IAPV (con presencia en un 44,39% de las muestras positivas), seguido por DWYV,
SBV, BQCV, ABPV y CBPV, en orden decreciente de prevalencia (Figura 2.12). Mientras que IAPV, DWV, SBV,
BQCV y ABPV fueron hallados tanto en infecciones simples (Figura 2.14) como en co-infecciones, se advirtid
que CBPV esta presente en baja prevalencia, y solamente en co-infecciones para la region CENTRO,

especificamente en las provincias de Buenos Aires y Entre Rios.

120
Figura 2.12 — Prevalencia de

los virus presentes en
Argentina, expresada en
porcentaje, de acuerdo a la
cantidad de  detecciones
positivas para las poblaciones

80

60 -

40 DWV
sacv Y| ;2\11 18,54%
ABPV 15,12% Dt

cada virus. 5,36%

20
CBPV .
007 n= 136

muestradas. El tamafio de
cada circulo representa el

MUESTRAS POSITIVAS

porcentaje de prevalencia de

Cada region productiva presentd un perfil de infecciones virales diferentes, representado en la Figura 2.13.
CENTRO fue la regidn que presenté mayor cantidad de virus (positivos), siendo la Unica en la que todos los
virus detectados para el pais han sido hallados, seguida en abundancia de infecciones por la regidn
PATAGONIA, con 5 virus; CUYO, con 4; vy, finalmente, NOA y NEA, con presencia de 2 virus ARN en sus

poblaciones.
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CENTRO

Figura 2.13 — Mapa de presencia y prevalencia de virus ARN por regién productiva.

La prevalencia de las infecciones simples presentes para las

poblaciones del pais se encuentra graficada en la Figura 2.14. Por  Figura 2.14— Grafico de barras para
. . . prevalencia de infecciones simples en el pais.

su parte, las co-infecciones de 2, 3 y 4 virus halladas suman un

36,76% de las muestras testeadas positivas y estan detalladas en

la Figura 2.15, siendo las mas prevalentes: a) IAPV-DWYV, presente  so

en las regiones CENTRO y NOA; b) IAPV-SBV, en las regiones

CENTRO y PATAGONIA; c) IAPV-BQCV, en CENTRO y CUYO; d) a0« -

-~ R

BOcv SBv ABPY Dwv APy

DWV-SBV, en CENTRO, CUYO y PATAGONIA; y e) IAPV-DWV-
BQCV, en las regiones CENTRO y CUYO (Figura 2.15; Tabla 2.8).
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PORCENTAIES POR REGION PARA CADA CO-INFECCION PORCENTAIESEN
CO-INFECCIONES ARGENTINA PARA CADA
CENTRO NEA NOA CUYO  PATAGONIA Pl
BOCV-CBRY 2,78% = o = s %
TAPV-CBRY 2,78% - - - . %
SBV-CBRV 5,56% - - - - a%
DWV-BACY 5,56% - - . = 4%
IAPV-BOCY 13,89% - - 50% - 16% ¥
ABRV-SEY 2,78% = : 5 0% %
DWV-SBY 5,56% - - 33,33% 20% 0% *
IAPV-5BY 11,11% - . - 20% 0% *
DWV-ABPV 2,78% 100% - - - a%
IAPV-DWY 11,11% = 100% - - 12% *
|APV-SBY-BOCY 5,56% < s . - | 4%
TAPV-DWV-BOCY 11L,11% - - 16,67% | 10% *
IAPV-ABPV-SBY - . - 0% | 2%
TAPV-DWV-SBY 5,56% - | 4%
APV D ABPY 308% | %
TAOV-DWV-ABPY-5BY 1,78% | %
JAPYV-DWV-SBV-BOCY 5,56% | %
IAPV-ABPV-SBV-BACY 2,78% | %

Figura 2.15 y Tabla 2.8 — Esquema de co-infecciones y calculo de la proporcidn de cada una de ellas en el
pais y por region productiva. Los asteriscos marcan cada una de las co-infecciones, resaltado en color
magenta las de mayor prevalencia.

3.3. Deteccidn y cuantificacion de niveles de infeccidon por Vairimorpha spp.

La deteccion y estimacién de la abundancia media de Vairimorpha spp. en las 361 colonias analizadas fue

realizada a partir de la evaluacidn microscopica de las esporas del microsporidio (Figura 2.16).

Regién Provincia N® muestras | DESPRECIABLE | MUY LEVE LEVE MEDIO GRAVE MUY GRAVE

Cuenca del Salado 105 80 36 22 15 2 1 a

Noroeste 28 37 28 9 . . - .

Buenos Alres s : ' 2 - g L
Metropolitana 10 !_ﬂ 1 " -

CENTRO Norte 11 a1 2 1 8
Sudoeste 33 a‘ 14 14 3 - 2

Entre Rios 3% 37 14 7 5 1 2 L]

Santa Fe 24 22 13 4 3 - 2
Cordoba 41 41 7 4 7 3 - 20

NEA Misiones 15 A1 2 6 3 - -
Jujuy K 4 1 2 1 - -

NOA Tucumén 5 53 - 1 - 4
Catamarca 2 . £l = 1 - -

. San Luls 10 - L5 3 . 2 1
Mendota 19 19 12 4 2 - 1

S La Pampa 18 \'.I.S: 5 3 - = 7
Rio Negro 0 ;10 12 8 = = . =

TOTAL 402 361 150 g2 47 10 3 58

Tabla 2.9 — Niveles de infeccidn por Vairimorpha spp. en las muestras analizadas discriminados por regidn y por provincia de
acuerdo a la clasificaciéon de Cornejo y Rossi (1975).

Las estimaciones fueron incluidas en la
escala de valoracién propuesta por Cornejo y
Rossi (1975 - Tabla 2.9) con mayor
Figura 2.15 — Esporas de
Vairimorpha spp. en camara de  prevalencia de los niveles DESPRECIABLE,
Neubauer bajo  microscopio
Optico de campo claro x400 con

filtro de luz azul. general para Argentina, pero con variaciones

MUY LEVE y MUY GRAVE en el andlisis

particulares por region (Figura 2.17).
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La cuantificacién de esporas/ml permitio evaluar los niveles de infeccién presentes en cada regidn productiva,
siendo NEA la que presenta los niveles mas bajos de infeccion (con un maximo de 285.000 esporas/ml). Las
regiones restantes contienen valores de infeccidon pertenecientes a la categoria con mayor gravedad (MUY
GRAVE); con valores de hasta 2.290.000 esporas/ml (NOA), 17.400.000 esporas/ml (CUYO), 18.260.000
esporas/ml| (CENTRO) y 16.040.000 esporas/ml (PATAGONIA); siendo NOA la que mayor prevalencia del nivel

presenta (Figura 2.17).

CENTRO

Niveles de infeccién
por Vairimorpha sp. (ex Nosema sp.)

B DESPRECIABLE
B MUY LEVE
PATAGONIA _ B LEVE

- B MEDIO
B GRAVE

= MUY GRAVE ARGENTINA

>

n=361

A

Figura 2.17 — Mapa de prevalencia de los niveles de infeccidn por Vairimorpha spp.
discriminado por regiones productivas y grafico de prevalencia en el pais.

3.4. Deteccion de bacterias y hongos

Del total de colonias analizadas para presencia de A. apis, P. larvae y M. plutonius, sélo una muestra

perteneciente a Cuenca del Salado, provincia de Buenos Aires (region CENTRO) resulté positiva para el agente
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etioldgico de cria yesificada y ninguna de las muestras analizadas presentd loque americana. Sin embargo, la

deteccion de M. plutonius fue mayor (Tabla 2.10), resultando positivas el 17,92% de las poblaciones

analizadas.
: . P | — = Dateccitn | Ascoes P
Regidn Pecvincn muestras | farvae positiva | plutonius positiva apis positiva
Cuenca del Salado 105 92 - 92 ] 92 1
Noroeste 38 38 38 1 38 =
Buenos Delta 8 B 8 a 8 -
Aires Metropolitana 10 10 10 7 10 -
CENTRO Norte 11 1 = 11 2 11 : Tabla 2.10 — Resultados
Sudoeste 33 33 33 14 33 - de la deteccidn de A.
Entre Rios 39 39 39 5 39 £
Santa Fe 24 23 = 23 s 23 E apis, P. larvae y M.
Cérdoba 41 41 - 41 12 a1 - p/utonius en las
NEA Misiones 15 15 15 - 15 - lizadas
= - = - = - = - muestras analiza
NOA Tucuman s 5 - s 3 5 - discriminados por region
Catamaicy L 2 2 - 2 - y por provincia.
—— San Luis 10 7 7 1 7 :
Mendoza 19 19 19 3 19 -
o La Pampa 18 18 - 18 4 18 -
Rio Negro 20 20 20 - 20 -
TOTAL 402 385 385 69 385 1

A excepcidn de la region NEA, para la que no

hubo detecciones positivas, loque europea fue

registrada en las restantes regiones productivas

del pais.

Los valores de prevalencia fueron

similares en todas las zonas, aunque
los registros de presencia son mayores
en el norte del pais (NOA) y disminuyen

conforme aumenta la latitud (Figura 2.18).

Figura 2.18 — Mapa de detecciones

positivas y negativas de M. plutonius
discriminado por regiones productivas y
grafico de prevalencia de loque europea

en el pais.

POSITIVO

19,
POSITIVO

CENTRO

80,34%
NEGATIVO

10,
POSITIVO 17,92%

PATAGONIA POSITIVO

NEGATIVO

82,08%

NEGATIVO
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4. DISCUSION

En este capitulo se presenta la situacidn actual de las enfermedades mas prevalentes por zonas productivas a
través de la descripcion del perfil sanitario de las poblaciones de A. mellifera en torno a caracteristicas
biogeograficas, permitiendo actualizar la presencia y prevalencia de los patdgenos asociados al
despoblamiento de colonias que se encuentran en el pais. El 71,68% de las muestras analizadas presenté
deteccidn positiva para uno o mds de los patégenos analizados en este capitulo. De acuerdo con Chen et al.
(2007), aunque las barreras fisicas y quimicas generalmente evitan que los patégenos ingresen al cuerpo de la
abeja, éstos ocasionalmente las atraviesan y comienzan a multiplicarse. Asi, la prevalencia individual para
Vairimorpha spp. fue del 68,98% (tomando en cuenta todos los niveles de infeccién sin sumar los valores de
cuantificacidn nulos de la categoria DESPRECIABLE). Mientras tanto, las prevalencias individuales del resto de
las enfermedades no superaron el 50%. La prevalencia para V. destructor fue del 40,93%, los virus se hallaron
representados en un 38,31% de las muestras, mientras que 17,92% fue el porcentaje representativo de M.
plutonius y 0,26% la prevalencia para A. apis. Estos resultados se encuentran en relacién con aquellos
propuestos por otros autores para diferentes regiones del mundo (McMahon et al., 2015; Natsopoulou et al.,
2015; Dolezal et al., 2016; Tehel et al., 2016; Khezri et al., 2018; Mayack et al., 2022). Si bien la presencia de un
agente etiolégico no implica enfermedad, indica un estado de latencia en la colonia y, cuando las condiciones
se vuelven desfavorables generando stress e inmunodepresién, puede afectarla. Por otra parte, es importante
destacar que al analizar las interacciones se debe contemplar el contexto del ambiente en el que se insertan,
ya que la abeja se enfrenta a diversos estresores en las diferentes zonas que, a su vez, se encuentran bajo

diferentes practicas de uso de suelo (Fuentes et al., 2022) y manejos apicolas.

4.1. Infestacion por Varroa

Luego de su introduccion en nuevas poblaciones de abejas, las habilidades reproductivas de V. destructor vy,
por lo tanto, el grado de infestacién, eran bajos (Freeland et al., 2011). Sin embargo, un incremento de la
virulencia fue observado (Beaurepaire et al., 2015) propiciando su mayor dispersion y su estrecha relacién con
las pérdidas de colonias en Latinoamérica (Maggi et al., 2013, 2016; Antunez et al., 2015). Los resultados de
este capitulo, arrojan una prevalencia en el pais de 40,93%, presentando deteccidn del acaro en fase forética
con valores de infestacidon entre 0,22% y 73,39% en 3 de las 5 regiones productivas analizadas. Reportes
previos en Chile, Uruguay y Argentina indicaron una prevalencia de mas del 70% (Maggi et al., 2016). Esta
mencionada disminucidon podria ser el resultado de varios factores, tales como la eficiencia del manejo
integrado, que se realiza para disminuir el porcentaje de infestacidn en las colonias productivas y retrasar el
umbral de tratamiento; la relacion con los diversos haplogrupos y ecotipos de A. mellifera, que pueden influir

en la capacidad reproductiva del dcaro; el proceso de coevolucién huésped-parasito; la tolerancia que algunas
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colonias desarrollan frente a las infestaciones y la relacidon con caracteristicas ambientales en las diferentes
zonas.

De acuerdo con estos valores de prevalencia, mas de la mitad de las poblaciones analizadas se encuentran en
la categoria 0%, y la mayor parte de las colonias que presentan infestacidn lo hacen con valores debajo del 4%.
Estos niveles no representan una amenaza para la dindmica de las colonias, y podrian indicar que existen
linajes, o incluso ecotipos, presentes en el pais que exhiben buena capacidad de limpieza y gran
comportamiento higiénico o algun nivel de tolerancia a la infestacién. Frente a la presencia de patégenos o
parasitos, los hospedadores pueden controlar su impacto mediante tolerancia o resistencia a los mismos
(Clarke, 1986), definiendo tolerancia como la capacidad del hospedador para reducir el efecto del parasito; y
resistencia como la capacidad del hospedador para reducir la reproduccién del parasito (Schmid-Hempel,
2011). Por otra parte, actualmente existe una tendencia al control de V. destructor basado en la reduccién del
impacto de los acaros, sin necesidad de su eliminacién y sin dano a las abejas, a través de diferentes
estrategias de manejo integrado, con un enfoque holistico centrado en la biologia del dcaro y la relacién
hospedador-parasito (Vilarem et al., 2021) sin implicar la aplicacién de productos quimicos, teniendo en
cuenta su costo; el insumo de tiempo; el riesgo de generacién de resistencia en los dcaros, disminuyendo su
eficacia; los dafios en las abejas y la acumulacion de residuos en los productos de la colmena con su
consecuente efecto (Rosenkranz et al., 2010; Dietemann et al, 2012). Adicionalmente, los tratamientos
generalmente utilizados para el control del dcaro también remueven las presiones selectivas de la infestacion
natural, eludiendo procesos coevolutivos que lleven a una relacién hospedador-parasito estable (Neumann &
Blacquiere, 2016) a partir de la induccién de presiones de seleccidn reciprocas que generen rasgos de
resistencia en el huésped y contraadaptaciones en el pardsito (Van Valen, 1973; Milani, 1999; Schmid-Hempel,
2011), dirigiendo potenciales eventos de adaptacion local (Delfinado-Baker, 1988; Calis et al., 1999;
Rosenkranz, 1999). Paralelamente, los acaros de las colonias tratadas periédicamente pueden desarrollar
adaptaciones a los acaricidas utilizados (Milani, 1999; Maggi et al., 2009, 2010; Gonzalez-Cabrera et al., 2013,
2016, 2018;), pudiendo inducir niveles significativos de diferenciacion genética bajo diversos regimenes de
manejo de plagas (de Mee(s et al., 2007; Gandon et al., 2008; Mazé-Guilmo et al., 2016). Ademas, existe
evidencia de variaciones significativas a nivel poblacional y de colonia (Beaurepaire et al., 2015; Dynes et al.,
2017), en respuesta a la variacidon temporal de la cria de A. mellifera (Beaurepaire et al., 2017), aunque V.
destructor tenga un bajo nivel de diversidad genética fuera de su rango de distribucidn natural (Solignac et al.,
2005), y su dispersién a través del transporte de colonias por parte de los apicultores, pueda alterar los
escenarios de adaptacion local, dando lugar a poblaciones de acaros homogéneas (Criscione et al., 2005;
Boulinier et al., 2016). Asi, la posible generacidon de resistencia frente a los acaricidas propiciada por la
periodicidad o el incorrecto uso de los productos, y la elusién de los procesos coevolutivos asociados a las
técnicas de control del 4caro y manejo de las colmenas, podria explicar la presencia de colonias con niveles de

infestacion mayores, considerados como una amenaza para su supervivencia y la produccion. Del mismo
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modo, el desarrollo de tolerancia y/o resistencia de las abejas frente a Varroa, puede limitar el dafio causado
por una carga parasitaria determinada, o bien atacar a los parasitos y reducir su carga (Raberg, 2009). Existe un
problema potencial asociado a las abejas tolerantes y es la posibilidad de soportar una mayor carga de
pardsitos, actuando como un reservorio para las colonias susceptibles en los alrededores (Mitton et al., 2022).
Particularmente, el 7,25% de las muestras analizadas mostrd porcentajes de infestacion mayores a 4%. De la
Sota & Bacci (2005) y Fries et al. (2003) mencionan que la colmena que ingresa a la invernada con valores
superiores al 5%, presenta mayor probabilidad de muerte o fuga durante el invierno. Sin embargo, algunas
poblaciones de A. mellifera exhiben rasgos de resistencia o tolerancia que le permiten coexistir con el acaro
durante periodos prolongados, sin requerir ningun tratamiento (Locke & Fries, 2011; Strauss et al., 2016),
contribuyendo a reducir la prevalencia de enfermedades infecciosas vectorizadas o facilitadas por la presencia
de V. destructor, y mantener bajos indices de infestacién. Una serie de comportamientos tales como el
acicalamiento o grooming -autogrooming y allogrooming- y el comportamiento higiénico (Bagk & Wilde, 2015;
Locke, 2016; Leclercq et al., 2017; Nganso et al., 2017; Pusceddu et al., 2021), han sido observados en colonias
naturalmente resistentes, conduciendo a la reduccién del éxito reproductivo de los acaros (Oddie et al., 2017;
Nganso et al., 2018). Fries et al. (2006a) demostraron que colonias infestadas por V. destructor pueden
sobrevivir mas de 6 afos sin control, sugiriendo una relacién hospedador-pardsito que asegura la
supervivencia de ambas partes, a partir de una serie de adaptaciones y contraadaptaciones (Tompson, 1994;
Hafner et al., 1994; Schmid-Hempel, 2011). La expresién de rasgos de resistencia en colonias infestadas
mantenidas bajo presion de seleccidon natural podria desempefiar un papel importante, por cuanto pueden
afectar significativamente la aptitud del parasito (Neumann & Blacquiere, 2016; Eliash & Mikheyev, 2020),
resultando, a partir del proceso de seleccidn, colonias con tasas de infestacion mas bajas y una mayor
supervivencia en invierno (de la Mora et al., 2020). Se han analizado estas poblaciones, poniendo de
manifiesto que una amplia gama de mecanismos individuales y a nivel de colonia estadn involucrados, siendo
muchos de ellos, heredables (Rinderer et al., 2010; Kurze et al., 2016b). Estos rasgos, han sido estudiados en
Latinoamérica y, particularmente en Argentina, se observd mayor evidencia de grooming y supervivencia
después de la invernada (Russo et al., 2020b; Peck, 2021).

En cuanto a la regionalizacidn de los porcentajes de infestacion, en NEA y PATAGONIA no ha sido detectada la
presencia del acaro. Sin embargo, Mazepa et al. (2022) reportaron que las colmenas analizadas en la regidn
NEA mostraron diferentes comportamientos respecto de los porcentajes de infestacion del acaro, presentando
valores muy cambiantes entre colmenas, con maximos de 6,7% de infestacidon, mientras que otras colonias
presentaron porcentajes bajos, incluso nulos. Adicionalmente, en contraposicidn a los resultados hallados para
PATAGONIA, y en relacion estrecha con las variaciones de las regiones CENTRO Y CUYO, Fuentes et al. (2022)
advierten que las mayores pérdidas de colonias por varroasis se dan en climas frios y templados. CENTRO,
CUYO Y NOA exhibieron presencia del acaro, presentando las categorias de infestacién mas altas, con los

mayores porcentajes concentrados en CENTRO Y CUYO. Por su parte, Frey & Rosenkranz advirtieron en 2014,
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gue el crecimiento de la poblacidn a finales de temporada debe considerarse mas cuidadosamente en regiones
templadas, en dénde las colonias sufren mayores infestaciones y pierden mayor cantidad de abejas.

Conforme a lo esperado, a medida que aumenta el porcentaje de infestaciéon, menor es la representacién de
cada categoria; sin embargo, las cuantificaciones de 5-10% en las regiones CENTRO y CUYO y >20% en la region
CENTRO manifestaron una mayor proporcidn respecto de la esperada. Los valores maximos de cuantificacion
para CUYO y NOA fueron de 6,81% y 3,18%, respectivamente, la regidn CENTRO presenté valores de
infestacion mayores al 10%, particularmente en las provincias de Buenos Aires y Entre Rios, alcanzando
cuantificaciones de 31,6%, 33% y hasta 73,39%. Aunque no existe un limite fijo para el nUmero de acaros que
pueden ser tolerados y/o que correlacionan con el dafio de las colonias, el rango entre 2000 y 4000 acaros por
colmena ha demostrado correlacionar con su colapso (Delaplane & Hood, 1999; Lanutti et al.,, 2022) ya que, a
nivel poblacional, las colonias altamente infestadas pueden verse reducidas en su capacidad reproductiva por
la disminucidn significativa de las chances de apareamiento de los zdnganos que fueron parasitados durante su
desarrollo (Villa et al., 2009). Del mismo modo, ha sido reportado que niveles de infestacién mayores a 30% no
permiten a las colonias sobrevivir el invierno (Fries et al., 2003, 2006a; Rosenkranz et al., 2010; Dieteman et
al., 2013) y se relacionan con el colapso de la colmena o abandono del nido.

Los problemas que enfrenta la industria apicola respecto de las infestaciones de acaros probablemente estén
relacionados con el propio sistema, en donde los apicultores eliminan la presién selectiva inducida por el
parasitismo al eliminar los acaros (Fries et al., 2006a). Rosenkranz et al. (2010) propusieron la necesidad de
métodos de control y tratamiento alternativos a los quimicos que se realicen de forma sostenible, ligados al
conocimiento de la biologia del acaro y de los mecanismos innatos de defensa que les permiten a las abejas
tolerar la presencia del parasito. De este modo, la identificacion de poblaciones de abejas resistentes
proporciona informacidn valiosa para una solucidn sostenible. Actualmente, los mecanismos mas Utiles para
los programas de seleccién y mejoramiento son el comportamiento higiénico, la baja atractividad de la cria, la
supresion de la reproduccion del acaro, entre otros de dificil evaluacién e incierta heredabilidad (Verde et al.,
2013). La velocidad con la que una colonia elimina la cria muerta, infectada o parasitada, se correlaciona con
su capacidad de eliminar el brote enfermo (Akinwande et al., 2014) y, aunque la remocién de la cria infestada
no incluye necesariamente la muerte del dcaro, escapando en su mayoria, durante el proceso de remocién
(Vaziritabar et al., 2016), resulta en la interrupcion del ciclo reproductivo, retrasando el crecimiento de la
poblacién del parasito en la colonia. La supresién del éxito reproductivo es considerada crucial en la resistencia
adaptativa de A. mellifera (Mondragodn et al., 2006), traduciéndose en baja fertilidad, fecundidad y éxito de los
acaros, explicando la resistencia de las abejas en diversas poblaciones. Asi, algunos apicultores utilizan la
seleccidon, especialmente por comportamiento higiénico, sin recurrir al tratamiento quimico, manteniendo
colonias altamente productivas sin ningun tipo de control (Message et al., 2012).

Es importante considerar que el crecimiento de la poblacién de V. destructor en las colonias es un rasgo

seleccionable y hereditario (Lodesani et al., 2002; Maucourt et al., 2020), con influencia de muchas variables

Lic. Genchi Garcia, ML 70
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

gue incluyen factores como las condiciones ambientales (clima y nutricidn); la genética, tanto de los acaros
como de las abejas hospedadoras; la presencia de reinas viejas y las practicas apicolas (Le Conte et al., 1990;
Guzman-Novoa et al., 1996, 2012; de Guzman et al., 1999; Harbo & Harris, 1999; Harris et al., 2003; Giacobino
et al., 2014; Medina-Flores et al., 2014; Russo et al., 2020b), que del mismo modo, pueden tener un rol activo
en la contribucién de la supervivencia a las infestaciones (Mondet et al, 2020). Ademas, las tasas de
infestacidn y crecimiento de la poblacion del 4caro se ven afectadas por la reinfestacién debido a la deriva de
abejas -drifting bees- (DeGrandi-Hoffman et al., 2016; Nolan & Delaplane, 2017), mientras que su éxito
reproductivo estd influenciado por el tiempo de desarrollo de la cria y el comportamiento higiénico del
hospedador, sumado a la capacidad reproductiva y el genotipo de los acaros (de Guzman et al., 2007).

Aunque las nuevas técnicas de ARN de interferencia que inhiben la reproduccién de V. destructor pueden ser
utiles en el futuro (Leonard et al., 2020), se necesita informacién adicional sobre la relacién hospedador-
parasito (Vilarem et al., 2021), la biologia basica, la arquitectura genética y la historia demografica para
desarrollar medidas de control y programas de reproduccion sostenibles (Traynor et al.,, 2020),
comprendiendo las presiones selectivas que afectan el surgimiento de adaptaciones de diferentes poblaciones

de abejas meliferas a V. destructor, que permitan mitigar su impacto (Beaurepaire et al., 2022).

4.2. Presencia de virus ARN de cadena positiva

En cuanto a la deteccion de virus para Argentina, la prevalencia general es de 38,31% y se encuentran
distribuidos en todas las regiones productivas, sin excepcidn. Sin embargo, las colonias muestreadas no
presentaron sintomatologia caracteristica de ninguna de las virosis halladas, pudiendo indicar que los titulos
de infeccién no fueron lo suficientemente altos como para propiciar el desarrollo de la enfermedad. La causa
subyacente radica en que estos virus persisten naturalmente como infecciones incidentales de bajo nivel, o
encubiertas, causando enfermedades manifiestas soélo ocasionalmente, con eventual amenaza a la
supervivencia de la colonia (Martin et al., 2010), si bien no es frecuente su muerte por consecuencia directa de
infecciones virales, pero muchas de ellas se ven debilitadas (Dalmon et al., 2021).

Si bien los virus ARN se encuentran ampliamente distribuidos en América del Sur (Antinez et al. 2006, 2015;
Lanzi et al. 2006; Teixeira et al. 2008, 2012; Reynaldi et al. 2010, 2011, 2013; Barriga et al. 2012; Freiberg et al.
2012; Rodriguez et al. 2012, 2014; Brasesco et al. 2013, 2020; Lucia et al. 2014; Yafiez et al. 2014; Gamboa et
al. 2015; Anido et al. 2015; Castilla et al. 2015; Ding et al., 2016; Molineri et al., 2017; Riveros et al., 2017,
Alvarez et al., 2017; Genchi Garcia et al., 2019; Fernandez de Landa et al., 2020; Tibata et al., 2021; Salina et
al., 2021, 2023), y DWV, BQCV, SBV y ABPV son los que mayor dispersion presentan en el continente (Maggi et
al, 2016), es de gran complejidad la estimacién de su prevalencia, debido a que la mayoria de los analisis se
realizan a partir de casos de despoblamiento de colonias pudiendo sobreestimar su incidencia (Antlnez et al.
2006; Teixeira et al. 2008; Reynaldi et al. 2010; Rodriguez et al. 2012; Maggi et al., 2016; Genchi Garcia et al.,
2019). Asi, se ha reportado presencia de DWV, BQCV, SBV y ABPV en Colombia (Tibata et al., 2021) y en
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Ecuador (Bravi et al., 2020); DWV, CBPV, SBV y BQCV en Uruguay (Antunez et al., 2005, 2006); DWV, ABPV,
BQCV, IAPV, CBPV, KBV y SBV en Brasil (Chagas et al., 2019; Guimaraes-Cestaro et al., 2024); DWV, ABPV,
BQCV, IAPV, y SBV en Costa Rica (Chavez Galarza et al., 2024) y BQCV, SBV, DWV y KBV en Chile (Rodriguez et
al.,2012; Riveros et al., 2017); mientras que en Argentina se ha reportado mayoritariamente la presencia de
ABPV, BQCV, CBPV, DWYV, IAPV y SBV (Reynaldi et al., 2010, 2011; Sguazza et al., 2013; Brasesco et al., 2013,
2020; Ding et al., 2016; Molineri et al., 2017; Genchi Garcia et al., 2019; Salina et al., 2023).

DWV es considerado el virus mas prevalente y virulento en el mundo (Mondet et al., 2014; Natsopoulou et al.,
2017; Remnant et al., 2017; Mayack et al., 2022), aunque BQCV (Dalmon et al., 2021), SBV (Remnant et al.,
2017) y el complejo AIK (Mayack et al., 2022) también presentan elevada abundancia. Estos ultimos, pueden
presentar valores incluso mayores a los de DWYV, teniendo en cuenta que IAPV se encuentra, junto con CBPV,
dentro de los menos comunes entre poblaciones de abejas (Dalmon et al., 2021).

Teniendo en cuenta analisis con muestreos aleatorios realizados en Argentina y Uruguay (revisado en Maggi et
al., 2016), las prevalencias de los virus se encuentran entre 2-87,4% para BQCV; 3-47% para DWV; 2-26% para
SBV; 1-25% para CBPV; y 1-14,6% para ABPV (Anido et al., 2015; Castilla et al., 2015), sumado a los resultados
de Reynaldi et al. (2011), quienes hallaron un 41% de detecciones positivas para IAPV en las provincias de
Buenos Aires, Cordoba, Santa Fe, Entre Rios, San Luis y Rio Negro, aunque esta prospeccion fue realizada sobre
colonias en colapso.

Particularmente en este estudio, las colonias analizadas no mostraban signos de colapso ni presentaban
sintomas o signo alguno de enfermedad. El virus con mayor prevalencia fue IAPV, con un 44,39% de resultados
positivos, encontrandose en relacidn con los resultados de prevalencia de Reynaldi et al. (2011), superando a
DWV que fue el virus reportado con mayor prevalencia para Ding et al. (2016). Adicionalmente DWV, SBV y
BQCV presentaron prevalencias similares entre si, siendo 18,54%, 15,61% y 15,12% respectivamente,
halldndose entre los valores estimados para la regién. Del mismo modo, con valores de prevalencia asociados
a los estimados anteriormente, aunque con la menor prevalencia en este analisis, se encuentran ABPV (5,36%)
y CBPV (0,97%).

IAPV y KBV son virus comunes en Israel, Australia, Asia y Estados Unidos, aunque menos prevalentes en
Europa y América del Sur (Tentcheva et al., 2004; Cox-Foster et al., 2007; Maori et al., 2007; Antlnez et al.,
2009; de Miranda & Genersch, 2010; Genersch et al., 2010; Reynaldi et al. 2011; Teixeira et al. 2012; Porrini et
al., 2016; Riveros et al., 2017; Tibata et al., 2021). Sin embargo y, aunque los resultados de este capitulo no
reporten presencia de KBV en el pais, IAPV ha sido el virus con mayor prevalencia, presente en 4 de las 5
regiones muestreadas, siendo el mas prevalente en 3 de ellas. Adicionalmente, el tercer virus que conforma el
complejo AIK, ABPV, se encuentra ampliamente distribuido y es hallado con alta frecuencia (Berényi et al.,
2006; Reynaldi et al., 2010; Sguazza et al., 2013; Ding et al., 2016; Molineri et al., 2017; Chagas et al., 2019;
Genchi Garcia et al., 2019; Bravi et al., 2020; Tibata et al., 2021; Bordin et al., 2022; Mayack et al., 2022; Salina

et al., 2021; 2023), mientras que para los resultados expuestos, es uno de los virus con menor prevalencia en
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Argentina, aunque presenta altos valores de deteccidén en la region NEA. En relacién con estos resultados,
Mascena Peixoto et al. (2024), hallaron la presencia de cinco virus en Brasil, entre los que ABPV e IAPV fueron
los de mayor prevalencia. Segun lo reportado por Berényi et al. (2006), como ABPV, IAPV y KBV comparten una
gran similitud genética, se supone la derivacidon de un ancestro comun que luego evoluciond y se distribuyd
independientemente en diversas dreas geograficas, pudiendo identificar mayor o menor prevalencia de alguno
de ellos, en detrimento de los otros (Toplak et al., 2012; Tlak Gajger et al., 2021). Por otra parte, la dindmica de
ABPV permite que este virus tenga un importante rol en el colapso de colonias, especialmente en invierno
(Bordin et al., 2022), pudiendo estar afectada su prevalencia por el momento de toma de muestra, generando
un sesgo en el resultado. En contraste con el complejo AlK, los virus mas prevalentes a nivel mundial son DWV
y SBV (McMahon et al., 2015; Remnant et al., 2017; Manley et al., 2019; Dalmon et al., 2021). Chen & Siede
(2007) registraron a SBV como el virus con mayor distribucién, en relacién con los reportes de Bailey et al.
(1964) y Clark (1978). Morawetz et al., (2018) lo reportaron como el de mayor prevalencia en Europa, tanto en
colonias sintomaticas como asintomaticas (Blanchard et al., 2014) y, aunque ha sido hallado en otras regiones
del mundo en alta prevalencia (Beaurepaire et al., 2020), los resultados de este capitulo lo posicionan en
tercer lugar para el pais. Pese a que su porcentaje de presencia se encuentra muy por debajo al de IAPV, se
encuentra presente en 3 de las zonas muestreadas, ocupando junto con este el lugar de mayor prevalencia
para PATAGONIA. Por su parte, DWV ha sido el segundo virus mas prevalente, con presencia en las 5 regiones
productivas registrandose como el de mayor incidencia en CUYO, y en NEA junto con ABPV, aunque su
frecuencia es menor a la reportada en otros andlisis realizados previamente para el pais (Molineri et al., 2017
Brasesco et al., 2020; Salina et al., 2023).

Si bien la prevalencia estimada para BQCV no lo ubica dentro de los virus con mayor presencia para las
colonias de nuestro pais, si lo es para otras regiones del mundo (Bailey & Woods, 1977; Rodriguez et al., 2012;
Anido et al. 2015; Castilla et al. 2015; Chagas et al., 2019; Beaurepaire et al., 2020; Dalmon et al., 2021; Tibata
et al., 2021, Bordin et al., 2022) con gran incidencia en las poblaciones de abejas adultas (Tentcheva et al.,
2004). Fue hallado en 3 de las regiones productivas analizadas, y se ha ubicado como segundo virus mas
prevalente en la regidn CUYO. Teniendo en cuenta que tanto DWV, BQCV como SBV presentan su mayor
incidencia en primavera y verano (Tentcheva et al., 2004; Bordin et al., 2022), los andlisis de prevalencia no
deberian reflejar sesgos en los resultados debido a la época de muestreo.

Aunque CBPV se encuentra ampliamente distribuido (Tentcheva et al., 2004; Antunez et al., 2005; Berényi et
al., 2006; Nielsen et al., 2008; Sguazza et al., 2013; Ding et al., 2016; Dalmon et al., 2021; Mraz et al., 2021;
Tlak Gajger et al., 2021; Bordin et al., 2022; Salina et al., 2023), probablemente debido al intercambio
comercial intensivo (Allen & Ball, 1996), los resultados para este capitulo lo reportan como el virus menos
prevalente en el pais, hallado sélo en una de las regiones analizadas y, particularmente solo en co-infecciones.

Las diferencias puntualizadas con otros estudios sugieren la posibilidad de una particular distribucién,

presencia y prevalencia de los virus, en asociacién con las caracteristicas ambientales, especificamente de
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floracién y climaticas de nuestro pais, y en relacidén con los diversos ecotipos desarrollados en cada region
particular.

De acuerdo con las observaciones de Molineri et al. (2017), quienes reportaron que las infecciones virales son
mas frecuentes en zonas templadas, CENTRO fue la regién que presenté mayor cantidad de virus, seguida en
abundancia por la region PATAGONIA, CUYO, y luego NOA y NEA. En la region CENTRO se determind la
presencia de IAPV, DWV, BQCV, SBV, ABPV y CBPV, en relacién a los analisis realizados para la misma zona por
Sguazza et al. (2013) y Salina et al. (2023), mientras que Reynaldi et al. (2010) reportaron presencia de CBPV,
ABPV y SBV. La region presenté mayor prevalencia de IAPV, seguido por DWV y BQCV (en igual proporcién),
mientras que NEA presentd solo presencia de DWV y ABPV con un 50% de detecciones positivas para cada uno
de ellos. Molineri et al. (2017) realizaron un estudio que abarcé las provincias de Santa Fe, Chaco y Formosa
(pertenecientes a las regiones CENTRO y NEA) hallando DWV y ABPV como los virus mas prevalentes, aunque
BQCV presenté valores menores e IAPV no fue detectado. CBPV fue detectado para la regién CENTRO, pero su
prevalencia es menor a la previamente reportada por Molineri et al. (2,2%) y por Reynaldi et al. (26,2%). Del
mismo modo, la presencia de diferentes variantes de DWV fue reportada por Brasesco et al. (2020) para las
provincias de Buenos Aires, Santa Fe, Cordoba, Santiago del Estero, Rio Negro y Mendoza (pertenecientes a las
regiones CENTRO, NOA, CUYO y PATAGONIA), mientras que los resultados de este capitulo determinan su
presencia en las 5 regiones productivas, aunque con diferencia de prevalencia, siendo el virus mds prevalente
en CUYO.

El porcentaje de infecciones simples fue mayor al 50% en CENTRO, CUYO, NEA y PATAGONIA, a diferencia de
NOA, donde la presencia de virus se manifestd Unicamente en forma de co-infecciones. Las co-infecciones mas
prevalentes fueron a) IAPV-DWV (CENTRO y NOA); b) IAPV-SBV (CENTRO y PATAGONIA); c) IAPV-BQCV
(CENTRO y CUYO); d) DWV-SBV (CENTRO, CUYO y PATAGONIA); y e) IAPV-DWV-BQCV (CENTRO y CUYO), y el
total de ellas sumé un 36,76% de las muestras testeadas. Un factor importante en la presencia de co-
infecciones es que la presencia de un virus puede facilitar la deteccidn de otros (Mondet et al., 2014) debido a
su capacidad de transmisién (Zhao et al., 2019; Dubois et al., 2020) e inmunosupresion.

Cada region productiva presentd un perfil de infecciones virales diferente, sugiriendo una asociacién con las
caracteristicas ambientales de cada zona, como las condiciones climaticas y la presencia o ausencia de otros
patogenos. Castelli et al. (2021) proponen que la distribucién geografica propicia una dinamica espacio-
temporal de las infecciones que es compleja. De acuerdo con ello, y respecto de los anadlisis previos
presentados para el pais, no solo la presencia, sino también las diferencias en las prevalencias, indicarian un
cambio en el escenario predisponente para la aparicion, expresion y transmision de estos patdgenos.

Algunos de estos virus han sido también asociados a los parasitos V. destructor y Braula schmitzi, y han sido
registrados en otras poblaciones de artrépodos (Shen et al., 2005a; Di Prisco et al., 2011; Francis et al., 2013;
Reynaldi et al., 2013; Lucia et al., 2014; Mondet et al., 2014; Alvarez et al., 2017; Avalos et al. 2019; Posada-

Florez et al., 2019; Truitt et al., 2019; Bravi et al., 2019, 2020; Figueroa et al., 2020; Piot et al., 2020; Yafez et
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al., 2020; Susevich et al., 2021; Dalmon et al., 2021; Rasmussen et al., 2021), que podrian potencialmente
participar como reservorios o en la transmision de las infecciones virales (Levitt et al., 2013; Dobelmann et al.,
2020; Yafez et al, 2020). Ademas, poseen una gran capacidad de riesgo de spillover debido a su gran
adaptabilidad y distribucion, aumentando el riesgo de incrementar su rango de especies hospedadoras (Evison
et al., 2013) y su presencia en el ambiente. La dispersidon puede verse favorecida por la limitacién de la
respuesta inmune que genera la infestacién por V. destructor, asi como las alteraciones en los patrones de
sefializacion, que llevan al debilitamiento de la colonia y el aumento de las cargas virales por inmunosupresiéon
como resultado de infecciones secundarias (Mondet et al., 2014; Annoscia et al., 2019). Adicionalmente,
algunos autores sugieren que las flores presentan un papel importante en esta transmision (Durrer & Schmid-
Hempel, 1994; Singh et al., 2010; Alger et al., 2019; Yafez et al., 2020; Burnham et al. 2021; Dalmon et al.,
2021).

Una de las alternativas propuestas para el control de los virus puede ser el control eficiente de Varroa, que
reduce considerablemente el impacto de las co-infecciones (Rosenkranz et al., 2010). Otros estudios sugieren
que la resistencia a los virus tiene un importante componente genético (Dieteman et al., 2012; Evans et al.,
2013), mientras que otros autores estudian la posibilidad de generacion de ARNs de interferencia (Yang et al.,
2018). En este sentido, el conocimiento de la prevalencia de los virus en el ambiente, junto con sus rutas de
transmisidn, es una herramienta indispensable para el desarrollo de planes de contingencia para el control de
pérdidas de abejas afectadas por virus en cada situacién regional particular, como también para la generaciéon
de alternativas de manejo integrado que permitan reducir las cargas de patdgenos en las colonias y mejorar su
estado sanitario. Del mismo modo, diferencias ecoldgicas entre los hospedadores pueden estar relacionadas a
la prevalencia de las infecciones, por ello es necesario realizar estudios periddicos y analizar su dindmica en
relacién con las comunidades de artrépodos que coexisten con ellos para determinar el rol de hospedador,
reservorio o potencial vector en un marco ecosistémico mas amplio al de la colonia de abejas.

En conclusion, la prevalencia de virus y su habilidad para producir la enfermedad, es el resultado de multiples
factores, por lo tanto, es preciso realizar andlisis holisticos, con cierta periodicidad, que permitan no sélo
evaluar la presencia de los patégenos sino también su interrelacion y la implicancia en la supervivencia de las

colonias, para poder prevenir posibles brotes por aumento de cargas virales.

4.3. Infeccién por Vairimorpha spp.

El microsporidio Vairimorpha spp. es uno de los parasitos de A. mellifera con mayor prevalencia a nivel
mundial (Higes et al., 2013b; Goblirsch et al., 2018; Martin-Hernandez et al., 2018; Blot et al., 2023). Los
resultados de este capitulo exhiben una incidencia en Argentina del 68,98%, prevalencias similares a las
halladas por Pacini et al. (2021). Adicionalmente, este parasito ha sido registrada en otros paises de la regién y
del mundo con elevada frecuencia en las poblaciones (Chauzat et al., 2007; Chen et al., 2008; Traver & Fell,

201143, 2011b; Kamler et al., 2011; Botias et al., 2012; Staron et al., 2012; Csaki et al., 2015; Milbrath et al.,

Lic. Genchi Garcia, ML 75
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

2015; Porrini et al., 2016; Papini et al., 2017; Shumkova et al, 2018; Matthijs et al., 2020). La deteccién y
estimacion de la abundancia media del microsporidio presentd mayor prevalencia de los niveles
DESPRECIABLE, MUY LEVE y MUY GRAVE en el analisis general, con variaciones particulares por regidn
productiva. NEA presenta los niveles mas bajos de infeccidn (con un maximo de 285.000 esporas/ml),
resultados similares a los hallados por Mazepa et al. (2022) para la zona. Las regiones restantes contienen
valores de infeccidon pertenecientes a la categoria con mayor gravedad (MUY GRAVE), siendo NOA la que
mayor prevalencia del nivel presenta, seguida por CENTRO, CUYO y PATAGONIA. Molina et al. (1990),
observaron un 55% de prevalencia en primavera, y valores similares fueron registrados por Espésito et al.
(2007) en la provincia de Rio Negro. Numerosos factores han sido reportados con influencia directa en la
aparicion, dindmica y virulencia de la enfermedad, como las condiciones ambientales, las practicas apicolas, la
genética de las abejas, y la interaccién con agroquimicos y otros patdgenos (Klee et al., 2007; Fries, 2010;
Gisder et al., 2010; Martin-Hernandez et al., 2018; Galajda et al., 2021), que propician diferentes grados de
incidencia segun la regidn analizada.

Si bien es una enfermedad de amplia distribucidn, se la considera de importancia en regiones templadas en
asociacion a factores climaticos como la temperatura, humedad y precipitaciones (De la Sota & Bacci, 2005;
Martin-Hernandez et al., 2009; Gisder et al., 2010; Chen et al., 2012). El potencial de exposicién a esporas
dentro de la colonia aumenta cuando el clima adverso impide el vuelo de limpieza de las abejas infectadas, y
en consecuencia, la temperatura puede afectar la intensidad del parasito (Meixner et al., 2014; Retschnig et
al., 2017), por lo que se espera encontrar recuentos de esporas mas altos en las regiones templadas en
comparaciéon con ambientes mas benignos como las regiones subtropicales. Sin embargo, Blot et al. (2023)
proponen que el parasito podria beneficiarse de la reduccidon en la variacién estacional que presentan los
climas tropicales y subtropicales. Por otra parte, la infectividad de las distintas especies de Vairimorpha spp.
varia con las condiciones climaticas propiciando dindmicas de infeccion que le permiten presentar un
crecimiento poblacional diferencial en distintas estaciones y regiones, pudiendo hallar altas cargas del parasito
incluso en invierno o en climas frios (Fries, 2010; Gisder et al., 2010, 2017; Chen et al., 2012; Holt et al., 2013)
con sintomas graves (Galajda et al., 2021). Si bien el clima es un rasgo particularmente importante en el ciclo
de vida de los microsporidios y la evolucién del parasitismo (Fries, 2010; Meixner et al., 2014), Pacini et al.,
(2021) sugieren que las variaciones de temperatura y humedad, por si solas, no explican los niveles de
infeccidn en las diferentes regiones de Argentina. Estas diferencias regionales pueden estar relacionadas a los
recursos nutricionales con impacto directo en la salud de las abejas (Alaux et al., 2010b; Branchiccela et al.,
2019). Asi, una dieta polifloral con polen de buena calidad, afecta positivamente la fisiologia de las abejas
nodrizas, y la tolerancia a Vairimorpha sp. (Crailsheim & Stolberg, 1989; Huang, 2012; Di Pasquale et al., 2013;
Ferguson et al., 2018; Castelli et al., 2020). A su vez, el comportamiento higiénico también podria estar
relacionado con las reservas de polen, en tanto Janmaat & Winston (2000) observaron que la tasa de remocién

de larvas infectadas se incrementd con mayores reservas de polen, indicando su posible contribucién al
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control de la enfermedad. Al mismo tiempo, las practicas apicolas pueden promover las formas mas virulentas
de patogenos mediante transmision horizontal (Fries & Camazine, 2001).

Para Jabal-Uriel et al. (2022) tanto la edad de la abeja como la estacién del afio presentan un importante rol en
la dindmica de la infeccién. Asi, se han reportado patrones estacionales para las distintas especies de
Vairimorpha spp., en diversas regiones del mundo (Molina et al., 1990; Copley et al., 2011; 2012; Mazepa et
al., 2022). Por otra parte, Mendoza et al., (2013) y Fries et al. (2013) reportaron que la infeccidn incide en el
tamafio de las colonias y la mortandad durante el invierno. La infeccion producida por este parasito puede
inducir cambios fisioldgicos y de comportamiento, eventualmente reduciendo su supervivencia, con posibles
interacciones nocivas con otros estresores (Higes et al., 2013a; Goblirsch et al., 2018; Martin-Hernandez et al.,
2018; Blot et al., 2023). Sumado a ello, el miscrosporidio fue detectado en colonias en colapso (Chen et al.,
2008; Higes et al., 2008; Martin-Hernandez et al., 2018), aunque su rol en este fendmeno ha sido ampliamente
debatido (Chen et al., 2012; Schiiler et al., 2023). En Argentina se ha explorado su impacto y, mientras algunos
autores concluyeron que la nosemosis produce una alta mortalidad de las colonias de A. mellifera (Sarlo,
2010), otros estudios no pudieron encontrar relacidon entre los recuentos de esporas y los parametros de
fuerza de la colonia o mortalidad relacionada con infecciones altas (Signorini et al., 2014).

Existen numerosos factores que favorecen el riesgo de infeccidén, aunque esta puede desaparecer por si sola al
comienzo de la temporada, cuando las abejas salen de la hibernacién. Sin embargo, Higes et al. (2008)
describieron a este fendmeno en primavera como una falsa recuperacién, ya que cuando la colonia crece
rapidamente, la reina aumenta su postura, y como resultado del aumento de la poblacién, se evidencia una
disminucién de la prevalencia. Esto puede explicar la mayor prevalencia de los niveles de abundancia menores
para las colonias analizadas.

Teniendo en cuenta que la prevalencia del parasito varia segun las condiciones ambientales, y entre colonias
(Varis et al., 1992), tanto su deteccidn como la prevencion son importantes para las poblaciones de abejas y
para la produccién, ya que la lesiéon del aparato digestivo lleva al aumento del consumo de las reservas
corporales y a la disminucién del forrajeo, que se traduce en menor produccidon de miel y actividad de
polinizacién (Anderson & Giacon, 1992; Higes et al., 2008; Antlnez et al., 2009). Adicionalmente, se
desencadena un desequilibrio en la poblacién que debilita a la colmena. Ademas, la tolerancia a otras
enfermedades es menor cuando las colmenas estan afectadas por nosemosis (Vivas Espinosa, 2015), pudiendo
propiciar brotes de otras enfermedades (Martin-Hernandez et al., 2012).

Existen numerosas estrategias de control y prevencion para contrarrestar el efecto del miscrosporidio. Las
buenas practicas apicolas y las medidas de bioseguridad brindan herramientas que permiten evitar su
propagacion (Schmid-Hempel & Tognazzo, 2010; Mufioz et al., 2014; Rivera-Gomis et al., 2019; Pietropaoli et
al., 2021; Pietropaoli & Formato, 2021; Formato et al., 2022); la seleccidon de poblaciones resistentes tiene un
gran potencial entre las soluciones sostenibles (Hatjina et al., 2014); la utilizacidon de extractos de plantas y

compuestos orgdnicos reportaron ser efectivos para el control de nosemosis (Tauber et al., 2019; lorizzo et al.,
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2022); y la posibilidad de control a partir de la utilizacion de ARNi ha exhibido buenos resultados (Kim et al.,
2020). Aun asi, la solucion mas eficaz y sostenible para la prevencion y el control, radica en adoptar diferentes
medidas y combinarlas en una estrategia de manejo integrado. Sin embargo, es necesario determinar los
métodos a combinar, asi como cuando y cdmo adoptarlos, para alcanzar la mayor eficacia posible en cada
region productiva.

Finalmente, realizar detecciones periddicas e informar la presencia de Vairimorpha spp., es importante para

prevenir el aumento de la carga de esporas y el consecuente desarrollo de la enfermedad.

4.4. Deteccion de bacterias y hongos

Del total de colonias analizadas sélo una muestra perteneciente a Cuenca del Salado, provincia de Buenos
Aires (regidon CENTRO) resultd positiva para A. apis. Si bien Kluser & Peduzzi (2007) reportaron el aumento de
la incidencia de este patégeno y se ha registrado previamente en todas las zonas productivas de Argentina
(Reynaldi et al., 2003), una explicacién plausible para su reducida prevalencia en este anadlisis puede
encontrarse en su baja incidencia en el pais. El Ultimo reporte realizado para Argentina, por Reynaldi et al.
(2003) presentaba una incidencia del 13%, en contraposicion a los reportes realizados para otros paises en
ddnde las prevalencias fueron diferentes —-menos del 5% en Espafia (Garrido-Bailon et al., 2013), 24% en Japon
(Yoshiyama & Kimura, 2011)-. Los valores menores de incidencia pueden explicarse a partir del uso
generalizado de fungicidas en los ambientes agricolas (Evans et al., 2018), aunque existe un reporte que ha
registrado un efecto aditivo en la mortalidad de las larvas como resultado de estos dos factores (presencia de
A. apis y exposicion a fungicidas)(Krichilsky et al., 2021). Por otra parte, como las infecciones son frecuentes
durante la primavera (Flores et al., 1996, Borum & Ulgen, 2008), y las colonias se encuentran en crecimiento,
es probable la erradicacidon temprana del brote de la enfermedad, a partir de la eliminacidn de la cria infectada
en aquellas colmenas con buena capacidad de reconocimiento de larvas infectadas (Akinwande et al., 2014),
en condiciones ambientales favorables que permitan un crecimiento exponencial de la colonia. Si bien Albo et
al. (2010) expresan que la resistencia natural al patégeno es baja y la diseminacién de la enfermedad puede
verse favorecida por la trashumancia, sumado a la inmunodepresion causada por diversos factores que puede
facilitar el ingreso del patdgeno, las estrategias de renovacidon de reinas con buenas caracteristicas de limpieza
y el recambio de cuadros son herramientas que contribuyen a mitigar el desarrollo de brotes de A. apis
(Aronstein, 2010). Adicionalmente, este hongo requiere condiciones de alta humedad combinada con bajas
temperaturas (Flores et al., 1996; Borum & Ulgen, 2008), lo que dificulta su desarrollo en la zona norte del pais
en ddénde estas condiciones no son frecuentes. Sumado a ello, el aumento del calor en la colonia durante la
primavera y el verano por las condiciones ambientales cada vez mds extremas asociadas al calentamiento
global, adn en zonas frias, contribuyen al descenso de la incidencia de este patégeno.

Si bien la enfermedad causada por P. larvae afecta a las crias (Forsgren et al., 2013), y se vuelve letal en

cuestion de pocos meses (Hansen & Brgdsgaard, 1999; Genersch, 2010), las abejas obreras adultas infectadas

Lic. Genchi Garcia, ML 78
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 2




CAPITULO 2 — Estado sanitario de A. mellifera e interacciones entre patégenos.

llevan la bacteria consigo pudiendo difundirla dentro de y entre las colonias. En el analisis realizado por Alippi
et al. (2004) mas de la mitad de las muestras resultd ser positiva para la bacteria, y segun Marcangeli et al.
(2005), la incidencia llegaba al 30% en algunas regiones. Sin embargo, ninguna de las muestras de abejas
obreras analizadas en este capitulo presentd P. larvae. Adicionalmente, tanto Tibatd et al. (2018b) como
Mavyack et al. (2022), no detectaron AFB en sus analisis, mientras que Garrido Baildon et al. (2013) reportaron
su presencia, aunque en baja frecuencia. Estos resultados, estdn en relacién con los andlisis periddicos
realizados en la ultima década, que arrojaron baja prevalencia de la bacteria alrededor del mundo (Mayack et
al., 2022), indicando una exitosa aplicacién de medidas de monitoreo, prevencién y control, particularmente
en nuestro pais en donde se redujo notablemente la prevalencia de la enfermedad.

Por otra parte, la infeccidon por M. plutonius es considerada endémica y activa en Argentina, aunque sin datos
de prevalencia (Maggi et al., 2016). La presencia de la bacteria fue detectada en las colonias analizadas con
una incidencia de 17,92%, aunque éstas no presentaran signologia de EFB, tal como proponen Roetschi et al.
(2008), Budge et al. (2010), Gaggia et al. (2015) y Erban et al. (2017). Estos resultados se encuentran en
relacion con la baja prevalencia hallada por Mayack et al. (2022), para colonias en condiciones sanitarias
similares, y podrian deberse a los comportamientos higiénicos en abejas obreras que son inducidos por la
presencia de EFB (Kathe et al., 2021). Sin embargo, casi la totalidad de las muestras fueron positivas para M.
plutonius en Estados Unidos (O’Grady Milbrath et al., 2021), poniendo de manifiesto que la aparicién de la
infeccidn depende de la relacion con estresores como la disponibilidad de alimento y las condiciones climaticas
de cada zona (Forsgren, 2010). Si bien EFB solo afecta de manera directa al intestino medio de las larvas
(Forsgren, 2010), las bacterias se pueden encontrar en toda la colmena, pudiendo hallarse en pupas
sobrevivientes a una infeccidon que luego emergen como adultos portantes de la bacteria (Bailey & Ball, 1991;
Forsgren et al., 2005). A su vez, las abejas obreras adultas infectadas transportan al agente etiolédgico (Belloy et
al., 2007; Erban et al., 2017), convirtiendo a los adultos de casi todas las colonias de los apiarios con casos
clinicos de EFB, en portadores de la bacteria (Forsgren, 2010; Erban et al., 2017).

La region NEA no presentd detecciones positivas, sin embargo, EFB fue registrada en las restantes regiones
productivas con valores de prevalencia similares en todas las zonas. El mayor registro de presencia se observé
en NOA, disminuyendo en las otras regiones conforme aumenta la latitud. EFB puede permanecer en estado
enzootico, hallandose presente sin signos de enfermedad en colonias aparentemente sanas (Pinnock &
Featherstone, 1984; Belloy et al., 2007; Budge et al., 2010; De Ledn Door et al., 2018), y lejos de brotes
actuales (Budge et al., 2010; Erban et al., 2017), y puede limitar su presencia a apiarios especificos (Garrido
Bailén et al., 2013).

Tanto P. larvae como M. plutonius, presentan distribucion mundial y serias consecuencias con un gran impacto
en la industria apicola, ya que pueden llevar a la colonia a su colapso si no se realiza tratamiento de la
enfermedad (OIE, 2009; Alonso-Salces et al., 2017; de Ledn-Door et al., 2020; Devi et al., 2021). Por este

motivo, se recomiendan analisis de deteccidn periddicos (de la Sota & Bacci, 2005; OIE, 2023a, 2023b). En
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Argentina, los brotes de las loques no se tratan con medicamentos quimicos, sino que para EFB se aplican
medidas de manejo que permitan eliminar o disminuir la carga de patdgenos, como cuidados de limpieza e
higiene del material, la disminucidn o eliminacién del trasiego, el recambio de reinas en los casos en los que la
colonia haya perdido vigor y, en los casos de presencia de AFB, la quema y eliminacion de todo el material de
colmena infectada (De la Sota & Bacci, 2005; OIE, 2023a, 2023b). Asi, es importante realizar estos andlisis en
abejas adultas, debido a que son las responsables del contagio entre las crias de una misma colonia , quienes
pueden también transmitirlo a colonias cercanas, contaminar los recursos alimenticios de los que otras abejas
y polinizadores se abastecen, y principalmente, permiten detectar la presencia de las bacterias aun cuando no
hay signos clinicos en la cria, pudiendo prever y controlar posibles brotes de las enfermedades, sin necesidad
de realizar mayores disturbios en la colonia. Por otra parte, la realizacidn de estos analisis en abejas adultas es

una excelente herramienta de diagndstico de la salud de la colonia.

Es importante tener en cuenta algunas consideraciones para el tratamiento y andlisis de patdgenos, y sus
consecuentes conclusiones, para poder ser aplicados en planes de manejo que impliquen una mejora tanto
para la colonia como para la produccidon. Normalmente, las colonias se mantienen en areas cercanas a muchas
otras, lo que aumenta la posibilidad de transmision de patégenos a través de la deriva de obreras, el manejo o
el pillaje y, adicionalmente, estan sujetas a cambios, en ocasiones drasticos, en la disponibilidad de alimentos
cuando se transportan largas distancias por trashumancia o para polinizacién de cultivos (Milbrath, 2021).
Particularmente en las actividades migratorias, el riesgo de transmisidn de enfermedades es casi constante.
Por otra parte, la reanudacion de la actividad en primavera es un momento importante para el desarrollo de la
colonia influido tanto por las intervenciones realizadas por los apicultores en otofio e invierno, como por la
aparicién o emergencia de patdgenos (Bordin et al, 2022). Esto suele conducir a generar infecciones
encubiertas, como también brotes sintomaticos de las enfermedades. Asi, cuando la proliferacion del
patégeno es limitada, reduce la probabilidad de transmisién horizontal, sin embargo, la supervivencia a largo
plazo del huésped infectado aumenta la posibilidad de transmisién vertical (Chen et al. 2006b). Del mismo
modo la velocidad con la que una colonia elimina el brote de una enfermedad se correlaciona generalmente
con su capacidad de limpieza (Akinwande et al., 2014). Actualmente existen trabajos en desarrollo que
proponen la identificacidon de las caracteristicas etoldgicas y genéticas que confieren resistencia a las colonias
(Locke, 2016; Strauss et al., 2016; Leclercq et al., 2017; Nganso et al., 2017, 2018; Eliash & Mikheyev, 2020; de
la Mora et al.,, 2020; Maucourt et al., 2020; Russo et al., 2020b; Mondet et al., 2020; Pusceddu et al., 2021;
Castelli et al., 2021), para ser utilizados en programas de mejoramiento, y para ser empleados en el desarrollo
de nuevas estrategias de bloqueo. Por tanto, el desarrollo de estudios que determinen la presencia de
diferentes patdgenos en las colonias puede ayudar a establecer la relacién entre ellos para correlacionarlos
con el desarrollo de enfermedades, y asi proporcionar datos para el establecimiento de politicas sanitarias a

nivel nacional.
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CAPITULO 3 - Interaccién entre patdgenos y linajes de A. mellifera.

1. INTRODUCCION

La salud de las abejas es un problema importante para la sostenibilidad de la apicultura y la polinizacién (Klein
et al., 2007; Kulhanek et al., 2017; Gray et al., 2020) y la tendencia actual de disminuciones drasticas en la
poblacién mundial se ha relacionado a las interacciones complejas entre patdgenos, parasitos, agroquimicos,
mala nutricion y pérdida de habitat (Pettis et al., 2012; Vanbergen, 2013; Goulson et al., 2015; Cakmak &
Sevencakmak, 2016; Dolezal et al., 2019; Hristov et al., 2020, 2021; Wood et al., 2020; Simone-Fintrom et al.,
2021; Olynyk et al., 2021). Particularmente, la disponibilidad de recursos florales es un factor clave para la
preservacion de la salud de las comunidades de abejas, aunque presentan un alto riesgo de transmision de
patégenos (Graystock et al., 2020; Dalmon et al., 2021). Por otra parte, los monocultivos como oferta floral
junto con las modificaciones genéticas y la pulverizacién con agroquimicos afectan la calidad del polen y néctar
generando un stress nutricional en las abejas que amenaza la sanidad de las colonias (Brodschneider &
Crailsheim, 2010; Di Pasquale et al., 2013). En conjunto con las exposiciones a agroquimicos, pueden afectar la
respuesta inmunitaria, haciendo que las abejas sean mas susceptibles a infecciones (di Prisco et al., 2013;
Goulson et al.,, 2015; Pamminger et al., 2018; Yordanova et al., 2022). Las practicas migratorias de
trashumancia y el contexto del ambiente en el que se insertan, también son importantes al momento de
evaluar posibles estresores y riesgo de transmision de enfermedades (Simone-Finstrom et al., 2016; Traynor
et al., 2016; Steinhauer etal., 2021; Fuentes et al., 2022). Adicionalmente, se encuentran expuestas al
aumento y la propagacién de cargas de patdgenos y parasitos (Mondet et al., 2014; Lanutti et al., 2022), que
pueden conducir a co-infecciones a través de multiples rutas de infeccidn (Dubois et al., 2020; Yafiez et al.,
2020; Al Naggar & Paxton, 2020), que generan gran impacto en las poblaciones (Jones & Brown, 2014;
McMahon et al., 2015; Carrillo-Tripp et al., 2016; Remnant et al., 2019; Faurot-Daniels et al., 2020; Piot et al.,
2022). Aunque estos estresores pueden afectar la salud de los apiarios tanto solos como en asociacion,
(Steinhauer et al., 2018; Nanetti et al., 2021; Bordin et al., 2022), generalmente no actuan de forma aislada.
Sus interacciones pueden ser dificiles de predecir (Goulson et al.,, 2015) ya que varian espacial y
temporalmente y pueden producir efectos potencialmente sinérgicos (Pettis et al., 2012; Dolezal et al., 2019),
resultando mas dafiinos (Goulson et al., 2015; Goulson & Nicholls, 2022), convirtiéndose en un problema

central para la salud de las abejas a nivel global.

1.1 Interacciones entre patdgenos

La incidencia de una enfermedad en la colonia depende de varios factores, entre ellos la presencia de otros
patégenos que propician la inmunosupresién social o individual, y la genética tanto del hospedador como del
patégeno. Por lo general, existe una relacion finamente equilibrada entre los patdgenos y su huésped (Varela
et al., 2009; Deroost et al., 2015; Gajda et al., 2021), interactuando sin generar enfermedad. Sin embargo,

cuando se altera el equilibrio dindmico natural, puede resultar en efectos nocivos (Woolhouse et al., 2001;
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Martin et al., 2012). Por ello, comprender las interacciones entre huésped y patdgeno es importante para
desarrollar estrategias de manejo que mejoren la salud de las abejas (Ramos-Cuellar et al., 2022).

Las abejas conviven con la exposicidon a una amplia gama de parasitos y patégenos, que desempefian un papel
importante en la dinamica poblacional (Goulson et al., 2015). Las interacciones mas estudiadas han sido las
del acaro Varroa y los virus que infectan a las colonias. Varroa destructor se considera hoy en dia la principal
amenaza bidtica para A. mellifera (Moritz et al., 2005; Le Conte et al.,, 2010; Neumann & Carreck, 2010;
Beaurepaire et al., 2022) debido a los efectos directos que produce, pero también a que debilita las colonias
por inmunosupresion (Alaux et al., 2011; Ramsey et al., 2019) aumentando el impacto de las infecciones
virales al actuar como puerto para la replicacion y como vector biolégico y mecéanico de ciertos virus (Martin,
2001; Boecking & Genersch, 2008; Highfield et al., 2009; Forsgren et al., 2009; Rosenkranz et al., 2010;
Genersch & Aubert, 2010; Genersch et al., 2010; de Miranda & Genersch, 2010; Di Prisco et al., 2011; Martin
et al. ,2012; Nazzi et al., 2012; Dainat et al., 2012; Mondet et al., 2014; Thompson et al., 2014; Antunez et al.,
2015; McMenamin & Genersch, 2015; Di Prisco et al., 2016; Tehel et al., 2016; Wilfert et al., 2016; Giacobino
et al., 2016b; Natsopoulou et al., 2017; Martin & Brettell, 2019; Annoscia et al., 2019; Levin et al., 2019;
Beaurepaire et al., 2020; Dittes et al., 2020; Dubois et al., 2020; Yanez et al., 2020; Lin et al., 2022; Ryabov et
al., 2022; Zachary et al., 2022; Woodford et al., 2022). Generalmente, el aumento de la proporcién de acaros
en una region coincide con aumentos en la carga, patogenicidad y prevalencia de la mayoria de los virus (Chen
& Siede, 2007; Ribiére et al., 2008; Antunez et al., 2015; Tantillo et al., 2015). Annoscia et al. (2019), afirman
que los niveles de infeccidn viral mas altos estan vinculados a la replicacion activa del virus dentro del acaro
infectado. En contraposicidn, altas prevalencias de algunos virus han sido halladas en ausencia del acaro
(Roberts et al., 2017; Lin et al., 2018). Numerosos estudios demostraron su actividad en la replicacién vy
transmision de DWV, KBV, SBV, ABPV, CBPV, BQCV e IAPV (Bowen Walker et al., 1999; Tentcheva et al., 2004;
Chen et al., 2005; Shen et al., 2005; Chantawannakul et al., 2006; Kevan et al., 2006; Gauthier et al., 2007;
Celle et al., 2008; Gisder et al., 2009; Rosenkranz et al., 2010; Currie et al., 2010; Genersch & Aubert, 2010; Di
Prisco et al., 2011; Nazzi et al., 2012; Dainat et al., 2012; Francis et al., 2013; Anido et al. 2015; McMahon et
al., 2016; Wilfert et al., 2016; Gisder et al., 2018; Annoscia et al., 2019; Zhao et al., 2019; Beaurepaire et al.,
2020; Dubois et al., 2020; Burnham et al., 2021; Woodford et al., 2022), aunque el papel de Varroa en su
propagacion depende de la estacién del afio (Tentcheva et al., 2004; Nazzi et al., 2012; Mondet et al., 2014;
Wu et al., 2017, Morawetz et al., 2018) y de la naturaleza de la relacion (vector activo/pasivo, activador de
infecciones, infecciones secundarias oportunistas, aumento de rutas de transmision alternativas)(de Miranda
et al., 2010; de Miranda & Genersch, 2010). El grado de relacién es mas fuerte para aquellos virus que son
transmitidos activamente por el 4caro, como los complejos de DWV y AIK, pero mas débil para aquellos que se
benefician de manera oportunista de las colonias debilitadas.

Ademas, existe una retroalimentacion entre estos agentes infecciosos, ya que la inmunosupresion inducida

por virus en los huéspedes puede favorecer el comportamiento alimentario y reproductivo de los acaros (Di
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Prisco et al., 2016; Wang et al., 2019; Ryabov et al., 2022). De este modo, el control eficaz de los 4caros reduce
los titulos de virus (Martin et al., 2010; De la Mora et al., 2020) vy, el control independiente de los propios virus
puede reducir la morbilidad asociada con las infestaciones de Varroa y la presidon general de los patégenos
sobre las colonias. En este contexto, la mayoria de los apicultores utilizan acaricidas sintéticos para controlar
las infestaciones del acaro, pero se ha reportado el desarrollo de resistencia (Maggi et al., 2009, 2011;
Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2016; Aldea & Rodriguez, 2014; Locke, 2016), lo que compromete su eficacia
(Wallner, 1999) y genera preocupacion por la posibilidad del desarrollo de co-infecciones que afecten
significativamente a las poblaciones de abejas.

En adicién a la infestacién por Varroa, las heridas que el acaro realiza para alimentarse constituyen posibles
sitios de entrada para otros patdgenos (Bailey & Ball, 1991; Ball, 1988; Shen et al., 2005a). Por ejemplo, se ha
registrado correlacién positiva entre las infecciones de Vairimorpha spp. y las infestaciones de V. destructor
(Little et al., 2015).

Por otra parte, usualmente los virus se encuentran presentes de forma latente y bajo condiciones de stress
pueden volverse aparentes conllevando a infecciones de otros patégenos que pueden interactuar con ellos
aumentando su efecto patogénico (Yang et al., 2005; Tantillo et al., 2015; Di Prisco et al., 2016; Castelli et al.,
2021; Lanutti et al., 2022). DWV es el virus mas estrechamente asociado con Varroa y su actual prevalencia,
abundancia y virulencia parecen deberse casi exclusivamente a su transmision via este vector (Mondet et al.,
2014; Emsen et al., 2015; De la Mora et al., 2020), aunque las diferencias en las cargas halladas también
pueden deberse a interacciones con otros microorganismos patdgenos (Eiri et al., 2015; Urbieta-Magro et al.,
2019) o con la microbiota intestinal del huésped (Dosch et al., 2021). Adicionalmente, varios informes
vincularon brotes de BQCV con la infeccidn por V. apis (Bailey et al., 1983; Allen & Ball, 1996; Tentcheva et al.,
2004; Berényi et al., 2006) y V. ceranae (Bacandritsos et al., 2010; Dainat et al., 2012; Mendoza et al., 2014;
Doublet et al., 2015; Chagas et al., 2021) e investigaciones mas recientes sugieren que los efectos de ambos
patogenos sobre la longevidad de las abejas son aditivos (Retschnig et al., 2014). La nosemosis también ha sido
relacionado a otras infecciones virales como el virus Y, y el virus filamentoso (Fries et al., 2013), y se han
informado interacciones sinérgicas con CBPV (Toplak et al., 2013), siendo significativamente mas dafiino en co-
infecciones con BQCV (Chen et al., 2007). Vairimorpha ceranae podria causar debilitamiento y depresion del
sistema inmune (Antunez et al., 2009), favoreciendo infecciones virales que bajo ciertas condiciones llevan a la
colonia al colapso (Betti et al., 2014). Aunque el estado nutricional mejora la supervivencia de los huéspedes
infectados en la interfaz microsporidio-virus (Zheng et al., 2014; Tritschler et al., 2017), interacciones de este
tipo crean efectos epidemioldgicos impredecibles (DaPlama et al., 2010; Syller, 2012).

La susceptibilidad a la infeccidn por bacterias no escapa a la regla general y depende tanto de la nutricion, el
clima, la edad, el comportamiento y la genética del hospedador (Forsgren, 2010), asi como de la cepa y dosis
del patdgeno (Budge et al., 2010; Milbrath, 2021). La carga bacteriana suele presentar gran diversidad a nivel

de colonia, probablemente debido a una variedad de factores que incluyen los antecedentes genéticos del
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hospedador, co-infecciones especificas, exposicion a agroquimicos o diferencias en la microbiota (Erban et al.,
2017; Lewkowski & Erler, 2019; Wood et al., 2020; Floyd et al., 2020; Milbrath, 2021). Los agentes infecciosos
que afectan a la cria generalmente emergen de forma secundaria a una infeccién por patégenos mas
prevalentes como V. destructor y V. ceranae (Martin-Herndndez et al., 2012), que pueden ser responsables de
la inmunosupresién de la colonia (Yang & Cox-Foster, 2005; Antunez et al., 2009) y propiciar el ingreso de
otros patdgenos/parasitos (Garrido -Bailon et al., 2012).

Estas interacciones sugieren que las infecciones multiples crean oportunidades para interacciones entre
patégenos con efectos aditivos y sinérgico tanto a nivel individual como de colonia (Nazzi et al., 2012; Ding et
al., 2016; Kang et al., 2016) y distintos mecanismos bioldgicos podrian estar en juego en dichas interacciones

(Castelliet al., 2021).

1.2. Relacién entre origen genético de las abejas y presencia de patégenos

La susceptibilidad de las abejas meliferas a los patégenos se ve afectada por varios factores, incluidos sus
antecedentes genotipicos. Numerosos estudios se han centrado en las interacciones abeja-parasito/patogeno,
aungue principalmente han analizado los efectos genotipicos del parasito/patdgeno (Genersch et al., 2005) en
lugar de las interacciones genotipicas (Evison et al., 2013). Debido a su sistema de apareamiento polidndrico,
las colonias de A. mellifera muestran heterogeneidad genética entre individuos que emergen de la misma
reina, cobrando gran relevancia al estudiar patégenos (Kraus et al., 1998; Van Baalen & beeckman, 2006;
Delaplane et al., 2015; Simone-Finstrom et al., 2016; Castelli et al., 2021). En particular, se han hallado
variaciones significativas en las copias del genoma de virus y de cargas de P. larvae y A. apis entre subfamilias
con diferente perfil genético dentro de una colonia (Oldroyd & Palmer, 2003; Invernizzi et al., 2009; Castelli et
al., 2021). La diversidad genética influye en una amplia gama de fenotipos en las colonias (Oxley & Oldroyd,
2010), todos esenciales para la supervivencia y la respuesta al estrés ambiental (Espregueira-Themudo et al.,
2020). Sin embargo, la colonia suele considerarse como una unidad para la epidemiologia, sugiriendo que las
cargas de patdgenos son uniformes entre los individuos de la misma colmena, provenientes de una misma
reina y pertenecientes a un mismo linaje materno. Los comportamientos de defensa son muy variables entre
los linajes evolutivos (Masaquiza-Moposita et al., 2020). Particularmente las abejas de ascendencia africana
divergen de las abejas de ascendencia europea en una serie de rasgos como tasas de reproduccidon mas altas,
tiempos de desarrollo mas rapidos, inversidon proporcionalmente mayor en la produccion de zanganos, mayor
defensa del nido y enjambres mas frecuentes, que pueden haberles conferido una ventaja ecoldgica (Winston,
1992; McNally & Schneider, 1992a, 1992b, 1996; Fewell & Bertram, 2002; Breed et al., 2004), particularmente
frente a la tolerancia a patdgenos. Las ventajas que proporciona la ascendencia europea son menos claras,
aunqgue Nelson et al. (2017) y Harpur et al. (2020) demostraron que tanto la ascendencia africana como la

europea subyacen a las caracteristicas de defensa del nido.
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Las abejas dependen de la autodefensa o la resistencia natural para contrarrestar las enfermedades
(Akinwande et al., 2014), por lo que la evaluacidn del comportamiento higiénico es la clave de la tolerancia y
resistencia general (Masaquiza-Moposita et al., 2020). La habilidad que tienen las obreras para discriminar a
partir de su sensibilidad olfatoria (Plettner et al., 2017), crias normales y anormales a una baja intensidad de
estimulo (Xonis et al., 2015), desopercular y remover crias enfermas, muertas o parasitadas (Rothenbuhler,
1964; Arathi et al., 2000; Vaziritabar et al., 2016), es un rasgo genético heredable (Medina-Flores et al., 2014;
Lin et al., 2016). Por ejemplo, la relacién abeja-Varroa ha sido una de las mas estudiadas. Algunas poblaciones
de abejas muestran mecanismos que le permiten coexistir con el acaro sin requerir ningln tratamiento
acaricida (Geffre et al., 2021). Sin embargo, Delaplane et al. (2005) demostraron, a partir de andlisis del grado
de expresidn del comportamiento higiénico, que la apicultura sin tratamiento no es una opcién para todas las
colonias. Las infestaciones en linajes de abejas meliferas nativas europeas y occidentales derivadas de ellas,
generalmente conducen al crecimiento de la poblacidn de acaros alcanzando niveles que conducen a la
muerte de las colonias hospedadoras en uno o dos afios (Martin, 1998; Calis et al., 1999). América del Sur es
considerado un lugar Unico para estudiar las interacciones entre V. destructor y A. mellifera, debido a que
coexisten varios linajes del huésped con diferentes niveles de resistencia a las infestaciones de acaros (Nelson
et al.,, 2017; Wallberg et al., 2014). Actualmente, la presencia de Varroa en el continente se relaciona
directamente con la pérdida de colonias (Maggi et al,, 2013, 2016; Antunez et al., 2015), aunque muchas
subespecies de abejas de origen africano son capaces de tolerar las infestaciones (Guzman-Novoa et al., 1996;
Muli et al., 2014; Goulson et al., 2015; Invernizzi et al., 2015; Graciano Villa, 2018; Dittmann et al., 2021).
Luego de su introduccién y expansion, el dcaro comenzé a ser menos virulento en las regiones tropicales y
subtropicales de Argentina, Brasil, Uruguay y Venezuela donde se encontraban abejas africanizadas, en
comparacion con las regiones que registran mayores pérdidas en climas templados y frios donde son
frecuentes los hibridos de abejas de linajes europeos (Moretto et al. 1991; Casanova, 2000; Moretto, 2002;
Vandame & Palacio, 2010; Invernizzi et al., 2011; Santos et al., 2014; Duttmann et al., 2021). La menor
infestacidon observada en climas subtropicales puede deberse a una mayor presencia de abejas africanizadas
en la zona (Garrido et al., 2003; Bianconi et al., 2012; Pinto et al., 2015; Guzman-Novoa et al., 2019) debido a
la mayor capacidad de estas abejas para mantener regulada la poblacién del dcaro respecto de las abejas
europeas en América del Sur, que radica en mecanismos de defensa natural, tales como el grooming vy el
comportamiento higiénico, la remocién de larvas infestadas, una baja atractividad de la cria, un menor tiempo
de desarrollo y la supresion o reduccién de la tasa de reproduccién de acaros, que han conducido al desarrollo
de tolerancia a la infestacion (Moretto et al., 1991, 1993, 1999; Guzman-Novoa et al., 1996, 1999, 2012;
Corréa-Marques & De Jong, 1998; Rosenkranz, 1999; Aumeier et al., 2000; Guerra et al., 2000; Arechavaleta-
Velasco et al., 2001; Rinderer et al., 2001; Vandame et al., 2000, 2002; Corréa-Marques, 2003; Raina & Fries,
2004; Harbo & Harris, 2005; Mondragdn et al., 2005, 2006; Spivak et al., 2009; Blichler et al., 2010; Calderdn et
al., 2010; Fazier et al., 2010; Rinderer et al., 2010; Le Conte et al., 2011, 2020; Verde et al., 2013; Medina-
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Flores et al., 2014; Invernizzi et al., 2015; Strauss et al., 2015; Danka et al., 2016; Hunt et al., 2016; Nganso et
al., 2017; Cheruiyot et al., 2018; Graciano Villa, 2018; Morfin et al., 2019; Dittmann et al., 2021). Ademas, la
fuga (comportamiento de enjambre, tipico de las abejas tropicales) contribuye a reducir significativamente los
niveles de infestacion (Le Conte et al., 2020), y consecuentemente se reduce la prevalencia de virus (Strauss et
al., 2013). Sin embargo, ciertas poblaciones de abejas de linaje europeo han mostrado presentar tolerancia a
Varroa (Bouga et al., 2011; Acevedo-Gonzalez et al., 2019; Morfin et al., 2019; Odemer et al., 2020; Moro et
al.,, 2021a, 2020b). Los rasgos de A. mellifera que limitan el éxito reproductivo de V. destructor son
genéticamente heredables dentro de la poblacién (Lodesani et al., 2002; Fries et al., 2006; Locke et al., 2011,
Locke, 2016; Maucourt et al., 2020; van Alphen et al., 2020). Es probable que los alelos de los rasgos de
comportamiento higiénico y acicalamiento estuvieran presentes en frecuencias superiores en las abejas de
origen africano respecto de las encontradas en las abejas meliferas europeas y hayan conducido a la
generacién de resistencia por seleccidn natural en las poblaciones de Africa y América del Sur (van Alphen et
al., 2020).

Por otra parte, la influencia de la ascendencia africana en el nivel de resistencia de las colonias a otras
enfermedades como las causadas por virus y Vairimorpha spp. no ha sido ampliamente estudiada (Ramos-
Cuellar et al., 2022). Sin embargo, el origen genético de las abejas es considerado un factor importante para
las infecciones de Vairimorpha spp., ya que las colonias de linaje africano presentan un menor nivel de
infeccidn, tienen un mayor tamano poblacional y producen mas miel que las colonias europeas (Mendoza et
al. 2014); y, adicionalmente, se reportaron tasas mds bajas de replicacion de DWV y BQCV en abejas de linaje
africano, sugiriendo diferencias entre linajes en la resistencia (Hamiduzzamann et al., 2015). Por otra parte,
Evans et al. (2013) documentaron que la resistencia a virus tiene un fuerte componente genético en A.
mellifera a partir de la supresién de la infeccién in ovo.

El mecanismo inmunoldgico responsable de la defensa de la colonia y de que los individuos enfrenten
amenazas externas se caracteriza por la plasticidad (Mondet et al. 2015) y, por lo tanto, la seleccién artificial
de poblaciones de abejas (Hopkins et al. 2012) es un mecanismo interesante para afrontar las amenazas
bidticas (Lin et al. 2023a) y lograr resistencia a ellas. Los mecanismos de resistencia y tolerancia abarcan una
amplia gama de comportamientos, que muy probablemente no funcionen por si solos, sino en combinacién, y
la importancia de las adaptaciones especificas puede variar segun el entorno (Mondet et al., 2020).

Los estudios comparativos entre colonias que expresan rasgos especificos son de gran importancia bioldgica
para comprender los mecanismos de resistencia y/o tolerancia a patdgenos/parasitos, asi como su
heredabilidad y viabilidad para el desarrollo e implementaciéon de programas de mejoramiento basados en la
seleccion de caracteres fenotipicos y herramientas genéticas cuantitativas (Blchler et al., 2010; de la Mora et
al., 2020; Le Conte et al., 2020).

Los estudios sobre la calidad de las condiciones ambientales brindan informacién sobre su impacto en la salud

de las abejas. Sin embargo, el papel de patdégenos como los microsporidios, los virus y dcaros en la mortalidad
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de las colonias y las relaciones entre su prevalencia y abundancia, no se han dilucidado completamente (Evans
& Schwarz, 2011; Kurze et al.,, 2016; Bordin et al., 2022), asi como tampoco las interacciones de estos
patégenos con los diversos linajes evolutivos de las abejas hospedadoras. Teniendo en cuenta que el curso de
las infecciones, su incidencia, gravedad y resistencia del huésped, varian principalmente segun las diferentes
subespecies de abejas, cepas de patégenos y condiciones ambientales (Aronstein & Murray, 2010;
GuzmanNovoa et al., 2012; Fries et al., 2013; Mortensen et al., 2016; Galajda et al., 2021), se analiz6 la
asociacion entre las diversas enfermedades halladas en el pais en relacion al linaje materno al que pertenecen

las colonias y, las relaciones entre enfermedades que presentaron mayor prevalencia.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar las interacciones entre V. destructor, Vairimorpha spp., virus ARN y M. plutonius para discutir las
implicancias de las asociaciones entre ellos, de acuerdo a las regiones productivas.
2. Evaluar las interacciones entre V. destructor, Vairimorpha spp., virus ARN, M. plutonius y los linajes

maternos africano y europeo a los que pertenecen las poblaciones analizadas.

1.4. HIPOTESIS

1. Las interacciones entre patdgenos dependen principalmente de su naturaleza y de las caracteristicas de la
region en la que se encuentran.
2. Las poblaciones de abejas de linaje materno africano presentan una mayor resistencia o grado de tolerancia

frente a las infecciones de patdgenos respecto de las abejas de linaje europeo.

2. MATERIALES Y METODOS

Los analisis estadisticos fueron realizados con el software RStudio versiéon 2023.12.1+402. Para evaluar si
existe asociacion entre los diversos patdégenos hallados, y con los linajes maternos de las poblaciones
estudiadas, se utilizd la prueba exacta de Fisher para cada interaccion, tomando como variables categéricas la
deteccidon/no deteccion de cada uno de los agentes etioldgicos estudiados y la categorizacién de los linajes
maternos para cada muestra, obtenidos con las metodologias detalladas en la seccién materiales y métodos
de los capitulos 1y 2. Se utilizaron tablas de contingencia de 2x2, excluyendo las muestras que no pudieron ser
analizadas para alguna de las variables a comparar, con un nivel de significancia de a=0,05. Los valores de p se
obtuvieron con un 95% de confianza y el efecto del tamafio de la muestra se calculé con el coeficiente Phiy
con el coeficiente Cramer’s. A partir de esta prueba se analizé la dependencia de las variables y su fuerza de

asociacion.
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Se realizaron pruebas de asociacion entre todos los patdgenos, con diferenciacidon en las detecciones de los
virus mas prevalentes en el pais. De este modo, se realizaron 13 evaluaciones para la independencia de Ia
deteccion/no deteccidn entre pares de patégenos (incluyendo V. destructor, Virus en general, IAPV, DWV,
BQCV, Vairimorpha spp. y M. plutonius). La evaluacion de la asociacion entre patégenos y linajes maternos, se
realizd para cada uno de los patégenos detectados y los linajes maternos europeo y africano, incluyendo todos
los haplogrupos correspondientes a cada linaje sin distincidn entre ellos. Adicionalmente se emplearon analisis
estadisticos descriptivos, con aplicacidon de técnicas graficas para mostrar el comportamiento de las variables

estudiadas.

3. RESULTADOS

Las detecciones de mas de un patdgeno/parasito se presentaron en 211 de las 395 muestras contrastadas, con
hasta 7 detecciones positivas por muestra, particularmente en la regién CENTRO. Los datos de coinfecciones

se encuentran representados en la Figura 3.1, discriminados por co-infecciones y regién productiva.

CENTRO CuYyo NOA NEA PATAGONIA
Varroa sp.-Vairimorpha sp. @ [] ®
Vairimorpha sp.-Virus e @ ® ® @
Varroa sp.-Vairimorpha sp.-Virus @ ®
Vairimerpha sp.-M. plutonius @ @
Varroa sp.-Vairimorpha sp.-M. plutonius ® ®
Vairimorpha sp.-M. plutonius-Virus @
Varroa sp.-Virus @
Varroa sp.-Vairimorpha sp.-M. plutonius-Virus ® ® @
Varroa sp.-M. plutonius ®
M. plutonius-Virus ® ®
Varroa sp.-M. plutonius-Virus @

100%
0%
0%

% DETECCIONES
POSITIVAS
7

5
a
3
2
1
0

.

0%

CENTRO cuvo PATAGONIA NOA NEA

Figura 3.1 — Tabla de co-infecciones por regidn y grafico de barras de frecuencia acumulada para las detecciones
de patdégenos y parasitos por regidn productiva. La referencia indica la cantidad de detecciones positivas, siendo
0 ausencia de detecciones. Los virus se encuentran contabilizados de manera individual en el grafico.
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Los resultados de la evaluacién de asociacion entre patdgenos mostraron independencia de la deteccion/no

deteccién en 11 de los pares analizados por el test de Fisher, siendo las excepciones las comparaciones Varroa-

virus (p=0,00243) y Varroa-IAPV (p=0,004297)(Figura 3.2).
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Figura 3.2 — Graficos de barras de frecuencia para las asociaciones entre

patdgenos y parasitos analizadas. Cada grafico detalla las interacciones que

representa junto a los valores de p para las pruebas de Fisher y el nimero

de muestras utilizado para cada analisis. Los cédigos de significancia para los
valores de p expresados en los graficos son: 0 “***’; 0.001 ‘**’; 0.01 *’; 0.05
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La distribucion de cada patégeno fue registrada segun las categorias ™"

de analisis, por regidén productiva y discriminada por linaje materno.
Para V. destructor, se registraron las frecuencias de las 10 categorias

50% -

analizadas para las poblaciones de origen europeo y africano para el

pais (Figura 3.3). El mayor porcentaje de muestras que presentaron

ARGENTINA
0% ;

algun grado de infestacidn por Varroa, pertenecen al linaje materno g % 8 ¥ ¥ B £ % B® %
O S

europeo, mientras que la mayor pertenencia a los haplogrupos
Figura 3.3 — Grafico de porcentajes

mitocondriales africanos, se observé en las muestras de la categoria acumulados para cada categoria de

10-15% correspondiente a dichos porcentajes de infestacion por el deteccion de Varroa discriminado por

linaje materno. Las categorias

acaro. corresponden a los porcentajes de
s . . . infestacién del acaro.

Para el analisis de virus, se registraron las frecuencias tanto de cada
uno de los virus analizados como de las infecciones simples y co-infecciones (Figura 3.4a), discriminadas por
linaje materno para las poblaciones analizadas en el pais. Los seis virus hallados en este analisis se encontraron
tanto en poblaciones de abejas de origen europeo como africano, a excepcidon de CBPV que solo estuvo
presente en poblaciones de origen europeo. Las muestras pertenecientes al linaje materno africano
presentaron mayor frecuencia de co-infecciones, y las de linaje europeo, mayor frecuencia de infecciones

simples en el andlisis total. Las infecciones simples y co-infecciones para cada regién productiva se encuentran

en la Figura 3.4b.
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Para Vairimorpha spp., se registraron las frecuencias de las Sum 5F - @ie o sereiEss

categorias de abundancia media DESPRECIABLE, MUY LEVE, LEVE, ~ acumulados para cada categoria de deteccion
de Vairimorpha spp. discriminadas por linaje
MEDIO, GRAVE y MUY GRAVE discriminadas por linaje materno materno para el total de las muestras.

para el pais y por region productiva (Figura 3.5 y Figura 3.6). Las  1oo%

AFRICANO

mayores frecuencias registradas para los haplogrupos de linaje

materno europeo fueron en el nivel DESPRECIABE, mientras que ™

para las muestras de origen materno africano fueron en el nivel

EUROPEO

0%
GRAVE, para la totalidad de las muestras analizadas en el pais.
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En el escenario regional, cada zona presenté un patrén de
frecuencias diferente para cada categoria segun el origen mitocondrial de la muestra, graficado en el mapa de

la Figura 3.6.
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Las frecuencias de deteccidn de M. plutonius se registraron discriminando los linajes maternos de pertenencia
de cada muestra, para el pais y para cada region productiva (Figura 3.7a y 3.7b). Las frecuencias de

deteccidén/no deteccidon determinadas para el pais son similares para ambos linajes, mientras que en la

zonificacién por regién productiva, se encuentran diferencias en la distribucién de la deteccion del patdgeno.
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Sin embargo, pese a las diferencias expuestas en los andlisis descriptivos de los datos, la evaluacién de la
asociacion entre patdgenos y linajes maternos analizadas con la prueba de Fisher, mostraron independencia
de la deteccién/no deteccién de V. destructor, Vairimorpha spp., M. plutonius y virus respecto de la

pertenencia a un origen materno en particular (Figura 3.8).
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4. DISCUSION

4.1 Interacciones entre patégenos

Las infecciones multiples con diferentes patdégenos son comunes en las colonias y han sido registradas por
numerosos autores en todo el mundo. Las detecciones de mas de un patégeno/parasito se presentaron en 211
de las 395 muestras contrastadas, con hasta 7 detecciones positivas por muestra. Las co-infecciones con
mayor representacion regional fueron Vairimorpha spp.-virus (en las 5 regiones productivas analizadas) y, V.
destructor-Vairimorpha spp. junto con V. destructor-Vairimorpha spp.-virus-M. plutonius (en 3 regiones).

Como fue presentado en el capitulo 2, tanto las poblaciones de abejas como las de V. destructor
frecuentemente se encuentran co-infectadas con multiples virus (Bailey & Ball, 1991; Tentcheva et al., 2004a;
Shen et al., 2005; Gauthier et al., 2007) y la combinacion del dcaro con uno o mas factores estresantes es
considerada una de las principales causas de la disminucién de colonias (Van Dooremalen et al., 2013), con un
papel importante en la transmisidon y replicacion de ciertos virus (Anido et al., 2015; Annoscia et al., 2019). Los
resultados de la evaluacidn entre la deteccidon de Varroa y virus presentados en este capitulo, mostraron una
relacién de asociacién entre la presencia de Varroa y la deteccién de virus en general. Antlnez et al. (2015)
reportaron que es factible detectar una serie de virus en las colonias durante todo el afio (ABPV, BQCV, CBPV,
DWV y SBV), aunque las mayores prevalencias y cargas virales coinciden con la infestacion por V. destructor.
Sumado a ello, Annoscia et al. (2019) afirman que los niveles de infeccidn viral mas altos estan vinculados a la
replicacion activa del virus dentro del acaro infectado. Contrariamente a lo esperado, teniendo en cuenta que
la transmision mediada por la vectorizacién de V. destructor, generalmente explica la mayor prevalencia de
DWV en las colonias (Tentcheva et al., 2004; Berényi et al., 2006; Chen & Siede, 2007; de Miranda & Genersch,
2010; Mondet et al., 2014; Thompson et al., 2014; Anido et al., 2015; Giacobino et al., 2016b; Burnham et al.,
2021), los resultados de este analisis muestran una asociacidon positiva entre Varroa e IAPV, mientras que los
resultados de la deteccion de Varroa y DWV mostraron independencia. Salina et al. (2023) reportaron la
deteccion de cada uno de los virus estudiados independientemente de la presencia de V. destructor para
colonias de la provincia de Buenos Aires (entre los que se encontraba IAPV), a excepcién de la asociacidn
directa de DWV con el grado de infestacidn del 4caro, que no fue registrada en los analisis realizados para este
capitulo. Estas diferencias podrian estar sugiriendo un cambio en el ambiente, que influye en las relaciones
entre patdgenos, teniendo en cuenta que el virus con mayor prevalencia fue IAPV, desplazando a DWV al
segundo lugar (Resultados Capitulo 2), y que ambos virus son vectorizados por Varroa, pudiendo existir
competencia entre ellos (Doublet et al., 2015) favorecida por las condiciones ambientales, o en la relacion
Varroa-virus y las posibles vias de transmisidon. De igual modo, Bordin et al. (2022) reportan presencia de
colonias que presentan infecciones virales, con niveles bajos de infestacion de acaros, que sugieren otras vias
de replicacién y transmisidén. Sumado a ello, las poblaciones de acaros de Uruguay, Chile y Argentina no

presentan una fuerte estructuracidn genética, lo que indica el predominio de un Unico linaje invasor (Solignac
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et al., 2005; Strapazzon et al., 2009; Maggi et al., 2012; Muntaabski et al., 2020; Mendoza et al., 2020;
Beaurepaire et al., 2022), que a su vez, se encuentra expuesto a una constante utilizacién de acaricidas que
contribuye a eliminar la presién selectiva de la infestacion natural, e impide los procesos co-evolutivos hacia
una relacién estable huésped-parasito (Neumann & Blacquiére, 2016). También, se han registrado poblaciones
de 4caros con desarrollo de resistencia (Maggi et al., 2009, 2011; Gonzalez-Cabrera et al., 2013, 2016, 2018;
Locke, 2016; Mitton et al., 2018), aunque no se conocen las implicancias que puede tener en la transmision de
enfermedades o en la replicacion de virus.

Vairimorpha spp. puede afectar negativamente a la salud de las abejas meliferas causando debilitamiento y
depresion del sistema inmune aumentando la susceptibilidad a otros patogenos (Cox-Foster et al., 2007,
Antunez et al.,, 2009), favoreciendo, por ejemplo, las infecciones virales (Betti et al., 2014). Numerosos
informes vincularon brotes de BQCV con la infeccién producida por Vairimorpha spp. (Tentcheva et al., 2004;
Berényi et al., 2006; Bacandritsos et al., 2010; Dainat et al., 2012; Mendoza et al., 2014; Doublet et al., 2015;
Chagas et al., 2021). Sin embargo, las coinfecciones con mayor prevalencia reportadas por Bordin et al. (2022)
incluyeron a V. cerenae y ciertos virus, y aunque no hallaron asociacion estadisticamente significativa con
BQCV, si lo hicieron para el analisis del microsporidio con ABPV y DWV. De manera similar, otros estudios
informaron interacciones particulares, entre V. ceranae y DWV (Doublet et al., 2015; Traynor et al., 2016;
Tritschler et al., 2017;), al igual que Mayack et al. (2022), que hallaron una correlacién positiva significativa
entre las colmenas infectadas con V. ceranae e |APV. Los resultados arrojados por el test de Fisher para la
evaluacidon entre la deteccién de virus y Vairimorpha spp., como de virus y M. plutonius, mostraron
independencia entre la presencia de estos patégenos en las colmenas. Particularmente fueron analizadas las
relaciones Vairimorpha spp.-BQCV, Vairimorpha spp.-IAPV, Vairimorpha spp.-DWV, M. plutonius-IAPV y M.
plutonius-DWV que mostraron independencia entre las detecciones de los patdgenos, resultando similares a
los resultados reportados por Simone-Finstrom et al. (2021) quienes tampoco hallaron correlacién entre los
virus analizados y Varimorpha spp., ni entre virus y M. plutonius, y por Rodriguez et al. (2012) que hallaron co-
infecciones de V. ceranae con BQCV, DWV y SBV, pero sin registrar asociaciones estadisticamente
significativas. Estos resultados podrian analizarse desde la presencia de niveles generalmente bajos de
abundancia media de Vairimorpha spp. hallados en el pais (Resultados Capitulo 2), pese a su elevada
prevalencia, que podrian estar indicando un cierto grado de tolerancia al microsporidio o una reduccién de su
abundacia por crecimiento poblacional del hospedador, que no conducirian al debilitamiento de las colonias.
De igual modo, el alto porcentaje de prevalencia de M. plutonius en el pais (Resultados Capitulo 2), no parece
tener una influencia negativa en cuanto a las co-infecciones halladas, aunque cabe destacar que en este
trabajo sélo se presentan las detecciones, sin determinacion de la carga de patdgenos, y para abejas
muestreadas en primavera.

Algunos autores sugieren una fuerte influencia de otros patdgenos, particularmente V. destructor, en la

presencia de V. ceranae y proponen que el parasitismo causado por el dcaro es capaz de modificar el ciclo
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anual de Vairimorpha spp. (Mariani et al., 2012; Botias et al., 2012a; Pacini et al., 2016b, 2021), por lo que el
control de las infestaciones de Varroa puede ser vital para mitigar la infeccién del microsporidio y el manejo de
las infecciones de este ultimo puede ser beneficioso para controlar la propagacion de los acaros (Little et al.,
2016). De acuerdo con los reportes de Lopes et al. (2022) para las islas Azores, las poblaciones de abejas en
ddnde se introdujo por primera vez V. destructor registraron una gran proporcion de colonias infectadas con V.
ceranae y, segln Giacobino et al. (2018) en condiciones naturales contrastantes como las del norte de
Argentina, principalmente en Chaco, la aparicidon de Vairimorpha spp. parece estar asociada a Varroa y las
caracteristicas medioambientales resultan ser las principales impulsoras de dicha asociacién. Sin embargo, y
aungque tanto el microsporidio reponsable de la nosemosis como el acaro causal de la varroasis son los agentes
etioldgicos mas prevalentes en el pais (Resultados Capitulo 2), los resultados arrojados por el test de Fisher no
mostraron asociacion en la presencia de estos patdgenos en las colmenas analizadas, pudiendo deberse a

algun tipo de inmunidad expresado por las abejas en respuesta a la infeccién primaria.

Es importante destacar la imposibilidad de inferir causalidad a partir de estas correlaciones entre los datos de
deteccion de patdgenos, y tener en cuenta que otros factores podrian influir en la determinaciéon de los niveles
de infeccion como de co-infecciones presentes en una determinada regién. La complejidad de las
interacciones de los factores que limitan la salud de la abeja requiere trabajos futuros que esclarezcan los
efectos de la presién simultdnea de multiples estresores, con la finalidad de poder estimar con precisién sus

efectos interactivos (Bruckner et al., 2021).

4.2. Relacidn entre origen genético de las abejas y presencia de patégenos

La presencia de abejas descendientes de A. m. scutellata parece ser un factor crucial que afecta la
supervivencia de las abejas meliferas (Martin & Medina, 2004; Medina-Flores et al., 2014; Hamiduzzaman et
al., 2015; Ramos-Cuellar et al., 2022). Apicultores e investigadores han descubierto que estas abejas son mas
resistentes a ciertos patdgenos y pardsitos que las abejas europeas (Maggi et al., 2016). Aunque se han

reportado diferentes niveles de resistencia entre las abejas africanizadas (Mendoza et al., 2014).

La capacidad reproductiva de V. destructor ha sido estudiada en numerosas ocasiones y en regiones tropicales
de América ha mostrado diferentes niveles de impacto dependiendo de factores extrinsecos como variaciones
geograficas, condiciones climdticas y, en particular, la presencia de colonias de abejas africanizadas
(Rosenkranz 1999; Carneiro etal. 2007), que producen generaciones a un ritmo mas rapido que las
poblaciones de abejas meliferas europeas, lo que también favoreceria una tasa mas rapida de seleccion de
rasgos beneficiosos en ambientes tropicales (Ramos-Cuellar et al., 2022). Reportes previos de prevalencia de
Varroa en Chile, Uruguay y Argentina indicaron una prevalencia de mas del 70% (Maggi et al., 2016) con
mayores pérdidas en hibridos de linajes europeos (Fuentes et al., 2022). Por otro lado, las abejas de

Venezuela, Brasil y algunas regiones de Uruguay y Argentina, son capaces de coexistir con V. destructor (Maggi
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et al., 2016). Los hibridos africanizados extendidos en el continente, y que se encuentran en la mayor parte de
Uruguay y en las partes mas septentrionales de Argentina (Branchiccela et al., 2014; Genchi Garcia et al., 2018;
Porrini et al., 2019), presentan altos niveles de resiliencia frente a infestaciones por V. destructor (Rosenkranz,
1999; Mendoza et al., 2020). Las colonias de mitotipo y morfotipo africano presentan niveles
significativamente mas bajos de parasitismo que las colonias de mitotipo y morfotipo europeos y a mayor
grado de africanizacién, las colonias presentan menor infestacion por V. destructor (Moretto et al., 1991,
Guzman-Novoa et al., 1996, 1999; Rosenkranz, 1999; Martin & Medina, 2004; Mondragon et al., 2005, 2006).
Guzman-Novoa et al. (1996, 1999) propusieron que las crias de cepas europeas son dos veces mas atractivas
para los acaros que las de A. m. scutellata. Medina-Flores et al. (2014) también encontraron que las colonias
de genotipo africano tuvieron tasas de infestacién por V. destructor mas bajas en comparacién con las colonias
de genotipo europeo en el norte de México. En Colombia, donde un alto porcentaje de las colonias de abejas
meliferas tienen mitotipo africano, Tibatd et al. (2021) reportaron bajos niveles de infestacidon por Varroa,
sugiriendo una relacién negativa entre la herencia africana y las tasas de infestacién por acaros. Y en
Nicaragua, la infestacion por Varroa mostré niveles bajos en las colmenas africanizadas (Duttmann et al.,
2021). Para Ramos-Cuellar et al. (2022), la ascendencia africana y europea de las abejas, influye en la
resistencia a DWV, BQCV y Varroa, siendo las primeras las que presentan mayor resistencia. Sin embargo, no
hallaron diferencias en la prevalencia de dcaros cuando se analizd la ascendencia de las colonias por mitotipo,
lo que podria sugerir que la herencia materna de las colonias no es muy relevante para la probabilidad de
deteccion del parasito (Ramos-Cuellar et al., 2022). Por otra parte, apicultores e investigadores de campo han
informado un aumento de la infestacién de acaros y de las infecciones por virus en las abejas meliferas
africanizadas (Pinto et al., 2022).

Las 10 categorias de infestacion analizadas en los capitulos 2 y 3, para V. destructor, se registraron tanto en las
poblaciones de origen europeo como africano. Mientras que el mayor porcentaje de muestras que
presentaron algun grado de infestacion por Varroa pertenece al linaje materno europeo, la mayor pertenencia
a los haplogrupos mitocondriales africanos, se observé en las muestras de la categoria de infestacién 10-15%.
Sin embargo, la evaluacién de la asociacidn entre V. destructor y los linajes maternos analizada con la prueba
de Fisher en este capitulo mostré independencia entre las variables. Esto puede deberse a que, aunque la
asociacion parasito-huésped solo existe desde hace 2 décadas, probablemente se ha desarrollado un
mecanismo de tolerancia para mantener las colonias de abejas en coexistencia con el acaro (Duttmann et al.,
2021). Esto se ha demostrado con el huésped original de Varroa spp., la abeja melifera oriental Apis cerana, y
aunque hay pocos casos de poblaciones naturalmente resistentes a Varroa en la subespecie de A. mellifera (Le
Conte et al., 2020), algunas poblaciones de origen europeo se han adaptado al 4caro, a través de la seleccion
natural o la cria selectiva (Seeley, 2006; Le Conte et al., 2007; Blichler et al., 2010; Rinderer et al., 2010; Locke,
2016). Estas ‘poblaciones sobrevivientes’ logran mantener los niveles y dafios de los parasitos por debajo de

umbrales criticos mediante la expresion de una diversidad de rasgos de resistencia o tolerancia a los parasitos
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(Kurze et al., 2016; Mondet et al., 2020). Dicha resistencia a las infestaciones de V. destructor también se
observa en la subespecie de A. mellifera nativa de la regién subsahariana de Africa (Strauss et al., 2015; Pirk et
al., 2016; Nganso et al., 2017), asi como algunas poblaciones de origen africano (Camazine, 1986; Guzman-
Novoa & Sanchez, 1996; Medina-Flores et al., 2014), como la abeja africanizada que presenta un alto grado de
resistencia (Le Conte et al., 2020).

Adicionalmente, el crecimiento de la poblacidon de V. destructor en las colonias es un rasgo seleccionable y
hereditario (Lodesani et al., 2002; Maucourt et al., 2020; De la Mora et al., 2020). Los tratamientos utilizados
para controlar la infestacion también remueven las presiones selectivas de la infestacidn natural, previniendo
procesos co-evolutivos que lleven a una relacion hospedador-parasito estable (Neumann & Blacquiere, 2016).
Por ello, es posible que la seleccion natural haya favorecido la evolucidn de estos rasgos en mayor medida en
las poblaciones de abejas africanizadas respecto de las europeas, particularmente porque las colonias de
abejas africanizadas no han sido sometidas a tratamientos quimicos contra el dcaro con la intensidad en que
se utilizan en las colonias de abejas europeas (Ramos-Cuellar et al., 2022), sumado a que esta tendencia
comienza a revertirse a partir del registro de poblaciones de acaros con desarrollo de resistencia a acaricidas
(Gonzélez-Cabrera et al., 2013, 2016; Locke, 2016; Mitton et al., 2018). Por otra parte, debido a su sistema de
apareamiento y a su propagacion mundial a partir de un numero restringido de poblaciones fuente,
inicialmente se sugirié que las poblaciones de V. destructor estaban compuestas por individuos pseudoclonales
(Solignac et al., 2005). Sin embargo, varios estudios recientes han demostrado que las poblaciones de V.
destructor muestran niveles significativos de diversificacion genética a diferentes escalas geograficas (Dynes et
al., 2017; Beaurepaire et al., 2019; Moro et al., 2021a; Beaurepaire et al., 2022), con diferentes niveles de
virulencia (Navajas et al., 2002; Solignac et al., 2003; Beaurepaire et al., 2019).

La supresidn del éxito reproductivo del dcaro en las celdas de cria es otro mecanismo que se considera crucial
en la resistencia adaptativa (Mondragon et al., 2006) y se traduce en baja fertilidad, fecundidad y éxito
reproductivo de los acaros, explicando la resistencia de las abejas en varias poblaciones, como A. m. scutellata
(Strauss et al., 2016), abejas africanizadas (Giacobino et al., 2014) y poblaciones de abejas de origen europeo
(Rinderer et al., 2001; Locke et al., 2012; Moro et al., 2021a). Ademas, se pueden medir otros parametros
asociados con la resistencia a V. destructor en los dos genotipos, como la infestacién de cria frente a la de
abejas adultas (Russo et al., 2020b; Maucourt et al., 2020; Biichler et al., 2020).

Otro resultado de este estudio fue la relacién positiva y significativa encontrada entre las tasas de infestacion
por V. destructor y los niveles de virus, lo que indica que el dcaro juega un papel importante como vector y
transmisor del virus, como se ha documentado en abejas meliferas europeas (Gisder et al., 2009; Emsen et al.,
2015; Di Prisco et al., 2016; Anguiano-Bdez et al., 2016; Reyes-Quintana et al., 2019).

Adicionalmente, existe una gran probabilidad de que las abejas meliferas africanizadas se encuentren en todos

los colmenares, debido a la ventaja de apareamiento de los zanganos africanizados (Rinderer et al., 1985) y el
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periodo mas corto de eclosion de huevos de las reinas de las abejas meliferas africanizadas (Harbo et al.,

1981), lo que contribuiria a la resistencia de las abejas hibridas independientemente de su origen materno.

El andlisis de la deteccidn de virus los ubicd tanto en poblaciones de abejas de origen europeo como africano,
a excepcion de CBPV que solo estuvo presente en poblaciones de origen europeo. Las muestras
pertenecientes al linaje materno africano presentaron mayor frecuencia de co-infecciones respecto de las
infecciones simples, y las de linaje europeo mayor frecuencia de infecciones simples en el analisis total. Sin
embargo, la evaluacién de la asociacién entre virus y la pertenencia a un origen materno determinado no
mostré diferencias en la prevalencia viral entre las colonias de ascendencia africana y europea. En contraste,
Hamiduzamann et al. (2015) hallaron que las abejas meliferas africanizadas y europeas diferian en su
resistencia a varios virus, al igual que Mendoza et al. (2020) y Ramos-Cuellar et al. (2022) que también
reportaron que las colonias con un bajo grado de africanizacion mostraron mayores niveles de infeccidon por
DWV en comparacion con las colonias con un alto grado de africanizacidn. Sin embargo, multiples infecciones
virales se encuentran ampliamente distribuidas y en alta prevalencia en poblaciones de abejas africanizadas en
Brasil (Guimaraes-Cestaro et al., 2024; Mascena Peixoto et al., 2024), en Costa Rica, en donde la prevalencia
ha aumentado a lo largo de los afios (Chaves Guevara et al.,, 2024), y en Uruguay (Mendoza et al., 2014),
aunque en este Ultimo caso las colonias de abejas africanizadas tenian niveles mas bajos de infeccidn respecto
de las italianas.

Si bien los resultados no son coincidentes con otros expuestos para la regidn, que sugieren una mayor
resistencia de las abejas meliferas africanizadas frente a ciertos virus, las prevalencias y cargas virales en
abejas africanizadas se encuentran en aumento en los Ultimos afios (Chaves Guevara et al., 2024). Por otra
parte, los analisis presentados en este capitulo fueron realizados sobre las detecciones y no sobre las
cuantificaciones de los virus, por lo que no es posible inferir capacidad de tolerancia a partir de estos datos y

otros analisis son necesarios para poder realizar esa evaluacion.

Lewkowski & Erler (2019) expusieron que la diversidad en los resultados a nivel de colonia en infecciones de
EFB probablemente se debe a una variedad de factores que incluyen antecedentes genéticos del huésped. Sin
embargo, las frecuencias de deteccién de M. plutonius registradas en este capitulo son similares para ambos
linajes, y la evaluacién de la asociacién entre patdgenos y linajes maternos mostrd independencia entre el
origen y la deteccidn de M. plutonius, indicando que el linaje materno podria no tener influencia en la
resistencia a este patdgeno. Otros autores proponen que tanto el comportamiento del huésped como factores
ambientales, presencia de co-infecciones y el grado de virulencia de las cepas tendrian un papel predominante

en el desarrollo de EFB (Milbrath et al., 2021).

La evaluacion de la asociacién entre Vairimorpha spp. y los linajes maternos de las poblaciones analizadas,

mostré independencia de las variables. Sin embargo, De la Mora et al. (2023) reportaron que la infeccién por
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V. ceranae no tuvo un efecto significativo en la supervivencia de abejas africanizadas, mientras que
Guimaraes-Cestaro et al. (2024) hallaron que V. ceranae fue el microsporidio que mayor intensidad de
infeccidn presentd durante el verano y otofio en poblaciones de abejas hibridas de origen africano.

Curiosamente, las mayores frecuencias registradas de Vairimorpha spp. para los haplogrupos de linaje
materno europeo pertenecieron al nivel DESPRECIABE, mientras que para las muestras de origen materno
africano pertenecieron al nivel GRAVE. Estos resultados podrian indicar una diferencia de tolerancia entre los
linajes que no fue evidenciada en el test de Fisher que utilizd como variable solamente la deteccién de esporas
sin discriminar los niveles de abundancia media. Huang et al. (2012) reportaron que existe una mayor
supervivencia y mayor respuesta inmune en abejas tolerantes en comparaciéon con las abejas sensibles. De
igual modo, el clima, la temperatura y el intercambio de colmenas, y los materiales contaminados también
podrian influir en la prevalencia e infeccion de Vairimorpha spp. (Chen et al., 2009; Martin-Hernandez et al.,

2009; Gisder et al., 2010; Blot et al., 2023).

Los capitulos 2 y 3 proporcionan una actualizacion exhaustiva sobre la diversidad documentada de los
patégenos de las abejas y su distribucion geografica, y senalan la necesidad de obtener mas informacién sobre
las limitaciones de la salud de las abejas meliferas. Aunque las causas de la disminucién de polinizadores son
complejas y no existe consenso sobre ellas, las soluciones deben tender a la toma de medidas que contribuyan
a reducir o eliminar cualquier factor de stress (Goulson et al., 2015).

Teniendo en cuenta que los genes inmunitarios pueden estar regulados al alza en respuesta a una infeccion
(Doublet et al., 2017), un patégeno puede debilitar la inmunidad (Di Prisco et al.,, 2016) creando una
correlacién negativa, o el nivel de un patédgeno podria aumentar en respuesta a un sistema inmunitario que
esta regulado a la baja debido a otros factores (Dolezal & Toth, 2018), no es posible inferir causalidad a partir
de correlaciones entre los datos de expresidn génica y de patdgenos. La manera mds acertada de preservar las
poblaciones de abejas en Sudamérica parece ser mediante la comprension de la biologia de las abejas y la
biologia de las plagas para cada region. Las poblaciones de abejas con alta tasa de comportamiento higiénico
tienen mas probabilidades de sobrevivir (Maggi et al., 2016) y presentan una sensibilidad olfativa superior
(Masterman et al., 2001; Swansosn et al., 2009; Guarna et al., 2015; Mondet et al., 2015, 2020).

Se ha demostrado que la cria selectiva puede aumentar tanto la intensidad como la proporcién del
comportamiento higiénico, y que la seleccién de este rasgo puede ser una medida eficaz para mejorar la
resistencia de A. mellifera contra Varroa, AFB, EFB y cria yesificada (Spivak & Reuter, 1998; Palacio et al., 2000;
Ibrahim et al., 2007; Biichler et al., 2010; Rinderer et al., 2010; Bigio et al., 2014). El desarrollo de resistencia
genética también puede resultar de la implementacidon exitosa de programas de reproduccién que utilicen
caracteres adecuados (Le Conte et al., 2020).

Se encuentran en desarrollo nuevas herramientas, como los ensayos de SNP (Single Nucleotide Polymorphism,

polimorfismo de un solo nucledtido) para mejorar la comprensién de la diversidad de genes de inmunidad
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(Henriques et al., 2021a). Por otra parte, la ubicacidn geografica influye en la prevalencia de enfermedades,
siendo el componente ambiental el Unico factor significativo o, si estd presente un componente genotipico, la
influencia ambiental es mas fuerte (Meixner et al., 2014). Las condiciones ambientales y las practicas apicolas
también pueden contribuir activamente a la supervivencia de las abejas (Mondet et al., 2020). Por lo tanto, el
estrés migratorio experimentado en la edad adulta puede desencadenar cambios fisioldgicos, como una
menor expresion de algunos genes inmunes y de resistencia al estrés que permitieron infecciones exitosas
(Simone-Finstrom et al., 2021). Esto sugiere que otros factores podrian influir en la determinacién de los
niveles de infeccion y destaca la necesidad de realizar mas estudios para identificar la fuente de esta variacion
(Castelli et al, 2021).

Por otra parte, la seleccidn artificial mediante la inseminacién con un solo zdngano, como la iniciada por Harbo
& Hoopingarner (1997) y Harbo & Harris (1999), puede utilizarse para aumentar la frecuencia de los alelos de
resistencia en grandes poblaciones de abejas meliferas (van Alphen et al., 2020).

Adicionalmente, la determinacidn de la ascendencia gendmica en poblaciones locales y los genes que
contienen son fundamentales para comprender los cambios genéticos que subyacen al éxito ecoldgico de las
abejas meliferas africanizadas y podrian arrojar luz sobre la ubicacion y el origen de las regiones Utiles para la
cria de abejas mas resistentes a los factores que actualmente perjudican a las poblaciones y a la industria
apicola (Zarate et al., 2022).

Si bien los programas de cria selectiva dirigidos a alcanzar el equilibrio entre los genotipos europeos y
africanos podrian ser quizds el mejor compromiso para mantener las colonias de abejas meliferas sanas y
fuertes en el continente americano, en beneficio de la industria apicola (Ramos-Cuellar et al., 2022), es
necesario analizar e incluir otros factores determinantes en la salud de las colonias como la alimentacion, el
clima, la regionalizacion geografica y los eventos de trashumancia. Esto podria contribuir a garantizar una
apicultura mas sostenible, ademas de proporcionar nuevos conocimientos sobre las interacciones huésped-
patégeno, las diferentes interacciones co-evolutivas, y la importancia de la diversidad genética en la

epidemiologia de las enfermedades.
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CAPITULO 4 - Anélisis de toxicidad de agroquimicos en A. mellifera L.

1. INTRODUCCION

1.1. Productos quimicos sintéticos de uso en produccion agricola. Agroquimicos

Desde el final de la Segunda Guerra Mundial, la produccion y el uso de agroquimicos se ha generalizado a nivel
mundial, volviéndose cada vez mads intensivo (Stephenson, 2003). Al facilitar la agricultura a gran escala
reduciendo los impactos de los parasitos y patégenos de los cultivos, han permitido aumentar la productividad
(Coulon, 2017).

El avance de la frontera agricola en las ultimas décadas, junto a la implementacién generalizada de cultivos
transgénicos, las prdcticas agricolas intensivas, los cambios en el uso de la tierra, y la expansion de las dreas de
monocultivos, ocasionaron profundas transformaciones en la configuracién regional (Greene et al., 1999; Zhu
et al., 2012; Lechenet et al., 2017; Campana et al., 2019). En adicidn, la explosion demografica, la creciente
demanda de alimentos, la tecnificacién agricola y la necesidad de controlar tanto la incidencia de nuevas y
diversas plagas (Lu et al., 2008), como el desarrollo de resistencia (Zhu et al., 2004; Zhu et al., 2012),
condujeron a la intensificacién en la utilizacion de plaguicidas cada vez mas especificos, con un potencial
impacto negativo (tanto directo como indirecto) para las poblaciones de polinizadores y su consecuente costo
econdmico en los sistemas agricolas.

Los esfuerzos de desarrollo tecnolédgico han propiciado la introduccién de productos quimicos sintéticos para
la proteccién de cultivos, que permiten un mayor aumento en la produccidon de alimentos. Cuando un
plaguicida es aplicado a un cultivo agricola, aproximadamente el 1% del compuesto alcanza al organismo
blanco (Pimentel, 2002) mientras que el 99% restante es retenido en el follaje o se dispersa en el ambiente por
volatilizacidn, escorrentia y lixiviacién (Wasim et al., 2009). De este modo, su uso acaba generando residuos no
solo en néctar y polen (Barascou et al., 2021), sino también en el suelo, aire, agua, y en productos como la
miel, jalea real, cera o el propdleo (Figura 4.1). Por lo tanto, ademas de configurar un potencial peligro para la
salud de las abejas y otros polinizadores, ponen en riesgo el valor comercial de los productos apicolas (Simon-
Delso et al., 2022).

Actualmente, existen gran variedad de agroquimicos disponibles para el control de plagas de cultivos, entre los
que los herbicidas, fungicidas e insecticidas representan mas del 95% del mercado mundial (FAOSTAT, 2021), e
incluyen organofosforados y neonicotinoides (Garcia et al., 2003; Pérez et al., 2009; Zhu et al., 2017a, 2017b).

1.2. La incidencia de los plaguicidas en el entorno apicola y en la salud de las abejas

Las abejas cumplen un importante rol como polinizadores de cultivos esenciales para la seguridad alimentaria
del planeta junto a otros servicios ecoldgicos (Klein et al. 2007; Gallai et al. 2009; Goulson, 2015; Potts et al.
2016; Espregueira Themudo, 2020), sin embargo se encuentran sujetas a multiples presiones ambientales
(Goulson et al., 2015; Hassler et al., 2021). Entre ellas, las practicas agricolas convencionales basadas en el uso
de agroquimicos, la fragmentacién de habitats, la pérdida de recursos de forrajeo, y la disminucion de plantas

con flor (Turnbull, 2010; vanEngelsdorp, 2013; Mondet et al., 2014; Doublet et al., 2015; Goulson et al., 2015;

Lic. Genchi Garcia, ML 103
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 4




CAPITULO 4 - Anélisis de toxicidad de agroquimicos en A. mellifera L.

Cakmak & Sevencakmak, 2016; Forfert et al., 2017; Brandt, 2017; Lechenet et al, 2017; Steinhauer et al., 2018;
Bartomeus et al., 2019; Hristov et al., 2020; Milone & Tarpy 2021; de Jongh et al., 2022; Mayak et al., 2022),
afectan los ecosistemas y han sido resaltadas como posibles estresores que conducen al colapso de colonias
(Desneux et al., 2007; Maini et al., 2010). Los recientes registros de disminucién de las poblaciones revisten
una creciente preocupacion en el sector productivo, ya que supone una seria amenaza para una gran variedad
de cultivos (Osman et al., 2020).

Particularmente, las flores representan un gran riesgo para las abejas por la posibilidad de transporte de
agroquimicos, o metabolitos derivados de ellos (Rainey et al., 1978; Loader & Anderson, 1981; Dooley et al.,
2006; Fernandes et al., 2008; Ohno et al., 2010; Hitomi et al., 2013; Wanzala & Ogoma, 2013; Peterson et al.,
2022), dado que son necesarias para la alimentacion de la colonia y la produccidn apicola. En los paisajes
agricolas modernos suelen existir exposiciones a diversas clases de agroquimicos (Mullin et al., 2010; Lundin et
al., 2015; Schmuck & Lewis, 2016), creando oportunidades para multiples efectos combinados que pueden
generar diversos tipos de intoxicacion (Desneux et al., 2007; Maini et al., 2010; Broadrup et al., 2019, Tosi et
al., 2022). Los efectos letales que producen estos compuestos son de facil observacidn, sin embargo, en dosis
muy bajas pueden inducir efectos sub-letales que pueden afectar la locomocion, la capacidad de vuelo, el
comportamiento, la orientacién, la capacidad de aprendizaje, la memoria, la respuesta a estimulos, la crianza y
cuidado de la reina, el desarrollo de glandulas y drganos, la fisiologia y el metabolismo, el ritmo cardiaco, la
frecuencia respiratoria, la termorregulacion o la capacidad reproductiva en reinas y zanganos (Pisa et al., 2015;
Abdelkader et al., 2021), que a largo plazo pueden provocar la muerte de una colonia. El efecto producido
dependerd del nivel de exposicién, de su afinidad con los receptores de la célula y de la capacidad de
desintoxicacién del individuo (Simon-Delso et al., 2022). El impacto de los plaguicidas, especificamente los
neonicotinoides, en la inmunidad y la salud de las abejas meliferas es uno de los efectos sub-letales a los que
se le ha dedicado especial atencion (James & Xu, 2012; Di Prisco et al., 2013).

Multiples estresores pueden interactuar tanto de manera aditiva como antagdnica (Coté et al., 2016; Straub et
al., 2020; Bird et al., 2021; Siviter et al., 2021) generando efectos sobre las abejas individuales y las colonias.
Los mecanismos responsables de cada tipo de interaccion varian, pero pueden estar influenciados por la
competencia por recursos limitados (Poulin, 2007) o el estrés del huésped como resultado de la supresion
inmune (Alaux et al., 2010b; Pettis et al., 2013). En los insectos sociales el control inmunolégico es de
importancia central (Cremer et al., 2007; Evans & Spivak, 2010), ya que su estabilidad depende de mecanismos
sofisticados y finamente sintonizados, basados en la diversidad y la tolerancia. Especificamente, los plaguicidas
como algunos neonicotinoides y el glifosato han mostrado interacciones sinérgicas con pardasitos y patdgenos
con efectos aditivos negativos para las abejas (Claudianos et al., 2006; Nazzi et al., 2012; Prisco et al., 2013;
Nazzi & Pennacchio, 2014, 2018; Brandt et al., 2016; Straub et al., 2016; Coulon, 2017; Ciereszko et al., 2017;
Heard et al,, 2017; Rortais et al., 2017; Siede et al., 2018; Annoscia et al., 2019; Broadrup et al., 2019;
Tesnovik et al., 2019, 2020; Coulon et al., 2020; Morfin et al., 2020; Bruckner et al., 2021; Castelli et al., 2021;
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Bird et al., 2021; Leska et al., 2021; Ostermann et al., 2022; Mayak et al., 2022; Phocasem et al., 2022).
Adicionalmente, el uso de agroquimicos representa una fuerte limitacién para el sector apicola dado que
reduce los espacios de explotacién con disponibilidad de flora.

Por otra parte, el aumento en la aplicacién de aerosoles foliares y el tratamiento de semillas conlleva a un
mayor riesgo de exposicion de las abejas pecoreadoras (Sanchez-Bayo et al., 2014; Zhu et al., 2014). Estas
exposiciones cronicas han demostrado generar déficit en el aprendizaje y la memoria (Decourtye et al., 2005;
Karahan et al., 2015), fundamentales para la realizacidn de sus tareas y para la orientacion. Adicionalmente, el
radio de alimentacion de la abeja también afecta el grado de exposicién, siendo la distancia tipica recorrida de
3km, aunque su radio maximo descripto es de 15km (EFSA, 2012), lo que aumenta la probabilidad de la
exposicidn; por contacto a través de particulas del aire, polvo o gotas de pulverizacién, compuestos volatiles
diluidos en el aire o al caminar sobre superficies contaminadas; o por ingestion a través de alimentos
contaminados como néctar, polen y agua (Simon-Delso et al., 2022).

El agua es particularmente importante, ya que, a través de ella, cultivos no objetivo o plantas no cultivadas,
como malezas o plantas silvestres, pueden ser contaminados con agroquimicos (Long & Krupke, 2016) vy, por lo
tanto, volver a estar disponible para las abejas (Krupke et al., 2012; Botias et al., 2015). Cuando el agua y los
alimentos, sumados a la miel, cera y propdleo estdn contaminados pueden ser una fuente de exposicidn
crénica. Los agroquimicos también pueden permanecen en el ambiente prolongando el tiempo y posibilidades

de exposicion (Simon-Delso et al., 2022)(Figura 4.1).

Figura 4.1 — Vias de exposicion a agroquimicos. Se grafican sélo

las vias mas frecuentes, tanto directas como inderectas, con
importancia en la salud de Apis mellifera e insectos polinizadores.
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Argentina es el pais con mayor nimero de colmenas en el hemisferio sur y la produccién apicola presenta gran
dispersidon geografica con una marcada tendencia a la trashumancia hacia zonas con mayor oferta floral
(Campana et al., 2019; Submitter et al., 2020). Si bien su mayor concentracion se da en la region CENTRO;
NOA, el monte pampeano-puntano entre las regiones CENTRO y CUYO, la zona fruticola perteneciente a
PATAGONIA vy los corredores de los rios Parand, Uruguay y de La Plata, albergan colmenas provenientes de
otras zonas del pais (Campana et al., 2019). En este escenario productivo, nuestro pais ha empleado
241.519Tn de plaguicidas en 2021 (FAOSTAT, 2021), en aplicaciones totales referidas a la utilizacién
agroindustrial, con potenciales efectos en producciones no agricolas, como la pecuaria, la pesquera, y
principalmente, la apicola.

El equilibrio de comunidades ecolégicas complejas estd expuesto a una gran cantidad de riesgos generados por
los efectos impredecibles de diferentes agentes de estrés ambiental que pueden alterar el equilibrio
inmunoldgico y el flujo de energia a través del sistema (Annoscia et al., 2019). Los plaguicidas desempefian un
papel importante en las altas tasas de pérdida de insectos que se observan globalmente, afectando de manera
directa al ecosistema, a los productores y a la agricultura. Esta tendencia genera inquietudes sobre Ia
capacidad a futuro de la entomofauna para brindar los servicios regulatorios del ecosistema, de
aprovisionamiento, o culturales en los que participan como la polinizacién, regulacion de plagas, reciclaje de
nutrientes, y produccion de alimentos, fibras, bioquimicos y medicinas naturales (Simon-Delso et al., 2022). Si
bien las abejas meliferas no son organismo objetivo de la mayoria de los plaguicidas, estdn expuestas a ellos
(Battaglin et al., 2014; Rubio et al., 2014; Mitchell et al., 2017; Berg et al., 2018). En este sentido, las
evaluaciones del riesgo de los agroquimicos tienen el potencial de mejorar el conocimiento sobre los efectos
en las abejas y otros organismos participantes del ecosistema.

Teniendo en cuenta que existen numerosos trabajos que analizan las diferencias en resistencia y tolerancia a
enfermedades entre distintos linajes y ecotipos (Fries et al., 2006; Locke et al., 2011; B,ak & Wilde, 2015;
Locke, 2016; Leclercq et al., 2017; Nganso et al., 2017; Martin-Hernandez et al., 2018; Traynor et al., 2020;
Pusceddu et al., 2021; Peck, 2021); que el nivel y las vias de exposicion dependen fuertemente de la etapa de
desarrollo, la edad y la especie de abejas, asi como del perfil fisico-quimico y la forma de aplicacion del
pesticida, y que la expresidn de la toxicidad frente a una sustancia y la posibilidad de detoxificacion (Leska et
al., 2022) guardan relacidn con mecanismos del organismo afectado regulados genéticamente, el siguiente
capitulo expondra los anadlisis de la respuesta de dos linajes maternos de A. mellifera frente a ensayos de
toxicidad oral aguda realizados con pesticidas de distinta naturaleza.

1.3. Naturaleza quimica y efectos de los agroquimicos utilizados

1.3.1. Neonicotinoides (Thiamethoxam e Imidacloprid)
Los neonicotinoides son insecticidas derivados de la nicotina. Estos compuestos actlan sobre el sistema
nervioso central interfiriendo en la transmisidn de estimulos al bloquear de manera irreversible los receptores

post-sinapticos nicotinicos de la acetilcolina, compitiendo con el neurotransmisor natural y produciendo una
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sobre estimulacidn de las sinapsis colinérgicas resultando en hiperexcitacién, convulsiones, paralisis y muerte
del insecto (Nauen et al., 2003). Estos compuestos se emplean foliarmente, en el recubrimiento de semillas o
mediante aplicacion de drenaje de raices (Bonmatin et al., 2007; Botias et al., 2015; Brandon & Robinson,
2015; Catchot et al., 2016; Pang et al., 2020). Su estructura quimica les confiere propiedades sistémicas que
permiten una proteccion total de la planta y pueden traslocarse al polen y néctar a través del xilema en las
plantas en crecimiento, que disminuyen su concentracién a medida que el vegetal crece (Sanchez-Bayo et al.,
2016), pero pueden ser letales para las abejas (Henry et al., 2012; Azpiazu et al., 2019; Gierer, et al., 2019), o
inducir efectos sub-letales (Decourtye et al., 2004; Gill et al., 2012; Larson et al., 2013; Sdnchez Bayo et al.,
2016; Démares et al., 2022). Dentro del rango de efectos registrados por intoxicacién con neonicotinoides, se
destacan la afeccion en la longevidad, comportamiento de busqueda de alimento, alimentacion, aprendizaje y
memoria (Decourtye et al., 2004; Cresswell et al., 2012; Gill et al., 2012; Schneider et al., 2012).

El contacto con estas sustancias puede darse durante el libado y almacenamiento de alimento en las colonias
para su posterior consumo (Botias et al., 2015; Krupke et al., 2016), o por suelo contaminado y polvo liberado
durante las tareas de siembra de las semillas tratadas (Krupke et al., 2012; Botias et al., 2015). Se han
detectado neonicotinoides en el polen recolectado por las abejas de multiples fuentes (Stoner & Eitzer, 2012;
Pilling et al., 2013; Botias et al., 2015; Wood et al., 2019), asi como en el pan de abeja (polen procesado
almacenado dentro de la colonia)(Bonmatin et al., 2015; Mogren & Lundgren, 2016; Tong et al., 2018)(Figura
4.1). Ademas, estos compuestos se liberan facilmente al suelo y al agua, donde pueden persistir y trasladarse a
la vegetacion adyacente, lo que representa un riesgo para organismos no objetivo (Sur et al., 2003; Bonmatin
et al., 2015). El riesgo de exposicién aumenta cuando las recolectoras individuales llevan a la colonia recursos
contaminados que se comparten con otros adultos e inmaduros en desarrollo (Sanchez-Bayo & Goka, 2014).
Los neonicotinoides se encuentran entre los insecticidas mas ampliamente aplicados a nivel mundial (Zhu et
al., 2004; Jeschke et al., 2011; Simon-Delso et al., 2015; van der Sluijs et al., 2015), y sus efectos en el medio
ambiente fueron ampliamente relacionado con la pérdida de colonias (Maini & Aggarwal, 2010; Cresswell et
al., 2012; Farooqui, 2013; Goulson et al., 2015). De manera individual pueden presentar una serie de
consecuencias negativas que pueden ir desde efectos sub-letales fisioldgicos, anatémicos y comportamentales
hasta una reduccion en la supervivencia, seguido de la muerte (Straub et al., 2016; Havard et al., 2020; Friedli
et al., 2020; Singla et al., 2021). A su vez, el efecto que producen en las abejas podria ser aditivo en
combinacion con otras clases de pesticidas (Gill et al., 2012; Biddinger et al., 2013; Godfray et al., 2014).

Al presentar un efecto sistémico son un importante factor abidtico de riesgo para las colonias (Simon-Delso et
al., 2015; Wood & Goulson, 2017), afectando negativamente el desarrollo de las glandulas hipofaringeas y, por
tanto, la actividad de cuidado y alimentacion de la cria (Hatjina et al, 2013; Minnameyer et al., 2021).
Adicionalmente, influyen en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Derecka et al., 2013; Cook, 2019),
aunque bajas concentraciones pueden resultar en un aumento de la masa corporal, posiblemente a expensas

del fitness (Cutler, 2012; Cutler & Rix, 2015).
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Particularmente, las exposiciones orales a los neonicotinoides podrian encontrarse dentro de las mas
preocupantes debido a la mayor toxicidad relativa (dosis letal media baja) y a una mayor probabilidad de
exposicidn a residuos en polen, néctar y agua (Alkassab et al., 2017). Se les atribuye gran responsabilidad en la
alta mortalidad de las abejas y las afecciones por efectos sub-letales tanto en ensayos de laboratorio como a
campo, y solos o en presencia de otros factores estresantes (Alaux et al., 2010a; Vidau et al., 2011; Aufauvre et
al., 2012; Henry et al., 2012; Nazzi & Pennacchio, 2014; Doublet et al., 2015a; Tison et al., 2016; Dussaubat et
al., 2016), ya que la planta sélo utilizara parte de la sustancia activa (van der Sluijs et al., 2015) y el resto se
encontrard en el medio ambiente. Por otra parte, al ser facilmente solubles en agua, pueden contaminar el
suelo por lixiviacion, esparcirse por el area tratada y contaminar las aguas superficiales y subterraneas (Gupta
et al., 2002; Miranda et al., 2011; van der Sluijs et al., 2015).

Ademds, tanto los neonicotinoides como sus metabolitos son muy persistentes en suelo, sedimentos y agua
(van der Sluijs et al., 2015) con un alto riesgo de acumulacién (Haith, 2010).

El impacto de los neonicotinoides en condiciones de campo aun no se ha dilucidado por completo, aunque se
han desarrollado numerosos estudios presentando resultados contradictorios en cuanto a los efectos tdxicos
sobre los polinizadores, si bien es bastante habitual encontrar efectos negativos en las abejas en ensayos de
laboratorio y de semi-campo (Johnson et al., 2010; Cresswell et al., 2012; Carreck & Ratnieks, 2014; Sanchez-
Bayo, 2014; Sandrock et al., 2014; Goulson et al., 2015; Lundin et al., 2015; Straub et al., 2016; Blacquiere &
Van der Steen, 2017; Carreck, 2017; Ciereszko et al., 2017; Woodcock et al., 2017; Odemer et al., 2018).

Entre los neonicotinoides, se encuentra el grupo de las nitroguanidinas que presentan un grupo nitro-(NO2) e

incluyen a pesticidas como imidacloprid y thiamethoxam.

El imidacloprid [IUPAC: (E)-1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-
N~ NO,
nitroimidazolidin-2-ilidenamina] (Figura 4.2) es wuna 1
sustancia con actividad insecticida, que puede ser aplicado J(
\ N

tanto via foliar como radicular a través del agua de riego. L/Nll
Tiene un efecto residual prolongado en el suelo y se Cl N/
encuentra etiquetado como utilizable para el control de )

. . . Figura 4.2 — Foérmula estructural del compuesto
plagas y tratamiento de semillas (Jiang et al., 2018). imidacloprid. Tomado de.

Numerosos residuos y metabolitos secundarios han sido  https://www.fao.org/fileadmin/templates/agphome/do
cuments/Pests_Pesticides/Specs/Imidacloprid_2013.pdf

hallados en muestras de polen (Henry et al., 2012).

Por su parte, el thiamethoxam [IUPAC: (EZ)-3-(2-cloro-1,3-tiazol-5-ilmetil)-5-metill,3,5-oxadiazinan-4-

iliden(nitro)amina] (Figura 4.3) es uno de los neonicotinoides mas utilizados en el mundo, para fumigacion de

cultivos y recubrimiento sistémico de semillas de maiz y colza (Maienfisch et al., 2001; Nauen et al., 2003; van

der Sluijs et al., 2015). Presenta actividad translaminar y alta sistemicidad en forma ascendente, con una

excelente translocacion en el xilema, y ademas, una pequefia cantidad de producto es transportado a través

del floema. Es un insecticida que actua por contacto e ingestion, interfiriendo los receptores nicotinicos post-
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sindpticos de acetilcolina, afectando al sistema nervioso central. Estas moléculas tienen la particularidad de
poder circular en el sistema vascular de la planta y asi migrar a todos los tejidos. Por lo tanto, se pueden
encontrar en el néctar o el polen producido por la planta, aunque inicialmente solo la semilla estuviera
0 recubierta con el pesticida. Presenta numerosos metabolitos
/N ( \’ hallados en plantas e insectos (Maienfisch et al., 2001; Nauen
CI_< j\/N N et al.,, 2003; Benzidane et al., 2010; Casida, 2011). Su modo de

S e g . : N
accion es ligeramente diferente a otros insecticidas de la
N,\ misma familia y no parece unirse a los mismos receptores
NO? (Maienfisch et al., 2001). Algunos analisis han establecido que

Figura 4.3 — Férmula estructural del compuesto  existen efectos nocivos en las abejas, con dosis letal media a
thiametoxam. Tomado de:
https://www.fao.org/fileadmin/templates/agphom

e/documents/Pests_Pesticides/JMPR/Report10/Thi  jnsectos afectados pueden mostrar inmediatamente sintomas
amethoxam.pdf

las 48hs estimada en 5ng/abeja (Laurino et al., 2011). Los

de envenenamiento con hiperexcitacién y pardlisis, aunque
también se observaron efectos sub-letales en las larvas (Grillone et al.,, 2017), en los zanganos (Straub et al,,
2022) y en las obreras con una reduccién significativa de la memoria olfativa, el deterioro del rendimiento del
aprendizaje y la induccién del comportamiento de remocidn de larvas (Schuehly et al., 2021).
1.3.2. Organofosforados (Clorpirifos)
Los compuestos organofosforados son ésteres del acido fosférico y de sus derivados. Se caracterizan por
inhibir enzimas con actividad esterdsica, mas especificamente de la acetilcolinesterasa, en las terminaciones
nerviosas, generando una acumulacién de acetilcolina y, como consecuencia, una alteracién del
funcionamiento del impulso nervioso. Sus efectos varian de acuerdo a la via de entrada en el organismo (Vale,
1998; Weselak et al., 2007; Pérez et al., 2009; Fernandez et al., 2010). Constituyen un grupo de pesticidas muy
eficiente y econémico (Garcia et al., 2003) y han sido utilizados alrededor del mundo como pesticidas para el
manejo de las plagas (Karam et al., 2004). Pese a que permitieron erradicar numerosas plagas en la agricultura,
dejaron graves efectos colaterales (Fernandez et al., 2010; Espinoza & Bustos-Obregén, 2015), debido a su
gran toxicidad, lenta degradacion y bioacumulacién, lo que ha llevado a una disminucién en su uso en los

ultimos 15 afios (Jayaraj et al., 2016; Bird, 2018; Saborio

Cervantes et al., 2019). ﬁ

El Clorpirifés [IUPAC: de 0,0-dietil-3,5,6-tricloro-2-piridil Cl__N OP(OCH,CHy),
fosforotioato] (Figura 4.4) es un insecticida organofosforado |

(Aranzazu et al., 2012; Sanchez, 2012; Calderén, 2017) no Cl N Cl

sistémico, con accion por contacto, estomacal y respiratorio, ) .
Figura 4.4 — Férmula estructural del compuesto

de amplio espectro (Akbar & Sultan, 2016; Wang, et al., 2019),  clorpirifés. Tomado de:

» . ) ] https://www.fao.org/fileadmin/templates/agphom
utilizado en la agricultura para el manejo de plagas, en cultivos Ty o ey ot e

de significancia comercial. Se registré por primera vez en 1965  S08.pdf
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y se ha empleado en grandes cantidades debido a que actla sobre una gran variedad de insectos (Upegui,
2010; Aguirre-Buitrago et al., 2014). Su aplicacidon puede realizarse directamente al suelo o por medio de
pulverizadores y se registra actualmente en numerosos paises, con registros de incidentes por intoxicacion
(Aucapiiia, 2016). Dependiendo del entorno puede ser mas, o menos inestable (De la Cruz et al., 2010). La
permanencia en el suelo depende de las condiciones ambientales, el tipo de suelo y la concentracion (Lopera
et al., 2005; Nandhini et al., 2021), y presenta alta bioacumulacion (De la Cruz et al., 2010; Agostini, 2013). A
pesar de ser considerado moderadamente tdxico, es capaz de causar afecciones graves (Nandhini et al., 2021;
Gamboa et al., 2023) y presenta un elevado impacto ambiental con posible contaminacién de aguas
superficiales y subterraneas (Cocca et al., 2015). La persistencia de este insecticida representa un peligro para
la micro y macrofauna del suelo (Marafién, 2015) y se han encontrado evidencias de la presencia de residuos
en la miel (Zhu et al., 2014) y en hojas, tallos, frutos y flores (Ahmad, 2004; Ettiene, 2010; Santoyo, 2014;
Guilcamaigua & Chancusig, 2017). Asimismo, se han hallado residuos que propiciaron dafos en la nutricion
vegetal y la resistencia al ataque de plagas (Mena-Rodriguez et al., 2018)

1.3.3. Herbicidas (Glifosato)

Los herbicidas registrados para el control de malezas también son utilizados en el entorno agricola, y tienen
incidencia en organismos no objetivo, aunque algunos ensayos destacan que resultan menos tdxicos (Mullin,
2010; Heard et al., 2017).

El glifosato [IUPAC: N-(fosfonometil)glicina] (Figura 4.5) es el

O H herbicida mas utilizado en el mundo (Benbrook et al., 2016;
I | Castelli et al., 2021). Se caracteriza por su no selectividad,
HO IIDVNVCOOH por ser de amplio espectro, mévil en el floema y disponible
OH a bajo costo (Duke & Powles, 2008; Benbrook, 2016; Ledoux
et al, 2020). Inhibe una enzima que participa en la

Figura 4.5 — Foérmula estructural del compuesto L, . . L. .
iz, Tomado de:  biosintesis de aminoacidos aromaticos y otros metabolitos
https://www.fao.org/3/ca9596en/ca9596en.pdf secundarios en las plantas, por lo que es ampliamente

utilizado para el control de malezas anuales y perennes (Duke & Powles, 2008; Silva et al., 2018; Grau et al.,
2022).

Aunque diferentes estudios han registrado su efecto negativo tanto en las abejas meliferas, como en otros
organismos, incluidos efectos perjudiciales sobre el comportamiento, las capacidades cognitivas, sensoriales y
de desarrollo (revisado en Farina et al.,, 2019), su uso todavia esta permitido y ha incrementado en gran
medida, debido al uso extendido de productos comerciales en cultivos genéticamente modificados resistentes
al glifosato (Benbrook et al., 2016), aumentando tanto el rendimiento de los cultivos como el uso de biocidas a
base de glifosato en la agricultura, especialmente en Estados Unidos, Brasil y Argentina (Gianessi, 1999; Dill,
2008; Benbrook, 2012, 2016). Este aumento conlleva a la contaminacion del suelo, el aire, la lluvia y los cursos

de agua, especialmente en las zonas agricolas (Battaglin et al., 2014; Rubio et al., 2014). Estos herbicidas se
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rocian sobre cultivos, son absorbidos por las hojas de las plantas y trasladados a los tejidos en crecimiento
(Singh et al., 2020). Al trasladarse a las raices, se libera al suelo (Laitinen et al., 2007), en donde queda
alrededor del 88% del producto rociado (Laitinen et al., 2008, 2009; Lupi et al., 2019). Parte del glifosato
ingresa a los cuerpos de agua, después de fuertes lluvias, deshielo, arado o erosidn del suelo (Laitinen et al.,
2009), y al aire a través de la erosién edlica (Silva et al., 2018).

Existe cada vez mas evidencia de sus efectos ecotoxicoldgicos en la biodiversidad de agroecosistemas no
objetivo (Yamada et al., 2009; Cuhra et al., 2016; Kanissery et al., 2019; Zioga et al., 2022) y ha demostrado
interferir en procesos biolégicos de hongos, bacterias, arafias, insectos y otros artrépodos, microorganismos
del suelo, vertebrados y plantas no objetivo (Edwards et al., 1980; Haughton et al., 2001; Nosanchuk et al.,
2001; Laitinen et al., 2006, 2008, 2009; Evans et al., 2010; Grab et al., 2013; Pettis et al., 2013; Battaglin et al.,
2014; Park et al., 2015; Sviridov et al., 2015; Yang et al., 2015; Bento et al., 2016; Russo et al., 2016; Baglan et
al., 2018; Gill et al., 2018; Silva et al., 2018; Lupi et al., 2019; Tahir et al., 2019; Russo et al., 2020a; Smith et al.,
2021).

Las abejas se encuentran expuestas a este herbicida a través de la recoleccidn de polen, néctar o agua, que
llevan a la colonia (Battaglin et al., 2014; Rubio et al.,, 2014; Berg et al., 2018). Estudios recientes han
demostrado que el glifosato altera la estructura y composicién de la microbiota intestinal de las abejas (Motta
et al.,, 2018, 2020a, 2020b; Blot et al., 2019; Castelli et al.,, 2021) y que juega un papel importante en el
metabolismo, crecimiento, desarrollo, inmunidad y defensa contra patdgenos (Engel et al., 2016; Raymann et
al., 2018). Adicionalmente, redujo la supervivencia y causé defectos de aprendizaje asociados con las
conductas de alimentacidn, regreso a la colmena y vuelo (Farina et al., 2019; Tomé et al., 2020). Por otra parte,
se ha detectado glifosato tanto en polen, néctar y miel como en larvas de abejas (Rubio et al., 2014; Thompson
et al., 2014, 2019; Chamkasem & Vargo, 2017; Karise et al., 2017; Kyriakopoulou et al., 2017; Zhu et al., 20173;
Berg et al., 2018; Zoller et al., 2018; Ferreira de Souza et al., 2020), y adicionalmente reviste una amenaza
indirecta al reducir la disponibilidad de recursos nutricionales (Bohan et al., 2005; Gill et al., 2018; Sharma et
al., 2018). Su efecto negativo podria verse potenciado por la interaccién con plagas y patdgenos (Higes et al.,

2013; Castelli et al., 2021).

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar una evaluacién del efecto in vitro de los agroquimicos thiametoxam, imidacloprid, clorpirifés y
glifosato sobre abejas meliferas adultas a partir de un ensayo de toxicidad oral aguda.

2. Evaluar la respuesta en los ensayos de toxicidad oral aguda para dos haplogrupos de abejas meliferas, C1
(perteneciente a linaje materno europeo) y A4 (perteneciente a linaje materno africano) con el objeto de

analizar posibles diferencias en la tasa de mortalidad.
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1.4. HIPOTESIS

1. Existen variaciones en los mecanismos de resistencia, tolerancia y/o desintoxicacién entre los distintos
linajes maternos de A. mellifera que permiten afrontar los efectos producidos por los agroquimicos de manera

diferencial.

2. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de los ensayos de toxicidad oral aguda in vitro en abejas obreras se empled la metodologia
propuesta por Medrzycki et al. (2013), con modificaciones; y la guia de la OECD -Organizacién para la
Cooperacion Econémica y el Desarrollo- para anadlisis de toxicidad oral aguda y quimicos.

2.1 Tratamientos y cdlculo de las dosis estudiadas

Se utilizaron cuatro agroquimicos (tratamientos) de diferente naturaleza quimica: glifosato, thiametoxam,
imidacloprid y clorpirifés. Se analizaron 5 dosis para cada uno de ellos, con 5 réplicas por dosis. Las
concentraciones y dosis utilizadas fueron calculadas en base a la revisién de estudios de toxicidad realizados
en el mundo y en la regién, de acuerdo con los valores de pesticidas y residuos de dichos agroquimicos
hallados en el ambiente (Belzunces et al., 1999; Laitinen et al., 2007; Bott et al., 2008; Fontana et al., 2010;
Laurino et al., 2011; Kairo et al., 2017).

Las dosis utilizadas fueron 0,01; 0,1; 1; 10 y 100 pg/L (correspondientes a 2x107, 2x10°, 2x10~, 2x10™, 2x107
microgramos de principio activo por abeja -ug p.a/abeja-). Para la preparacién del alimento correspondiente a
cada tratamiento, se realizé una dilucidn en jarabe estéril de sacarosa 50% p/v en concentracién de 100ug/L,
en un volumen de 10ml y en relacién a la concentracién inicial de cada principio activo. Luego se realizaron
diluciones seriadas 1/10 para las concentraciones restantes.

Para el control téxico, se utilizd dimetoato [IUPAC: 0,0—dimetil-S (N-metil-carbonilmetil) fosforoditioato]
(Gough et al., 1994), para el que el rango de concentraciones se encuentra estandarizado (Medrzycki et al.,
2013), con 5 réplicas por dosis. El control negativo de toxicidad se realizé sobre 15 unidades experimentales
por tratamiento, provistas de jarabe de sacarosa estéril al 50% p/v.

2.2. Diseiio y preparacion de las unidades experimentales. Enjaule de material vivo

Se disefiaron y utilizaron unidades experimentales en base a las utilizadas por Alaux et al. (2010a), que
permitieran medir los efectos de las diversas formulaciones sobre las abejas.

Cada unidad experimental (Figura 4.6) consistié en un frasco de acrilico transparente de 6,5cm de didametro
por 6¢cm de alto, con tapa ranurada (agujeros menores a 2mm de didmetro) para permitir ingreso de aire, y un
orificio sobre el lateral del frasco cercano a la base, de aproximadamente 9mm de didmetro, para introduccion
del alimentador. Este ultimo orificio fue inicialmente bloqueado, durante la fase de alimentacién con

formulaciones de agroquimicos, y luego albergd un alimentador.
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TAPA RANURADA

.

ALIMENTADOR EXTERNO o ’
UNIDAD EXPERIMENTAL

Figura 4.6 — Fotografias con detalle y dimensiones de las unidades
experimentales utilizadas.

Dos tipos de alimentadores fueron utilizados en las diferentes etapas de estos ensayos. Cada unidad
experimental fue inicialmente provista de un alimentador interno de material plastico opaco de 2cm de
didmetro y un borde de 3mm de alto, que contendria el tratamiento a probar en cada caso. Las dimensiones
del dispositivo permitieron que las abejas pudieran alimentarse sin quedar atrapadas dentro del mismo. El
segundo alimentador —externo-, utilizado en la etapa de evaluacién de la mortalidad postratamiento, consistio
un tubo eppendorf™ de 2,5ml transparente al que se le realizd un orificio en una de sus paredes laterales,
cercano a la base del tubo, y que contenia una pequefia cantidad de fibras de algodon embebidas en jarabe de
sacarosa 50%p/v estéril, que permitié la alimentacidn de las abejas durante el transcurso del experimento. Se
realizd su reemplazo cada 24hs para garantizar la disponibilidad de alimento.

Los ensayos se realizaron sobre dos grupos de abejas, uno de linaje materno europeo (haplogrupo
mitocondrial C1), colectadas en el apiario de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad
Nacional de La Plata y, otro de linaje materno africano (haplogrupo mitocondrial A4), colectado en el apiario
de la Facultad de Agronomia y Zootecnia de la Universidad Nacional de Tucuman. Las colmenas utilizadas para
este ensayo presentaban reina presente, sanidad controlada, no exhibian signos clinicos de ninguna
enfermedad, ni experimentaron exposiciones previas a agroquimicos.

Se recolectaron abejas que se hallaban sobre los cuadros internos de la cdmara de cria de las colmenas, de
modo de obtener abejas jovenes. La coleccion se realizd sin emplear humo de manera de evitar el consumo
de miel y el posterior rechazo del alimento otorgado en cada tratamiento. Las abejas fueron anestesiadas con
dioxido de carbono (CO,) durante 5 segundos para introducirlas en grupos de 10 individuos en cada unidad
experimental (Figuras 4.6 y 4.7). Luego de su recuperacion espontanea, se reemplazaron aquellas que no

mostraron signos vitales.

Lic. Genchi Garcia, ML 113
Trabajo de Tesis Doctoral — CAP. 4




CAPITULO 4 - Andlisis de toxicidad de agroquimicos en A. mellifera L.

Se confecciond un lote de 25 frascos para cada tratamiento, 30 frascos para cada control toxico, y 15 frascos

para cada control negativo de toxicidad.

Figura 4.7 — Fotografias de las diferentes etapas del ensayo in vitro: a) Preparacidn de las diluciones de trabajo de los agroquimicos;
b) Coleccidn de las abejas a campo; c) Preparacion de las unidades experimentales; d) Preparacion del ensayo; e) Lote de unidades
experimentales; f) Conteo de abejas muertas en unidades experimentales.

2.3 Ensayos in vitro

Los ensayos fueron realizados en el laboratorio del Curso de Produccién Animal | de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales - UNLP, y en el laboratorio de la Catedra de Produccién de Animales de Granja de la
Facultad de Agronomia y Zootecnia - UNT, durante los meses de Septiembre, Octubre y Noviembre de 2018.
Luego de preparar las unidades experimentales, se procedid a la alimentacion con los tratamientos, una vez
que las abejas se encontraron recuperadas de la anestesia. Cada unidad fue provista de 200ul de la
formulacion de jarabe de sacarosa (50% p/v en agua destilada estéril) y la concentraciéon especifica de
agroquimico para cada tratamiento, que fue depositada en el alimentador interno permitiendo la alimentacion
ad libitum (20l por abeja).

Se separaron los frascos por lote, segun el tratamiento y las dosis (Figura 4.7), que fueron ubicados en una sala
incubadora, para poder controlar las condiciones de temperatura y humedad, de manera de recrear lo mas
fielmente posible las condiciones halladas dentro de la colmena. Las salas se mantuvieron en oscuridad, la
temperatura ambiente oscilé entre 26°C +/- 2°C y la humedad relativa aproximada se encontré entre 60-70%.
La ubicacion de los lotes fue aleatoria, sin mezclar tratamientos, ni tratamientos con controles, para evitar
contaminacion cruzada entre los productos por volatilizacion.

Luego del consumo total del tratamiento, las abejas fueron alimentadas con un alimentador externo, ubicado

en el orificio lateral de cada unidad experimental (Figura 4.6), que proveyd a las abejas de jarabe de sacarosa
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durante todo el ensayo. Las réplicas del control negativo de toxicidad fueron alimentadas inicialmente con
200ul de sacarosa 50%p/v, agregandoles los alimentadores externos al mismo tiempo que el resto de los
tratamientos.

Cada lote de individuos se mantuvo dentro del frasco en que se lo enjauld durante todo el ensayo para evitar
contacto entre abejas de diferentes tratamientos.

La mortalidad en cada réplica fue evaluada a las 24, 48 y 72hs posteriores a la alimentacién con los
tratamientos, por conteo de abejas muertas.

2.4 Analisis estadisticos

Los rangos estandares de respuesta para analisis de toxicidad oral aguda de los controles (Medrzycki et al.,
2013; OECD, 1998; CEB, 2011) fueron comparados con los resultados obtenidos en los ensayos de dimetoato y
sacarosa, para la validacion de los analisis realizados.

Los datos fueron analizados con el software RStudio version 2023.12.1+402. Tanto la normalidad como la
homogeneidad de varianzas de los sets de datos se evaluaron con las pruebas de Shapiro-Wilk y Fligner-
Killeen. Las diferencias entre los grupos control y las dosis de cada tratamiento y, entre los grupos
pertenecientes a haplogrupos mitocondriales europeos y africanos correspondientes a las dosis de cada
tratamiento a las 24, 48 y 72hs, se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney.
En el caso de diferencias significativas se utilizaron pruebas de suma de rangos de Wilcoxon por pares con
correccion de continuidad para comparaciones posteriores.

Adicionalmente se realizaron andlisis estadisticos con los programas PROBIT Version 1.5 y GraphPad Prism
8.0.1 a fin de evaluar la DLs; de cada pesticida. Los resultados y aplicacion de ambos programas serdn

analizados en el apartado discusion.

3. RESULTADOS

Las mortalidades observadas en los controles se encontraron dentro de los rangos estandares para analisis de
toxicidad oral aguda, validando los ensayos realizados. Mientras que los controles de sacarosa no superaron el
10% de mortalidad total en ningun caso, el control toxico presentd una mortalidad entre el 40% y 50% para las
dosis mas bajas y entre un 80% y 100% para las dosis mas altas probadas.

3.1. Comparacion de los valores de mortalidad entre dosis empleadas y controles no toxicos, para
las 24, 48 y 72hs.

La distribucidn de las frecuencias de mortalidad para cada agroquimico se encuentra en las figuras 4.8a, b, cy
d, discriminadas por tiempo y dosis. En los diagramas de cajas y bigotes se puede observar la distribucién de la

mortalidad de cada dosis en comparacion con el control blanco.
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Figura 4.8 — Graficos de distribucidon de frecuencias de mortalidad discriminados por horario de medicién. A la izquierda, en
magenta, se pueden observar los graficos de la distribucion de mortalidad para cada agroquimico, sin distincion de dosis. En el
centro, en distintos tonos de azul se incluyen los graficos por dosis, para las 5 dosis de cada tratamiento (0,01ug/L; 0,1pg/L; 1ug/L;
10ug/L y 100pg/L). En los diagramas de cajas y bigotes, a la derecha, se puede observar la distribucién de la mortalidad de cada
dosis (manteniendo los colores de los graficos individuales) en comparacién con el control blanco (en magenta).

a) GLIFOSATO, b) CLORPIRIFQS, c) THIAMETHOXAM, d) IMIDACLOPRID

La evaluacion de la mortalidad de las dosis probadas por comparacién con los controles no toxicos para las 24,
48 y 72hs mostraron diferencias estadisticamente significativas entre controles y tratamientos en algunos
casos, con valores de p<0,05. Los resultados de las pruebas de Wilcoxon-Mann-Whitney, con los valores de p
para cada comparacién vy los graficos correspondientes a cada analisis, se exponen en la tabla 4.1.

Los resultados del analisis para glifosato no revelaron diferencias estadisticamente significativas entre los
controles y las dosis para las 24 y 48hs, sin embargo para las 72hs, se observaron diferencias significativas
entre el control y las dosis 1pg/L y 100ug/L. En el caso de clorpirifds, no se evidenciaron diferencias entre el
control blanco y las dosis del tratamiento a las 24hs, pero las diferencias fueron estadisticamente significativas
al comparar el control con las dosis 0,1 pg/Ly 1ug/L, a las 48hs y, el control con las dosis 0,01ug/L, 1ug/Ly
10ug/L a las 72hs. Para los neonicotinoides, se hallaron diferencias en todos los horarios. Thiamethoxam
exhibid diferencias entre el control y las dosis 10ug/L y 100ug/L para las 24hs de tratamiento; 0,01 pg/L, 1ug/L,
10ug/L y 100ug/L para las 48hs; y para todas las dosis a las 72hs. Mientras tanto, Imidacloprid mostré
diferencias entre el control y las dosis 10ug/L y 100ug/L para las 24 y 48hs, y 1ug/L, 10ug/L y 100ug/L para las
72hs.
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Tabla 4.1 — Resultados de las pruebas de Wilcoxon-Mann-Whitney, con los valores de p correspondientes a cada
comparacion. Adicionalmente, se incluyen los graficos de violin correspondientes a cada analisis, para las 24, 48 y 72hs. En
los diagramas se puede observar la mortalidad de cada dosis [(0,01ug/L; 0,1ug/L; 1ug/L; 10ug/L y 100ug/L), en tonos de
azul] en comparacion con el control blanco (en magenta). Los cédigos de significancia para los valores de p expresados en
los graficos son: 0 “***’; 0.001 “**’; 0.01 “*’; 0.05 “.; 0.1 “’; 1.

TIEMPO DOSIS L .
TRATAMIENTO [ue/L] GRAFICO

(hs)

W=1755 2

24 i W=1355 | W=173 | W=1685 | W=163 |
- = 0.6314 = 0.4284 =0.5269 | p=0.6632 | °

03785 | P # o £ .

48

W=167.5 | W=140.5 | W=1345 | W=153.5 | W=106
p=0.5767 | p=0.7646 | p=0.618 | p=0.9197 | p=0.1544 | -

= w=ots | w=uz | W j:"s w=10a | W 257'5 g
- P = & = §
p=00625 | p=02373 |  b° | pmomaez | P | F
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p=1 p=0.5269 | p=0.2626 | p=0.1093 | p=0.1409 | !

W=70 W=81

W=1135 | wW=143 - . W=1155 | . ‘
=0.2377 | p=0.8317 A i =0.2626 | ©

£ # 0.009577 | o.02482 | ©

48
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W=61 W =525 W =60 i
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= 0.9102 =0.3384 | ©

0.004303 | P 0.001789 | 0.003886 | © :
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3.2. Comparacion de los valores de mortalidad entre haplogrupos mitocondriales, para las 24, 48 y
72hs.

Las comparaciones de mortalidad entre abejas de linaje europeo y africano arrojaron diferencias significativas

entre ambos grupos para las 24, 48 y 72hs, con valores de p<0,05 (Figura 4.9), con mayor mortalidad de abejas
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del linaje materno europeo. Las comparaciones por pares entre tratamientos (agroquimicos utilizados),

exhibieron diferencias significativas, aunque no para todos los tratamientos y horarios. En todos los casos en
los que se presentaron diferencias significativas entre los haplogrupos mitocondriales analizados, el linaje
materno europeo fue el que mayor mortalidad presenté. Los tratamientos correspondientes a thiamethoxam
y glifosato mostraron diferencias significativas en la mortalidad de abejas por haplogrupo a las 24, 48 y 72hs
(Figura 4.9 - THIAMETHOXAM, GLIFOSATO); mientras que clorpirifés sélo exhibid diferencias a las 72hs de
ensayo (Figura 4.9- CLORPIRIFOS); e imidacloprid no presentd diferencias para ninguno de los horarios de
toma de resultados (Figura 4.9- IMIDACLOPRID). Entre los agroquimicos que presentaron diferencias para la
mortalidad de los linajes maternos, tanto glifosato como clorpirifds tendieron a exacerbar las diferencias entre
los dos grupos genéticos analizados, conforme al aumento del tiempo de ensayo. Sin embargo, thiamethoxam
presentd una respuesta inversa, tendiendo a suavizar las diferencias entre grupos conforme al aumento del

tiempo de medicion.
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Figura 4.9 — Graficos de comparaciéon de los valores de mortalidad entre linajes maternos a partir de ensayos en dos haplogrupos
mitocondriales -C1 y A4-, para las 24, 48 y 72hs. Los gaficos de violin corresponden al analisis comparado incluyendo todos los tratamientos.
Los graficos de caja corresponden a la comparacion de las respuestas de ambos grupos, por tratamiento. Cada grafico de cajas contiene la
referencia del tratamiento y el horario del ensayo. A y E refieren a los linajes evaluados africano y europeo, respectivamente, y el valor de p
corresponde a los andlisis de Wilcoxon-Mann-Whitney. Los cédigos de significancia para los valores de p expresados en los graficos son: 0

***7..0.001 “**’; 0.01 *;0.05 ;0.1 ;1.
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No fue posible determinar la DLsg para ninguno de los agroquimicos debido a la distribucion de las
observaciones entre las dosis probadas. Para los analisis realizados con el programa PROBIT Versién 1.5, no fue
posible posible normalizar la totalidad de las distribuciones con ninguna de las correcciones por mortalidad del
control no téxico probadas (Abbott, Henderson-Tilton y Schneider-Orelli).

Del mismo modo, se analizaron los datos con el programa GraphPad Prism 8.0.1, aplicando transformaciones
segun el tipo de asimetria de la muestra, utilizando un modelo de anélisis de regresién no lineal y una curva de
dosis-respuesta de tres y cuatro parametros. Ninguno de los analisis realizados permitié ajuste de los modelos

para la determinacién de la DLs.

4. DISCUSION

La alteracién del habitat y el aumento en la aplicacién de agroquimicos son considerados como factores
importantes en la pérdida de colonias. Las abejas presentan un gran riesgo de exposicion (Mullin et al., 2010;
Sanchez-Bayo et al., 2014; Zhu et al., 2014; Lundin et al., 2015; Schmuck & Lewis, 2016; Broadrup et al., 2019;
Mavyack et al., 2022), particularmente a través de las flores de las que obtienen su alimento (Ohno et al., 2010;
Hitomi et al., 2013; Wanzala & Ogoma, 2013; Peterson et al., 2022). La escasa selectividad de muchos
productos de uso agricola tiene gran impacto en el ambiente particularmente para la entomofauna que
contribuye en la polinizacion de cultivos y que no es blanco especifico de su uso (Simon-Delso et al., 2022).
Adicionalmente, la variacién en el grado de salud de las abejas se correlaciona con la presencia de plaguicidas
(Mayack et al., 2022), sugiriendo su importancia en la evaluacién del estado general de las colonias.

Las pruebas de Wilcoxon-Mann-Whitney para la evaluacion de la mortalidad entre las dosis probadas y el
control no toxico para las 24, 48 y 72hs, revelaron diferencias entre todas las dosis y el control, pero no para
todos los tiempos ni para todos los tratamientos. En muchos casos, las dosis que produjeron muerte mas
rapido o de mayor cantidad de abejas fueron las dosis intermedias.

En los ensayos de neonicotinoides, las diferencias de mortalidad se observaron en todos los tiempos de
medicion, aunque con distincion entre las dosis. Los ensayos de imidacloprid mostraron diferencias
significativas con el control aumentando la mortalidad en dosis cada vez mas bajas conforme aumentod el
tiempo del ensayo. Las dosis 10ug/L y 100ug/L mostraron diferencias para las 24 y 48hs, y 1ug/L, 10ug/L y
100ug/L para las 72hs. Sin embargo, thiamethoxam exhibié diferencias en las dosis 10ug/L y 100ug/L para las
24hs; 0,01pg/L, 1pg/L, 10ug/L y 100ug/L para las 48hs; y en todas las dosis a las 72hs. Si bien en este
tratamiento, también aumenta la mortalidad en dosis mdas pequefas con el transcurso del tiempo, para las
24hs la dosis mas baja (0,01 ug/L) y la dosis intermedia (1ug/L) mostraron diferencias con el control, pero no la
dosis entre ellas (0,1 pg/L), lo que podria ser producto de los mecanismos olfativos de las abejas y de
comunicacion entre ellas, ya que tanto las concentraciones muy altas como muy bajas, pueden presentar
menor resistencia para su ingesta. Es probable que las dosis menores de producto colocadas en el alimento no

sean reconocidas por las abejas y presenten menor efecto en la mortalidad. En el caso de las dosis elevadas,
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los productos agregados al alimento pueden no ser reconocidos al producir una sensacidn similar a la de
parosmia en los glomérulos olfativos de las abejas, conduciendo a la elevada mortalidad por intoxicacién
incluso a las 24hs de tratamiento. En cambio, las concentraciones de las dosis intermedias pueden generar
repelencia al alimento del tratamiento y restringir su consumo, llevando a las abejas a morir por falta de
alimento o por efecto del contacto con el agroquimico, que conducen a la expresion de la mortalidad de
manera mas tardia que por ingesta del producto. Del mismo modo, puede existir una cierta tolerancia a
determinadas dosis de productos que resultan tdxicos, por activacidon de mecanismos y enzimas que permitan
la detoxificacidn. Al finalizar el ensayo, imidacloprid mostré diferencias estadisticamente significativas en la
mortalidad en las dosis mayores a 1pg/L (correspondientes a dosis superiores a 2x10°ug p.a/abeja), pero
thiamethoxam lo hizo para todas las dosis probadas (dosis superiores a 2x10”ug p.a/abeja), mostrando una
gran relacion entre estos neonicotinoides y la mortalidad de las abejas en el ensayo. De la Mora et al. (2023),
reportaron que thiamethoxam fue el principal factor de estrés asociado con la reduccién de la supervivencia
de las abejas en sus ensayos. La incidencia de estos productos en el ambiente ha sido analizada (Goulson,
2013) y su utilizacién fue temporalmente prohibida en 2013 (Han et al, 2018), y casi en forma total en 2018, en
la Unidén Europea (Blake, 2018). En lo que respecta a nuestro pais, en diciembre del 2020 fue presentado un
proyecto de Ley solicitando la prohibicién de su utilizacién. Sin embargo, estos productos contindan
representando el 75% de las ventas globales totales, aplicdndose ampliamente en el continente americano
(Bass et al., 2015) y utilizandose de manera sistematica en Argentina. Es importante destacar que, sumado a
los estudios de su implicancia en la disminucién de colmenas (Desneux et al., 2007; Maini & Aggarwal, 2010;
Cresswell et al., 2012; Farooqui et al., 2013, Smith et al., 2013), el 97% de los neonicotinoides ingresados en
ellas en polen o néctar no proceden de plantas cultivadas y tratadas sino de plantas silvestres (Botias et al.,
2015). Esto aumenta las fuentes de contaminacién y amplia las posibles ventanas de exposicion.
Adicionalmente, son un importante factor abidtico de riesgo para las colonias por su efecto sistémico (Simon-
Delso et al., 2015; Wood & Goulson, 2017) y su influencia en el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(Derecka et al., 2013; Cook, 2019), pudiendo presentar multiples efectos combinados con otras clases de
pesticidas (Desneux et al., 2007; Maini & Aggarwal, 2010; Blacquiéere et al., 2012; Gill et al., 2012; Palmer et
al., 2013; Biddinger et al., 2013; Godfray et al., 2014; Pisa et al., 2015; Broadrup et al., 2019; Tosi et al., 2022)
con un alto riesgo de acumulacién (Haith, 2010) en suelo, sedimentos y agua (van der Sluijs et al., 2015). Del
mismo modo, se ha propuesto que pueden interferir en la modulacién de la inmunidad, reguldndola
negativamente y aumentando la susceptibilidad a patégenos (di Prisco et al., 2013; Pamminger et al., 2018;

Yordanova et al., 2022).

Si bien el conocimiento de los efectos del herbicida glifosato en las abejas meliferas es escaso y existe una falta
significativa de informacidn sobre cdmo afecta a abejas nativas (Seide et al., 2018; Franklin & Raine, 2019; Orr
et al., 2020; Belsky & Joshi, 2020), ha sido calificado como altamente téxico o con efectos negativos en el

comportamiento fisiolégico (Gomes, 2017; Seide et al., 2018). Del mismo modo, la accién del organofosforado
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clorpirifés ha sido registrada como de amplio espectro con efecto por contacto, y por vias intestinal y
respiratoria (Akbar & Sultan, 2016; Wang, et al., 2019).

Tanto para clorpirifés, como para glifosato no se registraron diferencias a las 24hs de tratamiento. Para la
medicion de las 48hs, el glifosato no presenté diferencias estadisticamente significativas, pero para las 72hs las
dosis que exhibieron diferencias fueron 1ug/L y 100ug/L. Sin embargo, las concentraciones de clorpirifés que
presentaron mayor mortalidad fuero 0,1ug/Ly 1ug/L para las 48hs y 0,01 pg/L, 1ug/Ly 10ug/L para las 72hs. Si
bien el nimero de concentraciones que presentan diferencias en la mortalidad aumenta con el tiempo, no
guardan relacién con la disminucién progresiva de las dosis. En este sentido, las concentraciones mds altas
generan mortalidad a partir de las 72hs de ensayo, pudiendo presentar menor incidencia que los
neonicotinoides. En relacion a ello, la dosis mds baja puede presentar menor efecto mostrando diferencias en
la mortalidad con el control a las 72hs de ensayo, mientras que las dosis intermedias podrian por un lado
generar repelencia al alimento, produciendo la mortalidad solo de las abejas que lo consumieron, presentar
efectos de intoxicacidn por contacto; o bien, pueden ser ingeridas por las abejas, generando mayores y mas
tempranos efectos que las dosis mas elevadas.

Sumado a estos resultados, el glifosato registra cada vez mas evidencia de sus efectos ecotoxicoldgicos sobre
organismos no objetivo (Haughton et al., 2001; Nosanchuk et al., 2001; Laitinen et al., 2006, 2008, 2009;
Yamada et al., 2009; Evans et al., 2010; Grab et al., 2013; Pettis et al., 2013; Battaglin et al., 2014; Park et al.,
2015; Sviridov et al., 2015; Yang et al., 2015; Bento et al., 2016; Cuhra et al., 2016; Russo et al., 2016; Baglan et
al., 2018; Gill et al., 2018; Silva et al., 2018; Lupi et al., 2019; Kanissery et al., 2019; Tahir et al., 2019; Russo et
al., 2020a; Smith et al., 2021; Zioga et al., 2022). Para las abejas, juega un papel importante en el metabolismo,
comportamiento, crecimiento, capacidades cognitivas, sensoriales, desarrollo, inmunidad y defensa contra
patégenos (Engel et al.,, 2016; Raymann et al., 2018; Farina et al.,, 2019). Altera la microbiota y afecta la
inmunidad haciéndolas mas susceptibles a infecciones (Higes et al., 2013; Motta et al., 2018, 2020a, 2020b;
Blot et al., 2019; Castelli et al., 2021; Smith et al., 2021). También, aumenta la expresion de algunas enzimas y
del perdxido de hidrégeno (Bucekova et al., 2014), siendo un marcador de inmunidad social (Alaux et al.,
2010b). Es capaz de modificar la expresion de genes asociados con la inmunidad, posiblemente representando
una respuesta fisioldgica para mitigar los efectos negativos del envenenamiento (Zhao et al., 2020; Castelli et
al., 2021), que ha mostrado un acortamiento de la esperanza de vida (Castelli et al.,, 2021). En adicién a V.
ceranae y DWV mostrd una disminucién severa del nivel de expresion de vitelogenina, importante para la
division del trabajo de las obreras, la especializacion en forrajeo, la longevidad de las reinas y la resistencia al
estrés oxidativo, asociado con un forrajeo precoz y una reduccién significativa de la supervivencia de las abejas
(Amdam et al., 2003; Nelson et al., 2007). Por otra parte, aumenta la expresién de genes de defensa (Zhao et
al., 2020) e inhibe la melanizacion, critica para la proteccidon inmune, al actuar como un antioxidante sinérgico,
al igual que otros compuestos que contienen fosfatos (Smith et al., 2021). Adicionalmente, causé defectos de

aprendizaje en las conductas de alimentacidn, regreso a la colmena y vuelo (Farina et al., 2019; Tomé et al.,
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2020). Los efectos sub-letales podrian resultar en la reduccion de los servicios de polinizacidén, impactando en
la produccidon de alimentos (Ledoux et al., 2020). Por lo tanto, el glifosato no sélo puede interferir
ampliamente con la inmunidad de los insectos, sino que tiene un alto potencial para influir en los sistemas
fisiolégicos (Smith et al., 2021), y adicionalmente reviste una amenaza indirecta al reducir la disponibilidad de
recursos nutricionales (Bohan et al., 2005; Gill et al., 2018; Sharma et al., 2018).

El impacto de los plaguicidas en la inmunidad de los insectos puede ser muy relevante (Alaux et al., 2010a;
James & Xu, 2012; Bucekova et al., 2014; Pamminger et al., 2018; Zhao et al., 2020; Smith et al., 2021; Castelli
et al., 2021; Yordanova et al., 2022), conduciendo al estrés de las abejas por supresién inmune (Alaux et al.,
2010b; Pettis et al., 2013). Especificamente el glifosato y algunos neonicotinoides, han mostrado interacciones
con parasitos y patdgenos con efectos negativos para las abejas (Claudianos et al., 2006; Nazzi et al., 2012;
Prisco et al., 2013; Nazzi & Pennacchio, 2014, 2018; Brandt et al., 2016; Straub et al., 2016; Coulon, 2017;
Ciereszko et al., 2017; Heard et al., 2017; Rortais et al., 2017; Siede et al., 2018; Annoscia et al., 2019;
Broadrup et al., 2019; Coulon et al., 2020; Morfin et al., 2020; Bruckner et al., 2021; Castelli et al., 2021; Bird et
al., 2021; Leska et al., 2021; Ostermann et al., 2022; Mayack et al., 2022; Phocasem et al., 2022) y, segun
Broadrup et al. (2019), las mayores tasas de infeccion de enfermedades en entornos naturales se encuentran
asociadas al nimero de exposiciones a agroquimicos. Ademas de estas interacciones, han sido destacados

diversos efectos de exposiciones simultaneas con otros factores estresantes (Brukner et al., 2021).

Es importante destacar que las abejas de las dosis que no difirieron significativamente del control en cuanto a
la mortalidad, han presentado sintomas de intoxicacidon dentro de los descriptos en la bibliografia (Nauen et
al., 2003; Decourtye et al., 2004; Desneux et al., 2007; Alaux et al., 2010a; Maini et al., 2010; Vidau et al.,
2011; Aufauvre et al., 2012; Cresswell et al., 2012; Gill et al., 2012; Henry et al., 2012; James & Xu, 2012;
Schneider et al.,, 2012; Di Prisco et al., 2013; Larson et al., 2013; Nazzi & Pennacchio, 2014; Doublet et al.,
2015; Pisa et al., 2015; Dussaubat et al., 2016; Straub et al., 2016; Sanchez Bayo et al., 2016; Tison et al., 2016;
Grillone et al., 2017; Broadrup et al., 2019; Farina et al., 2019; Havard et al., 2020; Friedli et al., 2020; Singla et
al., 2021; Schuehly et al., 2021; Tosi et al., 2022; Démares et al., 2022), como temblores, descoordinacion,
hiperexitacién y en algunos casos paradlisis previo a la muerte. Los sintomas de intoxicacién estuvieron
presentes en todas las abejas que permanecieron vivas durante el ensayo, incluso a las 24hs de tratamiento, a

excepcion del control no téxico que no presentd ningln signo adjudicable a intoxicacion.

Las comparaciones de mortalidad entre linajes europeo y africano mostraron diferencias significativas para las
24, 48 y 72hs, indicando una posible relacidon con la incidencia de los agroquimicos sobre ellos, con mayor
mortalidad de abejas del linaje materno europeo en todos los casos. Las comparaciones por pares entre
tratamientos exhibieron diferencias significativas para thiamethoxam y glifosato en todos los tiempos de toma
de datos, y para clorpirifés a las 72hs de ensayo. En este sentido, el grado de incidencia de los agroquimicos

podria estar relacionado a la presencia de diferencias entre haplogrupos o entre linajes, como fue expuesto
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por Malaspina & Stort (1983) y Danka et al. (1986), probablemente en relaciéon con la mayor sensibilidad
olfativa que tienen las abejas con tasas mas altas de comportamiento higiénico (Masterman et al., 2001;
Guarna et al., 2005; Swansosn et al., 2009; Mondet et al., 2015, 2020), pudiendo expresarse dichas diferencias
hasta cierto umbral de toxicidad. En el caso de imidacloprid, no se evidenciaron diferencias para ningin
horario, lo que puede deberse a la gran mortalidad registrada para este producto, ya que dosis superiores a
2x10°ug p.a/abeja (1pug/L) mostraron diferencias con el control no téxico en los andlisis generales.

Una hipdtesis para los posibles mecanismos que podrian estar implicados en las diferencias es la activacion de
vias metabdlicas para el procesamiento de los productos, o para su detoxificacidon, generando una cierta
capacidad o rango de tolerancia, por encima del cual las diferencias entre haplogrupos desaparecerian. Estos
mecanismos podrian actuar o activarse de manera diferencial en ambos linajes, dentro de determinados
rangos de concentraciones de productos, con las limitaciones fisioldgicas que puede presentar por
acumulacién de sus metabolitos o el grado de toxicidad que producen. Del mismo modo cumplirian un rol
importante la presencia de receptores de desensibilizacién y la eficacia de las enzimas en el proceso de
detoxificacidn, si se tiene en cuenta que la actividad enzimatica es un indicador de exposicién a agroquimicos
(Badawy et al., 2015).

Del mismo modo, teniendo en cuenta que estos productos generan inhibicion de ciertas vias metabdlicas y
expresion de genes, y que existen ciertas diferencias en la presencia y activacién de algunos genes asociados a
comportamientos de acicalamiento y defensa entre haplogrupos (Locke, 2016; Martin-Hernandez et al., 2018;
Traynor et al., 2020; Pusceddu et al., 2021; Peck, 2021), podria existir una relacidn entre estas variables y las
diferencias halladas en la mortalidad entre linajes maternos.

Entre los agroquimicos que presentaron diferencias para la mortalidad entre los linajes maternos, tanto
glifosato como clorpirifds tendieron a exacerbar las diferencias conforme al aumento del tiempo de ensayo.
Sugiriendo la posibilidad de activacion de mecanismos de detoxificacién mas eficientes en las abejas de linaje
materno africano, en relacidn a la capacidad de desintoxicacién de los individuos (Simon-Delso et al., 2022).
Sin embargo, thiamethoxam presentd una respuesta inversa, tendiendo a suavizar dichas diferencias entre
grupos conforme al aumento del tiempo de mediciéon, pudiendo estar relacionado a la naturaleza y accién del
agroquimico, ya que para ambos neonicotinoides probados no hubo diferencias y cuando éstas se expresaron,
fueron reduciéndose con el aumento del tiempo de exposicion. Estos resultados sugieren que
independientemente del grado de tolerancia que pueda expresar un haplogrupo sobre otro, los

neonicotinoides fueron altamente téxicos para las abejas.

No fue posible determinar la DLsg para ninguno de los agroquimicos debido a la distribucion de las
observaciones entre las dosis probadas. El modelo de analisis de regresién con el programa PROBIT Version
1.5, que obtiene la DLsy (EPPO, 2003) con un 95% de limite de confianza, a partir de la interseccidn de la gréfica
obtenida con los datos para un y=50, asumiendo la condicién de normalidad de la distribucion de las

tolerancias, no pudo ser utilizado, ya que no fue posible normalizar la totalidad de las distribuciones con
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ninguna de las correcciones por mortalidad del control no téxico probadas (Abbott, Henderson-Tilton y
Schneider-Orelli) (Medrzycki et al., 2013). Adicionalmente, el nimero de decimales que devuelve el programa,
no permite observar valores de DLsy que contengan mds de 2 decimales, en los casos en los que se pudo
normalizar la distribucién y generd resultados, no pudiendo obtener un valor certero cuando las cifras eran
menores a 1x10™

Las curvas del logaritmo de dosis versus respuesta siguen una forma sigmoidea simétrica, que permite
determinar la DLsy del agonista, suponiendo que la curva de respuesta a la dosis tiene una pendiente estandar.
Una pendiente de 1 es la esperada de una curva dosis-respuesta cuando un ligando se une a un receptor
siguiendo la ley de accidn masiva. El andlisis de los datos con GraphPad Prism 8.0.1, permite determinar la
pendiente a partir de la curva dosis-respuesta. En algunos casos de dosis probadas en este andlisis, calculados
con el 95% de limite de confianza y con transformaciones logaritmicas de los valores de dosis para ajustar los
modelos no lineales, la distribucién de los datos mostré una ‘curva planchada’, es decir que los datos
obtenidos para todas las dosis, o para las dosis menores y mayores, muestran valores iguales o muy similares
no pudiendo obtener la DLsq a partir de este método de andlisis.

Estos resultados resaltan la necesidad de un andlisis de obtencion de la DLsy que se adecue a las variaciones de
las muestras biolégicas. Aunque la dosis letal media proporciona un valor bruto en si, con un significado
limitado para la salud general de las abejas, es una herramienta util para el calculo del coeficiente de riesgo
(relacién entre la exposicidon potencial a una sustancia y el nivel en el que no se esperan efectos adversos).
Sumado a ello, el disefio experimental probablemente contribuye a la complejidad en la comparacién de
observaciones entre multiples estudios (Medrzycki et al., 2013; van der Sluijs et al., 2015), ya que en la
actualidad existen diversos protocolos de andlisis que en numerosas ocasiones no permiten comparar

resultados.

Aunque aun es insuficiente la informacidn sobre las concentraciones reales de plaguicidas a las que las abejas
se encuentran expuestas en el ambiente (Kyriakopoulou et al., 2017), es importante destacar la relevancia
tanto de la ruta de exposicion (Zioga et al., 2020), como la aplicacién sola o combinada de los agroquimicos
(Coté et al., 2016; Straub et al., 2020; Bird et al., 2021; Siviter et al., 2021). Por otra parte, es importante tener
en cuenta el periodo de carencia de un producto, ya que se encuentra estrechamente relacionado con los
limites maximos de residuo que puede tener un alimento que sea destinado a consumo humano o animal. De
este modo, es importante realizar analisis de residuos en polen y néctar, ya que muchos de los compuestos
identificados en las colmenas y sus productos son plaguicidas o metabolitos derivados de ellos (Rainey et al.,
1978; Loader & Anderson, 1981; Dooley et al., 2006; Fernandes et al., 2008; Ohno et al., 2010; Seguridad
Alimentaria Europea, 2013; Hitomi et al, 2013; Wanzala & Ogoma, 2013). Particularmente, las
concentraciones de glifosato en las plantas varian ampliamente (Farina et al, 2019), y aunque los limites
maximos de residuos se encuentran determinados para la mayoria de los productos vegetales destinados al

consumo humano y para la miel (FAO, 2006; CODEX Alimentarius, 2013; Comision Europea, 2013, 2020; Cuhra,
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2015; EPA, 2020), se ha detectado en mieles en todo el mundo en concentraciones mayores (Rubio et al.,
2014; Chamkasem & Vargo, 2017; Berg et al., 2018; Zoller et al., 2018; Thompson et al., 2019; Pareja et al.,
2019; Ferreira de Souza et al., 2020; Raimets et al., 2020; EFSA, 2020; Bergero et al., 2021). Adicionalmente,
aunque se ha probado la contaminacidn con glifosato de plantas no objetivo a través del sistema radicular
(Neumann et al., 2006), tanto el polen como el néctar podria contener concentraciones mas altas de producto
después de varios dias de la aplicacién, conduciendo a una mayor contaminacién de la miel y los productos de
la colmena (Zioga et al., 2022). En este sentido, los valores limite son de gran relevancia porque dentro de las
colonias, los agroquimicos podrian concentrarse aln mads por evaporacién al producir la miel luego de la
recoleccidon de néctar de fuentes contaminadas, que luego se incorpora al pan de abeja (Seeley, 1995) o se
destina a consumo humano.

Tanto para las abejas meliferas como para otras abejas sociales, la colonia es la unidad de reproduccion, y las
pérdidas de abejas individuales pueden tolerarse hasta cierto nivel sin consecuencias para la supervivencia,
aunque el numero de exposiciones a una fuente de agroquimicos en particular puede tener un efecto
acumulativo en la salud de las abejas individuales que lleve a consecuencias en las colmenas (Broadrup et al.,
2019; Mayack et al., 2022). Es de suma importancia realizar pruebas a campo que determinen los efectos de
los agroquimicos sobre las abejas que pecorean los cultivos, teniendo en cuenta los distintos origenes
genéticos de cada poblacidn, al igual que cuales son los residuos mas ampliamente hallados en polen y néctar,

y analizar la peligrosidad de estos productos para las abejas.

Los resultados de este capitulo contribuyen a demostrar el efecto nocivo del uso generalizado de pesticidas en
la salud de las abejas meliferas, aunque el rol de la exposicion ambiental y los mecanismos implicados en
dichos efectos, deben ser estudiados con mayor profundidad. Teniendo en cuenta que la toxicidad crénica
podria estar causada por acumulacién de producto (Gill et al., 2012; Rondeau et al., 2014; Broadrup et al.,
2019; Mayack et al., 2022) y que las exposiciones orales podrian encontrarse dentro de las mas preocupantes
debido a su mayor toxicidad relativa (Alkassab et al., 2017), es necesaria la complementariedad de los andlisis
para evaluar el grado de toxicidad aguda, crénica, oral y por contacto, y de ensayos a campo con el fin de
establecer regulaciones de uso, propias de cada regidn agricola y climatica, de modo de disminuir o anular el
efecto nocivo sobre la fauna atil para los cultivos y el ecosistema. Las diferencias entre los signos de
intoxicacion evidenciados en los tratamientos respecto de los controles no téxicos en los andlisis de toxicidad
aguda, sugieren la necesidad de realizar ensayos mas completos, debido a que los productos pueden presentar
efectos sub-letales que amenazan directamente la salud y la supervivencia de las abejas. Del mismo modo, los
estudios parcializados no presentan en si mismos informacidon completa sobre el accionar de un producto,
pudiendo conducir a implementacidon de medidas que no tomen en cuenta la inhabilitacién de la realizacion de
actividades y la disminucién de la vida atil de las abejas, como tampoco la afeccidon que genera tanto a la
colonia como a los productos que de ella derivan. Por ello, es importante consensuar protocolos de aplicacion

gue permitan analizar de manera holistica el accionar de agroquimicos, teniendo en cuenta mayor cantidad de
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variables en cuanto a la afeccion a corto, mediano y largo plazo que pueden tener sobre las poblaciones de
abejas, para poder implementar politicas de aplicacion de productos y de manejo de los apiarios linderos a
producciones agricolas, como politicas publicas que permitan la convivencia de todas las producciones a
campo. De igual modo, el importante efecto de los plaguicidas sobre la inmunidad de las abejas deberia recibir
mas atencion en la definicidn de nuevos protocolos para la evaluacién de riesgos y el estudio sobre la
interferencia de los plaguicidas con la compleja red ecoldgica existente en el microcosmos de la colmena
(Annoscia et al., 2020).

Otros analisis como la repelencia o reconocimiento de las sustancias quimicas en el alimento deben ser
explorados, debido a que, en el caso de andlisis de ingesta, tiene un rol fundamental en el ensayo, asi como las
vias de comunicacion que podrian verse implicadas en el reconocimiento de una fuente de alimento o de una
sustancia toxica, y las diferencias que podrian hallarse en la activacion de estos mecanismos entre abejas de

distintos origenes genéticos.
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Si bien otros trabajos han expuesto la pertenencia de las poblaciones de A. mellifera de Argentina a linajes
maternos y haplogrupos mitocondriales, este trabajo de tesis no sélo contribuye en su actualizacién, sino que
exhibe la distribucién de los mismos, en base a las regiones productivas asociadas a la fitogeografia del pais,
con determinaciones de nuevos haplogrupos (M7, M8, A2 y A7) y un analisis de dicha regionalizacion. Estos
resultados se constituyen en una herramienta a futuro para la evaluciéon de la aplicacion de manejos
integrados, pudiendo ajustar las caracteristicas a cada una de las regiones productivas segun el haplogrupo y
ecotipo de abeja que presenten.

Los analisis realizados permitieron interpretar la variabilidad genética en torno a las regiones muestreadas y
sus caracteristicas. La interaccidn entre el genotipo y el ambiente es un indicador de adaptaciones locales y
fitness, y la conservacidn de la diversidad genética en las poblaciones de abejas es importante para preservar
su gran adaptabilidad en diferentes zonas.

Con el fin de priorizar la conservacién de las abejas con adaptaciones exitosas a regiones ecoldgicas
particulares, estudiar la estructura genética de las poblaciones y su diversidad es la base del entendimiento de
la biodiversidad y la conservacidn. Asi, la ampliacion de los esfuerzos de investigacién es necesaria para poder

establecer mas y mejores estrategias de conservacién, adaptadas a cada una de las regiones.

El estado sanitario de las abejas de nuestro pais ha sido evaluado en numerosas ocasiones, generalmente de
manera fragmentada o con un enfoque particular en un grupo reducido de patdgenos o parasitos. En este
trabajo se presenta una actualizacion exhaustiva del estado sanitario de las poblaciones de abejas en las 5
regiones productivas del pais, con un analisis pormenorizado de cada una de las enfermedades previamente
citadas como de mayor prevalencia (Varroa destructor, Vairimorpha spp., virus ARN, Melissoccocus plutonius,
Paenibacillus larvae y Ascosphaera apis). A su vez, se presentan los resultados de interacciones entre
patégenos y parasitos que no han sido estudiadas previamente en el pais y que requieren especial atenciéon
debido a su relacion con el colapso de colmenas en otras regiones del mundo, sefialando la necesidad de
obtener mas informacién sobre las limitaciones de la salud de las abejas meliferas. Particularmente en las
actividades migratorias, el riesgo de transmision de enfermedades es casi constante, y la reanudacién de la
actividad en primavera, es un momento importante para el desarrollo de la colonia influido tanto por las
intervenciones realizadas por los apicultores en otofio e invierno, como por la aparicién o emergencia de
patégenos. Aunque las causas de la disminucion de polinizadores son complejas y no existe consenso sobre
ellas, las soluciones deben tender a la toma de decisiones que contribuyan a reducir o eliminar cualquier factor
de stress. La identificacidn de las caracteristicas etoldgicas, geograficas y genéticas que confieren resistencia a
las colonias, junto con la comprension de la biologia de las abejas y la biologia de los parasitos y patdgenos en
cada regién, pueden ser utilizadas en la implementacién de programas de mejoramiento. Por lo tanto, la

determinaciéon de la presencia de diferentes patdgenos en las colonias, asi como su origen, distribucion,
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condiciones ambientales y practicas apicolas bajo las que se encuentran, puede ayudar a establecer la relacion

entre ellos para correlacionarlos con el desarrollo de enfermedades, y proporcionar datos para el

establecimiento de politicas sanitarias a nivel nacional.

Asimismo, este trabajo contribuye en el analisis entre los linajes maternos presentes en el pais en relacién a la
presencia y deteccidn de patdgenos como a la toxicidad oral aguda de agroquimicos presentes en el entorno
apicola. La generacion de efectos negativos en la salud de las abejas por parte de los pesticidas se encuentra
en relacidn con la concentracién del producto, su naturaleza, el drgano blanco sobre el que genera efecto y la
via de ingreso, aunque dentro de un cierto rango de condiciones esos efectos pueden ser retardados o
contrarrestados por abejas de linaje materno africano. Contrariamente, pareciera no haber relacién entre el
origen materno de las poblaciones y la resistencia a enfermedades. La complejidad de las interacciones de los
factores que producen stress en las poblaciones de abejas meliferas justifica trabajos futuros que aclaren los
resultados de la presidn simultanea de multiples factores, especialmente para la evaluacién de posibles riesgos
producto de efectos interactivos. Si bien los programas de cria selectiva dirigidos a alcanzar el equilibrio entre
los genotipos europeos y africanos podrian ser quizas el mejor compromiso para mantener las colonias de
abejas meliferas sanas y fuertes en el continente americano, es necesario analizar e incluir otros factores
determinantes en la salud de las colonias como la alimentacién, el clima, la regionalizacién geografica y los
eventos de trashumancia. Esto podria contribuir a garantizar una apicultura mas sostenible, ademas de
proporcionar nuevos conocimientos sobre las interacciones de las abejas y sus estresores, las diferentes
interacciones co-evolutivas huésped-patdgeno y la importancia de la diversidad genética en la epidemiologia

de las enfermedades.
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-Analizar la relacidn de los haplogrupos y las enfermedades con mayor prevalencia en el pais desde una

perspectiva biogeografica, que permita integrar las caracteristicas regionales de cada zona.

-Realizar andlisis que involucren cuantificaciones de la carga de patdgenos para poder confirmar Ia

independencia del linaje materno en la tolerancia a enfermedades

-Realizar andlisis de determinacién del grado de introgresion de genes africanos, tanto maternos como

paternos en las poblaciones, para evaluar la implicancia en la tolerancia a enfermedades.

-Analizar el proceso de africanizacidon desde una perspectiva geografica que se condiga con la distribucién a
campo, bajo la propuesta de areas con mayor o menor porcentaje de introgresidon de genes africanos en las

poblaciones, reemplazando la determinacién de limites virtuales.

-Ampliar los andlisis genéticos de las poblaciones de abejas para evaluar la presencia de otros linajes en el pais,
su influencia en la produccion y la necesidad de adecuacion de los planes actuales de mejoramiento e

inseminacién para la mantencién de caracteristicas compatibles con la produccién.

-Evaluar la participacién de los distintos haplogrupos africanos y europeos en los procesos de hibridacién y la
mantencién de caracteristicas africanas en los hibridos que contribuyan positiva y negativamente a la

produccién.

-Analizar de manera exhaustiva la presencia del haplotipo M2 y su linaje de pertenencia, para asociarlo con su

distribucién y la posibilidad del aumento de los niveles de africanizacion de las poblaciones en PATAGONIA.

-Analizar la presencia de haplotipos raros, valiosos para comprender la evolucion del linaje asociado a las

practicas apicolas y los cambios ambientales en el continente.

-Ampliar los analisis de agroquimicos en asociacién al linaje materno de las poblaciones a partir del analisis de
los genes que permiten entender los cambios que se encuentran detrds de la tolerancia de ciertas

concentraciones de agroquimicos.

-Determinar la locacién y origen de regiones gendmicas Utiles para colonias productivas que las hagan mas

resistentes a factores que actualmente las perjudican.

-Realizar andlisis holisticos que permitan la evaluacién de la interaccion de factores estresores para las
colonias de abejas, que contribuyan a comprender los mecanismos que subyacen a la disminucidn de las

poblaciones.
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