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Resumen:

El estado de Jalisco es un importante productor de miel de abejas en México. Sin embargo,
no existe informacion sobre las virosis que afectan a las abejas meliferas (Apis mellifera) en
las diferentes regiones apicolas de la entidad. El objetivo de este estudio fue determinar la
prevalencia e intensidad de cuatro enfermedades virales de Apis mellifera durante la
primavera, en seis regiones de Jalisco. Se analizaron abejas de 79 colonias, de las cuales, el
66 y 38 % fueron positivas al virus de la celda real negra (VCRN) y al virus de las alas
deformes (VAD), respectivamente. Dos virosis no fueron detectadas, las causadas por el virus
de la paralisis aguda Israeli (VPAI) y la causada por el virus de la paralisis cronica (VPC).
Los niveles de infeccion fueron relativamente bajos para el VCRN, pero elevados para el
VAD, cuyas infecciones fueron 8,000 veces mas altas que las del VCRN. La prevalencia del
VAD fue significativamente mas alta en las regiones de los Altos, Centro y Sur, mientras que
para el VCRN no hubo diferencias entre regiones. Para la intensidad de infecciones, no hubo
diferencias entre regiones para el VAD, pero si para el VCRN. Las regiones con niveles de
infeccion mas altos fueron la Sur y Centro. Se recomienda realizar muestreos en otras épocas
del afio para detectar posibles efectos estacionales de las virosis de las abejas y disefiar
estrategias para su control.
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Las enfermedades virales de las abejas meliferas (Apis mellifera) cada vez se asocian mas
con pérdidas de colonias®, por lo que es importante conocer su prevalencia y distribucion
para poder controlarlas. Se conocen més de 20 virus que infectan a las abejas meliferas, pero
pocos parecen tener un impacto serio en su salud. Entre ellos, se puede mencionar al virus de
las alas deformes (VAD), virus de la celda real negra (VCRN), virus de la paréalisis aguda
israeli (VPAI) y virus de la paralisis cronica de las abejas (VPCA)?%). En México se ha
reportado la presencia del VAD, VPAI y VCRN®® en la region del altiplano. Ademas, se
identifico al VAD y VPAI en &caros Varroa destructor, siendo el VAD el de mayor
prevalencia tanto en muestras de abejas como de acaros®. Poco se sabe de las enfermedades
virales de las abejas en Meéxico y el conocimiento de ellas se limita a pocas regiones en pocos
estados. Para el caso de Jalisco, aun no existen reportes oficiales de su distribucion y niveles
de infeccion en las diferentes regiones apicolas del estado. Conocer esta informacion seria
importante porque Jalisco es uno de los principales estados productores de miel en México,
ocupando el tercer lugar en 2021 con 6,073 t®).
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Para fines de la apicultura, el estado de Jalisco ha sido dividido en seis diferentes regiones
que varian en topografia y clima, e incluyen las regiones de los Altos, Centro, Norte, Sierra
amula, Sur y Sureste. Mas de la mitad de los productores y de las colmenas del estado se
encuentran en las regiones Sur y Sureste(”). Debido a que no existe informacion sobre la
presencia e intensidad de enfermedades virales que afectan a las abejas meliferas en
diferentes regiones del estado de Jalisco, se consider6 relevante hacer un muestreo para
determinar su presencia, y si existe alguna relacién entre las virosis y las distintas regiones
del estado. Por ello, el objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia y nivel de
infeccion de las principales virosis que afectan a las abejas meliferas adultas: VAD, VCRN,
VPAI y VPC, en muestras de abejas provenientes de colonias de seis regiones del estado de
Jalisco, México.

Se colectaron muestras de abejas adultas de entre 12 y 16 colonias en cada una de las seis
regiones apicolas de Jalisco al inicio de la primavera, durante los meses de marzo, abril y
mayo de 2018. En cada apiario visitado se seleccionaron y muestrearon tres colonias al azar.
En total se muestrearon 81 colonias de 27 apiarios, aunque solo se pudieron obtener datos de
79. De cada colonia se colectaron dos muestras de tres abejas tomadas de la piquera de cada
colmena. Las abejas se introdujeron en tubos de microcentrifuga de 2.0 ml con RNAlater®
(Thermo Scientific; Mississauga, ON, Canada) para la preservacion del ARN viral. Las
muestras se transportaron en hieleras con refrigerantes y se congelaron a -70° C hasta que se
realizo el diagnostico y cuantificacion de las enfermedades virales.

Los anélisis moleculares para el diagnostico y cuantificacion de las virosis se realizaron en
el Laboratorio de Investigaciones de Abejas Meliferas de la Escuela de Ciencias Ambientales
de la Universidad de Guelph, en Guelph, Ontario, Canada.

Se determind la presencia del VAD, VCRN, VPAI y VPCA mediante PCR con transcripcién
en reversa (RT-PCR). Para ello, se realizo la extraccion de ARN de tres abejas por muestra
con TRIzol (Fisher Scientific; Mississauga, ON, Canada), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. EI ADN complementario se obtuvo con un kit de sintesis de ADNc de
RevertAidTM H Minus First Strand (Fermentas; Burlington, ON, Canada), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Las reacciones de PCR se hicieron en un termociclador Mastercycler (Eppendorf;
Mississauga, ON, Canada). Cada reaccion contenia 1.5 pl de 10x amortiguador de pH para
PCR (New England BioLabs; Pickering, ON, Canada), 1 ul de oligonucleétidos directos y
de reversa (10 mM), 0.2 pl 5U/pl de Taq polimerasa (New England BioLabs; Pickering, ON,
Canada), 2 pl DNAc y 8.8 pl de DEPC-dH20. Las secuencias de cebadores y los ciclos de
amplificacion fueron los descritos en trabajos previos para el VAD*8) VCRN®), VPAI®O y
VPCA®Y, |os productos de la PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa y las
bandas amplificadas fueron capturadas con una cdmara digital bajo luz UV. Ademas, se
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determind el nimero de copias de VAD y VCRN con PCR en tiempo real (QRT-PCR). Los
demas virus no fueron cuantificados por no haber sido detectados en las muestras procesadas
mediante RT-PCR. La curva estandar de calibracion tanto para el VAD como para el VCRN
se cred utilizando un fragmento de gen sintético gBlock® (Integrated DNA technologies;
Coralville, 10, EUA) de 300 pb para cada uno. Los liofilizados de los genes sintéticos (500
ng) se diluyeron con 50 pl de dH20 libre de nucleasas para obtener una concentracion inicial
de 10 ng/ul que se utilizé para hacer diluciones en serie de 10° a 102 nimero de copias de
VAD y de VCRN.

Las reacciones de qRT-PCR se realizaron en un Termociclador BioRad CFX96™ (Bio-Rad
Laboratories; Mississauga, ON, Canada), con PowerUp™ SYBRgreen™ (Supermix 2X)
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA), en placas para PCR de 96 pozos Hard-Shell®
(BioRad Laboratories; Mississauga, ON, Canadd). Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 pl que contenian las siguientes mezclas. Para el VAD, 10 pl de Supermix
2X (Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA), 0.4 ul de oligonucleétidos directo y de
reversa (200nM), 7.2 pl de dH20 libre de nucleasas (Invitrogen; Burlington, ON, Canada) y
2 Ul de ADNCc o las diluciones del gen sintético. Para el VCRN, 10 pl de Supermix 2X
(Applied Biosystems; Foster City, CA, EUA), 0.8 ul de oligonucledtidos directo y de reversa
(400nM), 6.4 ul de dH20 libre de nucleasas (Invitrogen; Burlington, ON, Canada) y 2 ul de
ADNCc o las diluciones del gen sintético. Las secuencias de oligonucleétidos y ciclos de
amplificacion fueron los descritos en trabajos previos para el VAD"? y para el VCRN®?),

El software del termociclador proporciono el célculo de la eficiencia, el coeficiente de
determinacion (R?) y la pendiente de la curva estandar del ARN viral. Para determinar la
cantidad de ARN viral en las diluciones seriadas se utilizé la siguiente formula:

Numeros copias de ARN viral = (ng del fragmento de gen sintético) (6.022x102%) /(longitud
del fragmento de gen sintético) (1x10°) (650 D). Donde: 650 D es el peso promedio de un
par de bases y 6.022x10?% es el nimero de Avogadro®. Posteriormente, se construy6 un
grafico con los valores de Ct frente al nimero de copias de ARN viral inicial y con una
ecuacion de regresion lineal se calculd el nimero de copias virales de VAD y VCRN en las
muestras.

Para determinar si hubo diferencias en las prevalencias de las virosis entre regiones, los datos
se analizaron con pruebas de comparacion de equidad de proporciones usando la correccion
de Benjamini-Hochberg. También, antes de analizar y comparar la intensidad de las
infecciones, los datos se sometieron a pruebas de Shapiro-Wilk y de Bartlett, para analizar
los supuestos de normalidad y homocedasticidad, respectivamente. Los datos no tuvieron una
distribucion normal o fueron homocedasticos, por lo que, para comparar la carga de las
virosis, los datos se transformaron a logaritmo natural y después se sometieron a analisis de
varianza. Cuando se detectaron diferencias significativas, se hicieron comparaciones por
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pares de regiones con pruebas t de Student y la correccion de Benjamini-Hochberg. Los
analisis estadisticos se realizaron con el programa R 3.3.1 (Foundation for Statistical
Computing, Viena, Austria).

Se detectaron dos virosis en colonias de abejas del estado de Jalisco, las causadas por el
VCRN (Figura 1) y el VAD (Figura 2). Dos virosis no fueron detectadas, las causadas por el
VPAI y el VPC. De los virus detectados, la prevalencia a nivel estatal del VCRN fue de
66 % y la del VAD de 38 %. La prevalencia e intensidad de las infecciones causadas por los
virus diagnosticados se presentan en el Cuadro 1.

Figura 1: Fotografia de un gel de agarosa que muestra bandas de 698 pares de bases del
virus de la celda real negra (VCRN) en las columnas 1, 2, 5, 6, 7 y 8. En la reaccion de RT-
PCR se usa un gen de la abeja como control (RpS5)

pb M1 2 3 45 6 7 8 9 CNCP

1500

600
400
200

Figura 2: Fotografia de un gel de agarosa que muestra bandas de 642 pares de bases del
virus de las alas deformes (VAD) en las columnas 2, 4 y 6. En la reaccion de RT-PCR se
usa un gen de la abeja como control (RpS5)

pb M1 2 3 45 6 7 8 9 CN1CN2CP
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600
400
200

Cuadro 1: Prevalencia e intensidad media de infecciones virales que afectan a colonias de
abejas meliferas en el estado de Jalisco, México

Patdgeno N Prevalencia (%0) Intensidad + E.E.
Virus alas deformes 79 38.0 4,083.40 + 2,676.05!
Virus celda real negra 79 65.8 0.49 +0.23°

INUmero de copias virales por pg de ARN x 10°
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A nivel regional, el VAD tuvo una prevalencia significativamente méas baja en las colonias
de las regiones Sureste y Norte, con solo 8 %, en comparacién con la de las colonias de las
regiones Sur, Sierra Amula y Centro (P<0.05, Cuadro 2). Para la intensidad de infecciones
causadas por el VAD, no hubo diferencias significativas entre colonias de las diferentes
regiones (Fs,73= 0.64, P= 0.67).

Cuadro 2: Prevalencia e intensidad media de infeccién del virus de las alas deformes
(VAD) en obreras adultas de colonias de abejas meliferas en diferentes regiones del estado
de Jalisco, México

Region N Prevalencia (%) Intensidad + E.E.!
Altos 12 33.32P 368.81 £ 239.91
Centro 12 66.7 ° 955.33 £ 611.20
Sierra Amula 15 60.02 14,652.31 + 13,740.36
Norte 12 8.3 176.67 £ 85.12
Sur 16 50.02 955.19 + 476.21
Sureste 12 8.3 5,778.83 £ 3,860.24

1 Namero de copias virales por pug de ARN x 108,
o | jterales diferentes indican diferencias significativas basadas en pruebas de comparacion de equidad de
proporciones con correccion de Benjamini-Hochberg (P<0.05).

El VCRN se detecto en el 42 al 81 % de las colonias de las regiones estudiadas, pero no hubo
diferencias significativas en la prevalencia de este virus entre regiones (P>0.05, Cuadro 3).
Para la intensidad de las infecciones causadas por el VCRN si se encontraron diferencias
significativas entre colonias de distintas regiones (Fs73= 7.14, P<0.01). Por ejemplo, la
region Sur tuvo colonias con niveles de infeccion significativamente més altos que los de
colonias de las demas regiones, excepto la region Centro, que fue la segunda region con los
valores mas elevados, mientras que la regién Norte fue la de menores niveles de infeccion.
En México existe poca informacion sobre la presencia de enfermedades virales de las abejas
meliferas, ya que hace apenas una década se report6 por primera vez la deteccion molecular
del VCE, VAD, VPAI y VCRN®*9 en el altiplano mexicano, pero nada se sabe sobre la
prevalencia o intensidad de infeccion de estas virosis en casi todos los estados del pais. En la
region norte de México, se reporto la presencia del VAD, VCRN, Virus de Kachemira (VK),
VPAI y virus filamentoso (VF) en colonias del estado de Chihuahua, pero no se determino
su prevalencia e intensidad®>!®), Por lo anterior, los resultados de este estudio son un punto
de referencia para futuras investigaciones en las diferentes regiones de importancia apicola
de México.
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Cuadro 3: Prevalencia e intensidad media de infeccion del virus de la celda real negra
(VCRN) en obreras adultas de colonias de abejas meliferas en diferentes regiones del
estado de Jalisco, México

Region N Prevalencia (%) Intensidad + E.E.!
Altos 12 41.7 0.12 + 0.07 ¢
Centro 12 66.7 0.37£0.21 2P
Sierra Amula 15 66.7 0.06 + 0.05 ¢4
Norte 12 58.3 0.02+0.01¢
Sur 16 81.2 1.94+1.08°%
Sureste 12 75.0 0.03+0.01¢

L NUmero de copias virales por pg de ARN x 108,
abed | jterales diferentes indican diferencias significativas basadas en analisis de varianza y pruebas t con
correccion de Benjamini-Hochberg (P<0.05) de datos transformados a logaritmo natural

En otros paises del continente americano se han reportado varios virus con prevalencias
variables. Sin embargo, la mayoria tienen en comin al VAD y al VCRN como los virus mas
prevalentes. Por ejemplo, en Uruguay, el 100 % de las colonias analizadas presentaron VAD
y VCRN®"1®_En Argentina y Chile, el virus mas prevalente fue el VAD, el cual se detectd
en el 35y 37 % de las colonias muestreadas, respectivamente®2%, En Cuba, el VAD fue el
virus mas prevalente, detectado en 91 % de las colonias analizadas, pero no se detecté el
VCRN®Y, En Colombia se detectaron el VAD y el VCRN con prevalencias de 19.9 y
10.6 %, respectivamente®?. En cuanto a Norteamérica, en los EUA se compard la
prevalencia de ocho virus durante seis afios y en todos los afios el VAD se mantuvo como el
virus mas prevalente dentro de un rango de 65 a 92 %, seguido de cerca por el VCRN, con
un rango de 60 a 92 %%,

En cuanto a intensidad de las infecciones virales, a excepcidn de algunos trabajos realizados
en EUA y Canada, ningun estudio realizado en paises de Centroamérica, el Caribe, 0 México,
ha reportado niveles de infeccion virales en las abejas a nivel regional de un estado, a
diferencia de este estudio, que hasta donde se sabe, es el primero en reportar intensidades de
infecciones causadas por virus en las abejas meliferas a nivel regional en México.

Entre las regiones hubo diferencias significativas en las prevalencias de las infecciones
virales de colonias de abejas. El VAD fue detectado con una prevalencia significativamente
baja de 8 % en colonias de las regiones Sureste y Norte. En contraposicion a esta baja
prevalencia, en las regiones Sur, Sierra amula y Centro, la prevalencia del VAD fue mayor
al 50 %. En cuanto a la intensidad de la infeccion causada por el VAD, no hubo diferencias
significativas entre las regiones; en todas fue alto en las muestras positivas. Para la virosis
causada por el VCRN no se encontraron diferencias significativas en prevalencia entre
regiones. Sin embargo, para la intensidad de la infeccion si hubo diferencias significativas,
con las colonias de la region Sur, presentando niveles de infeccion mas altos de la virosis que
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las colonias de las demas regiones, excepto la region Centro. En cuanto a intesidad de
infecion, los niveles de infeccidn encontrados en este estudio fueron altos para el VAD, con
4083.4 X 10°copias virales por pg de ARN y relativamente bajos para el VCRN con 0.49 X
10 copias virales por pg de ARN. Es decir, la intensidad de las infecciones del VAD en
abejas de Jalisco, fue aproximadamente 8,000 veces més alta que la de las infecciones del
VCRN.

Algunos de los factores que pudieron haber influido en las diferencias en prevalencia e
intensidad viral en las colonias de abejas meliferas entre regiones de Jalisco, se incluyen
efectos del entorno, el genotipo de las abejas, y posiblemente cepas diferentes de los virus.
En cuanto a efectos climaticos entre regiones de México, se sabe que las infecciones del VAD
son mas prevalentes y elevadas en colonias ubicadas en zonas de clima templado que en
colonias establecidas en clima tropical®®. Los autores del estudio citado plantearon que esto
ocurre debido a que los climas més frios favorecen la transmision y replicacion del VAD y
pudieran reducir la respuesta inmune de las abejas, lo que las hace mas susceptibles al virus.
Los autores también plantearon el efecto de la interaccién entre el climay el parasitismo por
V. destructor, acaro que esta fuertemente relacionado con la prevalencia e intensidad del
VAD, ya que no solo sirve de vector del virus, sino que este se multiplica en sus tejidos?>25),
Por ello, colonias con mayor infestacion por V. destructor suelen tener prevalencias e
intensidades de infeccion del VAD mas altas que colonias con baja infestacion del acaro®.
Ademas, el genotipo de las abejas varia con su grado de africanizacion. Se ha demostrado
que la intensidad de infeccion causada por el VAD y por el VCRN es mas alta en colonias
con mitotipo o morfotipo europeo que en colonias con mitotipo o morfotipo africano@®. Es
posible que las colonias menos infectadas con virosis en este estudio hayan tenido mayor
grado de africanizacién que las mas infectadas. Sin embargo, esta hipotesis tendria que ser
investigada.

Los elevados niveles de infeccion del VAD son preocupantes, ya que si los apicultores
descuidan las medidas de control de V. destructor, la prevalencia e intensidad de las
infecciones del VAD podrian aumentar. Se sabe que junto con el parasitismo por Varroa,
este virus puede debilitar a las colonias hasta ocasionar su colapso™. Por ello es fundamental
hacer hincapié en la importancia de implementar una adecuada estrategia de control de las
infestaciones de V. destructor, para mantener las infecciones del VAD lo mas bajas posible
en las colonias de abejas. En cuanto al VCRN, aunque tuvo una alta prevalencia, sus niveles
de infeccién fueron bajos. Sin embargo, este estudio fue estacional, por lo que habria que
Ilevar a cabo estudios a lo largo de todo un afio y por varios afos para confirmar si este es un
virus que pudiera representar dafios potenciales a la apicultura de Jalisco.

En conclusidn, la virosis de las abejas meliferas méas prevalente en el estado de Jalisco fue la

del VCRN que se detecto en el 66 % de las muestras, mientras que la virosis del VAD, fue
detectada en el 38 % de las colonias. Los niveles de infeccion para el VAD fueron elevados
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(8,000 veces mas altos que los del VCRN). Las regiones con mayor prevalencia del VAD
fueron la Centro, Sur, Altos y Sierra amula. En cuanto a la intensidad de infecciones del
VAD, no hubo diferencias significativas entre regiones. Para la prevalencia del VCRN
tampoco hubo diferencias significativas entre regiones, pero si las hubo para la intensidad de
infeccion. Las regiones con niveles de infeccion mas altos fueron la Sur y Centro. Se
recomienda llevar a cabo estudios adicionales con muestreos en varias estaciones del afio y
por varios afios, para conocer bajo que condiciones y épocas, las virosis pudieran ser mas
dafinas a la apicultura y para disefiar estrategias de control.
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