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Resumen

Las abejas meliferas se consideran en gran medida el principal polinizador de numerosos
cultivos, su marcada pérdida tiene implicaciones considerables para la sostenibilidad
agricola. Mas del 70 % de los principales cultivos alimentarios del mundo (incluidas
frutas, verduras y nueces) se benefician de la polinizacion de las abejas, ademas, las
abejas tienen una importancia econémica con productos de colmena que incluyen miel,
polen, cera, propdleo y jalea real.

Las poblaciones de abejas de todo el mundo sufren pérdidas debido a multiples factores,
la salud y el vigor de las colonias de abejas meliferas se ven amenazados por numerosos
parasitos como Varroa destructor, Nosema spp. y patdgenos, incluidos virus, bacterias y
protozoos. Entre los patdogenos de las abejas meliferas, los virus son una de las
principales amenazas para la salud y el bienestar de las abejas meliferas ya que estan
muy extendidos en todas las comunidades de abejas, a pesar de que la mayoria de las
infecciones virales presentan sintomas Uunicamente en el comportamiento de las abejas,
por ello, la deteccion de las infecciones virales en abejas resulta mas complicada creando
una gran preocupacion para los investigadores y apicultores.

Aunque la diversidad taxonomica del microbioma de las abejas es relativamente
constante, su composicion es bastante dinamica y responde a las influencias sociales y
ambientales, como la busqueda de alimento, la estacionalidad, y la exposicién quimica.
Las interacciones entre la nutricién y la infeccion viral pueden generar reacciones que
afectan la salud de las abejas, ya que los virus afectan el comportamiento de las abejas
reduciendo la recoleccién de polen y ademas existe la posibilidad de que los virus alteren

la adquisicién o digestion de nutrientes. Hasta el momento se han identificado mas de 24



virus en las abejas meliferas occidentales (Apis mellifera). Para atenuar las amenazas
gue representan estos patdgenos invasores, una mejor comprension de las infecciones
virales de las abejas sera de vital importancia en el desarrollo de estrategias de control
de enfermedades efectivas y ambientalmente benignas.

En este trabajo se realizard un analisis bioinformatico con datos metagendémicos de
comunidades globales de abejas reportados en diferentes épocas del afio, con el objetivo
de conocer mejor la diversidad de virus en las colmenas y su relacion con factores

ambientales estacionales.
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1. Introduccion

1.1 Abejas meliferas

Las abejas meliferas son los principales insectos polinizadores de cultivos y plantas
silvestres, favoreciendo directamente la produccién de alimentos, asi como el
mantenimiento de la biodiversidad vegetal (Deboutte et al., 2020). Muchas especies de
cultivos, tales como los manzanos, guayabos, kiwi y melén, dependen exclusivamente
de la polinizacion entomofila, y muchos otros se ven favorecidos en la calidad y cantidad
de los frutos obtenidos.

Ademas de su imprescindible funcién polinizadora, las abejas elaboran una serie de
productos como miel, jalea real, propoleos, apitoxina, polen y cera, que han sido

utilizados tanto en la salud como en productos de consumo humano.

1.1.1 Taxonomia y distribucion

La taxonomia de la abeja melifera A. mellifera debido a que se basa en las caracteristicas
especificas de su estructura de poblacién, se han encontrado 33 subespecies distintas
de abejas meliferas distribuidas en Africa (11 subespecies), Asia Occidental, Oriente

medio (9 subespecies) y Europa (13 subespecies) (llyasov et al., 2020).

1.1.2 Caracteristicas de las abejas meliferas

Las abejas Apis mellifera son insectos sociales que viven juntos en colonias de decenas
de miles de individuos. Cada colonia posee tres castas: una Unica reina, la cual es mas
longeva, llegando a vivir varios afios, esta especializada en la reproduccion y puede

poner hasta 2.000 huevos por dia; los zanganos, cuya Unica funcion es fecundar a la



reina, y las obreras estériles, encargadas de realizar el resto de las tareas de la colonia
(limpieza, cuidado y alimentacién de las crias, colecta de néctar y polen, entre otras). La
esperanza de vida de las obreras varia estacionalmente desde 3 a 4 semanas en el
verano a mas de 6 meses en el invierno (Page & Peng, 2001).

El ciclo de vida de una abeja comienza cuando la reina coloca un huevo en una celda de
cera. Las reinas almacenan mas de cinco millones de espermatozoides dentro de su
cuerpo en la espermateca, lo que les permite depositar los huevos en las celdas de la
colmena durante toda su vida después de un Unico vuelo nupcial. Los huevos que son
fertilizados van a dar lugar a obreras y los que no, daran lugar a zanganos.

El desarrollo de estos insectos consta de cuatro etapas: huevo, larva pupa y adultos. La
etapa de huevo dura tres dias y luego eclosionan dando lugar a larvas que son
alimentadas con una mezcla de polen y miel por las nodrizas. Transcurridos unos 6 dias,
la celda se cubre con una fina capa de cera y la larva da lugar a una pupa. En esta etapa
de 7 a 10 dias, el individuo no se alimenta hasta emerger como un insecto adulto.
Durante las primeras dos a tres semanas de vida, dentro de la colmena, las abejas
jovenes se encargan de cuidar a las crias, entre otras tareas. Luego transitan a abejas
forrajeras o pecoreadoras que salen a recolectar néctar o polen.

La determinacion del nacimiento de una obrera o una abeja reina, se basa
fundamentalmente en la nutricion. El huevo destinado a una futura reina recibe jalea real
durante todo el ciclo de su desarrollo (16 dias). Por el contrario, las larvas que daran
lugar a obreras son alimentadas con jalea real durante sus primeros tres dias y luego se
las alimenta con polen y néctar por el resto de sus vidas (Page & Peng, 2001).

La microbiota intestinal caracteristica de las abejas se establece a través de



interacciones sociales con otras abejas después de emerger. La comunidad de la
microbiota intestinal esta dominada por 5 a 9 taxones y cada taxon corresponde a una
especie 0 a un grupo de especies estrechamente relacionado. Los miembros centrales
de la microbiota intestinal en Apis mellifera son del género Gilliamella, Snodgrassella,
Lactobacillus (Firm-4 'y Firm-5), Bifidobacterium, Frischella, Commensalibacter,
Bombella, Apibacter y Bartonella (Zheng et al., 2018). Cada especie tiene una amplia
variedad de cepas. Durante los cambios estacionales la microbiota intestinal de las
abejas se somete a fluctuaciones debido a la disponibilidad de alimentos (Zheng et al.,

2018).

ILEUM

Very diverse microbial community, 10° bacterial cells, dominate nine/ten bacterial clusters
that account for 99.9% in nearly all individuals.

Typical core bacteria: Snodgrasella alvi, Gilliamella apicola, Lactobacillus Firm-4 and Firm-5,
Bifidobacterium sp.

Less abundant: Frischella perrara, Bartonella apis, Parasaccharibacter apium, Bombella
apis, Apibacter adventoris and Apibacter mensalis.

/ —
\

=t . :
CROP RECTUM
Only few microorganisms MIDGUT The highest concentration of microbial
from the environment; No stable population, 10° bacterial cells.
Apilactobacillus kunkei microbiota. Lactobacillus Firm-4 and Firm-5,
dominates. _ Bifidobacterium sp. are dominant.

Figura 1. La microbiota gastrointestinal de una abeja obrera adulta (Apis mellifera).

Tomada de (Zheng et al., 2018)



1.1.3 Ciclo anual de una colonia de abejas meliferas

La estacion climética de otofio podria considerarse el comienzo de un nuevo afio para
una colonia de abejas meliferas. La condicion de la colonia en esta época del afio afecta
en gran medida su prosperidad para el proximo afio. En otofio, la cantidad de luz en el
dia comienza a disminuir, por lo que se ve afectada la floracién lo que lleva a una
reduccién en la cantidad de néctar y polen que ingresan a la colmena, esto provoca una
reduccion de la cria y la disminucion de la poblacion. Las abejas jovenes sobreviven el
invierno, mientras que las viejas mueren gradualmente. La puesta de huevos de la abeja
reina disminuye y puede detenerse por completo durante octubre o noviembre, incluso
si el polen se almacena en los panales. Durante los inviernos mas frios, la colonia se
somete a una dura prueba de resistencia. En condiciones subtropicales, tropicales y de
invierno templado, la puesta de huevos y la cria de crias no suelen detenerse. Las
colonias que estan bien provistas de miel y polen en otofio comenzaran a estimular la
alimentacion de la reina, y ella comenzara a poner huevos al inicio del invierno, incluso
en las areas del norte de los Estados Unidos. Esta nueva cria ayuda a reemplazar las
abejas que han muerto durante el invierno. El alcance de la cria temprana esta
determinado por las reservas de polen recolectadas durante el otofio anterior. En
colonias con escasez de polen, la cria se retrasa hasta que se recolecta el polen fresco
de las flores de primavera, y estas colonias suelen salir del invierno con poblaciones
reducidas. La poblacion de la colonia durante el invierno suele disminuir porque las

abejas viejas siguen muriendo.
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Figura 2. Estacionalidad de las poblaciones de crias y adultos de Apis mellifera. Tomada
de (Seasonality of Brood and Adult Populations (Basic Bee Biology for Beekeepers) —

Bee Health, n.d.)

Durante el comienzo de la primavera, los dias mas largos y las nuevas fuentes de polen
y néctar estimulan la crianza de las crias.

Los zanganos estan ausentes o escasean en esta eépoca del aflo. Mas avanzada la
primavera, la poblacion de la colonia se expande rapidamente y aumenta la proporcion
de abejas jovenes. A medida que los dias se alargan y la temperatura continda
aumentando, el grupo se expande aun mas y se producen zanganos. Con un aumento
en la crianza de las crias y el consiguiente aumento de abejas adultas, el area del nido
de la colonia se abarrota (Seasonal Cycles of Activities in Colonies, n.d.).

Durante el comienzo del verano, la colonia alcanza su maxima poblacién y se concentra
en la recoleccién de néctar, polen y el almacenamiento de miel para el proximo invierno.
Después de la reproduccion, toda la actividad de la colonia est4 orientada a la
supervivencia invernal. El verano es la época de almacenamiento de los excedentes de

alimentos. El periodo de luz del dia es entonces mas largo, lo que permite la maxima



busqueda de alimento, aunque la lluvia o la sequia pueden reducir el vuelo y el suministro

de néctar y polen disponible en las flores (Seasonal Cycles of Activities in Colonies, n.d.).

1.2 Colapso de colmenas

Las poblaciones de abejas de todo el mundo estan sufriendo pérdidas debido a multiples
factores, la salud de las colonias se ve amenazada por la intoxicacion con pesticidas
aplicados a cultivos o para el control de &caros en las colmenas; el aumento de parasitos
como Varroa destructor, Nosema ceranae/Nosema apis; enfermedades provocadas por
patogenos virales (Runckel et al., 2011), ademas, de la mala nutricion provocada por la
falta de fuentes de polen y néctar, acompafado del uso de las abejas para polinizar
cultivos con poco valor nutricional. Todos estos factores estresantes no actuan de forma
aislada y el colapso de las colmenas se considera provocado por la combinacién de
varios de estos. La nutricion y la infeccidon viral son dos de los factores que se han

considerado que presentan una mayor amenaza.

1.2.1 Nutricion inadecuada

El polen es una fuente principal de nutrientes que incluyen proteinas, aminoacidos,
lipidos, esteroles, almidon, vitaminas y minerales en las abejas meliferas. A nivel
individual proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo fisiolégico y se cree
gue tiene un impacto considerable en la longevidad. Las dietas de polen mixto se
consideran mas saludables que las dietas de polen unico. La proliferacion de los
monocultivos ha producido que muchas colmenas tengan una dieta pobre que puede

tener un efecto negativo en la salud (Di Pasquale et al., 2013).



1.2.2 Pesticidas

Los productos quimicos tales como los insecticidas, fungicidas y herbicidas son utilizados
en la agricultura moderna para evitar plagas. Las abejas meliferas estan expuestas a
insecticidas a través de contacto directo por pesticidas en aerosol aéreo o con contacto
indirecto al ingerir residuos de los plaguicidas ubicados dentro del tejido de la planta. Los
peligros de los plaguicidas quimicos se clasifican con toxicidad aguda y cronica. La
intoxicacion aguda provoca reacciones violentas e inesperadas, mientras que la
intoxicacion crénica es debido a la exposicion crénica de los plaguicidas absorbidos en
pequefas dosis, la reaccion es lenta y continua lo que puede llevar a la eliminacion
completa de la colonia. Los neonicotinoides y el fipronil suprimen el sistema inmunoldgico
de las abejas volviendose susceptibles a infecciones de Nosema y V. destructor
(Manzoor et al., 2021). La mayoria de los pesticidas actian como neurotoxinas y alteran
la funcion neurolégica normal. Se han realizado estudios acerca de los insecticidas
neonicotinoides como imidacloprid, clotianida y tiametoxam que actlan como agentes
neurotoxicos, estos han demostrado un mayor efecto sobre las colmenas. Los efectos
mas graves son paralisis, desorientacion y cambios en el comportamiento (Lu et al.,

2020).



Pesticida Efectos

Disfunciones cardiacas en las células del corazon y viajes de

Deltametrina -
localizacion perturbados

Menor vida (til de la reina, reduccion de la capacidad de puesta
Imidacloprid de huevos y el tamafio de la colonia, interrumpe el desarrollo y
afecta la movilidad

La colonia se debilita, afecta el comportamiento de blsqueda de

Tiametoxam : ; . .
alimento, ademas, afecta las funciones cerebrales e infestinales
Fioronil Reduce la capacidad de las abejas para detectar fuentes de
P alimento, aprendizaje olfativo y memoria
Reduce la reproduccion y supervivencia de la reina, el
Diazon mantenimiento de la colonia y el comportamiento de blsqueda de

alimento.

Tabla 1. Efecto de los pesticidas sobre las abejas. Tomada de (Manzoor et al., 2021).

1.2.3 Varroa destructor

Varroa destructor es un ectoparasito que se reproduce en las celdas de las abejas, ataca
en diferentes etapas de desarrollo y castas de abejas. Toda la reproduccion de Varroa
destructor ocurre en las celdas de cria. Los acaros de V. destructor usan kairomonas
para invadir las células larvales, solo las hembras adultas emergen de la celda de cria
junto con su abeja huésped y buscan otro huésped para repetir el ciclo de vida. El
ectoparasito causa lesiones fisicas en su huésped cuando succiona la hemolinfa del
adulto y de las pupas en desarrollo de las abejas meliferas, o que reduce el vigor del
huésped y las respuestas inmunitarias, debilita a las abejas y acorta su vida util (Traynor
et al., 2020).

Las colonias de abejas meliferas infestadas por V. destructor desarrollan el sindrome del

acaro parasito de las abejas, una afeccion con sintomas complicados y muy variables.



Todas las colonias infestadas tienen una presencia inusual de crias enfermas, que a
menudo estan infectadas con uno o mas virus de abejas. Al alimentarse del tejido de la
abeja se ha confirmado que el &caro V. destructor funciona como un vector que transmite
virus, a traves de tres fases principales. La adquisicion de virus a través del consumo del
tejido de la abeja es la primera fase, la segunda fase es la movilidad de varroa entre
huéspedes, y por ultimo la tercera fase implica la transmision del virus en el momento en
el que la varroa se alimenta de su nuevo huésped (Traynor et al., 2020). Esta bien
establecido que los virus transmitidos por V. destructor, entre ellos el virus del ala
deformada (DWV) y el virus de la pardlisis aguda de la abeja (ABPV), desempefian un
papel importante en el colapso de colonias inducido por este parasito. Estos
descubrimientos llevaron a la especulacion de que los virus y los acaros que actuaban
simultdneamente tenian un efecto negativo sinérgico en las colonias de abejas meliferas,
lo que puede ser la base de la mortalidad de las abejas meliferas y el colapso de las

colonias (Tantillo et al., 2015).

1.2. 4 Nosema apis y Nosema ceranae

La enfermedad de Nosema (nosemosis) causada por los microsporidios de las abejas
meliferas es una de las enfermedades mas importantes de las abejas meliferas y tiene
una distribucion mundial. El género Nosema es un hongo parasito que infecta insectos
como abejas, abejorros y gusanos de seda. Invaden las células epiteliales del intestino
medio de las abejas obreras, reinas y zanganos. Nosema tiene efectos negativos en la
colonia de abejas. Puede afectar la productividad y la supervivencia de las colonias de

abejas, incluida la longevidad de las abejas adultas y las abejas reinas, la cria, la



bioquimica de las abejas, la recoleccién de polen y otros comportamientos de las abejas
(Tantillo et al., 2015). Aunque no se han determinado las causas especificas de la
mayoria de las pérdidas, se ha reportado que la coinfeccidn por virus y Nosema en abejas

podria estar asociada con el colapso de colonias (Bromenshenk et al., 2010).

1.2.5 Paenibacillus larvae

La enfermedad altamente contagiosa de la Loque Americana es causada por la bacteria
Paenibacillus larvae. P. larvae forma esporas con suficiente resistencia para sobrevivir
en panales durante muchos afios. Cuando las larvas ingieren alimento contaminado con
esporas, estas dan lugar a células vegetativas en el intestino larval y rapidamente

ocasionan la muerte de la larva (Ebeling et al., 2016).

1.2.6 Virus

Entre los patdgenos, los virus son una de las principales amenazas para la salud y el
bienestar de las abejas ya que estan muy extendidos en todas las comunidades.

Hasta la fecha, se ha informado que 22 virus infectan a las abejas meliferas en todo el
mundo. Estos virus son principalmente de ARN de cadena positiva de las familias
Dicistroviridae e Iflaviridae (Tantillo et al., 2015); son capaces de infectar durante las 4
etapas de desarrollo de las abejas.

Aunque los virus de las abejas generalmente persisten como infecciones no aparentes,
Yy NO se asocian con sintomas clinicos, estos, pueden afectar draméaticamente la salud
de las abejas y acortar la vida de las abejas infectadas bajo ciertas condiciones,

causando enfermedades graves o letales de forma individual o incluso provocar el

10



colapso de colonias enteras (Berényi et al., 2006).

Las enfermedades de la abeja melifera pueden tener mditiples causas, tales como
parametros ambientales y apicolas que provocan estrés y agentes patdgenos que suelen
actuar simultdneamente. Los virus que se consideran causantes de enfermedades
graves en las abejas meliferas son: el virus de la paralisis aguda de las abejas (ABPV),
el virus de la celdas reales negras (BQCV), virus de la paralisis crénica de las abejas
(CBPV), virus del ala deformada (DWV), el virus de la pardlisis aguda de las abejas de
Israel (IAPV), el virus de las abejas de Cachemira (KBV) y el virus Sacbrood (SBV).
Con la excepcion de CBPV, que sigue sin asignarse, los virus de las abejas meliferas
mas extendidos se han asignado al orden de Picornavirales (Baker & Schroeder, 2008).
En general, estos virus son particulas isométricas de 20 a 30 nm de diametro que
contienen un ARN monocatenario de sentido positivo. A excepcion del virus filamentoso

de las abejas y el virus iridiscente Apis (AIV).

1.3 Infecciones virales de Apis mellifera

La transmision de virus puede ocurrir a través de dos vias, la via de transmision horizontal
y la via de transmision vertical.

La via de transmision horizontal consiste en la transmisién de virus entre diferentes
individuos de la misma generacion y la transmision vertical los virus se transmiten
verticalmente de la madre a la descendencia como transmision transovarica (Tantillo et
al., 2015). Se ha demostrado que los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV, KBV y SBV se
transmiten de forma horizontal, al ingerir polen contaminado con estos patdgenos virales

(Y. Chen etal., 2006). Los virus ABPV, KBV, IAPV, BQCV y DWYV se transmiten de forma

11



vertical (Beaurepaire et al., 2020).

Los virus seleccionan una via adecuada para su transmision segun las condiciones
fisiolégicas de la colonia. Cuando se encuentran en condiciones saludables, los virus
persisten en infecciones latentes sin ocasionar una sintomatologia evidente a través de
la transmision vertical. Por el contrario, cuando las abejas meliferas se encuentran en
una condicion de estrés, como la disminucion de recursos o la coinfeccién de otros
patdgenos, los virus se transmiten por la via de transmision horizontal, debido a la alta
carga viral el huésped muere y es posible el colapso de toda la colonia (Tantillo et al.,
2015).

Debido a que los virus de abeja no tienen modelos de cultivo celular, se clasifican en
términos de infecciones aparentes e infecciones encubiertas. La infeccidon aparente es
aquella que muestra sintomas evidentes de una enfermedad, como es el caso de DWV,
los sintomas caracteristicos de este virus son alas encogidas, disminucion del tamafio
corporal y decoloracion en las abejas adultas (Tantillo et al., 2015). En cambio, las

infecciones encubiertas se caracterizan porque son asintomaticas (Aubert et al., 2007).

1.4 Sistema inmune

El riesgo de brotes de enfermedades se reduce en las colonias de abejas meliferas
debido a comportamientos de inmunidad social e inmunidad individual. Juntos, estos
proporcionan multiples niveles de prevencion de enfermedades y respuestas a los

desafios de patdgenos y parasitos.

La inmunidad social es la primera defensa que hay contra los patégenos. Ejemplos de
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este tipo de inmunidad son el comportamiento necréforo (las obreras retiran a las abejas
adultas que mueren en la colonia), comportamiento higiénico (remueven a las crias que
estan enfermas o parasitadas) o la fiebre social (grandes agrupaciones alcanzan
temperaturas inhdspitas para el desarrollo de parasitos) (DeGrandi-Hoffman & Chen,

2015).

A nivel individual, las abejas meliferas tienen varias lineas de defensa inmunoldgica
innata contra patégenos. Las barreras fisicas incluyen la cuticula del insecto y las capas
epiteliales que evitan que los patdgenos se adhieran o entren al cuerpo, ademas cuentan
con barreras quimicas como el cambio de pH y otras condiciones quimicas en el intestino

del insecto (Evans & Spivak, 2010).

1.5 Metagendmica

Hay limitaciones para el diagnostico de virus de abeja como: la ausencia de produccion
de anticuerpos, la imposibilidad de emplear cultivos celulares para su crecimiento, las
infecciones mixtas y las limitaciones propias del diagndstico molecular, que requiere del
conocimiento previo de la secuencia del virus. La metagenomica se basa en la
secuenciacion masiva del genoma, en este caso del virico, por lo que no se ve afectada
por estas limitaciones y por tanto ofrece una alternativa y una oportunidad Unica para el

estudio de los virus implicados en la pérdida de colonias.

2. Antecedentes

Un estudio realizado por Runckel y cols. en 2011, proporciona una caracterizacion
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temporal integral de los patdgenos de las abejas meliferas. Se superviso la incidencia de
todos los virus conocidos de las abejas meliferas, cuyos datos revelan una incidencia
esporadica de los virus. Los virus mas prevalentes y previamente caracterizados en el
estudio fueron BQCV, ABPV y SBV.

Las larvas infectadas con BQCYV tienen un aspecto amarillo y palido, ademas de piel dura
como saco, de forma similar a los sintomas causados por SBV. El virus SBV solo
presenta sintomas en las larvas, en las abejas adultas persiste como una infeccion sin
sintomas visibles que reduce su esperanza de vida. Las abejas adultas infectadas con
ABPV tienen una muerte rapida, previamente presentan una paralisis, temblores y
complicaciones para volar.

El analisis de las estrategias nuevas de secuenciacion han revelado la presencia de
cuatro virus nuevos (ALPV-Brookings, BSRV, LSV1y LSV2), lo que ilustra el poder de la
secuenciacion y del ensamblaje de novo para el descubrimiento de virus, que, al igual

gue los virus prevalentes, estos también muestran una incidencia estacional.

En un estudio llevado a cabo en China analizaron la prevalencia estacional de virus
comunes en Apis mellifera. Sus resultados demostraron que la estacionalidad afectaba
la prevalencia de BQCV y DWYV en A. mellifera (J. Li et al., 2012). Ambos virus presentan
sintomas visibles en las abejas. Al igual que trabajos realizados en Francia mostraron
gue latasa de infeccion de BQCV varia segun la época del afio (McMenamin & Flenniken,

2018).

3 Justificacion
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La preservacion de las abejas meliferas es de interés mundial debido a su impacto
econémico y ambiental. Dentro de la gran variedad de agentes patdgenos que afectan a
las abejas los virus generan un mayor interés debido a su distribucion, presencia en las
colmenas y su asociacion con la pérdida de colonias. Aunque se conocen especies
virales asociadas con la disminucion en la salud de la colmena, pocos estudios se han
enfocado en conocer la dinamica del viroma en distintas etapas del desarrollo de la
colmena relacionada con factores externos como las estaciones del afio y los cambios

fisicoquimicos que esto conlleva.

4. Hipotesis
El viroma y la microbiota de Apis mellifera tienen variaciones dependientes de la estacion

climatica y la region geografica en la que se encuentren.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Analizar la diversidad gendomica viral y el microbioma presente en colonias de abejas
durante diferentes periodos estacionales empleando herramientas bioinformaticas a

partir de datos metagendmicos.

5.2 Objetivos especificos

- Determinar la microbiota y el viroma presentes en metagenomas obtenidos en
distintos periodos estacionales.

- Analizar la presencia de virus implicados en el problema del colapso de colonias
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mediante herramientas bioinformaticas.
- Obtener genomas virales a partir del ensamble de secuencias mediante

estrategias bioinformaticas.

6 Metodologia

1 Descarga de secuencias | 2 Conversion del
crudas formato SRA a Fastq

. Tratot, &
—- 23 H 0
Ac © SRA sratoolkit omatic

4 Ensamblado de novo 5 Identificacién de 6 Asignacién taxonémica
secuencias virales

‘\\mcl a B LAS’I‘
( \
C\N) Al-, ’ VirusTaxo MEGAN

Control de calidad

Figura 3. Diagrama general de la metodologia empleada.

6.1 Obtencion de secuencias

Se obtuvieron diecisiete secuencias crudas de Apis mellifera a través de datos de acceso
publico de la categoria Sequence Read Archive (SRA), con origen en Australia, Africa,
Tonga, Amsterdam, Nueva Zelanda e India. La fecha de recoleccion de las muestras
estan detalladas en la Tabla 1. Los archivos correspondientes de SRA se descargaron
utilizando la herramienta prefetch de SRA Toolkit v3.0.0, se convirtieron las secuencias
crudas de formato .sra a formato .fastq para su posterior analisis de calidad, con la

herramienta fastg-dump.
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EPOCA

VERANO
VERANO
VERANO
VERANO
VERANO

VERANO

PRIMAVERA

PRIMAVERA

PRIMAVERA

PRIMAVERA

PRIMAVERA

OTONO

OTONO

INVIERNO

INVIERNO

INVIERNO
INVIERNO

LUGAR
Kisii, Kenya
Naivasha, Kenya

Otago, New Zealand

UAS-GKVK, Bangalore, India

Netherlands: Amsterdam
Australia: Western Australia
Australia: Tasmania
Australia: Western Australia
Australia: Queensland
Tonga: Tongatapu

Tonga: Vava'u

Australia: Northern Territory
Australia: Victoria and New
South Wales

Australia: South Australia

Australia; Victoria and New
South Wales

Australia; Victoria and New
South Wales

South Africa: Robben Island

ID

SRR6033659
SRR6033661
SRR6033669
SRR6033675
SRR5109829

SRR5117449

SRR5117448

SRR5117444

SRR5117442

SRR5109828

SRR5109822

SRR5117446

SRR5117443

SRR5117450

SRR5117447

SRR5117445
SRR5109833

Tabla 2. Tabla con las coordenadas geogréficas.

Fecha

2015-08-01
2015-08-02
2015-08-03
2015-08-04
2014-07-10

2014-03-01

2014-11-01

2013-10-01

2014-10-01

2015-10-31

2015-10-31

2014-06-01

2014-04-01

2014-08-01

2014-08-01

2013-08-01
2013-03-03

Latitud y longitud
0.7423 S 34.8045 E
0.5713 S 36.3603 E
44.8280 S 169.6345 E
13.0712 N 77.5805 E

52.371807 N 4.896029 E

-25.042261 N
117.793221 E

-41.640079 N
146.315918 E

-25.042261 N
117.793221 E

-20.917574 N
142.702789 E

-21.146597 N -
175.251548 E

-18.581196 N -
173.985008 E

-19.491411 N
132.550964 E

-37.020100 N
144.964600 E

-30.000233 N
136.209152 E

-37.020100 N
144.964600 E

-37.020100 N
144.964600 E

-33.8067 N 18.3662 E
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Ubicacién de las muestras recolectadas
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Figura 4. Mapa con la ubicacion de las colonias muestreadas y la temporada en la que
fueron recolectadas. Los puntos rojos muestran la ubicacion exacta de las colonias
muestreadas segun sus coordenadas geograficas. Los puntos de color verde, amarillo,

naranja y azul representan la temporada en la que se realizaron los muestreos.

6.2 Control de calidad

El analisis de calidad de las secuencias crudas obtenidas se realizd utilizando la
herramienta FastQC v1.11.4, el cual es un programa diseflado para detectar los
problemas principales en conjuntos de datos de secuenciacion de alta generacion, este
programa permite visualizar un andlisis general de las cualidades que posee la lectura
mediante representaciones en gréaficas y tablas, indica la calidad de las secuencias,
aportando informacién sobre parametros como el contenido de G/C, la calidad de los K-
mers o si hay secuencias que se encuentren muy representadas. Los parametros que se
muestran en el analisis sirven para realizar recortes y eliminar adaptadores presentes en

las secuencias. Una vez que se filtran las secuencias en base a su calidad se removieron
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los adaptadores con la herramienta Trimmomatic v0.39 con parametros ‘'HEADCROP:10
SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:75." Eliminando asi el nimero especificado de bases al

inicio de la lectura y eliminado la lectura si esta debajo de la longitud especificada.

6.3 Ensamble y alineamiento de secuencias

Una vez que los adaptadores han sido eliminados y las secuencias de baja calidad estan
fillradas, las lecturas se ensamblan. El ensamblado de genoma consiste en el
sobrelapamiento de distintos fragmentos de ADN que permitiran alinear los extremos
similares y reconstruir secuencias lineales completas (contigs) (Aguilar-Bultetl Lisandra,
n.d.). Las secuencias de origen metagendmico se ensamblaron de novo con el programa
metaSPAdes, las secuencias de origen transcriptomico se alinearon con el genoma de
referencia de Apis mellifera (es decir, GCA_003254395.2_Amel_HAv3.1 _genomic.fna)
con ayuda del programa de alineacion HISAT2 v2.2.1. El posterior archivo de salida SAM
(Sequences Aligment MAP) se convirtié en un archivo FASTA para los siguientes analisis

usando Samtools v0.1.19.

6.4 ldentificacion de secuencias virales

Los contigs virales se clasificaron a nivel de género utilizando VirusTaxo v0.2.5, esta
herramienta clasifica los rangos taxonémicos en 402 géneros de virus de ADN y 280
virus de ARN, tiene una precisién promedio del 93% en prediccion de virus a nivel de
género en virus de ADN y ARN (Raju et al., 2022), posteriormente el rango de huéspedes
naturales de los virus identificados se busc6 en la péagina web ViralZone

(https://viralzone.expasy.org/) que proporciona informacion general sobre todos los

19



géneros y familias virales, adicionalmente se consultaron los datos de NCBI.

6.5 Abundancia y diversidad viral

Segun el género del virus identificado se filtraron y ordenaron los datos obtenidos con el
paquete “tidyverse” en R Studio, después de filtrar los datos se creé una tabla de
abundancia relativa de todos los virus a nivel de género con los paquetes “ggplot2” y
‘reshape” en R Studio.

Se estimé la diversidad alfa, que refleja la riqueza observada o la uniformidad de una
muestra promedio con los indices de diversidad Shannon (abundancia relativa de taxa)
y Simpson (la probabilidad de que observemos aleatoriamente dos virus en una
comunidad y que pertenezcan a diferentes especies) a nivel de género. Se calculd la
diversidad beta con andlisis de coordenadas principales entre muestras con correlacion
entre época y lugar de recoleccion. Estos analisis se llevaron a cabo con el paquete
“vegan” y los graficos se realizaron con los paquetes “ggplot2” y “phyloseq” dentro de R

Studio.

6.6 Asignacion taxonomica
Usando el programa de alineamiento de secuencias BLASTn, los contigs se compararon
con un conjunto de base de datos: HB_ Bar v2016.1

(https://data.nal.usda.gov/dataset/holobee-database-v20161), cuya base de datos es no

redundante de loci de codigos de barras . La anotacion taxondmica de los contigs se
realiz6 importando los resultados de BLASTn a MEGAN v6.24.11. Los parametros de

MEGAN mantuvieron los valores predeterminados del programa, a excepcién del
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parametro "Min Percent identity”, el cual, se establecié con un valor de 60 en todas las
muestras, para evitar que los resultados sean menos inexactos.

7. Resultados

7.1 Identificacion de secuencias virales

Se analizaron 17 metagenomas, se hizo la distribucion viral (Figura 5) con los 33 géneros
mas abundantes obtenidos de VirusTaxo, las secuencias se ordenaron segun la época
del afio en la que fueron tomadas. La época de primavera muestra una mayor cantidad
de virus de las familias Iflaviridae (Iflavirus), Siphoviridae (Chivirus) y Dicistroviridae
(Triatovirus), la época de verano presenta una mayor cantidad de virus de la familias
Iflaviridae (Iflavirus), Dicistroviridae (Triatovirus) y Phenviviridae (Phlebovirus), en la
época de otofio las familias de virus mayormente predominantes son Dicistroviridae
(Aparavirus) y Virgaviridae (Tobamovirus), al igual que en las otras épocas, en invierno
se sigue con la tendencia de una mayor cantidad de virus en las familias Dicistroviridae

(Aparavirus y Triatovirus), Siphoviridae (Chivirus) e Iflaviridae (Iflavirus).
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Distribucion viral de Apis Mellifera
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Figura 5. Distribucion viral de Apis mellifera. Composicion de las lecturas de
secuenciacion de las 17 muestras analizadas. Los porcentajes de lecturas de diferentes
afiliaciones taxonomicas se indican segun el codigo de colores en la parte vertical de la
figura. En horizontal se dividen en secciones segun la época de recoleccién de la

muestra.

Se identificaron los huéspedes naturales de los 6 virus mas prevalentes en las 4
estaciones climaticas del analisis de distribucion viral (Tabla 3), como es de esperarse
los virus de las familias Iflaviridae y Dicistroviridae tienen de huésped natural a insectos,
en este caso especificamente a Apis mellifera, la familia Phenuiviridae normalmente es
transmitida por el mosquito, la familia Siphoviridae infecta bacterias presentes en la
microbiota de A. mellifera, por ultimo, el género Tobamovirus tiene especies que se

transmiten eficientemente entre plantas por contacto mecéanico.
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Genus Group Tipo Order Family NATURAL HOSTS
Iflavirus (+)ssRNA  [RMA Picornavirales |(Iflaviridae Insects
Chivirus dsDMNA DMA Caudovirales |Siphoviridae Bacteria
Triatovirus (+)ssRMA RMA Picornavirales |Dicistroviridae Insects
RWVFV: ruminants,
Phlebovirus {-)ssRMNA RMA Bunyavirales |Phenuiviridae camels and humans,
Vector: Mosguitoes
Invertebrates, ABPV:
Aparavirus {+)ssRMA RMA Picornavirales |Dicistroviridae honeybee,
bumblebees
Tobamovirus (+)ssRNA  [RMA Martellivirales |Virgaviridae Plants

Tabla 3. Relacion virus hospedero.

7.2 Diversidad viral

Para conocer la riqgueza de las especies encontradas en cada muestra, se realizé un

analisis de Alfa diversidad utilizando los indices de diversidad de Shannony Simpson.

La muestra que presenta mayor diversidad segun las graficas de ambos indices de

diversidad con relacion a los 7 lugares (Figura 6) y con relacion a la época del afio (Figura

7) fue tomada en en la temporada de otofio en Australia, mientras que la muestra que

presenta menor diversidad fue recolectada en Amsterdam durante el verano.
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Figura 6. Analisis de Alfa diversidad segun el lugar de origen de la secuencia. Diferencias
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Figura 7. Andlisis de Alfa diversidad segun su estacion climética. Diferencias en la
diversidad alfa, es decir, el nimero efectivo de especies, en el viroma de las abejas

recolectadas segun la estacion climética.

Para visualizar la relacion entre los virus encontrados en las secuencias obtenidas con
el lugar en el que fueron recolectadas (Figura 8), se hizo un andlisis de coordenadas
principales o PCoA por sus siglas en inglés. Las muestras sobre todo en Australia se
agrupan en relacion a su lugar de origen, adicionalmente en un analisis de PCoA en
donde se analizan los virus en base a la estacion climatica en la que se recolectaron las
muestras (Figura 9), no se agruparon en funcion de la época en la que se recolectaron,
al contrario, se ve una diversidad aparente en todas las estaciones a excepcion de
verano, en el cual, 4 de las 6 muestras se encuentran mas cercanas en el plano, teniendo
un comportamiento similar al analisis de PCoA con relacion a la zona geogréfica (Figura

8).
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Figura 8. Analisis de coordenadas principales (PCoA) en relacion con la ubicacion de la

muestra. Los colores indican los paises de donde se recolectaron las muestras.
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Figura 9. Analisis de coordenadas principales (PCoA) en relacion a la estacion del afio
en la que se tomo la muestra. Cada color indica la estacion climatica correspondiente a

la fecha de la recoleccion de la muestra.

Con el método de un doble andlisis de coordenadas (DPCoA) de un conjunto de las
variables de época y ubicacion (Figura 10), se observa que las muestras se agrupan en
su mayoria en funcién al lugar en el que se recolectaron corroborando los analisis de
PCoA anteriores. Las muestras de Tonga fueron discriminadas por el analisis, debido a

los pocos datos que presentaban para este analisis.

27



EPOCA
INVIERNC
# oToRD
# PRIMAVERA
WERAND

LUGAR
® siica
0.2- A Amstecdam
W Australia
—+— Incia
(] Kenya
- Nueva Zelanda

. Tanga

Axis2 [20.1%)]

a4 0z 0o 02 0's 06
Axis.1 [34.5%]

Figura 10. Doble andlisis de coordenadas principales (DPCoA). Los colores indican la
estacion climéatica de la recoleccion de las muestras en diferentes lugares segun la figura

gue se muestra en la gréfica.

En la Figura 11, se presenta una red que representa las relaciones de distancias entre
muestras, en donde se observa que las muestras mas cercanas entre si son las muestras
de Tonga y Africa tienen el enlace mas fuerte, aunque no tienen relacion ninguna con las
otras muestras utilizadas en este analisis. Las demas muestras se relacionan entre si

pero con menor intensidad.
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Figura 11. Red basada en la puntuacion de similitud de identidad. El cédigo de colores
indica la estacion climatica de recoleccion de la muestra, otofio no se muestra debido a
los datos insuficientes. La ubicacion geografica se representa con figuras y la distancia

entre las muestras va del 0.1 al 0.3 dénde 0.1 es mas cercano.

7.3 El microbioma de las abejas meliferas

Los contigs se asignaron a un grupo taxondémico, utilizando BLAST y MEGANG. En
primer lugar, los contigs se compararon con los datos de la secuencia del cobionte de la

abeja en la base de datos HoloBee v2016.1 (https://data.nal.usda.gov/dataset/holobee-

database-v20161), posteriormente se visualizaron en un arbol filogenetico usando

MEGANSG a nivel de clase (Figura 12).
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Figura 12. Asignacion taxondmica de orden jerarquico. Clasificacion a nivel de clase.

unclazsified Riboviria

Class

Para visualizar la cantidad de microorganismos en cada una de las muestras se realiz6

un grafico de burbujas (Figura 13) con ayuda del programa R Studio. Ademas de

encontrar bacterias, se encontraron parasitos y hongos relacionados con Apis.
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Figura 13. Gréfica de burbujas. Perfil taxondmico de las 17 muestras empleadas en este
estudio. Los géneros principales de la microbiota intestinal de Apis estan resaltados por
un recuadro azul, los miembros secundarios en un recuadro naranja, los parasitos estan

resaltados en el recuadro rosa y los hongos en el recuadro rojo.

Para visualizar las diferencias entre la comunidad bacteriana, Unicamente se tomaron en
cuenta los géneros bacterianos principales y secundarios, que tenian mayor incidencia
en todas las estaciones. Las cargas bacterianas difieren en cada estacion climatica, los
géneros bacterianos principales de Apis mellifera encontrados son Snodgrasella,
Gilliamella, Lactobacillus y Bifidobacterium, los cuales solo se presentan en verano e
invierno, ademas de los géneros secundarios Bartonella, Frischella y Comensalinabacter

(Figura 14C y Figura 14D). En la temporada de primavera y otofio se observan los
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géneros secundarios Escherichia y Enterobacter (Figura 14A y Figura 14B).
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Figura 14. Composicion relativa de la comunidad de la microbiota intestinal de Apis

Streptococcus Bartonella

Simonsiella Lactobacillus

Frischella

mellifera. Los gréaficos circulares representan la abundancia relativa de los géneros
bacterianos principales y secundarios en (A) primavera (B) otofio C) verano (D) invierno.
Se detectaron cambios estacionales en abundancia y prevalencia en los géneros

bacterianos presentados.

8 Discusion

La disminucién de abejas se ha asociado con varios factores interactivos. La nutricion y
la infeccidn viral son dos factores que plantean mayores peligros para la salud de las
abejas. En este trabajo se investigo la prevalencia estacional de los virus, asi como la
microbiota bacteriana.

Lo primero que se evaluo fue la composicion y la diversidad del viroma en muestras de
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Apis mellifera provenientes de distintos puntos geogréficos y tomadas en diferentes
estaciones climéticas.

De forma general, se encontro las familias virales mas abundantes del viroma en Apis
mellifera son Iflaviridae y Dicistroviridae, estas son constantes en todas las muestras
dado que estas familias de virus son capaces de infectar en las diferentes etapas de
desarrollo de las abejas (Tantillo et al., 2015). Las cargas virales presentes en cada
muestra tienen variaciones en cada una de las épocas en las que fueron tomadas, lo
cual concuerda con otros estudios de variacion estacional de virus entre Apis mellifera y
Apis cerana (G. Chen et al., 2021), en donde se mostraron coinfecciones estacionales
con variaciones en la carga viral en virus comunes de Apis mellifera.

Las muestras de primavera son de dos zonas geograficas cercanas Australia y Tonga,
tres de las cinco muestras tienen una mayor cantidad del virus Chivirus perteneciente a
la familia Siphoviridae, el cual es un virus cuyo principal hospedador son bacterias, segun
un estudio de fagos en Apis mellifera demostré que miembros de la familia Siphoviridae
infectan a uno de los principales huéspedes de la microbiota intestinal de las abejas
meliferas Bifidobacterium asteroides (Bonilla-Rosso et al., 2020).

En verano a pesar de que las muestras provienen de distintos puntos geograficos (Africa,
India, Amsterdam), muestran una presencia mayoritaria de Phlebovirus, esto puede ser
debido a que estos virus son pertenecientes a la familia Phenuiviridae y son transmitidos
por dipteros de la familia Psychodidae en Europa, Asia y en el norte de Africa (Alkan et
al., 2013).

A pesar de que las muestras presentan un viroma similar segun la zona geogréfica en la

gue se encuentran, su estructura del viroma no es igual incluso si se recolectan en la
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misma estacion climatica.

El ejemplo mas notable de esto, es en la estacion de otofio en Australia, donde la primera
muestra tiene mayor abundancia de virus de la familia Dicistroviridae la cual infecta
invertebrados y en la segunda muestra se observa mayor abundancia del género
Sinaivirus que infecta insectos de la familia Apidae, en estudios anteriores realizados en
Australia se ha identificado la variante 8 del virus del Lago Sinai perteneciente al género
de Sinaivirus (Roberts et al., 2017), en esta época se obtuvo mayor diversidad de virus
y menor diversidad en los componentes de la microbiota, estos resultados concuerdan
con estudios donde se ha revelado que la falta de abundancia de bacterias probioticas
esta implicado en las muertes de abejas por el trastorno de colapso de colonias (Nowak
et al., 2021), donde los virus como el virus del Lago Sinai encontrado en estas muestras
juegan un papel importante, adicionalmente se encontré la presencia del virus
Tobamovirus del cual se tiene evidencia que Apis melliefera es capaz de propagar a la
especie Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) mientras se alimenta (Darzi et
al., 2018).

En la época de invierno a diferencia de las otras estaciones climaticas se muestra una
menor carga viral de las familias Dicistroviridae e Iflaviridae y una mayor carga por parte
de virus del género Sinaivirus, los fagos Efquatrovirus y Lahexavirus. Los objetivos
comunes de los fagos Podoviridae (Lehexavirus) son Bifidobacterium, Gilliamella,

Lactobacillus Firm5, y Bartonella (Bonilla-Rosso et al., 2020).

Los analisis de comparacion de alfa diversidad con los indices de Shannon y Simpson

se realizaron entre la estacion climatica (primavera, verano, otofio e invierno) y los
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lugares de recoleccion de las muestras. La mayoria de las muestras en ambos analisis
mostraron un comportamiento similar, en ambos analisis las secuencias provenientes de
Australia tienen mayor diversidad independientemente de la estacion climatica.

Los andlisis de PCOA realizados para conocer el efecto de los factores de locacién y
clima en el viroma de A. mellifera, demostraron que el viroma en Apis mellifera varia
segun la zona geogréfica en la que se encuentre, debido a las agrupaciones presentadas
sobretodo en las muestras de Australia. Cada una de las zonas geogréficas presenta
una similitud en los virus que contienen las muestras en esa ubicacion. Esto es de
esperarse debido a las vias de transmision vertical y horizontal de los virus en abejas,
ademas existe la hipotesis que afirma que las flores sirven como puentes en la

transmision de virus entre las abejas (Alger et al., 2019).

Ademas de analizar la composicion del viroma se analiz6 el microbioma presente en las
mismas muestras. Los miembros principales de la comunidad de la microbiota intestinal
encontrados son Gilliamella, Snodgrassella, Bifidobacterium y Lactobacillus, (Nowak et
al.,, 2021), ademas de otros géneros secundarios de bacterias. En el caso de las
muestras de primavera prevalecieron bacterias de Escherichia un género secundario de
la comunidad de bacterias en Apis mellifera, en verano Gilliamella y Frischella, en otofio
la muestra que presentd mayor diversidad de virus tiene una cantidad menor de
bacterias, a excepcion de los géneros de bacterias secundarias Enterobacter y
Escherichia. La reduccion de bacterias del género Lactobacillus, Gilliamella y Frischella
se ha visto en abejas infectadas con SBV (Yongsawas et al., 2020). En invierno las

muestras presentaron una disminucion en la carga bacteriana de los principales géneros
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en comparacion con las muestras de verano, ademas hubo un aumento en la presencia
de Frischella y Bartonella. Este comportamiento en la microbiota intestinal, ya ha sido
estudiado en abejas de invierno contra abejas de verano, en donde también se ha

observado similitudes con el aumento de Bartonella en invierno (KeSnerova et al., 2019).

Los cambios observados en la composicion de bacterias pueden ser debido a las
diferencias dietéticas por la disponibilidad de recursos durante el cambio de la estacion
climatica. Se han encontrado cambios estacionales en la composicion de la microbiota
intestinal en roedores salvajes (Maurice et al., 2015) y humanos (Davenport et al., 2014),
lo que coincide con el argumento de que la dieta es uno de los principales impulsores de
las diferencias comunitarias bacterianas.

Las abejas de invierno tienen una vida util prolongada de 6 meses en comparacioén con
las abejas de verano que solo tienen 4 semanas. En la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster , el estado fisicoquimico del intestino cambia con la edad, lo que resulta
en cambios en la composicion de las comunidades microbianas, caracterizadas
principalmente por la invasion de ciertos taxones bacterianos intestinales (H. Li et al.,
2016). Por lo tanto, los cambios que sufren los principales géneros encontrados entre
invierno y verano, como el aumento de Frischella en invierno, la disminucién de
Lactobacillus, Bifidobacterium y la desaparicién total de otros géneros de bacterias,
puede estar relacionado con la edad. Sin embargo, a pesar de su vejez, las abejas de
invierno no muestran signos de senescencia (Minch & Amdam, 2010) y es probable que
estas diferencias no se deban a la descomposicion funcional del tejido intestinal, como

se informd en las moscas (H. Li et al., 2016).
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Las abejas de invierno se alimentan del polen que se ha almacenado en la colmena
durante varias semanas 0 meses. Anteriormente se ha demostrado que el consumo de
una dieta de polen envejecido afecta la composicién de la microbiota intestinal de las
abejas obreras jovenes (Maes et al., 2016).

Junto con las diferencias en la temperatura corporal de las abejas (en invierno es de ~21
°C y en verano de ~35 °C (Fahrenholz et al., 1989), esto puede influir en las tasas de
crecimiento bacteriano. De hecho, en un estudio metagendémico, se demostré que las
bacterias intestinales tienen una poblacion de replicacién promedio mas baja en las
abejas invernales viejas en comparacion con las abejas nodrizas jévenes (obreras en
verano), lo que es indicativo de tasas de replicacion reducidas (Ellegaard & Engel, 2019).
Finalmente, las abejas invernales muestran una expresion reducida de genes inmunes
(Gatschenberger et al., 2013) y tienen un metabolismo proteico alterado (Crailsheim,
1986) en comparacion con las nodrizas y las recolectoras, otro factor que puede influir
en las cargas bacterianas totales y la composicion de la comunidad en el intestino.
Ademas, durante la temporada de alimentacidn, es mas probable que las abejas obreras
adultas recogen bacterias ambientales, por ejemplo, de las flores, lo que facilita su

diseminacion dentro del entorno de la colmena en verano, pero no en invierno.

Por otro lado también se encontraron parasitos como el diptero Bruala considerado una
amenaza insignificante para sus huéspedes (Buscher et al., 2022), la larva Galleria
mellonella larvae, la cual es una plaga que provoca un dafio grave en regiones tropicales
y subtropicales, ademas, se cree que contribuyen a la disminucién de las poblaciones de

abejas silvestres (Kwadha et al., 2017) y Varroa destructor, un parasito externo de las
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abejas que puede atacar diferentes etapas de su desarrollo y sus castas (Tantillo et al.,

2015).

En resumen, en este trabajo se obtuvo el viroma de Apis mellifera en diferentes
estaciones climaticas y ubicadas en distintas partes del mundo. Ademas de obtener una
aproximacion de la composicién de la microbiota de estas abejas y la variacion estacional

de ambos factores asi como de otros patdégenos encontrados.

9 Conclusiones

En este trabajo se describio el viroma en Apis mellifera, donde al igual que en otros
estudios predominan los virus de las familias Dicistroviridae en la que se incluyen
especies que son consideradas letales para los insectos e Iflaviridae, también
considerada una de las familias patdgenas de abejas mas importantes, los analisis de
diversidad revelaron un comportamiento donde el viroma es dependiente de la zona
geografica y sufre cambios caracteristicos en su composicion viral segun la estacion
climatica e incluso presenta cambios en su carga viral si su region geografica no es
exactamente igual, a su vez se describié la composicion de su microbiota intestinal, esta
al igual que el viroma tiene variaciones estacionales que pueden influir en la composicion
del mismo, esta muestra algunos grupos de bacterias patdgenas que al igual que algunos

virus podrian considerarse como de riesgo potencial para las colmenas.
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