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Resumen del proyecto

En la altima década las pérdidas de colonias de Apis mellifera han sido alarmantes en todo el mundo. En Uruguay estas
pérdidas alcanzan el 20-30% anual, siendo la presencia de plagas y patégenos una de las principales causas. Nuestro
objetivo fue relevar la presencia, prevalencia y distribucion de las principales plagas y patégenos que afectan a las abejas
meliferas, y comparar los resultados con los obtenidos en un monitoreo similar realizado en 2011. En otofio-invierno
muestreamos 100 colonias de A. mellifera de todo el pais, segun la densidad de colmenas por departamento. Analizamos la
presencia del dcaro Varroa destructor y virus ARN en abejas nodrizas, del microsporidio Nosema spp. y el
tripanosomatido Lotmaria passim en abejas pecoreadoras y la bacteria Paenibacillus larvae en miel, siguiendo los
métodos estdndar (recuento directo y microscépico, cultivo microbioldgico, PCR, RT-gPCR). V. destructor fue la plaga mds
prevalente y distribuida en todo el pais. También encontramos una alta prevalencia de N. ceranae y L. passim,
aumentando de 15y 13% a 63 y 60%, respectivamente. La prevalencia de esporas de P. larvae en miel también aumenté de
2 a10%. En cuanto a los virus ARN, la prevalencia del SBV aumenté de 19,4 al 26,5%, el DWV se mantuvo estable (30%), y el
BQCV y ABPV disminuyeron (a 22,4 y 6,1% respectivamente), mientras que la prevalencia de CPBV fue de 24,5%. El
movimiento de colmenas, actividad que ha aumentado en los Gltimos anos, podria estar jugando un papel importante en la
dispersion de estos patégenos. Coincidiendo con 2011, no se detecté la presencia de N.apis, IAPV ni KBV. Estos resultados
demuestran la importancia de los monitoreos para conocer la distribucidn y prevalencia de patégenos, evaluar el éxito de
las estrategias recomendadas y estar alerta ante el ingreso de nuevas amenazas.

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Sanidad apicola

Palabras clave: abejas meliferas / patégenos / produccién de miel /

Introduccion

Las abejas meliferas desempenan una tarea esencial en el mantenimiento de los ecosistemas naturales y en la
produccién agricola, a través de la polinizacién de plantas silvestres y cultivos comerciales (1,2). Esto contribuye
directamente a la obtencidn de alimentos (1,2). Por otro lado, las abejas meliferas producen diversos productos, como miel,
polen, jalea real y propdleos, que el hombre utiliza para su provecho con fines industriales, medicinales y alimenticios.

En Uruguay, en las ultimas décadas la actividad apicola ha adquirido gran relevancia en el sector agro-exportador,
contando hoy con 3000 productores y 550.000 colmenas (3). Se producen cerca de 12,000 toneladas de miel al afo, de las
cuales el 95% se exporta (3). Sin embargo, actualmente el sector apicola se encuentra atravesando una severa crisis (4).
Por un lado, se ha constatado la pérdida anual de entre el 20-30% de las colmenas (5,6). Este fendmeno no es exclusivo de
nuestro pais, sino que se estd reportando alrededor del mundo (7-10). Entre las principales causas se encuentran la
presencia de plagas y patégenos, la intoxicacidn con pesticidas y el estrés nutricional, asociado al aumento en la
superficie dedicada a monocultivos (9,10). Estos episodios de pérdidas de colmenas conllevan graves pérdidas a los
apicultores, quienes deben invertir trabajo y recursos econdmicos para poder mantener el nimero de colmenas y la
producciéon de miel, estable. Por otro lado, la presencia de pesticidas y en menor medida de ciertos patdgenos (como
Paenibacillus larvae) en la miel, han restringido significativamente el comercio internacional.

El dcaro Varroa destructor es la mayor amenaza bidtica para la supervivencia de las abejas meliferas (11). Este dcaro
pardsito debilita la abeja, deprime su sistema inmune y favorece la infeccidn por otros patdgenos (12). Es letal si no es
tratado adecuadamente (9,10). Ademds del dafo directo que causa, es capaz de transmitir virus ARN (10). Se han descrito
mas de 25 virus que afectan a las abejas meliferas, de los cuales 7 revisten mayor importancia por su patogenicidad (13).
Tanto V. destructor como diferentes virus ARN estdn presentes en nuestro pais, incluyendo el virus de la pardlisis agua
(ABPV), de la pardlisis crénica (CBPV), de las alas deformes (DWV), de las celdas reales negras (BQCV) y de la cria
ensacada (SBV)(14-16). El virus que ha adquirido mayor notoriedad es el DWV, por su impacto negativo en la salud de la
colmena (17). Los sintomas tipicos son alas deformes o vestigiales, abdomen hinchado, pardlisis y disminucion de la vida
media (17). Existen diferentes variantes genéticas (A,B,C) con virulencia diferencial (18).

Nosema apis y Nosema ceranae son microsporidios pardsitos intracelulares obligatorios (19), agentes causales de la
Nosemosis. Se reproducen en las células epiteliales del ventriculo, afectando las funciones digestivas, generando
desnutricidn, envejecimiento fisioldgico y reduccién de la vida media de las abejas (19). En nuestro pais el agente etioldgico
de la Nosemosis es principalmente N. ceranae, que se encuentra presente al menos desde 1990 (16,20).

En cuanto a los tripanosomatidos, dos especies se han descrito como pardsitos de abejas, Crithidia mellificae y Lotmaria

3/9



passim (21). Ambos parasitan el lumen intestinal de los insectos. Su presencia ha sido asociada a otros patégenos como N.
ceranae (22) o V. destructor (23), y la coinfeccién podria generar un efecto sinérgico afectando la salud de la colmena (24).
Nuestro grupo ha reportado la presencia de L. passim en la regién, aunque C. mellificae no ha sido detectado (23).

Por ultimo, Paenibacillus larvae es el agente causal de la Loque Americana (25), una severa enfermedad que afecta a las
larvas de las abejas meliferas. La primera deteccidn en Uruguay fue en 2000 (26), y posteriormente se expandié en el
territorio nacional, con una prevalencia cercana al 50% en miel (27). Gracias a las medidas recomendadas por el MGAP
que incluian la quema de colmenas con sintomas y uso del extracto etandlico de propdleos como agente preventivo (28), la
prevalencia en miel disminuy6 al 2% en 2010 (29). Finalmente, una preocupaciéon emergente en Uruguay es el escarabajo
Aethina tumida (30), una plaga originaria del Africa subsahariana. Aunque este escarabajo no causa severos dafios en
esa zona, ha invadido nuevas dreas, como Estados Unidos y Australia, reproduciéndose en las colonias de abejas
meliferas y causando graves pérdidas. Aethina tumida ingresé a América Latina por México en 2007, y pronto se expandid
a Cuba, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica. En 2015, 2016 y 2019 se detectaron brotes en Brasil (31). Si bien en Uruguay
aun no se ha reportado, su ingreso es una preocupacién para los apicultores.

Teniendo en cuenta los danos y pérdidas ocasionadas por estas plagas y patdégenos al sector apicola, las escasas o nulas
opciones disponibles para el tratamiento o prevencién de estas infecciones, el riesgo de ingreso de nuevas plagas, y el
transcurso de 10 aios desde el ultimo relevamiento a nivel nacional, también realizado por nuestro grupo de investigacion
(16), consideramos oportuno actualizar la informacién sobre esta problemadtica.

El objetivo general fue realizar un relevamiento a nivel nacional de las principales plagas y patédgenos que afectan a las
abejas meliferas en Uruguay, asi como de las amenazas emergentes.

Para alcanzar este objetivo se seleccionaron colmenas de abejas meliferas de todo el pais, de forma representativa en
base a la densidad de colmenas por departamento, se colectaron muestras y se analizé la presencia, prevalencia y
distribucién de las principales plagas y patégenos, incluyendo: V. destructor, ABPV, BQCV, CBPV, DWV, SBV, virus Kashmir
(KBV) y de la pardlisis aguda israeli (IAPV), N. apis, N. ceranae, L. passim, C. mellificae, P. larvae y A. tumida.

Esto permitié la generacidn de conocimiento necesario para actualizar los datos disponibles referentes a la distribucién y
prevalencia de estos patdgenos, evaluar si las estrategias recomendadas en anos anteriores han tenido efecto a largo
plazo, identificar las zonas mds afectadas por cada uno de los patédgenos y analizar las posibles consecuencias de la
infeccion las colmenas. El conocimiento de base sobre las patologias presentes y su evolucién en el periodo 2011-2021
reviste especial importancia para disenar estrategias de control a nivel particular y oficial, que contemplen las
particularidades de cada zona. Esto permitird minimizar la aplicacién incorrecta o abusiva de productos zooterdpicos que
pueden implicar la generacidn de resistencia o generar residuos quimicos prohibidos a nivel comercial y perjudiciales
para la salud. A largo plazo, esperamos contribuir a la mejora de las condiciones sanitarias de las colmenas de abejas
meliferas en Uruguay y mejorar la calidad de los productos de la colmena, promoviendo de esta forma el desarrollo del
sector apicola nacional.

Metodologia/diseino del estudio

1. Seleccidn de apiarios:

Se seleccionaron 100 apiarios distribuidos en los 19 departamentos del pais. EL nimero de apiarios/ departamento se
determiné en base a la densidad de colmenas por departamento, disponible en la base de datos del Registro Nacional de
Propietarios de Colmenas (DIGEGRA) (Tabla 1).

2. Muestreos:

Estaba previsto realizar un Unico muestreo en cada colmena en el mes de marzo, y previo al tratamiento acaricida.
Debido a la pandemia de COVID-19 y los inconvenientes que generd para acceder a los apiarios, los muestreos se
realizaron entre los meses de marzo a julio de 2021y en muchos casos los productores ya habian aplicado acaricidas. En
cada apiario se selecciond al azar una colmena, y se colectaron muestras de:

- 150 abejas nodrizas para la deteccién y cuantificacidn de V. destructor y virus ARN

- 100 abejas pecoreadoras para la deteccion y cuantificacién de N. apis, N. ceranae y L. passim

- miel del nido de cria para la deteccién de P. larvae

- restos del fondo de la colmena, para la deteccidn de A. tumida.

Las abejas nodrizas y pecoreadoras se colocaron por separado en alcohol para evitar su descomposicion. Cincuenta
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abejas nodrizas se colocaron en bolsas de papel y se enviaron vivas inmediatamente al laboratorio, donde se
almacenaron a -80°C, para evitar la degradacién del ARN viral. Ademds, en las colonias seleccionadas se estimé la
fortaleza de la colmena (abejas adultas, de cria, de reservas, y la sintomatologia) de acuerdo a lo recomendado por el
Beebook (32).

3. Andlisis de laboratorio:

Se realizaron los siguientes andlisis en las muestras colectadas:

-Deteccion y cuantificacion de V. destructor: Se tomaron al menos 100 abejas nodrizas en alcohol, se agitaron
vigorosamente con agua y jabon, se contaron los dcaros que se desprendieron y las abejas y se determiné el porcentaje de
infestacion (33).

-Deteccién y cuantificacién de virus en abejas nodrizas: Se tomaron 20 abejas, se realizé la extracciéon de ARN,
degradacion del ADN gendmico y retrotranscripcion utilizando kits comerciales (Applied Biosystems). La presencia y nivel
de infeccidn de los virus se evalué mediante gPCR empleando el kit Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) y primers especificos para cada virus: ABPV y SBV (34), BQCV y DWV (35), IAPV (36), KBV (37), CBPV (38). Se
realizé la cuantificacion relativa del nivel de infeccion viral empleando la b-actina y rps5 como genes de referencia (12,
60). Posteriormente se determiné la variante circulante del virus DWV empleando el sistema ABC (18).

-Deteccidn y cuantificacion de N. apis, N. ceranae, L. passim y C. mellificae en abejas pecoreadoras: Se tomaron 60 abejas
pecoreadoras, se homogeneizaron en PBS y se realizé el conteo de esporas de Nosema spp. en "pool" empleando una
camara de Neubauer (39). Esto nos permitié determinar el nivel de infeccién en las colmenas. Posteriormente se extrajo el
ADN de dichas muestras empleando 20 abejas y un kit de extraccién de ADN comercial(QIAamp® DNA Mini and Blood Mini,
Qiagen), y se determing la especie de Nosema mediante PCR multiplex, empleando primers especificos para N. apis y N.
ceranae (40). Este mismo ADN se utilizé para la deteccidn de L. passim y C. mellificae utilizando también primers
especificos para cada patdgeno (21, 41,42).

-Deteccidén y cuantificacidn de P. larvae en miel: Se tomaron 20 g de miel por muestra, se diluyeron en agua destilada y los
tubos se centrifugaron a 6000g durante 40 minutos para concentrar las esporas. Se descartd el sobrenadante y los pellets
se resuspendieron en 2 ml de PBS estéril Posteriormente se incubaron a 80°C durante 15 min para estimular la
germinacidn y se sembrdé en medio J (27). Las colonias sospechosas se analizaron mediante pruebas bioquimicas y se
confirmo su identidad mediante PCR utilizando primers especificos para P. larvae (25,43).

- Puesta a punto de un método para la deteccidn de A. tumida: Se emplearon diferentes primers para su identificacion
(44,45). Para poner a punto el método se emplearon individuos adultos y larvas de A. tumida conservados en alcohol
(controles positivos, obtenidos mediante la colaboracidn con el proyecto REDLAC-FONTAGRO). Se realizé la extraccidn de
ADN y PCR o gPCR de acuerdo a las metodologias publicadas (44,45). Los productos de amplificacién obtenidos se enviaron
a secuenciar. La metodologia estd disponible para cuando aparezcan ejemplares sospechosos.

- Deteccion de A. tumida. Las colmenas se inspeccionaron detenidamente para determinar la presencia de escarabajos.

- Pérdida de colmenas: Se divulgé el cuestionario para estimacion de las pérdidas anuales de colmenas de SOLATINA,
disponible en http://solatina.org/temas-de-estudio/monitoreo/ (5,46) en los apiarios que forman parte del proyecto.

Resultados, andlisis y discusién

Se colectaron muestras de 100 colonias de los 19 departamentos de nuestro pais, seleccionadas en base a la densidad de
colmenas por departamento (Tabla 1). Todas las colmenas empleadas en el monitoreo fueron colmenas de produccién,
aparentemente sanas, sin sintomas clinicos asociados a ninguna enfermedad (Tabla 2).

La mayoria de las plagas y patégenos estudiados fueron detectados, excepto el microsporidio N. apis, los virus IAPV y KBV
y el escarabajo A. tumida, los cuales siguen sin ser reportados en Uruguay. Esto indica su ausencia o su presencia en muy
baja prevalencia.

El 96% de las colmenas presentaron alguno de los patdgenos estudiados, llegando incluso a colmenas co-infectadas con 7
patégenos (3% de las muestras, Figura 1). Sélo en el 4% de las colonias no se detectd ningun patégeno. Dado que estas
eran colmenas de produccidn que no presentaban sintomas clinicos de enfermedad, los resultados sugieren que en ciertos
casos los patégenos podrian co-existir en la colmena sin causar mayores danos. Sin embargo se debe estar alerta porque
factores externos como el estrés nutricional, intoxicacién con pesticidas, condiciones ambientales, etc, podrian alterar ese
equilibrio promoviendo la multiplicacién de estos patégenos generando dafio en las colmenas.

Varroa destructor es la plaga mds distribuida en el pais (Figura 2, Tabla 3). El dcaro mantuvo una alta prevalencia entre
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2011y 2021, manteniéndose como uno de los principales problemas sanitarios (tabla 3). El control de V. destructor se basa
en el uso de acaricidas sintéticos u orgdnicos. En 2011, la alternativa mds elegida por los apicultores era el uso de
acaricidas sintéticos (amitraz, flumetrina, fluvalinato), realizado en el 69,9% de las colmenas analizadas en ese afo;
mientras que solo el 7,8% de las colmenas recibieron tratamiento con acaricidas orgdnicos. Esta estrategia ha cambiado
notoriamente en estos 10 afios, aumentando el uso de acaricidas orgdnicos (principalmente dcido oxdlico) de 7,8% a 78%
en 2021. En contraste, el uso de acaricidas sintéticos disminuy6 a 5% en 2021 (Figura 3).

Este cambio disminuye el uso de sustancias quimicas sintéticas en las colmenas y mejora la calidad de la miel.

El microsporidio N. ceranae aumentd notablemente su prevalencia (Tabla 3) y presentd una distribucién muy amplia
(Figura 4C). Por otra parte, Nosema apis no fue detectada en las muestras analizadas (Figura 4 Ay B). EL aumento en la
prevalencia de N. ceranae puede estar vinculado al traslado de las colonias a forestaciones de Eucaluptis grandis en
febrero-marzo, para aprovechar la floraciéon. Si bien en este ambiente aumenta la produccién de miel, el nivel de infeccion
por este microsporidio aumenta sensiblemente y las colmenas se debilitan.

Otro patdgeno que aumentd su prevalencia con respecto a 2011 fue Paenibacillus larvae, pasando del 2% a 10% en 2021
(Tabla 3). Su distribucidn continta concentrada principalmente en el litoral oeste, zona de mayor desarrollo apicola y
mayor concentracién de colmenas (Figura 5). Esto es preocupante, ya que la Unica alternativa de tratamiento es la quema
y destruccidn de las colmenas infectadas. Se realizardn instancias de divulgacién con apicultores para estimular el
diagndstico temprano.

También se encontré un aumento en la prevalencia de Lotmaria passim, pasando del 13% en 2011 al 60% en 2021 (Figura 6).
Su rango de distribucién también se amplié, de 5 a 16 departamentos.

En el caso de los virus, 5 de los virus analizados fueron detectados: ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV (Figura 7). La zona de
mayor incidencia sigue siendo el litoral oeste, como lo era en 2011, sin embargo se observa la ampliacién de su distribucién
hacia el resto del pais. Dado que no hay ninguna estrategia de manejo disponible, se recomienda controlar el dcaro V.
destructor, un importante medio de transmisién de virus.

Finalmente en cuanto al escarabajo A. tumida, la inspeccidn rigurosa por parte del técnico del MGAP, sobretodo en las
colmenas localizadas en zonas limitrofes con Brasil, no arrojé individuos sospechosos. Sin embargo la reciente deteccién
(noviembre 2022) en apiarios del sur de Brasil, enciende la alerta ante una préxima llegada al pais. La metodologia de
diagnéstico molecular estd puesta a punto y disponible para su uso en cuanto se realicen los primeros registros.

Conclusiones y recomendaciones

« Este estudio constituye el segundo monitoreo a nivel nacional de las principales plagas y patégenos que afectan a las
abejas meliferas en Uruguay, siendo el primero en 2011, realizado también por nuestro grupo de investigacion. Esto
permitié actualizar la prevalencia y distribucidn de estos patégenos. A la vez, constituye una gran oportunidad para
mantener un registro histérico y de mantenerse alerta frente al ingreso de nuevas amenazas.

* Los principales patdégenos que afectan a las abejas estdn presentes y ampliamente distribuidos en nuestro pais. La
amplia mayoria de las muestras (96%) presenté al menos uno de los patégenos estudiados. La ausencia de sintomas
clinicos de enfermedad sugirie que en ciertos casos los patégenos podrian co-existir en la colmena sin causar mayores
danos. Sin embargo se debe estar alerta porque factores externos como el estrés nutricional, intoxicacidn con pesticidas,
condiciones ambientales, etc, podrian alterar ese equilibrio promoviendo la multiplicacidn de estos patégenos generando
dano en las colmenas.

» Varroa destructor es la plaga mds distribuida en el pais. Se observa un gran esfuerzo por parte de los apicultores de
realizar tratamientos con acaricidas orgdnicos, lo que disminuye el uso de sustancias quimicas sintéticas en las
colmenas y mejora la calidad de la miel.

* Nosema ceranae aumenté notablemente su prevalencia y distribucion en la Ultima década. Esto puede estar vinculado al
traslado de las colonias a forestaciones de Eucaluptis grandis en febrero-marzo, para aprovechar la floracién. Si bien en
este ambiente aumenta la produccién de miel, en estas condiciones el microsporidio se multiplica y las colmenas se
debilitan notoriamente.

* El aumento en la prevalencia de P. larvae es preocupante, ya que la Unica alternativa de tratamiento es la quema y
destruccidén de las colmenas infectadas. Se realizardn instancias de divulgacién con apicultores para estimular el
diagnédstico temprano.
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* Los virus ABPV, BQCV, CBPV, DWV y SBV estdn presentes y distribuidos en el pais, algunos habiendo aumentado su rango
de distribucién en los Gltimos 10 afnos. No hay disponible ninguna estrategia de manejo, excepto la de controlar el dcaro V.
destructor, principal medio de transmision de virus.

* En cuanto al escarabajo A. tumida durante este estudio no se encontré. Sin embargo la reciente deteccion (noviembre
2022) en apiarios del sur de Brasil, enciende la alerta ante una préxima llegada al pais.

* Finalmente el hongo N. apis y los virus IAPV y KBV tampoco fueron detectados, indicando su ausencia en Uruguay o su

presencia en muy baja prevalencia.
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