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INFLUENCIA DEL POLEN NATIVO EN EL SISTEMA INMUNE DE LAS ABEJAS
(APIS MELLIFERAL.) Y LA RESPUESTA FRENTE A LA INFECCION DEL VIRUS
DE LAS ALAS DEFORMADAS (DWV)

INFLUENCE OF NATIVE POLLEN ON THE IMMUNE SYSTEM OF BEES (APIS
MELLIFERA L.) AND THE RESPONSE TO DEFORMED WINGS VIRUS
INFECTION (DWV)

Palabras indice adicionales: abaecina, defensina, hymenoptaecina, polen

monofloral nativo, abejas meliferas.

RESUMEN

La abeja melifera (Apis mellifera L.) es un polinizador vital para todo el ecosistema,
por lo que es de suma importancia su cuidado. Los parasitos y agentes patdgenos
de la abeja de la miel son factores claves que subyacen en la pérdida de colonias y
ponen en riesgo la industria de la apicultura y la agricultura en su conjunto. Para
controlar la propagacion y desarrollo de enfermedades dentro de la colonia, las
abejas poseen un sistema inmune innato que incluye barreras fisicas, respuestas
celulares y humorales. Pero también, utilizan resinas de las plantas con actividad
antimicrobiana que pueden controlar enfermedades dentro de la colonia. La
conexion entre nutricién e inmunidad se ha demostrado en numerosos organismos,
donde la funcién inmune se ve afectada por la restriccion cal6rica. Para observar la
influencia del polen en la salud de las abejas, se inocularon abejas con el virus de
las alas deformadas y fueron expuestas a diferentes pélenes nativos chilenos y no
nativos, suministrados a las abejas como dieta. El polen nativo de maitén y el polen
polifloral, incrementaron la sobrevivencia, ademas, de aumentar la expresién de
péptidos antimicrobianos (defensina, abaecina y himenoptaecina), en comparacion
con el polen no nativo (eucaliptus), el cual disminuy0 la sobrevivencia y la expresion

de los péptidos antimicrobianos.

SUMMARY



The honey bee (Apis mellifera L.) is a vital pollinator for the entire ecosystem, so its
care is of the utmost importance. The parasites and pathogens of the honey bee are
key factors underlying the loss of colonies and put the beekeeping industry and
agriculture as a whole at risk. To control the spread and development of diseases
within the colony, bees possess an innate immune system that includes physical
barriers, cellular and humoral responses. But they also use plant resins with
antimicrobial activity that can control diseases within the colony. The connection
between nutrition and immunity has been demonstrated in nhumerous organisms,
where immune function is affected by caloric restriction. To observe the influence of
pollen on the health of bees, bees were inoculated with the deformed wing virus and
were exposed to different native Chilean and non-native pollens, supplied to the
bees as a diet. Where favorable results were obtained with some treatments, such
as native maitén pollen and polyfloral pollen, which increased survival, in addition to
increasing the expression of antimicrobial peptides (defensin, Abaecin and
hymenoptaecin), compared to non-native pollen, the which decreased survival and

expression of these.

INTRODUCCION

Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) son integrantes claves para la polinizacion
de los cultivos y plantas silvestres en todo el mundo (Gallai et al.,, 2009),
desempefiando un papel fundamental para la conservacion de la diversidad y la
agricultura sustentable (Klein et al., 2007). Estos insectos son considerados el
principal agente polinizador (Aizen y Harder, 2009; Garibaldi et al., 2013; Breeze et
al., 2014) De hecho, mas del 70 % de los cultivos en el mundo utilizan a los
polinizadores para aumentar la cantidad y calidad de frutos (Potts et al., 2016),
mejorar el tamafio, la vida util y el valor comercial (intensidad de color y uniformidad)
(Klatt et al., 2014).

En Chile, el desarrollo de la actividad apicola se extiende por todo el pais, excepto
en las regiones mas australes (Velis et al., 2009). La apicultura se ha convertido en
una actividad de gran relevancia, ya que las abejas entregan servicios de

produccion de miel, cera y otros productos naturales (Delaplane y Mayer, 2004).



Segun la informacion extraida del SIPEC apicola, al 7 de Mayo de 2022, el nUmero
de apicultores a nivel nacional corresponde a un total de 9.598, concentrados en las
regiones del Maule (1.628), Araucania (1668), O'Higgins (1.111) y Biobio (1137).
Respecto a las principales actividades del rubro apicola, la produccion de miel es la
mas importante, alcanzando un 97,98 % de apicultores que se dedican a esta
actividad, seguidos por la polinizacién con un 25,73 % y venta de material vivo con
un 16,27 % (SAG, 2022).

La salud de las abejas ha recibido recientemente una atencion considerable,
debido a que en los ultimos afios se ha informado sobre una creciente disminucion
de polinizadores, principalmente de A. mellifera (Verde, 2011). En Estados Unidos,
el 30 % de las colmenas de abejas se pierden cada invierno y casi el 50 % de las
colmenas se sustituyen cada afio, lo que ha causado intensas presiones
econOmicas sobre los apicultores y agricultores (Steinhauer et al., 2014). Una
fraccion de estas pérdidas se atribuyen al desorden del colapso de las colonias
(CCD) (VanEngelsdorp et al., 2009; VanEngelsdorp et al., 2012; Spleen et al., 2013;
Steinhauer et al., 2014.), el cual implica la migracion y el despoblamiento de las
abejas en una colmena (Higes et al., 2009). Se sefialan multiples causas de la
pérdida de las abejas, las que incluyen pesticidas, agentes patégenos, y los cambios
de uso del suelo que reducen la calidad del forraje (vanEngelsdorp et al., 2009).

Apis mellifera es comunmente afectada por multiples virus, quienes han sido
reconocidos como posibles responsables de la pérdida de las colmenas (Chen et
al., 2006; Higes et al., 2007; Maori et al., 2007; Tantillo et al., 2015; Carrillo-Trip et
al., 2016). Se han identificado unos 24 virus en todo el mundo (De Miranda et al.,
2013). Entre los mas comunes e importantes se encuentra el Virus de las alas
deformadas (DWV) (De Miranda y Genersch 2010), el cual pertenece al género
iflavirus y puede provocar sintomas tales como deformidades de las alas, hinchazén
abdominal, paralisis y una rapida mortalidad de abejas adultas emergentes (Lanzi
et al.,, 2006). Este virus se transmite horizontalmente de abeja a abeja, o
verticalmente, ya que el virus infecta los tejidos ovaricos de la reina y se diseminan
en los huevos en desarrollo antes de la ovoposicion (Chen et al., 2006). La virulencia

del virus se ve incrementada tanto por la presencia del acaro Varroa destructor



como Tropilaelaps, quienes son los vectores mas conocidos (Yue y Genersch, 2005;
Dainat et al., 2009; De Miranda y Genersch, 2010; Khongphinitbunjong et al., 2015).

Sin embargo, también existen pérdidas de colonias asociadas a la nutricion. Para
las abejas meliferas encontrar recursos para satisfacer las necesidades
nutricionales estacionales es crucial para su salud y supervivencia (DeGrandi-Ho
ffman et al., 2018). La dieta de estas (y la mayoria de las especies de abejas)
consiste en néctar y polen; gracias a su composicion rica en azlcar, el néctar es la
principal fuente de energia (Vaudo et al., 2015), mientras que el polen suministra
aminoacidos esenciales (arginina, fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, treonina, triptofano y valina), vitaminas, lipidos y micronutrientes (De
Groot, 1953). Ademas de estos macro y micronutrientes, el néctar y polen son ricos
en diversos fitoquimicos que incluyen alcaloides, compuestos fendlicos, y
terpenoides (Dobson, 1988, Adler, 2001, Heil, 2011, Negri et al., 2011). Los
compuestos fendlicos son responsables de la actividad bioldgica del polen, cuya
composicién cuantitativa y cualitativa esta fuertemente relacionada con el origen
botanico (Ka § Konien et al., 2015; Li et al., 2018).

Existen especies de plantas nativas chilenas que han sido utilizadas por su
actividad antimicrobiana contra patdgenos humanos (Shene et al., 2009; Rubilar et
al., 2010; Romanucci et al., 2016) y son ampliamente utilizadas en la agricultura y
la silvicultura chilena. Ejemplos de ellos son el Maitén (Maytenus boaria), Quillay
(Quillaja saponaria) y Peumo (Cryptocarya alba). EI maitén, es usado en infusiones
para bajar la fiebre, tratar el resfrio y el dolor de estbmago. Al mismo tiempo, es una
importante especie forestal y forrajera; de gran interés agronémico por su uso
potencial en insecticidas naturales (Minsal, 2009). EI Peumo, también tiene diversos
usos, uno de ellos es el consumo de sus frutos porque presentan principios
antioxidantes. Sus hojas se utilizan como infusion en enfermedades hepaticas
(Montes, 1987), en hemorragias y reumatismos (Vogel et al., 2008). Las
propiedades medicinales de esta planta se pueden manifestar por la presencia de
tanino, que posee cualidades astringentes, y por el aceite esencial que contienen
(Chung et al., 2017).

El sistema inmune, es importante para la supervivencia de A. mellifera al igual



que para todos los animales; las abejas poseen un sistema inmune innato que
incluye barreras fisicas, respuestas celulares y humorales. Entre las defensas
fisicas se incluyen la cuticula y capas epiteliales que en muchos casos impiden que
los microbios se adhieran o entren en el cuerpo, defensas fisioldgicas que pueden
producir cambios en el pH y otras condiciones quimicas del intestino de las abejas
para combatir la invasion microbiana (Crailsheim y Riessberger-Galle, 2001). De
esta manera las barreras fisicas, sumado a los mecanismos de defensa humoral y
diferentes procesos celulares, constituyen en conjunto y en forma coordinada, una
poderosa herramienta que permite eliminar pardsitos, agentes patdgenos y
xenobidticos. Por otra parte, uno de los principales componentes de la respuesta
inmune humoral desarrollada por los insectos para eliminar patdgenos invasores,
es la rapida y masiva produccion de péptidos antimicrobianos (AMPs) (Hoffmann et
al., 1999). Los AMPs son pequefias proteinas altamente conservadas,
generalmente de tipo cationico y menores a 100 aminoacidos de longitud que a
menudo son sintetizados en el tejido adiposo corporal. Una vez sintetizados, los
AMPs son secretados en la hemolinfa desde donde pueden facilmente difundirse
para actuar a lo largo de todo el insecto (Bulet y Stocklin, 2005). En A. mellifera se
han descrito cuatro familias de AMPs: apidaecina, abaecina, himenoptaecina y
defensinas (Yietal., 2014), los que muestran un amplio espectro de actividad contra
microorganismos (Chaimanee et al., 2012). Dado los antecedentes expuestos el
objetivo de este estudio fue evaluar la influencia que tiene la ingesta de polen de
especies nativas chilenas sobre la sobrevivencia, el sistema inmune de las abejas

y la reduccién de la carga del Virus de las alas deformadas (DWV).

MATERIALES Y METODOS

Colecta de polen y analisis palinolégico.

El polen fue recolectado en época de floracion con trampas de polen dispuestas en
la entrada de la colmena. Un primer grupo de colectores fue ubicado en el huerto
organico de arandanos de la estacion experimental el nogal, Universidad de
Concepcidn, Chillan (36°35'48.0"S 72°05'10.5"W). Un segundo grupo de colectores

se instal6 en el sector el Carmen pre cordillera de Nuble, (36°53'51.58"



S72°01'30.46" O) aledafia a bosques nativos, donde predomina el avellano chileno
(Gevuina avellana) y maitén (Maytenus boaria). EI material fue retirado de las
trampas, se conservo a 4 °C hasta su uso para los ensayos bioldgicos. Al mismo
tiempo se tomd una muestra de cada polen, las que fueron enviadas al laboratorio
de la Universidad Austral de Chile para la realizacion de un analisis palinologico.
Ensayo en condiciones controladas

Previo a realizar el ensayo, todas las colonias fueron analizadas para determinar el
estado sanitario.

Preparacion del in6culo

Para los tratamientos en cuyo caso fue necesario inocular con DWYV, el aislado del
virus se obtuvo de colonias sintomaticas. Se escogieron 10 abejas al azar y fueron
trituradas y homogenizadas en una bolsa Stomacher con 10 mL de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS 1X) durante 120 s a alta velocidad en un Stomacher
80 Lab Blender (Seward, Londres, Reino Unido). Las muestras fueron centrifugadas
dos veces a 1500 g durante 10 min, seguido de 10.000 g durante 10 min, ambos a
4 ° C. del sobrenadante se usaron 200 uL para la cuantificacion del titulo viral y el
resto fue semi purificado para luego inocular oralmente a las abejas.

Influencia de laingesta de polen nativo en abejas infectadas con DWV.

Para evaluar la influencia de la ingesta de polen nativo sobre la sobrevivencia,
carga viral e inmunidad en abejas inoculadas con el virus de las alas deformadas,
se retiraron marcos con crias de abejas obreras de colonias sanas ubicadas en el
campo experimental El Nogal, Universidad de Concepcion, Chillan. Los marcos con
crias fueron mantenidos en condiciones controladas (30 °C con 50-60 % de HR), y
de estos, posteriormente se colectaron las abejas recién emergidas (1-2 dias de
edad) para realizar los bioensayos. El inéculo del virus fue mezclado con jarabe de
sacarosa al 60 % (Arismendi et al., 2018). En el tratamiento control, las abejas
fueron alimentadas con jarabe, aquellas abejas que no consumieron la totalidad de
la solucion fueron descartadas del ensayo. Finalmente, las abejas inoculadas con
el virus y las no inoculadas fueron depositadas en jaulas plasticas (1000 cc), cada
jaula contenia 70 abejas/tratamiento, correspondiendo a la unidad experimental. En

cada unidad experimental se colocaron 6 gramos de polen de acuerdo a los



siguientes tratamientos: (1) Monofloral nativo, (2) Monofloral no nativo, (3) polifloral,
(4) Polen sustituto, (5) Monofloral nativo+ DWYV, (6) Monofloral no nativo+DWYV, (7)
polifloral+DWV vy (8) Polen sustituto+DWYV con 4 repeticiones por tratamiento. La
composicién del polen y del polen sustituto se describe en el Anexo. Las abejas
muertas de cada jaula fueron retiradas y contadas periédicamente, lo cual permitié
establecer la sobrevivencia hasta los 20 dias. Al mismo tiempo, se retiraron 5 abejas
luego de 2 horas (tiempo 0) y alos 5, 10, 15 y 20 dias post-inoculacién para evaluar
la expresion de los péptidos antimicrobianos del sistema inmune de las abejas,
defensina, abaecina, apidaecina, himenoptaecina. El consumo promedio de polen,
se midi6 pesando el polen al inicio del experimento y al término de este.
Aislamiento de acidos nucleicos, sintesis de cDNA y carga viral.

Para determinar la carga del virus de las alas deformadas en abejas inoculadas y
no inoculadas, tratadas con polen nativo y no nativo, y la expresion de genes
asociados al sistema inmune, se utilizé las abejas extraidas por jaula (cinco abejas
por muestra), para luego ser trituradas y homogenizadas en un mortero esterilizado
con 5 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS 1X). Se realiz6 la
extraccion de ARN de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el Kit | de
ARN total de EZNA (Omega Bio-Tek, Norcross, Georgia, EE. UU.). El ARN extraido
se utilizo para la sintesis cDNA de mediante la enzima transcriptasa inversa M-MLV
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, California, EE. UU.). Las muestras de cADN se mantuvieron a -20 °C
hasta que se llevé a cabo el analisis por gPCR.

PCR en tiempo real

La cuantificacion de la carga viral y la expresion de genes asociados al sistema
inmune se realiz6 por PCR en tiempo real en un termociclador Agilent Technologies,
Mx 3000P EE. UU. Para la deteccion del virus, se utilizaron partidores especificos
(Tabla 1). En los tubos de PCR se prepard una mezcla que contenia 2 pL de cDNA,
5 pyL de agua libre de RNAsas, 0,5 yL de cada partidor y 7 pL de SBYR Green
master mix (Gene X-Press, EE.UU.). Posterior a ello, para la normalizacion de los
resultados, se utilizaron los partidores para el gen enddégeno B-Actina-F 5 -ATG
CCAACACTGTCCTTT CTG G-3"y B-Actina-R 5"-GAC CCA CCA ATC CAT ACG



GA-3’, los cuales amplifican un fragmento de 148 pb (Yang y Cox-Foster, 2005). El
programa de ciclos de la PCR se llevo a cabo en los siguientes tiempos: 95 °C
durante 15 min; luego se realizaron 40 ciclos de 95 °C durante 15 seg, 60 °C durante

15 seq. y 72 °C por 15 seg. (Luong et al., 2015; Simeunovic¢ et al., 2014)

Tabla. 1: Lista de partidores especificos utilizados en el analisis de gPCR

Primer Primers (5> 37) Referencia

DWV-F CTGTATGTGGTGTGCCTGGT Kukielka et al., 2008
DWV-R TTCAACAATCCGTGAATSTAGTGT

Abaecin-F  CAGCATTCGCATACGTACCA Evans, 2006
Abaecin-R GACCAGGAAACGTTGGAAAC

Defensin-F TGTCGGCCTTCTCTTCATGG Yang y Cox-Foster,
Defensin-R TGACCTCCAGCTTTACCCAAA 2005

B-actin-F ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG Yang Yy Cox-Foster,
B-actin-R  GACCCACCAATCCATACGGA 2005

Analisis estadistico

La sobrevivencia en el tiempo de abejas infectadas y sanas fue analizada por un
andlisis de varianza (ANDEVA) de medidas repetitivas en el tiempo. La separacién
de medias a posteriori se realizdé con un test de Dunnett (p < 0,05) para comparar
abejas infectadas con respecto al tratamiento control (abejas sanas). Para
determinar diferencias entre las cargas de DWV en abejas sanas e infectadas a las
2 horasy alos 5, 10y 15 dias post-inoculacion, se realizé un andlisis no paramétrico
con test de Mann-Whitney (p < 0,05), considerando que estas variables de
respuestas (carga parasitaria) no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianza. Ademas, para la curva de sobrevivencia se utilizo el
estimador de Kaplan-Meier, considerando las abejas obreras vivas observadas al
final del experimento como datos censurados. Las diferencias entre las curvas de
supervivencia se estimaron utilizando log-rank pruebas (a = 0.05) y los valores se

corrigieron con el método de Holm-Bonferroni (Holm, 1979).



RESULTADOS Y DISCUSION

La sobrevivencia de las abejas inoculadas con DWV y no inoculadas, expuestas a
los tratamientos polen Monofloral nativo (Mb), polen Monofloral no nativo (Eu), polen
polifloral (Pol), Polen sustituto (Psu), medida hasta los 20 dias post-inoculacién,
presento diferencias estadisticas significativas en funcion a los puntos de muestreo
en el tiempo (ANDEVA) medidas repetidas, Tratamiento*Tiempo F27/108 = 5,58; p
< 0.001). En este sentido, las abejas expuestas a los tratamientos Mb+DWV,
Pol+DWV y Psu+DWV mostraron un mayor porcentaje de sobrevivencia a los 20
dias post- inoculacién (dpi), presentando un 50 %, 55 %, 45 % respectivamente. A
diferencia, de aquellas abejas tratadas con polen Eu+DWV, en cuyo caso, la
sobrevivencia a los 20 dpi no sobrepasé el 30 % (Figura 1). Por otra parte, se
observé un comportamiento similar en las abejas tratadas con polen Eu; donde la
sobrevivencia al final del ensayo no sobrepasé el 25 % (20 dpi), siendo
significativamente menor que aquellas abejas que fueron expuestas a los
tratamientos Mb (70 %), Pol (60 %) y Psu (50 %) (Figura 1). Estos resultados
demuestran que la sobrevivencia disminuye significativamente para las abejas
expuestas al tratamiento Eu. Un estudio realizado en Uruguay analizé el contenido
de proteina cruda del polen de Eucalyptus spp. donde se observé que este presenta
menos del 20 % de proteina cruda, estando bajo los niveles sugerido por
Kleinschmidt y Kondos (1976) para una aceptable nutricion de las abejas. Ademas,
se observo que aquellas colonias alimentadas solo con polen de Eucalyptus suelen
presentar cuadros agudos de Nosemosis, enfermedad del sistema digestivo de las
abejas causada por los hongos microsporidios Nosema apis y N. ceranae (Santos
et al., 2005). En contraste, en colonias que contaban con reservas de polen de
diferente origen botanico, las abejas presentaban mas proteina corporal y menor

infeccién con Nosema.

Figural. Sobrevivencia de abejas sanas e inoculadas con DWV en condiciones
controladas. Cada curva representa abejas expuestas a los tratamientos: M. boaria
(Mb), E. globolus (Eu), polifloral (Pol) y el sustituto de polen (PSU) con o sin DWV.
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Los asteriscos indican diferencias significativas (prueba de rango logaritmico, p < 0,05) entre
tratamientos con respecto al control (sustituto de polen).
Entonces, independientemente del contenido de proteina cruda, la disponibilidad
de polen de variado origen botanico puede mejorar la nutricién de las abejas. Stace
(1996) encontré que los pélenes de la mayoria de las especies de eucaliptos en
Australia son deficientes en el aminoacido esencial isoleucina, no alcanzando a
cubrir la demanda minima de las abejas (4 %). Esto explicaria por qué la
sobrevivencia en el tratamiento Eu fue tan baja. Por lo tanto, una buena fuente de
alimentacion de diferente origen botanico rica en aminoacidos y proteinas
contribuiria con la sobrevivencia de las abejas, como se vio reflejada en los
tratamientos de polen nativo (Mb) y polifloral (Pol) los que mejoraron
significativamente la sobrevivencia en las abejas infectadas con el virus de las alas
deformadas (Figura 1).

Se observoé que el consumo de las abejas inoculadas con DWV y no inoculadas fue

variable para cada tratamiento (Figura 2). Las abejas inoculadas no consumieron
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menores cantidades de polen en comparacion a las no inoculadas, lo que demuestra

que la infeccion del virus no afecta el consumo de polen, a excepcién del tratamiento

KN
i:%
&

Q

Eu + DWYV, donde, se observé un menor consumo de polen (Figura 2).

Figura 2. Consumo promedio de polen en abeja (en base peso seco).
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Las barras representan el consumo de las abejas sanas e infectadas con el DWV en cada uno de
los siguientes tratamientos: Mb: Maytenus boaria, Eu: Eucalyptus globulus, Pol: polifloral y Psu:
polen sustituto.

Tratamientos

El polen es un componente esencial en la dieta de las abejas meliferas, es
quimicamente complejo, sirve como la fuente primaria de proteinas y lipidos,
mientras que proporciona vitaminas, minerales, flavonoides y otros (Campos et al.,
2008). Los diferentes componentes nutricionales del polen confieren diversas
propiedades terapéuticas muy valiosas, capaces de combatir enfermedades y
patogenos (Denisow y Denisow-Pietrzyk, 2016; Kieliszek et al., 2017). La carencia
o el bajo valor nutritivo de este determinan que las abejas sean mas débiles,
generalmente mas pequefias, con poca capacidad de alimentar a la cria y con una
expectativa de vida menor (De Groot, 1953; Haydak, 1970; Winston, 1987,
Crailsheim et al., 1992; Herbert, 1992; Keller et al., 2005). Estudios especulan que
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una cantidad estandar de polen permite a la abeja obtener una cantidad suficiente
de los principios activos contenidos en este para contrarrestar los efectos
perjudiciales del virus (Annoscia et al., 2017.)

La carga del virus DWV por abeja fue variable de acuerdo a los periodos medidos,
observandose diferencias significativas después de los 10 dpi, donde los
tratamientos Mb+DWV y Pol+DWYV redujeron significativamente la carga viral en las
abejas en comparacion con el tratamiento control (Psu+DWV) (Figura 3). A
diferencia de esto, en el tratamiento Eu+DWYV se observo el doble de la carga inicial
del virus por abeja y tuvo niveles similares al control Psu+DWYV (Figura 3). No
obstante, aquello, se demostr6 que a los 20 dpi la carga del virus disminuyo
significativamente para los tratamientos Eu+ DWV y Mb+DWYV en comparacion con
el control (Psu+DWYV) (Figura 3).

Al exponer a obreras de A. mellifera a la infeccién del patégeno virus de las alas
deformadas (DWYV), la expresiéon de los péptidos antimicrobianos (defensina,
abaecina e himenoptaecina) se vio alterado en comparacion con el tratamiento
control (Figura 4, 5y 6).

En el caso de la expresion de defensina, no se observan diferencias significativas
entre tratamiento durante los primeros 5 dpi. Pero esta situacion cambia, a los 10
dpi se observan diferencias significativas para aquellas abejas expuestas al
tratamiento de polen monofloral nativo (Mb), donde las abejas inoculadas
(Mb+DWYV) disminuyen la expresion del gen (Figura 4).

Figura 3. Carga viral en las abejas meliferas infectadas con DWV y alimentadas con
pélenes nativos y no nativos, medidos a 0, 5, 10, 15 y 20 dias después de la
inoculacion.
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Mb: Maytenus boaria, Eu: Eucalyptus globulus, Pol: polifloral y Psu: polen sustituto.

Sin embargo, al 15 dpi se produjo un aumento significativo en las abejas expuestas
a los tratamientos Mb+DWYV y Pol+DWV, a diferencia del tratamiento Eu+DWYV el
cual disminuy6 la expresién de defensina mientras que el tratamiento Psu+DWV

mantuvo la expresion del gen (Figura 4).

En cuanto a la expresion del gen codificante para abaecina, se observa al dia 5
post-inoculacién (pi) diferencias significativas entre los tratamientos, donde en las
abejas expuestas al tratamiento Pol+DWV aumento la expresion de abaecina en
comparacion con aquellas abejas no inoculadas y expuestas al tratamiento Pol

(Figura 5).

Figura 4. Expresion relativa del gen codificante para el péptido
antimicrobianodefensina evaluado a las 0, 5, 10, 15 y 20 dias post-inoculacion en
abejas sanas e inoculadas con el virus de las alas deformadas (DWV) y alimentadas
con pélenes nativos.
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Mb: Maytenus boaria, Eu: Eucalyptus globulus, Pol: polifloral y Psu: polen sustituto.

Al dia 15 pi, se aprecia que la expresion de este gen aumenta para las abejas
expuestas a los tratamientos Mb+DWV y Psu+DWYV. Sin embargo, a los 20 dpi solo
presentd diferencias significativas en aquellas abejas que fueron expuestas al
tratamiento Pol+DWYV, donde se aprecia un aumento significativo en la expresion
abaecina. Siendo este ultimo quien tuvo los mejores resultados a lo largo del ensayo
(Figura 5).

Por otro lado, la expresion del gen codificante para himenoptaecina sélo present6
diferencias entre los 0 y 10 dpi, para algunos tratamientos. A los 0 dpi, se observo
un aumento significativo en la expresion del gen en aquellas abejas inoculadas y
expuestas al tratamiento Eu+DWV y Pol+DWV en comparacion con aquellas no
inoculadas y expuestas al mismo tratamiento (Eu y Pol), donde la expresiéon de

himenoptaecina disminuye el doble (Figura 6). Al dia 5 dpi, se mantiene el aumento
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del gen en aquellas abejas inoculadas y expuestas al tratamiento Pol+DWV en
comparacion con aquellas no inoculadas (Pol), mientras que los demas tratamientos
mantuvieron la expresién del gen (Figura 6). Por otra parte, al dia 10 dpi esta
situacién cambia y aquellas abejas expuestas al tratamiento Mb+DWYV disminuyen
considerablemente la expresion de himenoptaecina, mientras que los tratamientos
Eu+DWYV, Pol+DWYV y Psu+DWYV mantuvieron la expresion (Figura 6).

Figura 5. Expresion relativa del gen codificante para el péptido antimicrobiano

abaecina evaluado a las 0, 5, 10, 15 y 20 dias post-inoculacién en abejas sanas e
inoculadas con DWYV y alimentadas con poélenes nativos.
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Mediana; Caja: 25 % - 75 %; Bigotes: Min- Max.
Mb: Maytenus boaria, Eu: Eucalyptus globulus, Pol: polifloral y Psu: polen sustituto.

Los péptidos antimicrobianos, inducidas por las vias IMD (Casteels et al., 1993), son
componentes claves de la inmunidad humoral de los invertebrados, con amplio
espectro inhibidor contra bacterias, hongos, virus y protozoos (Klotman y Chang
2006, McMenamin et al., 2016).
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Figura 6. Expresion relativa del gen codificante para el péptido antimicrobiano
himenoptaecina evaluado a las 0, 5, 10, 15 y 20 dias post-inoculacion en: abejas
sanas e inoculas con DWYV y alimentadas con polenes nativos.
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Mb: Maytenus boaria, Eu: Eucalyptus globulus, Pol: polifloral y Psu: polen sustituto.

Las abejas inoculadas y expuestas a los diferentes tratamientos tienden a presentar
una O6ptima expresion de los péptidos antimicrobianos abaecina, defensina e
himenoptaecina, mostrando una respuesta positiva en abejas inoculadas con DWV
y expuestas a los tratamientos monofloral nativo (Mb) y polen polifloral (Pol), donde
la expresion del gen que codifica para defensina y abaecina aumenta
significativamente (Figura 4 y 5). El aumento de la expresion de los péptidos
antimicrobianos podria preparar a las abejas contra la infeccion del virus y ayudar a
prevenir la propagacion a través de las colonias, y posiblemente poblaciones y

comunidades (Palmer-Young et al., 2017). Los factores nutricionales pueden influir



17

fuertemente en la inmunidad y el resultado de la infeccion, no sélo en los seres

humanos, sino también en las abejas (Brunner et al., 2014, Conroy et al., 2016).
El polen es utilizado principalmente por las abejas como fuente de aminoacidos

esenciales necesarios para la sintesis de péptidos en las vias inmunes (Grimble
2001, Schmid-Hempel 2017), ademas, de influir positivamente en la expresion de
genes implicados en la produccién de algunos péptidos antimicrobianos y de
longevidad (Alaux et al., 2011). Asi mismo, el néctar y polen son ricos en
fitoquimicos que mejoran la salud de las abejas, apoyada por una mayor
supervivencia. Por lo que, consumir fitoquimicos de diferente origen botanico puede
aumentar la inmunidad incluso cuando se consumen concentraciones relativamente
bajas durante periodos cortos de tiempo (Palmer-Young et al., 2017). Por lo tanto,
el polen nativo mono floral (Mb) y Polifloral (Pol) podrian ser utilizados para
potenciar el sistema inmune de las abejas, presentar una mayor tolerancia al virus
de las alas deformadas y con ello, mejorar la sobrevivencia frente a la infeccion de

este virus.

CONCLUSIONES

1. La ingesta de pdlenes nativos aumenta la sobrevivencia en abejas infectadas
con el virus de las alas deformadas.

2. Los niveles del virus de las alas deformadas disminuyen en abejas alimentadas
con pélenes Mb, Pol y Eu comparadas con el polen sustituto.

3. La inclusién de pdlenes nativos y de diverso origen botanico en la dieta de las
abejas infectadas con el virus de las alas deformadas (DWV) permite aumentar la

expresion de péptidos antimicrobianos defensina y abaecina.
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ANEXO
Composicion polen tratamiento 1: Monofloral, nativo de Maytenus boaria (60 %).
Composicion polen tratamiento 2: Monofloral de Eucalyptus globulus (98 %)

Composicion polen tratamiento 3: polifloral, Malus domestica (40 %), boaria
Maytenus (20 %), Cryptocarya alba (20 %).

Composicion polen sustituto: (6 %), almidon de patata (2 %), aceite de canola (0.2
%) y sacarosa (57.8 %) harina de soja (18 %), polen curcinulado (10 %), harina de
maiz (6 %), harina de trigo.



