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ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE TERPENOS DERIVADOS DEL POLEN Y SU
EFECTO SOBRE LA SOBREVIVENCIA EN APIS MELLIFERA INFECTADAS
CON EL VIRUS DE LAS ALAS DEFORMADAS (DWV-A)

ANTIVIRAL ACTIVITY OF TERPENES DERIVED FROM POLLEN AND THEIR
EFFECT ON SURVIVAL IN APIS MELLIFERA INFECTED WITH DEFORMED
WINGS VIRUS (DWV-A).

Palabras indice adicionales: abejas meliferas, metabolitos secundarios, genes
de estrés.

RESUMEN

Para las abejas el polen y el néctar son la principal fuente de alimento, contienen
diversos fitoquimicos como fenoles, alcaloides y terpenos. Se ha reportado que
el consumo de diferentes terpenos influye en el metabolismo fisiolégico de las
abejas. Adicionalmente, estos presentan actividad antimicrobiana y antiviral. Por
ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes terpenos
reportados en polenes sobre la sobrevivencia y la actividad antiviral en abejas
infectadas con el DWV-A. Abejas recién emergidas fueron inoculadas con el
DWV-A y encerradas en jaulas. Luego cada 48 h y durante 24 h fueron
alimentadas ad libitum con los terpenos limoneno, linalool, y 1-4 cineol,
preparados en jarabe al 60 %, se incluyeron dos controles: (1) abejas inoculadas
con el DWV-A (I-DWV-A), (2) abejas sin inocular (N-DWV-A). Se colectaron
abejas para determinar la carga viral y la expresion de genes indicadores de
estrés. Luego de 20 dias las cargas virales disminuyeron en un 30 %, 37 %y 42
% en abejas alimentadas con limoneno, linalool, y 1,4 cineol, con un aumento en
la sobrevivencia del 85 %, 80 % y 71 %, respectivamente. No se observaron
cambios significativos de los diferentes genes indicadores de estrés. Por ende,
los terpenos presentan actividad antiviral y estimulan la sobrevivencia en abejas
infectadas con el DWV-A.

SUMMARY
For bees, pollen and nectar are the main source of food; they contain various
phytochemicals such as phenols, alkaloids and terpenes. It has been reported

that the consumption of different terpenes influences the physiological



metabolism of bees. Additionally, they present antimicrobial and antiviral activity.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of different
terpenes reported in pollens on the survival and antiviral activity in bees infected
with DWV-A. Newly emerged bees were inoculated with DWV-A and confined in
cages. Then every 48 h and for 24 h they were fed ad libitum with the terpenes
limonene, linalool, and 1-4 cineole, prepared in 60 % syrup, two controls were
included; (1) bees inoculated with DWV-A (I-DWV-A), (2) bees without inoculation
(N-DWV-A). Bees were collected to determine the viral load and the expression
of stress indicator genes. After 20 days, viral loads decreased by 30 %, 37 %,
and 42 % in bees fed limonene, linalool, and 1,4 cineole, with an increase in
survival of 85 %, 80 %, and 71 %, respectively. No significant changes were
observed in the different stress indicator genes. Therefore, terpenes present

antiviral activity and stimulate survival in bees infected with DWV-A.

INTRODUCCION

La abeja melifera occidental (Apis mellifera L.) es la especie polinizadora mas
frecuente en los cultivos en todo el mundo (Garibaldi et al., 2013). Esta
interaccion planta-polinizador es fundamental para el éxito reproductivo y la
produccion de frutos de las plantas con flores (Papa et al., 2022), puesto que el
80 % de los servicios de polinizacién agricola mundial se le atribuyen a A.
mellifera (Breeze et al., 2011).

Sin embargo, los desafios recientes a la salud de las abejas, incluidas las
pérdidas drasticas atribuidas al desorden del colapso de colmenas (CCD) han
disminuido las poblaciones de abejas en todo el mundo (Mattila et al., 2012),
debido a la repentina ausencia de abejas obreras de la colmena (Watson y
Stallins, 2016).

Este fendmeno puede ser atribuido a variados factores de degradacion
ambiental, que incluyen el uso excesivo de pesticidas e insecticidas (Najib y
Hassan, 2021), pérdidas de ecosistemas naturales asi como la fragmentacién de
habitats derivado de la transformacion del uso de suelo para la expansion
agricola (Ochungo et al., 2021). Adicionalmente, patdégenos propios de la
especie afectan la sanidad de las abejas meliferas, entre ellos; acaros,
microsporidios, hongos, bacterias y virus (Brutscher et al., 2016; Hristov et al.,

2020). En la actualidad se han detectado alrededor de 72 virus en A. mellifera



(Beaurepaire et al., 2020), siendo el virus de las alas deformadas (DWV) el mas
importante y frecuente a nivel mundial, con un promedio de 55 % de colmenas
infectadas en 32 paises (Martin y Brettell, 2019). Este patdgeno pertenece al
género Iflavirus (Lanzi et al., 2006), con genoma de ARN monocatenario y de
sentido positivo (Lamp et al., 2016; Valles et al., 2017).

El DWV por si solo ocasiona infecciones asintométicas en abejas,
persistiendo en niveles bajos de infeccion (Beaurepaire et al., 2020). Este virus
puede propagarse de diversas formas, a través de rutas de transmision
horizontal entre individuos de la misma colmena, vertical de la reina al huevo,
venérea durante el apareamiento y del medio ambiente en particular de los
recursos alimentarios compartidos o trofalaxis. Sin embargo, puede causar
sintomas severos cuando se transmite por el acaro Varroa destructor (Britton y
Jane White, 2021; Grozinger y Flenniken, 2019).

Se han reportado tres variantes maestras del DWV: DWV-A, DWV-B y DWV-
C (Martin et al., 2012; Mordecai et al., 2016). En Chile solo se han detectado las
variantes Ay B, siendo la variante A la méas prevalente, con un 71 % (Riveros et
al., 2020). Estas variantes pueden causar sintomas visibles caracterizados por
las alas deformadas, abdomen hinchado, acortado y decolorado, asociados
principalmente con el aumento de los niveles del DWV (Fievet et al., 2006;
Gusachenko et al., 2020; Martin et al., 1998; Martin, 2001; Santillan-Galicia et
al., 2015; Yue y Genersch, 2005). Este virus ha sido sindicado como responsable
de las altas pérdidas invernales de colmenas a nivel mundial (Woodford y Evans,
2020).

Por otra parte, las abejas meliferas cuentan con un sistema inmune innato
con dos vias de defensas inmunoldgicas que incluye la inmunidad celular que
esta dada por la fagocitosis, melanizacion y la degradacion enzimatica de
patdgenos (Evans et al., 2006) y la inmunidad humoral mediado por la sintesis
de péptidos antimicrobianos (AMPs) (Brutscher y Flenniken, 2015), que
corresponden a pequefias proteinas que son producidas y liberadas por la
hemolinfa de la abeja en respuesta de las infecciones bacterianas, micéticas y
virales (Larsen et al., 2019).

Se ha observado que las infecciones virales provocan estrés oxidativo en las
abejas (Lopienska-Biernat et al., 2017), al generar un aumento en la produccion

de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las mitocondrias celulares (Taric et



al., 2020), mediante la produccién de radicales hidroxilo (-OH), peroxido de
hidrégeno (H2032), responsables de alterar las macromoléculas (Sohal et al.,
2002; Storey, 1996). Para contrarrestar este efecto, las abejas cuentan con
enzimas antioxidantes encargadas de eliminar los radicales libres como la
catalasa (CAT), y la tioredoxina reductasa (TrxR) (Olgun et al., 2020). Estas
enzimas son fundamentales para proteger y prevenir el dafio oxidativo de las
células causado por los niveles elevados de las ROS (Mustacich y Powis, 2000;
Aebi, 1984).

Adicionalmente, los patdgenos que infectan a las abejas meliferas pueden
modificar la expresion de genes que controlan la alimentacion y la digestion (Holt
et al., 2013), alterando la busqueda de alimento y el funcionamiento del sistema
digestivo de las abejas, repercutiendo en sus necesidades nutricionales (Penn
et al., 2022; Ullah et al., 2021).

Autores como Alaux et al. (2011) han investigado el impacto de los patégenos
en la nutrigendmica de las abejas, donde han observado un aumento en la
expresion del gen que codifica para la enzima malvolio (mvl) en abejas infestadas
con V. destructor. Esta enzima es clave en el desarrollo fisiolégico de las abejas
nodrizas, cuando inician su maduracién a pecoreadoras, ya que estimula la
busqueda de alimento, esencialmente la sacarosa (Ben-Shahar et al., 2004).

Ademas, los autores Li et al. (2019) y Pizzorno et al. (2021), observaron que
las abejas infectadas con Nosema ceranae y abejas infectadas con el DWV,
presentaron una mayor expresion del gen que codifica para la enzima a -
glucosidasa Il. Esta enzima esta presente en el intestino medio, y en las
glandulas hipofaringeas de las abejas, y tienen la capacidad de metabolizar la
sacarosa presente en el néctar a fructosa y glucosa (Berenbaum y Calla, 2021).

Las abejas meliferas obtienen su alimento del polen y el néctar que
recolectan de las flores, estos alimentos contienen diversos fitoquimicos que
incluyen fenoles, alcaloides, y terpenos (Palmer-Young et al., 2019). Se ha
descrito que el consumo de diferentes terpenos influye en el metabolismo
fisiolégico de las abejas (Alaux et al., 2010; Ament et al., 2011), desarrollando
tolerancia a diversos patégenos como virus (DeGrandi-Hoffman et al., 2010),
bacterias (Rinderer et al., 1974) y microsporidios (Rinderer y Dell Elliott, 1977).

Terpenos como el timol, linalool, y a-terpineol encontrados en el polen de
Tomillo (Thymus vulgaris L.) han demostrado tener un efecto inhibitorio frente a



la bacteria que ocasiona el loque europeo y actividad antiviral en abejas
meliferas (Palmer-Young et al., 2017; Wiese et al., 2018). Ademas, se ha
reportado que el consumo de limoneno tiene efecto antiviral en abejas infectadas
con el virus de las alas deformadas (DWV-A) (Boncristiani et al., 2021). Asi
mismo, el terpeno 1,4 cineol derivado del aceite esencial de la hoja del Eucalipto
(Eucaliptus glubulus Labill), ha demostrado tener un efecto beneficioso en el
tratamiento de virus de ARN y ADN en humanos (Mieres-Castro et al., 2021).

De acuerdo con los antecedentes expuestos, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar la actividad antiviral de los terpenos limoneno, linalool y 1,4 cineol y
su efecto en la sobrevivencia, expresion de genes indicadores de estrés oxidativo
y de regulacion energética en A. mellifera inoculadas con el DWV-A.

MATERIALES Y METODOS

Obtenciodn de fitoquimicos

Los terpenos limoneno, linalool, y 1,4 cineol fueron obtenidos desde estandares
comerciales (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.).

Preparacion del in6culo DWV-A

Se colectaron abejas desde colmenas infectadas con la variante A del virus de
las alas deformadas (DWV-A). Luego, se homogeniz6 un grupo de 20 abejas en
una bolsa Stomacher con solucion salina tamponada de fosfato (1x PBS) durante
90 s a alta velocidad en un homogeneizador Stomacher 80 Lab Blender (Seward,
Londres, Reino Unido). Las muestras se centrifugaron a 1.500 x g durante 10
min, seguido de 10.000 x g durante 10 min, ambas a 4 °C. El sobrenadante se
purificod por filtracion con un filtro de 0,22 uM (PES, Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania).

Para la extraccion de ARN, la sintesis de ADNc y la cuantificacion de la carga
viral del in6culo, se utilizaron 200 pL del sobrenadante segun metodologia de
Vargas et al. (2017). El inoculo restante se almaceno a - 80 °C para su posterior
uso.

Inoculacion de abejas

Se colectaron abejas en estado adulto de A. mellifera desde el apiario
experimental ubicado en la Estacion Experimental “El Nogal” (36 ° 35'568.25 " S
— 72 ° 04'51.77 " O), Universidad de Concepcion, Chillan, Chile. Se realiz6 un
analisis sanitario del apiario identificando la carga viral de cada colmena (n= 54



colmenas). Luego se retiraron los marcos de cria de las colmenas con la menor
carga viral (1.0 x 102 niUmero de copias por abejas), dado que, no se detectaron
colonias libres del DWV-A. Luego los marcos de cria se mantuvieron en
condiciones controladas en una sala de cria (30 °C £ 1; 60 % + 3 HR).
Posteriormente las abejas obreras recién emergidas (24 h de edad) se colectaron
cuidadosamente desde los marcos de cria y se encerraron al azar en jaulas de
plastico. Se establecieron inicialmente dos grupos, un grupo de abejas recién
emergidas no inoculadas con la suspension viral, consideradas como grupo
control (N-DWV-A), en tanto, el segundo grupo incluyé abejas que fueron
inoculadas oralmente con 5 yL de una suspension viral (1.0 x 10° nimero de
copias por abeja), en una solucion de sacarosa al 60 %, y fueron consideradas
como grupo control (I-DWV-A). Las abejas que no consumieron la cantidad total
del inéculo viral fueron descartadas del ensayo.

Suplementacién con terpenos a abejas infectadas con el DWV-A

Para determinar la actividad antiviral de terpenos otorgados por ingesta a abejas
infectadas con DWV-A y su impacto en la sobrevivencia, genes indicadores de
estrés (catalasa y tioredoxina reductasa) y genes de regulacién energética (a-
glucosidasa Il y malvolio), grupos de abejas fueron inoculadas con el DWV-A,
como se describié previamente, y suplementadas ad libitum con los terpenos
limoneno, linalool, y 1,4 cineol, en concentraciones de 16 ppm (Palmer-Young et
al., 2017) preparados en jarabe al 60 % p/v. Ademas, se incluyeron dos
tratamientos sin terpenos, un control no inoculado (N-DWV-A) y otro control
inoculado (I-DWV-A).

Para todos los tratamientos del ensayo, se establecieron cuatro repeticiones,
con 70 individuos por repeticion para el ensayo de sobrevivencia y 60 individuos
por repeticion en el ensayo de determinacion de la actividad antiviral de los
terpenos. Para el disefio del régimen alimenticio se siguio la metodologia descrita
por Pascual et al. (2022). En resumen, el suplemento de los terpenos consistio
en primer lugar en una alimentacion ad libitum por 24 h, seguido de 48 h con
alimentacion ad libitum con jarabe de azucar, luego se repitio el ciclo a lo largo
de toda la duracion del ensayo (20 dias). Asi mismo se les suministré a todos los
tratamientos 3 g de sustituto de polen cuya preparacibn comercial esta
compuesta por harina de soja (18 %), polen curbiculado (10 %), harina de maiz
(6 %), trigo harina (6 %), almidon de patata (2 %), aceite de canola (0,2 %) y



sacarosa (57,8 %).

Para la evaluacion de sobrevivencia, diariamente se registré el nimero de
individuos muertos en cada repeticion, de cada tratamiento, hasta la finalizacion
del ensayo (20 dias post inoculacion viral). En tanto, para determinar la actividad
antiviral se colectaron cinco abejas por repeticion (jaulas), cada cinco dias a
partir del dia de inoculacion con el DWV-A. Finalmente, al grupo de abejas
colectadas, ademas se les realiz6 un analisis molecular para determinar la
expresion de genes indicadores de estrés y de regulacion energética.
Extraccion de ARN y sintesis de ADNc
Se extrajo el ARN total de cinco abejas colectadas en cada punto de muestreo.
Para esto, las abejas se molieron completamente en una solucion salina
tamponada con PBS (5 mL) y se extrajeron 200 yuL del macerado para la
extraccion de ARN. La extraccion del ARN se realiz6 siguiendo las instrucciones
proporcionadas por E.Z.N.A. Kit de ARN total | (Omega Bio-Tek, Norcross, GA,
EE. UU.).

La calidad y el rendimiento del ARN se determinaron en un espectrometro
(Infinite 200 PRO NanoQuant, Tecan Group, Mannedorf, Suiza). EI ARN extraido
se utiliz6 posteriormente para la sintesis de la primera cadena de ADNCc,
mediante el uso de la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras de ADNc se almacenaron a - 20 °C para Su uso
posterior.

PCR en tiempo real (QPCR)

Para determinar la actividad antiviral de terpenos otorgados por ingesta a abejas
infectadas con DWV-A y genes indicadores de estrés (catalasa y tioredoxina
reductasa) y genes de regulacion energética (a- glucosidasa Il y malvolio), se
utilizaron cebadores especificos (Tabla 1).

La reaccion de qPCR se llevé a cabo utilizando 1x de KAPA SYBR FAST
Universal 2x qPCR Master Mix (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se agregaron a un
volumen de reaccion de 15 pL, incluidos 20 ng de ADNc, 530 nM de cada
cebador y agua de grado molecular filtrada estéril para alcanzar los 15 pL. Las
condiciones térmicas de reaccion fueron un ciclo a 96 °C durante 10 min, seguido
de 40 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C por 15 sy 72 °C durante 30 s. Las



reacciones de gPCR se realizaron en un termociclador Stratagene Mx3000P
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) y los datos se analizaran con
el software MxPro (Stratagene, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).

La expresion relativa de cada gen se calcul6 después de la normalizacion
con un gen endogeno (B-actina), como describe Pfaffl (2001). Adicionalmente
para determinar la carga viral se analizé la cuantificacién absoluta de DWV-A.
En resumen, se utilizO una curva estandar que utiliza un producto de PCR
purificado (Wizard®VR SV gel and PCR clean-up system, Promega, Madison,
WI, EE. UU.). Luego, el amplicon purificado se cuantific6 mediante
espectrofotometria (EpochTM Microplate Spectrophotometer, BioTek, Winooski,
VT, EE. UU.) para calcular el nimero de copias, segun Wu et al. (2017). Luego
se generaron curvas estandar lineales (95 - 100 % de eficiencia) utilizando una
dilucién en serie (1,0 x 10 a 1,0 x 10°) del nimero de copias virales de ADNc
purificado. Posteriormente, los valores de Ct se representaron frente a los
valores del nimero de copias (log10). Por lo tanto, el nimero de copias de la
muestra se estimd utilizando los valores de Ct y las comparaciones con la
ecuacion lineal de la curva estandar y los valores de normalizacion del gen de (-
actina (Yang y Cox-Foster, 2005). Luego, los datos se expresaron como el
namero de copias de DWV-A por abeja, considerando las diluciones que se
realizaron en la sintesis de ADNc y la reaccion de qPCR.

Analisis estadistico

Las curvas de sobrevivencia de los tratamientos se trazaron utilizando un
estimador de Kaplan-Meier, considerando las abejas vivas al final del
experimento como datos censurados.

Las diferencias entre las curvas de sobrevivencia se estimaron mediante una
prueba de rango logaritmico (p < 0,05) y los valores de p se corrigieron (p < 0,05)
con el método de Holm-Bonferroni (Holm, 1979), para comparaciones multiples
por pares con respecto al control no infectado (N-DWV-A) e infectado (I-DWV-
A).

Diferencias estadisticas en las cargas virales en las abejas meliferas segun
(1) estado viral: abejas no inoculadas (N-DWV-A) y abejas inoculadas con el
DWV-A (I-DWV-A), (2) edades de las abejas, se estimaron mediante ANOVA
factorial. Luego se utilizo la prueba HSD de Tukey (p < 0,05) para separar las

medias entre los tratamientos.



Tabla 1. Lista de partidores para andlisis de cuantificacion génica y cuantificacion
de carga viral.

Nombre partidor Secuencia Referencia
Catalasa AAGCCAGTTTGAC GGTAGGG (Collins et
AGCATGGACTACA CGTTCCG al., 2004)
Tioredoxina GCAGTGAATTTTGGTGCAAAAGT (Corona et
reductasa CACCTAGACCCCAAGTGCTACC al., 2005)
a - glucosidasa TCATCTTCCACGCCAGAACA (Ohashi et
ACGTGTACCGACACGAACTC al., 1996)
Malvolio CCTTGGTATAAAGATTATGACAGGAAT  (Ben-Shahar
ATG
CAAGAGCACTGTGAAGATACAAGTTAT ot @/ 2004)
DWV-A 'IC'EATCTTCATTAAAGCCACCTGGAA (Yang y Cox-
TTTCCTCATTAACTGTGTCGTTGAT Foster, 2005)
B-actina ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG (Yang y Cox-
GACCCACCAATCCATACGGA Foster, 2005)

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobrevivencia en abejas suplementadas con terpenos

La sobrevivencia a los 20 dias post-inoculacion viral en abejas inoculadas con el
DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol) presento
diferencias significativas respecto al control inoculado (I-DWV-A); estas
diferencias fueron visibles a partir del dia 12 post-inoculacién viral respecto a los
otros tratamientos, puesto que se observo una tendencia descendente de la
curva de sobrevivencia producto de una mayor mortalidad (Figura 1). En el
control inoculado (I-DWV-A), la sobrevivencia final fue del 50 % (20 dias post-
inoculacion viral), siendo significativamente menor que en abejas inoculadas con
el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol). En
efecto, la sobrevivencia en abejas inoculadas con el DWV-A y suplementadas
con limoneno fue de un 85 %, con linalool de un 80 % y con 1,4 cineol de un 71
% (Figura 1). Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en
abejas inoculadas con el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno,
linalool, 1,4 cineol) respecto al control no inoculado (N-DWV-A), donde la

sobrevivencia fue de un 75 % al final del ensayo.
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Figura 1. Distribucion de las curvas de sobrevivencia de Kaplan-Meier de las
abejas en cada grupo experimental durante los 20 dias post inoculacion viral

1,0

09+

0,8} [ ey i 1IIIIIIS
= 07}
e\/ ________
©
So6F
c
(]
; 0,5 i *
o
S 04}
n —— N-(DWV-A)

031 - I-(DWV-A)

o2l Limoneno (DWV-A)

fffff 1,4 cineol (DWV-A)
01lp ----- Linalool (DWV-A)
0,0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias post inoculacidn viral (dpi)

Cada curva representa abejas inoculadas con el DWV-A suplementadas con los terpenos;
limoneno, linalool, 1,4 cineol, control inoculado (I-DWV-A) y control no inoculado (N-DWV-A). El
asterisco indica diferencias significativas (* = p < 0,05) en el control inoculado (I-DWV-A),
respecto a abejas inoculadas con el DWV-A suplementadas con terpenos segun la prueba Log-
rank con correccion de Holm-Bonferroni.

Por tanto, la suplementacion alimenticia con terpenos estimularia la
sobrevivencia de las abejas cuando estas se encuentran infectadas con el virus
de las alas deformadas (DWV-A), tal como lo demostraron Palmer-Young et al.
(2017), donde observaron que el consumo del terpeno timol aumento la
sobrevivencia en abejas coinfectadas con Lotamaria passim y DWV. Dichos
hallazgos indican que el consumo de distintos terpenos puede conferir un
aumento de la longevidad de las abejas cuando estas se encuentran infectadas
con patogenos virales, como en el caso del DWV-A.

Cuantificacion de la carga viral del DWV-A en abejas suplementadas con
terpenos

La carga viral vario significativamente en las abejas inoculadas con el DWV-A'y
suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol), en comparaciéon

con el control inoculado (I-DWV-A). Esto se observé a partir del dia diez post-
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inoculacién viral hasta el final del ensayo (dia 20 post-inoculacién viral) (Figura
2). Veinte dias post inoculacién viral, en abejas inoculadas con el DWV-A y
suplementadas con limoneno, linalool y 1,4 cineol disminuyd un 30 % la carga
viral (1,0 x 108), 37 % (1,0 x 10%) y 42 % (1,0 x 10’ niUmero de copias por abejas)
respectivamente, en comparacion al control inoculado (I-DWV-A) (Figura 2).
Adicionalmente, el control no inoculado (N-DWV-A) presento la menor carga viral

en comparacion con los demas tratamientos, durante todo el ensayo.

Figura 2. Carga viral del DWV-A en abejas suplementadas con terpenos
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La concentracién de los terpenos: limoneno, linalool, 1,4 cineol (16 ppm) en abejas inoculadas
con el DWV-A, el control inoculado (I-DWV) y el control no inoculado (N-DWV) se muestran en
negro y blanco respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
de Tukey (p < 0,005). Las barras en cada punto de medicién en el tiempo indican error tipico.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Parekh et al. (2021), quienes
informaron que el aceite de tomillo (T. vulgaris), que contiene 64 % de timol
(terpeno con propiedades antivirales), redujo un 72 % la carga viral generada por
el DWV en abejas meliferas versus abejas infectadas suplementadas solamente
con jarabe de azucar.

Palmer-Young et al. (2017), determinaron que las abejas meliferas recién
emergidas alimentadas con una mezcla del DWV y timol tuvieron una
disminucion de los niveles del virus a los 7 dias después de la infeccion. Por
tanto, la suplementacion con terpenos, en este estudio coincide con lo informado
por otros autores, no obstante, la magnitud de la reduccién de la carga viral

podria estar asociada al tipo y estructura del terpeno.
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Expresion de genes de regulacion energética en abejas inoculadas con el
DWV-A y suplementadas con terpenos

La expresioén relativa del gen malvolio (dias 1 al 15 post-inoculacion viral) vario
significativamente en el control inoculado (I-DWV-A), respecto al control no
inoculado (N-DWV-A), con un aumento promedio de la expresion del gen de 72
%. Durante ese mismo periodo de tiempo no presentaron diferencias
significativas los tratamientos con abejas inoculadas con el DWV-A vy
suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol), respecto al control
no inoculado (N-DWV-A) (Figura 3). Al final del ensayo en el dia 20 post-
inoculacion viral no se observaron diferencias significativas para todos los

tratamientos.

Figura 3. Nivel de expresion del gen malvolio en abejas infectadas con el DWV-
A suplementadas con terpenos
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La concentracién de los terpenos: limoneno, linalool, 1,4 cineol (16 ppm) en abejas inoculadas
con el DWV-A, el control inoculado (I-DWV) y el control no inoculado (N-DWV) se muestran en
negro y blanco respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
de Tukey (p < 0,005). Las barras en cada punto de medicidn en el tiempo indican error tipico.

El aumento de la expresion del gen malvolio reportada en este estudio (dias 1 al
15 post-inoculacion viral) ha sido informado en abejas infectadas por V.
destructor y virus transmitidos por este vector (Alaux et al., 2011; Doublet et al.,
2017; Zanni et al., 2017). El incremento en la expresion génica para todos los
tratamientos al final del ensayo (20 dias post-inoculacion viral) puede atribuirse

a las conductas alimentarias y al desarrollo fisiolégico de las abejas. Se ha
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descrito que el gen malvolio incrementa su expresion conforme las abejas
avanzan en su desarrollo fisiol6gico, pasando de nodrizas a pecoreadoras (Ben-
Shahar et al., 2004). El proceso fisioldgico de maduracion de las abejas es vital
dentro de la colmena; las abejas que se aproximan a los 20 dias de edad
comienzan su transicion hacia pecoreadoras, lo que promueve la busqueda de
alimentos ricos en carbohidratos (Ben-Shahar et al., 2004).

En cuanto a la expresién del gen a - glucosidasa Il, en el primer dia post-
inoculacion viral no hubo diferencias significativas. Sin embargo, durante el dia
5 post-inoculacién viral hubo diferencias significativas en abejas inoculadas con
el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol)
respecto al control no inoculado (N-DWV-A). Entre los dias 10 y 20 post-
inoculacion viral se observaron diferencias significativas entre el control
inoculado (I-DWV-A) y los tratamientos con abejas inoculadas con el DWV-A'y
suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol) respecto al control
no inoculado (N-DWV-A), con un aumento de la expresion promedio del gen de
un 32 % (Figura 4).

Figura 4. Nivel de expresion del gen a - glucosidasa Il en abejas infectadas con
el DWV-A suplementadas con terpenos
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La concentracién de los terpenos: limoneno, linalool, 1,4 cineol (16 ppm) en abejas inoculadas
con el DWV-A, el control inoculado (I-DWV) y el control no inoculado (N-DWV) se muestran en
negro y blanco respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
de Tukey (p < 0,005). Las barras en cada punto de medicidn en el tiempo indican error tipico.

El aumento de la expresion del gen desde el dia 10 al 20 post-inoculacién viral,

se deberia a que el patégeno viral modifica el metabolismo del huésped para
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favorecer su desarrollo, aumentando la absorcién de nutrientes y reduciendo la
resistencia del huésped (Biron et al., 2005; Vincendeau et al., 2003). En este
sentido, Vidau et al. (2014) ha reportado que el parasito N. cerenae aumenta la
expresion del gen a - glucosidasa Il en el intestino medio de las abejas
infectadas, lo que se traduce en una mayor abundancia de enzimas digestivas.
Adicionalmente, topienska-Biernat et al. (2017), han demostrado que abejas
coinfectadas con V. destructor y DWV presentan una mayor actividad de las
enzimas a — glucosidasas, que abejas infectadas solo con V. destructor, lo que
sugiere una interaccion sinérgica entre ambos patdgenos. Dichos hallazgos,
observados en este estudio, sugieren que el aumento en la expresion génica en
abejas infectadas con el virus DWV-A, podria desencadenar una absorciéon mas
eficiente de carbohidratos, lo que contribuiria a una mejora en la nutricion y
digestion de este insecto, actuando como estrategia defensiva ante la infeccién
viral y compensando el gasto energético causado por el virus.

Es importante mencionar, que durante este mismo periodo de tiempo (dia 10
al 20 post-inoculacion viral) abejas inoculadas con el DWV-A y suplementadas
con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol) no aumento la expresion del gen,
siendo similar al control no inoculado (N-DWV-A). Esto aludiria que los terpenos
tienen la capacidad de mantener la expresion del gen en niveles comparables a
los de una abeja no infectada, el cual podria estar garantizando el mantenimiento
del metabolismo y la energia de las abejas en situaciones de estrés causados
por patégenos virales.

Expresion de genes de estrés oxidativo en abejas inoculadas con el DWV-
Ay suplementadas con terpenos

La expresién relativa del gen Tioredoxina reductasa en los dias 1 al 5 post-
inoculacion viral presentod diferencias significativas para todos los tratamientos
inoculados con el DWV-A, con un aumento promedio de la expresion génica del
87 % respecto al control no inoculado (N-DWV-A) (Figura 5). Durante los dias 10
al 15 post-inoculacién viral hubo diferencias significativas en los tratamientos de
abejas inoculadas con el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno,
linalool y 1,4 cineol) respecto al control inoculado (I-DWV-A), con un aumento de
la expresion génica de 38 %. En este mismo periodo de tiempo abejas inoculadas
con el DWV-Ay suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol) no

presentaron diferencias significativas respecto al control no inoculado (N-DWV-
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A). Al final del ensayo en el dia 20 post-inoculacion viral no se observaron

diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 5).

Figura 5. Expresion relativa del gen tioredoxina reductasa en abejas infectadas
con el DWV-A suplementadas con terpenos
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La concentracién de los terpenos: limoneno, linalool, 1,4 cineol (16 ppm) en abejas inoculadas
con el DWV-A, el control inoculado (I-DWV) y el control no inoculado (N-DWV) se muestran en
negro y blanco respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
de Tukey (p < 0,005). Las barras en cada punto de medicidn en el tiempo indican error tipico.

El aumento de la expresion del gen (dias 1 al 5 post-inoculacién viral) en los
tratamientos de abejas inoculados con el DWV-A, fue reportado por Sunkes y
Reddy (2022), donde observé una sobrexpresion de genes antioxidantes
especialmente de la enzima tioredoxina reductasa en abejas de apiarios
expuestas a condiciones de estrés debido a altas concentraciones de pesticidas
organofosforados.

Cabe destacar que en este estudio durante los dias 10 y 15 post-inoculacion
viral no se observd dicho incremento del gen en el tratamiento de abejas
inoculadas con el DWV-A y suplementados con terpenos (limoneno, linalooly 1,4
cineol). Esta observacion permite sugerir que los terpenos podrian estar
ejerciendo una influencia en la modulacion de la expresion de este gen,
resultando significativamente similar al control no inoculado (N-DWV-A), esto
significa que a pesar de la infeccibn generada por el DWV-A, los terpenos
podrian estar desempefiando un rol protector, contribuyendo de esta forma a
disminuir los efectos de la infeccidn en abejas inoculadas con el virus.

Sin embargo, la expresion del gen tioredoxina reductasa para todos los
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tratamientos al final del ensayo (dia 20 post-inoculacion viral) podria deberse al
estrés de las abejas debido al continuo confinamiento. Este aumento de la
expresion también fue reportado por Alburaki et al. (2019) en abejas que
contenian insecticida imidacloprid enjauladas durante tres semanas alimentadas
con jarabe de azucar, lo que podria indicar una regulacion por parte de las abejas
para poder mitigar el estrés y evitar el dafio oxidativo.

En cuanto, la expresion del gen catalasa se observa que en el dia 1 post-
inoculacion viral no se observaron diferencias significativas para todos los
tratamientos (Figura 6). Sin embargo, durante los dias 5 al 20 post-inoculacion
viral abejas inoculadas con el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno,
linalool y 1-4 cineol) presentaron un aumento en la expresion del gen en un 73
% en relacién con el control inoculado (I-DWV-A). Adicionalmente, durante todo
el periodo del ensayo en los dias 1 al 20 post-inoculacion viral el control no
inoculado (N-DWV-A) no presentaron diferencias significativas respecto a abejas
infectadas con el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno, linalool y 1,4

cineol) (Figura 6).

Figura 6. Nivel de expresion del gen catalasa en abejas infectadas con el DWV-
A suplementadas con terpenos
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La concentracién de los terpenos: limoneno, linalool, 1,4 cineol (16 ppm) en abejas inoculadas
con el DWV-A, el control inoculado (I-DWV) y el control no inoculado (N-DWV) se muestran en
negro y blanco respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba
de Tukey (p < 0,005). Las barras en cada punto de medicidn en el tiempo indican error tipico.

La disminucion de la expresion del gen catalasa en este estudio, en abejas
infectadas con el DWV-A, concuerda con lo reportado previamente por
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topienska-Biernat et al. (2017) en abejas infectadas con este virus, quienes
observaron una menor actividad de la enzima catalasa. Sin embargo, en abejas
inoculadas con el DWV-A y suplementadas con terpenos (limoneno, linalooly 1,4
cineol), en el presente estudio, se observdé una mayor expresion de este gen,
comparado con el tratamiento control de abejas inoculadas (I-DWV), pero
similares al control no inoculado (N-DWV-A). Por tanto, esto sugiere que el
aumento de la expresion del gen catalasa observado en estos tratamientos
podria ser indicativo de un mecanismo de defensa, lo que a su vez podria reflejar

una mejor respuesta frente al estrés oxidativo ocasionado por el patégeno viral.

CONCLUSIONES

1. La suplementacién con terpenos (limoneno, linalool y 1,4 cineol) en abejas
infectadas con el virus de las alas deformadas (DWV-A) disminuye la carga
viral y estimula la sobrevivencia de estas.

2. La suplementacion con terpenos mejora la respuesta al estrés oxidativo en
abejas infectadas con el virus de las abejas deformadas (DWV-A).

3. La suplementacién con terpenos tiene un efecto regulador en la expresion de
genes asociados al control energético en abejas infectadas con el virus de las
alas deformadas (DWV-A).
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