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ABREVIATURAS

pL: microlitro, unidad de medida de volumen

pm: micrémetro o micra, unidad de medida de longitud

pM: micromolar, unidad de concentracion

°C: grado Celsius, unidad termométrica

AEMPS: Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios
ARNT 16S: gen de la subunidad ribosomal pequefia bacteriano

ARNTFr 18S: gen de la subunidad ribosomal pequefia eucariota

ARNTFr 288S: gen de la subunidad ribosomal grande eucariota

A: adenina, base nitrogenada

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNKk: ADN del kinetoplasto

Am-COI: gen de la subunidad I de la citocromo oxidasa de Apis mellifera
ARMm: ARN mensajero

ARN: 4cido ribonucleico

ARNTr: ARN ribosomal

ASYV: _Amplicon Sequence 1 ariants, o variante de la secuencia del amplicon

ATCC: American Type Culture Collection, o Colecciéon Americana de Cultivos
Tipo

ATL: tampén ATL

BS: BioSprint, sistema automatico de extracciéon de acidos nucleicos
C: citosina, base nitrogenada

CA: California, estado de los Estados Unidos

CIAPA: Centro de Investigaciéon Apicola y Agroambiental



Abreviaturas

CiMUS: Centro de Investigacion en Medicina Molecular y Enfermedades
Cronicas

CLM: Castilla-LLa Mancha
CO;: didxido de carbono (gas)

Cp: crossing point, o punto de corte del ciclo de amplificacién con el umbral,
calculado mediante el estadistico de Maximo de la 2* derivada, en la qPCR. Es
equivalente a Ct (¢ycle threshold value)

Cytb: gen que codifica para la proteina Citocromo b

DWWV deformed wing virus, o virus de alas deformadas
EURL: Laboratorio de Referencia de la Unién Europea
EVs: extracellular vesicle, o vesiculas extracelulares

FAZ: flagellum attachment one, o zona de adhesion del flagelo

FOR: forward sequence, o secuencia directa (5’-3’), referente al cebador que anilla en
la hebra de ADN direccion 37-5.

g/L: gramos por litro, medida de concentracion

g/RCF: fuerza centrifuga relativa o fuerza g

g: gramo, unidad de medida de masa

G: guanina, base nitrogenada

gapdh: gen que codifica para la proteina gliceraldebido-3-fosfato deshidrogenasa
GLM: Generalised Linear Model, o modelo lineal generalizado

gp63: gen que codifica para la glicoproteina de 63 kDa

HTS: High-Throughput Sequencing, o secuenciacion de alto rendimiento

Hz: hercio, unidad de medida de frecuencia

TA: Towa, estado de los Estados Unidos

INIA: Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologfa Agraria y Alimentaria

IRIAF: Instituto Regional de Investigaciéon y Desarrollo Agroalimentario y

Forestal
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its: internal transcribed spacer, o espaciador transcrito interno
JCCM: Junta de Comunidades de Castilla-I.a Mancha
LD: Limite de Deteccion

LMR: Limite Maximo de Residuos

LNA: locked nucleid acids, o acidos nucleicos bloqueados

Lp1: haplotipo de L. passin que se corresponde con la secuencia MT558272.1 de
GenBank

Lp2: haplotipo de L. passim que se corresponde con la secuencia LT976801.1 de
GenBank

M: concentracién molar o molaridad

MA: Massachusetts, estado de los Estados Unidos
MET: Microscopia Electrénica de Transmision
mL: mililitro, unidad de medida de volumen

MO: Microscopia ()ptica.

ng: nanogramo, unidad de medida de masa

NCBI: National Center for Biotechnology Information, Centro Nacional de Informacion
Biotecnolégica.

P: Proteasa.

p-€e.: post-emergencia

p-i.: post-infeccion

pb: pares de bases nitrogenadas, medida de la longitud de un fragmento genético
PCR: polymerase chain reaction, o reaccion en cadena de la polimerasa

PCoA: Principal Coordinates Analysis, o analisis de coordenadas principales

PK: Proteinasa K

ptp3: gen que codifica para la proteina del tabulo polar

p/v: peso/volumen, medida de concentracién



Abreviaturas

qPCR: real-time-quantitative PCR, o PCR cuantitativa en tiempo real

REV: reverse sequence, o secuencia reversa (3’-5’), referente al cebador que anilla en
la hebra de ADN direccién 5-3’

ROS: reactive oxcygen species, o especies reactivas del oxigeno

rpbl: gen que codifica la subunidad mayor de la proteina RINA polimerasa 11
Rpm: revoluciones por minuto

SEM: scanning electron microscope, o microscopia electrénica de barrido
SSU rRNA: ARN de la subunidad menor del ribosoma

T: timina, base nitrogenada

TE: tamp6n Tris-EDTA.

Tm: Melting temperatura, Temperatura de melting

TOPIIL: gen que codifica para la proteina ADN Topoisomerasa 11
U/mL: unidades por mililitro, medida de concentracién

UCM: Universidad Complutense de Madrid

UE: Union Europea

USC: Universidad de Santiago de Compostela

v/v: volumen/volumen, medida de concentracion
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Figura 12. Procesado de muestras. Stomacher 80 Biomaster y bolsas estériles con
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Figura 21. Prevalencia (%) de Trypanosomatidae en cada una de las islas analizadas
en el periodo 2014-2015 y 2020.

Figura 22. Variacién de un nucleétido (T/C) en la secuencia del gen rpb1 entre
los dos haplotipos mayoritarios de L. passim en la posicion 29. Las marcas y la
numeracién indican la posicion en la secuencia en pares de bases. A: adenina; G:
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Figura 23. Proporcion de los dos haplotipos principales de L. passinz (Lpl y Lp2)
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Figura 24. Distribucion geografica de C. bombi y L. passim (con sus haplotipos)
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Figura 25. Curva de rarefaccion en las muestras secuenciadas en los dos lotes
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Figura 27. Abundancia relativa de los filos (izquierda) y los géneros bacterianos
(derecha) determinados por secuenciacion en las muestras procesadas
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Figura 28. Comparacién de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las
60 muestras colectivas agrupadas en funcién de la isla a la que pertenecen. A)
Indice de diversidad de Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C) Gréficos
PCoA basados en el indice de disimilitud de Bray-Curtis; D) Graficos PCoA
basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-ausencia).
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Figura 29. Abundancia relativa de los géneros mas abundantes encontrados en
las muestras de abejas de las diferentes islas analizadas. *p<0,05; **p<0,01;
*¥p<0,001.

Figura 30. Comparacién de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las
60 muestras colectivas agrupadas en funcion la presencia de V. destructor en las
islas. A) Indice de diversidad de Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C)
Graticos PCoA basados en el indice de disimilitud de Bray-Curtis; D) Graficos
PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-

ausencia).

Figura 31. Abundancia relativa de los géneros mas abundantes encontrados en
las muestras de abejas analizadas agrupados en funcién de la presencia (positivo)
o ausencia (negativo) de 1. destructor en las islas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Figura 32. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias
significativas en funcién de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de [
destructor en las islas excluyendo a Terceira del analisis. *p<0,05; **p<0,01;
¥p<0,001.

Figura 33. Comparacién de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las
60 muestras colectivas agrupadas en funcién la presencia de IN. ceranae en las islas.
A) Indice de diversidad de Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C)
Graficos PCoA basados en el indice de disimilitud de Bray-Curtis; D) Graficos
PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-

ausencia).

Figura 34. Abundancia relativa de los géneros mas abundantes encontrados en
las muestras de abejas analizadas agrupados en funcién de la presencia (positivo)
o ausencia (negativo) de IN. ceranae en las islas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Figura 35. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias
significativas en funcién de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de IN.
ceranae en las islas excluyendo a Terceira del andlisis. *p<0,05; **p<0,01;
*p<0,001.

Figura 36. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias
significativas en funcién de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de IN.
ceranae en las colmenas de las islas donde se encuentra presente. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 37. Comparacion de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las
60 muestras colectivas agrupadas en funcién la presencia de L. passim en las
colmenas. A) Indice de diversidad de Shannon; B) Indice de diversidad de
Simpson; C) Graficos PCoA basados en el indice de disimilitud de Bray-Curtis;
D) Graficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios

(presencia-ausencia).

Figura 38. Abundancia relativa de los géneros mas abundantes encontrados en
las muestras de abejas analizadas agrupados en funcién de la presencia (positivo)
o ausencia (negativo) de L. passim en las colmenas. *p<0,05; **p<0,01;
¥p<0,001.

Figura 39. Comparacién de los valores de diversidad alfa y beta en las muestras
colectivas obtenidas en islas con presencia de N. ceranae y L. passim en funciéon de
la presencia (+) y/o ausencia (-) de estos dos parasitos en las colmenas. A) Indice
de diversidad de Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C) Grafico PCoA
basado en el indice de disimilitud de Bray-Curtis; D) Grafico PCoA basado en el
coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-ausencia).
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Figura 40. Porcentaje (%) de abejas positivas a cada especie bacteriana en abejas
infectadas (naranja) y no infectadas (azul) independientemente de su edad.
*p<0,05.

Figura 41. Abundancia absoluta del gen ARN7r 765 para las diferentes bacterias
intestinales analizadas en abejas infectadas (naranja) y no infectadas (azul).
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RESUMEN

La abeja melifera (Apis mellifera Linnaeus, 1758) es uno de los
principales polinizadores de plantas silvestres y cultivos agricolas en todo el
mundo, y ademas elabora diversos productos ampliamente utilizados por el
ser humano (miel, polen, cera, propéleos o veneno de abeja). En las dltimas
décadas, las poblaciones de estos insectos han experimentado un preocupante
descenso a nivel global. Las principales causas son el aumento en el uso de
algunos tipos de plaguicidas en zonas de agricultura intensiva, la falta de
recursos nutritivos asociada a la pérdida de diversidad floral silvestre debido a
la extensiéon de monocultivos, la fragmentacién de ecosistemas, el cambio

climatico y la accion de diferentes patogenos.

Para contrarrestar estos factores de estrés, las abejas poseen
mecanismos sociales e individuales que ofrecen proteccion frente a las
diferentes amenazas para la colonia. Uno de ellos es la microbiota intestinal, la
cual no solo contribuye a la digestiéon y asimilacién de nutrientes, sino que
también desempefia un papel importante en la mejora de la respuesta
inmunitaria y en la proteccion frente a patégenos. Por tanto, la microbiota
intestinal resulta ser un componente determinante en la salud de estos
polinizadores. Sin embargo, el estrés ocasionado por los parasitos en el
hospedador puede alterar la homeostasis intestinal y alterar las comunidades
bacterianas presentes en el intestino de la abeja.

Dos de los patégenos mas ampliamente extendidos a nivel global son
el acaro VVarroa destructor y el microsporidio Nosema ceranae, quedando muy
pocas zonas del mundo libres de ellos. La influencia de 1. destructor en la
microbiota intestinal de las abejas aun no esta del todo clara al ser un
ectoparasito que no tiene contacto directo con las bacterias intestinales. En el
caso de IN. ceranae, un parasito que afecta a las células del intestino medio de la
abeja, existe evidencia de que parece modificar la microbiota intestinal pero
ain se requiere de mas estudios para entender como lleva a cabo estas
modificaciones. Otro parasito intestinal que en los udltimos afos se esta
describiendo en muchas partes del mundo es Lotmwaria passim, aunque su
patogenicidad y su posible influencia en la microbiota intestinal estan aun en
estudio.
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En esta Tesis Doctoral se ha investigado la modulaciéon que se produce
en la microbiota intestinal como consecuencia de la accion de estos parasitos,
asi como algunos factores dependientes tanto del hospedador como del
parasito pueden afectar a las poblaciones bacterianas presentes en el intestino

de las abejas.

Para llevar a cabo estas investigaciones, en primer lugar, se realizé un
estudio en el que se determiné la eficacia de diferentes métodos de extraccion
de ADN para verificar su idoneidad en el analisis de bacterias intestinales,
microsporidios y tripanosomatidos. Dado que gran parte de las muestras
utilizadas procedian de ensayos previos, era necesario corroborar la
adecuacién de estos métodos para llevar a cabo estos andlisis. El estudio no
s6lo ha demostrado que los métodos utilizados en la extracciéon de dichas
muestras son perfectamente validos, sino que también ha demostrado la
necesidad evaluar la idoneidad de cada técnica de extraccion para cada tipo de
microorganismo a analizar, si se pretende obtener resultados cientificos fiables
y reproducibles.

Una vez comprobado que las muestras disponibles eran adecuadas para
los analisis pertinentes, se llevo a cabo el estudio de abejas de colonias de
Madeira y de archipiélago de las Azores. Estas islas se seleccionaron por
presentar diversas combinaciones en la presencia de . destructor y N. ceranae.
Se realiz6 un estudio para conocer la distribucién y la prevalencia de
tripanosomatidos en las islas mediante el uso de diferentes técnicas
moleculares como la PCR (PCR convencional y qPCR) y técnicas de
secuenciaciéon (Alto rendimiento y Sanger). Este estudio revel6 que los
tripanosomatidos, especificamente L. passizz, estan presentes en todas las islas,
incluyendo la que se esta libre de N. ceranae y 1. destructor, demostrando que L.
passim parasita las abejas meliferas desde mucho antes de su descripcion.

Una vez conocida la presencia y distribucion de 1. destructor, N. ceranae
y L. passim en las islas Azores, se estudié su influencia en la microbiota
intestinal en colonias de abejas ubicadas en diferentes islas con distintas
combinaciones de parasitos. Este andlisis permitié describir la microbiota
intestinal de las abejas que nunca han estado expuestas a 1. destructor ni a N.
ceranae, mostrando que su composicion bacteriana se encuentra bien
conservada con respecto a abejas del resto del mundo que ya han estado
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expuestas a estos patogenos. En particular mostraron una abundancia elevada
de Bartonella, lo cual sugiere que esta bacteria tiene una funcién importante en
estas poblaciones de abejas. Se observé que la presencia de . destructor y L.
passim aument6 la abundancia de Bartonella e influyé principalmente en las
bacterias del fleon reduciendo la abundancia de Swodgrassella, Gilliamella y
Frischella. N. ceranae aument6 la abundancia de estas dos dltimas y del género
Lactobacillus, reduciendo la abundancia de Swodgrassella, evidenciando que estos
parasitos pueden alterar la microbiota intestinal.

Por ultimo, para estudiar la influencia de factores dependientes del
hospedador y del patégeno en la microbiota intestinal, se estudiaron abejas
infectadas con N. ceranae a distintas edades, en las cuales se determiné la
presencia y abundancia de las principales bacterias que forman parte de la
microbiota intestinal mediante la técnica de qPCR. Se observé que las abejas
infectadas en las primeras 24 horas tras su emergencia mostraron un
incremento de la carga bacteriana de practicamente todas las bacterias
intestinales caracteristicas tras 7 dias de infeccién, mientras que las que se
infectaron con 14 dias de edad presentaron una disminucién en algunas
especies bacterianas como Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Bartonella
apis'y Bombella apis. Ademas, G. apicola fue la bacteria mas influenciada por la
infeccién, independientemente de la edad de las abejas en el momento de la
infeccion. Este hecho sugiere que podtia servir como un marcador de disbiosis
intestinal asociado a IN. ceranae como han propuesto otros autores.

SUMMARY

The honey bee (Apis mellifera Linnaeus, 1758) is one of the main
pollinators of wild plants and agricultural crops worldwide, as well as
producing various products widely used by humans (honey, pollen, wax,
propolis and bee venom). In recent decades, bee populations have experienced
a worrying decline worldwide. The main causes are the increased use of some
types of pesticides in intensive agricultural areas, the lack of food resources
associated with the loss of wild floral diversity due to the spread of
monocultures, the fragmentation of ecosystems, climate change and the action
of different pathogens.

In order to counteract these stressors, honey bees have social and
individual mechanisms that provide protection against various threats to the
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colony. One of these is the gut microbiota, which not only contributes to the
digestion and assimilation of nutrients, but also plays an important role in
enhancing the immune response and protection against pathogens. The gut
microbiota is therefore a key component in the health of these pollinators.
However, stress caused by parasites in the host can disrupt gut homeostasis
and alter the bacterial communities present in the bee gut.

Two of the most widespread pathogens worldwide are the [arma
destructor mite and the Nosema ceranae microsporidium, with very few areas of
the world remaining free of them. The influence of . destructor on the gut
microbiota of honey bees is still unclear, as it is an ectoparasite that does not
have direct contact with gut bacteria. In the case of N. ceranae, a parasite that
affects cells in the midgut, there is evidence that it appears to alter the gut
microbiota, but mote studies are needed to understand how it does this.
Another gut parasite that has been described in many parts of the world in
recent years is the trypanosomatid Lo#waria passim, although its pathogenicity
and possible influence on the gut microbiota are still under investigation.

In this PhD thesis, the modulation of the gut microbiota as a
consequence of the action of these parasites was investigated, as well as how
some host- and parasite-dependent factors can affect the bacterial populations
present in the honey bee gut.

To carry out this research, a study was firstly performed to determine
the effectiveness of different DNA extraction methods to verify their
suitability for the analysis of gut bacteria, microsporidia and trypanosomatids.
As a large proportion of the samples used were from previous studies, it was
necessary to confirm the suitability of these methods for carrying out these
analyses. The study has not only shown that the methods used to extract these
samples are perfectly valid, but has also demonstrated the need to evaluate the
suitability of each extraction technique for each type of microorganism to be
analysed if reliable and reproducible scientific results are to be obtained.

Once the available samples were considered suitable for analysis, bees
from colonies in Madeira and the Azores archipelago were studied. These
islands were chosen because they have different combinations of 7. destructor
and N. ceranae occurrence. A study was carried out to determine the
distribution and prevalence of trypanosomatids on the islands using different
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molecular techniques such as PCR (conventional PCR and gPCR) and
sequencing techniques (high-throughput and Sanger). This study showed that
trypanosomatids, especially L. passim, are present on all islands, including the
one free of N. ceranae and 1. destructor, demonstrating that L. passim parasitised
honey bees long before its description.

Once the presence and distribution of . destructor, N. ceranae and L.
passim in the Azores were known, their influence on the gut microbiota was
studied in bee colonies from different islands with different combinations of
parasites. This analysis allowed us to describe the gut microbiota of bees that
had never been exposed to . destructor and IN. ceranae, showing that their
bacterial composition was well conserved compared to bees from the rest of
the world that had been exposed to these pathogens. They showed a high
abundance of Bartonella, suggesting that this bacterium plays an important role
in these bee populations. It was observed that the presence of /. destructor and
L. passim increased the abundance of Bartonella and mainly affected the ileum
bacteria by reducing the abundance of Snodgrassella, Gilliamella and Frischella. IN.
ceranae increased the abundance of the latter two and of the genus Lactobacillus
and reduced the abundance of Snodgrassella, showing that these parasites can
alter the honey bee gut microbiota.

Finally, to study the influence of host- and pathogen-dependent factors
on the gut microbiota, bees infected with N. ceranae at different ages were
studied and the presence and abundance of key gut microbiota bacteria were
determined by qPCR. It was observed that honey bees infected within the first
24 hours after emergence showed an increase in the bacterial load of almost
all characteristic gut bacteria after 7 days of infection, while those infected at
14 days of age showed a decrease in some bacterial species such as
Bombilactobacillus  spp, Lactobacillus spp, Bartonella apis and  Bombella  apis.
Furthermore, G. apicola was the bacterium most affected by the infection,
regardless of the age of the bees at the time of infection. This fact suggests
that it could serve as a marker of intestinal dysbiosis associated with IN. ceranae,
as suggested by other authors.



Resumen



INTRODUCCION
GENERAL




Introduccién General

10



Introduccién General

La abeja melifera (Apis mellifera Linnaeus, 1758) es la especie de abeja
mas ampliamente distribuida a nivel global debido a su gran adaptabilidad y
productividad. Su importancia en los ecosistemas terrestres es crucial, ya que
desempena un papel fundamental en la polinizaciéon de plantas silvestres y
aquellas destinadas a la produccion de alimentos en todo el mundo. De hecho,
se estima que el 70% de los cultivos tropicales (Roubik 1995) y el 85% de los
cultivos en Europa (Williams 1994) que producen alimentos para consumo
humano y animal dependen de los polinizadores. También es un productor
directo de alimentos para consumo humano, como la miel y la jalea real,
ademas de otros productos como los propodleos, el polen o el veneno de abeja
(apitoxina). Todo ello, hace que A. mellifera sea una especie clave en el equilibro
natural de los ecosistemas, en la conservacion de la biodiversidad silvestre y en

la preservacion de la producciéon primaria global.

El valor econémico de la polinizacién en la agricultura, junto con los
productos derivados de la apicultura, se estima en unos 153 billones de euros
al afio a nivel mundial (Gallai 7 /. 2009). En Espafa, segin el Plan Nacional
de Conservacion de Polinizadores, el valor anual de la polinizaciéon esta
estimado en 2.400 millones de euros, de los cuales, 62 millones corresponden
exclusivamente a la produccion de miel, cera y polen segun el Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentaciéon. En cuanto al censo de colmenas, segtn el
Registro general de explotaciones ganaderas (REGA), a fecha de marzo de
2024 el namero de colmenas censadas fue de 2.803.668 colmenas, de las cuales
el 80% pertenecen a apicultores profesionales, lo que pone de manifiesto la
importancia del sector apicola espafiol en las actividades ganaderas.

Por tanto, es fundamental garantizar la viabilidad de las colonias de
abejas mediante la conservaciéon y mantenimiento del estado sanitario de las
mismas. Sin embargo, en las ultimas décadas, las poblaciones de abejas han
sufrido pérdidas anuales alarmantes (vanEngelsdorp y Meixner 2010; Hristov
et al. 2020) resultado de una combinacién de factores bidticos y abidticos que
pueden actuar tanto de forma aislada como sinérgica. Entre estos factores se
encuentran la exposicion a numerosos plaguicidas como consecuencia del
aumento de la agricultura intensiva y la contaminacién ambiental, la pérdida
diversidad de flora silvestre debido al incremento de monocultivos, la
fragmentacion de los ecosistemas, el cambio climatico y el aumento en la
prevalencia de parasitos y patogenos (Le Conte y Navajas 2008; Higes ez al.
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2010; Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010; Goulson ez a/. 2015; Cavigli ez
al. 2016).

Las abejas, para hacer frente a todos estos factores de estrés, cuentan
con mecanismos tanto sociales como individuales que le permiten hacer frente
a las diversas amenazas para ellas y para la colonia. Uno de ellos es la
microbiota intestinal, que desempefia un papel crucial en su salud,
contribuyendo a la digestiéon del alimento, reforzando sistema inmunitario y
brindando protecciéon frente a parasitos (Engel, Martinson y Moran 2012;
Schwarz, Huang y Evans 2015; Steele ez a/. 2021). No obstante, el estrés
ocasionado por los parasitos puede alterar la homeostasis intestinal y modular

las poblaciones bacterianas presentes en el intestino de las abejas.

Entre los patégenos mas extendidos a nivel mundial se encuentran el
acaro Varroa destructor y el microsporidio Nosema ceranae, con muy pocas
regiones del planeta que permanecen libres de ellos. Otro parasito que en los
ultimos afios se ha descrito en muchas localizaciones del planeta es el
tripanosomatido Lotmaria passin, pero su patogenicidad no esta del todo clara.
La influencia del 4caro en la microbiota intestinal aun no se ha estudiado en
detalle ya que, al ser un ectoparasito, no interactia directamente con las
bacterias intestinales. Sin embargo, N. ceranae y 1. passim son parasitos
intestinales del intestino medio y posterior, respectivamente y, por tanto,
tienen contacto directo con las bacterias intestinales. En el caso del
microsporidio existe evidencia de que parece influir en la microbiota intestinal
(Hubert ez al. 2017; Rubanov e al. 2019; Zhang ef al. 2019; Naree ef al. 2022);
sin embargo, aun se requiere de mas estudios para entender como lleva a cabo
dichas estas modificaciones. En cuanto al tripanosomatido, ain no se ha
estudiado en detalle su influencia en la microbiota intestinal de las abejas. Por
tanto, ain quedan muchos aspectos por esclarecer sobre las interacciones entre

la microbiota intestinal y los parasitos que afectan a las abejas meliferas.

En este contexto, esta memoria de Tesis Doctoral presenta una
revision bibliografica actualizada sobre los avances de las ultimas décadas en
el estudio de la microbiota intestinal de las abejas. Esta revision abarca
aspectos como la composicion y distribucion de las comunidades bacterianas
en el intestino, los mecanismos de adquisiciéon y la evoluciéon en su

composicion a lo largo de la vida de la abeja, asi como los factores que pueden
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alterarla, prestando especial atencion a la influencia de parasitos. Ademads, se
incluye informaciéon detallada sobre la epidemiologia y la patogenicidad
microsporidios, tripanosomatidos y 7. destructor y los efectos reportados hasta
la fecha en la microbiota intestinal de las abejas. A continuacién, se presentan
en cuatro capitulos los estudios realizados, finalizando con una discusion
general y las conclusiones obtenidas en ellos. Al final de la memoria se
adjuntan las publicaciones cientificas generadas a lo largo de esta investigacion
y los congresos nacionales e internacionales en los que se han presentado los

resultados obtenidos.
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1. MICROBIOTA Y EVOLUCION DE SU ESTUDIO

Desde nuestro origen evolutivo, los seres vivos hemos estado
expuestos de forma constante a los microorganismos, dando lugar a
interacciones que han fomentado el desarrollo de relaciones simbidticas entre
el microorganismo y sus hospedadores. Estas interacciones han resultado ser

un importante motor para la diversificacion y la evolucion de los seres vivos.

El cuerpo de los animales ofrece una amplia variedad de nichos
ecologicos, en los que las condiciones ambientales como la temperatura, el pH
y el nivel de oxigeno, asi como la disponibilidad de nutrientes, afectan a la
composicién de los microorganismos que residen en ellos (Ikeda-Ohtsubo ez
al. 2018). Al conjunto de estos microorganismos que habitan en los diferentes
tejidos del hospedador se les conoce con el nombre de microbiota y abarca
desde interacciones mutualistas a parasitarias (Simon e# /. 2019). El término
microbioma adn es objeto de debate en cuanto a su definicion ya que en unas
ocasiones se considera tnicamente al conjunto de acidos nucleicos derivados
de la microbiota de un nicho especifico mientras que en otras se incluye tanto
a los propios microorganismos, sus acidos nucleicos y sus metabolitos (Berg ez
al. 2020).

Es tal la importancia de las interacciones entre hospedador y sus
microorganismos que, en 1991, Lynn Margulis introdujo el término
"holobionte" e inicialmente se referfa a una entidad biologica simple en la que
participaban un hospedador y un unico simbionte hereditario. Este término se
ampli6 para definir a un hospedador y a las comunidades de microorganismos
asociadas a él y as{ es como se entiende actualmente. Asi pues, un hospedador
y su microbiota constituyen un holobionte y ambos evolucionan de forma
conjunta para adaptarse a los factores ambientales y hacen frente a los peligros
que pueden poner en riesgo su salud (Simon ez 2/ 2019). De la misma manera,
el concepto de patobioma surgié para describir a los patégenos que conviven
en el ambiente microbiano dentro del hospedador (Vayssier-Taussat et .
2014).

Los estudios sobre hospedadores y su microbiota se han centrado
mayoritariamente en el tracto gastrointestinal, puesto que es el lugar donde se
encuentran las poblaciones de microorganismos mas densas y diversas (Kostic,
Howitt y Garrett 2013). Debido a su localizacion recibe el nombre de
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microbiota intestinal y esta formada principalmente por bacterias, ademas de
virus, arqueas, protozoos, mohos y levaduras. Entre las diversas funciones que
desempefian en todos los animales, se ha visto que esta involucrada en
procesos tan importantes del hospedador como son el desarrollo, el
metabolismo, la digestion del alimento, la resistencia a patdgenos y a la
modulacion del sistema inmunitario. No obstante, hoy en dia, aun se
desconocen muchas de las funciones que podria desempefiar y de las
interacciones entre la propia microbiota y su hospedador (Koskella, Hall y
Metcalf 2017; Adair y Douglas 2017).

En las dltimas décadas, el estudio de la microbiota intestinal ha cobrado
especial importancia debido al impacto que tiene en la salud del hospedador.
Esto ha permitido comprender caracteristicas fundamentales de los
microorganismos intestinales y descubrir mecanismos no caracterizados hasta
el momento y que podrian ayudar a desarrollar tratamientos clinicos en

beneficio de la salud humana y animal.

1.1. Insectos

Los insectos son, con diferencia, el clado animal mas diverso y
abundante, tanto en numero de especies a escala mundial como en habitats
ecologicos y en biomasa (Grimaldi y Engel 2005; Basset ez o/ 2012). La
diversificacion y adaptacion a diferentes ecosistemas que ha marcado su éxito
evolutivo ha dependido, en gran parte, de las innumerables relaciones
simbidticas con microorganismos beneficiosos (Bourtzis y Miller 2003;
Zchori-Fein y Bourtzis 2011). Aunque la mayorfa de los insectos poseen una
microbiota inestable o inespecifica que esta representada por microorganismos
ambientales (Martinson, Moy y Moran 2012; Engel, Martinson y Moran 2012),
estudios realizados en especies eusociales, como las abejas, muestran una
coevolucién de los hospedadores con su microbiota a lo largo del tiempo
(Kwong y Moran 2015; Kwong ez al. 2017).

De hecho, en los tltimos afos, se ha observado que las abejas meliferas
adultas tienen una comunidad bacteriana intestinal caracteristica que
desempena diversas funciones para la fisiologia, ecologia y evolucién del
hospedador (Hamdi ez a/ 2011) y que, ademas, esta conservada en las
diferentes subespecies de abejas a lo largo de todo el mundo
independientemente de la distribucién geografica o de la subespecie del
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hospedador (Jeyaprakash, Hoy y Allsopp 2003; Mohr y Tebbe 2006; Kwong e#
al. 2017). También se han detectado comunidades bacterianas en otras
localizaciones anatéomicas como las glandulas hipofaringeas (Corby-Harris ez
al. 2014) o en las corbiculas (Anderson ef a/. 2014), aunque sea han estudiado
muy poco. En cualquier caso, la mayoria de las bacterias del cuerpo de una
abeja se localizan en su aparato digestivo (Subotic ez a/. 2019).

Por tanto, el estudio de la microbiota intestinal de las abejas abre
camino hacia un mayor conocimiento de las interacciones microbiota-
hospedador y a la posibilidad de desarrollar tratamientos para preservar la
salud de las colonias que hagan frente al aumento de la mortalidad observada

en las ultimas décadas.

2. APARATO DIGESTIVO DE LAS ABEJAS

La estructura basica del tracto digestivo es similar en todos los insectos,
aunque posee una diversidad de modificaciones asociadas a la adaptacion a
diferentes modos de alimentacion. Las abejas son insectos holometabolos que
realizan una metamorfosis completa por lo que el aparato digestivo no queda
desarrollado en su totalidad hasta que no alcanzan la etapa adulta. Una vez
desarrollado, el tracto digestivo de una abeja adulta se diferencia en tres
regiones principales: intestino anterior, intestino medio (o ventriculo) e
intestino posterior (Chapman, 1998; Figura 1).

ANTERIOR MEDIO POSTERIOR

Proventriculo

Esofago Buche Tabulos de Piloro lleon Recto
melario

Ventriculo Malpighi

Figura 1. Representacién esquematica del aparato digestivo de las abejas meliferas adultas y sus

principales partes. Fuente: original.

El intestino anterior y posterior se originan a partir del ectodermo
embrionario y estan recubiertos por un exoesqueleto formada por quitina y
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glicoproteinas cuticulares. Este exoesqueleto separa el lumen intestinal de las

células epidérmicas (Engel y Moran 2013b).

El intestino anterior esta formado por la boca que posee cuatro pares

de glandulas (Snodgrass 1984):

- Dos pares de glandulas salivales (dos post-cerebrales y dos
toracicas) que desempenan un papel crucial en la secrecion salivar,
contribuyendo a la lubricaciéon del alimento y la dilucién de los
azucares que posee.

- Dos glandulas mandibulares, las cuales, en el caso de las obreras,
son responsables de la segregacion del componente graso del
alimento destinado a las larvas, mientras que en la reina segregan

las feromonas que permiten su reconocimiento por parte de las

obreras (Morse y Hooper 1985; Dade 1994).

- Dos glandulas hipofaringeas, cuyo mayor desarrollado se produce
en las abejas nodrizas, y realizan la biosintesis de proteinas que
permite la secrecion de jalea real para alimentar a las larvas. En las
abejas pecoreadoras, segin avanza su edad, estas glandulas se
atrofian y su actividad secretora disminuye. En estas abejas, se
incrementa la actividad de la sacarasa y el metabolismo del almidén,
procesos importantes para la transformacion del néctar en miel (Hu
et al. 2019).

Tras la boca, el digestivo anterior continda con el eséfago, un tubo
muscular largo y estrecho que comunica la boca con el buche melario, zona
donde el eséfago se dilata y se almacena el néctar recogido durante la pecorea
para posteriormente transportarlo a la colmena. El proventriculo es una
valvula que separa el buche con el ventriculo y es la tltima parte del intestino

anteriot.

El intestino medio se compone exclusivamente del ventriculo, que es
el principal lugar de digestion del alimento y absorcién de nutrientes,
principalmente de aztcares simples y aminoacidos (Snodgrass 1984;
Crailsheim 1988; 1990; Chapman 1998; Terra ef a/. 2019). El ventriculo es un
tubo largo y ancho, rodeado por musculos que, al contraerse, facilitan el paso
del alimento hacia la zona distal. Ademas, las células epiteliales que lo revisten
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poseen glandulas secretoras que producen enzimas digestivas, contribuyendo
a la digestion del alimento (Dade 1994). Este revestimiento tiene un origen de
desarrollo diferente al del intestino anterior y posterior, ya que se origina a
partir de células endodérmicas (Gillott 1995) por lo que no posee el
exoesqueleto que si aparece en el intestino anterior y postetior.

Sin embargo, las células epiteliales del intestino medio, al igual que en
otros insectos, generan una envoltura conocida como matriz peritrofica (o
membranas peritroficas), que suele renovarse continuamente a medida que se
desprende y que divide el intestino medio en el espacio endo y ectoperitréfico
(Terra 2001). La matriz peritroéfica desempefia diversas funciones, como
proporcionar una barrera que protege al epitelio de los dafios mecanicos
provocados por las particulas alimentarias, de la exposicion a grandes
moléculas de toxinas presentes en los alimentos y de la invasiéon microbiana, y
también concentrar los alimentos y las enzimas digestivas (Lehane y Billingsley
1996; Shao, Devenport y Jacobs-Lorena 2001; Wang ef a/. 2012). Ademas, esta
salpicada de pequefios poros que permiten el paso de enzimas y pequefias
moléculas procedentes del alimento ingerido (iones inorganicos, azucares
simples, aminoacidos, pequefias proteinas, péptidos, etc.), pero es una barrera
eficaz frente a lipidos, proteinas grandes, polisacaridos y microorganismos
patégenos (Chapman 1998; Erlandson, Toprak y Hegedus 2019; Teixeira ez a/.
2019), que suelen quedar confinados en el espacio endoperitrofico impidiendo
el contacto directo con el epitelio del intestino (Terra 2001).

A continuacion del ventriculo, se encuentra el intestino posterior que
tiene tres partes diferenciadas: el piloro, el fleon y el recto. El piloro es la zona
de transicion del intestino medio al posterior y actia como esfinter,
controlando el paso del alimento del intestino medio al intestino posterior e
impidiendo su reflujo. Ademas, es el lugar donde desembocan de los tubulos
de Malpighi en el intestino y, por tanto, la zona en la que se mezclan el alimento
y las secreciones de los tibulos de Malpighi (Engel y Moran 2013b). El piloro
continia con el ileon, un tubo estrecho formado por seis pliegues
longitudinales que se proyectan en su lumen (Snodgrass 1984) que aumentan
la superficie de absorcion de los nutrientes y del agua (Santos y Serrao 20006).
El recto o ampolla rectal es la ultima parte del aparato digestivo de la abeja.
Aunque en su mayor parte es de paredes finas, el recto incluye de seis a ocho
almohadillas rectales cuya funcién es absorber iones, agua y pequefias
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moléculas organicas y mantener la presion osmotica (Gillott 1995; Chapman
1998). Esta zona tiene la capacidad de distenderse y retener las heces hasta la
defecacion (Snodgrass 1984), propiedad realmente util durante el invierno ya
que las obreras no defecan en el interior de la colonia y tienden a acumular las
heces hasta que pueden salir al exterior. La parte distal del recto se estrecha y

termina en el ano.

3. MICROBIOTA INTESTINAL BACTERIANA DE LAS
ABEJAS MELIFERAS

El intestino de las abejas adultas esta dominado por 5-10 taxones
bacterianos estrechamente relacionados y que comprenden entre el 95% vy el
99% de las bacterias en la gran mayoria de los individuos segin estudios
metagenomicos del gen ARNr 7165 (Martinson e al. 2011; Engel, Martinson y
Moran 2012; Moran ez al. 2012; Corby-Harris, Maes y Anderson 2014; Bleau ez
al. 2020a; Su et al. 2022). Entre estos taxones, cinco de ellos son considerados
troncales y en encuentran en todas las abejas de las diferentes regiones
geograficas del mundo. Sin embargo, los otros cinco (no troncales) se
encuentran presentes en casi todas las colonias de abejas, pero no en todos los
individuos de estas.

En un principio, algunas de las bacterias intestinales de las abejas eran
nombradas acorde a su filo, y en algunos casos por la clase a la que pertenecian.
Por tanto, en la bibliografia podemos encontrar nomenclaturas como Alpha-
1, Alpha-2.1 y Alpha-2.2 en el caso de las Alphaproteobacterias; Beta-1 para
las Betaproteobacterias; Gamma-1 y Gamma-2 para las
Gammaproteobacterias; Lactobacillus Firm-4 y Firm-5 para los Firmicutes
(ahora Bacillota). En el caso de los Actinomycetes, Bifidobacterium asteroides fue
de las primeras especies bacterianas identificada en el intestino de las abejas
meliferas (Scardovi y Trovatelli 1969; Biavati ez a/. 2000).

Posteriormente, con los avances tecnolégicos y el desarrollo de nuevas
técnicas moleculares, se fueron caracterizando los géneros y especies
bacterianas que pertenecian a esos taxones. Asi, dentro de Alpha-1 se
identifico la bacteria Bartonella apis (Kesnerova, Moritz y Engel 2016), mientras
que en Alpha-2.1 se encuentra Commensalibacter spp. y en Alpha-2.2 las especies
Parasacharibacter apium y Bombella spp. (Fuller 1989). Por otro lado, en Beta-1 se
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identificd Snodgrassella alvi, en Gamma-1 Gilliamella apicola (Kwong y Moran
2013), y en Gamma-2 Frischella perrara (Engel et al., 2013). En cuanto al filo
Bacillota, se caracterizaron diversas especies del género Lactobacillus del aparato
digestivo de las abejas (Olofsson ez al. 2014; Killer ez a/. 2014). En el taxén
conocido como Firm-4, se identificaron las especies Lactobacillus mellifer y
Lactobacillus mellis, mientras que en el taxén Firm-5 se identificaron las especies
Lactobacillus — melliventris, Lactobacillus — kimbladi, Lactobacillus  helsingborgensis,
Lactobacillus kullabergenseis y Lactobacillus apis. Ademas, otra especie del filo
Bacillota, Lactobacillus kunkeei, se identifico en el intestino de las abejas (Endo
et al. 2012) y, aunque es genéticamente diferente de los dos taxones anteriores,
esta mas asociada a los Firm-4.

Los ultimos estudios genéticos han revelado la necesidad de actualizar
la taxonomia de algunas de las especies bacterianas que forman estos taxones
y han propiciado ajustes en la nomenclatura para reflejar de manera mas
precisa la diversidad genética de las bacterias intestinales de las abejas. Estas
especies bacterianas intestinales, con su nomenclatura actual, se pueden

encontrar en la Tabla 1.

Troncales
Filo Clase Orden Familia Género / Especie
Pseudomonadota ~ Gammaproteobacteria Otbales Orbaceae Gilliamella apicola
Pseudomonadota Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae Snodgrassella alvi
Actinomycetota Actinomycetes Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium spp.
Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Bombilactobacillus spp.
Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus spp.
No troncales
Filo Clase Orden Familia Especie
Pseudomonadota ~ Gammaproteobacteria Otbales Orbaceae Frischella perrara
Pseudomonadota Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Bartonellaceae Bartonella apis
Pscudomonadota Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Bombella apis
Pseudomonadota Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Commensalibacter spp.
Bacillota Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Abpilactobacillus kunkeei

Tabla 1. Principales taxones bacterianos pertenecientes a la microbiota intestinal de las abejas

meliferas.
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Actualmente, Bo. apis engloba las especies bacterianas antes conocidas
como P. apium, Bo. apisy especies del género Saccharibacter, estas tltimas aisladas
del polen, miel e intestino de las abejas (Jojima ez /. 2004; Smith y Newton
2020). En cuanto a los Lactobacillus, el antiguo taxén de los Firm-4 ahora se
denomina Bombilactobacillusy el de L. kunkeei, Apilactobacillus (Zheng et al. 2020).

Todas estas especies bacterianas se distribuyen de manera diferencial a
lo largo del tracto digestivo de la abeja (Figura 2) debido a su particular
adaptacion a los diferentes nichos metabdlicos que ofrece cada una de las

regiones intestinales anteriormente mencionadas.

En el buche melario son pocas las especies bacterianas que se
encuentran en esta localizaciéon predominando A. kunkeei y Bo. apis, que
también se encuentran en el néctar y en los materiales de la colmena ya que
pueden vivir en concentraciones de oxigeno atmosféricas (Anderson e al.

2013; 2014; Corby-Harris ez al. 2014).

Al igual que en el buche melario, en el ventriculo también hay pocas
bacterias ya que, debido al desprendimiento continuo de la matriz peritrofica,
no ofrece un sustrato estable para la colonizacién bacteriana (Engel y Moran
2013b). Las especies encontradas en el intestino medio se reducen a Ba. apisy,
en la zona mas distal ya cercana al intestino posterior, G. apicola (Ludvigsen ez
al. 2015; Ricigliano e al. 2017).

En cambio, el intestino posterior alberga practicamente la totalidad de
las comunidades bacterianas intestinales (entre 108 y 10° células bacterianas)
que representan mas del 99% de la microbiota bacteriana intestinal de las
abejas obreras adultas (Martinson, Moy y Moran 2012). El {leon esta dominado
por tres especies bacterianas: F. perrara, G. apicola y S. alyi. La primera, cuando
esta presente, se localiza junto a la pared intestinal en el piloro (Engel, Bartlett
y Moran 2015). Las otras dos especies se distribuyen en el lumen de los
pliegues del fleon formando una capa estructurada o biopelicula. En esta
biopelicula, §. a/vi se encuentra directamente sobre la superficie del epitelio
intestinal, mientras que G. apicola se sitia sobre ella formando una segunda
capa orientada hacia la luz intestinal (Martinson, Moy y Moran 2012; Powell ez
al. 2016). El recto esta dominado por bacterias pertenecientes a los géneros
Bombilactobacillus, Lactobacillus 'y Bifidobacterinm, y en menor proporcion
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Commensalibacter (Anderson et al. 2013; Powell ¢ al. 2014; Maes et al. 20106;

Anderson y Ricigliano 2017).

Bombilactobacillus spp. Lactobacillus spp.

C )

Apilactobacillus kunkeei

Bifidobacterium
asteroides

Bombella apis

Commensalibacter spp.

Barf&né/la a;is -
Gilliamella apicola

Figura 2. Representacién esquematica de la distribucién en el aparato de digestivo de las

Frischella perrara

principales especies bacterianas intestinales de las abejas meliferas adultas. Fuente: original,
inspirada en Bonilla-Rosso ez a/. (2018).

Una vez que se ha establecido en el intestino en las abejas adultas, la
composiciéon de la microbiota experimenta cambios minimos en lo que
respecta a diversidad bacteriana, a pesar de las fluctuaciones estacionales,
cambios en la dieta, alteraciones del comportamiento y cambios en la
expresion génica que se producen cuando las obreras pasan de ser abejas
nodrizas a pecoreadoras. No obstante, si se producen variaciones en la
abundancia de las diferentes especies bacterianas.

3.1. Especificidad de la microbiota a su especie
hospedadora

Ademas de las abejas meliferas, otras especies de abejas corbiculadas
(Apis spp., Bombus spp. y abejas sin aguijon) también albergan comunidades
microbianas intestinales estables compuestas por muchos de los mismos
grupos de especies bacterianas (Kwong ez 2/ 2017). En cambio, hasta ahora no
se ha determinado si las abejas solitarias y las abejas sociales no corbiculadas
albergan esta comunidad bacteriana particular (Mcfrederick ez al. 2014
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Voulgari-Kokota ef al. 2019; Li et al. 2023). Curiosamente, los cinco taxones
principales del intestino de 4. mellifera también se han encontrado en los
géneros Bombus y Apis (IKoch y Schmid-Hempel 2011; Martinson e a/. 2011,
Li, Yiyuan ez al. 2022; Koch et al. 2013). Una especie bacteriana del filo
Bacteroidota, Apibacter adpentoris (Kwong y Moran 2016a), también se ha
encontrado tanto en obreras del género Apis como del Bombus, aunque su
presencia en 4. mellifera es muy ocasional. Otros taxones, sin embargo, parecen
estar mas restringidos al hospedador, como en el caso de Ba. apis y F. perrara,
las cuales sélo se han identificado en especies pertenecientes al género Apis

(Kwong ef al. 2017).

Por otro lado, cada especie de abeja puede albergar diferentes cepas
bacterianas de cada especie. Ademas, las especies hospedadoras emparentadas
tienden a albergar cepas bacterianas similares, lo que sugiere una
codiversificacién y una coadaptacion a lo largo de grandes escalas de tiempo
evolutivas (Ellegaard ez a/ 2020; Steele y Moran 2021; Li, Yiyuan e al. 2022).
Esta especificidad puede verse reforzada por la incapacidad de las cepas
bacterianas intestinales de cruzar las fronteras de los hospedadores, ya que se
ha visto que, al inocular abejorros con cepas bacterianas aisladas de abejas,
éstas no logran establecerse en el intestino de los abejorros, y viceversa
(Kwong e al. 2014; Kwong y Moran 2015). Ademas, las especies troncales no
han sido halladas en ningin otro entorno aparte del intestino de abejas, debido
probablemente a que son principalmente microaeréfilas o anaerobias
facultativas y no pueden vivir mucho tiempo en concentraciones atmosféricas
de oxigeno (Engel y Moran 2013a). Por todo ello, el comportamiento social y
el contacto con las superficies de la colmena son factores importantes para su

transmision entre hospedadores de la misma especie.

3.2. Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota de las abejas meliferas desempefia muchas funciones
cruciales en el hospedador, entre las cuales podemos encontrar las de favorecer
la digestion de los alimentos (Kesnerova et al. 2017; Zheng et al. 2019; Li,
Chenyi et al. 2022), mejorar la respuesta inmunitaria frente a patégenos y
parasitos (Engel, Martinson y Moran 2012; Schwarz, Huang y Evans 2015;
Steele ez al. 2021), potenciar el desarrollo del hospedador modulando 1a via de
sefializacion endocrina que regula el comportamiento alimentario y el aumento

de peso (Zheng ez al. 2017a; Jones ez al. 2018) e incluso se ha visto que tienen
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la capacidad de detoxificar algunos plaguicidas (Wu e a/. 2020) y de degradar
microplasticos como el poliestireno (Wang ez a/. 2021).

Gracias a la secuenciacion de los genomas de las especies bacterianas
principales que componen la microbiota intestinal de las abejas, se han
deducido las posibles funciones de estas bacterias por sus caracteristicas
genéticas. Por ejemplo, cuatro de ellas (G. apicola, Bifidobacterium spp.,
Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp.), a pesar de poseer genomas pequefios
que han perdido ciertas funciones metabdlicas basicas, conservan gran parte
de los genes dedicados al metabolismo de los carbohidratos (Engel y Moran
2013a; Kwong, Mancenido y Moran 2014; Kwong ez al. 2014; Ellegaard ef al.
2015). También se ha observado que poseen genes que codifican para realizar
el ciclo completo del citrato, lo que sugiere que la fermentacion es la actividad
metabdlica predominante en el intestino de las abejas. Por otro lado, S. al:
parece carecer de genes esenciales para la glucdlisis, pero posee genes
implicados en una ruta alternativa del citrato que esta optimizado para la
utilizacién de acetato como sustrato lo que sugiere un nicho metabdlico
diferente (Kwong ez al 2014). Ademas, Bifidobacterium spp. posee genes
implicados en la biosintesis de trehalosa, disacarido que funciona como fuente
de energia en las abejas (Ellegaard ez 2/ 2015). El analisis genético de
Commensalibacter spp. (anteriormente Alpha 2.1) y Bo. apis (Alpha 2.2) revelo
que, a pesar de pertenecer a la misma familia, poseen diferencias genéticas
importantes en los genes implicados en el metabolismo del carbono y
respiracion celular (Fuller 1989), de tal manera que Bo. apis posee genes que
permiten realizar la fermentacion oxidativa y Commensalibacter spp. no.
Asimismo, entre estas diferencias, Bo. apis parece haber perdido el ciclo del
citrato, por lo que se especula que esta especializada en la utilizacion rapida de
recursos mediante la oxidacion incompleta de los carbohidratos, lo que reduce
su rango metabolico a diferencia de Commensalibacter spp. Por dltimo, Ba. apis
posee genes implicados en la degradacion de metabolitos secundarios
presentes en el néctar y el polen para la producciéon de energia y aminoacidos
(Segers et al. 2017). Por tanto, las propiedades genéticas de las bacterias
intestinales reflejan estilos de vida asociados al hospedador adaptandose a su
dieta rica en carbohidratos (principalmente sacarosa, glucosa y fructosa de la
miel y néctar) y a la colonizacion de nichos espaciales y metabélicos diferentes
(Li, Chenyi ez al. 2022).
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El polen, otra fuente fundamental de alimento en la dieta de las abejas,
constituye el principal aporte de proteinas, lipidos, micronutrientes como
vitaminas y minerales, ademas de carbohidratos complejos (Wright, Nicolson
y Shafir 2018). El consumo de polen ocurre principalmente durante las etapas
larvarias y en los primeros estadios de adultas, desempefiando un papel
esencial en el crecimiento, el desarrollo y los procesos reproductivos de las
abejas meliferas (Danner ez a/. 2017), siendo especialmente importante para el
correcto desarrollo de las glandulas hipofaringeas y de la grasa corporal de las
obreras recién emergidas (Hoover y Ovinge 2018).

Actualmente, poco se conoce sobre la degradacion del polen en el
intestino, aunque si hay evidencia de que ocurre principalmente en el intestino
posterior. Las observaciones del polen tomado de las distintas zonas del
intestino indican que los granos de polen que se encuentran en la parte anterior
del ventriculo muestran pocos signos de digestién, conservando un color
fresco y manteniendo su contenido intacto (Snodgrass 1984; Klungness y Peng
1984a; 1984b; Crailsheim e a/. 1992). A medida que los granos de polen
avanzan por el ventriculo, empiezan a mostrar una hinchazon inicial y los
poros de germinacion algo mas delgados y, algunos de ellos liberando parte de
su contenido a través de los poros en la parte mas distal del ventriculo
(Klungness y Peng 1984a; 1984b; Peng, Nasr y Marston 1986; Crailsheim ez a/.
1992). En contraste, el polen encontrado en el recto ha perdido su color
brillante y la mayoria de los granos se encuentran vacios o con un contenido
muy reducido y con la pared del polen degradada (Snodgrass 1984; Klungness
y Peng 1984a; 1984b; Crailsheim ez a/. 1992).

Gracias a experimentos 7 vitro, se ha demostrado que la microbiota
intestinal tiene influencia en ese proceso de digestion del polen. De hecho, G.
apicola tiene la capacidad de degradar la pectina, un polisacarido principal de la
pared interna (intina) del polen (Zheng ef a/. 2016). Ademas, también se ha
comprobado que las bacterias intestinales pueden utilizar compuestos
aromaticos (flavonoides, fenolamidas), nucledsidos, acidos carboxilicos y w-
hidroxiacidos que forman parte de la pared exterior del polen (exina) como
sustrato de fermentacion (Kesnerova ez al. 2017). Las altas concentraciones de
acidos organicos (acetato, succinato y propionato) encontrados en el ileon y
recto de abejas confirman lo que ya se habia deducido a partir de los estudios
genéticos, que la fermentacién es la principal actividad metabdlica de las
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bacterias intestinales. El acetato es uno de los principales productos de
fermentacién de G. apicola y, como se ha mencionado anteriormente, la
bacteria microaerdfila S. alz, posee un ciclo alternativo del citrato en el que
utiliza como sustrato el acetato (Kwong, Zheng y Moran 2017). Por tanto, se
establece una relacion en la que el producto de la fermentacion de G. apicola es
utilizado en la respiracion de . a/vi 'y, de esta forma, la biopelicula que forman
permite mantener las condiciones de anaerobiosis en el ileon que favorecera
los procesos fermentativos de los compuestos del alimento (Kwong e al.
2014).

Otros sustratos derivados del polen susceptibles a la fermentacion son
los compuestos aromaticos de la exina como los flavonoides, fenolaminas y -
hidroxiacidos, que pueden representar hasta el 4% del peso seco del polen
(Kesnerova ef al. 2017). En el cultivo de simbiontes intestinales 7z vitro se ha
observado que los flavonoides glicosilados disminuyen, mientras que las
agliconas (desglicosilados) aumentan. En este proceso, el aztcar se separa y es
fermentado, posteriormente se produce la descomposiciéon del polifenol.
Dado que los flavonoides poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes
y antimicrobianas, su potencial estd vinculado a su estado de glicosilacion
(Xiao 2017) por lo que la degradacién y bioconversion de estos compuestos
podria tener relaciéon con la homeostasis intestinal y la resistencia a la

colonizacién por patogenos.

En el recto, las bacterias del género Lactobacillus son las principales
utilizadoras de flavonoides. Ademas, Bidifobacterinm asteroides, principal especie
de bifidobacteria en el intestino de las abejas, junto con las especies de
Bombilactobacillus  spp., utilizan como sustrato las fenolamidas y los w-
hidroxiacidos derivados de la cubierta del polen tras su degradacién en el ileon.
Esto parece desencadenar la produccion de prostaglandinas y derivados de la
hormona juvenil por parte de B. astervides, que tienen funciones clave en la
inmunidad y la fisiologfa del hospedador (Kesnerova ez al. 2017).

Otra bacteria que parece tener efecto sobre la inmunidad de las abejas
es F. perrara. Esta bacteria considerada no troncal desencadena una respuesta
inmunitaria innata del hospedador provocando la formacién de una costra de
melanina en la superficie epitelial del piloro (Engel, Bartlett y Moran 2015).

Esta melanizacion suele asociarse a dafos en los tejidos y a la invasién por un
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patégeno (Kwong y Moran 2016b), por lo que en ocasiones se refiere a ella
como un posible patégeno oportunista. El papel funcional y el mecanismo por
el cual se produce esta costra son ain desconocidos; sin embargo, la amplia
distribucién de esta bacteria en las poblaciones de abejas meliferas de todo el
mundo sugiere que esta inmunomodulaciéon especifica podria ser relevante
para la salud y la enfermedad de las abejas (Emery, Schmidt y Engel 2017).

Ademas, se ha observado que la apidaecina y la himenoptaecina, dos
péptidos antimicrobianos que se encuentran en la hemolinfa de las abejas tras
un desafio inmunitario, ven aumentada su expresion cuando las abejas poseen
su microbiota intestinal caracteristica (Kwong, Mancenido y Moran 2017), lo
que refuerza la hipétesis de que las bacterias intestinales inducen respuestas

inmunitarias en las abejas.

La microbiota intestinal de las abejas también ejerce una influencia en
la neurofisiologia de estos insectos. Se ha observado que las bacterias
intestinales desempeflan un papel clave en la regulaciéon de los
comportamientos sociales de las abejas, generando cambios en la expresion
génica y promoviendo una mayor abundancia de metabolitos en el cerebro
asociados a la percepcién de estimulos olfativos y gustativos (Liberti ez .
2022). Ademas, parece mejorar su capacidad de memorizacion y aprendizaje
(Cabirol ez al. 2023).

Por otra parte, las abejas estan expuestas a una amplia variedad de
xenobidticos como los pesticidas y se ha descrito que la microbiota intestinal
contribuye a la detoxificaciéon enddgena de la abeja y a la resistencia de
neonicotinoides, como el tiacloprid y el fluvalinato, promoviendo la expresion
de enzimas de desintoxicacion (Wu ef al. 2020).

3.3. Adquisicion de la microbiota intestinal en obreras

Como se ha mencionado anteriormente, las abejas son insectos
holometabolos con estadios larvarios, pupales y adultos diferenciados.
Durante la fase larvaria, las obreras desempefan un papel crucial al alimentar
a las larvas, primero con jalea real y posteriormente con una mezcla de miel,
néctar y polen. Estas interacciones alimentarias facilitan el intercambio de
bacterias, lo que resulta en la acumulacion de bacterias intestinales propias de
abejas adultas en el intestino de las larvas (Vojvodic, Rehan y Anderson 2013).
LLa diversidad de las comunidades bacterianas en las larvas también parece estar
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influenciada por la edad de estas. En los primeros estadios larvarios, se observa
un predominio de Bo. apis, mientras que en los estadios mas avanzados se
identifican Bo. apis, Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., A. kunkeei y S. alvi
(Vojvodic, Rehan y Anderson 2013; Kowallik y Mikheyev 2021). A diferencia
de los adultos, las larvas tienen un intestino discontinuo en el que el intestino
anterior (buche) e intestino medio no esta conectado con el intestino posterior
(lleon y recto) hasta justo antes de la pupacion. Es en este momento cuando
las larvas excretan por primera vez los residuos de la alimentacién (Snodgrass
1984).

Durante el proceso de pupacion, se produce una remodelacion del
intestino, entre otros 6rganos, en la que se produce un desprendimiento del
revestimiento exoesquelético del intestino larvario anterior y posterior. Este
revestimiento se elimina en forma de meconio, alterando e incluso eliminando
casi por completo cualquier poblacién bacteriana adherida en el intestino
(Engel y Moran 2013b). Tras finalizar la metamorfosis, en el interior de la celda
operculada se encuentra una abeja adulta con el intestino practicamente libre
de bacterias (Martinson, Moy y Moran 2012).

Al emerger, la nueva obrera inicia su incorporacion al entorno de la
colmena y se inicia la adquisiciéon de bacterias al roer el opérculo y limpiar su
propia celdilla. En este proceso empieza a adquirir ciertas bacterias que se
encontraban en la superficie del opérculo y, posteriormente, al entrar en
contacto con el material de la colmena (cera, polen, pan de abeja, etc.),
continua incorporando microorganismos a su intestino (Johnson 2010; Koch
et al. 2013; Powell ¢t al. 2014; Onchuru ef al. 2018). En los primeros dias, la
comunidad bacteriana intestinal de las obreras es reducida y no presenta
diferenciacion entre las regiones del intestino. A partir del tercer dia
aproximadamente, el intestino de las abejas contiene mas de 107 bacterias,
siendo ya en su mayoria las especies caracteristicas de la microbiota intestinal
descritas anteriormente (Anderson ez al. 2016). Estas comunidades bacterianas
se empiezan a estabilizarse en torno a las 10° bacterias al séptimo dfa tras la
emergencia. Una vez establecidas, tienden a mantenerse generalmente estables
a lo largo de las diferentes fases que se desarrollan dentro de la colmena
(Kapheim ef al., 2015). Esta estabilidad se observa antes de que las obreras
salgan de la colmena (Hroncova ez al. 2015), lo que hace suponer que el

contacto con las estructuras de la colmena y las interacciones entre individuos
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dentro de la misma son importantes para la transmisiéon de las bacterias

intestinales entre los miembros de la colonia (Powell e# a/. 2014).

Entre esas interacciones se encuentran las tareas de aseo de otras
abejas, limpieza de la colonia o el intercambio de alimento mediante la
trofalaxis. Sin embargo, estudios recientes han revelado que estos
comportamientos sociales influyen en menor medida en la transmisiéon de
bacterias (Anderson ez al. 2016; 2023). Por el contrario, la ruta fecal-oral parece
ser la via de adquisiciéon mas importante, especialmente para S. alvi, G. apicola
y F. perrara (Powell et al. 2014; Anderson et al. 2016), aunque los demas
miembros de la microbiota intestinal caracteristica también pueden adquirirse
por contacto con los componentes de la colmena que han estado expuestos a
contaminacion fecal reciente. Las especies Bo. apis y A. kunkeii podrian
transmitirse a través del polen almacenado y los propdleos (Anderson ef .
2014; Dalenberg ez al. 2020).

3.4. Microbiota intestinal de las castas reproductivas

El perfil de las comunidades bacterianas intestinales de las reinas
adultas y de los zanganos presentan diferencias notables con respecto al de las
obreras. En el caso de las reinas, su microbiota es variable en cuanto a
composicién en comparacion con las obreras, predominando las especies Bo.
apis, Commensalibacter spp., Lactobacillus spp. y Bombilactobacillus spp., careciendo
practicamente del resto de las especies bacterianas distintivas del intestino de
las obreras (Tarpy, Mattila y Newton 2015; Kapheim e a/ 2015; Powell ¢z 4.
2018; Yun et al. 2018). Estas diferencias se deben muy probablemente a las
diferencias en la fisiologfa y en la alimentacion, ya que las reinas se alimentan
exclusivamente de jalea real. En relacién con los zanganos, su microbiota
destaca por una abundancia considerablemente mayor de Bombilactobacillus spp.
v Lactobacillus spp. (Kapheim ez al. 2015; Hroncova e al. 2015). Aunque las
razones de estas diferencias en los zanganos atn no estin del todo claras,
podrian estar relacionadas con su falta de participacion en las tareas realizadas
por las obreras. No obstante, su contacto con ellas y con el entorno de la
colmena les permite compartir ciertas bacterias.
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Figura 3. Bacterias intestinales predominantes en las castas reproductivas.

3.5. Factores influyentes en la microbiota intestinal

Como ya se ha mencionado anteriormente, la composiciéon de la
microbiota intestinal de las abejas adultas es estable a partir del séptimo dia
tras la emergencia. Sin embargo, existen ciertos factores que hacen que haya
una variabilidad en la abundancia de las comunidades bacterianas troncales,
tanto a nivel individual como a nivel de la colonia. Entre ellas, podemos
diferenciar la edad de la abeja, la estacion del afio y la nutricion.

Aunque de forma general la microbiota de las obreras esta bien
caracterizada, puede existir mucha variabilidad en la abundancia de las

bacterias troncales incluso en abejas de la misma edad y de la misma colmena
(Moran e# al. 2012; Powell et al. 2014; Kapheim ez al. 2015).

En lineas generales, se ha observado que tanto bacterias troncales
como no troncales colonizan primero el fleon y posteriormente el recto en el
transcurso de 2 dias tras la emergencia (Powell ¢f a/. 2014). A esta fase inicial
de colonizacién le sigue un rapido establecimiento de los taxones troncales
entre los 4 y 6 dias tras la emergencia, mostrandose diferenciacién entre las
partes del intestino a partir del tercer dfa de edad.

En el primer dia tras la emergencia, el intestino estd dominado por
especies bacterianas no caracteristicas de la microbiota intestinal de las abejas
(Powell et al., 2014) y por especies del género Lactobacillus (Cai et al. 2022). Las
especies G. apicola, S. alvi, F. perrara 'y Bo. apis comienzan a colonizar el intestino
de las abejas especialmente a partir del segundo dia tras la emergencia (Powell
et al. 2014; Dong et al. 2020; Cai et al. 2022). Esto se debe principalmente al
cambio en la dieta que experimentan las abejas tras su emergencia,
comenzando a consumir grandes cantidades de polen (Toth ez a/. 2005; Toth y
Robinson 2005). Ademas, también contribuye el cambio de entorno en el que
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van a desarrollarse, dado que hasta el momento han pasado su vida dentro de

la celdilla (Dong ez al. 2020).

Entre el primer y el tercer dfas tras la emergencia, las principales tareas
de las obreras incluyen la limpieza de las celdillas, el cuidado y la alimentacién
de la cria y de la reina (Seeley 1982). Durante este periodo, la abundancia de
las especies de Commensalibacter spp., Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp. y
Bifidobacterium spp. también comienza a aumentar (Martinson, Moy y Moran
2012; Guo ez al. 2015; Anderson et al. 2016; Dong et al. 2020). Como ya se ha
seflalado previamente, estas bacterias son de gran ayuda para la absorcion de
nutrientes y la proteccion de las abejas. Ademas, una mayor abundancia de
Bifidobacterinm spp. podria ser un indicador de desarrollo de las obreras, gracias
a la estimulaciéon de la producciéon de metabolitos del hospedador como
prostaglandinas y derivados de la hormona juvenil, que como se ha
mencionado anteriormente, tienen un papel clave en la inmunidad y la

fisiologia de las abejas.

En los dias posteriores, entre el cuarto y duodécimo dfa tras emerger,
las tareas de las abejas cambian, centrandose en la alimentacion de otras abejas
de la colonia, la ventilaciéon de la colmena y la formacién del panal (Seeley
1982; Crailsheim ez /. 1992). En este punto, la abundancia de las bacterias
intestinales se mantiene estable, metabolizando la variedad de compuestos
procedentes de la dieta de la abeja y proporcionando muchos nutrientes y
energia que garantizan la realizacién efectiva de las tareas en esta etapa (Dong
et al. 2020).

Entre los dias decimotercero y vigesimoprimero tras la emergencia, las
abejas se encargan de la recepcion del polen y del néctar que traen las
pecoreadoras del exterior de la colmena, transformandolos en pan de abeja y
miel, respectivamente, para su almacenamiento (Seeley 1982). En este punto
parece que la abundancia de 4. kunkeei aumenta, debido principalmente a la
entrada de alimento externo ya que es una bacteria asociada a muchas flores
(Endo e al. 2012; McFrederick e al. 2012; Neveling, Endo y Dicks 2012) vy,
ademas, es encontrada en una proporcion elevada, junto con Bo. apis, en el
polen almacenado (Anderson ef al. 2013; 2014; Dong et al. 2020). Estas
bacterias también estan asociadas a ambientes acidos como la miel y la jalea
real (Vojvodic, Rehan y Anderson 2013; Corby-Harris ez al. 2014) por lo que
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se piensa que podrian desempenar papeles clave en el almacenamiento de
alimentos y la salud de las larvas (Anderson ez al. 2013; Corby-Hartis ez al.
2014).

A partir del dia vigesimoprimero, las obreras empiezan a salir de la
colmena realizando inicialmente tareas de defensa de la colmena vy,
posteriormente, de pecorea en busca de néctar, polen, propdleos y agua (Seeley
1982). Durante este periodo, se ha observado una disminuciéon de la
abundancia de bacterias pertenecientes a Gammaproteobacteria (G. apicolay F.
perrara), Bifidobacterium spp. y Bacillota (Hroncova ef al. 2015; Rothman ef 4.
2018; Dong et al. 2020). Esto se debe a que estas abejas mas viejas apenas
consumen polen y se alimentan exclusivamente de miel y néctar, alimentos
ricos en carbohidratos que les aportaran la energifa necesaria para el vuelo
(Corby-Harris, Maes y Anderson 2014).

Otro factor que influye en la microbiota intestinal es la estacion del ano
(Kwong y Moran 2016b; Jabal-Uriel ez /. 2022a). La actividad de las abejas esta
estrechamente relacionada con la disponibilidad de los recursos florales, por
lo que los cambios producidos en las comunidades bacterianas muy
probablemente se deban a los cambios de floracién que se dan a lo largo del
afio (Subotic ef 2/ 2019). La primavera marca el inicio de la floracién y, desde
este momento hasta el otofio, es el periodo de tiempo en el que las
pecoreadoras tienen una mayor actividad, coincidiendo con un aumento en la
abundancia de G. apicola (Ludvigsen et al. 2015). Durante el otofio, las abejas
empiezan a prepararse para la invernada y las nuevas obreras que nacen se
denominan abejas de invierno, que tienen una esperanza de vida mas larga (de
3 a 6 meses) frente a los 25-35 dias de las abejas estivales (Winston 1991;
Amdam y Ombholt 2002; Doke, Frazier y Grozinger 2015; Kunc ef a/. 2019).
Estas abejas desempefian un papel crucial para asegurar la supervivencia de la
colonia durante el invierno en ausencia de cria. En esta época, entre los meses
de septiembre y noviembre, se observa un aumento de la abundancia de §. a/:
(Bleau ez al. 2020b), aunque las diferencias entre las pecoreadoras de primavera
y el otofio son minimas (Corby-Harris, Maes y Anderson 2014). No obstante,
también se ha observado una mayor abundancia de S. a/7 en primavera en
comparacion con el otoflo, aunque en este caso se tratara de abejas del interior
de la colmena (Jabal-Utriel e al. 2022a).
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Cuando llega la temporada frfa, las abejas se agrupan en el interior de
la colmena y no salen de ella para conservar el calor y mantener una
temperatura adecuada, alimentandose de las reservas acumuladas (pan de abeja
y miel) que han recolectado durante la primavera y el otofio. Ademas, retienen
sus heces durante el invierno, lo que repercute en la microbiota intestinal,
haciendo que las abejas de invierno alberguen una comunidad bacteriana mas
abundante en comparacién con las abejas estivales (Kesnerova ez a/. 2020), con

niveles mas altos principalmente de Comzmensalibacter spp. y Ba. apis.

En regiones tropicales y subtropicales, donde las variaciones
estacionales son menos pronunciadas y las abejas emergen constantemente a
lo largo del afio, las nodrizas muestran una mayor diversidad bacteriana en
primavera y menor en verano e invierno. Sin embargo, en primavera dominan
los Bomibilactobacillus spp. y Lactobacillus spp.; mientras que en verano e invierno
G. apicolay S. alvi son las mas abundantes (Castelli e a/. 2022).

Uno de los factores mas importantes, tanto para el buen desarrollo de
las abejas como el de su microbiota intestinal, es la alimentacion (Wang e al.
2020; Saelao e al. 2020). La calidad de la nutricion de las abejas se caracteriza
por una alimentacion rica en nutrientes obtenidos de una amplia variedad de
recursos florales. Sin embargo, los efectos del cambio climatico y de las
practicas actuales del uso de la tierra centradas en monocultivos provocan una
pérdida muy significativa de la diversidad floral en muchas zonas del planeta
(Neov et al. 2019; Villagomez ez al. 2021). Esto determina que las colonias de
abejas meliferas a menudo se encuentran en entornos que carecen de la
diversidad de polen adecuada o con un valor nutritivo bajo, lo que aumenta el
consumo de polen almacenado para hacer frente a la escasez de nutrientes (D1
Pasquale ¢z al. 20106).

Adicionalmente, se ha demostrado que una alimentacién a base de
polen de baja calidad nutricional, con menor porcentaje de proteinas, bajo
contenido en lipidos y ausencia de algunos aminoacidos esenciales, puede
ocasionar un estrés nutricional a las abejas (Invernizzi ¢f al. 2011; Branchiccela
et al. 2019), produciendo alteraciones en la microbiota intestinal y favoreciendo
el desarrollo de patégenos (Castelli er a/ 2020). Ademas, se ha asociado
directamente con una disminucién de la cria y de la poblaciéon general de
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abejas, lo que contribuye a una mayor pérdida de colonias (Branchiccela ez 4.
2019).

Por otro lado, inicialmente se pensaba que el valor nutritivo del polen
almacenado aumentaba con el tiempo (Anderson e al. 2014), pero estudios
recientes han revelado que las obreras jovenes que consumen dietas
envejecidas experimentan alteraciones en el torax, glandulas hipofaringeas y en
los musculos de vuelo, que se traducen en un pecoreo ineficaz en las etapas
adultas; asf como alteraciones en la microbiota intestinal, llevando consigo a

un aumento en la mortalidad (Maes ¢# a/. 2016).

Ademas, cuando la alimentacion de las abejas se reduce a polen
monofloral de baja calidad, las comunidades bacterianas se ven modificadas,
aumentando la abundancia de la bacteria Ba. apis. En contraste, cuando la
alimentacién es a base de polen multifloral, la abundancia de las especies como
Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp. y Bifidobacterinm spp. aumenta (Castelli
et al. 2020). De nuevo, una mayor abundancia de estas ultimas especies con
una alimentacién de alto valor nutritivo parece convertirlas en un marcador

del estado de salud de las abejas asociado a una microbiota sana.

Este conjunto de hallazgos pone de manifiesto la necesidad de
emplazar las colmenas en entornos que les aseguren el acceso a diversidad
floral que le proporcione los multiples nutrientes que necesitan para mantener
una microbiota sana, mejorando asi la viabilidad de las abejas y de la colonia.
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3.6. Microbiota intestinal no bacteriana

El intestino de la abeja melifera también alberga otros
microorganismos como hongos, levaduras y virus, a los cuales hasta hace unos
afios no se les han dedicado tantos estudios en comparacion con los realizados
sobre el componente bacteriano de la microbiota de las abejas meliferas
(Ludvigsen ez al. 2015; Callegari ez al. 2021).

Aunque hay pocos estudios, se conoce que las poblaciones fungicas no
son tan abundantes como las bacterianas en el intestino del hospedador, pero
si desempefian un papel en la homeostasis intestinal estableciendo
interacciones espaciales y tréficas entre los microorganismos del intestino y
ofreciendo un apoyo nutricional esencial para el hospedador al proporcionar
enzimas, aminoacidos esenciales y vitaminas (Stefanini 2018; Tauber ez /.
2019). Ademas, estas poblaciones fingicas persisten en el intestino de las
abejas tras su desarrollo metamorfico, aunque en frecuencias muy bajas, siendo
predominante levaduras del género Saccharomyces (Yun et al. 2018; Tauber e al.
2019).

Al igual que las poblaciones bacterianas, los hongos y las levaduras
también poseen una compartimentalizacién a lo largo del tracto digestivo de
la abeja adulta (Callegari ez a/ 2021). El buche melario alberga una mayor
variedad de comunidades fungicas en comparacion con los demas
compartimentos del intestino. En el buche se han identificado diversos
géneros fangicos como Hanseniaspora, Penicillinm, Cladosporium, Malassezia,
Starmerella y Candida. No obstante, la abundancia de Cladosporium, Penicillium,
Candida y Malassezia se reduce a lo largo del tracto intestinal, siendo
Hanseniaspora y Starmerella las especies predominantes en el intestino medio, el
ileon y el recto.

Ademas, en funcién de la subespecie de abejas, se ha observado que
existen diferencias en las especies de levaduras. Por ejemplo, en la subespecie
de abejas Apis mellifera ligiistica, especies de los géneros Hanseniaspora y
Starmerella parecen ser predominantes en los compartimentos del intestino
medio, ileon y recto. Sin embargo, en la subespecie de abejas A. mellifera
Jemenitica, no se observa la presencia de estas especies, pero se han identificado

especies del género Zygosaccharomyces como las predominantes (Callegari ez a/.
2021).
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Otro grupo de microorganismos de los que se han realizado muy pocos
estudios son los bacteriéfagos o fagos, virus que infectan bacterias, y que han
demostrado ser importantes agentes de cambio en las especies bacterianas
intestinales. En los pocos estudios existentes acerca de estos organismos en
abejas (Bonilla-Rosso ¢ a/. 2020; Deboutte e al. 2020), se ha podido observar
una gran diversidad de fagos, que abarcan diferentes taxones virales, y que
estan dirigidos a las principales especies bacterianas de la microbiota intestinal,
infectando principalmente a bacterias de los géneros Bifidobacterium,
Bombilactobacillus, Lactobacillus y Gilliamella, aunque también se han encontrado
en menor proporcion en F. perrara, S. alviy Commensalibacter spp.

Sin embargo, cémo afectan exactamente a las bacterias que son
infectadas atin se desconoce. Se han identificado multiples genes metabodlicos
que podrian poseer el potencial de intervenir en rutas metabdlicas como el
metabolismo energético y el metabolismo de los carbohidratos (Bonilla-Rosso
et al. 2020; Deboutte e al. 2020). Ademas, también podrian estar involucradas
en la formacion de biopeliculas y en la capacidad de movimiento en respuesta
a estimulos quimicos (quimiotaxis) y, por tanto, interferir en los procesos
microbianos a nivel de poblacién bacteriana. Adicionalmente, se han
descubierto cuatro grupos de genes de bacteriocinas, lo que hace suponer que
tienen el potencial de ejercer un efecto sobre otras bacterias del mismo
ecosistema en el intestino de las abejas. Por tanto, la comunidad viral posee un
potencial papel en el intestino y el metabolismo microbiano y, por tanto,
podrian influir en el desarrollo, la salud y la homeostasis intestinal de las abejas.

4. PARASITOS INTESTINALES DE LAS ABEJAS

Ademas de los microorganismos que forman parte de la microbiota
intestinal de las abejas meliferas, podemos encontrar también parasitos que se
alojan en el tracto digestivo donde desempefian su acciéon patogena. En esta
revisiéon nos centramos en los microsporidios y en los tripanosomatidos por
su prevalencia y patogenicidad.

4.1. Microsporidios

Dada la mayor importancia sanitaria de Noseza ceranae, esta revision
bibliografica se centra en esta especie, haciendo también referencia a las
diferencias principales con Nosezza apis.
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4.1.1. Principales especies de microsporidios en abejas meliferas

Los microsporidios son microorganismos eucariotas intracelulares,
parasitos obligados y formadores de esporas pertenecientes al Orden
Microsporidia. Son capaces de infectar practicamente todos los filos y clases
de vertebrados e invertebrados (Wittnet y Weiss 1999; Weiss 2003; Han y
Weiss 2017). Su clasificacion taxonémica ha sido objeto de debate, ya que en
un principio se consideraron protozoos hasta que en el ano 2005 fueron
reclasificados e introducidos en el reino Fungi (Adl ¢# 4/ 2005). Sin embargo,
los ultimos estudios filogenéticos han hecho que se clasifiquen como una rama

divergente de los Fungi (Bass e a/. 2018).

Actualmente, se conocen tres especies que infectan a A. mellifera:
Nosema apis (Zander 1909), Nosema ceranae (Higes, Martin-Hernandez y Meana
2006) y Nosema neumanni (Chemurot et al. 2017). Esta dltima especie fue
identificada en abejas de Uganda, y se posee muy poca informacioén sobre su
area de distribucién, aunque aparentemente su presencia se limita a Africa. Sin
embargo, las dos primeras especies, se encuentran extendidas por todo el
planeta y su accion patégena esta muy bien descrita, produciendo las
enfermedades conocidas como nosemosis tipo A y tipo C, respectivamente
(Higes, Martin-Hernandez y Meana 2010). Cada una de ellas presenta un
cuadro clinico diferente, que afecta de forma desigual a la viabilidad de las
colonias que, en funcién de su frecuencia y grado de patogenicidad, tienen
consecuencias para la viabilidad de las colonias (revisado por Martin-
Hernandez et al. 2018). Adicionalmente, se ha descrito una cuarta especie,
Nosema thomsoni, en abejas meliferas de Espafia y Japon (Bartolomé ef a/. 2020
Takashima, Ohari y Itagaki 2021), pero se desconoce si causa infecciéon en
estos 1nsectos.

N. apis se describié por primera vez en A. mellifera a principios del siglo
XX y era considerada la tnica especie que infectaba a las abejas meliferas
(Zander 1909). A finales del siglo XX, se descubrié N. ceranae en la abeja
asiatica A. cerana, concretamente en China, por lo que se piensa que esta
especie podria ser el hospedador original y que coevolucioné con ella (Fries ez
al. 1996) pero la realidad es que se desconoce cual es el hospedador original de
N. ceranae. Posteriormente, esta especie fue descrita en colonias de A. mellifera
en Espafia (Higes, Martin-Hernandez y Meana 2006) y Taiwan (Huang e# /.
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2007), siendo asociada en el primer caso a pérdidas masivas de colonias de

abejas.

En anilisis retrospectivos realizados a partir de este momento, se
detectd en Estados Unidos, China, Vietnam, Brasil y varios paises de Europa
(Cox-Foster et al. 2007; Klee e al. 2007; Martin-Hernandez ez al. 2007; Paxton
et al. 2007). Ademas, el analisis de muestras de abejas recientes e historicas
revelaron que N. ceranae tenfa un rango geografico y de hospedadores muy
amplio, expandido desde décadas anteriores a sus primeras detecciones en
Europa, Asia y América (Fries ez al. 1996; Higes, Martin-Hernandez y Meana
20006; Cox-Foster ez al. 2007, Huang ez al. 2007).

En las ultimas décadas, N. ceranae ha sido detectada en paises
geograficamente distantes como Australia (Giersch e al 2009), Japon
(Yoshiyama y Kimura 2011), Chile (Martinez, Leal y Conget 2012), Jordania
(Haddad 2014), Arabia Saud{ (Ansari ez al. 2017), o Siberia (Tokarev ez al. 2018).
También se ha encontrado en otras especies de abejas meliferas como _Apis
florea, Apis dorsata y Apis koschevnikovi (Chaimanee, Warrit y Chantawannakul
2010; Botias ez al. 2012). Ademas, diferentes estudios sugieren que N. ceranae
ha podido saltar a través de otras especies, incluyendo especies de los géneros
Bombus (abejorros), Osmia (abejas solitarias albafiiles), Andrena (abejas solitarias
de la arena) y Melipona, Tetragonisca y Scaptotrigona (abejas sociales sin aguijon)
aumentando de esta manera su impacto en las poblaciones de polinizadores
(Martin-Hernandez et al. 2018).

Aunque no se conoce en qué momento se produjo el primer contacto
entre N. ceranae y A. mellifera, se piensa que la introduccion en Asia de colonias
de A. mellifera, debido a su mayor producciéon de miel, facilité el contacto con
las colonias de abejas autoctonas y, por tanto, con sus parasitos (1 arroa
Jacobsoni, 1V arroa destructor y IN. ceranae) produciéndose el salto a una nueva
especie de abeja y adaptandose rapidamente a ella (Martin-Hernandez ez /.
2007; Huang ez al. 2007). Adicionalmente, el comercio internacional de abejas
por todo el mundo podria haber favorecido la diseminacion rapida de estos
patégenos, empezandose a identificar N. ceranae en muchas poblaciones de
abejas en todo el mundo (Higes, Martin-Hernandez y Meana 20006; Klee ¢z 4.
2007; Huang ez a/. 2008). Ademas, la mayor resistencia a la desecacion y al calor
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de N. ceranae con respecto a N. apis podria explicar su adaptacién a climas
templados y calidos (Fenoy ez a/. 2009; Martin-Hernandez ¢ al. 2009).

Hoy en dfa, N. ceranae no solo es mas prevalente que N. apis en las
colonias de abejas a pesar de haber sido descrita posteriormente, sino que en
muchas regiones del planeta es la unica especie encontrada (Fries 2010; Botias
etal. 2012; Gisder ez al. 2017; Martin-Hernandez e a/. 2018; Buendia ez al. 2018).

4.1.2. Estructuras celulares caracteristicas

Las esporas son las formas de resistencia y de transmision de estos
organismos. Estan formadas por una pared celular con dos membranas
diferenciadas que les permite adquirir una gran resistencia condiciones
climaticas adversas, la exospora y la endospora (Higes ez a/. 2007) (Figura 3).
El interior de la espora esta formado por el esporoplasma, en el cual se
encuentra el disco de anclaje, el filamento polar y el diplocarion (nicleo doble),
ademas de algunos ribosomas y una vacuola (Han y Weiss 2017). Carecen de
algunos organulos celulares como las mitocondrias, el aparato de Golgi y
peroxisomas, por lo que dependen en gran medida de la energfa del

hospedador para llevar a cabo su desarrollo y reproducirse rapidamente (Burri
et al. 2006; Cornman ez al. 2009).
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Figura 5. Esquema de los componentes celulares de una espora de IN. ceranae. Fuente: original.
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4.1.3. Ciclo biologico

La infeccion de N. apis y N. ceranae se produce en las células epiteliales
del intestino medio, donde desarrollan su ciclo biologico (Higes ez al. 2020a).
Dicho ciclo consta de 3 fases: germinacién, merogonia y esporogonia.

En la fase de germinacién, las esporas llegan al intestino medio de la
abeja y transfieren el material infectivo (esporoplasma) a la célula del
hospedador mediante el filamento polar (Higes ez al. 2007; Texier et al. 2010;
Gisder et al. 2011).

Durante la fase de merogonia, el esporoplasma crece en tamafio y se
desarrolla a meronte, con una nueva membrana, una regién nuclear
diferenciada y organulos muy poco desarrollados (Wittnet y Weiss 1999; Higes
et al. 2007). Los merontes se multiplican de manera exponencial mediante
reproduccion asexual por fisiéon binaria, lo que resulta en un aumento del

namero de parasitos intracelulares (Higes ez a/ 2007).

En la fase de esporogonia, los merontes pasan a esporontes, que se
caracterizan por el aumento del reticulo endoplasmico y los ribosomas, ademas
de que se inicia la producciéon de un material electrodenso con el que se
formara la futura exospora (Higes e al., 2007). Tras esto, los esporontes se
vuelven a dividir por fision binaria una vez mas y se forman dos esporoblastos,
a partir de los cuales se desarrolla la primera generacién de esporas primarias
binucleadas (Higes e 2/ 2007; Han y Weiss 2017; Han, Takvorian y Weiss
2020). Estas esporas primarias tienen una exospora no muy desarrollada y
llevan a cabo la germinacion intracelular infectando a las células adyacentes
con su filamento polar (Higes ez a/. 2007; Gisder ez a/. 2011). Una vez en ellas,
se obtiene una segunda generacion de merontes que originaran esporas
secundarias con una endospora mas gruesa (Bigliardi y Sacchi 2001; Huang y
Solter 2013). Por tanto, en una misma célula del ventriculo de la abeja podemos
encontrar esporas primarias, secundarias y germinadas (Higes ez a/. 2007).
Finalmente, la célula epitelial se encuentra llena de parasitos y se produce su
lisis, liberandose las esporas secundarias a la luz del intestino (Higes e a/. 2007,
Huang y Solter 2013). Las esporas liberadas infectan de la misma manera
nuevas células epiteliales del ventriculo y en cuestién de pocas semanas la
infeccion se extiende por todo el epitelio, empezando desde la parte posterior
y finalizando en la anterior (Fries 1988; Higes e# a/. 2007).
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Figura 6. Imagen de microscopia 6ptica (MO) del epitelio del ventriculo infectado con esporas
de N. cerenae a los 7 dias tras la infeccién a la izquierda; e imagen de microscopia electrénica de
transmision (MET) de células con esporas de N. ceranae en su interior a los 3 dias tras la infeccion,
a la derecha. M: Merontes; EM: Esporas maduras. Fuente: fotografias del CIAPA.

4.1.4. Transmision

Las esporas, al liberarse a la luz del tracto digestivo salen con las heces
y asi pueden infectar a otras obreras por via fecal-oral mediante la ingesta de
alimento o agua contaminadas o durante las labores de limpieza llevadas a cabo
en el interior de las colonias (Smith 2012; Huang y Solter 2013). También se
han encontrado esporas en el polen, la cera, la miel, la jalea real y en el semen
de los zanganos (Cox-Foster ez al. 2007; Higes ez al. 2008a; Giersch e al. 2009;
Maclnnis, Keddie y Pernal 2020).

Aunque infecta principalmente a las abejas adultas, en estudios
realizados tanto en condiciones de laboratorio (Eiri ez a/. 2015; BenVau y Nieh
2017) como en condiciones de campo (Urbieta-Magro ez a/ 2019a), se ha
observado que las larvas y las pupas pueden infectarse con N. ceranae, aunque
el nivel de infeccién en campo parece ser muy bajo (Urbieta-Magro ez al.
2019a). Estas infecciones pueden tener diversas repercusiones patologicas en
la etapa adulta posterior de las abejas, disminuyendo su esperanza de vida,
acelerando el polietismo (determinadas funciones en funcién de la edad de la
abeja) y, por lo tanto, alterando el equilibro de la colonia.

Los zanganos juegan un papel importante en la transmisiéon ya que
durante la primavera tienen libre circulacién entre colmenas y son alimentados
por las obreras (Smith 2012; Huang e a/. 2012). Existe cierta controversia en
cuanto a la susceptibilidad de la infeccién en los zanganos, dado que se ha
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observado que son mas susceptibles a la infeccién por N. ceranae que las abejas
obreras (Retschnig ¢f a/. 2014) y se encuentran frecuentemente infectados en
las colonias de abejas (Traver y Fell 2011; Martin-Hernandez ez al. 2012), pero
también tienen una mayor capacidad para tolerar la infeccion (Huang ef 4.
2012). También se han encontrado esporas en el semen de los zanganos, por
lo que el contacto sexual también podria ser una via de transmisién horizontal
del microsporidio (Traver y Fell 2011; Peng ez al. 2015; Roberts ez al. 2015).

La transmisiéon podria producirse también en las flores, que pueden
contaminarse con las esporas tras la visita de abejas u otros polinizadores
infectados con el patégeno (Graystock, Goulson y Hughes 2014; 2015; Miiller,
McMahon y Rolff 2019). También se han encontrado esporas viables de .
ceranae en las egagropilas de abejarucos (Higes e al. 2008b; Valera, Martin-
Hernandez y Higes 2011; Valera e al. 2017). Estas aves se alimentan
principalmente de abejas meliferas, por lo que las egagrépilas estan
compuestas por exoesqueletos de las abejas de las que se han alimentado.
Dado que estas aves son migratorias y que las esporas de N. ceranae son
altamente resistentes, pueden actuar como focos de diseminaciéon del
microsporidio entre diferentes zonas geograficas en las que nidifican o realizan
sus vuelos migratorios.

Estas vias de diseminacién de esporas, sumado al creciente comercio
de abejas, asi como del movimiento de colonias para trashumancia y de
material apicola contaminado, han favorecido la rapida dispersion de IN.

ceranae, como sucede con otros patdgenos, a nivel nacional e internacional.
4.1.5. Efectos en la salud de las abejas

Como ya se ha mencionado, el parasito infecta y se desarrolla en el
interior de las células de epiteliales del ventriculo (Higes ez al. 2020a)
produciendo lesiones en el tejido que se van agravando a medida que la
infeccion se extiende (Higes ef al. 2007; Higes et al. 2008c; Higes, Martin-
Hernandez y Meana 2010) y, por consiguiente, pudiendo llegar a provocar su

muerte, comprometiendo la funcionalidad de este 6rgano.

Dado que el ventriculo es el principal lugar de digestion del alimento y
donde se produce la absorciéon de ciertos nutrientes, la lisis de las células
epiteliales genera alteraciones en la funcion digestiva (Panek e a/. 2018). Se ha
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observado que las membranas peritroficas tienen un papel importante en la
proteccion frente a la infeccién por N. ceranae al retrasar el periodo de infeccion
y reducir el nimero de nuevas esporas producidas (de Oliveira ez al. 2023). Por
lo tanto, si las células epiteliales estan destruidas (Higes ez a/. 2007; Higes ez al.
2020a), no desarrollan adecuadamente la matriz peritréfica y no ejerce su
funcién como barrera protectora contra los dafios mecanicos producidos por

los alimentos ni frente a otros microorganismos, lo que agrava la situacion.

Se ha descrito que la infeccién afecta al metabolismo de la abeja
mediante alteraciones de las rutas metabdlicas de los carbohidratos (Holt,
Aronstein y Grozinger 2013; Paris ez al. 2017), ya que el microsporidio utiliza
estos compuestos para completar su ciclo biologico (Aufauvre ez al. 2014
Vidau e al. 2014). También se ha observado un aumento en la pérdida de
proteinas y lipidos en la abeja (Li, Chen y Cook 2018; Li e a/. 2019), lo que
podria ser el origen de estrés energético que induce al aumento en el consumo
de alimento por parte de la abeja desencadenando cambios fisiol6gicos (Alaux
et al. 2011; Martin-Hernandez ef a/. 2011; Vidau et al. 2014). Este estrés
energético provoca alteraciones severas en oOrganos importantes como el
cerebro y las glandulas hipofaringeas (Aufauvre e a/ 2014; Li ef al. 2019). Al
afectarse el desarrollo de las glandulas hipofaringeas (Wang y Moeller 1971;
Alaux e al. 2011; Jack et al. 2016), también se ve comprometida la produccion
de jalea real, que influira en la nutriciéon de los demas individuos de la colonia.

También se han observado alteraciones en el sistema inmunitario de la
abeja relacionadas con una reducciéon de las transcripciéon de genes
involucrados en la respuesta humoral (Antinez ez a/. 2009; Chaimanee e7 al.
2014; Aufauvre et al. 2014), lo que puede disminuir su capacidad defensiva
frente al microsporidio y otros patégenos. Ademas, se ha sugerido un
mecanismo de los microsporidios para evadir la respuesta inmunitaria del
hospedador mediante la inhibicién de la apoptosis de las células epiteliales
infectadas (Higes ¢f al. 2013a; Kurze e al. 2015; Martin-Hernandez ez a/. 2017),
lo que permite que el parasito se reproduzca antes de que se destruya la célula.

También produce alteraciones hormonales inhibiendo la produccion
de vitelogenina, una hormona que se encuentra en niveles altos en las abejas
nodrizas y que regula la funcion de alimentacion de las larvas (Dussaubat ez al.
2013; Garrido ez al. 2016); y estimula la produccion de hormona juvenil,
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caracteristica de las pecoreadoras y que esta relacionada con el
comportamiento de la pecorea (Dussaubat ez al. 2012; Ares et al. 2012;
Goblirsch, Huang y Spivak 2013). Esto provoca una aceleracion de la
transicion de abejas nodrizas a abejas pecoreadoras (Higes ef al. 2008¢; Lecocq
et al. 2016; Fleites-Ayil, Quezada-Euan y Medina-Medina 2018). Este cambio
de tarea repentino no soélo reduce la dedicacion al cuidado a la cria, sino que
también afecta a la eficiencia en las funciones de pecoreo. De hecho, el vuelo
de las abejas infectadas es menos efectivo ya que recogen menor cantidad de
néctar y polen (Dussaubat ¢ a/. 2013; Naug 2014) y que su tasa de retorno a la
colmena es menor debido a la pérdida de la orientacion, pérdida de memoria
y de aprendizaje olfativo (Kralj y Fuchs 2010; Wolf ez 2/ 2014; Gage et al. 2018).
Todo esto se traduce en un menor almacenamiento de alimento y en una
reduccion de la poblacion de abejas en la colmena, aumentando la probabilidad
de la muerte de la colonia en los meses de invierno o, en caso de sobrevivir,
llegando muy debilitada al inicio de la primavera (Higes ez 2/ 2008c; Higes,
Martin-Hernandez y Meana 2010; Higes e7 a/. 2013a; Botias ¢f al. 2013).

Todas estas alteraciones que produce la infeccion por N. ceranae a nivel
individual en las abejas tienen su repercusion a nivel de colonia. En el CIAPA
de Marchamalo, durante un periodo de 2 afos, se llevd a cabo la
monitorizaciéon de un apiario para describir el desarrollo de la infecciéon en
colonias infectadas de forma natural permitiendo identificar 4 fases de la
infeccion (Higes ez al. 2008c). La primera fase es el inicio de la infeccion, que
se da en los meses de primavera y es asintomatica. Se caracteriza por haber un
porcentaje de abejas infectadas por debajo del 60% y con un aumento de la
infeccion en verano (Martin-Hernandez ez a/. 2012). En la segunda fase, la reina
continua la puesta de huevos durante el invierno, que es un comportamiento
inusual en la region donde se llevo a cabo el estudio, y también se observa un
disminucién en la produccion de miel. La tercera fase tiene lugar al comienzo
de la siguiente primavera, y en ella se observa un desarrollo rapido de la colonia
debido a una puesta elevada de la reina, de tal manera que casi todos los
cuadros de la colmena tienen cria. De esta manera, la colonia, aparentemente,
parece estar fuerte pero realmente no se traduce en un aumento de la
poblacién ya que el nacimiento de nuevas abejas no compensa el numero de
abejas que mueren por la infeccién. Este comportamiento de la reina se alarga
hasta el otofio. En la cuarta fase, se observa una disminucién de la cria, debido
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probablemente al agotamiento de la reina. Si esta fase tiene lugar en los meses
frios, la poblacion de abejas es muy reducida y no pueden mantener la
temperatura de la colonia. Debido a esto, después de un tiempo, la reina y las
obreras mueren a causa del frio (Higes ez a/. 2010; Higes et al. 2013b; Botias ez
al. 2013). Sin embargo, si la colonia consigue sobrevivir al invierno, el
porcentaje de abejas de interior y pecoreadoras infectadas es elevado por lo
que llegan a la primavera muy debilitadas y, por lo general, la colonia no es
capaz de prosperar (Higes ez a/. 2009).

Por todo ello, N. ceranae se considera un patégeno causante de
importantes pérdidas de colonias en todo el mundo, especialmente debido a

su elevada prevalencia en todo el planeta.
4.1.6. N. ceranaey microbiota intestinal

Dadas las lesiones que produce N. ceranae en el intestino medio y la
consiguiente alteracién en la funcién digestiva, es muy probable que las

comunidades bacterias del intestino posterior se vean afectadas.

Hasta el momento, se han desarrollado algunos trabajos en los que se
han observado asociaciones positivas entre la microbiota intestinal y la
infeccion por N. ceranae. En las abejas infectadas con el microsporidio, se
encontrd en una mayor abundancia de G. apicola (Rubanov ef al. 2019; Castelli
et al. 2020), Bifidobacterium spp. (Lhang et al. 2019; Castelli ez al. 2020; Alberoni,
Di Gioia y Baffoni 2023) y S. a/vi (Panjad ez al. 2021). Esta tltima también se
asoci6 positivamente con la infeccion en A. cerana (Huang et al. 2018). Otros
estudios muestran una disminucién de la abundancia relativa de A. kunkeei y
Bifidobacterium spp. en abejas infectadas por N. ceranae (Naree et al. 2022) y de
Lactobacillus spp. (Rouzé et al. 2019; Alberoni, Di Gioia y Baffoni 2023). Por
otro lado, se ha podido observar que el tratamiento de las abejas con
antibidticos produce una modificacion severa en la microbiota intestinal que
parece favorecer la proliferacion de N. caranae, lo que hace indicar que las
bacterias intestinales podrian tener un papel importante en la resistencia de la
abeja a la infeccion y la replicacion del microsporidio (Li ez a/ 2017).

Todos estos trabajos tienen en comun el haber sido realizados con
abejas infectadas de forma experimental en condiciones de laboratorio,
controlando muchas de las variables a las que estan expuestas en condiciones
de campo. La gran variedad en las metodologfas utilizadas en los diferentes
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estudios hace complicada una comparacion real con los resultados obtenidos
en cada uno de ellos. Estas diferencias vienen dadas principalmente en la dosis
de esporas suministradas para la infeccion, la edad a las que se las infecta, la
duracién del estudio, la edad de la abeja en el momento del analisis, la
subespecie de abeja utilizada, si el analisis se realiza en abejas individuales o en
un grupo de abejas, o la parte del intestino analizada (medio, posterior o

entero).

Hasta el momento, son pocos los estudios en los que se haya analizado
la posible modulaciéon de la microbiota intestinal causada por la infeccion
natural de N. ceranae, y los resultados son dispares. Hubert ez al (2017),
analizando colectivamente abejas de colmenas positivas a N. ceranae y N. apis,
mostré que la infeccién por los microsporidios no influy6 en la composicion
de la microbiota intestinal. Otro trabajo seflalé que unicamente hubo
diferencias en la microbiota intestinal en abejas altamente infectadas con .
ceranae, revelando un aumento de la abundancia de bacterias pertenecientes al
filo Pseudomonadota, pero sin variaciones en la diversidad bacteriana
intestinal alfa ni en la beta (Jabal-Uriel ez a/. 2022a).

Por todo ello, actualmente hay cierta controversia sobre si la infeccién
por N. ceranae tiene la capacidad de modular la microbiota intestinal de las
abejas meliferas por si misma o si estan implicados otros factores, por lo que
es un campo que aun requiere de mas estudio.

4.2. Tripanosomatidos

4.2.1. Principales especies en abejas meliferas

Los tripanosomatidos son microorganismos eucariotas unicelulares
pertenecientes a la familia Trypanosomatidae dentro del Reino Protista
(Kaufer, Stark y Ellis 2020). Es un grupo de protozoos que esta ampliamente
distribuido geograficamente y que parasitan un amplio rango de hospedadores,
desde plantas hasta insectos y vertebrados.

La primera especie de tripanosomatido en abejas meliferas se descubrié
de Australia y se la denominé Crithidia mellificae (Langridge y McGhee 1967).
Mediante cultivos celulares se aislaron tripanosomatidos del aparato digestivo
de las abejas y determinaron su localizacién en el intestino posterior como
formas libres o esferoides adheridas a las paredes intestinales del recto, e
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incluso en las paredes del extremo posterior del ileon en los casos de
infecciones mas intensas. Unos afios después, se descubti6d Crithidia bombi (Lipa
y Triggiani 1988) en el aparato digestivo de abejorros del sur de Italia. Desde
este momento, los criterios de clasificaciéon basados en el paradigma un
parasito - un hospedador, hicieron que se aceptase que los tripanosomatidos
que se encontraban en las abejas meliferas pertenecian a la especie C. wellificae

y los que se encontraban en abejorros eran C. bombi.

Posteriormente, los avances en las técnicas de biologia molecular
permitieron el desarrollo de técnicas basadas en la deteccion de marcadores
genéticos conservados de tripanosomatidos (Cox-Foster ez a/ 2007; Meeus ef
al. 2010) y con una secuenciacion posterior, permitian la identificacién a nivel
de especie. Gracias a estas técnicas se pudo estudiar el genoma de estos
organismos y se pudieron identificar diferencias genéticas que permitieron
identificar otra especie nueva que infectaba abejorros, Crithidia expoeki
(Schmid-Hempel y Tognazzo 2010). Un afio después, se aisl6 una cepa a partir
de abejas infectadas naturalmente de la cual se secuencié su genoma vy, al

aparecer en abejas, se asumio que se trataba de C. mwellificae (Runckel ez al. 2011).

Sin embargo, unos aflos mas tarde, en un estudio realizado en nuestro
pais se compararon secuencias del gen ARNr 785 de tripanosomatidos de
abejas muestreadas en diferentes regiones, y se observo que diferfan de las
secuencias de referencia de C. wellificae disponibles en aquel momento (Cepero
et al. 2014). Debido al caracter conservado de este gen, estas diferencias
sugerfan la existencia de dos especies diferentes, lo que parecia confirmarse al
analizar el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh). No
obstante, no fue hasta el afio siguiente en el que este nuevo taxoén se
caracterizo, por las diferencias tanto genéticas como morfoldgicas a la cepa de
referencia de C. mellificae, como una nueva especie que se denominé Lotmaria

passim (Schwarz et al. 2015).

La descripcion de esta nueva especie en abejas meliferas supuso una
revolucion en la investigacion de los tripanosomatidos en todo el mundo, ya
que toda la informacion obtenida sobre prevalencia e impacto en las colonias
debia ser analizada de nuevo con el fin de asignar la especie correcta en cada
caso. Varios estudios, previos a la descripcion de L. passin, habian obtenido
secuencias genéticas de tripanosomatidos presentes en abejas y abejorros en
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diferentes partes del mundo que se asignaron a C. wellificac (Meeus et al. 2010;
Schmid-Hempel y Tognazzo 2010; Runckel ez a/. 2011; Ravoet ez al. 2013; Yang
et al. 2013; Morimoto e al. 2013). Tras el nuevo analisis de las secuencias
genéticas, se comprobé que en realidad se trataban de L. passim, haciendo
evidente que la situaciéon era muy diferente a la contemplada hasta ese

momento.

A partir de ese punto, y debido a que eran dos las especies que podian
infectar las abejas, se investigd en el desarrollo de métodos basados en la
reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR) que
permitieran la identificacién especifica a partir de una sola reacciéon (Arismendi
et al. 2016; Stevanovic ef al. 2016; Bartolomé ef al. 2018). Estas nuevas técnicas
mostraron elevadas prevalencias de tripanosomatidos en las colonias de abejas,
por lo que se empezé a sugerir una posible asociacién entre estos organismos
y el aumento de la mortalidad de las colonias de abejas (Vejnovic ez al. 2018,
Xu ez al. 2018; Williams, Tripodi y Szalanski 2019; Castelli ez 2/ 2019; Hall ez al.
2021; Bordin e al. 2022). El uso de cebadores especificos junto con las nuevas
tecnologias de secuenciacion revelé que en realidad era L. passim la especie
predominante a nivel global y no C. mellificae, y que otras especies de
tripanosomatidos comunes en otras especies de himenoépteros como C. bowmbi
y C. expoeki en abejorros o Crithidia acanthocephalli, capaz de proliferar en otros
ordenes de insectos como dipteros, ortépteros o coledpteros (Hanson vy
McGhee 1963; Schmittner y McGhee 1970), también se encuentran presentes
en las colonias de abejas meliferas (Bartolomé ez a/. 2020).

4.2.2. Estructuras celulares caracteristicas

Estos organismos poseen una morfologia celular caracteristica y
distintiva de su grupo en la que destaca la presencia de una masa de circulos
encadenados de ADN que representa aproximadamente el 30% del genoma
de la célula denominado kinetoplasto (ADNKk) (Fidalgo y Gille 2011), situado
dentro de su unica mitocondria (Figura 5). Esta tltima es la encargada de
realizar la fosforilacion oxidativa para la produccion de energia (Stephens ez 4.
2007). También poseen un unico flagelo en la parte anterior de la célula que
juega un papel fundamental en las interacciones con el hospedador, ya que
mediante cambios en su morfologia permite evadir sus defensas o adherirse al
epitelio intestinal del hospedador (LLopes 2010). Por otro lado, poseen otros

organulos caracteristicos como son los glicosomas, donde se realiza la
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glucolisis (Parsons 2004); y los acidocalcisomas, donde se almacenan

elementos inorganicos como el calcio, el zinc, el magnesio o el potasio
(Docampo et al. 2005).

Membrana Glicosoma

plasmética >

Ribosoma Acidocalcisoma

Reticulo
Endoplasmatico

Ntcleo
Rugoso

Aparato ) ‘
de Golgi — Kinetoplasto
|- Sacoflagelar

Mitocondria

Flagelo —»

Figura 7. Esquema de la estructura celular de L. passim y sus organulos. Fuente: original.

La superficie celular de estos organismos estd compuesta por una
membrana en la que se pueden distinguir tres zonas diferenciadas: membrana
plasmatica pelicular, membrana flagelar y membrana del saco flagelar. La
membrana plasmatica pelicular rodea la mayor parte de la célula y tiene el papel
de protecciéon y mantenimiento de la forma celular y del intercambio de
sustancias (Landfear y Ignatushchenko 2001). La membrana flagelar envuelve
el flagelo desde su origen y su importancia recae en la adhesion de la célula a
la pared del tracto digestivo del hospedador (Kelly, Sanchez y Landfear 2020),
ademas de actuar como receptor sensitivo a estimulos del medio y secretar
sustancias mediante vesiculas (Landfear y Ignatushchenko 2001; Maric, Epting
y Engman 2010). En cuanto a la membrana del saco flagelar, forma un
compartimento de donde emerge el flagelo y esta compuesta por diferentes
proteinas cuya funcién es la de adquirir nutrientes y participar en la evasion
del sistema inmune del hospedador variando las proteinas de superficie y la
morfologia celular (Halliday ez a/ 2021).
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4.2.3. Ciclo biologico

Los tripanosomatidos que parasitan las abejas meliferas son
monoxenos, o con ciclo directo, que necesitan unicamente de un solo
hospedador para completar su ciclo biolégico que, generalmente, es un
invertebrado (insectos) (Votypka ez al. 2015; Kaufer ez al. 2017). Estos parasitos
se encuentran de forma general en el intestino de la abeja, principalmente
como formas libres en la luz intestinal o adheridas en la zona posterior del
fleon y en el recto (Maslov e# al. 2013; Lukes ez a/l. 2018; Buendia-Abad ez al.
2022a).

En funcién de la especie y del momento del ciclo biolégico, se pueden
encontrar diferentes morfotipos que les han permitido adaptarse a diferentes
condiciones ambientales, ampliando de esta manera su diversidad funcional.
El estadio flagelado de C. mellificae presenta morfologia de tipo
coanomastigote, con extremo posterior redondeado. En cambio, el morfotipo
flagelado predominante de L. passim es de tipo promastigote, con células
lanceoladas y el extremo posterior puntiagudo (Schwarz ez al. 2015; Gomez-
Moracho e# al. 2020; Buendia-Abad e a/. 2021; Buendia-Abad ¢7 al. 2022a).

El ciclo biolégico de estos microorganismos en el interior de las abejas
ain no se conoce por completo. Se ha comprobado que al infectar abejas con
formas flageladas de C. mellificae y 1.. passim, éstas cambian de morfologia en el
interior del hospedador. Asi, se describié el morfotipo haptomonas,
caracterizado por la remodelacion flagelar que permite adhesion a las paredes
del epitelio intestinal (Gémez-Moracho et al. 2020; Buendia-Abad e a/. 2021,
Buendia-Abad e al. 2022a).
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Figura 8. Imagen de microscopia 6ptica (MO) del ileon con células de C. mellificae libres o

adheridas al epitelio, a la izquierda; e imagen mediante microscopia electronica de transmision
(MET) del morfotipo haptomona de L. passim adherida a la superficie del recto, a la derecha. ax:
axonema; fd: flagelopodio; k: kinetoplasto; m: mitocondria; n: nucleo; sm: microtubulos
subpeliculares. Fuente: extraida de Buendia-Abad ez a/. (2022a), con permiso de utilizacion.

Esto parece dilucidar que una parte importante del ciclo de vida de
estos tripanosomatidos tiene lugar en el intestino posterior de la abeja. Sin
embargo, aun se desconoce si parte de su ciclo biolégico tiene lugar en el
exterior del hospedador.

4.2.4. Transmision

Aligual que ocurre con las bacterias intestinales y otros parasitos como
los microsporidios, el elevado numero de individuos en un espacio muy
reducido como es el interior de la colmena favorece la transmision
intracolonia. Dicha transmision podria darse por via fecal-oral en contacto con
alimentos o superficies contaminadas; y oral-oral mediante las actividades que
implican un contacto directo, como la trofalaxis o comportamientos de
higiene. Teniendo en cuenta la localizaciéon de los tripanosomatidos en el
intestino posterior, probablemente la via mas efectiva sea la fecal-oral (Strobl
et al. 2019; Arismendi ef a/. 2020). En estudios recientes se ha detectado L.
passim en estadios larvarios y pupales de abejas (Arismendi ez a/. 2022; Taric et
al. 2020) y C. bombi en larvas de abejorros (Folly et al. 2017).

Sin embargo, hasta la fecha, se desconoce cémo sobreviven los
tripanosomatidos fuera del hospedador, ya que no poseen formas de
resistencia ni una pared celular que los proteja del exterior. El pillaje y 1a deriva
parecen ser las vias de transmisién mas probables entre colonias (Durrer y
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Schmid-Hempel 1994). En los zanganos, se ha observado que la tasa de
infeccion por C. mellificae y su carga parasitaria son superiores a las obreras, por
lo que podrian actuar como transmisores eficaces del parasito (Buendia-Abad
2022). En cuanto a la transmision entre distintas especies de polinizadores, la
forma de transmisién mas ampliamente aceptada es la del uso compartido de
los recursos florales. Las abejas y los abejorros infectados podrian depositar
formas infectivas de los parasitos en las plantas mediante las heces y contagiar
a otros individuos durante la pecorea (Strobl ez al. 2019; Arismendi ez al. 2020;
Figueroa, Grincavitch y McArt 2021). Por otro lado, algunos estudios han
detectado ADN de L. passim en la superficie del acaro 1. destructor (Quintana
et al. 2021), sugiriéndolo como posible vector mecanico del parasito.

4.2.5. Efectos en la salud de las abejas

El impacto de los tripanosomatidos en la salud de las abejas meliferas
ain no esta del todo claro. Estos organismos se han considerado patégenos
hasta hace pocos afios cuando empezaron a detectarse a rafz del aumento de
investigaciones por la pérdida de colonias a nivel mundial.

Hoy en dfa, no existe consenso sobre la accién patdégena de los
tripanosomatidos en las abejas. En la mayoria de los estudios se han realizado
infecciones experimentales pero los resultados obtenidos no son uniformes e
incluso, en ocasiones, contradictorios. Algunos observan un aumento poco
significativo de la mortalidad de las abejas infectadas con formas esferoides de
C. mellfficae (Higes et al. 2016), mientras que en otros casos si que aumenta
significativamente la mortalidad cuando las abejas se infectan con morfotipos
flagelados de C. mellificae o L. passim (Strobl et al. 2019; Gémez-Moracho et al.
2020). Otro trabajo en el que se realizaron infecciones experimentales con L.
passim mostraron que, aunque la carga parasitaria aumenta significativamente
en torno a los 7 dias tras la infeccidn, sélo causé un ligero aumento de la
mortalidad de las abejas (Liu ez 2/ 2020). Las infecciones experimentales en
estos estudios se realizaron con distintas dosis y morfotipos, por lo que la
disparidad de resultados podria deberse a estos factores. Asimismo, el
mantenimiento prolongado de tripanosomatidos en cultivos celulares puede
desembocar en una pérdida progresiva de la virulencia, pudiendo ser otra causa
de que los resultados de estos trabajos sean tan divergentes (Moreira e 4.
2012). De hecho, se ha probado que cepas de referencia de L. passinz que
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podrian llevar varios pases de cultivo, provocaron una menor mortalidad que

cepas aisladas de campo (Buendia-Abad ez a/. 2021).

Este aumento de la mortalidad se ha relacionado con un aumento del
estrés oxidativo de la abeja, lo que provoca alteraciones en proteinas y en
estructuras fundamentales como las membranas celulares. Ademas, este estrés
estimula el sistema inmune que, unido a la accién de otros pardsitos o a un
déficit nutricional, podria afectar a la supervivencia de las abejas (Taric e /.
2020).

También se ha sugerido que, al cubrir las paredes intestinales, puede
comprometerse la absorcion de nutrientes pudiendo incluso llegar a bloquear
dicho proceso (Brooker 1971; Schaub 1994). Otra alternativa podria ser que
las haptomonas absorban moléculas y metabolitos directamente desde el
lumen o de las células epiteliales del intestino, lo que en ambos casos
desembocaria en un déficit nutricional del hospedador. Adicionalmente, se ha
propuesto la liberacion de moléculas como metabolitos, proteinas o toxinas al
lumen del intestino mediante vesiculas, pero atn no se ha comprobado
(Marcilla ef al. 2014; Buendia-Abad ez al. 2022a; 2022D).

Por el contrario, en abejorros existe mucha mas evidencia de los efectos
de la infeccion de C. bombi. Esta especie es capaz de afectar a todas las castas
de la colonia de abejorros y, aunque en condiciones normales no parece causar
una gran mortalidad, ésta aumenta notablemente en individuos estresados o
con déficit nutricional (Brown, Loosli y Schmid-Hempel 2000). Ademas, C.
bombi limita el desarrollo ovarico de las obreras de abejorros, restringiendo de
esta manera su puesta y limitando el crecimiento de la colonia y, por tanto,
favoreciendo la supremacia de la reina aumentando el altruismo y la cohesion
social de la colonia infectada para asegurar su supervivencia hasta la siguiente
primavera (Shykoff y Schmid-Hempel 1991; Schmid-Hempel 2001). Sin
embargo, esto supone un riesgo para la colonia, ya que retardaria y limitarfa la
puesta de la reina especialmente tras la fundacién de una nueva colonia lo que
conlleva a una reduccién del numero de obreras, una menor recoleccion de
recursos y, por tanto, una menor eficacia biolégica de la colonia (Shykoff y
Schmid-Hempel 1991; Schmid-Hempel 2001). Ademas, también parece
afectar a la capacidad para transportar polen y néctar de las obreras que,
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sumado a lo anterior, podria comprometer la viabilidad de la colonia durante

la hibernacién (Schmid-Hempel 2001).
4.2.6. Tripanosomatidos y microbiota intestinal

Dado que los tripanosomatidos son parasitos intestinales que tienen
como organo diana las paredes intestinales del ileon y recto de las abejas
meliferas, comparten nicho con las bacterias intestinales. Por ello, es muy
posible que haya interacciones directas entre el parasito y la microbiota

bacteriana.

Hoy en dia son muy pocos los estudios que han analizado las posibles
interacciones entre los tripanosomatidos y la microbiota intestinal de las abejas
meliferas. En un par de estudios, la infecciéon con L. passimz, ya sea natural o
experimental (Hubert ¢z 2/ 2017; Liu et al. 2020), pareci6 no influir de manera
importante en la microbiota intestinal. Sin embargo, se ha observado que las
abejas son mas susceptibles a la infeccién por L. passin cuando se interfirié en
el establecimiento natural de la microbiota mediante estrés nutricional y social
(Schwarz, Moran y Evans 2016).

En abejorros existe una mayor evidencia sobre los efectos que tienen
los tripanosomatidos en su microbiota intestinal y practicamente la totalidad
de los trabajos han realizado infecciones experimentales en el laboratorio. En
ellos, se ha visto que los abejorros a los que se les suplementa bacterias
intestinales caracteristicas presentaron niveles de infeccion por C. bombi mucho
menores (Koch y Schmid-Hempel 2011; Blasco-Lavilla ez 2/ 2023). Ademas,
los individuos que poseen una elevada diversidad bacteriana de bacterias
atipicas en el intestino son mas susceptibles a la infeccion por C. bombi (Nipflin
y Schmid-Hempel 2018).

En esta linea, otros estudios revelan que la presencia de Gilliamella,
ademas de otras bacterias como Apibacter y Lactobacillus spp., disminuyen los
niveles de C. bombi (Cariveau et al. 2014; Mockler ez al. 2018). De hecho, un
experimento llevado a cabo mediante cultivos de Lactobacillus bombicola, una
bacteria comun en el intestino de los abejorros, reveld que la acidificacion del
medio de cultivo causada por la bacteria inhibi6 el crecimiento de C. bombi
(Palmer-Young, Raffel y McFrederick 2019). Esta reduccion de pH se situaba
dentro del rango encontrado previamente en abejas meliferas (Zheng ez 4.
2017),1o que sugiere que la presencia de Lactobacillus spp., junto a otras especies
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como G. apicola capaces de producir acidos mediante fermentacion de azicares
que acidifiquen el interior del intestino, podria inhibir el crecimiento de C.
bombi. Sin embargo, otros estudios revelaron que la infecciéon aument6 la
abundancia de Lactobacillus spp. y disminuy6 en el caso de Gilliamella y
Snodgrassella, sugiriendo una posible competencia por el espacio en el epitelio
del fleon desplazando a estas bacterias y dejando mads recursos nutricionales a
las especies de Lactobacillus spp. favoreciendo su proliferaciéon (Blasco-Lavilla
et al. 2023).

Estos estudios sugieren que la infecciéon no es la que modifica la
microbiota intestinal, sino que es esta ultima la que controla y reduce la
infecciéon cuando los bacterias intestinales caracteristicas de Bombus forman
parte de la microbiota intestinal. Como se ha mencionado anteriormente, las
especies bacterianas principales en el intestino de abejorros también lo son en
las abejas meliferas por lo que es muy probable que estos beneficios que
parecen otorgar en lo referido a la colonizacion por tripanosomatidos también
se den en las abejas, aunque se requiere de futuras investigaciones para

comprobartlo.

5. OTROS PARASITOS NO INTESTINALES

Las abejas meliferas también son parasitadas por una gran variedad de
organismos, principalmente acaros y virus que no se encuentran en el aparato
digestivo y que afectan a su salud. De entre todos ellos, el parasito mas
importante y extendido es . destructor.

5.1. Varroa destructor

Varroa destructor es un artrépodo de la clase Arachnida, incluido en el
orden Mesostigmata, dentro de la familia Varroidae que tnicamente contiene
el género Varroa. Es un ectoparasito de las abejas que se considera una de las
amenazas mas graves y esta implicado en la mortalidad de las colonias a nivel

mundial.

En la década de 1950 y 1960, apicultores soviéticos y filipinos
encontraron que un acaro parasitaba sus colonias de abejas meliferas y por
aquel entonces se consideraba que las especie que parasitaba a A. mellifera era
V7. jacobsoni (Oudemans 1904), descrita en las abejas asiaticas A. cerana
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(Rinderer ez al. 1999). En el afio 2000, este acaro se reclasificé como I.
destructor (Anderson y Trueman 2000).

Se desconoce el momento en el que varroa pasé de A. cerana a A.
mellifera, aunque se piensa que el comercio de colmenas europeas a Asia pudo
ser la causante, aunque analisis genéticos también muestran que el salto de
especie pudo haberse producido mas de una vez (Oldroyd 1999). Es posible
que la interaccién y la adaptacion de ambas especies de abejas en un mismo
entorno pudo hacer que V. jacobsoni tuviera un periodo de especiacién que dio
lugar posteriormente a . destructor. Una vez producido el salto de hospedador
en Asia, se estima que esta nueva especie se extendi6 rapidamente por todo el
continente llegando a Europa y América en la década de 1970 a través del
comercio mundial de abejas meliferas, tanto legal como ilegal (Traynor e al.
2020). La descripcion de V. destructor en el afio 2000 en A. mellifera confirmé
que el acaro encontrado en las abejas europeas no se trataba de . jacobsoni

sino de V. destructor.

Este 4acaro supone una seria amenaza para la apicultura mundial,
existiendo actualmente pocas localizaciones en el mundo libres del acaro,
quedando reducidas a zonas geograficamente aisladas como las islas, como es

el caso de la isla de Pascua (Gobierno de Chile 2024), las islas Aland o algunas
de las islas de Azores (Comision Europea 2021), entre otras.

5.1.1. Caracteristicas morfologicas

El estructura de 1. destructor esta dividido en dos zonas, la parte anterior
o gnotosoma y la parte posterior o idiosoma. En el gnatosoma esta formado
por las piezas bucales, formadas por pedipalpos y los queliceros. Estos ultimos,
que solo poseen las hembras, son utilizados para romper la cuticula de las
abejas para poder alimentarse del cuerpo graso y la hemolinfa de estas (Ramsey
et al. 2019). Al igual que todos los aracnidos, 1. destructor tiene cuatro pares de
patas. El primer par, se utilizan para la locomociéon, mecanorrecepcion y
quimiorrecepcion (Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010). El extremo de
cada una posee una estructura llamada apotele, que actia como una ventosa

para fijarse a la superficie de la abeja.

Este 4caro posee un dimorfismo sexual claro. Al alcanzar la fase adulta,
las hembras, diploides, poseen un idiosoma elipsoidal aplanado y adquieren un

color rojizo. En el caso de los machos, haploides, tiene un tamafo menor y su
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melanizaciéon es muy débil, mostrando un color blanquecino. Ademas, sus
patas son mas largas que las de las hembras y sus palpos se han modificado
como una estructura especializada que permite depositar el saco espermatico
en el tracto genital de las hembras (Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010).
Otra diferencia con las hembras es que los machos desarrollan su ciclo

biolégico unicamente en las celdillas de cria operculadas.
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Figura 9. Estructuras principales de la hembra adulta de 1. destructor. Fuente: extraida de Benito-

Murcia (2023), con permiso te utilizacién.
5.1.2. Ciclo biologico

El ciclo biolégico de 1. destructor se divide en dos fases: una fase
reproductiva y una fase de dispersion.

Las hembras en fase de dispersion se transportan en las abejas adultas
y se introducen en las celdillas de crfa para reproducirse (Kuenen y Calderone
2000). Una vez en el interior de la celdilla, permanecen ocultas en el fondo
entre el alimento larvario para no ser detectadas por las abejas adultas hasta
que éstas operculan la celdilla. El acaro, ademas, segrega unas kairomonas que
son muy parecidas a las que producen las abejas para pasar desapercibidas
(Kather e al. 2015). Las hembras de varroa tienen una mayor preferencia por
las celdillas de zanganos, posiblemente debido a que, al encontrarse en zonas
periféricas del area de cria, la temperatura es ligeramente menor y mas
adaptada a las necesidades del acaro (Calderone y Kuenen 2003; Ifantidis
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1983). Ademas, las celdillas de zanganos tienen un mayor tamafio y el tiempo
de desarrollo de éstos es mayor por lo que la cantidad de acaros que se forman
en las celdillas de zanganos es muy superior a la producida en las celdillas de
las obreras (Donzé y Guerin 1994).

U7, destructor posee una determinacién de sexos basada en la
partenogénesis arrenotocica (HiuBermann, Ziegelmann y Rosenkranz 2016;
HiuBermann ez a/ 2019). De esta manera, el primer huevo, que pone
aproximadamente a las 60 horas desde la operculaciéon de la celdilla, no esta
fecundado y genera un macho. Los huevos posteriores que pone la varroa, uno
cada 30 horas, estan fecundados y, por tanto, generaran hembras.

Cuando los huevos eclosionan, la larva pasa por tres fases diferentes
hasta completar su desarrollo: protoninfa, deutoninfa y adulto. El macho
alcanza la fase adulta en algo mas de 6 dias, de manera que cuando las hembras
alcanzan la madurez sexual, el macho ya es maduro y se produce el
apareamiento (Martin 1994; Ziegelmann e# a/. 2013). De esta forma, cuando la
abeja adulta ya formada emerge, hay algunas hembras de varroa que estan
fecundadas mientras que otras no, pasando a la fase de dispersion. Estas
varroas virgenes, al comenzar de nuevo el ciclo, ponen el primer huevo
partenogénico del que nace el macho y, una vez maduro, se aparea con él, de
tal modo que la hembra se fecunda y ya puede poner huevos fecundados que
daran lugar a nuevas hembras (HduB3ermann ez a/. 2019).
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Figura 10. Zingano, a la izquierda; y obrera, a la derecha, siendo parasitados con 1. destructor.
Fuente: imagen derecha, fotografia del CIAPA; imagen izquierda, tomada por Mariano Higes.

5.1.3. Efectos en la salud de las abejas

El primer dafio que el acaro produce en la abeja es la lesion en la
cuticula para alimentarse del cuerpo graso y de la hemolinfa (Ramsey ez /.
2019; Han ez al. 2024), por la que pueden penetrar bacterias (Kanbar y Engels
2003). Esta accion produce un debilitamiento de la abeja, ya que el cuerpo
graso esta involucrado, entre otras funciones, en el almacenamiento y
movilizacién de energfa, en la sintesis de proteinas y grasas, en el crecimiento
de la abeja, en la respuesta inmune y en la detoxificacién de pesticidas (Arrese
y Soulages 2010). De igual manera, la hemolinfa es el fluido que circula por el
interior del insecto y cuya funcién es el transporte de agua y otros
componentes entre los que se incluyen los hemocitos, nutrientes, hormonas y
metabolitos (Bowen-Walker y Gunn 2001; Annoscia, Del Piccolo y Nazzi
2012; Annoscia ez al. 2019).

Dado que las hembras adultas son las Gnicas que tienen queliceros que
permiten atravesar la cuticula de la abeja, las hembras inmaduras y los machos
lo hacen a través de las membranas de articulacion de las larvas,
ocasionandolas un grave dano (Donzé y Guerin 1994; Han e al. 2024). De
hecho, esta absorcion en la larva puede provocar una disminucion de hasta un
25% de su peso (Bowen-Walker y Gunn 2001; Garedew, Schmolz y

63



Revision Bibliografica

Lamprecht 2004). Esta pérdida de peso se traduce en una peor capacidad de
vuelo, un menor tamafio corporal y una producciéon menor de esperma en el
caso de los zanganos, perdiendo de esta manera eficacia reproductiva (Duay,
De Jong y Engels 2002). Como la parasitaciéon también influye reduciendo la
expresion de genes relacionados con la inmunidad, también acorta la vida del
hospedador (Aronstein ef al. 2012; Dainat ef al. 2012).

Ademas, las abejas ven acelerada sus funciones en la colonia ya que la
parasitacion hace que las abejas nodrizas inicien la pecorea antes de tiempo,
por lo que la capacidad de aprendizaje, orientacioén y busqueda de alimento se
ve alterada (Kralj y Fuchs 2000).

Por otro lado, quizas uno de los principales factores que hacen de 1.
destructor un patdégeno importante, es su papel como vector de un gran nimero
de virus que afectan a las abejas. Al alimentarse de los tejidos de las abejas, el
acaro puede ingerir los patégenos que residen en ellas o transmitirselos si ya
los posee. Entre ellos se encuentran el virus de las alas deformadas (Deformed
wing virus, DWV), uno de los virus mas prevalentes y patégenos en las abejas
meliferas (Wilfert ez a/. 2016). Aunque este virus tiene diferentes vias de
transmision, . destructor ha contribuido enormemente en su distribucion y
aumentando su patogenicidad (Mazzei ez al. 2014; Wilfert ez al. 2016).

Entre otros virus de los que varroa puede ser vector se encuentran los
virus del complejo de las paralisis, que se componen del virus de la paralisis
aguda (Acute bee paralysis virus, ABPV), el virus Kashmir (Kashmir bee virus, KBV)
y la variante israeli de la paralisis aguda (Israeli acute paralysis virus, IAPV)
también parecen ser transmitidos por . destructor (de Miranda, Cordoni y
Budge 2010; Martin e a/. 2012; Mondet ez al. 2014).

A nivel de colonia, el dafio que ocasiona . destructor no sélo depende
del ndmero de acaros en la colmena, sino que depende de muchos factores
como la estacion del afio, el nimero de cria afectada o la presencia de virus.
Sin embargo, lo que esta demostrado es que una elevada tasa de infestacion
produce comportamientos anémalos en el cuidado de la cria y la pecorea que
pueden llevar a la muerte de la colonia (Le Conte, Ellis y Ritter 2010).
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5.1.4. V. destructory microbiota intestinal

El acaro 1. destructor se situa en la superficie de las abejas, por lo que a
priori podria suponerse que las barreras fisicas de la propia abeja hacen que
sea complicado que haya interaccion directa con las bacterias intestinales. Sin
embargo, los graves efectos de la parasitacion, junto con la transmisién de
virus, podrian hacer que el estrés fisiolégico e inmunolégico que genera en la
abeja tenga repercusion en la homedstasis intestinal. Por tanto, la parasitacion
por 7. destructor, aunque sea de forma indirecta, puede tener cierta influencia
en la microbiota intestinal de la abeja.

A pesar de ello, no existen muchos estudios que investiguen esta
relacion. Algunos de ellos han identificado en colonias de abejas con 1.
destructor la bacteria Arsenophonus spp., que también aparece ocasionalmente en
las abejas, en el ciego de 1. destructor (Hubert e al. 2015; 2016). La presencia
de esta bacteria se ha asociado con una mala salud de las abejas, ya que su
abundancia aumenta en colonias afectadas por el colapso de las colonias
(Colony Collapse Disorder, CCD) (Budge et al. 2016; Cornman et al. 2012).
Ademas, también ha detectado la bacteria intestinal Ba. apis en 1. destructor,
sugiriendo que podria actuar como reservorio de esta bacteria (Hubert ez /.
2015).

Por otro lado, algunos estudios muestran que 1. destructor no influye en
la microbiota intestinal (Kim, Kim y Park 2023), mientras que otros observan
que la abundancia de algunos taxones troncales se ven modificados en el
intestino de la abeja (Hubert ¢f /. 2017; Marche ez al. 2019).

Dado que los estudios de microbiota realizados hasta el momento se
han llevado a cabo en regiones donde ya estaba establecido el acaro, no se sabe
con certeza si la aparicion de . destructor modificé la microbiota original de
las abejas, por lo que investigar las abejas de zonas libres de este parasito
permitirfa comprender mejor las repercusiones que ha tenido en las
poblaciones de abejas afectadas. Asimismo, permitiria evaluar de una forma
mas precisa la influencia de este patégeno en la microbiota intestinal de las
abejas.
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6. PREBIOTICOS Y PROBIOTICOS

La aplicacién de tratamientos para el control de los parasitos que
afectan a las abejas es de especial importancia en la apicultura moderna. Estos
tratamientos buscan mitigar el impacto de los principales patégenos y parasitos
sobre la salud de las colonias, asegurando su supervivencia y productividad.

Actualmente, no hay ningiin medicamento veterinario registrado para
el control de la nosemosis en Europa, aunque durante décadas se utiliz6 la
fumagilina, un antibidtico para tratamiento de la nosemosis en las abejas en
Norteamérica (Huang ez /. 2013). La Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios (AEMPS) autorizé su uso y parecia ser eficaz contra N.
apis y IN. ceranae (Higes et al. 2008c; Higes et al. 2011; Nozal ef al. 2008; Botias
et al. 2013). Sin embargo, en la actualidad, ya no esta permitido en Europa
debido a que no esta definido el limite maximo de residuos (LMR) en la miel,
aunque todavia se aplica en otras partes del mundo (Formato ez al 2022).
Ademas, se ha visto que puede afectar negativamente a la salud de las abejas
(Van Den Heever ¢# al. 2014) y, como ya se ha mencionado anteriormente, el
uso de antibidticos puede alterar la microbiota intestinal de la abeja, facilitando
de esta manera la infeccién por otros patdégenos oportunistas y fomentar la
aparicion de resistencias a los mismos (Tian ef @/ 2012; Raymann, Shaffer y
Moran 2017; Li et al. 2017).

En cuanto a /. destructor, la Unién Buropea dictamina, segun el
Reglamento (UE) 2016/429, que en los estados miembros debe existir un
programa de erradicacion del acaro o en caso de estar libres de la enfermedad,
deben aportar pruebas de ello. Actualmente existen unos 20 productos
comerciales aprobados por la AEMPS para el tratamiento de este parasito. Sin
embargo, el uso inadecuado de ellos, muchas veces sin el debido control
veterinario, y su acumulacién en las diferentes matrices de la colmena
(Calatayud-Vernich ez a/. 2018; Alonso-Prados ez al. 2020; El Agrebi ez al. 2020,
Benito-Murcia ef a/. 2021) han generado acaros resistentes a muchos de estos
productos (Gonzalez-Cabrera ez al. 2013; Higes et al. 2020b; Benito-Murcia ez
al. 2022). Ademas, se ha observado que la exposiciéon a dosis subletales a
algunos de estos acaricidas, como el tau-fluvalinato y el cumafés, producen
cambios en el comportamiento de las abejas y alteran algunos biomarcadores
implicados en la neurotoxicidad, biotransformacion y estrés oxidativo (Benito-
Murcia e al. 2022, 2023).
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Por ello, es necesario generar estrategias alternativas para la prevencion
o el tratamiento de estos patdégenos que no dejen residuos en la colmena y que
contribuyan a mejorar la salud de las abejas meliferas. Es aqui donde aparece
la figura de los prebioticos y probidticos.

Los prebidticos son alimentos o extractos de ellos que aportan
nutrientes no digeribles que estimulan selectivamente el crecimiento y la
actividad metabdlica de las bacterias intestinales (Gibson y Roberfroid 1995).
Se ha observado que la incorporacion de ciertos fitoquimicos, como extractos
organicos y suplementos naturales, en la alimentacion de las abejas promueven
el crecimiento de microorganismos intestinales beneficiosos (Geldert e# .
2021), ademas de aumentar la longevidad de las abejas y la resistencia a
patégenos (Bernklau ez a/. 2019). Se han utilizado algunos productos de este
estilo que parecen disminuir el nimero de esporas de IN. ceranae y aumentar la
supervivencia de las abejas infectadas, pero no se ha evaluado su impacto en
las comunidades bacterianas intestinales. Algunos de estos compuestos son el
quitosano, que es una forma desacetilada de la quitina (Saltykova e a/ 2018;
Valizadeh, Guzman-Novoa y Goodwin 2020); la narangenina, una flavona de
los citricos (Borges, Guzman-Novoa y Goodwin 2020); o harinas de semillas
de Brassica nigra (Nanetti et al. 2021). También se han probado compuestos
comerciales como el ApiHerb®, suplemento dietético a base de plantas (ajo y
canela) y vitaminas (Michalczyk, Sokol. y Koziatek 2016; Cilia ef al. 2020);
HiveAlive™, suplemento a base de algas marinas (Charistos, Parashos y
Hatjina 2015); o Nozevit®, suplemento fitofarmacolégico (Higes ez al. 2014)
que mostraron un efecto significativo contra las infecciones por N. ceranae. Sin
embargo, algunos de ellos no han mostrado resultados positivos, como por
ejemplo la administracion de inulina que aumenté el numero de esporas de IN.
ceranae y afect significativamente a la supervivencia de las abejas (Ptaszynska
et al. 2016) o de la goma de acacia, que aument6 la mortalidad de las abejas
infectadas por N. ceranae (Borges, Guzman-Novoa y Goodwin 2020).

Los probibticos son complementos alimenticios que poseen
microorganismos vivos que, administrados en las dosis adecuadas, confieren
un beneficio para la salud del hospedador mejorando el equilibrio de
microorganismos intestinales (Fuller 1989). Existen pruebas de que los
probioticos pueden ayudar a controlar los parasitos de las abejas meliferas. La

alimentacion de las colonias de abejas meliferas con Bacillus subtilis redujo el
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recuento de esporas de Noserza spp. a lo largo de un estudio de ocho meses,
aunque la reduccion del recuento de esporas sélo fue significativa durante dos
de esos meses (Sabaté ez 2/ 2012). La alimentacion de abejas enjauladas con 4.
kuntkeei redujo la carga de esporas de N. ceranae en comparacion con las abejas
control no tratadas (Arredondo e# a/ 2018), al igual que la alimentaciéon de
abejas en colmenas con otra bacteria intestinal, P. apium (ahora Bo. apis) (Corby-
Harris et al. 2016). Ademas, los probidticos comerciales Bactocell®, Levucell
SB® (El Khoury et al. 2018) y Protexin® Concentrate (Borges, Guzman-
Novoa y Goodwin 2021) aumentaron la supervivencia de las abejas infectadas
por encima de la de las abejas no infectadas En cambio, alimentar a abejas
infectadas en jaulas con una mezcla de varias especies de Lactobacillus
(Lactobacillus  casei,  Lactobacillus — plantarum), — Saccharomyces  cerevisiae y
Rhodopsendomonas palustris provocé un aumento significativo del recuento de

esporas de Noseza en comparaciéon con las abejas de control infectadas

(Andrearczyk y Knaga 2014).

En cuanto a la administracion de probidticos para el control y
tratamiento para la infeccién por tripanosomatidos hay muy pocos datos y la
mayoria de ellos se han obtenido en abejorros del género Bombus infectados
con C. bombi (Mockler et al. 2018). En abejas, se ha observado que la
administracion de S. ali previa a la infecciéon por L. passim aumenta la
susceptibilidad a la parasitaciéon por el tripanosomatido (Schwarz, Moran y
Evans 2016; Schmidt y Engel 2016). Ademas, produce una perturbacion
general de la microbiota intestinal con un aumento de las especies que
componen la microbiota y que podria disminuir la resistencia a la infeccion,
como pasa en los abejorros (Nipflin y Schmid-Hempel 2018).

En el caso de 1. destructor también se ha investigado el posible uso de
bacterias como método de control biologico de los acaros. Algunas especies
bacterianas aisladas de abejas sanas y de acaros muertos, como B. asteroides, A.
kunkeei v Bacillus thuringiensis, mostraron efectos acaricidas causando una
mortalidad del 95-100% de las varroas a los tres dias (Sacca y Lodesani 2020).
Este estudio se llevé a cabo en condiciones de laboratorio, por lo que serfa
necesario investigar si estos efectos se mantienen en el ambiente natural de la
colmena y asegurar que el tratamiento no afecta a la salud de las abejas. Otra
linea de investigacion muy novedosa ha realizado la modificacion genética de
la bacteria intestinal §. a/vi para inducir respuestas inmunitarias mediante ARN
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de interferencia (ARNI) (Leonard ez a/. 2020). Esta bacteria una vez establecida
en la abeja, activa la respuesta inmune mediante ARNi reduciendo la
supervivencia de 1. destructor y la replicacion del virus DWV, aumentando la
supervivencia de las abejas parasitadas. A pesar de ser una esta estrategia con
gran potencial para controlar estos patdgenos, se requieren muchos estudios
adicionales antes de su aplicacion en campo, debido a los riesgos que conlleva
la transferencia horizontal de genes y los posibles efectos ecolégicos y

evolutivos que puede generar.

Asi pues, no se puede dar por sentado que todos los probibticos
aporten beneficios a las abejas meliferas y, por ello, han de estudiarse
profundamente antes de que su utilizaciéon para el control de los parasitos
llegue a extenderse de forma generalizada.
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A pesar de los grandes avances logrados en la tltima década en el
estudio de la microbiota intestinal de las abejas meliferas, y de la clara evidencia
de su papel fundamental en la salud de estos insectos, aun existen muchos
aspectos por investigar para comprender en profundidad las complejas
interacciones entre la microbiota y su hospedador. Asimismo, las interacciones
entre la microbiota y los patogenos que afectan a las abejas sigue siendo un
campo lleno de interrogantes, lo que resalta la necesidad de seguir investigando

en este area.

Desde hace mas de 25 afios, el Centro de Investigacion Apicola y
Agroambiental de Marchamalo (CIAPA) ha desarrollado diversas lineas de
investigacion sobre los principales pardsitos que afectan a las abejas meliferas.
Sin embargo, atn existen muchas cuestiones que quedan por aclarar. Por
ejemplo, se desconoce cémo estos patdgenos interactuan con la microbiota
intestinal de las abejas, o si su presencia puede modificar dicha microbiota o
de qué manera esta alteracion puede contribuir a la patogenia de los parasitos.
Ademas, también falta por esclarecer algunos de los factores que pueden
influir en el establecimiento de una microbiota intestinal equilibrada y

funcional.

En este contexto, la presente tesis doctoral busca profundizar en la
comprension de dichas interacciones y su posible influencia en las
comunidades bacterianas intestinales. Este trabajo da continuidad a la linea de
investigaciéon previamente abierta en la que se observé como la infeccion
natural del microsporidio influia de cierta manera en la microbiota intestinal,
ampliando ahora el estudio de manera mas exhaustiva y detallada. Ademas, la
colaboracién con otros grupos de investigacion ha sido clave para abordar de
forma correcta los ensayos llevados a cabo, como son el Departamento de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM) o el grupo de investigaciéon en Medicina Genémica de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC).

Sin embargo, a pesar de que algunos estudios ya han reportado
resultados, aunque muy dispares, sobre la influencia de los microsporidios, los
tripanosomatidos o el acaro arroa destructor en la microbiota intestinal, todos
ellos han analizado abejas que muy probablemente ya han estado expuestas a
estos parasitos o proceden de linajes de abejas en los cuales estas interacciones
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pudieron haber alterado previamente su microbiota. Por lo tanto, es
fundamental investigar la microbiota intestinal en abejas procedentes de areas
no expuestas a estos parasitos para obtener una mejor comprension sobre su
impacto y conocer la exposicion de las abejas a otros parasitos intestinales que

puedan interferir en los mismos.

Teniendo en cuenta lo expuesto, la presente Tesis Doctoral propone
un estudio mediante el empleo de diversas técnicas moleculares que aborda
todos estos aspectos, con el objetivo general de esclarecer la influencia de los
parasitos mas distribuidos a nivel mundial en la microbiota intestinal de las
abejas. Para cumplir con el objetivo propuesto, se fijaron los siguientes
objetivos especificos:

I.  Determinar la prevalencia de tripanosomatidos en colonias de
abejas geograficamente aisladas que se han mantenido libres de
patbgenos importantes como V. destructory/o N. ceranae.

II. Determinar que modificaciones se producen en la microbiota
intestinal de abejas parasitadas por 1. destructor, N. ceranae y L.
passim de estas areas en comparaciéon con las libres de estos

parasitos.

III. Describir factores dependientes del hospedador y de los patégenos
que pueden influir en la microbiota intestinal.

Para alcanzar estos objetivos, se utilizaron muestras de estudios
previos, lo que hizo necesario llevar a cabo un analisis metodolégico previo
para determinar silos protocolos de extraccion de ADN que fueron utilizados
para dichas muestras permitfan el estudio de la microbiota intestinal de las
abejas y de sus parasitos.
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1. METODOLOGIA GENERAL

Para cumplir con los objetivos propuestos para esta tesis, se han
utilizado diversas metodologias, que abarcan desde la recogida de muestras en
las colonias de abejas hasta su procesado para extraer el material genético y el

analisis molecular.

Dado que una parte de la metodologia ha sido comun en los distintos
capitulos, en esta seccion se explican de forma conjunta los procedimientos
utilizados. Las modificaciones y/o adaptaciones realizadas se desctiben en

cada uno de los capitulos.

2. DECLARACION ETICA

La proteccién de los animales empleados con fines cientificos en la
Unién Europea se encuentra regulada por la Directiva 2010/63/UE, la cual
establece un marco ético para el cuidado y mantenimiento de estos animales
durante la experimentacion cientifica. Esta normativa aplica principalmente a
animales vertebrados, mientras que dentro de los invertebrados solo se
consideran a los cefalopodos. Por lo tanto, no se requirieron permisos
especificos para las investigaciones realizadas en la presente Tesis Doctoral.
Sin embargo, en todo momento se siguieron las normas de bienestar animal
para minimizar, en la medida de lo posible, el sufrimiento de las abejas.

3. RECOGIDA DE MUESTRAS

Las abejas recogidas en las colmenas se destinaron principalmente a:

- Determinacién de los protocolos de extraccion de material
genético mas apropiados para la detecciéon y cuantificacion de
bacterias  intestinales, microsporidios y  tripanosomatidos
(Capitulo I).

- Caracterizacion de las bacterias intestinales de abejas que no han
estado expuestas a 1. destructor ni N. ceranae (Capitulo III).
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3.1. Manejo de abejas en el campo

Para aquellos experimentos en los que se necesitaban abejas adultas,
estas se obtuvieron segin la metodologia descrita previamente (Meana,
Martin-Hernandez y Higes 2010). Las muestras de abejas obreras del interior
de las colmenas se tomaron de uno o varios cuadros externos de cada colmena,
evitando recoger abejas nodrizas muy jévenes y la reina. Las abejas se barrieron
con cuidado con un cepillo de apicultor y se introdujeron en cajas de cartéon
debidamente rotuladas con su numero de colmena para su transporte al
laboratorio.

Durante el muestreo se prestd especial atencion a la cimara de cria y a
las abejas, asi como a la piquera y los alrededores de la colmena en busca de
signos clinicos o alteraciones en las colonias que indicaran la presencia de

cualquier patégeno.

Figura 11. Manejo de abejas adultas en las colmenas. Colmenar Experimental del CIAPA de
Marchamalo, a la izquierda; y recogida de abejas obreras adultas, a la derecha. Fuente: original.

Las muestras se registraron a la llegada al laboratorio y, posteriormente,
las abejas se sacrificaron introduciéndolas en un congelador a -80°C.

3.2. Procesado de las muestras y extraccion de ADN

Debido a que gran parte de las muestras de abejas utilizadas en cada
uno de los capitulos procedian de estudios previos, el procesado y la extraccion
del material genético de las muestras de cada capitulo fue diferente. Ademas,
la extraccion del ADN en alguno de ellos se realizé de forma colectiva mientras
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que, en otros, de forma individual, como se explica en los capitulos
correspondientes.

Sin embargo, algunos aspectos fueron comunes durante el procesado
de las muestras y se explican a continuacion.

En el caso del procesado de abejas de manera colectiva, se sigui6 la
metodologfa descrita por (Martin-Hernandez ez a/ 2012). Las abejas se
introdujeron en bolsas estériles con filtro con agua calidad PCR o tampén AL
(Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) para su macerado en un Stomacher 80
Biomaster (Seward Ltd., Worthing, Reino Unido) durante 1 minuto a velocidad
alta. El numero de abejas y el volumen de agua Milli-Q) fue variable y se
encuentra especificado en cada capitulo. El filtrado de cada muestra se pasaba
a un tubo Falcon de 15 mL estéril. De este, se tomd una alicuota (volumen
definido en cada capitulo) y se transfiri6 a una placa de 96 pocillos en la que

cada pocillo contenia 5 perlas de vidrio de 2 mm de diametro (Sigma-Aldrich,
MO, Estados Unidos).

Figura 12. Procesado de muestras. Stomacher 80 Biomaster y bolsas estériles con filtro, a la
izquierda; liquido obtenido del macerado conjunto de las abejas, a la derecha. Fuente: original.

Para el procesado de abejas individuales, se siguieron los protocolos
descritos previamente (Jabal-Uriel ez a/. 2022a). Se utilizaron pinzas estériles
para separar cuidadosamente el abdomen o el intestino del resto del cuerpo.
Cada muestra se deposité en un pocillo de una placa de 96 que contenfan 5
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perlas de vidrio de 2 mm de diametro (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos)
con 180 pL de agua calidad PCR.

Una vez se dispuso de las muestras en la placa con las perlas de vidrio,
se homogenizaron en un TissueLyser (Qiagen®, Hilden, Alemania) durante 90
segundos a 30 Hz. A continuacion, se extrajo una alicuota para realizar la
extracciéon del material genético. El volumen de esta alicuota dependié del
protocolo de extraccion que se seguirfa posteriormente. Los protocolos de
extraccion quedan explicados con detalle en el Capitulo 1.

3.3. Analisis moleculares

Una vez realizada la extraccion del ADN, se realizaron los anilisis
moleculares para la deteccion y/o cuantificacién de bacterias intestinales,
microsporidios y tripanosomatidos.

3.3.1. PCR convencional.

Las reacciones de PCR convencional se realizaron en placas de 96
pocillos en un termociclador MasterCycler® ep  gradient S (Eppendotf,
Hamburgo, Alemania) (Figura 13) en un volumen final de 25 pl. en cada

reaccion
3.3.1.1. Deteccion de Noserma spp.

La deteccion simultanea de N. apis y IN. ceranae por PCR convencional
se realiz6 como se describe en Martin-Hernandez ef a/. (2012). Para ello, se
utilizaron placas comerciales gelificadas de 96 pocillos (Biotools B&M ILabs
S.A., Madrid, Espafia) que contenfan la ADN polimerasa HozSplit (Biotools
B&M Labs S.A., Madrid, Espafa), 0,4 pM de cada cebador, 0,2 ug/ul de BSA,
0,1% de Triton X-100 que se reconstituyeron con 22,5 ul. de H>O calidad
PCR (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos).

Las condiciones de amplificacién consistieron en un primer paso de 10
minutos a 95°C; seguido de 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a
068,1°C y 45 segundos a 72°C; mas una extension final de 7 minutos a 72°C.

Los fragmentos amplificados obtenidos se revelaron mediante
clectroforesis capilar en un QLAxcel System® (Qiagen, Hilden, Alemania)
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utilizando el paquete comercial QLAxcel DNA Screening® (Qiagen, Hilden,
Alemania).

3.3.2. PCR cuantitativa a tiempo real

Las reacciones realizadas por PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR)
llevaron a cabo en placas de 384 pocillos en un termociclador LightCycler®480
(Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) (Figura 13) en un volumen final de 10 uL.

Las reacciones en las que se utiliz6 sonda tipo Tagman para la deteccion
de los microorganismos contenian 5 pL. de Ligh?Cycler®480 Probes Master Mix
(Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), 3,2 uL. de H20, 0,3 uM de cada cebador y
0,2 uM de las sondas respectivas. El programa de amplificacion de las gPCRs
con sonda TagMan consistié en una incubacion inicial de 10 minutos a 95°C,
seguido de 45 ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 60, y 1 segundo a
72°C, mas un paso final de enfriamiento 30 segundos a 40°C. La temperatura
de anillamiento fue variable para la detecciéon de cada microorganismo y se
detalla en su respectivo capitulo.

En el caso de las reacciones de qPCR con SYBR Green, se utilizaron 5
uL de LightCyeler®480 SYBR Green 1 Master Mix (Roche Diagnostics, Basilea,
Suiza), 3,2 pL. de H20 y 0,3 uM de cada cebador. el programa de amplificacién
consistié en una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C; 45 ciclos de 10
segundos a 95°C, 10 segundos a 60°C y 10 segundos a 72°C; y un paso final de
enfriamiento de 30 segundos a 40°C; una curva de disociacion a 95°C durante
5 segundos, 1 minuto a 65°C y un aumento progresivo hasta los 97°C para
verificar la presencia de dimeros de cebadores o productos inespecificos,
seguida de un paso de enfriamiento de 30 segundos a 40°C.

En ambos casos, ya fuera con la utilizacion de sondas TagMan o de
SYBR Green, el ciclo de amplificacién de cada muestra se analizé con el
programa informatico LightCycler® 480 ¢1.5.1 (Roche Diagnostics, Basilea,
Suiza) utilizando el algoritmo estadistico Second Derivate Maximum para calcular
el punto de cruce (Crossing point, Cp).

81



Metodologia General

Figura 13. Termociclador de PCR convencional, a la izquierda; termociclador de qPCR, a la
derecha. Fuente: original.
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Capitulo 1

Comparacion de métodos de extraccion de ADN para la
deteccion y cuantificacion de bacterias intestinales y parasitos
de abejas meliferas

Articulo en preparacion

La extracciéon de ADN es uno de los puntos criticos en biologia molecular, ya
que cualquier error en este punto tendra efectos amplificados en los procedimientos
posteriores. En este trabajo, se compararon diferentes protocolos de extraccion de ADN
para determinar el mas eficaz para el analisis por PCR convencional y qPCR de parasitos
(microsporidios y tripanosomatidos) y bacterias intestinales de las abejas. Se recogieron
muestras de abejas adultas de 30 colonias, y cada una de ellas, compuesta por 60 abejas
obreras. Las muestras se procesaron siguiendo 5 protocolos de extraccion diferentes. Dos
de ellos empleando el sistema automatico BioSprint, basado en particulas magnéticas, con
un paso previo de incubacién con proteinasa K (BS+PK) o proteasa (BS+P). En los tres
protocolos restantes, se utilizé el tampén Tris-EDTA (TE), dos de ellos con la adicién
de proteinasa K (TE+PK), y uno de estos con tampén de lisis ATL (TE+PK+ATL).
También se analizo la conservacion del ADN extraido con estos métodos tras 14 meses
mantenido en congelacién a -20°C. Los métodos de extraccién mas eficaces para la
posterior deteccién y/o cuantificacion para todos los microorganismos analizados fueron
los realizados mediante el sistema automatico. Sin embargo, el método TE, ademas de
ser mas rapido y econémico, mostré resultados comparables a los métodos automaticos.
El analisis de las muestras tras 14 meses en congelaciéon mostr6 que el ADN permanece
integro en aquellas extraidas mediante los métodos automaticos. Aunque en algunos
casos se observé una disminucion en la sensibilidad de deteccion, el método TE mostrd
que mantuvo una adecuada conservacién del ADN.
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1. INTRODUCCION

Las técnicas moleculares como la PCR convencional y la PCR
cuantitativa en tiempo real (qQPCR) son herramientas esenciales para la
investigacion de agentes patégenos ya que permiten la identificacién y/o la
medicién de la abundancia del microorganismo diana. En este contexto, el
diseno de protocolos que facilitan la deteccion y cuantificacién de
microorganismos que parasitan a las abejas es realmente importante para
evaluar su distribucién geografica y su abundancia en las colonias, con el fin
ultimo de relacionarlo con las posibles repercusiones que tienen en la salud de

las abejas.

Sin embargo, para realizar el analisis de muestras mediante estas
técnicas se requiere de un paso previo de extraccion de los acidos nucleicos.
Para la deteccion de la mayor parte de los patégenos (exceptuando los virus
ARN) vy las bacterias que forman parte de la microbiota, es necesaria la
extracciéon del ADN. Esta fase supone un paso crucial, ya que la calidad y
cantidad del ADN obtenido puede influir de manera notable en la precision
de los analisis posteriores y, en consecuencia, en los resultados experimentales.
Por ello, la calidad y cantidad de éste debe ser lo mas elevada posible para
maximizar la sensibilidad en la deteccion y cuantificacion mediante las técnicas

moleculares anteriormente indicadas.

En la investigacion de los patégenos y la microbiota intestinal de las
abejas meliferas, son muchos los protocolos de extracciéon de material genético
utilizados para el analisis de microsporidios (Cox-Foster ez al. 2007; Paxton ez
al. 2007; Giersch ¢ al. 2009; Martin-Hernandez ef a/. 2012; Ansari et al. 2017,
Urbieta-Magro ez al. 2019a; Urbieta-Magro ez al. 2019b; Arismendi ef al. 2020),
tripanosomatidos (Stevanovic ez a/. 2011; Vejnovic ez al. 2018; Bartolomé et al.
2018; Quintana ez a/. 2021; Bordin ef a/. 2022) y bacterias intestinales (Anderson
et al. 2016; Kesnerova ef al. 2020; Castelli ef al. 2022; Naree e al. 2022; Zhang
et al. 2021). Sin embargo, en muchos casos, los laboratorios utilizan los mismos
métodos para diferentes microorganismos sin realizar un estudio previo que
demuestren su eficacia especifica para cada uno, ya que no todos los métodos
de extraccion de ADN son igualmente eficaces para todos los tipos de
microorganismos. De hecho, en un estudio previo de nuestro laboratorio

(Rodriguez-Garcia et al. 2014), ya se observé que habia variacion en la eficacia
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entre diferentes métodos de extraccion de ADN para la detecciéon de N.
ceranae. Esto resalta la necesidad de, por un lado, comprobar su adecuacion
para cada microorganismo vy, por otro, la bisqueda de procedimientos que
garanticen una extraccién eficiente para diversos microorganismos. Esto no
solo facilitarfa un analisis mds preciso, sino que también optimizaria el uso de

tiempo v recursos en la investigacion.
y g

Otro aspecto importante es la estabilidad del ADN obtenido mediante
el método de extraccion utilizado, que debe garantizar la integridad y permitir
su reutilizaciéon en analisis posteriores. De esta manera, es posible realizar

analisis en el futuro sin necesidad de extraer muestras nuevas.
2. OBJETIVOS

A la vista de la importancia de seleccionar de forma adecuada el
método de extraccion de ADN de las muestras para su posterior analisis

molecular, se plantearon los siguientes objetivos:

- Evaluar la eficacia de cinco protocolos de extraccion de ADN para
la deteccién y cuantificacion de bacterias y parasitos intestinales de
las abejas meliferas.

- Analizar la estabilidad del ADN extraido con estos cinco métodos
tras un periodo de almacenamiento para verificar su idoneidad para

un nuevo analisis.
3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Muestreos de abejas

En noviembre de 2020, se muestrearon abejas adultas de 30 colonias
ubicadas en dos colmenares experimentales del Centro de Investigacion
Apicola y Agroambiental (CIAPA) de Marchamalo, Espafia. LLas muestras se
procesaron utilizando diferentes protocolos de extraccion del material
genético. Posteriormente, se analizaron por PCR convencional y por qPCR
para la deteccion de bacterias de la microbiota intestinal de las abejas (Ba. apis
y F. perrara), de microsporidios (IN. ceranae y N. apis) y tripanosomatidos (L.
passin) con el objetivo de seleccionar el método de extraccion mas adecuado a
cada uno de estos microorganismos y evaluar la posibilidad de utilizar muestras

almacenadas en el CIAPA para estudios posteriores.
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Se recogieron unas 150 abejas segun se describe en la Metodologia
general, las cuales fueron transportadas al laboratorio de forma inmediata y
conservadas en -80°C para garantizar la conservacion del ADN hasta el

momento de su procesado.

Adicionalmente, se incluyé un segundo lote de muestras de 30 colonias

previamente confirmadas como positivas a L. passim.
3.2. Procesado de las muestras

De cada colmena se tomé una submuestra de 60 abejas obreras, que se
procesaron de forma colectiva como se indica en el apartado Metodologia
general. En este caso, se introdujeron en bolsas estériles con 10 mL de agua
calidad PCR (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos). Se preparé un blanco
como control negativo de extraccién, al que se afiadi6 unicamente agua calidad

PCR y se procesé en paralelo.
3.3. Extraccion de ADN

De cada macerado obtenido se tomaron 600 pL. que se dispensaron en
tubos individuales con perlas de ceramica (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza),
almacenando el excedente a -20°C. Los tubos se agitaron en un MagNal yser
(Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) durante 95 segundos a 7000 rpm para
facilitar la lisis de las bacterias intestinales y parasitos a estudiar (microsporidios
y tripanosomatidos). Tras la lisis, una alicuota de cada macerado resultante se
paso a una placa de 96 pocillos y se procesé por los distintos métodos que se
indican a continuacion. El esquema general de los diferentes protocolos se
muestra en la Figura 14,

3.3.1. Sistema de extraccion automatica

El material genético se extrajo incubando 150 ul. de muestra de dos

formas diferentes que se describen a continuacioén:

Método BS+PK: el volumen mencionado de cada muestra se
transfiri6 a una placa Deppwel/ (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se
afiadieron 30 pL de tampén ATL (Qiagen, Hilden, Alemania) y 20 pl de
proteinasa K (Qiagen, Hilden, Alemania) a cada muestra. La placa se sell6 con
una pelicula plastica y se incub6 a 56°C durante aproximadamente 12 horas a

300 rpm (Martin-Hernandez ez a/. 2012). Posteriormente, se afiadieron 200 pLL
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de tampon AL, 200 uL de isopropanol y 30 uL. de particulas magnéticas
MagAttract Susp G (Qiagen, Hilden, Alemania). La extraccién y purificacion del
ADN se realiz6 mediante el sistema automatico BioSprint con el paquete
comercial BioSprint® 96 DN.A Blood Kit y usando el programa BS96 DN.A
Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania).

Método BS+P: en este caso, a cada muestra se afiadieron 150 pl. de
tampon AL y 15 pll de proteasa (Qiagen, Hilden, Alemania). La placa se sell6
y se incub6 a 70°C durante 10 minutos a 300 rpm. Una vez finalizada la
incubacion, la extracciéon y purificacion del ADN se realizaron utilizando el
mismo programa que el método BS+PK, arriba mencionado.

El material genético ya extraido se conservé a -20°C hasta su analisis

molecular.
3.3.2. Tampon Tris-EDTA

Con este protocolo, se realizaron 3 extracciones de ADN utilizando 50
uL. de muestra en cada una de ellas:

Método TE: a cada una de las muestras se le afadieron 50 ul. de
tampon Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0, Sigma-
Aldrich, MO, Estados Unidos) en proporcion 1:1 que se incubaron a 95°C
durante 20 minutos.

Método TE+PK: en este método, en primer lugar, se adicioné 6,6 pl.
de proteinasa K (Qiagen, Hilden, Alemania) por meustra. La placa se sello
posteriormente con una pelicula plastica y se incubé a 56°C durante
aproximadamente 12 horas a 300 rpm. Terminada esta incubacién, se
afladieron 56,6 pl. de tampén TE a cada muestra (proporcion 1:1).
Posteriormente, se realizo una segunda incubacién igual que la descrita en el
método TE.

Método TE+PK+ATL: en este protocolo, ademas de afiadir 6,6 pL.
de proteinasa K, se anadieron 10 uL. de tampén de lisis ATL recomendado por
el fabricante (Qiagen, Hilden, Alemania) por muestra y se incubaron a 56°C
durante aproximadamente 12 horas a 300 rpm Posteriormente, se afiadieron
66,6 uL. de tampén TE a cada muestra (proporcion 1:1) y se incubaron igual
que en el método TE.
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Una vez se tuvieron todas las muestras procesadas mediante los
diferentes protocolos, se conservaron a -20°C hasta su analisis molecular.

L MagNalyser
Macerado Stomacher T::g :rn Eerlasdd7 ceramica 7000 rpm
60 abejas / muestra T minuto ul macerado / muestra 95 segundos

30 colonias muestreadas +10 mL agua Milli-Q estéril

c oA e

(@)

T

5 METODOS DE EXTRACCION

' ' ' ' '

TE+PK+ATL TE+PK TE BS+PK BS+P
Volumende 50 L 50 uL 50 pL 150 pL 150 L

muestra

+ 6.6 pL Proteinasa K + 6.6 plL Proteinasa K
+10 uL Tampdn ATL
562C

- ~ 12 horas —
‘ 300 rpm ‘

+56.6 uL Tampodn TE

=

+66.6 L Tampén TE

+56.6 uL Tampén TE

'

+ 20 pL Proteinasa K
+ 30 pL Tampon ATL

562C
~12 horas ‘
300 rpm
+ 200 pL Isopropanol

+ 200 pL Tampon AL
+ 30 pL MagAttract

'

+ 15 pL Proteasa
+ 150 pL Tampodn AL
70°C
10 minutos ‘
300 rpm

+ 200 pL isopropanol
+ 30 pL MagAttract

—

Sistema automatico BioSprint 96
952C BioSprint 96 DNA Blood Kit
20 minutos Programa BS96 DNA Tissue

Figura 14. Esquema de los diferentes protocolos de extraccion de ADN utilizados para el
procesado de las muestras, volumen de muestra utilizado en cada uno de ellos, volimenes de
reactivos afladidos a las muestras y tiempos de incubacién.

3.4. Analisis molecular

Tras la extracciéon del ADN por cada uno de los métodos descritos, se
procedi6 a la deteccion simultanea de N. apis y N. ceranae mediante la técnica
de PCR convencional descrita por Martin-Hernandez ef /. (2012); mientras
que para la deteccion de L. passin se utilizo 1a técnica descrita por Stevanovic
et al. (2016). Para la deteccion y cuantificacion mediante qPCR, se utilizaron
los cebadores especificos para bacterias intestinales descritos por Kesnerova ez
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al. (2017), para N. ceranae (Urbieta-Magro et al. 2019b) y para L. passim
(Buendfa-Abad, Martin-Hernandez y Higes 2023) (Tabla 2).

Técnica Especie Cebadores Secuencia 5'-3' Referencia
N MITOC-FOR CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA /
MITOC-REV CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG Martin-
R N apis APIS-FOR GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 5;5“;‘53;
APIS-REV GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG
I pasin LpCyth_F1 CGAAGTGCACATATATGCTTTAC Stevanovic
LpCyth_R GCCAAACACCAATAACTGGTACT et al. (2010)
PTP3-F TGCTGATGTTATGGCTACAGAAG Urbicta.
N. ceranae PTP3-R TACAGATTGCGCTGCTTTAA Magro ef al.
PTP3-P GCCAGGAA (UPL #72) (2019b)
_ Bart-F GTGGGAATCTACCTATTTCTACG
(PCR Be- aps Bart-R AACGCGGGCTCATCTATCTC Ketnerovi ef
Frisch-F GGAAGTTATGTGTGGGATAAGC al. (2017)
- perrare Frisch-R CTATTCTCAGGTTGAGCCCG
qLpass_TOPII_F GGCCATGGAAATACTCGAGTCT Bucndia.
L. passim  qLpass_TOPII_R ACCTTGCCTTCCTTCTTGAGATT Abad et al.
qLpass_TOPIL_P  G6FAM-CCTCGACACGC+T+TA+GT-BHQ1 (2023)

Tabla 2. Cebadores y sondas empleadas en la deteccién de bacterias intestinales, microsporidios

y tripanosomatidos por las diferentes técnicas de PCR.

El protocolo para la deteccion de N. apis y N. ceranae por PCR
convencional, asi como la visualizaciéon de los fragmentos amplificados, se
encuentra descrito en la Metodologia general. En cuanto a las reacciones
para la deteccion de L. passim, cada reaccion contenia 12,5 pL. de la enzima
FastStart PCR Master® (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) y 0,5 pM de cada
cebador, utilizando las mismas condiciones que para Noseza spp., aunque
utilizando una temperatura de anillamiento fue de 55°C.

La deteccion y cuantificacion por qPCR de N. ceranae y L. passim por
qPCR se realizdé con sondas TagMan especificas, mientras que para las
bacterias intestinales se utilizo SYBR Green, siguiendo los protocolos descritos
en la Metodologia general. Sin embargo, en el caso de L. passim, la
temperatura de anillamiento era de 61°C.
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3.4.1. Evaluacion del volumen de extracto de ADN

Para los analisis moleculares, se utilizaron diferentes volumenes de
extracto de ADN para las correspondientes determinaciones por PCR (Tabla
3). Para la PCR convencional se emplearon 2,5 pl, que es el volumen
estandarizado en el laboratorio de patologia del CIAPA para la deteccién de
microsporidios (Martin-Hernandez ¢ 2/ 2012). Dado que el volumen de
muestra inicial en los métodos BS (150 ul) era tres veces mayor que en el
método TE (50 uL), y el volumen de elucién era el mismo en ambos casos
(100 uL), fue necesario ajustar el volumen de ADN utilizado en cada PCR para
comprobar si la concentraciéon final de ADN influfa en la sensibilidad del
método analitico (volumen ajustado). Por tanto, para calcular el volumen de
ADN en el método TE, se multiplicé por 3 el volumen de utilizado en los
métodos BS. Aunque el volumen de muestra fue el mismo que en el método
TE, el volumen de solucién final fue mayor en los métodos TE+PK (113 pL)
y TE+PK+ATL (133 pL). Por lo tanto, se multiplicé el volumen de ADN
utilizado en el método TE por 1,13 y 1,33 para determinar el volumen de
extracto de ADN para los métodos TE+PK y TE+PK+ATL,

respectivamente.

En el caso de la qPCR, la técnica estandarizada en el Laboratorio de
Patologia del CIAPA (Urbieta-Magro e al. 2019b) utiliza 5 pl. de extracto de
ADN en un volumen final de 20 uL. (proporcion 1:4). Para mantener esta
proporcién y dado que todas las qPCRs en este estudio se realizarfan a 10 uL.
de volumen final, se utilizaron 2,5 ul. de ADN. Este volumen también se
utiliz6 para bacterias intestinales y para tripanosomatidos. Sin embargo, para
bacterias intestinales y tripanosomatidos, el Laboratorio de Patologia tiene
estandarizada la técnica de qPCR con un volumen final de reaccién a 10 uL. y
1 uL. de extracto de ADN, por lo que este volumen también se utilizé para
detectar y cuantificar N. ceranae. Con este ultimo volumen se realizé el ajuste
para los métodos TE como se ha descrito anteriormente para PCR

convencional.

94



Capitulo 1

PCR convencional qPCR
Método Volumen Volumen Volumen Volumen
estandarizado (uL) ajustado (uL) estandarizado (nWL)  ajustado (pL)
BS + PK 2,5 - 2,5 1
BS+P 2,5 - 2,5 1
TE 2,5 7,5 2,5/1 3
TE + PK 2,5 8,25 2,5/1 33
TE + PK + ATL 2,5 10 2,5/1 4

Tabla 3. Volumenes de muestra estandarizados en el Laboratorio de Patologia Apicola y
volimenes de ADN ajustados tras el ajuste para cada método de extraccion para PCR
convencional y qPCR para un volumen de reaccién final de 25 plL y 10 pL, respectivamente.

A lo largo de todos los procesos se incluyeron controles negativos de
extraccion y PCR para descartar posibles contaminaciones. Igualmente, se
incluyé un control positivo de muestras previamente confirmadas para cada
uno de los microorganismos estudiados en cada PCR para confirmar el

correcto funcionamiento de la técnica.

Todas las reacciones se llevaron a cabo por duplicado, para confirmar
la sensibilidad y la repetibilidad de cada método y volumen de ADN utilizado
mediante las técnicas descritas. En todos los casos, si al menos uno de los
replicados de las muestras analizadas resulté positivo, dicha muestra se
consideroé positiva. La repetibilidad se calcul6 en base al nimero de muestras
que fueron positivas en cada uno de los replicados.

3.4.2. Conservacion del ADN

Transcurridos 14 meses desde el analisis moleculat, se seleccionaron
aleatoriamente 10 muestras positivas a los microorganismos analizados
extraidas por cada método para realizar una comprobacion de la estabilidad
del ADN almacenadas a -20°C. En este caso, el analisis de las 10 muestras se

llevo a cabo utilizando unicamente 2,5 ul. para PCR convencional y 1 uL. para
qPCR.

3.5. Analisis estadisticos

En el caso de la técnica de qPCR, la eficacia de cada método de
extraccion se evalué comparando los valores de Cp obtenidos de los analisis

realizados. Para ello, se realizaron comparaciones multiples utilizando la

95



Capitulo 1

prueba no paramétrica Kruskal-Wallis. En caso de significacién, se aplicé la
prueba Mann-Whitney con correccion de Bonferroni para las comparaciones
por pares, considerando el uso de 1 uL, 2,5 pul. o el volumen ajustado de ADN
molde.

De la misma manera, se utilizaron los valores de Cp obtenidos en la
comparacion de los volimenes utilizados para cada método de extracciéon y se
compararon para determinar su influencia en la cuantificacion. Se realizaron
comparaciones por pares con la prueba no paramétrica Mann-Whitney con
correccion de Bonferroni para ver si habia diferencias en la utilizacién de 1 pL,
2,5 uL o el volumen ajustado de ADN molde. De la misma manera, se
compararon los valores de Cp del primer analisis con el realizado 14 meses
después de las 10 muestras positivas a cada especie para comprobar la
estabilidad del ADN tras un largo perfodo de tiempo almacenado a -20°C.

Los valores de p<0,05 se consideraron como estadisticamente
significativos. Todos los analisis se llevaron a cabo usando el programa
informatico IBM® SPSS® Statistics 25.0.

4. RESULTADOS

En los todos los controles negativos, tanto de la fase de extraccion
como de PCR, no hubo amplificacién para las especies analizadas, descartando
por tanto contaminaciéon durante todo el proceso. En los controles positivos
de cada una de las especies se registré amplificacion de la manera esperada sin
detectar amplificaciones inespecificas, confirmandose el funcionamiento de la

técnica de la forma adecuada.

La observacion del extracto de ADN por cada método mostrd
diferencias caracteristicas. En el caso de los métodos automaticos, el extracto
de ADN se mostraba de un color claro y sin residuos, debido a que esta técnica
incluye un paso de purificacion de ADN. En cambio, el ADN extraido con los
métodos basados en el tampoén TE present6 una apariencia diferente ya que
en estos métodos no se realiza ninguna purificacioén y el material genético en
suspension se encuentra junto con otros componentes de la muestra como

restos celulares, particulas, proteinas, etc. (Figura 15).
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Figura 15. Muestras extraidas con los métodos automaticos (izquierda) y con los métodos basados
en el tampo6n TE (derecha). Fuente: original.

4.1. Microsporidios

Ninguna de las 30 muestras analizadas fue positiva a N. apis, y 11 de
ellas fueron negativas también a N. ceranae en PCR convencional como en
qPCR, por lo que se consideraron verdaderas negativas.

4.1.1. PCR convencional

Los métodos que permitieron detectar por esta técnica un mayor
numero de muestras positivas a N. ceranae, y que por lo tanto mostraron mayor
eficacia, fueron los métodos automaticos y el método TE+PK+ATL, con el
63,3% de las muestras positivas utilizando 2,5 pl. de extracto de ADN. Con
estos tres métodos se registraron amplificaciones en todos los replicados, a
excepcion del método BS+P, que tuvo una repetibilidad del 96,6%.

Los métodos TE y TE+PK permitieron la deteccién de N. ceranae en
el 60% y el 50% de las muestras, respectivamente. Con el método TE, la
repetibilidad fue del 93,3%, mientras que con el método TE+PK fue del 90%.

Con los volumenes de ADN ajustados, la sensibilidad de 1a PCR vy la
repetibilidad se mantuvo con el método TE y mejord con el método TE+PK,
permitiendo la deteccion de N. ceranae en el 56,6% de las muestras con una
repetibilidad del 93,3%. En cambio, con el método TE+PK+ATL, que fue de
los mas eficaces con 2,5 pl, no se registré ninguna muestra positiva a IN.

ceranae.
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2,5puL Volumenes ajustados

Muestra TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS+P TE + PK+ATL TE + PK TE

Positivos por
réplica
Positivos
totales

19 15 18 19 19 0 17 18

Tabla 4. Numero de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a IN. ceranae en
cada uno de los métodos de extraccion por PCR convencional.

4.1.2. qPCR
Deteccion

Utilizando 2,5 pul. de ADN, los métodos BS+PK, BS+P y TE
permitieron la detecciéon del microsporidio en el 63,3% de las muestras,
mientras que con el método TE+PK solo se logré la deteccion en el 43,3% de
las muestras. La repetibilidad con los métodos automaticos fue del 100% pero
en el caso del método TE fue del 80% y con el método TE+PK del 76,6%.
Con el método TE+PK+ATL no se registr6 ninguna muestra positiva.
(Tabla 5).

Al realizar los analisis con 1 uL. de extracto de ADN, los métodos con
los que se registr6 un mayor ndmero de muestras positivas fueron,
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nuevamente, los métodos automaticos (BS+PK y BS+P) y el método TE,
junto con el método TE+PK+ATL, con los que se detecté N. ceranae en el
63,3% de las muestras. La repetibilidad de estos métodos fue del 100%, 96,6%,
93,3% y 70%, respectivamente. El método que mostré ser el menos eficaz fue
el método TE+PK, que permiti6 la deteccion de N. ceranae en el 53,3% de las
muestras (Tabla 5).

2,50 | 1u
Muestra | TE+PK+ATL|  TE+PK T BS + PK BS+P | TE+PK+ATL| TE+PK TE BS + PK BS+P
174
302
176
172
177

178
179

312

Positivos por
réplica

Positivos
totales

Tabla 5. Numero de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a N. ceranae en
cada uno de los métodos de extraccion por qPCR.

Cuantificacién

Al analizar los valores de Cp utilizando 2,5 ul. de ADN, se observaron
diferencias significativas entre los diferentes métodos de extraccion (Kruskal-
Wallis, p<0,05). Los métodos automaticos junto con el método TE
permitieron obtener valores de Cp significativamente mas bajos, lo cual indica
mayores cargas de ADN, aunque no se observaron diferencias significativas
entre ellos (Mann-Whitney, p>0,05). Sin embargo, el método con el que se
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registraron los valores de Cp mas altos, fue el método TE+PK (Mann-
Whitney, p<0,05) (Figura 15).

Al utilizar 1 pl. de extracto de ADN, también se observaron diferencias
significativas (Kruskal-Wallis, p<<0,05). Con los métodos TE+PK+ATL, TE
y los dos métodos automiticos, se registraron los valores de Cp
significativamente mas bajos, sin diferencias significativas entre ellos (Mann-
Whitney, p>0,05). De nuevo, el método TE+PK fue el método con los valores
de Cp significativamente mas altos en comparacién con el resto de los

métodos (Mann-Whitney, p<0,05) (Figura 16).

Al comparar los valores de Cp obtenidos al utilizar 2,5 plL y 1 ul. de ADN en
cada uno de los métodos de extraccién, no se observaron diferencias
significativas, por lo que el volumen de ADN utilizado no afecté a la carga
parasitaria independientemente del método de extraccion utilizado (Mann-
Whitney, p>0,05).

25k 1L

a b b b a b a a a

40

~ o wm e =T ok

25

Cp

20

TE+PK TE BS+PK BS+P TE+PK+ATL TE+PK TE BS+PK BS+P

Figura 16. Valores de Cp de N. ceranae en cada uno de los métodos de extraccion en funcién de
los volimenes de extracto de ADN utilizado. Los métodos que no registraron amplificacion en

ninguna muestra no se encuentran representados graficamente.
4.2. Bacterias intestinales

4.2.1. Bartonella apis

Deteccion

Los resultados obtenidos en la deteccion de Ba. apis se muestran en la
Tabla 6. Los métodos de extraccién que ofrecieron una mayor eficacia para la
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deteccion de Ba. apis fueron los métodos automaticos y el método TE, con los
que se detecto esta bacteria en el 100% de las muestras y que presentaron una
repetibilidad del 100%, utilizando tanto 2,5 ul. como 1 pL. Sin embargo, con
el método BS+P, en una de las muestras no se mostré amplificacion en
ninguno de los replicados cuando se utiliz6 1 pl. de ADN. En cuanto al
método TE, cuando se utilizaron los volimenes ajustados, se observo una
disminucién de la sensibilidad de la PCR y de la repetibilidad, detectando la
bacteria en el 83,3% de las muestras con una repetibilidad del 93,3%.

El siguiente método en términos de eficacia fue el método TE+PK,
con el que se registré el 96,6% de las muestras positivas con una repetibilidad
del 93,3% cuando se utilizé 1 pL. de extracto de ADN, y en el 73,3% de las
muestras con una repetibilidad del 90% cuando se utilizaron 2,5 ul.. En
cambio, con los volimenes ajustados, la sensibilidad de la PCR mejord
logrando detectar la bacteria en el 96,6% de las muestras y manteniendo la

repetibilidad.

La extracciéon con el método TE+PK+ATL no permitié la deteccién
de Ba. apis en ninguna muestra cuando se utilizaron 2,5 uL. de ADN ni con los
volimenes ajustados. Solo al utilizar 1 ul. de ADN se observaron muestras
positivas en el 50% de las muestras con una repetibilidad del 70%.
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Cuantificacion

Cuando nos fijamos en los valores de Cp, se observaron diferencias
significativas entre los diferentes métodos en todos los volumenes de extracto
de ADN utilizados (Kruskal-Wallis, p>0,05). Los métodos con los que se
registraron los menores valores fueron los métodos automaticos
independientemente del volumen de muestra utilizado (Mann-Whitney,
p<0,05). Con el método TE, utilizando 2,5 pL. de ADN, no se mostraron
diferencias en la carga bacteriana en comparaciéon con los métodos
automaticos (Mann-Whitney, p>0,05), ni tampoco con el método BS+P
utilizando 1 uLL ni con los volimenes ajustados (Mann-Whitney, p>0,05). El
método menos sensible fue el método TE+PK+ATL seguido del método
TE+PK (Figura 17).

No se observaron diferencias significativas en los valores de Cp de cada
método al compararlos con los diferentes volimenes utilizados (Kruskal-
Wallis, p>0,05).

25k 1L

a b b b a b c d cd

40 °

Cp

T == T L&

TE+PK TE BS+PK BS+P TE+PK+ATL TE+PK TE BS+PK BS+P

Volumenes ajustados
a b c b
40 | o
35
o
o o
30 7 '__I__|
—_
e
15
TE+PK TE BS+PK BS+P

Figura 17. Valores de Cp de Ba. apis en cada uno de los métodos de extraccion en funcion de los
volimenes de extracto de ADN utilizado. Los métodos que no registraron amplificacién en

ninguna muestra no se encuentran representados graficamente.
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4.2.2. Frischella perrara
Deteccién

Cuando se utilizaron 2,5 ul. de ADN, el método mas sensible fue el
método BS+PK con el 100% de las muestras positivas, seguido del método
BS+P, con el 96,6% de las muestras positivas, ambos con una repetibilidad del
100%. Con el método TE y TE+PK se mostré una considerable pérdida de la
sensibilidad con este volumen, detectando la bacteria en el 63,3% y el 23,3%

de las muestras, respectivamente.

Sin embargo, fue utilizando 1 ul. de ADN con los que se detecté un
mayor numero de muestras positivas, de tal manera que los métodos
automaticos y el método TE permitieron la deteccion de F. perrara en el 100%
de las muestras positivas. En cuanto a la repetibilidad, con los métodos
automaticos se alcanzé el 96,6%, mientras que con el método TE fue del 90%.
A continuacion, se situé el método TE+PK con el 83,3% de las muestras
positivas y una repetibilidad del 93,3%.

El método TE+PK+ATL no mostrd ninguna muestra positiva a esta
bacteria para ninguno de los volumenes utilizados. (Tabla 7).
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Cuantificacion

En lo referido a los valores de Cp, independientemente del volumen

utilizado, también se observaron diferencias significativas entre alguno de los

métodos (Kruskal-Wallis, p<0,05). Los métodos con los que se obtuvieron

valores de Cp significativamente menores fueron el BS+PK y BS+P (Mann-

Whitney, p<0,05), indicando que mejoran la sensibilidad de la técnica de

qPCR. El método TE no mostré diferencias significativas con el método
TEA+PK cuando se utilizé el volumen ajustado (Mann-Whitney, p>0,05)

(Figura 18).

No se observaron diferencias significativas en los valores de Cp de cada

método al compararlos con los diferentes volimenes utilizados (Kruskal-

Wallis, p>0,05).
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Figura 18. Valores de Cp de F. perrara en cada uno de los métodos de extraccién en funcion de

los volumenes de extracto de ADN utilizados. Los métodos que no registraron amplificacién en

ninguna muestra no se encuentran representados graficamente.
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4.3. Lotmaria passim

En el primer lote de 30 muestras, no se detect6 la presencia de L.
passim, ni por PCR convencional ni por qPCR. Por este motivo, se
seleccionaron nuevas muestras procedentes de colonias que previamente
habifan sido confirmadas como positivas a L. passin utilizando la misma técnica
de qPCR descrita en este estudio.

4.3.1. PCR convencional

Los resultados obtenidos por PCR convencional revelaron que, al utilizar 2,5
ul de ADN, los métodos BS+P y BS+PK ofrecieron los mejores resultados,
permitiendo la deteccion L. passim en el 76,6% y el 73,3% de las muestras,
respectivamente, con una repetibilidad del 93,3% y 80%.

En comparacion, con el método TE se obtuvo amplificacion en el 60% de las
muestras, pero con una repetibilidad del 70%. Con los métodos TE+PK y
TE+PK+ATL no se detectd L. passim en ninguna muestra con este volumen

de ADN (Tabla 8).

Asimismo, con los métodos basados en el tampon TE no se detecté ninguna
muestra positiva con los volumenes ajustados (Tabla 8).
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2,5puL I Volimenes ajustados

Muestra TE + PK + ATL TE + PK TE BS + PK BS+P TE + PK + ATL TE + PK TE
PA19-0765
PA19-0809
PA19-0813
PA19-0861
PA20-0054
PA20-0295
PA20-0302
PA20-0304
PA20-0306
PA20-0312
PA20-0314
PA20-0343
PA20-0653
PA20-0880
PA20-0889
PA20-0892
PA20-0896
PA20-0898
PA21-0285
PA21-0287
PA21-0289
PA21-0292
PA21-0293
PA21-0295
PA21-0296
PA21-0297
PA21-0298
PA21-0318
PA21-0328
PA21-0329

Positivos por
réplica

Positivos

totales

Tabla 8. Numero de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a L. passinz en
cada uno de los métodos de extraccién por PCR convencional.

4.3.2. qPCR
Detecciéon

Cuando se utilizé la técnica de qPCR utilizando 2,5 pul. de ADN,
ninguna muestra fue positiva para ninguno de los métodos de extraccion. De
igual forma, cuando se utilizé 1 uL, con los métodos TE4+PK+ATL y TE+PK
no se detectd L. passim en ninguna muestra, tan solo los métodos TE y los dos
métodos automaticos permitieron su deteccion. El método con el que se
registré el mayor nimero de muestras positivas fue el método BS+P, con un
76,6% de las muestras positivas, seguido del método BS+P y el método TE,
con los que se logré el 73,3% y 70% de las muestras positivas, respectivamente.
En estos tres métodos la repetitividad fue de al menos del 96,6% (Tabla 9).
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250 | 1
TE+PK+ATL| TE+PK TE BS + PK BS+P | TE+PK+ATL] TE+PK TE BS + PK BS +P

Muestra
PA19-0765
PA19-0809
PA19-0813
PA19-0861
PA20-0054
PA20-0295
PA20-0302
PA20-0304
PA20-0306
PA20-0312
PA20-0314
PA20-0343
PA20-0653
PA20-0880
PA20-0889
PA20-0892
PA20-0896
PA20-0898
PA21-0285
PA21-0287
PA21-0289
PA21-0292
PA21-0293
PA21-0295
PA21-0296
PA21-0297
PA21-0298
PA21-0318
PA21-0328
PA21-0329

Positivos por
réplica

Positivos

totales

Tabla 9. Nimero de positivos en cada replicado y de muestras positivas totales a L. passinz en
cada uno de los métodos de extracciéon por qPCR.

Cuantificacién

Cuando se compararon los valores de Cp entre los tres métodos que
permitieron la deteccion de L. passim no se observaron diferencias

significativas (Kruskal-Wallis, p>0,05; Figura 19).

1pL
a a a
40
35 ] %
a ?
O
10
25
20 4
15
TE BS+PK BS+P

Figura 19. Valores de Cp de L. passim en cada uno de los métodos de extraccién en funciéon de
los volimenes de extracto de ADN utilizados. Los métodos que no registraron amplificacién en
ninguna muestra no se encuentran representados graficamente.
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Los resultados totales de las réplicas y del nimero de muestras positivas en

cada método de extraccion y de cada microorganismo se representa en la

Tabla 10.

N. ceranae

PCR convencional qPCR
2,5 L Voliumenes ajustados 2,5puL 1uL
Positivos  Positivos | Positivos  Positivos | Positivos  Positivos | Positivos  Positivos
porréplica  totales | porréplica  totales | porréplica  totales | porréplica  totales
TE + PK+ ATL 19119 19 0]0 0 0]0 0 1217 19
TE + PK 12|15 15 16 | 16 17 9|10 13 16 | 15 16
TE 18| 16 18 17117 18 16 | 16 19 18 | 18 19
BS + PK 19|19 19 19 ] 19 19 19 ] 19 19
BsS+P 18| 19 19 18| 19 19 18 | 19 19
L. passimn
PCR convencional qPCR
2,5 ulL Volumenes ajustados 2,5 ul 1ul
Positivos  Positivos | Positivos  Positivos | Positivos  Positivos | Positivos  Positivos
por réplica  totales | porréplica  totales [ porréplica totales | porréplica  totales
TE+PK+ATL 19|19 19 0]0 0 0]0 0 0]0 0
TE + PK 1215 15 16 | 16 17 00 0 0]0 0
TE 18] 16 18 1717 18 13 14 18 0]0 0
BS + PK 19119 19 20|18 22 19|19 19
BS+P 1819 19 23|21 23 1819 19
B. apis
qPCR
2,5ul 1uL Volimenes ajustados
Positivos Posituvos | Positivos Positivos | Positives  Positivos
porréplica  totales | por réplica totales | por réplica totales
TE + PK+ ATL 010 0 9112 15 0]0 0
TE + PK 21| 20 22 29 | 27 29 29| 26 29
TE 30 | 30 30 30 | 30 30 25123 25
BS + PK 30 | 30 30 30 | 30 30
BS+P 30 | 30 30 29 | 29 29
F. perrara
qPCR
2,5 ul. 1ul Volimenes ajustados
Positivos  Positivos | Positivos  Positivos | Positivos  Positivos
porréplica  totales | porréplica totales | por réplica totales
TE + PK+ ATL o]0 0 0]0 0 o]0 0
TE + PK 6|7 7 23|25 25 6|5 7
TE 18| 14 19 29 | 28 30 13|10 14
BS + PK 30| 30 30 29| 30 30
BS+P 29 | 29 29 30| 29 30

Tabla 10. Tabla resumen con los recuentos totales de los replicados y muestras positivas para

todos los microorganismos analizados en cada método de extraccion.
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4.4. Conservacion del ADN

Para verificar la integridad del ADN en funcién del método de
extraccion, se seleccionaron aleatoriamente 10 muestras positivas del primer
analisis, las cuales se analizaron nuevamente 14 meses después de la extraccion,
tanto por PCR convencional utilizando unicamente 2,5 pl. de muestra como
por qPCR utilizando 1 pl.

4.4.1. PCR convencional

En cuanto a la deteccion por PCR convencional, las 10 muestras
positivas resultaron nuevamente positivas a N. ceranae independientemente del

método de extraccion (Tabla 11).

Sin embargo, en lo referido a L. passim, la extraccion con los métodos
automaticos mantuvo el numero de positivos, mientras que con el método TE
se perdi6 sensibilidad en la PCR, registrando sélo el 60% de las muestras
positivas. Las muestras extraidas con los métodos TE+PK+ATL y TE+PK
no se volvieron a analizar para L. passim puesto que no hubo ninguna muestra

positiva tras el primer analisis (Tabla 11).

N. ceranae L. passim
Método Nov-20 Ene-22 Nov-20 Ene-22
TE + PK + ATL 10 10 0 -
TE + PK 10 10 0 -
TE 10 10 10 6
BS + PK 10 10 10 10
BS+P 10 10 10 10

Tabla 11. Numero de muestras positivas a N. ceranae y L. passim en el primer andlisis y

transcurridos 14 meses desde la extraccién del ADN por PCR convencional.
4.4.2. qPCR
Deteccion

El analisis por qPCR tras 14 meses desde la extraccion del ADN
mostré que todas las muestras extraidas con el método automatico,
independientemente de si fueron incubadas con proteinasa K o proteasa,
fueron positivas para todas las especies analizadas. No obstante, con los
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métodos basados en el tampén TE, los resultados fueron algo mas variados,

con una pérdida de la sensibilidad de la qPCR en la mayoria de los casos.

Para N. ceranae, la extraccion con los métodos TE+PK y TE permitié
la deteccion del microsporidio en el 90% y 80% de las muestras,
respectivamente, mientras que con el método TE+PK+ATL se detect6 en el

70% (Tabla 12).

En el caso de L. passim, el 100% de las muestras volvieron a ser

positivas independientemente del método de extraccion (Tabla 12).

Para Ba. apis, los métodos TE4+PK y TE volvieron a permitir su
deteccion en todas las muestras seleccionadas, mientras que con el método
TE+PK+ATL se observé cierta pérdida de la sensibilidad de la técnica
analitica, detectando la bacteria en el 90% de las muestras. Para F. perrara, se
observo una disminucion en el nimero de positivos cuando las muestras se
extrajeron con los métodos TE y TE+PK, detectandose en el 70% y el 40%
de las muestras, respectivamente (Tabla 12).

Dado que en el primer analisis no hubo ninguna muestra positiva a L
passim en los métodos TE con incubacién con proteinasa K ni a F. perrara en
el método TE+PK, no se realiz6 el analisis de estas muestras (Tabla 12).

N. ceranae L. passim Ba. apis F. perrara
Método nov-  ene- nov-  ene- nov-  ene- nov-  ene-
20 22 20 22 20 22 20 22
TE + PK + ATL 10 7 0 - 10 1 0
TE + PK 10 9 0 - 10 10 10 4
TE 10 8 10 10 10 10 10
BS + PK 10 10 10 10 10 10 10 10
BS+P 10 10 10 10 10 10 10 10

Tabla 12. Numero de muestras positivas a bactetias intestinales, IN. ceranae y L. passim en el primer

andlisis y transcurridos 14 meses desde la extraccién del ADN por qPCR.

Cuantificacioén

En cuanto a los valores de Cp, no se observaron diferencias

significativas al analizar de nuevo las muestras 14 meses después de la
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extraccion, independientemente del método de extraccion utilizado y de la

especie analizada (Mann-Whitney, p>0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Valores de Cp de N. ceranae, L. passim y bacterias intestinales en cada uno de los
métodos de extraccién tras 14 meses desde la extraccion del ADN.

5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran la
importancia de seleccionar adecuadamente el método de extraccion del
material genético de las muestras para que los métodos moleculares de
deteccién y cuantificacion resulten sensibles y repetibles, ya que no todos los
métodos de extracciobn son igualmente eficaces para todos los
microorganismos.

De forma general, al comparar todos los métodos de extraccion de este
estudio, independientemente del volumen de ADN utilizado, los que
mostraron una mayor eficacia, atendiendo a la sensibilidad y a la repetibilidad

de la técnica molecular realizada posteriormente, fueron los llevados a cabo
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tras el procesado y extraccién con el sistema automatico BioSprint. De hecho,
las diferencias fueron significativamente notables en comparacion con los
métodos basados en el tampén TE, especialmente cuando las muestras se

incubaban previamente con proteinasa K.

El sistema automatico BzoSprint utiliza unas particulas magnéticas a las
que se une el ADN. Posteriormente, mediante la presencia de un campo
magnético, estas particulas en suspension con el ADN adherido se eluyen en
tampén AE. De esta manera, el ADN queda purificado, libre de
contaminantes como proteinas, polisacaridos, lipidos, fenoles y otros
metabolitos (Sidstedt, Radstrém y Hedman 2020).

Por el contrario, el método de extraccion mediante la utilizacion de
tampon TE, consiste en una incubacion a alta temperatura para lisar los
componentes celulares mediante choque térmico, lo que facilita la liberacion
del material genético. Este tampén es una combinacion de la base Tris, que
proporciona capacidad de amortiguacién para mantener un pH estable en las
muestras biologicas; y EDTA, un quelante metalico que ayuda a inhibir la
actividad de las nucleasas y enzimas dependientes de metales, lo que
contribuye a mantener la estabilidad e integridad del ADN. Por estas
propiedades, el tampon TE es ampliamente utilizado tanto en la extraccioén de
ADN como en su almacenamiento. Sin embargo, la solucién resultante no solo
contiene el ADN, sino también contaminantes y restos celulares en solucién
que pueden actuar como inhibidores de la PCR (Rios Sanchez ez a/ 2016;
Sidstedt, Radstrom y Hedman 2020). En nuestro trabajo, antes de realizar el
analisis molecular, las muestras se centrifugaron brevemente para favorecer la
sedimentacion de gran parte de estas impurezas y solo se tomaba la parte
superior del sobrenadante para ser afiadido a la reaccion de PCR, pero es muy
probable que algunas permanecieran en suspension. Esto explicarfa por qué
las técnicas moleculares que utilizan ADN extraido mediante el tampén TE
muestran menor sensibilidad y repetibilidad. Este método se asemeja a la
extraccion con Chelex®, un método ampliamente utilizado en estudios
genéticos de las abejas meliferas, sus parasitos y bacterias intestinales (De La
Rua et al. 2004; Mufioz et al. 2008; Fries e al. 2013; Bartolomé ez al. 2018; Zhang
et al. 2021).
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La proteinasa K y la proteasa utilizadas en los diferentes métodos de
extraccion descritos en el presente trabajo tienen la misma funcién, con la
diferencia de que la proteinasa K es una proteasa de tipo subtilisina aislada del
hongo Tritirachinm dlbum, mientras que la proteasa es una enzima de serina
aislada de una cepa recombinante de una bacteria del género Baci/lus. Estas
enzimas se utilizan habitualmente (Martin-Hernandez e# a/. 2007, 2012; Lopes
et al. 2022; Urbieta-Magro 2019a; Buendfa-Abad, Martin-Hernandez y Higes
2023) para digerir las proteinas contaminantes presentes en la muestra, asi
como las que forman parte de las estructuras celulares, ademas de las nucleasas,
lo que contribuyen a proteger el ADN durante el proceso de extraccion.
Ademas, el fabricante recomienda la incubaciéon de la proteinasa K con el
tampon ATL, un tampdn optimizado para la lisis tisular.

Curiosamente, los métodos basados en el tampén TE combinados con
una incubacién con proteinasa K fueron los menos eficaces, a excepcion del
método TE+PK+ATL en el caso de IN. ceranae. L.os microsporidios poseen
una doble pared celular, compuesta por la endospora y la exospora, lo que les
confiere gran resistencia frente a condiciones adversas (Higes ez a/. 2007),
como podria ser el aumento de la temperatura exterior. Por ello, el tratamiento
con proteinasa K (o proteasa) podria haber facilitado la liberaciéon de material
genético, mientras que la incubacién posterior con el tampon TE habria
permitido completar la liberacion del material genético de las esporas mediante
el choque térmico. En el caso de las bacterias intestinales y L. passizz, que no
poseen formas de resistencia, sino que poseen una pared celular menos
resistente que las esporas (Silhavy, Kahne y Walker 2010) y, en el caso de L.
passim, unicamente una membrana plasmatica (Landfear y Ignatushchenko
2001), es posible que solo la incubacién con proteinasa K o proteasa, o con el
tampon TE, sea suficiente para la lisis celular y la liberacién del material
genético. Esto sugiere que una doble incubacién a temperaturas elevadas
podria favorecer la degradacion del ADN. Este factor, junto con la presencia
de contaminantes e inhibidores de PCR, podria explicar por qué en el analisis
de las muestras procesadas con los métodos basados en el tampén TE con una
incubacién con proteinasa K mostraron un menor nimero de muestras
positivas en casi todos los casos, una menor repetibilidad y menores cargas
microbianas en las muestras extraidas con estos métodos. Por tanto, se
demuestra que la proteinasa K no afiade ventajas al método TE.
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De hecho, con el método de extraccion en el que solo se incuba la
muestra con tampoén TE se obtienen resultados comparables a los métodos
automaticos en muchas ocasiones, tanto en términos de sensibilidad (nimero
de muestras positivas) como en cargas microbianas. Este método ya ha
mostrado ser eficaz para la deteccion de microsporidios de abejas y abejorros
(Rodriguez-Garcia et al. 2014) y es por ello por lo que es un método que se ha
utilizado en diferentes estudios de nuestro grupo de investigacion (Urbieta-
Magtro et al. 2019a, 2019b; Jabal-Uriel ez al. 2022b, 2022c).

También hay que tener en cuenta que el coste econémico de los
métodos basados en el tampén TE es muy inferior a los métodos automaticos,
que requieren de la compra de diferentes reactivos especificos de extraccién
de un coste elevado, ademas del propio equipo de extraccion BioSprint.
Ademas, la duraciéon del proceso de extracciéon también es un factor
importante para tener en consideracion. El método de extraccion que utiliza
la incubacién con tampén TE es el que menos tiempo requiere para la
extraccién del material genético tras el procesado de las abejas (20 minutos de
incubacién) en comparacion con los métodos que requieren de la incubacion
con proteinasa K, que es de aproximadamente 12 horas, segun la
recomendacién del fabricante. Por todo ello, el método TE es un método
eficiente debido a su bajo coste, rapidez y calidad de los resultados obtenidos,
siendo una buena opcién cuando el presupuesto para realizar un estudio es
ajustado y/o el numero de muestras a analizar es muy elevado.

Hasta la actualidad, se han descrito numerosos protocolos de
extraccion de acidos nucleicos aplicados tanto para el estudio genético de las
abejas meliferas como para la caracterizacién molecular de diversos parasitos
que las afectan y el analisis de las comunidades bacterianas presentes en su
microbiota intestinal (De La Raa e a/. 2004; Munoz et al. 2008; Stevanovic ez
al. 2011; Martin-Hernandez ez al. 2012; Vejnovic ez al. 2018; Kesnerova ef al.
2017; Urbieta-Magro ez al. 2019b; Arismendi ef a/. 2020; Quintana e al. 2021,
Naree et al. 2022; Zhang et al. 2021). En el afio 2015, se realiz6é un estudio
multicéntrico y organizado por el Laboratorio de Referencia de la Unién
Europea (Eurgpean Union Reference Laboratory, EURL) para la salud de las abejas
Sophia-Antipolis (Francia) con el fin de comparar los métodos moleculares
utilizados en laboratorios de referencia de diferentes paises europeos para la
identificacién de especies de Nosenza (Duquesne e al. 2017). Cada laboratorio
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debfa procesar y analizar distintas alicuotas que contenfan abdémenes
triturados de abejas meliferas y abejorros infectados con microsporidios, tanto
de forma natural como artificial, utilizando sus propios procedimientos
rutinarios. Entre los 21 laboratorios de referencia, cada uno emple6é un
protocolo diferente, con variaciones en todas las etapas, desde la extraccion
del ADN hasta el analisis por PCR. Estas diferencias incluyeron el uso de
diferentes kits comerciales, la realizacion de extracciones manuales o
automatizadas, la variacion en los volumenes de muestra extraidos, los
volimenes de elucion y el volumen de extracto utilizado para el analisis por
PCR e incluso el uso de PCR convencional o qPCR. Los resultados obtenidos
mostraron que menos de la mitad de los laboratorios utilizaron técnicas que
alcanzaron la especificidad y la sensibilidad esperadas. De hecho, mas de la
mitad de los laboratorios utilizaron los cebadores disefiados por nuestro grupo
de investigacion y que han sido utilizados en nuestro estudio para la deteccion
molecular de N. ceranae y N. apis (Martin-Hernandez ez a/. 2007). Sin embargo,
a pesar de utilizar la misma técnica de detecciéon, hubo variaciones en la
sensibilidad del método analitico. Todo esto evidencia la necesidad de
estandarizar protocolos en los que se utilicen métodos analiticos robustos,
reproducibles y sensibles para la obtencién de resultados fiables.

Esta falta de estandarizacion se ve agravada por la practica comin de
aplicar un protocolo optimizado para un microorganismo especifico (bacteria,
hongo, protozoo, etc.) directamente a otro microorganismo diana, sin realizar
pruebas adicionales que verifiquen su idoneidad para el nuevo
microorganismo.

Otro factor de gran importancia a la hora de valorar la eficacia de un
determinado protocolo de PCR es la cantidad y calidad de extracto de ADN
utilizado para llevar a cabo la reaccion. Aunque podria pensarse que mas
cantidad de extracto de ADN mejora la sensibilidad de la técnica analitica, la
PCR puede detectar con precision cantidades bajas de ADN o cuantificar la
cantidad de un determinado patégeno microbiano (Sidstedt, Radstrom vy
Hedman 2020). La calidad del ADN también es fundamental para garantizar
el éxito del analisis molecular, ya que el extracto de ADN puede contener una
variedad de contaminantes que actian como inhibidores de la reaccién de
PCR. Entre los inhibidores mas comunes se encuentran componentes de
reactivos comunmente utilizados para el procesado de muestras (detergentes),
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compuestos organicos o fenolicos, grasas y el calcio. Otros inhibidores mas
extendidos incluyen componentes de celulares, ADN no diana y
contaminantes, y elementos de laboratorio como polen, polvo, material
plastico de laboratorio y celulosa (Wilson 1997; Schrader e al 2012).
Concretamente en lo referido a las abejas, la elevada cantidad de azucares de
la miel o el néctar (Lalhmangaihi e 2/ 2014) o componentes presentes en los
ojos de las abejas (Boncristiani ef a/. 2011) podtian actuar como inhibidores de
la PCR. Por tanto, si el ADN no ha sido adecuadamente purificado y el
volumen de extracto utilizado para llevar a cabo la PCR es excesivo, se
incrementa la presencia de estos inhibidores, lo que provoca una disminucién
en la eficiencia de la amplificacién (Boncristiani ez 2/ 2011; Schrader ef al. 2012;
Sidstedt, Radstrom y Hedman 2020; McDonald, Taylor y Linacre 2024). Esto
explicarfa que la utilizaciéon de volumenes elevados (volimenes ajustados) de
los métodos basados en el tampén TE en los que se utilizaba una cantidad de
extracto de ADN elevada fueran con los que se registraron los peores
resultados tanto en PCR convencional como en qPCR.

También hay que destacar que el método de extraccion influye en la
conservacion de las muestras, lo cual es otro factor clave en la seleccion del
método de extraccion. Se ha demostrado que la temperatura de
almacenamiento y el tipo de tampén utilizado son determinantes en la
preservacion de la integridad del ADN a largo plazo (Murakami 2013). En
particular, el tampén TE ha mostrado ser un solvente que mejora la
conservacion del ADN, mejorando su estabilidad en comparacion con el uso
exclusivo de agua (Murakami 2013). Ademas, la adicién de glicerol contribuye
a preservar mejor el ADN congelado, ya que previene la formacion de cristales
que pueden dafiarlo (Schaudien, Baumgartner y Herden 2007), y que podrian
producir una falsa cuantificacién en la técnica de qPCR en tiempo real (Réder
et al. 2010). Asimismo, un método que mantenga la integridad del ADN
permite aprovechar muestras de ensayos anteriores que pueden ser valiosas,
especialmente cuando la recoleccién de nuevas muestras resulta complicada o
cuando las condiciones experimentales no permiten la repeticion del estudio.
Ademas, contribuye a reducir la cantidad de abejas sacrificadas para la

realizacion de nuevos ensayos, promoviendo un enfoque mas ético.

Por otro lado, los ciclos de congelacién y descongelacion son un factor
que afecta de manera significativa en la estabilidad del ADN (Ross, Haites y
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Kelly 1990; Villanueva, Podzorski y Reyes 1998; Kim 2003). Sin embargo, este
impacto parece estar mas relacionado con el volumen total en el que se
almacena el ADN, ya que un mayor volumen de almacenamiento mantiene la
integridad del ADN, incluso después de someterlo a multiples ciclos de
congelacion y descongelacion (Bellete ef 2/ 2003). En nuestro caso, los ciclos
de congelacién y descongelacion se intentaron minimizar siempre que fue

posible para realizar los analisis moleculares.

Este trabajo, por lo tanto, establece una base solida para seleccionar
protocolos eficientes en la deteccidon y cuantificacion de microsporidios,
tripanosomatidos y bacterias intestinales de las abejas meliferas, destacando la
importancia de realizar pruebas preliminares para seleccionar el método de
extraccion de ADN que garantice un analisis molecular preciso. Ademas, se
demuestra que las muestras de ADN debidamente conservadas y que son
extraidas utilizando estos protocolos, pueden ser revalorizadas y reutilizadas
para nuevos analisis, lo que permite su aplicaciéon con otros objetivos

cientificos para los cuales no se habian considerado inicialmente.
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Prevalencia de tripanosomatidos en colonias de Apis mellifera
de zonas geograficamente aisladas con movimientos apicolas
restringidos

En los dltimos afios, se ha detectado una elevada prevalencia de
tripanosomatidos en las colonias de abejas en todo el mundo, siendo L. passin la especie
predominante. Sin embargo, el conocimiento sobre su ecologia en zonas aisladas es
limitado. Por ello, se analizaron un total de 661 colonias de abejas meliferas ubicadas en
Madeira y el archipiélago de las Azores mediante diferentes técnicas moleculares, a través
de las cuales se hallé una elevada prevalencia de tripanosomatidos. L. passim fue la especie
predominante y, en la mayoria de las colonias, la tnica especie detectada. Este hecho se
produjo incluso en islas libres de 1. destructory/o N. ceranae, las cuales cuentan con severas
restricciones en los movimientos de las colonias entre islas y con prohibiciones en la
importacion de material apicola para evitar su propagacion. El analisis de los datos reveld
que las islas con presencia confirmada de 1. destructor presentaron una prevalencia
significativamente mayor de L. passim y que, por el contrario, la presencia IN. ceranae no
mostr6é ninguna asociaciéon con la prevalencia de L. passim. C. bombi también se detectd
en Madeira y en tres islas de las Azores, casi siempre coincidiendo con la deteccién de L.
passim. En cambio, C. wmellificac no se detecté en ninguna colonia analizada. La
secuenciacion de alto rendimiento distinguié dos haplotipos principales de L. passinz, que
representaban el 98% de las lecturas de secuencias totales. Este trabajo sugiere que L.
passin'y C. bombi son parésitos que han estado asociados a las abejas meliferas antes de la
propagacion de V. destructory N. ceranae.

Aguado-Lépez, D., Bartolomé, C., Lopes, A. R., Henriques, D., Segura, S. K., Maside,
X., Pinto, M. A., Higes, M. & Martin-Hernandez, R. (2023). Frequent parasitism of .4pis

mellifera by trypanosomatids in geographically isolated areas with restricted beekeeping
movements. Microbial Ecology, §6(4), 2655-2665.

https://doi.org/10.1007/500248-023-02266-y

Articulo cientifico publicado en “Microbial Ecology”.

Publicado: 22 de julio de 2023.
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1. INTRODUCCION

La analisis de todos los datos moleculares obtenidos hasta 2015, afio
en el que L. passim se describié por primera vez (Schwarz ef al. 2015), reveld
que muchas secuencias se habfan asignado incorrectamente a C. mellificae,
poniendo de manifiesto que L. passim era la especie predominante en todo el
mundo (Arismendi ez al. 2016; Stevanovic et al. 2016; Hall ez al. 2021). Asi pues,
estos datos sugieren que L. passinz habria estado presente en las colonias de
abejas meliferas mucho antes de su caracterizacion, aunque no existen pruebas
cientificas sobre si se trata de un nuevo parasito exotico y emergente de las
abejas meliferas en diferentes zonas del planeta, que se ha extendido
recientemente por todo el mundo, similar a . destructor y N. ceranae, o si es un

parasito que ha coevolucionado con A. mellifera.

Para evaluar estas hipotesis y estudiar la ecologia y la dinamica de
colonizaciéon de patégenos invasores, las islas ofrecen un escenario ideal
debido al aislamiento geografico de las poblaciones hospedadoras. Sin
embargo, existen muy pocos estudios sobre la prevalencia de los
tripanosomatidos de abejas en islas, y éstos se han limitado al Pacifico,
incluyendo Japén (Morimoto ez al. 2013; Yamamoto ef al. 2023), Nueva
Zelanda (McFadden ez al 2016; Waters 2018; Hall ez o/ 2021) y Hawaii
(Szalanski ef al. 2016). Por lo tanto, los estudios realizados en islas de otras
latitudes geograficas podrian arrojar luz adicional sobre si estos
microorganismos son parasitos recientes o antiguos de las abejas meliferas.

En este sentido, los archipiélagos portugueses de las Azores y Madeira,
situados en el océano Atlantico, ofrecen las condiciones ideales ya que en
algunas islas existen severas restricciones a la importacion de abejas meliferas
que fueron impuestas desde el anio 2007. Esto hace que el archipiélago de las
Azores sea epidemiologicamente tnico, ya que seis de las nueve islas
permanecen libres de 7. destructor, lo que las convierte en uno de los pocos
lugares del mundo libres del acaro (Comisiéon Europea, 2021). Ademas, un
estudio reciente revel6 la prevalencia de N. ceranae en las Azores (Lopes ef dl.
2022) y Madeira (Lopes ez al. 2023), mostrando que dos islas de las Azores
(Flores y Santa Marfa) también han escapado a la propagaciéon mundial del
microsporidio N. ceranae. Por lo tanto, el archipiélago de las Azores junto con
Madeira, que sufri6 la invasion de V. destructor en el afio 2001 (Lopes e al.
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2023), ofrece un marco incomparable para el estudio de la ecologia parasitaria,

ya que alberga todo tipo de combinaciones de parasitos.
2. OBJETIVOS

Para dar respuesta a estos interrogantes, nos planteamos los siguientes

objetivos:

- Determinar la presencia de tripanosomatidos en las colonias de abejas
meliferas de los archipiélagos de Azores y Madeira y establecer la
prevalencia de estos utilizando muestras recolectadas de colonias de
abejas meliferas durante los afios 2014, 2015 y 2020 mediante diversas
técnicas moleculares que permiten la deteccion de C. mellificac y L.
passim, ademas de otras especies como C. bombi, C. expoeki y C.

acanthocephali, menos frecuentes en las abejas meliferas.

- Evaluar si la presencia de . destructor y N. ceranae en las colonias de
abejas meliferas influye en la prevalencia de tripanosomatidos en las
islas.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Recogida de muestras

Este estudio forma parte de otro mas amplio realizado entre 2014 y
2015 para describir la prevalencia de patégenos en los archipiélagos de Azores
y Madeira. De hecho, las muestras utilizadas en este trabajo son las mismas
que se utilizaron para la detecciéon de microsporidios en las islas Azores y
Madeira cuyos resultados ya fueron publicados (Lopes ez 2/ 2022; 2023). El
muestreo se llevé a cabo de acuerdo con el censo apicola oficial disponible
para cada isla en el afio 2013, con una prevalencia esperada del 15% para
diferentes patégenos, una tasa de precision del 10% y un nivel de confianza
del 95%. Se recogieron alrededor de 150 obreras adultas de cada colmena en
cada uno de los 159 apiarios georreferenciados de las Azores en el verano de
2014 y 2015, y en 23 apiarios georreferenciados de Madeira en la primavera de
2014 (Tabla 13). En la mayoria de los casos, se recogieron muestras de tres
colonias al azar, aunque en algunos apiarios se recogieron de dos o cuatro
colonias, lo que dio como resultado un total de 483 muestras de las Azores y
89 de Madeira. Ademas, las islas de Faial, San Jorge, Santa Maria y Terceira
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fueron objeto de un nuevo muestreo en el verano de 2020 (89 colonias de 34
apiarios) (Tabla 13). En este ultimo muestreo, cada muestra comprendia entre
20 y 30 obreras. Las muestras de las Azores se enviaron vivas al Centro de
Investigaciéon de Montanha (CIMO, Portugal) donde se congelaron a -20°C y
posteriormente se enviaron en hielo seco al Centro de Investigaciéon Apicola y
Agroambiental de Marchamalo (CIAPA, Espafia). Las muestras de Madeira se
recogieron en etanol y se almacenaron a -20°C hasta su envio al CIAPA. Todas
las muestras se conservaron a -80°C una vez recibidas en el laboratorio para

su posterior analisis.

2014-2015 2020

Apiatios (N) Colonias (N) Apiatios (N) Colonias (N)

Madeiral. 2 23 89 - -
Azores
Santa Marfa 19 57 12 28
San Miguel? 30 105 - -
San Jorge? 17 37 10 30
Faiall. 2 20 60 2 8
Pico!.2 25 75 - -
Graciosa? 7 22 - -
Terceira? 26 80 10 23
Flores! 15 47 - -
Total Azores 159 483 34 89

Tabla 13. Numero de apiarios y colonias muestreados en Madeira y en cada una de las islas del

archipiélago de Azores. 'Islas con 1. destructor, *Islas con N. ceranae.

3.2. Procesado de las muestras y extraccion del material
genético

Para cada colonia muestreada en el periodo de tiempo 2014-2015, se
seleccion6 una submuestra de 120 obreras. LLas abejas se maceraron en tampoén
AL al 50% (Qiagen®, Hilden, Alemania) como se desctibe en la Metodologia
general y, posteriormente, obtenido el macerado, se centrifugd a 3000 rpm
durante 10 minutos para obtener dos fases, sobrenadante y sedimento, que se
procesaron por separado. El sedimento se resuspendié en 3 mL de agua Milli-
Q y el ADN se extrajo siguiendo el protocolo de extraccion BS + PK descrito
en el Capitulo I. Solo para las muestras de las Azores recogidas en 2014-2015,
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400 pLL de cada sobrenadante se transfirieron a una placa de 96 pocillos Deepwell
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se procesaron utilizando el método
BS+P descrito en el Capitulo I. Como disponiamos de ambas fases
(sedimento y sobrenadante) de las muestras de 2014-2015 de las Azores, se
utilizaron ambas para determinar cual era el mejor sustrato para la deteccion
de tripanosomatidos.

Las muestras de abejas recogidas en 2020 de las Azores, se introdujeron
en bolsas estériles con 5 mL de agua Milli-Q estéril y se procesaron como se
describe en la Metodologia general y la extraccién del ADN se realizé con
el método BS+P del Capitulo I.

Se incluyeron controles negativos de extraccion en todos los pasos de
procesamiento y extraccion de ADN (uno cada 20 muestras) y se procesaron

en paralelo. Todas las muestras se almacenaron a -80°C hasta su analisis.
3.3. Deteccion molecular de tripanosomatidos

Para la deteccidén molecular, se utilizé la técnica de PCR convencional
utilizando los cebadores Tryp RPB1 descritos previamente (Bartolomé ez .
2020) en todas las muestras, tanto en los sedimentos como en los
sobrenadantes de las muestras de Azores de 2014-2015, asi como en las
muestras de 2020 y que se recogen en la Tabla 14. Estos cebadores amplifican
un fragmento conservado de 283 pb del gen de la ARN polimerasa I (1pb7) de
todas las especies de tripanosomatidos de la familia Trypanosomatidae que se
han detectado en las abejas meliferas hasta la fecha.
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Organismo Cebadores Secuencia 5’ - 3’ Referencias
Toypanosomatidac Tryp RPB1-F1 GTGGCTGGAYCTGTGGGAGC Bartolomé ¢f
Tryp RPB1-R1 GCCRTTGATGAACTTCGCCAC al. (2020)
qCmell_Cyth_F TTTTGCCATGCACTATGATGTCT
C. mellificae qCmell_Cytb_R AACCTATTACAGGCACAGTTGCTAAA
qCmell_Cyth_P 6FAM-ATTGAGGATTAACAGTGTTTAGT-BHQ!1
qLpass_TOPII_F GGCCATGGAAATACTCGAGTCT Buendia.
L. passim qLpass_TOPI_R ACCTTGCCTTCCTTCTTGAGATT Abad ¢t al.
qLpass_TOPII_P 6FAM-CCTCGACACGC+T+TA+GT-BHQI (2023)
qCbom_RPB1_F TGGTGGGTGCGATTACGAA
C. bombi qCbom_RPB1_R TCATTGAAGATGACGTGGATAAGC
qCbom_RPB1_P 6FAM-CGTTGTCGGCGCCG-BHQ1

Tabla 14. Cebadores y sondas usadas para la deteccién de tripanosomatidos por PCR
convencional y qPCR. Cebadores: Tryp RPB1 (gen de la ARN polimerasa I de la familia
Trypanosomatidae); qCmell_Cytb (gen del Citocromo b mitocondrial de C. mellificae); qLpass_TOPII
(gen de la ADN Topoisomerasa 1I de L. passim) y Cbom_RPB1 (gen de la subunidad mayor de la
ARN polimerasa 11 de C. bombi). F: forward (directo); R: reverse (reverso); P: probe (sonda); +: acidos
nucleicos bloqueados (LNAs).

Las reacciones de PCR se realizaron en placas de 96 pocillos en un
termociclador MasterCycler® ep gradient S (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).
Cada reaccion se realizé en un volumen final de 25 ulL que contenfan 13,25 ulL
de H2O, 5 pl. de tampoén Sx Phusion'™ HE (ThermoFisher Scientific™,
Waltham, MA, Estados Unidos), 0,5 ul. de una solucién con mezcla de
nucleétidos dNTPs con una concentracion 10 mM, 2,5 uL. de cada cebador (5
uM), 0,25 pL. de enzima Phusion™ DNA Polymerase (ThermoFisher
Scientific™, Waltham, MA, Estados Unidos) y 1 u. de ADN muestra. Las
condiciones de amplificacién consistieron en un paso inicial de
desnaturalizacion de 30 segundos a 98°C, seguido de 45 ciclos de 10 segundos
a 98°C, 30 segundos a 62,2°C y 10 segundos a 72°C, con una extension final
de 8 minutos a 72°C. En todas las reacciones se incluyeron los controles
negativos de extraccion y de PCR para descartar posibles procesos de
contaminacion en la PCR, ademas de un control positivo para comprobar que

la PCR se realizé correctamente.

Posteriormente, los fragmentos amplificados se revelaron mediante
electroforesis capilar como se describe en la Metodologia general. En el caso
de las muestras de Azores de 2014-2015, como se analizd tanto el sedimento
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como el sobrenadante por separado, una muestra se considerd positiva si en

al menos una de las fases se registré amplificacion.
3.4. Secuenciacion de Alto Rendimiento

Para realizar este analisis, se seleccion6 un subconjunto de 91 muestras
que resultaron positivas para el gen 7pb7 en el analisis previo. El producto de
PCR de estas muestras se cuantificé en un espectrofotometro NanoDrop™
2000 (ThermoFisher Scientific™, Waltham, MA, Estados Unidos) para
determinar la concentracion de ADN, y posteriormente se enviaron
congeladas al Centro de Investigaciéon en Medicina Molecular y Enfermedades
Croénicas de la Universidad de Santiago de Compostela (CIMUS) para la
preparacion de las bibliotecas genéticas y la posterior secuenciaciéon de alto
rendimiento (High-Throughput Sequencing, HTS).

Para preparar las bibliotecas, a los fragmentos amplificados de cada
muestra se les afladieron adaptadores utilizando el producto comercial KAPA
HyperPrep (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), siguiendo las instrucciones del
fabricante desde el paso de reparacion de extremos y adiciéon de una adenina
en el extremo 3’. Los conjuntos de bibliotecas se normalizaron a una
concentracion de 4 nM y se cargaron a una concentraciéon de 12 pM en un
instrumento Illumina MiSeq para secuenciaciéon de un solo extremo de 1 X
300 pb (Flowcell Nano V2, 2 X 150 pb). Las lecturas generadas en el proceso
de secuenciacion se demultiplexaron segun los cédigos de barras asignados a
cada muestra y se procesaron en formato fas/p para eliminar el adaptador y
realizar el filtro de calidad. Posteriormente, las lecturas se organizaron en
archivos individuales que contenian el nimero y los haplotipos detectados de
cada amplicon en cada muestra, asi como el numero de lecturas en cada
direccion (directa y reversa). Una vez se tuvieron los archivos individuales, se
convirtieron a formato fasta para la alineaciéon de secuencias con el programa
informatico MACSE v2.05 (Multiple Alignment of Coding SEquences), que alined
el conjunto de datos de genes codificadores de proteinas sin alterar la
estructura de codones subyacente (Ranwez e a/. 2011). Las secuencias de
referencia del gen 7pb7 se obtuvieron de la base de datos GenBank (National
Center  for Biotechnology ~ Information INCBI) para las especies L. passim
(MT558272.1 y LT976801), C. mellificae (MT558227.1 y MT558204.1), C.bonbi
(MT558162.1 y MT558134.1), C. acanthocephali (MW28878781.1) y un nuevo
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tax6n descrito recientemente 1rypanosomatidae sp. (MN038411.1) (Bartolomé ez
al. 2020). Las secuencias se visualizaron con el programa informatico BioEdit
Sequence Aljgnment Editor (Hall 1999) y, aquellas que tuvieran inserciones o
eliminaciones de nucleétidos (indels) o codones de parada se eliminaron del

conjunto de datos final.
3.5. Deteccion de las especies de tripanosomatidos

En este caso, todas las muestras que resultaron positivas en el analisis
de PCR con los cebadores genéricos y que no fueron secuenciadas mediante
HTS se analizaron mediante la técnica de qPCR en tres reacciones
independientes para la deteccion especifica de L. passim, C. mellificac y C. bombi
utilizando los cebadores descritos previamente (Buendia-Abad, Martin-
Hernandez y Higes 2023) y que se muestran en la Tabla 14.

Se analizaron tanto las muestras de Madeira, los sedimentos y los
sobrenadantes de las muestras de Azores del periodo 2014-2015, y las muestras
de Azores de 2020 sin separacion de fases. De nuevo, se analizaron en paralelo
controles negativos y positivos en todas las reacciones. Al igual que en la PCR
convencional, una muestra que fuera positiva en al menos una de las dos fases
de las muestras de Azores 2014-2015 se consider6 positiva. Ademas, los
amplicones de las muestras que dieron un resultado negativo por la qPCR
especifica pero positivo por la amplificacion PCR estandar con los cebadores
Tryp RPBI1 se purificaron con el kit QLAquick (Qiagen®, Hilden, Alemania) y
se secuenciaron mediante la técnica de Sanger en ambas direcciones en la
Unidad de Genémica de la Universidad Complutense de Madrid (Espana) en
un analizador genético 3730 (Applied Biosystems Life Technologies Corp.,
Foster City, CA, Estados Unidos). Las secuencias resultantes se analizaron
manualmente con el programa informatico BioEdit Sequence Alignment Editor
(Hall 1999) y comparadas con las secuencias de referencia de la base de datos
Genbank.

En cuanto a la distribucién geografica de las colonias en cada isla, se
represent6 con el programa informatico AnGILS (ESRI, 2011).

3.6. Analisis estadisticos

La sensibilidad de la detecciéon de tripanosomatidos en el sedimento y
en el sobrenadante se compar6 utilizando la prueba de chi-cuadrado con
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correccion de Yates. Para determinar si la presencia de . destructor o N. ceranae
influy6 en la prevalencia de L. passim en cada isla analizada, se realizaron
modelos lineales generalizados (Generalised Linear Models, GLM) con una
familia binomial y una funcién de enlace logit incluyendo el factor isla como
covariable con el paquete szaf de R Studio (version 4.3.2). Este ultimo analisis
unicamente se realiz6 con los datos de las muestras de Azores recogidas en los
afios 2014-2015 ya que los muestreos se realizaron y analizaron de forma

homogénea.

Los valores de p<0,05 se consideraron como estadisticamente

significativos.
4. RESULTADOS
4.1. Comparacion entre sedimento y sobrenadante

Para determinar la mejor fase para la deteccion de tripanosomatidos,
se realizo el analisis del sedimento y del sobrenadante de 477 muestras de
Azores recogidas entre los afios 2014 y 2015 (Tabla 15, 6 muestras quedaron
fuera de este analisis porque no habfa suficiente sobrenadante para ser
analizado). El sobrenadante registr6 mayor numero de muestras positivas
(55,34%) que el sedimento (50,73%), aunque no se encontraron diferencias
significativas entre ambas fases (X?=2.04, gl=1; p=0.15).

Sobtenadante (+) Sobtenadante (-) Total
Sedimento (+) 161 (33.75%) 81 (16.98%) 242 (50.73%)
Sedimento (-) 103 (21.59%) 132 (27.67%) 235 (49.27%)
Total 264 (55.34%) 213 (44.65%) 477 (100%)

Tabla 15. Numero y porcentaje de positivos a tripanosomatidos (+) y negativos (-) en el
sedimento y sobrenadante obtenidos de los macerados de abejas de las muestras de Azores 2014-
2015.

4.2. Prevalencia de tripanosomatidos

La prevalencia de tripanosomatidos se muestra en la Figura 21.
Debido a que las muestras de Madeira, Azores 2014-2015 y Azores 2020 se
procesaron de forma diferente, no se realizaron comparaciones entre estos tres

grupos.
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En Madeira, la prevalencia de tripanosomatidos fue del 66,3%,

mientras que en las Azores fue del 72% en el periodo de tiempo 2014-2015,

con el mayor nimero de colonias positivas detectadas en Pico (92%) y el
menor en Graciosa (22,7%). En el dltimo muestreo (2020), el 31,5% de las

colonias analizadas fueron positivas, siendo la isla de Santa Marfa la que

registré el mayor porcentaje de positivos (42,9%) y el menor la isla de San

Jorge (16,7%).
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Figura 21. Prevalencia (%) de Trypanosomatidae en cada una de las islas analizadas en el petiodo
2014-2015 y 2020.
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4.3. Identificacion de especies
4.3.1. Secuenciacion de Alto Rendimiento

En el proceso de secuenciacion de las 91 muestras secuenciadas se
obtuvieron 1.385.021 lecturas brutas que, tras el filtrado, dieron lugar a
1.208.665 secuencias de tripanosomatidos, lo que representa una media de
13.282 secuencias por muestra. La identificacion de todas las secuencias revel6
que L. passim era la Gnica especie presente en el conjunto de datos. Se
encontraron dos haplotipos principales de esta especie en todas las muestras y
en todas las islas y que coincidian con las secuencias de referencia MT558272.1
y LT976801.1 (en lo sucesivo denominadas Lp1 y Lp2, respectivamente) de la
base de datos GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI). Estos
dos haplotipos diferfan en un solo nucleétido en la posicién 29 del amplicén,
con Lp1 con una timina (T) y el Lp2 con una citosina (C) (Figura 22).

8 1DIT §co+ = FHHINIEESE 2T & B .

STTTT T NT T ITTTTT [ TIOT | TTIT [ TITT | TIID [ TTTT I T [ TTr [T rT v
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Lpl MTS558272.1 [GCCCATACCAGCGATCCTCARGCCGCGTTCGCTCTGGRACCGGERAGCAGATCTTCTCCCTEATED
Lp2 LTST7EBO0L.] |ccccerenncnnnnnnnnnnnnnnnnns et it s s s s s aasasasanasaasassansennas

Figura 22. Variacién de un nucledtido (T/C) en la secuencia del gen tpb1 entre los dos haplotipos
mayoritatios de L. passim en la posicion 29. Las marcas y la numeracién indican la posicion en la

secuencia en pares de bases. A: adenina; G: guanina; C: citosina; T: timina.

En total, estos dos haplotipos representaron aproximadamente el 98%
de las secuencias encontradas (Figura 3). De media, el 72,9% de las lecturas
obtenidas de todas las islas se correspondian con el haplotipo Lp2, mientras
que el 25,3% se correspondian con el haplotipo Lp1. Esta diferencia fue mas
notable en las muestras recogidas en Madeira y en las islas centrales del
archipiélago de Azores en el periodo 2014-2015, donde mas del 70% de las
secuencias correspondieron al haplotipo Lp2 (Figura 23). Sin embargo, estos
dos haplotipos no se distribuian dentro de cada isla con algin patrén
geografico definido. El 2% de las secuencias restantes se encontraron a una
frecuencia muy baja y parecian ser variantes de los dos haplotipos mayoritarios,
con cambios adicionales de un solo nucleétido y que no coincidian con
ninguna secuencia disponible en GenBank. Todas las secuencias de los
haplotipos encontrados (tanto Lpl como Lp2 y los de baja frecuencia) se

133



Capitulo 11

depositaron en la base de datos GenBank (nimeros de acceso OR117383 a
OR117469).

2014-2015 2020
100

% Lecturas
IS @ ®
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]
o

o

Madeira Santa  San Miguel SanJorge Faial Pico Graciosa  Terceira  Flores Santa  San Jorge Terceira
Maria Maria

Figura 23. Proporcion de los dos haplotipos principales de L. passimz (Lp1 y Lp2) y de las variantes
de estos (Otros) detectados en cada isla.

4.3.2. Confirmaciéon de especies por qPCR

El resto de las muestras positivas que no se analizaron por HTS
(n=344), se analizaron por qPCR utilizando los cebadores especificos para
detectar la presencia de L. passim, C. mellificae y C. bombi (Tabla 14). De las 344
muestras analizadas, al menos una de estas especies se detectd excepto en 3 de
ellas (una de Madeira, una de Santa Marfa y otra de San Miguel), las cuales no
registraron amplificacién para ninguna de las tres especies. Por lo tanto, el
producto de PCR obtenido con los cebadores Tryp RPB1 en estas muestras

se secuencié mediante la técnica de Sanger.

Los resultados confirmaron que L. passin era la especie predominante
en Madeira y en las Azores, aunque no la Gnica, ya que también se detectd C.
bombi en algunas las islas de Flores, Faial y San Miguel (Tabla 16). En el primer
periodo de muestreo (2014-2015), se identificé como la unica especie a L.
passim en el 64,2% de las colonias positivas de Madeira, mientras que C. bomzbi
se encontrd en el 34% aunque siempre junto a L. passiz (Tabla 16). En las
islas de San Jorge, Pico, Graciosa, Santa Maria y Terceira, L. passin fue la Gnica
especie detectada, mientras que, en Flores, C. bombi fue la tnica especie
detectada en una sola colonia (3,7%). Sin embargo, en San Miguel y Faial, esta
especie siempre se encontré asociada a la presencia de L. passim. En las
muestras recogidas en 2020, unicamente se detectd L. passim (Tabla 16).
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Finalmente, C. mellificae no se encontré en ninguna de las muestras analizadas

a lo largo de este estudio.

2014-2015 N L passim  C. mellificae C. bombi Lp Zf;;"[;y ¢
Madeira 53 64,2 ND ND 34
Azores

Santa Maria 38 97,4 ND ND ND

San Miguel? 74 95,9 ND ND 2.7

San Jorge2 12 100 ND ND ND
Faiall. 2 33 97 ND ND 3
Picol.2 59 100 ND ND ND
Graciosa? 1 100 ND ND ND
Terceira? 34 100 ND ND ND
Flotes! 27 96,3 ND 3,7 ND

Total Azores 278 97,8 ND 0,4 1,1
2020

Santa Maria 7 100 ND ND ND
Faiall2 2 100 ND ND ND
Terceira® 4 100 ND ND ND

Total Azores 13 100 ND ND ND

Tabla 16. Porcentaje de cada especie de tripanosomatido detectada por qPCR en las muestras

positivas. ND: no detectado. Islas con 1. destructor; 2Islas con N. ceranae.

La secuenciacion por Sanger de los amplicones del cebador Tryp RPB1
de las tres muestras negativas tras la qPCR mostré una homologia del 100%
con la secuencia MT558162.1 de C. bombi en la muestra de Madeira, en la
muestra de Santa Marfa la secuencia era idéntica al haplotipo Lp2 de L. passin,
mientras que en la muestra de San Miguel se distinguieron facilmente dos picos
para C/T en la posicién 29 del amplicon, correspondientes a los haplotipos
Lpl y Lp2 de L. passin.

4.4. Prevalencia total de especies de tripanosomatidos en
Madeira y las Azores

La prevalencia total de cada especie de tripanosomatido se calculd
recopilando todos los resultados obtenidos de las diferentes técnicas utilizadas
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(HTS, qPCR y secuenciacién de Sanger) (Tabla 17, Figura 24). En Madeira,
el nimero de colonias en las que se detectaron tripanosomatidos fue del
66,3%, con L. passim siendo la tnica especie detectada en el 44,9%, C. bombi
en el 1,1% y ambas especies juntas en el 20,2% de las colonias analizadas. En
las muestras de Azores del periodo 2014-2015, 348 colonias fueron positivas
a tripanosomatidos (72%). La especie L. passim se encontré en todas las islas y
fue la unica especie detectada en el 71,2% de las muestras. Sin embargo, C.
bombi se encontr6é raramente en las islas Azores, siendo la unica especie
detectada en una colonia de Flores (representando el 0,2% en el archipiélago)
y se dio simultaneamente con L. passinz en San Miguel y Faial (0,6%). En las
muestras de 2020, todas las colonias que fueron positivas a tripanosomatidos
(31,5%) también lo fueron a L. passim, y fue la Gnica especie detectada en este
periodo de muestreo (Tabla 17).

20142015  Trypanosomatidac L. passim  C.mellificac  C. bombi P o) f‘;’ziy ¢
Madeira 66,3 44,9 ND 1,1 20,2
Azores

Santa Marfa 84,2 84,2 ND ND ND
San Miguel? 80,0 78,1 ND ND 1,9

San Jorge? 51,4 51,4 ND ND ND
Faiall. 2 71,7 70,0 ND ND 1,7
Picol.2 92,0 92,0 ND ND ND

Graciosa? 227 227 ND ND ND

Terceira? 53,8 53,8 ND ND ND
Flores! 78,7 76,6 ND 21 ND
Total Azores 72,0 71,2 ND 0,2 0,6
2020
Santa Marfa 429 429 ND ND ND

San Jorge? 16,7 16,7 ND ND ND

Faiall. 2 25,0 25,0 ND ND ND
Terceira? 39,1 39,1 ND ND ND
Total Azores 31,5 31,5 ND ND ND

Tabla 17. Prevalencia de cada especie de tripanosomatido (%) detectada sola o simultineamente
en cada isla agrupando los datos de todas las técnicas utilizadas (PCR convencional, HTS, qPCR

y secuenciacion de Sanger). ND: no detectado. 'Islas con 1. destructor; “Islas con N. ceranae.
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Figura 24. Distribucion geografica de C. bombi y L. passim (con sus haplotipos) en el archipiélago

de las Azores (a) y Madeira (b). & Isias con presencia de . destructor. \J Islas con presencia de N.

ceranae. El color rojo en los graficos de sectores indica el porcentaje de secuencias que coinciden

con el haplotipo Lp1, mientras que el color rosa indica el porcentaje de secuencias que coinciden
con el haplotipo Lp2 @ C. bombi + L. passin; ® C. bombi; ® L. passinz; @ Colonia negativa.
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Dado que L. passin fue la especie detectada con mayor prevalencia y
distribucion en el estudio, se analizé la influencia de 1. destructor y N. ceranae
en su presencia Unicamente en las muestras de Azores del periodo 2014-2015.
Asi, la prevalencia de L. passim tue significativamente mas alta en las islas con
V. destructor (coeficiente de regresion=0,77; valor z=3,41; p<0,01; Tabla 18)
que en aquellas sin el acaro. En contraste, en las islas donde N. ceranae esta
presente, la prevalencia de L. passin fue menor (coeficiente de regresion=-0,50;
valor z=-2,03; p<0,01; Tabla 18). Sin embargo, al incluir el factor isla como
covariable, el efecto de N. ceranae en la presencia de L. passim se diluyd, no
mostrando diferencias significativas (coeficiente de regresion=-0,29; valor z=-
0,66; p=0,51) mientras que se mantuvo la significancia para /. destructor
(coeficiente de regresion=1,06; valor z=2,15; p=0,03).

L. passim (+) L. passim (-) Total
V. destructor (+) 148 (81,32%) 34 (18,68%) 182 (100%)
V. destructor (-) 199 (66,11%) 102 (33,89%) 301 (100%)
N. ceranae (+) 263 (69,39%) 116 (30,61%) 379 (100%)
N. ceranae (-) 84 (80,77%) 20 (19,23%) 104 (100%)

Tabla 18. Numero (y porcentaje) de muestras positivas (+) y negativas (-) a L. passim recogidas en

2014-2015 en las Azores en funcién de si . destructor o N. ceranae estaban presentes (+) o no (-).
5. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue evaluar la prevalencia de las
especies de tripanosomatidos en las colonias de abejas meliferas de Madeira y
las Azores, y determinar si la presencia de 1. destructor y IN. ceranae en algunas
islas influfa en su distribucion.

Los datos obtenidos en este estudio revelan que L. passin es la principal
especie de tripanosomatido encontrada y la tinica identificada en la mayoria de
las colonias analizadas. Resulta relevante que C. mellificae, la especie descrita
previamente como parasito de las abejas meliferas hasta la identificacion de L.
passim (Cepero et al. 2014; Schwarz et al. 2015), no esta presente en los
territorios analizados o se encuentra por debajo de nuestro limite de deteccion.
Tampoco se identificaron ni C. acanthocephali ni C. expoeki, aunque su deteccion

138



Capitulo II

s6lo habria sido posible en las 91 muestras analizadas mediante HTS, lo que
representa un porcentaje bajo del total de las muestras del estudio.

Este escenario en el que L. passim es la principal especie de
tripanosomatido en colonias de abejas meliferas parece repetirse en todo el
mundo (Arismendi e# al. 2016; Stevanovic et al. 2016; Castelli e al. 2019;
Vejnovic ez al. 2018; Bordin ez al. 2022; Mraz et al. 2021; Xu et al. 2018; Williams,
Tripodi y Szalanski 2019; Buendfa-Abad, Martin-Hernandez y Higes 2023).
Dada la alta prevalencia encontrada aqui y en otros lugares, es probable que L.
passim, y no C. mellificae, fuera la principal especie que infectaba a las abejas
meliferas en los estudios realizados antes de su descripcion (Ravoet ez al. 2013;
Morimoto et al. 2013; Yang et al. 2013; Cepero et al. 2014). De hecho, la
frecuencia observada y la ausencia de C. mellificac en muchas zonas del mundo
corroboran la hipétesis de que L. passim es un parasito comun de Apis mellifera
y que actualmente es la especie de tripanosomatido dominante en las colonias
de abejas (Schwarz ez al. 2015; Arismendi e al 2016; Williams, Tripodi y
Szalanski 2019; Buendia-Abad, Martin-Hernandez y Higes 2023). Por otra
parte, C. bombi se identificé en tres islas y casi siempre simultaneamente con
L. passim, aunque solo en algunas colonias. Estos resultados confirman
hallazgos anteriores (Bartolomé ez al. 2018; 2020; Ocepek et al. 2021), en los
que se confirma que C. bombi se encuentra también en las colonias de Apis
mellifera.

Una cuestion que queda por resolver es cémo entraron los
tripanosomatidos en las Azores ya que este archipiélago se encuentra aislado
en el océano Atlantico muy lejano del continente, por lo que la llegada natural
de abejas no es posible, asi que la opcién mas probable es que se tratara de una
introducciéon de origen humano. Serfa sencillo pensar que Pico fue el punto de
entrada, ya que es la isla que alberga el mayor nimero de colonias positivas
para tripanosomatidos y también fue el punto de entrada de . destructor en las
Azores y muy probablemente de N. ceranae (Lopes et al. 2022). Sin embargo, la
deteccion de L. passim en una gran proporcioén de colonias en Santa Maria, isla
en la que no esta presente ni el acaro ni el microsporidio, no apoyan esta
hipétesis. La amplia distribucion de L. passim en las islas Azores que
permanecen libres de . destructor sugiere claramente que esta especie ha estado
asociada a A. mellifera desde antes de la propagacion mundial del acaro. Un
escenario similar se encontré en el archipiélago de Hawaii, en el que alguna de
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sus islas aun se encuentra libres del 4caro y en las que también se ha detectado
L. passim (Szalanski et al. 2016). Igualmente, en Nueva Zelanda, libre de 1Varroa
hasta el afio 2000, se observé un aumento significativo de pérdida de colonias
en el afio 2014 y el andlisis de estas revel6 que la mayoria se encontraban
parasitadas con L. passizz (McFadden et al. 2016; Waters 2018; Hall ef a/. 2021).
En cuanto a la presencia de C. bombi en las colonias de abejas meliferas, esta
podria explicarse por la coexistencia con abejorros en Madeira (Widmer e al.
1998) y en las Azores (Prys-Jones, Williams y Carolan 2018) debido al uso
comun de los recursos florales (Adler 7 al. 2018; Strobl ¢z al. 2019; Arismendi
et al. 2022), ya que esta especie es mas comun en abejorros.

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que las islas con el
acaro tuvieron una prevalencia significativamente mayor de L. passinm. Otros
estudios han reportado una asociaciéon entre ellos (Castelli e al 2019),
detectando incluso ADN de este tripanosomatido en los 4acaros, cuya
importancia bioldgica es aun incierta (Quintana ef a/. 2021). Por el contrario,
cuando se incluy6 la isla como covariable, no se observé ningun efecto de N.
ceranae sobre la prevalencia de L. passim, como ya habian sefalado
anteriormente otros autores (Stevanovic ez a/. 2016; Buendia ef a/. 2018). Sin
embargo, si que se ha descrito una asociacion positiva entre los niveles de
infeccion en colonias con N. ceranae 'y L. passim (Vejnovic e al. 2018). A pesar
de las diferencias relacionadas con la presencia de 1. destructory IN. ceranae, esta
claro que los tripanosomatidos estan bien establecidos en las Azores y Madeira,
de modo que las fuertes restricciones impuestas a la introduccion de abejas
meliferas en las islas de las Azores libres de [“armva no han impedido la
presencia de tripanosomatidos.

En cuanto a las técnicas empleadas en este estudio, ademas de
corroborar que tanto el sedimento como el sobrenadante obtenidos del
macerado de las abejas son validos para la deteccion de tripanosomatidos, el
uso de diferentes tecnologias fue clave para identificar todas las especies
presentes en la zona de la Macaronesia. De este modo, por un lado, la técnica
HTS permiti6 detectar diferentes haplotipos presentes, pero no todas las
especies, dado que el coste de esta técnica limité el nimero de muestras a
analizar. Por otro lado, la técnica de qPCR sirvi6 para complementar el estudio
analizando el resto de las muestras previamente positivas a tripanosomatidos,
que sirvié ademas para identificar a C. bombi a baja prevalencia.
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Existen pocos datos disponibles en lo referido al gen 7pb7 en genética
de poblaciones de tripanosomatidos que infectan a las abejas meliferas o a los
abejorros. Sin embargo, recientemente se ha analizado este gen observando
polimorfismos genéticos entre las especies C. mellificae, C. bombi y L. passim
(Bartolomé et al. 2020; 2021; 2022). Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos para el gen 7pb1 de L. passim, indicando que habia dos haplotipos
principales que solo diferfan en un nucleétido. No se puede descartar que las
secuencias encontradas a baja frecuencia correspondan a verdaderos
haplotipos, aunque seria necesaria una confirmacion experimental adicional.
Otros genes como el ARNr 785, el ARNr 285 y el its-2 han sido estudiados
para evaluar la variacién intraespecifica, y sus secuencias eran casi idénticas
entre las diferentes cepas de L. passim, con la excepcién del factor de virulencia
gh63, que parece tener un tramo variable entre cepas (Ravoet ¢f a/ 2015). Por
lo tanto, es posible que el gen 7pb7 no tenga suficiente variacion para distinguir
las cepas, pero esto también puede ocurrir en otros genes.

En este trabajo se ha demostrado que los tripanosomatidos
caracteristicos de las abejas meliferas se encuentran en zonas geograficamente
aisladas como Madeira y el archipiélago de las Azores, y ademas a frecuencias
elevadas, incluso cuando existen restricciones a los movimientos de colonias
de abejas hacia islas libres del acaro 1. destructor. La especie predominante es
L. passim, apareciendo como unica especie en muchas colonias y mostrando
una mayor prevalencia en islas con . destructor y una menor prevalencia en
islas con N. ceranae. Ademas, C. bombi también esta presente, a menudo junto
con L. passim. La deteccion de L. passim'y C. bombi en zonas donde 1. destructor
y IN. ceranae no estan presentes sugiere que han estado asociadas a A. mellifera
durante mucho mas tiempo de lo que se pensaba en un principio.
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Influencia de Varroa destructor, Nosema ceranaey Lotmaria
Ppassim en la microbiota intestinal de las abejas

Articulo en preparacion

Las restricciones de movimientos de colonias de abejas en las islas Azores han
limitado la propagacién de patdgenos como . destructor (V) y N. ceranae (N) por el
archipiélago, de modo que hay islas con diferentes combinaciones de estos patégenos, es
decir, positivas o negativas a /. destructor y/o a N. ceranae a pesar de ser los patdgenos
mas frecuentes en todo el mundo. En este trabajo, estudiamos la microbiota intestinal de
abejas pertenecientes a 4 islas con diferente distribucién de patégenos para determinar si
la presencia de alguno de ellos influye en la microbiota intestinal de las abejas. Para ello,
se analizaron abejas de 15 colonias de Pico (V+, N+), Flores (V+, N-), Terceira (V-, N+)
y Santa Maria (V-, N-) que se procesaron colectivamente. Ademas, se analizaron 18 abejas
jovenes de esta ultima isla, que se procesaron de forma individual. Adicionalmente se
incluy6 la presencia L. passim en el estudio, y puesto que este parisito se encuentra en
todas las islas, se comparé entre colonias con y sin el parasito. En todas las muestras se
secuenci6 el gen ARNr 165 bactetiano completo mediante secuenciacién PacBio Seqguel
11/ I/e. 1.os resultados mostraron que los taxones bacterianos caracteristicos del intestino
de las abejas meliferas se encuentran conservados en todas las islas independientemente
de la presencia o ausencia de patégenos, siendo Lactobacillus, Bartonella, Bifidobacterium y
Snodgrassella los mas abundantes. Las abejas jovenes de Santa Marfa mostraron una
diversidad menor de bacterias con Lactobacillus, Bombilactobacillus y Staphylococcus como los
géneros mayoritarios. Curiosamente, las abejas de Terceira (V-, N+) mostraron un perfil
bacteriano diferente al resto de islas, con una abundancia relativa mayor en casi todos los
géneros bacterianos a excepcién de Bartonella. La presencia de . destructor a nivel insular
influy6 en la abundancia de Bartonella, Snodgrassella, Apilactobacillus y Gilliamella; mientras
que la presencia de IN. ceranae influyé en la abundancia de Bartonella y Lactobacillus. La
presencia de N. ceranae también se analiz6 a nivel de colmena en aquellas en las que el
microsporidio estaba presente y, en este caso, las colmenas con N. ceranae presentaron
mayor abundancia de Gilliamella y Frischella. Las colmenas con L. passizz mostraron una
menor abundancia relativa de Frischella, Gilliamella v Snodgrassella. Estos resultados
proporcionan una primera caracterizacion de la microbiota intestinal de las abejas en
zonas libres de . destructor y N. ceranae, y muestran como estos parasitos junto con L.
passim, pueden haber influido en la microbiota intestinal de las abejas meliferas.
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1. INTRODUCCION

El archipiélago de las Azores consta de nueve islas con poblaciones
endémicas de abejas pertenecientes al linaje africano, aunque también existen
pruebas genéticas de la introduccion de abejas europeas (Ferreira ez al. 2020).
Estas introducciones muy probablemente facilitaron la entrada en algunas islas
de dos de los patégenos mas prevalentes a nivel mundial como 1. destructor y
N. ceranae (Ferreira et al. 2020; Lopes et al. 2022), quedando muy pocas regiones
en el mundo que han logrado mantenerse libres de ellos. Sin embargo, gracias
a las restricciones de movimientos de colonias de abejas en algunas islas de las
Azores, la propagacion de estos patogenos por el archipiélago se ha limitado.
Como resultado, algunas de ellas se mantienen libres de 1. destructor y/o N.
ceranae, por lo que hay islas con diferentes combinaciones de patégenos. En
particular, la isla de Santa Marfa ha logrado mantenerse libre de la colonizacion
de ambos, ofreciendo uno de los escenarios unicos en el mundo para el estudio
de las abejas y observar cémo eran antes de la accion patdgena de 1. destructor

y IN. ceranae.

Las investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha que abordan el
estudio de la microbiota intestinal de las abejas se han realizado en areas donde
estos patogenos ya estan presentes, por lo que la microbiota intestinal de las
abejas ya ha podido ser influenciada por ellos. Por tanto, las abejas de las islas
Azores ofrecen una oportunidad unica para entender cémo la microbiota
intestinal era antes de la colonizacién por estos patdégenos y determinar si su
presencia la ha modificado. Por otro lado, el hecho de disponer de islas con
una combinacién diferente de patdégenos permite analizar la influencia de cada

uno de ellos en las bacterias intestinales.

Ademas, a pesar de que L. passim se encuentra distribuida en todas las
islas del archipiélago (ver Capitulo II), son muy pocos los estudios que
exploran su impacto en la microbiota intestinal. Por tanto, determinar su
influencia en las comunidades bacterianas intestinales puede servir de base
para establecer el efecto del parasito en la microbiota intestinal de las abejas.

2. OBJETIVOS

Dada la situacién epidemiolégica de algunas islas del archipiélago de
Azores, se establecié como objetivo caracterizar la microbiota intestinal de las
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abejas con distinta combinacién de parasitos para determinar la influencia de

V7. destructor, N. ceranae y L. passim en las bacterias intestinales.
3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Seleccion de muestras

Las muestras utilizadas en este estudio corresponden a un subgrupo de
las utilizadas en el Capitulo II. En este caso, se seleccionaron las islas de Pico,
Flores, Santa Maria y Terceira, islas que presentaban diferentes combinaciones
en cuanto a la coexistencia de 1. destructor y/o N. ceranae (Lopes et al. 2022),
mientras que L. passim se encontraba en todas las islas (ver Capitulo II) (Tabla
19). Para la deteccion de N. ceranae se utiliz6 la técnica de PCR descrita por
Martin-Hernandez et al. (2012) (ver Metodologia general), mientras que la
presencia de 1. destructor en la isla se consideré el comunicado de la Comision
Europea que certifica el estatus de zona libre del acaro (Comision Europea,
2021). De cada isla, se seleccionaron de forma aleatoria 15 colmenas de las que
se tomaron una muestra de 15 abejas obreras que se procesaron de forma

conjunta por cada colmena. Las abejas utilizadas se encontraban conservadas

2 -80°C en el laboratorio de patologfa del CIAPA de Marchamalo.

Presencia de Presencia de Presencia de

Isla N. ceranae V. destructor L. passim
Pico + + +
Flores - + +
Terceira + - +
Santa Maria - - +

Tabla 19. Presencia de patégenos en cada una de las islas analizadas en este estudio.

Adicionalmente, se recogieron 18 abejas de la camara de cria de una
colmena de la isla de Santa Marfa en marzo de 2022, con el fin de recoger
abejas jovenes, que son las que se encuentran principalmente en esta
localizacion. Las abejas se transportaron vivas al laboratorio y alli se
anestesiaron en frio y se procesaron individualmente en condiciones de
esterilidad, utilizando un mechero Bunsen para mantener un ambiente libre de
contaminantes. Todo el material utilizado fue previamente esterilizado y se
desinfectaron las superficies de trabajo con etanol para minimizar el riesgo de
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contaminacién. El intestino de cada abeja se extrajo cuidadosamente tirando
del ultimo segmento del abdomen utilizando pinzas estériles. Cada intestino
se deposité en un tubo estéril (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) que
contenfan 5 ml de solucién salina estéril. Los tubos se transportaron en
refrigeracion al Laboratorio de Patologfa Apicola del CIAPA de Marchamalo
para su procesado y extraccion del material genético para su posterior estudio

metataxonomico.
3.2. Extraccion de ADN

Una vez en el laboratorio del CIAPA, todas las muestras (las del primer
muestreo y las de Santa Marfa recogidas en 2022) se procesaron en una
campana de flujo laminar (Telstar AV-30/70).

Las abejas seleccionadas del banco de muestras se lavaron con etanol
y, posteriormente, con agua Milli-Q estéril para eliminar las bacterias que
pudieran tener en su superficie. Seguidamente, las 15 abejas de cada colmena
se introdujeron en una bolsa estéril con filtro con 2,5 mL de agua calidad PCR
(Qiagen®, Hilden, Alemania) y se procesaron como se describe en la
Metodologia general. En este caso, las muestras se dispusieron en placas de
96 pocillos que, ademas de las 5 perlas de vidrio, también contenfa FastPrep
Fp120 (Thermo Scientific, MA, Estados Unidos) y 120 ul. de tampén ATL
(Qiagen®, Hilden, Alemania) para facilitar la lisis de las células.

Por otro lado, el intestino de cada abeja del muestreo de Santa Maria
de 2022 se proces6 de forma individual. Cada tubo que contenia el intestino
de cada abeja se centrifugé a 13.000 rpm durante 15 minutos a una temperatura
de 4°C. Se eliminé todo el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 500
ul de agua calidad PCR. De este macerado, se cogieron 300 uL. que se
dispensaron en una placa de 96 pocillos en las mismas condiciones que se han

mencionado en el parrafo anterior.

Todas las muestras se agitaron en un Tissuelyser (Qiagen®, Hilden,
Alemania) durante 90 segundos a 30 Hz. Posteriormente, de cada muestra se
cogieron 150 pL y se transfirieron a una placa Deepwel/ de 96 pocillos (BioSprint
96 DNA Blood kit, 940057, Qiagen®, Hilden, Alemania) con ribonucleasa A
(10 mg/mL) y se incub6 a 37°C durante 15 min para eliminar el ARN. Una
vez terminada la incubacién, se afiadieron 20 pl. de proteinasa K y se
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incubaron a 56°C durante 1 hora. Por dltimo, se llevo a cabo la extraccion del
ADN mediante el robot automatico BioSprint tal y como se describe en el
Capitulo L.

En todos los casos se afiadieron controles negativos de extraccion (uno
cada 20 muestras) que se procesaron en paralelo como se ha descrito.
Finalizada la extraccion, la concentracion de ADN se cuantificé con un
espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos). Posteriormente, los extractos de ADN se congelaron a -20 °C hasta
su posterior envio a la empresa Novogene Co. (Beijing, China) para realizar el

analisis metataxonomico.

El envio de muestras se realiz6 en dos periodos de tiempo. En un
primer lote de muestras se enviaron las muestras de intestinos de abejas
procesados de forma individual de Santa Maria junto con un subconjunto de
5 muestras de abejas procesadas de forma colectiva de cada isla. Tras analizar
los resultados de este primer lote, se procesaron y enviaron el resto de las

muestras (10 muestras por cada isla).

3.3. Construccion de librerias, secuenciacién y asignacion
taxonomica

La empresa Novogene Co. realiz6 la amplificacién por PCR con los
cebadores 27F (5- AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3") y 1492R (5-
RGYTACCTTGTTACGACTT-3") del gen ARNr 765 completo. También
realizé la construccion de las librerfas genéticas, el control de calidad del
producto de PCR vy la secuenciacion utilizando el sistema PacBio Sequel 11/ 1l
(Pacific Biosciences, CA, Estados Unidos), de acuerdo con la concentracion
efectiva de la librerfa genética y la cantidad de datos requerida. Las secuencias
obtenidas con longitudes inferiores a 1340 pb y superiores a 1640 pb se
eliminaron. Las restantes, dentro del rango de longitud del amplicén, se
guardaron en formato fastg. De estas tltimas, se eliminaron los cebadores para
depurar las secuencias con el mismo numero de nucleétidos, obteniendo asi
los datos finales validados para el analisis posterior. Posteriormente, también
realiz6 la asignacion taxonémica de las variantes de secuencias de los
amplicones obtenidos (Awmplicon Sequence 1 ariants, ASV) y eliminaron aquellas

que tuvieran menos de 5 lecturas.
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3.4. Analisis bioinformaticos y estadisticos

Una vez realizada la asignacion taxonémica, el numero de secuencias
en cada muestra se normaliz6 a un valor comun, permitiendo asi la
comparacion directa entre las muestras de ambas secuenciaciones. Este
proceso se llevo a cabo mediante una rarefaccién utilizando el paquete vegan
de R Studio (version 4.3.2). A partir de esto, se generd una tabla de recuentos
de todos los taxones para cada muestra y se calcul6 la abundancia relativa de
cada uno en funcién del numero total de lecturas rarefactadas del gen ARNr
165 por muestra.

Dado que las muestras individuales y las muestras procesadas
colectivamente no son comparables entre si debido a su naturaleza distinta
(numero de abejas por muestra y parte de la abeja analizada), no se realiz6 una
comparacion entre ambos tipos de muestras. Por lo tanto, las comparaciones
estadisticas solo se realizaron con las muestras procesadas de forma colectiva
de cada isla, dejando las muestras individuales de Santa Maria para la
descripcion de la microbiota intestinal de las abejas de esta isla.

Para analizar la riqueza y uniformidad de las comunidades bacterianas
en las muestras (diversidad alfa), se estudiaron los indices de Shannon y de
Simpson con el paquete vegan de R Studio (version 4.3.2). Primero, se comparo
la microbiota de las abejas de las diferentes islas (cada una con una
combinacion exclusiva de patdgenos) para evaluar si existian diferencias entre
ellas en funcién de la isla/combinacién de patégenos. Las diferencias entre los
grupos en los indices de Shannon y Simpson se evaluaron mediante la prueba
no paramétrica Kruskall-Wallis para comparaciones multiples. En caso de
diferencias significativas, se realiz6 la prueba no paramétrica Mann-Whitney

con correccion de Bonferroni para comparaciones entre pares.

Para evaluar la complejidad de la composiciéon de la comunidad
bacteriana (diversidad beta), se llevé a cabo un analisis de coordenadas
principales (Principal Coordinates Analysis, PCoA) con una matriz de distancias
que calculaba valores de disimilitud para cada comparaciéon de muestras por
pares y, de esta manera, trazar patrones de diversidad de la comunidad
bacteriana. I.a abundancia relativa se analizé6 mediante el indice de disimilitud
de Bray-Curtis, mientras que para la presencia/ausencia de cada taxén se
utiliz6 el indice binario de Jaccard. Las diferencias estadisticas en las matrices
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de distancia se evaluaron mediante un analisis de varianza no paramétrico
(PERMANOVA) con 999 permutaciones, utilizando la prueba Adonis
implementada en el paquete vegan de R Studio (version 4.3.2).

Tras analizar la diversidad alfa y beta, se comparé la abundancia relativa
de los principales géneros bacterianos utilizando la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para comparaciones multiples y la prueba no paramétrica
Mann-Whitney para comparaciones entre pares.

Posteriormente, las muestras se agruparon en funciéon de la presencia
o ausencia de los diferentes parasitos. Para 7. destructor y N. ceranae, las
muestras se agruparon en funcién de su presencia en las islas. En el caso de
N. ceranae, ademas, se disponia del dato de que colmenas eran positivas al
microsporidio, ya que esas muestras se habian analizado en el CIAPA (Lopes
et al. 2022), por lo que las muestras de islas con presencia de N. ceranae (Terceira
y Pico) se agruparon en funcién de si eran o no positivas a este patégeno. Para
L. passim, dado que se encuentra presente en todas las islas, el analisis se realizé
en funcién de la presencia o ausencia en cada colmena analizada utilizando los
datos obtenidos en el Capitulo II. De esta manera se generaron dos grupos
para cada una de las variables de analisis: con y sin . destructor; con y sin N.
ceranae; y con 'y sin L. passim. Para estos tres factores, se repitieron los mismos
analisis descritos anteriormente. Sin embargo, en estos casos unicamente se
realiz6 la prueba de Mann-Whitney para comparaciones por pares.

De forma similar al analisis del factor isla con una combinaciéon
diferente de patégenos en cada una, se realiz6 una comparaciéon entre
colmenas con N. ceranae y/o L. passim para evaluar su influencia de forma

conjunta en la microbiota intestinal.

Los valores de p<0,05 resultantes de todos los analisis estadisticos
realizados se consideraron como estadisticamente significativos.

3.5. Deteccion de N. ceranae

Dado que las abejas procesadas colectivamente ya habian sido
analizadas previamente para la deteccion de N. ceranae (Lopes et al. 2022) en
nuestro laboratorio, tunicamente se analizaron las abejas individuales
muestreadas de Santa Marfa para confirmar que se encontraban libres del
microsporidio, ya que esa isla es considerada libre de este. Se realizé una PCR

151



Capitulo 111

convencional de las mismas utilizando la misma técnica descrita en la

Metodologia general.
4. RESULTADOS

El proceso de secuenciacion produjo 3.304.683 secuencias de alta
calidad del gen ARNr 765 tras el filtrado, pertenecientes a 663 y 1.258 ASVs
en el primer y el segundo lote de muestras, respectivamente. Se identificaron
un total de 72 géneros pertenecientes a 11 filos.

En el primer lote de muestras analizadas, la empresa Novogene Co.
normalizé el nimero de secuencias a 15.957, mientras que en el segundo lo
hizo a 5.123 secuencias. Para estandarizar los datos y facilitar la comparacion
entre ambas secuenciaciones, se realizé una rarefaccion en la que se ajustaron
todas las muestras a 5.123 secuencias (Figura 25). Se seleccion6 este valor
porque permitfa incluir toda la informaciéon de las muestras de la segunda

secuenciacio a informacid as relevante de las muestras de la primera.
iacion, y la informacion mas relevante de las muestras de la primer

Géneros

NOmero de secuencias

Figura 25. Curva de rarefaccién en las muestras secuenciadas en los dos lotes para su estudio
metataxonémico. La grafica muestra la riqueza de géneros (eje Y) en funciéon del nimero de
secuencias (eje X), con las curvas en azul representando las diferentes muestras. La linea vertical

roja marca el valor de 5.123 secuencias, el punto de rarefaccién aplicado para todas las muestras.
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4.1. Caracterizacion de la microbiota intestinal de las
abejas de las islas Azores

La caracterizaciéon de la microbiota intestinal de las abejas en las islas
Azores se realiz6 mediante el analisis de los taxones identificados en las
muestras colectivas correspondientes a las 4 islas seleccionadas para este
estudio. En el total general de las muestras de las diferentes islas, los filos mas
representativos fueron Pseudomonadota (50,66%), Bacillota (40,46%) vy
Actinomycetota (8,19%), que representaron el 99,31% de las lecturas totales
(Figura 26).

Dentro del filo Bacillota, 1a clase Bacilli fue la mayoritaria (40,12%); las
clases con mas representacion del filo Pseudomonadota fueron Ia
Alphaproteobacteria  (31,46%), la Gammaproteobacteria (9,87%) y la
Betaproteobacteria (9,59%), mientras que la clase Actinomycetes fue la mas
abundante (8,18%) dentro del filo Actinomycetota. Dentro de la clase
Alphaproteobacteria, la familia mas representativa fue Bartonellaceae
(29,27%), seguida de Acetobacteraceae (2,18%), mientras que Morganellaceae
(6,20%) y Orbaceae (1,26%) fueron las mas abundantes dentro de la clase
Gammaproteobacteria. Por ultimo, las clases Bacilli, Betaproteobacteria y
Actinomycetes, se correspondieron mayoritariamente con las familias
Lactobacillaceae  (39,50%), Neisseriaceae (9,58%) y Bifidobacteriaceae
(8,17%), respectivamente.

A nivel de género (Figura 26), se detectaron los géneros caracteristicos
de la microbiota intestinal de las abejas meliferas: el 29,27% de las secuencias
se atribuyeron al género Barfonella, el 25,56% a Lactobacillus, el 12,17% a
Bombilactobacillus, el 9,58% a Snodgrassella, seguido del 8,17% de Bifidobacterium,
el 6,19% a Arsenophonus, el 2,15% a  Commensalibacter, y el 1,77% a
Apilactobacillus. Ademas, dentro de la familia Orbaceae, el 1,04% se asignoé a
Gilliamella y el 0,22% a Frischella. Estos géneros representaron el 96,12% de las
lecturas totales. El resto de los géneros asignados se encontraron en
abundancias relativas muy bajas y correspondieron al 3,88% de las secuencias
totales, aunque si bien es cierto que Pico fue la isla que mostré una mayor

abundancia de estos géneros (8,51%) y Santa Maria la que menos (2,01%).
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Figura 26. Abundancia relativa de los filos (izquierda) y los géneros bacterianos (derecha)
determinados por secuenciacion en las diferentes islas.

La asignaciéon taxonoémica de los ASVs a nivel de especie permitié
detectar entre los Lactobacillus las especies Lactobacillus helsingborgensis (9,97%),
Lactobacillus - kullabergensis (4,96%), Lactobacillus apis (4,72%), y en menor
proporcion, Lactobacillus melliventris (0,12%), Lactobacillus jobnsonii (0,012%) y
Lactobacillus kimbladii (0,0013%). E1 5,57% de las secuencias correspondientes
al género Lactobacillus no pudieron ser asignadas a nivel de especie. Del género
Bombilactobacillus, se identificaron 2 especies, Bombilactobacillus mellis (10,99%) y
Bombilactobacillus - mellifer (1,18%). En cuanto al género Bifidobacterium, se
identificaron tres especies, una predominante, Bfidobacterium asteroides (7,50%);
y dos en menor abundancia, Bifidobacterium indicum (0,67%) vy Bifidobacterinm
coryneforme (0,005%). De los géneros Bartonella, Snodgrassella, Apilactobacillus,
Gilliamellay Frischella, se identificé una especie para cada uno de ellos: Bartonella
apis  (26,41%), Snodgrassella alvi (7,29%), Apilactobacillus  kunkeiz (1,77%),
Gilliamella apicola (0,44%) y Frischella perrara (0,22%). Se identificaron otras
especies en proporciones mucho menores, representando en conjunto el
0,74% de las lecturas totales. En promedio, se pudo identificar a nivel de
especie el 76,99% del total de las secuencias obtenidas en las islas analizadas.
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4.1.1. Microbiota intestinal de las abejas de Santa Maria

Los resultados de la PCR para la deteccion especifica de IN. apis y IN.
ceranae mostraron que todas las muestras obtenidas de forma individual a partir

de las abejas de Santa Marfa eran negativas para ambos microsporidios.

Los resultados metataxonémicos de la microbiota intestinal de las
abejas de Santa Marfa, isla libre de IN. ceranae y 17, destructor, se obtuvieron
utilizando tanto las muestras individuales como las recogidas de forma

colectiva.

El analisis de las muestras individuales mostré predominancia del filo
Bacillota (92,29% de las lecturas totales), mientras que el filo Pseudomonadota
representé unicamente el 7,70% y no hubo casi presencia de secuencias
correspondientes al filo Actinomycetota. Sin embargo, en el caso de las
muestras colectivas, la abundancia de estos filos fue distinta (39,55%, 50,28%
v 9,69%, respectivamente) (Figura 27).

A nivel de clase, se observaron también ciertas diferencias entre las
muestras individuales y colectivas. En las muestras individuales, la clase Bacilli
fue la mias abundante con un 87,67% de las lecturas, dentro de la cual los
ordenes predominantes en las muestras individuales fueron Lactobacillales
(65,46%) y Staphylococcales (26,80%), con una representaciéon muy limitada
de otros 6rdenes. En contraste, en las muestras colectivas, la clase Bacilli
represent6 el 38,39% de las secuencias, aumentando la abundancia de otras
clases como Alphaproteobacteria (36,95%), Betaproteobacteria (11,46%) y
Gammaproteobacteria (2,91%). Hay que destacar que esta tltima tnicamente
se encontr6 en este grupo de muestras. A nivel de familias, se observé un
dominio claro de Lactobacillaceae (65,44%), seguido por Staphylococcaceae
(26,80%), en las muestras individuales. Sin embargo, en las colectivas, se
observé una mayor diversidad, con Bartonellaceae como la familia
predominante (34,95%), seguida de Lactobacillaceae (38,20%) y Neisseriaceae
(11,46%).

En cuanto a los géneros identificados (Figura 27), Lactobacillus
(47,69%) fue el género dominante en las muestras individuales, seguido por
Staphylococcus (26,80%) v Bombilactobacillus (17,75%). No obstante, en las
muestras colectivas, Barfonella sobresalié con una abundancia del 34,95%,
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mientras que Lactobacillus (22,30%) v Bombilactobacillus (14,25%) estuvieron
presentes en menor abundancia. Otros géneros como, Swodgrassella,
Commensalibacter 'y Gilliamella tuvieron una mayor representacion en las
muestras colectivas (34,95%, 11,46%, 1,98% y 1,54%, respectivamente) que
en las individuales (3,73%, 1,11% y 0,04%, respectivamente). Asimismo, la
representacion del género Bifidobacterium en estas ultimas fue practicamente
nula (0,001%). Los géneros Bartonella, Apilactobacillus, Frischella y Arsenophonus
no mostraron ninguna secuencia en las muestras individuales. En conjunto,
todos estos géneros representaron el 97,41% de las lecturas totales en las
muestras individuales y el 97,99% en las colectivas.

Géneros

Bifidobacterium
M Lactobacillus

Apilactobacillus
W Bombilactobacillus
Commensalibacter

M Bartonella
Snodgrassella

I Arsenophonus
Frischella

M Gilliamella

B Staphylococcus
Otros géneros

~
o

Filos
Actinomycetota

. Bacillota
Pseudomonadota
Otros filos

Abundancia Relativa (%)
Abundancia Relativa (%)

)
3

Individuales Colectivas Individuales ~ Colectivas

Figura 27. Abundancia relativa de los filos (izquierda) y los géneros bacterianos (derecha)

determinadas por secuenciacién en las muestras procesadas individualmente y colectivas de la isla
de Santa Maria.

Las especies identificadas en cada género se muestran en la Tabla 20.
Las del género Lactobacillus que se pudieron identificar a este nivel taxondémico
tuvieron una mayor abundancia relativa en las muestras individuales que en las
colectivas, aunque el perfil de especies fue similar en ambos tipos de muestras.
Asi, en ambos grupos, la especie predominante fue L. helsingborgensis (12,70%
de las secuencias totales en las muestras individuales y 8,56% en las colectivas).
Le siguieron L. apis (8,94% y 4,59%., respectivamente) y L. kullabergensis
(8,72% y 4,16%, respectivamente). Por su parte, L. melliventris fue la especie
con menor representacion dentro de este género en ambos grupos, mientras
que no se pudo detectar o identificar L. johnsonzi en las muestras individuales.
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En cuanto al género Bombilactobacillus, B. mellis fue la especie
predominante (17.37% y 12,89%, respectivamente), mientras que B. wmellifer
tuvo una representacion menor (0,38% y 1,37%, respectivamente).

Staphylococcus succinus fue la Gnica especie de su género identificada entre
las muestras analizadas. Por otra parte, Ba. apss destacé por una notable
abundancia en las muestras colectivas (32,60%) en contraste con lo observado
en las individuales (0,02%). Algo similar, aunque en menor medida, sucedi6
con S. alvi, cuya presencia fue claramente mayor en las muestras colectivas

(8,10%) que en las individuales (3%).

Aunque se pudieron identificar otras especies bacterianas, su
abundancia relativa fue muy baja, alcanzando apenas un 0,07% del total de las
lecturas en las muestras individuales y un 0,22% en las colectivas. Por lo tanto,
la asignacién taxonémica a nivel de especie llegd hasta el 78,52% de las
secuencias en las muestras individuales y el 84,84% en las colectivas.
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Abundancia relativa (%)

Géneros/especies Muestras Individuales Muestras Colectivas
Lactobacillus 47,69 22,30
L. helsingborgensis 12,70 8,56
L. apis 8,94 4,59
L. kullabergensis 8,72 4,16
L. melliventris 0,48 0,02
L. johnsonii 0,00 0,04
Bombilactobacillus 17,75 14,25
B. mellis 17,37 12,89
B. mellifer 0,38 1,37
Apilactobacillus 0,00 1,64
A. kuntkeii 0,00 1,64
Bartonella 0,29 34,95
Ba. apis 0,02 32,60
Bfidobacterium 0,00 9,63
B. asteroides 0,00 8,92
B. indicum 0,00 0,72
Snodgrassella 3,73 11,46
S. alvi 3,00 8,10
Gilliamella 0,04 1,54
G. apicola 0,02 0,79
Frischella 0,00 0,22
E. perrara 0,00 0,22
Staphylococcus 26,80 0,00
S. succinus 26,80 0,00
Otros géneros 2,59 2,01
Otras especies 0,07 0,22

Tabla 20. Géneros y especies identificadas en las muestras de Santa Marfa.

4.2. Comparacion de las comunidades bacterianas de las abejas
entre las diferentes islas

Cuando se compar6 la diversidad alfa entre las muestras procedentes
de las diferentes islas, no se observaron diferencias significativas ni en el indice
de Shannon (Kruskal-Wallis, p=0,66) ni en el indice de Simpson (Kruskal-
Wallis, p=0,79). Sin embargo, cuando se analiz6 la composiciéon de las
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comunidades bacterianas (diversidad beta) se observaron diferencias tanto en
términos de abundancia relativa (Bray-Curtis, p<0,001; Figura 28) como de
presencia/ausencia (Binary-Jaccard, p<<0,001; Figura 28). Terceira fue la isla
que mostré un perfil metataxondémico bacteriano diferente a cualquier otra isla
en los dos analisis realizados, mostrando diferencias significativas con la isla
Flores (Bray-Curtis, p=0,01; Binary-Jaccard, p=0,000), Pico (Bray-Curtis,
p=0,0006; Binary-Jaccard, p=0,000) y con la Santa Marfa (Bray-Curtis, p=0,028;
Binary-Jaccard, p=0,024).
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Figura 28. Comparacién de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras
colectivas agrupadas en funcién de la isla a la que pertenecen. A) Indice de diversidad de Shannon;
B) indice de diversidad de Simpson; C) Gréficos PCoA basados en el indice de disimilitud de
Bray-Curtis; D) Graficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos binarios

(presencia-ausencia).

Al analizar la abundancia de los géneros mayoritarios en cada isla, se
identificaron diferencias significativas entre ellas (Figura 29). Las muestras
procedentes de las abejas de la isla Terceira mostraron una mayor abundancia
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de varios de los géneros estudiados, como Gilliamella y Frischella, en
comparacion con Flores (Mann-Whitney, p=0,031; p=0,044, respectivamente)
y Pico (Mann-Whitney, p=0,013; p=0,013, respectivamente). Ademas, se
observé una mayor abundancia de Snodgrassella (Mann-Whitney, p=0,003) y
Arsenophonus Mann-Whitney, p=0,01) en Terceira con respecto a Pico y, en el
caso de Arsenophonus, también con respecto a Santa Marfa (Mann-Whitney,
p=0,0016). Asimismo, Apilactobacillus fue mas abundante en Terceira en
relacion con Flores (p=0,031). Sin embargo, Bartonella tavo una abundancia
significativamente menor en Terceira que en Flores (Mann-Whitney, p=0,005)

Por otro lado, Santa Marfa presenté una mayor abundancia de
Snodgrassella en comparacion con Pico (Mann-Whitney, p=0,016), al igual que
una mayor abundancia de Apilactobacillus respecto a Flores (Mann-Whitney,
p=0,0041). Gilliamella también mostré una mayor abundancia en Santa Maria
en comparacion con Pico (Mann-Whitney, p=0,027).
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Figura 29. Abundancia relativa de los géneros mas abundantes encontrados en las muestras de
abejas de las diferentes islas analizadas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.3. Efecto de la presencia de parasitos en la microbiota
intestinal de las abejas meliferas

4.3.1. Varroa destructor

LLa comparacion entre islas con presencia o ausencia de . destructor no
mostré diferencias significativas en la diversidad alfa, ni en el indice de
Shannon (Mann-Whitney, p=0,85) ni el de Simpson (Mann-Whitney, p=0,97);
sin embargo, el analisis de la diversidad beta si revel6 diferencias, tanto en la
abundancia relativa (Bray-Curtis, p=0,004) como en la presencia/ausencia de

ASVs (Binary-Jaccard, p=0,006) (Figura 30).
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Figura 30. Comparacién de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras
colectivas agrupadas en funcién la presencia de 1. destructor en las islas. A) Indice de diversidad de
Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C) Grificos PCoA basados en el indice de
disimilitud de Bray-Curtis; D) Graficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos

binarios (presencia-ausencia).

El andlisis a nivel de género revelé que la abundancia relativa de
Bartonella tue significativamente mayor en las islas en las que el acaro esta
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presente (Mann-Whitney, p=0,049) mientras que otros géneros, como
Snodgrassella (Mann-Whitney, p=0,00037), Apilactobacillus (Mann-Whitney,
p=0,016), Gilliamella (Mann-Whitney, p<0,0001) o Frischella (Mann-Whitney,
p=0,00084), se encontraron en una abundancia significativamente menor en
comparacion con las islas donde 7. destructor no esta presente (Figura 31).
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Figura 31. Abundancia relativa de los géneros mas abundantes encontrados en las muestras de
abejas analizadas agrupados en funcién de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de 1.
destructor en las islas. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Dado que la isla de Terceira, isla libre de 1. destructor, mostrd un pertil
bacteriano diferente al resto de islas, se realizaron analisis adicionales
excluyendo a Terceira para evitar su influencia en los resultados globales. Este
analisis confirmo la ausencia de diferencias en la diversidad alfa entre las
muestras de las restantes islas (Mann-Whitney, p=0,86 y p=0,8, para el indice
de Shannon y Simpson, respectivamente). Ademas, tampoco se observaron
diferencias significativas en la diversidad beta (Bray-Curtis, p=0,28; Binary-
Jaccard, p=0,16). A pesar de ello, algunos géneros bacterianos vieron alterada
su abundancia relativa, como Swuodgrassella (Mann-Whitney, p=0,011),
Apilactobacillus  (Mann-Whitney, p=0,027) o Gilliamella (Mann-Whitney,
p=0,0013), cuya abundancia fue menor en las islas con 1. destructor (Figura

32), por lo que se confirmé su influencia en estos géneros bacterianos.
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Figura 32. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias significativas en funcién

de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de /. destructor en las islas excluyendo a Terceira
del analisis. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.3.2. N. ceranae

Para evaluar el impacto de N. ceranae en la microbiota intestinal de las

abejas, se analiz6 su presencia tanto a nivel insular como a nivel de colmena.

A nivel insular, no se observaron diferencias en los indices de Shannon
(Mann-Whitney, p=0,22) y Simpson (Mann-Whitney, p=0,33) entre las islas
con presencia de N. ceranae y aquellas en las que esta ausente (Figura 33). Es
decir, la diversidad alfa bacteriana no mostré diferencias significativas entre
abejas de islas que nunca han estado expuestas a N. ceranae en comparacion
con las que procedian de islas en las que si esta presente. Sin embargo, si se
detectaron diferencias con respecto a la diversidad beta segin el analisis
PERMANOVA tanto en funciéon de la abundancia relativa (Bray-Curtis,
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p=0,012) como en la presencia/ausencia de taxones (Binary-Jaccard, p=0,004)

(Figura 33).
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Figura 33. Comparacién de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras

colectivas agrupadas en funcién la presencia de N. ceranae en las islas. A) Indice de diversidad de
Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C) Grificos PCoA basados en el indice de
disimilitud de Bray-Curtis; D) Graficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos

binarios (presencia-ausencia).

Al analizar las abundancias relativas de los géneros mayoritarios, se

observo que las abejas procedentes de islas con presencia de N. ceranae

mostraron una menor abundancia relativa del Bartonella (Mann-Whitney,
p=0,007) y una mayor abundancia de Lactobacil/us (Mann-Whitney, p=0,032).
Para el resto de los géneros, la presencia de IN. ceranae en las islas no tuvo un

impacto significativo en su abundancia relativa (Figura 34).
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ceranae en las islas. ¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Al igual que en el caso de 1. destructor, se realiz6 un nuevo analisis
excluyendo la isla Terceira con el fin de reducir el impacto de esta isla en los
resultados. Como ocurriera en aquel caso, no se encontraron diferencias
significativas en la diversidad alfa (Mann-Whitney, p=0.35 y p=0,38 para el
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indice de Shannon y el de Simpson respectivamente) mientras que si existieron
diferencias en la diversidad beta, tanto en la abundancia relativa (Bray-Curtis,

p=0,029) como en la presencia/ausencia (Binary-Jaccard, p=0,027) de los
diferentes taxones.

En cuanto a las abundancias relativas de cada uno de los géneros, se
confirmé que la presencia de N. ceranae aumenta la abundancia del género
Lactobacillus Mann-Whitney, p=0,0028) mientras que se perdi6 la significancia
para Bartonella (Mann-Whitney, p=0,18). Por otro lado, Suodgrassella se
encontr6é en una abundancia significativamente mayor en las islas libres del

microsporidio (Mann-Whitney, p=0,0012) (Figura 35).
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Figura 35. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias significativas en funcién

de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de IN. ceranae en las islas excluyendo a Terceira del
analisis. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Por lo que respecta al analisis en funcién de la presencia o ausencia de
N. ceranae en las colmenas de las islas donde el microsporidio esta presente, se
observo que 16 de las 30 colmenas incluidas en este analisis eran positivas al

microsporidio mientras que las 14 restantes eran negativas (datos incluidos en
Lopes et al. (2022)).

No se encontraron diferencias significativas ni en la diversidad alfa
(Mann-Whitney, p=0,7 y p=0,95, para el indice de Shannon y el de Simpson,
respectivamente) ni en la diversidad beta (Bray-Curtis, p=0,16; Binary-Jaccard,
p=0,13) cuando las muestras se analizaron en funcién de dicho parametro. Sin
embargo, si que se observaron diferencias en la abundancias relativas de
Gilliamella y Frischella, que fueron significativamente mas elevadas en las
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colmenas con N. ceranae (Mann-Whitney, p=0,0088 y p=0,011,
respectivamente) (Figura 36).
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Figura 36. Abundancia relativa de los géneros que mostraron diferencias significativas en funciéon

de la presencia (positivo) o ausencia (negativo) de N. ceranae en las colmenas de las islas donde se
encuentra presente. ¥p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

4.3.3. L. passim

Dado que L. passim se encuentra distribuida por todo el archipiélago de
las Azores, los analisis se realizaron en funcién de su presencia o ausencia en
cada colmena, independientemente de la isla a la que pertenecieran. En total,
44 colmenas fueron positivas al tripanosomatido, mientras que las restantes 16
eran negativas (Capitulo II).

En este caso, tampoco se observaron diferencias significativas en la
diversidad alfa (Mann-Whitney, p=0,55 y p=0,7, para el indice de Shannon y
el de Simpson, respectivamente) pero si en cuanto a la diversidad beta (Bray-
Curtis, p=0,044; Binary-Jaccard, p=0,019) (Figura 37).
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Figura 37. Comparacion de los valores de diversidad alfa y diversidad beta de las 60 muestras
colectivas agrupadas en funcion la presencia de L. passim en las colmenas. A) Indice de diversidad
de Shannon; B) Indice de diversidad de Simpson; C) Graficos PCoA basados en el indice de
disimilitud de Bray-Curtis; D) Graficos PCoA basados en el coeficiente de Jaccard para datos
binarios (presencia-ausencia).

El analisis a nivel de género mostré que la abundancia de Bartonella fue
significativamente mayor en las colmenas positivas a L. passinz (Mann-Whitney,
p=0,023). Por el contrario, Snodgrassella, Gilliamella, Frischella y Commensalibacter
fueron mas abundantes en las colonias libres del tripanosomatido (Mann-
Whitney, p=0,045; p=0,0043; p=0,043 y p=0,048, respectivamente) (Figura
38).
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Posteriormente, se realiz6 una comparacién a nivel de colmena en
funcién de la presencia o ausencia de N. ceranae y L. passim. El nimero de
colmenas para cada una de las cuatro posibles combinaciones se refleja en la

Tabla 21.
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L. passim (+) L. passim (-)
N. ceranae (+) 10 4
N. ceranae (-) 12 4

Tabla 21. Numero de colmenas con presencia (+) y/o ausencia (-) de N. ceranae y L. passim.

No se encontraron diferencias significativas ni en la diversidad alfa
(indice de Shannon, p=0,92; indice de Simpson, p=0,9) ni en la beta (Bray-
Curtis, p=0,17; Binary-Jaccard, p=0,12) sino unicamente una mayor tendencia
hacia una mayor diversidad cuando las colmenas posefan ambos parasitos
(Figura 39). Tampoco se observaron diferencias taxonémicas relevantes.

A B
0.8
e ;.
2 07
< a
2 E B3 Ne-L
0] 7 c-Lp-
14 0 0.6 I B8 Ne-Lp+
°© i ’ B Nc+Lp-
3 3 E3 Ne+Lp+
k<] TO05
£ £
1.0
0.4
Ne-Lp- Ne-Lp+ Nc+Lp- Nc+Lp+ Nec-Lp- Ne-Lp+ Nc+Lp- Nec+Lp+
0.25
™ o
~ o
o < - Ne-Lp-
S’ ;" 0.00 ~+ Nec-Lp+
~+ Ne+Lp-
g g “ Ne+Lp+
a -0.2 a
-0.25
-0.4 . .
0.3 06 -06 0.6

0.0 3 0.0 0.3
PCoA1 (42.19%) PCoA1 (30.19%)

Figura 39. Comparacién de los valores de diversidad alfa y beta en las muestras colectivas
obtenidas en islas con presencia de N. ceranae y L. passim en funciéon de la presencia (+) y/o
ausencia () de estos dos parsitos en las colmenas. A) Indice de diversidad de Shannon; B) Indice
de diversidad de Simpson; C) Grafico PCoA basado en el indice de disimilitud de Bray-Curtis; D)
Grafico PCoA basado en el coeficiente de Jaccard para datos binarios (presencia-ausencia).
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5. DISCUSION

Este estudio es pionero en caracterizar la microbiota intestinal de
abejas de localizaciones libres de dos de sus patégenos mas prevalentes a nivel
mundial, 1. destructor y N. ceranae, que representan una amenaza para la salud
de las colonias (Higes ez a/. 2008c; Cornman ef al. 2010; Le Conte, Ellis y Ritter
2010; Stevanovic et al. 2011; Dietemann ez a/. 2012; Martinez, Leal y Conget
2012). Concretamente, la isla de Santa Maria es una de las pocas localizaciones
en el mundo que, hasta la fecha, se encuentran libres de ambos patdégenos
(Lopes et al. 2022) por lo que convierte a esta isla en una region idénea para el

estudio de las abejas antes de la expansiéon mundial de estos patégenos.

En este trabajo, las abejas procesadas individualmente, al ser abejas
recién recogidas, la extraccion del intestino se pudo realizar en condiciones de
esterilidad para evitar la contaminacién ambiental y Gnicamente detectar y
cuantificar las bacterias presentes en el intestino. En contraste, las abejas
procesadas colectivamente se encontraban congeladas en nuestro banco de
muestras y la extraccion del intestino en este estado no fue posible puesto que,
al extraer el intestino, éste se rompe y hace que la muestra no sea valida para
su analisis, por lo que se analizaron las abejas completas. No obstante, para
eliminar las bacterias existentes en la superficie de las abejas, se lavaron con
etanol y agua Milli-Q estéril antes de su procesado en condiciones de
esterilidad. En un estudio previo, Hammer ez a/. (2015) demostraron que la alta
biomasa bacteriana en el intestino de las abejas anula cualquier efecto potencial
de las posibles bacterias ambientales en la superficie de estas. Esto se confirmo
en nuestro estudio, ya que mas del 96% de las secuencias obtenidas en el
analisis  metataxonémico  correspondieron a  géneros  bacterianos
caracteristicos de la microbiota intestinal de las abejas, lo que indica que la
presencia de bacterias asociadas a otros tejidos fue minima y poco significativa.

La principal diferencia entre las abejas de Santa Marfa procesadas
individualmente y las colectivas era la edad de estas. Las abejas de Santa Maria
que se recogieron del cuadro de cria y que se procesaron de forma individual
mostraron un perfil bacteriano diferente a las muestras colectivas, mostrando
una abundancia mucho mayor de Lactobacillus, Bombilactobacillus y Staphylococcus.
Estas abejas, al recogerse del cuadro de cria de la colmena, eran abejas muy

jovenes con poco tiempo desde su emergencia, a diferencia de las abejas
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procesadas colectivamente, que se recogieron de los cuadros externos (Lopes
et al. 2022) y probablemente tenfan mayor edad. Es plausible que estas abejas
jovenes no hubieran desarrollado por completo su microbiota intestinal, lo que
explicarfa la mayor presencia de géneros como Lactobacillus y Bombilactobacillus
y otras bacterias ambientales, como Staphylococcus, segin se ha descrito

previamente en los primeros dfas tras su emergencia (Powell ¢# /. 2014; Dong
et al. 2020; Cai ef al. 2022).

En contraste, y al igual que en el resto de las islas, las muestras de abejas
colectivas mostraron una abundancia elevada de las bacterias caracteristicas de
la microbiota intestinal descrita en las abejas, a pesar de que se encuentran en
zonas geograficamente aisladas y con restricciones en el movimiento de
colonias. Este hecho no es de extrafar puesto que las bacterias intestinales
caracteristicas de las abejas se han coadaptado y coevolucionado con ellas a lo
largo de miles de afios (Martinson ef al. 2011; Vasquez ez al. 2012; McFrederick
et al. 2013; Koch et al. 2013). Sin embargo, la isla de Terceira, isla con presencia
de N. ceranae pero no de 1. destructor, mostré un perfil bacteriano diferente al
resto de islas, mostrando una mayor abundancia de practicamente todos los
géneros a excepcion de Bartonella, cuya abundancia en esta isla fue menor. Es
necesario investigar en el futuro si estas diferencias se deben exclusivamente a
la combinacién de patéogenos en esta isla o si esta influenciada por otros
factores como la ubicacién geografica, la diversidad floral o el clima, entre
otros, puesto que la microbiota intestinal de las abejas puede variar en funcién
de estos factores (Tola ez al. 2020; Jabal-Uriel e al. 2022a; Gaggia ez al. 2023).

No obstante, es llamativo que Bartonella, un género considerado no
troncal, fuera el taxén mas abundante en las islas Azores, mientras que
Gilliamella, considerado como troncal, se encontré en una abundancia relativa
muy baja. Esta diferencia contrasta con las observaciones en abejas adultas
estudiadas en otras localizaciones del planeta, donde Gilliamella se encuentra
en proporciones mucho mas altas que las encontradas en este estudio (Powell
et al. 2014; D’Alvise ez al. 2018; Dong e al. 2020; Bleau ez al. 2020; Castelli e al.
2021; Jabal-Uriel ef al. 2022a). Este hecho, en el que Bartonella se encuentre en
una abundancia relativa elevada y Gilliamella en una abundancia baja, se ha
descrito en abejas de invierno de colonias monitorizadas durante 3 afios en la
parte occidental de Suiza (Kesnerova ef al. 2020). Este estudio sugiere que esta
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mayor abundancia de Bartonella podria estar relacionada con las diferencias en

la alimentacion, la edad o al comportamiento de las abejas durante el invierno.

Por otro lado, Arsenophonus, una bacteria endosimbionte facultativa
identificada en colonias de abejas (Yafiez ef al. 2016; Drew ef al. 2021; Nadal-
Jimenez ez al. 2022), se encontré en una abundancia relativa elevada en Flores
(V+, N-) y Terceira (V-, N+). De hecho, en esta dltima, su abundancia fue
mayor que otros géneros troncales como Swodgrassella, Bifidobacterinm o
Bombilactobacillus. Arsenophonus se ha identificado en las flores (McFrederick ez
al. 2017), en el polen corbicular, en el buche melario de las pecoreadoras
(Corby-Harris, Maes y Anderson 2014), el pan de abeja (Donkersley ez a/. 2018)
y en el intestino medio (Drew ez a/. 2021). Sin embargo, ha sido asociada con
una mala salud en las abejas (Budge ¢z @/ 2016), mostrando una mayor
abundancia en colonias afectadas por el colapso de las colonias (Colony Collapse
Disorder, CCD) (Cornman ef al. 2012). En abejorros, también hay evidencia de
su posible implicacién en su salud, ya que se ha descrito una mayor abundancia
relativa de Arsenophonus en el cuerpo graso cuando estos se encuentran
parasitados con Apicystis bombi, (Parmentier et al. 2018). Ademas, la presencia
de esta bacteria también se ha asociado con 1. destructor, ya que en ocasiones
aparece como el género bacteriano predominante, observandose mediante la
técnica de hibridacion fluorescente in situ (Fluorescence In Situ Hybridization,
FISH) en el ciego de las varroas (Pakwan ez 2/ 2018). Por ello, se sugirié que
el acaro podria ser un posible vector biologico de Arsengphonus, pero hasta la
fecha no se ha identificado ninguna correlacion entre los niveles de
enfermedad inducida por Varroa y Arsenophonus en las abejas meliferas (Hubert
et al. 2016) y tampoco se conoce si es realmente es una bacteria patbgena para
V7. destructor, para las abejas o para ambas (Hubert ¢f 2/ 2016). Sin embargo, el
hecho de que la isla donde esta bacteria registré la mayor abundancia de
Arsenophonus (Terceira) sea una isla libre del acaro, sumado a la ausencia de
diferencias en su abundancia entre islas con y sin [arra, parece contradecir la
hipétesis de que . destructor sea un transmisor de esta bacteria. No obstante,
la isla de Santa Marfa, que carece tanto del acaro como de N. ceranae, es la isla
que registré6 menor abundancia de Arsenophonus, lo que podria indicar que de
alguna manera la presencia de otros patégenos podria influir en la abundancia
de Arsenophonus.
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Otra bacteria que ha sido asociada a Iarroa es Bartonella, sugiriendo que
el acaro podria ser un reservorio de esta bacteria (Hubert ¢z a/. 2015), lo cual
es consistente con nuestros resultados ya que Bartonella se encontrd en una

abundancia mayor en las islas donde 17arroa esta presente

Por el contrario, otros géneros como Snodgrassella, Gilliamella, Frischella
y Apilactobacillus tavieron una menor abundancia en las islas con el acaro. Esto
coincide en parte con lo observado por Hubert ef a/. (2017), aunque en este
trabajo encontraron una mayor abundancia de 4. kunkeii en colonias con el
acaro. Otros estudios, sin embargo, no observaron diferencias en la microbiota
entre abejas adultas de colonias con y sin Varmva (Kim, Kim y Park 2023)
mientras  que  otros  observaron  mayores  abundancias  de
Gammaproteobacterias  (Gilliamella vy Frischella), — Betaproteobacterias
(Snodgrassella), Lactobacillus y Bifidobacterium (Marche et al. 2019) en abejas que
emergieron con varroas. Sin embargo, las abejas de los estudios mencionados
proceden de colonias que, con alta probabilidad, ya han estado expuestas a 1.
destructor, por lo que las posibles alteraciones en la microbiota intestinal podrian
haberse producido anteriormente. Esto contrasta con las abejas de nuestro
estudio, donde los estrictos controles de movimiento de colonias entre islas
aseguran la existencia de poblaciones de abejas que nunca han estado
expuestas al acaro. Esta diferencia en la exposicion al patégeno podria ser clave
para explicar las variaciones observadas en la composicion de la microbiota
intestinal de las abejas.

Lo mismo sucede con N. ceranae, ya que estas mismas restricciones han
posibilitado que existan colonias de abejas que no han estado expuestas al
microsporidio. De hecho, desde el afio 2008, segun informes anuales de la
autoridad veterinaria de las islas Azores que realiza encuestas para la deteccion
de esporas de Nosemza spp. mediante microscopia, revelaron que las tnicas islas
libres de microsporidios son Santa Marfa y Flores. El analisis de Lopes e/ al.
(2022) utiliz6 la misma técnica de PCR utilizada en estudio (ver Metodologia
general, Martin-Hernandez ¢f a/. 2012) para identificar las especies de Noserza,
confirmando que Santa Marfa y Flores permanecen libres de N. ceranae, al
menos hasta el afilo 2020. Al igual que con 1. destructor, los estudios realizados
en otras localizaciones (Powell ef a/. 2014; Hubert ez a/. 2017; Zhang et al. 2019;
Dong et al. 2020; Jabal-Uriel ef al. 2022a) se han llevado a cabo en territorios
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previamente invadidos por el microsporidio, por lo que la influencia de N.
ceranae en la microbiota intestinal se ha producido con anterioridad.

En nuestro estudio, las islas con presencia de IN. ceranae mostraron una
mayor abundancia de Lactobacil/us y una menor abundancia de Bartonella. Estos
dos géneros también aparecen asociados a la infecciéon natural con N. ceranae,
aunque ambos aparecen en mayor abundancia en las abejas no infectadas
(Jabal-Utiel ef al. 2022a). Al excluir la isla de Terceira de los analisis, dado que
mostré un perfil bacteriano diferente y podria influir en el analisis, se perdieron
las diferencias en la abundancia de Barfonella pero se confirmé que la infeccion
afecta principalmente al género Lactobacillus. Ademas, se observo que
Snodgrassella presenté una mayor abundancia en las islas sin el microsporidio.
En otros estudios que han analizado abejas infectadas naturalmente con N.
ceranae, no se han encontrado diferencias en la microbiota intestinal (Hubert ez
al. 2017), o ha observado una mayor abundancia de Bifidobacterium en las abejas
infectadas (Zhang et a/. 2019). Ademas, Pico, isla que posee tanto . destructor
como N. ceranae, registr6 una mayor abundancia de géneros minoritarios a
diferencia de Santa Marfa, isla en la que estos dos parasitos no han estado
nunca presentes. Esto podria indicar que la accién conjunta de ambos
patogenos podria favorecer el incremento de bacterias atipicas del intestino de
las abejas conduciendo a una disbiosis intestinal (Maes ez a/. 2016; Hubert ez al.
2017). Una tendencia similar, aunque sin diferencias significativas, se observo
en las colmenas infectadas con N. ceranae y L. passim. Es posible que,
aumentando el nimero de muestras con combinaciones de estos parasitos,

podria observarse una diferenciaciéon mas clara.

Sin embargo, al analizar las abejas en funcién de la presencia de IN.
ceranae a nivel de colmena en las islas donde esta presente, las tnicas bacterias
que se encontraron en una abundancia mayor en las colmenas con el
microsporidio fueron Frischella y Gilliamella. Esta tltima coincide con estudios
de infecciones experimentales que indican que Gilliamella es una de las
bacterias mas afectadas por el microsporidio (Horton, Oliver y Newton 2015;
Maes et al. 2016; Kakumanu ef 2/ 2016; Raymann e a/. 2018). Dado que en el
Capitulo IV se detallan mas a fondo las diferencias asociadas a la infeccion
por N. ceranae en la microbiota intestinal de las abejas, en este capitulo no se
profundiza en este aspecto.

176



Capitulo 11T

En el caso de L. passim, al encontrarse distribuida por todo el
archipiélago de las Azores, los analisis se realizaron considerando unicamente
su presencia a nivel de colmena. Nuestro estudio reveld que las abejas
procedentes de colmenas parasitadas presentaron una menor abundancia de
Frischella, Snodgrassella y Gilliamella. Estas bacterias colonizan el {leon de las
abejas, una de las regiones del intestino en la que, en infecciones
experimentales, se ha observado que L. passim en su morfotipo haptomona
forma una capa celular que recubre el epitelio intestinal a modo de biopelicula
(Buendia-Abad e# al. 2022a; de Paula ez al. 2024). Dado que L. passim se ha
detectado en las pupas, larvas, abejas recién emergidas, nodrizas y
pecoreadoras, es decir, todas las fases del ciclo de vida de las abejas a excepcion
de la fase de huevo (Arismendi ef al. 2022), es posible que la colonizacién del
intestino de este parasito ocurra antes del establecimiento de la microbiota
intestinal. En tal caso, la colonizacion temprana de L. passim podria interferir
en el establecimiento de Frischella y alterar o desplazar la formacion de la
biopelicula entre Gilliamella y Snodgrassella en el ileon. Sin embargo, se
desconoce si la carga parasitaria en las abejas infectadas de forma natural es
suficiente para inducir la formacién de la biopelicula de haptomonas que
recubre el epitelio intestinal. Las dosis de células suministradas a las abejas en
infecciones experimentales son muy elevadas y es posible que no corresponda

con la realidad de lo que sucede en condiciones naturales en el campo.

No existen muchos estudios en abejas que aborden la influencia de L.
passim en la microbiota intestinal, y los que hay sugieren que este parasito no
parece afectar a la microbiota intestinal de las abejas (Hubert ef 2/ 2017; Liu ez
al. 2020). Se ha descrito que, cuando las abejas poseen una nutricién adecuada
y una microbiota intestinal bien desarrollada son capaces de regular la
parasitacion por L. passim, mientras que cuando se encuentran en estado de
disbiosis intestinal debido al estrés nutricional y social, pierden la capacidad de
controlar el parasito (Schwarz, Moran y Evans 2016). Esto mismo se ha
descrito en abejorros del género Bombus en relacion con el tripanosomatido C.
bombi (Cariveau e al. 2014; Mockler ef al. 2018; Niapflin y Schmid-Hempel 2018;
Blasco-Lavilla ez al. 2023). De hecho, la presencia de Lactobacillus y Gilliamella
como parte de la microbiota intestinal de los abejorros parece reducir la carga
parasitaria de C. bombi (Mockler et al. 2018). Ademas, los acidos producidos
pot L. bombicola, una especie bacteriana caracteristica en abejorros, inhiben el
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crecimiento 7 vitro de C. bombi (Palmer-Young, Raffel y McFrederick 2019),
reforzando la hipétesis de que una microbiota bien establecida puede controlar
la parasitacion por tripanosomatidos en el intestino. No obstante, este aspecto

aun requiere mas investigacion en abejas meliferas.

Este trabajo presenta, por primera vez, un estudio de la microbiota
intestinal de las abejas antes de la expansién de dos de los patdgenos de las
abejas meliferas mas ampliamente distribuidos a nivel mundial, mostrando que
los principales géneros de la microbiota intestinal de las abejas se encuentran
altamente conservados. Ademas, se ha observado que la presencia de 1.
destructor, asi como de N. ceranae y L. passim influyen en la abundancia de
algunos de esos géneros bacterianos. No obstante, se requiere de mas estudio
para comprender mejor las interacciones entre estos parasitos y las bacterias
intestinales.

178



CAPITULO IV

Influencia de la edad de infeccién
experimental con Nosema ceranae
en la microbiota intestinal de
abejas obreras (Apis mellifera
iberiensis)




Capitulo IV

180



Capitulo IV

Influencia de 1a edad de infeccién experimental con Nosema
ceranae en la microbiota intestinal de abejas obreras (Apis
mellifera iberiensis)

En los dltimos afios, la microbiota intestinal de las abejas meliferas ha recibido
especial atencion debido al papel crucial que juega en su salud. Diversos factores pueden
alterar esta microbiota, entre ellos se encuentra el microsporidio N. ceranae. En las abejas,
la composicion de la microbiota intestinal varfa con la edad, hasta que las comunidades
bacterianas se estabilizan a partir del séptimo dia tras su emergencia, un proceso que
parece coincidir con la infeccién del microsporidio. Sin embargo, no esta del todo claro
el impacto de la edad de infeccién en las comunidades bacterianas intestinales. Por ello,
se infectaron experimentalmente a las abejas meliferas con un nimero constante de
esporas de IN. ceranae a distintas edades tras su emergencia y se analizaron las bacterias
intestinales 7 dfas después de la infeccion mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(gPCR), comparando los resultados con los de controles no infectados. Los resultados
mostraron que las abejas infectadas presentaban una proporcién y una carga
significativamente mayores de G. apicola. Con respecto a la edad de la infeccion, las abejas
infectadas justo después de la emergencia presentaban cargas elevadas de G. apicola, B.
asteroides, Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis y Bo. apis. Ademas, la carga de
G. apicola era mayor en las abejas infectadas a casi todas las edades, mientras que las abejas
no infectadas de mds edad presentaban cargas mas eclevadas de B. astervides,
Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis y Bo apis. Estos resultados sugieren que la
infeccion por N. ceranae y, en particular, la edad de las abejas en el momento de la
infeccién modula la comunidad bacteriana intestinal, siendo G. apicola la especie mas
influenciada por la infeccién.

Aguado-Lépez, D., Urbieta Magro, A., Higes, M., Rodriguez, J. M., & Martin-
Hernandez, R. (2024). Influence of Age of Infection on the Gut Microbiota in Worker
Honey Bees (Apis  mellifera  iberiensis) Experimentally Infected with Nosema
ceranae. Microorganisms, 12(4), 635.

https://doi.org/10.3390/microorganisms12040635

Articulo cientifico publicado en “Microorganisms”

Publicado: 22 de marzo de 2024
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1. INTRODUCCION

La microbiota intestinal de las abejas meliferas desempefia muchas
funciones cruciales en el hospedador: favorece la digestion de los alimentos
(Kesnerova ez al. 2017; Zheng et al. 2019; Li, Chenyi ez al. 2022), mejora el
desarrollo del hospedador (Zheng et al. 2017), modula el comportamiento
(Jones et al. 2018), puede realizar funciones de degradacién de los pesticidas
(Wu et al. 2020) y microplasticos (Wang e# al. 2021), mejora la respuesta
inmunitaria y protege contra parasitos y patogenos (Engel, Martinson y Moran
2012; Schwarz, Moran y Evans 2016; Steele ez /. 2021). Entre los diversos
patégenos que infectan a las abejas meliferas, N. ceranae es uno de los mas
ampliamente distribuidos por todo el mundo (Higes e a/. 2008c; Stevanovic ez
al. 2011; Yoshiyama y Kimura 2011; Martinez, Leal y Conget 2012; Guerrero-
Molina et al. 2016; Wang et al. 2019). Este microsporidio es un parasito
esporulado intracelular obligado que infecta las células del intestino medio,
utilizando la maquinaria del hospedador para obtener los recursos que necesita
para proliferar y, en ultima instancia, destruir las células epiteliales de este tejido
(Dussaubat ez a/. 2012; Martin-Hernandez ef al. 2017). La infeccién por este
microsporidio altera las funciones vitales de la abeja, causando estrés
energético (Mayack y Naug 2009), perturbando la respuesta inmunitaria
(Antanez et al. 2009; Schwarz y Evans 2013; Martin-Hernandez ez o/ 2017) y
alterando el olfato, el aprendizaje, la orientaciéon y la memoria (Gage ef .
2018), ademas de provocar trastornos digestivos. Asimismo, se produce un
envejecimiento acelerado de las abejas (Ares ef al. 2012) que interfiere en las
tareas que éstas deben realizar en la colmena (Wolf e a/. 2014), aumentando
en ultima instancia la mortalidad a nivel individual y de colonia (Botias e7 /.
2013).

N. ceranae infecta principalmente a las abejas adultas, aunque también
se ha observado en otras fases de desarrollo (Benvau y Nieh 2017; Urbieta-
Magro ¢t al. 2019a). De hecho, la susceptibilidad a la infecciéon por
microsporidios parece estar influida por la edad de las abejas. Los estudios de
campo indican que las abejas dentro de la colonia pueden infectarse por
primera vez a los 4-5 dfas tras su emergencia, dependiendo de la estacién del
afio (Jabal-Utriel e /. 2022b), y que las abejas obreras mas viejas tienen cargas
parasitarias mas altas (Smart y Sheppard 2012; Jack ez a/. 2016; Jabal-Uriel ez al.
2022b). Ademas, se ha demostrado que tanto las reinas mads jovenes
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(Chaimanee ef al. 2014) como las obreras mas jovenes (Urbieta-Magro e7 al.
2019b), son mas susceptibles a la infeccién por N. ceranae que las mas viejas en
infecciones experimentales de laboratorio. Dado que una de las diferencias
entre las abejas mas jovenes y las mas viejas es el establecimiento de la
microbiota intestinal, esta podria explicar las diferencias en la susceptibilidad
a la infeccion. De hecho, la infecciéon por N. ceranae puede modificar la
abundancia relativa de algunas especies bacterianas (Huang ez a/ 2018;
Rubanov ¢ al. 2019; Zhang et al. 2019; Paris et al. 2020), ya que la alteracion
del epitelio intestinal puede afectar a la forma en que la microbiota intestinal
se establece. Sin embargo, se desconoce la importancia de la edad a la que se
infectan las abejas con IN. ceranae en relacion con la microbiota intestinal.

2. OBJETIVOS

Por lo indicado anteriormente, nos propusimos evaluar si la edad de
las abejas cuando son infectadas experimentalmente con IN. ceranae tiene efecto

en las comunidades bacterianas intestinales.
3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Seleccion de las muestras

Las muestras utilizadas en este estudio fueron un subconjunto de
abejas de un estudio previo realizado por nuestro grupo de investigacion
(Urbieta-Magro ¢ al. 2019b) cuyo objetivo era determinar cémo afecta la edad
de las abejas cuando son infectadas por N. ceranae en el desarrollo de la
parasitacion En este estudio, las abejas se obtuvieron de cuadros de cria
operculados de 5 colonias que no mostraban signos clinicos de ninguna
enfermedad y se consideraron libres de Noseza spp. (confirmadas
posteriormente por pruebas de PCR). Los cuadros se mantuvieron a 35°C en
una incubadora para garantizar un suministro continuo de abejas meliferas
recién emergidas y libres del microsporidio (Higes ef a/ 2007). Cada dia, se
recogian cuidadosamente abejas recién emergidas de los cuadros de cria y se
depositaban de forma aleatoria en jaulas de red metalica hasta su infeccion
(Martin-Hernandez ¢f a/. 2011). De esta manera, todas las abejas de cada jaula
tenfan la misma edad. Estas abejas se alimentaron ad /ibitum con una solucioén
de sacarosa que se preparaba diariamente (50% p/v en agua destilada),
suplementada con un 2% de Promotor L® (Calier Lab. Lab., Les Franqueses
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del Valles, Spain), una mezcla comercial de vitaminas y aminoacidos (Higes e#
al. 2007; Martin-Hernandez ez al. 2011).

El dia de la infeccién, antes de la inoculacién, se retird el alimentador
de las jaulas durante 2 horas y, posteriormente, las abejas se anestesiaron con
COz durante 90 segundos, con el fin de facilitar su manipulacion durante las
infecciones experimentales. Cuando empezaban a despertarse, se les
administr6 2 pL de una solucién con esporas de N. ceranae (57.000 esporas/pL)
purificadas con Percoll® 95% (Higes e# al. 2008b) extraidas de abejas
infectadas de forma natural. Aunque en el ensayo llevado a cabo por Urbieta-
Magro et al. (2019b) se infectaron abejas de edades de 0 a 15 dias post-
emergencia (p.e.), para este estudio unicamente se utilizaron aquellas edades
en las cuales se disponian de controles no infectados de la misma edad a los
que se les habfa inoculado con 2 pL. de agua sin esporas con el fin de que
pudieran ser comparados. De esta forma, las abejas analizadas en este trabajo
tenfan 0, 1, 4, 5, 8, 11, 13, y 14 dias p.e. en el momento de la infecciéon. Tanto
las abejas infectadas como las no infectadas se mantuvieron en incubadoras
del mismo modelo separadas y en las mismas condiciones (oscuridad, 33£1°C
y 80% de humedad relativa) para evitar infecciones cruzadas.

Alos 7 dias post-infeccion (p.1.) las abejas supervivientes se sacrificaron
para el analisis molecular. El abdomen de cada abeja se separ6 cuidadosamente
del torax en condiciones estériles para evitar la contaminacion entre muestras,
y la extraccion de ADN se realiz6 individualmente utilizando el método de
extraccion TE como se describe en el Capitulo I. Se analizaron un total de
276 abdomenes de abejas: abejas infectadas (N=215) y no infectadas (IN=061).
La edad y el numero de abejas utilizadas para analizar la microbiota intestinal
se muestran en la Tabla 22. Se confirmé que todas las abejas del grupo
infectado eran positivas a la infeccion por N. ceranae y las del grupo de control
no estaban infectadas (Urbieta-Magro ¢f a/. 2019b).

Edad de infeccién (Dias p.e.) 0 1 4 5 8 11 13 14

- Total
Edad de analisis (Dias p.e.) 7 8 1 12 15 18 20 21
Abejas infectadas (N) 30 30 30 30 28 30 30 7 215
Abejas no infectadas (N) 11 10 6 6 10 6 6 6 61

Tabla 22. Numero de abejas infectadas y no infectadas analizadas en cada cohorte de edad.
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3.2. Analisis molecular

La abundancia absoluta (carga bacteriana) de las principales bacterias
intestinales de las abejas meliferas (F. perrara, G. apicola, S. alvi, B. asteroides,
Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., and Ba. apis) se determiné mediante
qPCR dirigida al gen que codifica para el ARN de la subunidad pequefia de los
ribosomas (ARNr 7165) con cebadores previamente descritos (Kesnerova ez 4.
2017) y normalizada con respecto al gen mitocondrial de la citocromo oxidasa
I (COI) del hospedador (Apis mellifera) (Am-COI) utilizando los cebadores
previamente descritos (Martin-Hernandez ez a/. 2012). La solucion de esporas
utilizada como inéculo para infectar a las abejas también se analizé para
garantizar que se encontraba libre de bacterias intestinales y, de esta manera,

no influir en los resultados.

Las reacciones de qPCR bacterianas y de A»-COI se llevaron a cabo
por duplicado, utilizando SYBR Green como se describe en la Metodologia
general.

Dado que no existfa ninguna técnica previamente descrita para la
deteccién y cuantificacion de Bo. apis (previamente denominada Alpha 2.2), se
disené una pareja de cebadores y una sonda especificos. Para ello, se
obtuvieron las secuencias del gen ARNr 165 de Bo. apis, asi como las de
Parasaccharibacter — apium y  Saccharibacter  floricola, ambas reclasificadas
recientemente como Bo. apis (Smith ef al. 2021), a partir de la base de datos
GenBank (NCBI). Posteriormente, las secuencias se alinearon utilizando la
herramienta ClustalW Multiple Alignment del programa informatico BuoEdit
Sequence Alignment Editor 7.2.6.1. Se seleccioné un fragmento conservado de
151 pb presente en todas las secuencias disponibles y se analizé con el soffware
Primer Express 3.0.1 (Applied Biosystems Life Technologies Corp., Foster City,
CA, Estados Unidos) para el disefio del cebador y la sonda. Se seleccioné el
par de cebadores y la sonda mas adecuados en funcién de los parametros
determinados por el soffware, que inclufan la estabilidad, la longitud y el
porcentaje de G/C. Tanto los cebadores como la sonda fueron
proporcionados por Roche Diagnostics (Basilea, Suiza). La sonda elegida se
modificé afladiendo 4cidos nucleicos bloqueados (LNAs) para aumentar la
temperatura de anillamiento (Tabla 23).
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Cebadores Secuencia 5'-3' Tamaifio
ALPHA 2.2-F CCGAGAGAGGGTTGTGGAATT
ALPHA 2.2-R AGATATTGGGAAGAACACCG 67 pb
ALPHA 2.2-P 6FAM-TGTAGA+GG+T+GAA+AT+TC-BHQ1

Tabla 23. Cebadores y sonda para detectar y cuantificar el gen ARNr 768 de Bo. apis. F: forward
(directo); R: reverse (reverso); P: probe (sonda); +: dcidos nucleicos bloqueados (LNAs).

En el caso de la qPCR de Bo. apis, las reacciones se realizaron por
duplicado en un volumen final de 10 uL. que contenfa 5 pl. de LightCycler® 480
Probes Master Mix (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza), 0,3 uM de cada cebador,
0,1 pM de sonday 1 pL. de ADN muestra. Las condiciones de PCR incluyeron
una desnaturalizacion inicial de 10 minutos a 95°C; 45 ciclos de 10 segundos a
95°C, 30 segundos a 60°C y 1 segundo a 72°C, mas un paso final de
enfriamiento de 30 segundos a 40°C.

Todas las muestras se analizaron individualmente y por duplicado
como se describe en la Metodologia general.

Para cuantificar la carga bacteriana, se diseflaron oligonucle6tidos
sintéticos de doble cadena (gBlock® Gene Fragment, IDT, DNA Technologies;
Coralville, IA, Estados Unidos) a partir de las secuencias de referencia del gen
diana para cada una de las especies bacterianas analizadas (Tabla 24). Los
ADN sintéticos se reconstituyeron siguiendo las instrucciones del fabricante y
se utilizaron para elaborar curvas estandar basadas en diluciones seriadas con
cantidades conocidas de ADN sintético que codificaba la secuencia diana. Asi,
cada valor de Cp se extrapolé a la curva estandar correspondiente a cada
bacteria, obteniendo la concentraciéon en ng/ul, utilizando el soffware del

termociclador.

Bacteria Secuencia gBlock® Gene Fragment (5 to 3’) Tamafio

AGATTAGCTAGTIGGTGGGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCICTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGA
Fristhella perrara TOCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTT
ARNy 165 CGGTGATGAGGAAGTTATGTGTGGGATAAGCACATATAATTGACGTTAGT
; TACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
NR_118490.1) GGGTGCGAGCGTTAATCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCATGTAGGCG
GATGATTAAGTTAGGTGTGAAAGCCTCGGGCTCAACCTGAGAATAGCATT
TAAAACTGGTGATCTGGAGTACTGTAGAGGGAGGTAGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG

490 pb
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Gilliamella apicola
(ARNr 165,
NR_121727.1)

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTGGTCTTGACATCCACAGAATCTTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCG
GGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAT
CGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGTTGATAAAGCGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGCGTATACAAAGGGAGGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTACGTCTAAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG

487 pb

Snodgrassella alyi
(ARNr16S,
NR_122055.1)

AACGATGACAATTAGCTGTTGGGACACTAGATGTCTTAGTAGCGAAGCTA
ACGCGTGAAATTGTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTACGGAATCTCTTAG
AGATAGGAGAGTGCCTTCGGGAACCGTAACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTT
ATGACCAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGTACAGAGGGTAGCGAA
GCCGCGAGGTGAAGCCAATCTCAGAAAGCCGATCGTAGTCCG

489 pb

Bifidobacterinm
asteroides
(ARNr 165,
NR_044154.1)

AACACATGCAAGTCGAACGGGATCCGGGCAGCTTGCTGCCTGGTGAGAG
TGGCGAACGGGTGAGTAATGCGTGACCAACCTGCCCCATGCTTCGGAATA
GCTCCTGGAAACGGGTGGTAATGCCGGATGCTCCGCACCGTCGCATGATG
GTGTGGGAAAGGGTTTACCGGCATGGGATGGGGTCGCGTCCTATCAGCT
TGTTGGCGGGGTGATGGCCTGCCAAGGCTTCGACGGGTAGCCGGCCTGA
GAGGGCGACCGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCG
ACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTTGATTGG
GAGCAAGCGAGAGTGAGTGTACCTTTCGAATAAGCACCGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTG
GGCGT

500 pb

Bomibilactobacillus
mellis
(ARNr 165,
NR_126249.1)

TGCAAGTCGAGCGCGGGAAGTCAGGGAAGCCTTCGGGTGGAACTGGTGG
AACGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCTAAAGCG
GGGGATACCATCTGGAAACAGGTGCTAATACCGCATAACCCCAGCAGTCA
CATGAGTGCTGGTTGAAAGACGGCTTCGGCTGTCACTTTAGGATGGACCT
GCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGGAGTAACGGTTCACCAAGGCGATGATA
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGC
CCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGGATGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAA
ATCCTGTTGTTGAAGAAGAACGGTTGTGAGAGTAACTGCTCATAGCGTGA
CGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC

491 pb

Lactobacillus
helsingborgensis
(ARNr 165,
NR_126253.1)

TGCAAGTCGAGCGAGCAATTTTGACGGAATACTTCGGTAGGAAGTCAGAA
GCGCGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTTTAGC
TTGGGATACCACTTGGAAACAGGTGCTAATACCAAATAAGCAGCACGAGC
GCATGCTCGAGCTGAGAAAGGCGGCTTTCGAGCTGTCACTAAAGGATGG
GCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATG
ATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGACCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG
CAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGT
AAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGACAAGGGTAGTAACTGATTCTTGTT
TGACGGTAATCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG

491 pb
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AAGCCAAAATCAAATTTTCAACTIGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAA
CGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCACTTTTCGGAGTGA
GTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTATTTCTACGGAAT
Bartonella apis AACGCAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGAT
CARNy 165 TTATCGGAGATAGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
; TGGCCCACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
NR_126253.1)  CATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTA
ACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAA

471 pb

AAGATGATGACGGTACCTAGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGT
AAAGGGCGCGTAGGCTGTCTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTA
Bombella apis ACCTGGGAACTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTCCGAGAGAGGGTTG
(ARNy 165 TGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACC
; GGTTGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCGGAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG
NR_147774.1) CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACG
ATGTGTGCTGGATGTTGGGTGATTTTATCATTCAGTGTCGGAGCTAACGC
GTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC

490 pb

GTTATACCATTTTTAATTGGAGGATTTGGAAATTGGCTTATTCCTTTAATA
CTAGGATCACCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATTAGATTTTGA
TTACTTCCTCCCTCATTATTTATACTTTTATTAAGAAATTTATTTTATCCAAG
ACCAGGAACTGGATGAACAGTATATCCACCATTATCAGCATATTTATATCA

Apis mellifera (Am- TTCTTCACCTTCAGTAGATTTTGCAATTTTTTCTCTTCATATATCAGGAAT
COI, OM203346.1) TTCCTCAATTATAGGATCATTAAACTTAATAGTTACAATTATAATAATAAA
AAATTTTTCTATAAATTATGACCAAATTTCATTATTTCCATGATCAGTTTTT
ATTACAGCAATTTTATTAATTATATCATTACCTGTATTAGCTGGAGCAATTA
CTATACTATTATTTGATCGAAATTTTAATACATCATTTTTCGATCCTATAGG

AGGTGGAGATCCAATTCTTTATCAACATTTA

495 pb

Tabla 24. El fragmento genético gB/ock® para el gen ARNr 165 bactetiano y el gen COI de Apis
mellifera. Las secuencias de los cebadores (rojo) y las sondas (azul) se indican en negrita y

subrayadas.

A continuacion, se realizé la conversion al nimero de copias del ADN
sintético que se calculo a partir de su peso molecular y de la concentracién de
ADN en la solucion. Para generar las curvas estandar se utilizaron diluciones
que contenian entre 2 y 108 copias de ADN sintético por pL. El limite de
deteccion (LD) para cada bacteria se fij6 en funciéon del dltimo valor Cp
(menor concentraciéon de ADN) que generd una sefial de amplificacion (Tabla

25).

Aquellas muestras en las que el numero de copias de ADN de cualquier
especie bacteriana se encontraban por debajo del LD, se consideraron
demasiado bajas para ser cuantificadas y, por lo tanto, se consideraron
negativas y se asigné el valor de 0 copias. La eficacia de los cebadores (E) se
estimé a partit de la pendiente de la ecuacion, E=10¢1/pendiente) v Jag
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caracteristicas de los cebadores y su rendimiento se resumen en la Tabla 25.
Posteriormente, las cargas bacterianas se normalizaron en funcién del nimero
de copias del gen A7-COI, que se evaluaron con diluciones de ADN _A»-COI
sintético que contenfan entre 102y 10® copias. Las muestras en las que el valor
del nimero de copias del A»-COI fue negativo o inferior a 10> copias se
excluyeron del analisis, ya que se consideré que el ADN extraido no tenia la
calidad suficiente.

Curvas estandar

Especie Secuencia (5’ to 3’) Tamafio ;E(n;) Eficiencia LD Cp
(%) (copias)
Frichella perrara F: GGAAGTTATGTGTGGGATAAGC 185 pb 84.4 1,937 (96.85) 35,75 (10?)

R: CTATTCTCAGGTTGAGCCCG

Gilliamella apicola

F: CTTTGTTGCCATCGGTTAGGCC
R: CCGCTTGCTCTCGCGAGG

Snodgrassella alvi

F: CTTAGAGATAGGAGAGTGCCTT
R: AACTTAATGATGGCAACTAATGACAA

Bifidobacterinm asteroides

F: ATGCAAGTCGAACGGGATCC
R: CATCCCATGCCGGTAAACCC

Bowmbilactobacillus spp.

F: AGTCGAGCGCGGGAAGTCA
R: AGCCGTCTTTCAACCAGCACT

Lactobacillus spp.

F: GCAACCTGCCCTWTAGCTTG
R: GCCCATCCTKTAGTGACAGC

F: GTGGGAATCTACCTATTTCTACG

Bartonella apis R AACCOGGOOTCATCTATCTC 103pb 766 2,016 (100.8) 37,78 (10)
F: CCGAGAGAGGGTTGTGGAATT

Bombella apis R: AGATATTGGGAAGAACACCG 65 pb - 2057(1028)  385(2)
P: TGTAGA+GG+T+GAA+AT+TC

Apis mellifera F: TCCAAGACCAGGAACTGGAT 112pb 752 1953 (97.7) 34,87 (109

R: TTTTCTCTTCATATATCAGGAATTTCC

Tabla 25. Cebadores utilizados y caracteristicas de las curvas estandar. LD: limite de deteccién de
los conjuntos de cebadores, expresado como el nimero mas bajo de copias de ADN detectadas
cuando se realizaron curvas estandar; Cp: ¢rossing point (punto de cruce); F: forward (directo); R:
reverse (reverso); P: probe (sonda); pb: pares de bases; Tm: Melting temperature (Temperatura de
fusién).

La normalizacion con el gen Am-COI se realizé con el fin de ajustar las
posibles variaciones en el tamafio del abdomen y el intestino y de la eficiencia
de la extracciéon de ADN entre las muestras. El nimero de copias del gen
ARNr 165 de cada bacteria se determiné como se ha descrito previamente
(Kesnerova ez al. 2017). El numero de copias en bruto del gen ARNr 765 (1)
se normaliz6 dividiéndolo por el nimero de copias del gen A7-COI presentes
en la muestra (ncoz). A continuacion, se multiplicé por la mediana del nimero
de copias del gen A7-COI de todas las muestras y el volumen total del ADN
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118pb 813 1964 (982) 39,52 (10)
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extraido (es decir, 100 pL) para obtener los nimeros de copias normalizados
por abdomen (nabs). El calculo se resume en la siguiente férmula: nans =
(n1/ncor) X mediana (ncor) X 100.

Tras la normalizacion, los datos se convirtieron a escala logaritmica
para el analisis estadistico y todos los valores considerados como 0 copias se

sustituyeron por 1 para las transformaciones logaritmicas.
3.3. Analisis estadisticos

Para determinar si la infeccion por N. ceranae tuvo algin afecto en la
presencia de algin grupo bacteriano, se realizé un analisis para cada especie
bacteriana analizada mediante la prueba de chi-cuadrado con correcciéon de
Yates. Ademas, se comparé la carga bacteriana de cada especie analizada entre
las abejas infectadas y no infectadas mediante un ANOVA, seguido de la
prueba post hoc de Games-Howell. Para evaluar si la edad de infeccién con
N. ceranae producia diferencias en la carga de cualquier grupo bacteriano, se
compararon las cargas bacterianas de las abejas infectadas y no infectadas
mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

Todos los analisis se realizaron con el programa IBM® SPSS® Statistics
25.0 y se consideraron como estadisticamente significativos los valores de

p<0,05.
4. RESULTADOS

4.1. Influencia de la infeccion por NN. ceranae en las bacterias
intestinales de las abejas meliferas

La solucion de esporas utilizada para infectar a las abejas fue negativa
para todas las especies bacterianas evaluadas en este estudio, lo que indica que
las abejas infectadas no fueron inoculadas con bacterias intestinales. Para
determinar si las especies de bacterias intestinales y su carga diferfan en las
abejas infectadas y no infectadas, se excluyeron del analisis 13 muestras (9
abejas infectadas y 4 no infectadas) de las 276 disponibles debido a la falta de
amplificacion o porque estaban por debajo del LD del A7-COI establecido.

La proporcién de abejas infectadas y no infectadas positivas para cada
bacteria analizada se muestra en la Figura 40. Las abejas infectadas registraron
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una mayor proporcion de casi todas las especies bacterianas con respecto a las
no infectadas. Sin embargo, sélo G. apicola se encontraba en una proporcion
significativamente mayor de abejas infectadas (X?=67,658; p<0,0001). En
todas las demas especies bacterianas, las proporciones no difirieron
significativamente entre los grupos: F. perrara (X?=1,44; p=0,230), §. alvi (X?
=0,13; p =0,7106), B. asteroides (X?>=0,641; p=0,423), Bomibilactobacillus spp.
(X2=2.964; p=0,085), Lactobacillus spp. (X?>=1,38; p=0,240), Ba. apis (X?>=0,220;
p=0,634) y Bo. apis (X?=1,469; p=0,225).
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Figura 40. Porcentaje (%) de abejas positivas a cada especie bacteriana en abejas infectadas

naranja) y no infectadas (azul) independientemente de su edad. *p<0,05.
ja) y P p

Con respecto a la abundancia absoluta de cada bacteria intestinal,
unicamente G. apicola se encontrd en una carga significativamente mayor en las
abejas infectadas (Games-Howell, p=0,0001; Figura 41). Para el resto de las
especies bacterianas, su abundancia fue mayor en las abejas infectadas, excepto
en el caso de S. a/vz, aunque sin diferencias significativas entre abejas infectadas
y no infectadas.
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Figura 41. Abundancia absoluta del gen ARNr 765 para las diferentes bacterias intestinales
analizadas en abejas infectadas (naranja) y no infectadas (azul). Cuando la distribucién de las

muestras no permite establecer cajas, los valores se representan mediante circulos. *p<0.05.

4.2. Cargas bacterianas en abejas meliferas infectadas y no
infectadas de la misma edad

De las 276 abejas analizadas, en 13 no se obtuvo amplificacion del gen
Am-COI, por lo que fueron excluidas del analisis posterior y, en la Tabla 26,
se muestra el nimero total de abejas meliferas analizadas en cada cohorte de
edad. Cuando se compararon las cargas bacterianas entre abejas infectadas y
no infectadas de la misma edad, se observaron algunas diferencias (Figura 42).
G. apicola fue la Gnica especie para la que se detecté una carga bacteriana
significativamente mas elevada en las abejas infectadas a casi todas las edades
(7, 8,12, 15 y 20 dias p.e.) respecto a las abejas no infectadas (Mann-Whitney,
p=0,0001; p=0,0001; p=0,001; p=0,0001; p=0,0006, respectivamente).

Edad de infeccion (Dias p.e.) 0 1 4 5 8 1 13 14 Total
Edad de analisis (Dias p.e.) 7 8 1 12 15 18 20 21
Abejas infectadas (IN) 28 30 27 27 27 30 30 7 206
Abejas infectadas (N) 1 10 5 6 10 6 5 4 57

Tabla 26. Numero de abejas incluidas en los analisis estadisticos.
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Figura 42. Diagramas de cajas que muestran la abundancia absoluta del nimero de copias del gen
ARNr 165 para las diferentes bacterias intestinales analizadas en abejas infectadas por N. ceranae
(naranja) y no infectadas (azul) a cada edad, ordenadas de mayores a menores diferencias. Cuando
la distribucién de las muestras no permite establecer casillas, las bacterias se representan mediante
circulos. *p<0.05.

La carga bacteriana de Bo. apis fue significativamente mayor a los 7
(Mann-Whitney, p=0,007) y 11 dias p.e. en las abejas infectadas (Mann-
Whitney, p=0,01), pero a partir de los 18 dias p.e., la carga de Bo. apis fue
significativamente mayor en las abejas no infectadas de esta edad (Mann-
Whitney, p=0,0001) y a los 21 dias p.e. (Mann-Whitney, p=0,007). Lo mismo
ocurri6 con Ba. apis, que fue significativamente mas abundante a los 7 dfas p.e.
en las abejas infectadas (Mann-Whitney, p=0,02) y en las no infectadas a los
18 y 21 dfas p.e. (Mann-Whitney, p=0,001; p=0,02, respectivamente). La
misma tendencia fue evidente para Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp.,
con cargas bacterianas significativamente mas altas en las abejas infectadas mas
jovenes (Mann-Whitney, p=0,018; p=0,0001, respectivamente) y no infectadas
mas viejas (Mann-Whitney, p=0,01; p=0,0006, respectivamente). No se
observaron diferencias significativas en las cargas bacterianas de F. perrara y S.
alvi entre abejas infectadas y no infectadas en ninguna de las edades analizadas.

La mayor diferencia entre abejas infectadas y no infectadas se observé
en las abejas mas jovenes y viejas que recibieron la infecciéon. De hecho, en
aquellas que se infectaron poco después de la emergencia (7 dias de edad en el
momento del analisis) presentaron cargas bacterianas mas altas que las abejas
no infectadas, con diferencias significativas para G. apicola (Mann-Whitney,
p=0,0001), B. asteroides (Mann-Whitney, p = 0,0001), Bombilactobacillus spp.
(Mann-Whitney, p=0,018), Lactobacillus spp. (p=0,0001), Ba. apis (Mann-
Whitney, p=0,003) y Bo. apis Mann-Whitney, p=0,0001; Figura 43).

Por el contrario, las abejas con mayor edad que recibieron la infeccion
(21 dias de edad en el momento del analisis) presentaron cargas
significativamente menores de Ba. apss (Mann-Whitney, p=0,02), Bo. apis
(Mann-Whitney, p=0,007), Bombilactobacillus spp. y Lactobacillus spp. (valores de
p ya mencionados) que las abejas infectadas de la misma edad (Figura 43). Sin
embargo, el nimero de abejas no infectadas de este grupo era muy bajo (n=4).
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Figura 43. Abundancia absoluta del nimero de copias del gen ARNr 765 de las distintas bacterias
intestinales analizadas en abejas de 7 dias (izquierda) y 21 dfas (derecha) infectadas con IN. ceranae
y no infectadas. Cuando la distribucién de las muestras no permite establecer cajas, las bacterias
se representan mediante circulos: * p<<0.05.

En cuanto al resto de las edades (8-20 dias p.c.), aparte de G. apicola,
como ya se ha descrito previamente que fue la bacteria mas significativamente
influida por la infeccién, la carga bacteriana entre abejas infectadas y no
infectadas solo fue significativamente diferente para Bo. apis alos 11 y 18 dias
p.e. Mann-Whitney, p=0,01; p=0,0001, respectivamente) y Ba. apis a los 18
dias p.e. (Mann-Whitney, p=0,001). Sin embargo, aunque no hubo diferencias
significativas para los demas dias, la carga bacteriana media en las abejas
infectadas con N. ceranae fue superior a la de las no infectadas, principalmente
en las abejas con 8 y 11 dias de edad.

5. DISCUSION

Este trabajo se disen6 para determinar si la infeccion experimental con
N. ceranae y la edad a la que las abejas se infectan con el microsporidio influye
en su microbiota intestinal. Por ello, estudiamos los principales taxones
bacterianos que representan el 95-99% del bacterioma intestinal de las abejas
meliferas, demostrando que, de todas las especies analizadas, G. apicola fue la
especie mas significativamente alterada por la infecciéon del microsporidio,
encontrandose aumentada tanto en términos de presencia como de carga
bacteriana. Esta asociacion positiva entre G. apicola y la infeccion experimental
por N. ceranae parece ser un efecto consistente en la infeccion, ya que también
se ha descrito por otros autores (Rubanov ez a/. 2019; Paris et al. 2020; Castelli
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et al. 2020; Zhang et al. 2021; Lau et al. 2024) en ensayos realizados en
condiciones muy diferentes y diversas, incluyendo la infeccion a diferentes
edades, diferentes subespecies de abejas meliferas, distintas dosis de esporas,
regiones intestinales examinadas, dietas suministradas, métodos analiticos, o
mediante el analisis de abejas individuales o de muestras colectivas. Sin
embargo, otros estudios no encontraron ninguna asociacién entre la infeccion
pot N. ceranae y esta bacteria ni con cualquier otra (Li 7 a/. 2017), mientras que
en otros se encontraron asociaciones con otras bacterias como las de los
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Snodgrassella o Bartonella (Smith y Newton
2020; Castelli ez al. 2020; Panjad ez a/. 2021; Naree ez al. 2022), que no se vieron
modificadas en este estudio. Hasta el momento de este trabajo, ningun estudio
habia abordado el efecto de la edad en la relacién entre microbiota e infeccién,
e incluso este factor no suele tenerse en cuenta a la hora de comparar
resultados entre estudios. No obstante, nuestro trabajo demuestra que es
importante tener en cuenta este factor, ya que los resultados varfan en funcién
de la edad a la que se produce la infeccion.

De hecho, se observaron diferencias significativas entre las abejas
infectadas y las no infectadas en dos momentos clave, que coincidieron con
las abejas mas jovenes y las mas viejas del ensayo. Asi, las abejas infectadas
justo después de la emergencia presentaban cargas bacterianas
significativamente mas elevadas para todos los taxones analizados, excepto
para F. perrara y S. alvi, mientras que habia una mayor abundancia de
Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis y Bo. apis en las abejas no
infectadas de 21 dfas de edad.

Cabe senalar que en el trabajo inicial del que procedian las abejas de la
presente investigacion (Urbieta-Magro ez a/. 2019b), todas las abejas infectadas
fueron positivas para N. ceranae; siendo las que tenfan 7 y 8 dfas de edad
(infectadas en los dfas 0 y 1 p.e.) mucho mas susceptibles a la infeccion por el
microsporidio. Esto puede deberse a que las abejas recién emergidas no tienen
las membranas peritroficas bien desarrolladas (de Oliveira e a/. 2023) y la
ausencia de esta barrera fisica puede favorecer la infeccion de las células
epiteliales del ventriculo. Aunque, en nuestro estudio, las abejas de 8 dias de
edad no mostraron diferencias significativas en las cargas bacterianas, la
tendencia fue similar a la del dia anterior.
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Lo mismo ocurrié con las abejas no infectadas de 21 dfas de edad, las
cuales mostraron una mayor carga de algunas bacterias mientras que, en las
abejas de 18 y 20 dfas de edad, ya mostraban una tendencia hacia una mayor
carga bacteriana, aunque sin mostrar diferencias significativas con las abejas

infectadas.

Por lo tanto, la infecciéon por N. ceranae aparentemente altera las
bacterias intestinales (en un sentido u otro dependiendo de la edad de
infeccién), posiblemente debido al dafio en el epitelio del intestino medio y a
las alteraciones digestivas derivadas de esta lesion. Es posible que aumentando
el nimero de abejas a analizar (principalmente en el grupo de abejas no
infectadas) podria producir resultados mas robustos y una diferenciaciéon mas
clara.

Como se ha comentado, G. apicola fue la especie mas fuertemente
influenciada por la infeccion por N. ceranae. Su prevalencia y abundancia
incrementada en el intestino de las abejas meliferas se ha asociado con disbiosis
intestinal y deficiencias en el hospedador (Maes ¢z a/. 2016; Rubanov ¢ al.
2019). El aumento de esta especie y de otras consideradas no troncales parece
desplazar el establecimiento de otras bacterias intestinales troncales como .
alyi (Ludvigsen ez al. 2015; Maes ez al. 2016), reduciendo la funcién protectora
de la biopelicula que estas dos especies forman en el {leon, lo cual, a su vez, ha
sido fuertemente asociado con un desarrollo deficiente del hospedador y una
mortalidad temprana. De hecho, . @/ aparece con una baja frecuencia en
nuestra investigacion, lo que concuerda con lo anteriormente mencionado al
encontrar una mayor prevalencia de G. apicola. Por lo tanto, el aumento de esta
especie podria ser un marcador de disbiosis intestinal, como se ha sugerido
previamente (Maes ez al. 2010).

Por otro lado, se ha descrito previamente que las lesiones producidas
por N. ceranae en el ventriculo a los 7 dias después de la infeccién incluyen
signos de degeneracion en la mayoria de las células epiteliales (Higes ez 2/ 2007;
Dussaubat ¢f a/. 2012), lo que podria afectar a la funcionalidad del intestino
medio y perjudicar la digestion de alimentos y la absorcién de nutrientes
(Crailsheim 1988; 1990; Gillott 1995). Por lo tanto, la glucosa y fructosa,
procedentes de la hidrélisis de la sacarosa del alimento por una sacarasa
secretada por las glandulas hipofaringeas (Terra, Ferreira y Baker 1996; Hu ez
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al. 2019), no serfan correctamente absorbidas por el epitelio dafiado del
ventriculo y pasarfan al fleon y al recto. Esto también podria ocurrir en el caso
de los aminoacidos y vitaminas, que serfan utilizados por las bacterias
intestinales como sustrato (Lee ez 2/ 2018; Callegari et al. 2021), produciendo
un posible desequilibrio adicional en la microbiota intestinal.

Ademas, otros efectos previamente descritos de la infeccién por N.
ceranae podrian contribuir a la disrupcion de la homeostasis del tracto digestivo,
como la alteraciéon en la regulacion de los sistemas antioxidantes, que
disminuye la producciéon de especies reactivas del oxigeno (Reactive oxygen
species, ROS) (Dussaubat ef al. 2012; Vidau et al. 2014; Paris et al. 2017), o
potenciando la inmunosupresion al inhibir la produccién de péptidos
antimicrobianos (Antimicrobial peptides, AMPs) (Antanez et al. 2009; Li et al.
2017; Autauvre e al. 2014). De hecho, la infeccién por microsporidios en otros
insectos induce la acidificacién y el aumento de ROS en el intestino posterior,
reduciendo la diversidad bacteriana intestinal y afectando la estructura de la
microbiota intestinal (Tan ef a/. 2015). Por lo tanto, al alterar el ecosistema
intestinal, también a través de cambios en los AMPs, ROS o el pH, N. ceranae
podria influir en las comunidades bacterianas. Aqui, todos estos desequilibrios
producen un aumento o una disminucién en la abundancia de las especies
bacterianas. De esta manera, la no absorcién de azucares y aminoacidos en el
intestino medio y su paso al {leon podria explicar el motivo por el que las abejas
infectadas tienen una mayor abundancia bacteriana. Ademas, G. apicola es una
de las primeras bacterias que colonizan el fleon y puede utilizar la glucosa y la
fructosa simultineamente como sustratos (Zheng ef al. 2016), poseyendo
ademas rutas metabdlicas completas para la utilizacion de todos los
aminoacidos (Alberoni, Di Gioia y Baffoni 2023). Como resultado, esta
especie se beneficiaria del flujo de estos nutrientes, lo que explica por qué es
la especie mas influenciada por la infeccién del microsporidio en este estudio.

El trabajo que aqui se presenta muestra que la edad a la que se infectan
las abejas con N. ceranae tiene especial relevancia en el bacterioma intestinal.
Las abejas infectadas dentro de las 24 horas tras su emergencia reciben el
microsporidio y la microbiota intestinal practicamente al mismo tiempo. Por
el contrario, todas las demas abejas ya tenfan, en cierta medida, bacterias en su
tracto digestivo en el momento de la infeccion y la estabilidad de estas bacterias
depende de la edad, como ya se menciond anteriormente en el apartado 3.5.
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de Revision Bibliografica. De hecho, las abejas infectadas a las 24 horas p.e.
aun no tienen la microbiota establecida, mientras que las infectadas a los 14
dias p.e. si la tienen (Martinson, Moy y Moran 2012; Powell ¢z a/. 2014).

Sin embargo, estos resultados se obtuvieron en condiciones de
laboratorio y, evidentemente, podrian diferir en condiciones de campo. De
hecho, las abejas se infectan de forma natural a partir de los 4-5 dias p.e. dentro
de la colmena (Jabal-Uriel ez 2/ 2022b). Por otro lado, en los estudios llevados
a cabo en condiciones de campo, hay menos disparidad en la microbiota
intestinal de las abejas meliferas en relaciéon con la infeccién. Los efectos
reportados varfan desde ninguna diferencia entre abejas infectadas y no
infectadas (Hubert ef 2/ 2017) hasta una mayor abundancia de bifidobacterias
en abejas infectadas por N. ceranae (Zhang et al. 2019) o de Bartonella en abejas
meliferas no infectadas comparadas con las altamente infectadas (Jabal-Uriel
et al. 2022a). Las abejas de estos estudios desarrollaron parte de su vida en el
interior de la colmena, lo que les permitié6 adquirir de manera natural su
microbiota intestinal caracteristica. Como se menciona en el apartado 3.3 de
la Revision Bibliografica, hay multiples vias por las que va adquiriendo y
desarrollando su microbiota desde que emerge, que, por supuesto, estin
limitados en los ensayos de laboratorio. Por lo tanto, es plausible que la
microbiota haya comenzado a establecerse cuando las abejas se infectan
naturalmente y, consecuentemente, la susceptibilidad a la infeccién puede
diferir de la de las abejas infectadas experimentalmente y mantenidas en el
laboratorio durante todo el ensayo.

No obstante, la mayoria de las abejas de nuestro estudio poseian los
principales taxones bacterianos en el intestino, a pesar de no haber
desarrollado su ciclo de vida natural dentro de la colmena tras su emergencia.
La adquisicion de las bacterias, por tanto, se realizo a través del contacto con
el cuadro de cria en las primeras 24 horas después de la emergencia, siendo S.
alvi una notable excepcion. Ademas, se tuvo especial cuidado en asegurar que
el inéculo de esporas de N. ceranae no proporcionara bacterias intestinales a las
abejas del grupo infectado. De hecho, el analisis por qPCR revel6 que en dicho
in6culo no se detecto la presencia de ninguna especie analizada en este estudio.
En otras palabras, las bacterias detectadas en este estudio sélo pudieron ser
adquiridas a través del contacto con el cuadro de cria. Estos resultados indican

que la emergencia natural y la breve exposicion al marco de cria es suficiente
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Capitulo IV

para adquirir una microbiota intestinal muy similar a la encontrada en el
entorno de la colmena, como previamente se ha descrito (Powell ef a/. 2014;
Anderson e al. 2023).
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Las bacterias intestinales de las abejas meliferas desempenan funciones
esenciales en el mantenimiento de su salud, entre las que destacan la digestion
de componentes del alimento (Kesnerova et al. 2017; Zheng et al. 2019; Li,
Chenyi et al. 2022) y la protecciéon frente a parasitos y patégenos (Engel,
Martinson y Moran 2012; Schwarz, Moran y Evans 2016; Steele ez a/. 2021).
Ademas, potencian el desarrollo del hospedador (Zheng ¢ al. 2017), modulan
su comportamiento (Jones e/ a/. 2018) y participan en la detoxificacion de
pesticidas (El Khoury, Giovenazzo y Derome 2022) y la proteccion frente a
otros contaminantes como los microplasticos (Wang ez a/. 2021). Por tanto, el
establecimiento adecuado de la microbiota intestinal es fundamental para la
conservacion de estos insectos.

Aunque la composicion de la microbiota intestinal de las abejas adultas
es relativamente estable, existen ciertos factores como la edad de la abeja
(Anderson ef al. 2016; Dong et al. 2020), la estacion del ano (Kesnerova ef al.

2020; Jabal-Uriel e al. 2022a) y la nutricion (Maes ¢z al. 2016; Castelli e al.
2020), que pueden influir en la abundancia de algunas especies bacterianas.

Los agentes noségenos biéticos como los parasitos también pueden
tener impacto en la composicion y estabilidad de la microbiota intestinal. Entre
ellos, los mas prevalentes a nivel mundial son el acaro 1. destructor
(Rosenkranz, Aumeier y Ziegelmann 2010; Traynor ef al. 2020; Bruce Krejci e
al. 2023) y el microsporidio N. ceranae (Maclnnis, Keddie y Pernal 2020; Higes,
Martin-Hernandez y Meana 2006; Cox-Foster et al. 2007; Klee et al. 2007,
Giersch ez al. 2009; Ansari et al. 2017). Por otro lado, en la dltima década, el
tripanosomatido L. passim se ha detectado en numerosas regiones del planeta
(Vejnovic et al. 2018; Xu ez al. 2018; Williams, Tripodi y Szalanski 2019; Castelli
et al. 2019; Hall ez a/. 2021; Bordin ez al. 2022). Este parasito coloniza el aparato
digestivo de las abejas y podria tener un impacto en las bacterias intestinales
debido a su contacto directo con ellas.

A pesar del aumento significativo en los tltimos afios de los trabajos
que abordan el impacto de los parasitos en la microbiota intestinal, aun quedan
multitud de aspectos basicos que descubrir sobre las interacciones entre
microbiota, parasito y hospedador.

Los trabajos realizados en la presente Tesis Doctoral aportan nuevos
conocimientos sobre la microbiota intestinal de las abejas, investigando la
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influencia de parasitos de alta prevalencia a nivel mundial en las principales
bacterias que la componen. Ademas, aborda la importancia que tienen ciertos
factores como la edad en el momento de la infeccion, en este caso por el
microsporidio N. ceranae, en el desarrollo de la microbiota intestinal. También
se presentan nuevos datos sobre la prevalencia de tripanosomatidos en zonas
geograficas aisladas. Estos hallazgos amplian la comprension de las
interacciones entre las bacterias intestinales, los parasitos y factores intrinsecos

de las abejas.

Los resultados obtenidos en esta tesis han demostrado que el ADN
extraido de muestras de abejas mediante ciertos protocolos y conservado de
forma adecuada durante un largo periodo de tiempo puede ser utilizado para
el analisis molecular de bacterias intestinales, microsporidios vy
tripanosomatidos sin reducir eficacia y aportando resultados fiables (Capitulo
I). Se han estudiado abejas del archipiélago de las Azores, donde las
restricciones de movimientos de colonias de abejas y las prohibiciones en la
importacioén de reinas han limitado la expansion por todo el archipiélago de
V. destructor y IN. ceranae. Sin embargo, se ha observado una alta prevalencia de
L. passim en todas las islas y una correlacioén positiva de ésta con la presencia
de V. destructor (Capitulo II). Ademas, se ha realizado un analisis
metataxonomico de abejas de cuatro de estas islas con una combinacion
diferente en cuanto a la presencia de 1. destructory N. ceranae, caracterizando la
microbiota intestinal de las abejas que nunca han estado expuestas a estos
patégenos (Capitulo IIT). Asimismo, se han estudiado las modificaciones
producidas por 7. destructor, N. ceranae'y L. passim en la microbiota intestinal de
las abejas, observandose variaciones en la abundancia relativa de ciertos
géneros bacterianos intestinales cuando estos parasitos estin presentes
(Capitulo III). Por dltimo, se ha estudiado el efecto que tiene la edad a la que
se infectan experimentalmente las abejas por N. ceranae en su microbiota
intestinal comparando entre abejas infectadas y no infectadas de distintas
edades, siendo G. apicola 1a especie bacteriana mas influida por la infeccién y
observando diferencias en la carga bacteriana de algunas especies,
principalmente en abejas infectadas poco tiempo tras su emergencia y en
abejas mas viejas (Capitulo IV).

Dado que para la realizacion de los estudios presentados se debian
utilizar, en gran parte, muestras de trabajos previos, fue necesario verificar que
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los protocolos de extraccion del material genético utilizados en esas muestras
permitian llevar a cabo los analisis moleculares requeridos (Capitulo I). Los
resultados mostraron que el material genético extraido mediante el sistema
automatico BzoSprint, y conservado en congelacion, resulto ser el mas eficaz en
la obtencién de ADN, aumentando la sensibilidad de las técnicas moleculares
para la deteccion y cuantificaciéon de bacterias intestinales, microsporidios y
tripanosomatidos de las abejas. En este contexto, existen algunos estudios que
destacan la eficacia de los paquetes comerciales frente a otros métodos como
la extracciéon con fenol-cloroformo o incubacién con tampones especificos;
sin embargo, estos estudios han sido realizados en otros contextos, como el
analisis de muestras fecales para el estudio de bacterias intestinales humanas
(McOrist, Jackson y Bird 2002) o animales (Li e/ a/ 2003), la deteccion
temprana de la tuberculosis (Aldous ez 4/ 2005) o la genotipificaciéon de
polimorfismos en muestras de sangre humanas (Rios Sanchez ez al 2010).
Aunque estas investigaciones proporcionan una referencia valiosa, es posible
que no sean directamente aplicables al estudio de la microbiota y los patégenos
de las abejas.

Solo el estudio de Rodriguez-Garcia ef al. (2014) realizado por nuestro
grupo de investigacion comparé diferentes métodos de extraccion de ADN
para la deteccion posterior por PCR convencional de N. ceranae y N. apis. Entre
los métodos evaluados, se observé que la incubacion con tampon TE ofrecia
resultados comparables al sistema automatico BioSprint, como también se
confirma en el Capitulo I. El estudio llevado a cabo en esta tesis amplia
significativamente el trabajo realizado por Rodriguez-Garcia et al. (2014) al
evaluar un mayor numero de métodos de extraccion de ADN y su idoneidad
para el analisis de microorganismos como microsporidios, tripanosomatidos y
bacterias intestinales por PCR convencional y por qPCR. Este enfoque
representa el primer analisis integral que aborda la extracciéon de ADN de
muestras de abejas para la deteccion y cuantificacion de diversos
microorganismos a partit de la misma muestra, ofreciendo una base
metodologica sélida para futuros estudios que sigan esta misma linea de

investigacion.

Por tanto, el material genético extraido mediante el sistema automatico
de las muestras de Azores podia utilizarse de manera fiable para la deteccion
de tripanosomatidos tanto por PCR como por qPCR, a pesar de llevar tiempo
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en congelacion (Capitulo IT). Este estudio también concluyé que el método
de extraccion basado en el tampon Tris-EDTA, con el que se extrajo el ADN
de las muestras del Capitulo IV, era completamente valido para el analisis de
las bacterias intestinales. Ademas, también sirvié para determinar el volumen
optimo de extracto de ADN para la deteccién y cuantificaciéon de cada
microorganismo, por lo que, en base a dichos resultados, se ajustaron los
protocolos utilizados en el resto de los capitulos de esta tesis. Por tltimo, dado
que el sistema automatico aporté los mejores resultados y el ADN extraido al
final del proceso queda ademas purificado, se disené el protocolo de
extraccion de ADN con el que se procesaron las muestras del Capitulo III

para su analisis metataxonémico.

Este trabajo destaca la importancia de seleccionar metodologias de
extracciéon y andlisis especificas para cada microorganismo, ya que lo que
puede ser eficaz para uno puede no serlo para otro. La opcion ideal seria
implementar protocolos que permitan el analisis de diversos microorganismos
a partir de la misma muestra, optimizando asi los recursos y el tiempo de
procesamiento. Sin embargo, se utilizan numerosos protocolos de extraccion
de ADN para el estudio genético de las abejas meliferas, de sus parasitos y de
sus bacterias intestinales (De La Rua e a/ 2004; Mufioz ef al. 2008; Stevanovic
et al. 2011; Martin-Hernandez e al. 2012; Vejnovic ez al. 2018; Kesnerova et al.
2020; Urbieta-Magro et al. 2019b; Arismendi e a/. 2020; Quintana ez al. 2021;
Naree et al. 2022; Zhang et al. 2021), por lo que podria explicar la gran
diversidad de resultados entre laboratorios (Duquesne ez a/ 2017), lo que
dificulta la comparacién de resultados entre estudios.

Un aspecto innovador en esta tesis radica en que se lleva a cabo el
estudio de abejas en areas donde no ha habido presencia de dos de los
patégenos mas prevalentes a nivel mundial, 1. destructor y IN. ceranae. Este
enfoque convierte el analisis de la microbiota intestinal en un estudio pionero,
ya que, hasta la fecha, todos los estudios previos han utilizado abejas de
localizaciones que ya han estado expuestas a estos patdégenos (Powell ef al.
2014; D’Alvise et al. 2018; Hubert et al. 2017; Zhang et al. 2019; Dong et al.
2020; Bleau ez al. 2020; Castelli ez al. 2020; Jabal-Uriel ef al. 2022a).

La caracterizacion de la microbiota intestinal de las abejas de Santa
Marfa (Capitulo III), que no han estado expuestas a . destructor ni N. ceranae,
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revel6 que las bacterias intestinales de las abejas meliferas se mantienen
bastante conservadas gracias a una relacion simbidtica de miles de afios de
evolucion conjunta, como previamente se habfa descrito (Martinson e# a/. 2011;
Vasquez ef al. 2012; Steele y Moran 2021).

Sin embargo, G. apicola una especie considerada troncal en el intestino
de las abejas se encontré en una abundancia relativa muy baja en las islas
Azores (Capitulo III), lo que contrasta con otras regiones del mundo que se
encuentra en una abundancia mas elevada (Powell ez 2/ 2014; Dong ez al. 2020;
Bleau ez al. 2020b; Castelli ez al. 2022; Jabal-Uriel, Alba, ef al. 2022). Es posible
que la elevada abundancia de G. apicola observada en estos estos estudios se
deba a la influencia de N. ceranae, ya que el aumento de esta especie se ha
sugerido como un marcador de disbiosis intestinal asociado al microsporidio
(Maes e# al. 20106), que concuerda con lo observado en el Capitulo III y el
Capitulo IV.

Ademas, Bartonella mostré una abundancia elevada en las abejas de
Santa Marfa y de forma general en el archipiélago de Azores, a pesar de que es
considerada como una bacteria no troncal en el intestino de las abejas (Bonilla-
Rosso y Engel 2018; Zheng ¢ al. 2018; Ke$nerova et al. 2020; Motta y Moran
2024). Estos hallazgos sugieren la posibilidad de que Bartonella pudo haber sido
una bacteria abundante en el intestino de las abejas antes de la parasitacion de
V7. destructor y IN. ceranae. Sin embargo, el papel de Bartonella en la salud de las
abejas no esta del todo claro. Analisis filogenéticos recientes han identificado
como simbiontes nutricionales las especies ancestrales de la familia
Bartonellaceae, cercanas a Ba. apis, que habitan en el intestino de otros
himenopteros como las hormigas (Neuvonen ez a/. 2016; Bisch ez al. 2018).
Esto sugiere que en las abejas podrian tener esta misma funcién (Segers ez .
2017). Algunas de las especies de este género se han asociado con artrépodos
como pulgas y garrapatas (Wagner y Dehio 2019) y adquirieron factores de
virulencia que les permitié convertirse en patégenas cuando los artropodos a
los que estaban asociadas se convirtieron en parasitos de mamiferos, entre los
que se incluyen los humanos (Engel ez a/. 2011; Segers ef al. 2017). En el caso
de Ba. apis, ademas de su coevolucién para formar parte de la microbiota
intestinal de las abejas meliferas, parece estar asociada con . destructor (Hubert
et al. 2015), lo que explicaria que la expansion del acaro en las colonias aumente
la abundancia de Ba. apis (Capitulo III).

207



Discusiéon General

El acaro 7. destructor es un ectoparasito que se adhiere a la superficie
de la abeja y el cual rompe la cuticula con sus queliceros para alimentarse
fundamentalmente del cuerpo graso y de la hemolinfa de la abeja (Ramsey ez
al. 2019; Han ez al. 2024). El hecho de que no existe una interacciéon directa
entre el acaro y la microbiota intestinal puede explicar que los estudios que
abordan su influencia en la microbiota intestinal sean muy reducidos (Hubert
et al. 2015; 2016; Marche ez al. 2019; Kim, Kim y Park 2023). Sin embargo, el
estrés fisiologico e inmunoldgico que genera en el hospedador y la transmision
de otros patdgenos, afectan a la salud general de la abeja y puede tener su
repercusion en la microbiota intestinal. De hecho, las lesiones en la cuticula de
la abeja para alimentarse pueden favorecer la entrada de bacterias (Kanbar y
Engels 2003). Ademas, la pérdida de agua, nutrientes, hemocitos y hormonas
causada por el acaro (Bowen-Walker y Gunn 2001; Annoscia, Del Piccolo y
Nazzi 2012; Annoscia e/ al. 2019), junto con la pérdida de cuerpo graso,
involucrado en funciones de crecimiento, almacenamiento y movilizacién de
energfa, respuesta inmune y sintesis de proteinas de grasas (Arrese y Soulages
2010), genera un debilitamiento general de la abeja. Ademas, se ha
comprobado que las abejas que emergen con acaros presentan un reduccion
en la expresion de genes inmunitarios (Marche ez 2/ 2019). Este estado de
estrés, tanto fisiologico como inmunolégico, junto con la transmisién de otros
patégenos (Marche ef al. 2019; Annoscia et al. 2019), podria favorecer la
proliferacion de otros microorganismos. A este respecto, en el Capitulo III
se observo que las abejas de Flores, isla con 7. destructor, mostraron una mayor
abundancia de géneros atipicos en comparaciéon con Santa Marfa, isla libre de
V. destructor.

El virus de las alas deformadas (DWYV) que transmite 1. destructor
(Chen, Evans y Feldlaufer 2006; Wilfert ez a/. 20106), tiene un tropismo tisular
muy amplio y se encuentra y multiplica en diversos organos de la abeja
(Boncristiani e¢f 2/ 2009). También puede adquirirse por el alimento (Chen,
Evans y Feldlaufer 2006) y desde el aparato digestivo extenderse a otros
6rganos como las alas, donde se replica mayoritariamente (Boncristiani ez a/.
2009). Otros virus como el virus de la realeras negras (BQCV) o el virus
Kashmir (KBV) pueden replicarse en el epitelio intestinal de las abejas (Chen
y Siede 2007). Sin embargo, no existen estudios que aborden la relacion entre
estos virus y las bacterias intestinales, por lo que serfa muy interesante
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investigar si los virus son posibles agentes que modifican la microbiota

intestinal de las abejas.

El estrés nutricional y social de las abejas también parece favorecer la
susceptibilidad a la parasitaciéon por tripanosomatidos (Schwarz, Moran y
Evans 2016). Ademas, la prevalencia de L. passim se vio positivamente asociada
con la presencia de 1. destructor (Capitulo II), en linea con otros estudios en
los que también se ha descrito una asociacion entre ellos (Castelli ez a/. 2019;
Quintana ef al. 2021). Por tanto, si el 4caro afecta negativamente a las bacterias
intestinales del ileon (Capitulo III) podria facilitar que L. passim se establezca
en esta region (Buendia-Abad ef a/. 2022a; de Paula ez al. 2024), lo cual explicaria
la asociacion observada entre . destructor y L. passim. Es posible que los
tripanosomatidos sean patogenos facultativos en las abejas dado que, como se
demuestra en el Capitulo II, parecen haber estado asociados a ellas desde hace
mucho mas tiempo del que se pensaba. En este contexto, cuando se producen
alteraciones en el equilibrio intestinal, los tripanosomatidos podrian
aprovechar para colonizar el intestino de forma mas efectiva (Schwarz, Moran
y Evans 2016), desarrollando su accién patégena y reduciendo la esperanza de
vida de la abeja (Higes ¢ al. 2016; Gémez-Moracho ef al. 2020; Buendia-Abad
et al. 2021). Asimismo, al colonizar el ileon, L. passim podria desplazar la
formacion de la biopelicula de G. apicola y S. alvi, lo que explica la menor
abundancia de estas bacterias en las abejas de colmenas parasitadas con L.
passim (Capitulo IIT).

En este sentido, la infecciéon por L. passim podria darse con mayor
facilidad si el intestino se encuentra libre o con pocos bacterias como sucede
con las abejas recién emergidas o con las que ain no tienen completamente
desarrollada su microbiota (Powell ¢ a/. 2014; Dong ef al. 2020; Cai et al. 2022,
Capitulo III). Por lo tanto, la edad a la que ocurra la parasitacion por L. passinz
puede ser un factor clave en el desarrollo de la infeccién por este
tripanosomatido, sin embargo, esto atn no se ha estudiado. Sin embargo, al
igual que sucede con 1. destructor, hay muy pocos estudios que hayan estudiado
la influencia de tripanosomatidos en la microbiota intestinal de las abejas,
mostrando no tener influencia en ella (Hubert 7 a/. 2017; Liu et al. 2020). No
obstante, se ha descrito que cuando las abejas cuentan con una nutricion
adecuada y una microbiota intestinal bien desarrollada, son capaces de regular
la parasitacion por L. passim (Schwarz, Moran y Evans 2016).
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En cambio, en el caso de N. ceranae, si se ha demostrado que la edad a
la que se infectan las abejas es un factor importante tanto para el desarrollo de
la infeccion (Urbieta-Magro e al. 2019b) como para el establecimiento de la
microbiota intestinal (Capitulo IV). Las abejas que se infectan con el
microsporidio dentro de las 48 horas después de su emergencia son mas
susceptibles a la infeccién (Urbieta-Magro ef al. 2019b). El escaso desarrollo
de las membranas peritroficas en el ventriculo de las abejas de esta edad (de
Oliveira ez al. 2023) puede ser un factor que explique la susceptibilidad a la
infeccion. Ademas, en este tramo de edad las abejas estin adquiriendo la
microbiota intestinal y las bacterias tipicas ain no se han establecido
correctamente (Capitulo III) por lo que el papel protector frente a infeccion
pot N. ceranae puede no haberse desarrollado en su totalidad (Li e a/. 2017).

N. ceranae atecta al metabolismo de los carbohidratos de la abeja
alterando sus rutas metabdlicas (Holt, Aronstein y Grozinger 2013; Panek ez
al. 2018), y aumentando la pérdida de proteinas y lipidos en la abeja (Li, Chen
y Cook 2018; Li ef al. 2019), produciendo un estrés energético que induce al
aumento en el consumo de alimento (Alaux e @/ 2010; Martin-Hernandez ez
al. 2011; Vidau e al. 2014). La infeccién por N. ceranae también parece tener
un efecto en la regulacién de genes relacionados con la inmunidad de las
abejas, reduciendo la expresion de genes como abaecina, himenoptaecina,
glucosa deshidrogenasa, defensina y vitelogenina (Antanez ef al 2009,
Chaimanee ¢z 2/ 2012; Badaoui e a/. 2017) y aumentando la expresion de otros
genes como los relacionados con las ROS. Todo ello confirma que el
microsporidio suprime los mecanismos de defensa inmunitaria de las abejas.
Por tanto, el dafio tisular generado en el ventriculo junto con las alteraciones
en el sistema inmunitario de la abeja podria favorecer el crecimiento de otras
bacterias. Este fendémeno se ha observado en el Capitulo III, donde Terceira,
isla con N. ceranae, registré6 una mayor abundancia de bacterias atipicas en las
abejas. Ademas, en Pico, isla donde también se encuentra presente . destructor,
fue donde se registré la mayor abundancia de estos géneros bacterianos
atipicos, lo que sugiere que la coexistencia de varios parasitos incrementa las
alteraciones en la microbiota intestinal. Esto se refuerza con el hecho de que
las abejas de Santa Maria, isla sin ninguno de estos dos parasitos, mostraron
una menor abundancia de estas bacterias atipicas (Capitulo III).
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La infecciéon por N. ceranae, ademas, parece tener un impacto
significativo en la abundancia de G. apicola, como han reportado otros autores
(Rubanov ef al. 2019; Paris et al. 2020; Castelli et al. 2020; Zhang et al. 2021;
Rouzé e al. 2019; Lau et al. 2024). De hecho, también se observé en abejas
infectadas con N. ceranae de las islas Azores (Capitulo III) y en las abejas
infectadas experimentalmente con el microsporidio (Capitulo IV). Por lo que
parece confirmarse que G. apicola puede ser un marcador de disbiosis intestinal
asociado a N. ceranae (Maes et al. 2016).

Serfa especialmente interesante el estudio de la microbiota intestinal de
abejas que nunca hayan estado expuestas a ninguno de los parasitos
mencionados. Sin embargo, el hecho de que L. passimz se encuentre presente
incluso en zonas que han escapado de 1. destructor y N. ceranae (Capitulo II),
las cuales son muy escasas, hace complicado el estudio de la microbiota
primitiva en abejas meliferas sin parasitos y, por tanto, limita la posibilidad de
evaluar la influencia real de estos parasitos en ella. Esto convierte al Capitulo
ITI en uno de los pocos estudios que puede ofrecer relaciones claras entre
estos parasitos y la microbiota intestinal relativamente intacta de las abejas
meliferas.

La microbiota intestinal de las abejas ejerce una funcién de proteccion
frente a parasitos y patoégenos. De hecho, ha demostrado tener un efecto
protector frente a N. ceranae, ya que el tratamiento de las abejas con antibiéticos
para eliminar las bacterias intestinales se tradujo en un aumento en la
proliferacion de IN. ceranae y afectd negativamente a la respuesta inmunitaria de
la abeja (Li et al 2017). También se ha demostrado una funcién protectora
frente a tripanosomatidos en abejas que poseen una microbiota bien
desarrollada (Schwarz, Moran y Evans 20106), y frente a virus (Dosch ez 4.
2021). Con respecto a esto ultimo, la supervivencia parece aumentar
significativamente en abejas infectadas con DWYV con una microbiota
intestinal bien establecida en comparacioén con las abejas con una microbiota
perturbada (en disbiosis) (Dosch ez a/. 2021). Sin embargo, esto no se tradujo
en una disminucion de la carga viral en las abejas, lo que apunta a una mayor
tolerancia viral en las abejas con microbiota intestinal normal, demostrando
un papel positivo en la aptitud de las abejas meliferas en caso de infeccion
virica (Dosch e al. 2021). En el caso de 1. destructor no esta claro este papel

protector de la microbiota frente al dcaro. Un estudio previo mostré6 como
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algunas bacterias intestinales como B. asteroides o A. kunkeei podrian actuar
como potenciales acaricidas (Sacca y Lodesani 2020). Por otro lado, una linea
de investigacion reciente ha modificado genéticamente la bacteria intestinal S.
alvi para inducir respuestas inmunitarias mediante ARN de interferencia
(ARNi) (Leonard ez a/ 2020). Al administrarse a las abejas, estas bacterias
activaron la respuesta de ARNi en los acaros, reduciendo tanto la
supervivencia de 1. destructor como la replicacion del virus DWV, aumentando
asf la supervivencia de las abejas infectadas.

No obstante, esta funcién protectora de la microbiota intestinal parece
ser insuficiente para detener la infecciones causadas por algunos parasitos
como . destructor, N. ceranae o L. passim. Asimismo, dado que estin
ampliamente distribuidos a nivel mundial, es muy probable que numerosas
colonias de abejas se encuentren parasitadas simultineamente por todos ellos.
Como se ha observado en el Capitulo III y el Capitulo IV, los tres tienen la
capacidad de alterar la microbiota intestinal de las abejas. Este efecto, sumado
a los efectos patogénicos directos que producen en ellas, hace que el estrés
adicional en el ecosistema intestinal pueda ser un factor mas que deteriora la
salud de las abejas y que contribuye a la pérdida de colmenas a nivel mundial.

212



CONCLUSIONES




Conclusiones

214



I1.

I11.

IV.

VL

Conclusiones

La optimizacién de protocolos de extraccion de ADN es fundamental
para obtener resultados precisos y fiables a la hora de seleccionar los
métodos mas apropiados para el estudio de parasitos y bacterias

intestinales de las abejas meliferas.

Los tripanosomatidos presentan una elevada prevalencia en las islas
Azores, siendo L. passim la especie predominante. Esto sugiere una
colonizacién de las islas anterior a la expansion de otros patégenos
como . destructor y N. ceranae, ya que este tripanosomatido aparece
en islas libres de estos patégenos. De otra parte, la prevalencia de L.
passim fue superior en las islas donde 7. destructor esta presente.

La microbiota intestinal de las abejas de las islas Azores se encuentra
muy conservada en cuanto a la composicién de géneros bacterianos
al compararla con lo descrito en otras localizaciones geograficas,
siendo destacable la abundancia elevada del género Bartonella en estas
islas.

La parasitacion por V. destructor, N. ceranae y L. passim modula,
principalmente, la abundancia de las bacterias presentes en el fleon.
Varroa destructor y L. passim reducen los niveles de los géneros
Snodgrassella y Gilliamella, y aumentan los de Bartonella. Por el contrario,
N. ceranae, incrementa la abundancia de los géneros Gilliamella,
Frischella y Lactobacillus, y reduce la de Snodgrassella.

La edad a la que se infectan las abejas de manera experimental con el
microsporidio N. ceranae es un factor determinante en el
establecimiento de su microbiota intestinal. Las abejas que se infectan
dentro de las primeras 24 horas tras su emergencia ven aumentada la
carga bacteriana de casi todas las especies que componen la
microbiota intestinal.

Gilliamella apicola es la bacteria que se ve mas influenciada por la
infeccion por N. ceranae, aumentando su abundancia en el intestino de
las abejas infectadas tanto en laboratorio como en condiciones de
campo, por lo que podria ser un marcador de disbiosis intestinal

asociado a la infeccién por el microsporidio.
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Abstract

Trypanosomatids form a group of high prevalence protozoa that parasitise honey bees, with Lotmaria pessim as the predominant
species worldwide. However, the knowledge about the ecology of trypanosomatids in isolated areas is limited. The Portuguese
archipelagos of Madeira and Azomes provide an interesting setting to investigate these parasites because of their geographic
isolation, and because they harbour honey bee populations devoid of two major enemies: Varroa destructor and Nosemia ceranae.
Hence, a total of 661 honey bee colonies from Madeira and the Azores were analysed using different molecular techniques,
through which we found a high prevalence of trypanosomatids despite the isolation of these islands. L. passim was the pre-
dominant species and, in most colonies, was the only one found, even on islands free of V. destructor andfor N. ceranae with
severe restrictions on colony movements to prevent the spread of them. However, islands with V. destructor had a significantly
higher prevalence of L. passim and, conversely, islands with N. ceranae did not shown any significant correlation with the
trypancsomatid. Crithidia bombi was detected in Madeira and on three islands of the Azores, almost always coincident with L.
passim. By contrast, Crithicia mellificae was not deiected in any sample. A high-throughput seguencing analysis distinguished
two main haplotypes of L. pessim, which accounted for 98% of the total sequence reads. This work suggests that I. passim and

C. bombi are parasites that have been associated with honey bees predating the spread of V. destructor and N. ceranae.

Keywords Honey bee - Trypanosomatids - Lotmaria passim - PCR - Sequencing - Varroa destructor

Introduction

Trypanosomatidae are a group of parasitic protozoa that
can infect a wide range of organisms, from plants to insects
and vertebrates [ 1, 2]. In recent years, particular interest has
focused on their infection of honey bees because of their
possible involvement in increased colony mortality. The first
trypanosomatid described in honey bees was Crithidia mel-
lificae [3] and, subsequently, Crithidia bombi was identified
in bumble bees [4]. These parasites were not given special
attention until the beginning of the twenty-first century
[5-11] and until then, the trypanosomatids found in honey
bees were thought to be limited to C. mellificas in honey
bees and to . bombi in bumble bees. However, the advances
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rmhemandez @ jcemoes
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in molecular techniques led to the discovery of a new spe-
cies: Lotmaria passim [B], whose existence had previously
been suggested from genetic data [12]. The re-evaluation of
all the molecular data obtained in previous works showed
that many sequences werme incormectly assigned to C. melli-
ficae and, in fact, it became clear that L. passim was the pre-
dominant species worldwide [13-15]. Thus, L. passim seems
to have been present in honey bee colonies long before its
description, although there is no scientific evidence as to
whether it is a novel honey bee parasite that recently spread
worldwide, similar to Varroa destructor and Nosema cera-
nae, or whether it is an old parasite.

Due to the geographic isolation of the host populations,
islands offer an ideal stage to assess these hypotheses and
study the ecology and dynamics of invasive pathogen colo-
nisation. Yet, there are very few trypanosomatid studies on
islands, and these have been limited to the Pacific, includ-
ing Japan [10, 16], New Zealand [15, 17, 18] and Hawaii
[19]. Therefore, surveys from islands at other geographical
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latitudes would shed additional light as to whether these
microorganisms ame recent or ancient honey bee parasites.
To this regard, the Portuguese archipelagos of the Azores
and Madeira are located in the Atlantic Ocean, 1400 km and
900 km from the European mainland, Lisbon, respectively.
The first introduction of honey bees on these islands dates
back to the sixteenth century. These were taken by the Por-
tuguese settlers, or by later inhabitants, when the islands
were used as stopovers on the way to the Americas [20-22].
According to the latest report of the Portuguese B ee Health
Programme [23], there are currently more than 10,000 honey
bee colonies in Madeira and around 8000 in the Azores. The
severe restrictions on the importation of honey bees imposed
since 2007 make the Azores archipelago epidemiologically
unigue, with six of the nine islands remaining free of V.
destructor. Remarkably, in addition to being one of the few
places in the world free of the mite [24]. two of the Azorean
islands (Flores and Santa Maria) have also escaped the
worldwide spread of the microsporidium M. cerarnae [25].
Therefore, the Azorean archipelago provides an incompa-
rable setting for studying parasite ecology. as it is home to
all kinds of parasite combinations. In light of this, we con-
ducted a survey of trypanosomatids in the Azores as well
as on Madeira, which was earlier colonised by V. destrac-
tor. The ultimate goal was to establish the prevailing trypa-
nosomatid species and also to ascertain whether the queen
marketing and colony movement that have been implicated
in the spread of V. destructor have also influenced the dis-
tribution of trypanosomatids across the islands. To that end,
we employed molecular methods on a cross-sectional honey
bee sample that allow detection of an array of trypanosoma-
tids, including . mellificae and L. passim, which typically
parasitize honey bees, and also species such as C. bombi,
Crithidia expoeki and Crithidia acanthocephali, more rarely
associated with honey bees [26].

Methods
Survey and Sample Collection

This cross-sectional study is part of a larger survey con-
ducted between 2014 and 2015 to describe the prevalence
of pathogens in the Azomes and Madeira archipelagos. The
survey was carried out following the design described else-
where [25, 27] and in accordance with the number of colo-
nies on each island registered in 2013, with an expected
pathogen prevalence of 15%, a precision rate of 10% and a
confidence level of 95%. About 150 adult honey bee work-
ers were collected from 159 georeferenced apiaries of the
Azores in the Summer of 2014 and 2013, and from 23 geo-
referenced apiaries of Madeira in the Spring of 2014. Sam-
ples were collected from three random colonies, and in a
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few cases from two or four colonies per apiary, resulting in
a total of 483 samples for the Azores and 29 for Madeira.
In addition, the islands of Faial, S30 Jorge, Santa Maria
and Terceira were re-sampled in the Summer of 2020 (89
colonies in 34 apiaries). In this later sampling, each sample
comprised 20-30 workers. Samples from the Azores weme
shipped alive to the Centro de Investigagio de Montanha
{CIMO, Portugal) and then sent on dry ice to the Centro
de Investigacion Apicola y Agroambiental (CIAPA, Spain).
Samples from Madeira were collected in ethanol and stored
at —20 °C until shipping to CIAPA. All samples weme kept
at — 80 °C for further analysis.

DMNA Extraction

For each colony sampled in the Azores and Madeira in
2014-2015, a subsample of 120 workers was selected and
processed as described previously [25]. In brief, the honey
bees were macerated in 30% AL buffer (Qiagen®) and cen-
trifugated at 3000 rpm for 10 min to obtain supernatant
and sediment that were processed separately. The sediment
was resuspended in 3 mL of milli-Q) water and the DNA
was extracted as described previously [25]. Only for the
2014-2015 Azorean samples, 400 pL of each supernatant
was transermed to a 96-well plate (Deepwell, Eppendorf),
treated with 15 pL of protease (Qiagen®) and incubated at
70 °C for 10 min. Afterwards. the DNA was extracted as
indicated before [23].

The samples collected in 2020 in the Azoms were pro-
cessed similarly. but in this case the 20-30 honey bees were
macerated in 5 mL of autoclaved milli-Q) water in a Stom-
acher 80. In these samples, no phase separation was made
so that 400 pL of each macerate was directly transferred to
a 96-well Collection Microtube plate {Qiagen®) with glass
beads (2 mm diameter, Sigma) and shaken (3 min, 30 Hz) in
a TissueLyser (Qiagen®). Then, 150 pL of each sample was
dispensed into a plate with 130 pl. of 30% AL buffer and 15
pL of protease. After incubation, the DNA was extracted as
above mentioned [25].

Extracted negative controls were included in all the pro-
cessing and DNA extraction steps (one every 20 samples)
and processed in parallel. All samples were stored at— 80 °C
until further analysis.

Sediment Versus Supernatant

Samples from the Azores from 2014 to 2015 were first
processed for the detection of other pathogens in a differ-
ent study [25] and. due to their value, were reused in this
study. Since sediment and supernatant were available and
it was not known which phase was the best for detecting
these parasites after honey bee maceration, DNA obtained
from the two phases was analysed separately to determine
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which was the best substrate for the detection of Trypa-
nosomatidae. For this purpose, DNA was extracted from
the sediment and supernatant of each sample, as above,
and analysed in parallel by PCR, in order to compare the
number of positive samples obtained in each phase.

Trypanosomatidae Detection

Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect the
Trypanosomatidae in all the samples (sediment from
Madeira samples, supernatant and sediment from the
20142015 Azorean samples, and macerate from the 2020
Azorean samples) with the Tryp RPB | primers described
elsewhere [26] and shown in Table 1. These primers target
the DNA-dependent RNA polymerase I (rpbl) gene and
they amplify a fragment of 283 bp from all Trypanosoma-
tidae species that have been detected in honey bees to date.

PCRs were performed in a 25-pL volume containing
13.25 pl. of HLO, 5 pL of 5X Phusion™ HF buffer. 0.5 pL
of a 10 mM dNTP mix, 2.5 pL of each primer (5 pM), 0.25
pL of Phusion™ DMNA Polymerase (Thermo Fisher) and
I pL of the DNA template. The PCR temperature profile
was set according to the manufacturer’s instructions, and
consisted of an initial denaturation at 98 °C for 30 s, fol-
lowed by 45 cycles at 98 °C for 10 s, 62.2 °C for 30 s and
72 °C for 10 s, and a final extension of 8 min at 72 °C.
PCRs were carried out in a Mastercycler® ep gradient 8
{Eppendorf) and the resulting amplicons were analysed
in a QlAxcel Advanced System (Qiagen®), storing the
remaining PCR product at— 20 °C for further processing.
Extraction and PCR. negative controls and a positive con-
trol were included in all the analyses and run in parallel. In
the case of 2014-2015 Azorean samples, as both sediment
and supernatant were analysed. a sample was considered
positive if there was amplification in at least one of the
phases.

High-Throughput Sequencing

A subset of 91 positive samples that were positive for Trypa-
nosomatidae were sequenced on the 11lumina MiSeq plat-
form together with negative controls. The PCR product of
the positive samples was quantified in a NanoDrop™ 2000
Spectrophotome ter (ThermoScientific™) to determine the
DNA concentration and sent frozen to Universidade de San-
tiago de Compostela (CIMUS, Spain) for library preparation
and sequencing.

Amplicons from each sample were used as input to pre-
pare the library using the KAPA HyperPrep kit (Roche
Sequencing Solutions Inc.), following the manufacturer’s
protocol directly from the end-repair and A-tailing step.
Library pools were normalised to a concentration of 4 nM
and loaded at a concentration of 12 pM on an Hlumina
MiSeq instrument for 13300 bp single-end sequencing
(Flowcell Nano V2, 2x 150 bp).

The reads generated in the sequencing run were de-mul-
tiplexed according to the barcodes assigned to each sample,
and then processed with fastp [29] for adaptor removal and
quality filtering. The reads were then organised into indi-
vidual files that contained the number and sequence hap-
lotypes detected for each amplicon in a sample. as well as
the number of reads in each direction (forward and reverse).
Sequences with less than 5 reads were discarded. Subse-
quently, the files wem converted to fasta format for sequence
alignment with MACSE v2.05 (Multiple Alignment of Cod-
ing SEquences), a program that aligns protein-coding gene
datasets without disrupting the underlying codon structure
[29]. The reference sequences of the rpb] wer obtained
from GenBank for L. passim (MT538272.1 and LT976801.
1), €. mellificae (MT558227.1 and MTS538204.1), C.
bombi (MT358162.1 and MT358134.1), C. acanthocephali
(MW2BE78781.1) and a new Trypanosomatidase species
{Trypanosomatidae sp. MNO38411.1), recently described
[26]. Sequences were visualised with BieEdi [30] and those

Table 1 Primers and probes

. References  Target
used for the molecular analysis

Primers

Sequence 5'-3°

of the honey bee samples [26] Trypancsomatidas

[28] C. mellificas

Lpa::r'.m

C. bombi

Tryp RPE1-F1
Tryp RPEI-R1
gqCmell_Cyth F
gCmell_Cyth R
gCmell_Cyth P
gLpass TOPI_F
gl.pass TOPII_R
gl.pass TOPI_P
gCbom_RPE1_F
gChom_RPE1_R
gCbom_RPE1_P

GTGGCTGGAYCTGTGGGAGC
GCCRTTGATGAACTTOGCCAC
TTTTGCCATGCACTATGATGTCT
AACCTATTACAGGCACAGTTGCTAAA
GFAM-ATTGAGGAT TAACAGTGTTTAGT-EHQI
GGCOCATGGAAATACTOGAGTCT
ACCTTGOCTTCCTTCTTGAGATT
GEAM-CCTCGACACGCHT+TA+GT-BHQ I
TGGTGGGTGOGATTACGAA

TCATTGA AGATGACGTGGATAAGC
GEAM-CGTTGTCGGCOGOCG-BHQ 1
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containing indels or stop codons were removed from the
final dataset.

Specles-Specific Detection

All Trypanosomatidae-positive samples that were not
sequenced by high-throughput sequencing (HTS) were ana-
lysed by real-time gPCR (gPCR) for the species-specific
detection of L. passim, C. mellificae and C. bombi using the
primers described elsewhere [28] and shown in Table 1. The
gPCR was performed on DNA obtained from Madeira sam-
ples. from both sediment and supernatant of the 2014-2015
Azorean samples, and from samples without phase separa-
tion from the 2020 Azorean samples. Megative and positive
controls were also tested in parallel in all PCRs. As for Tryp-
anosomatidae detection in the 2014-2015 Azorean samples,
a sample was considered positive if there was amplification
from either of the two phases. Amplicons from samples
that gave a negative result by the specific gPCR but a posi-
tive result by the standard PCR amplification with the Tryp
RPE | primers were purified with QlAguick (Qiagen®) and
Sanger sequenced in both directions (Genomic Unit, Uni-
versidad Complutense, Spain) on a 3730 Genetic Analyzer
{(Applied Biosystems). The sequences were checked manu-
ally with BioFdit [30] and compared with the sequences
downloaded from GenB ank using BLAST.

The geographical distribution of the colonies was com-
piled and plotted for each island using the ArcGIS desktop
software [21].

Statistical Analysis

Chi-square tests were performed to compare the sensitivity
of Trypanosomatidae detection in the sediment and superna-
tant phases. Generalised linear models with a binomial fam-
ily and a logit link function were used to determine whether
the presence of V. destructor or N ceranae influenced the
prevalence of L. passim at the island scale, including island
as covariable. In the latter case, only data from samples from
the Azores collected in 2014-20135 were used. as this sam-
pling was conducted and analysed homoge neously.

Results

Comparison Between Sediment and Supernatant

To determine the best phase for Trypanosomatidae detection,
sediment and supernatant analysis was performed on 477
Azorean samples collected in 2014-2015 (Table 2; six sam-
ples out of 483 had insufficient supernatant for this assay).

The supernatant produced the highest number of positive
samples (55.34%) as compared to the sediment (50.73%),
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Table2 MNumber {and percentage) of Trypanosomatidac-positive (+)
and Trypanosomatidas-negative (—) samples detected on the super
natant and sediment phases obtained from the honey bee maceraies

Supernatant (+)  Supemnatant (—)  Total
Sediment {+) 161 (33.75%) Bl (16.98%) 242 (50.7T3%)
Sediment {—) 103 (21.59%) 132 (27.67T%) 135 (4927
Total 264 (55.34%) 213 (44.65%) ATT (100%)

Table 3 MNumber of colonics and apiarics sampled in cach island,
number of colonies positive for Trypanosomatidae and comesponding
prevalence (%), WVarros-free islands; “Vosemr free islands

Apiaries  Colonies Positive  Prevalence
(N (N) colomies (%)
(V)
A 142015
Madeira 23 a9 59 6.3
Azones
Santa Maria"? 19 5T 48 E4.2
S0 Miguel” 30 105 B4 BO.D
Sio Jorge" 17 3T 19 51.4
Faial . i} i) 43 717
Pico 25 75 6% a0
Gracinsa' 7 27 5 I
Terceira' 6 a0 43 538
Floms" 15 47 37 TET
Total 159 483 348 T
0
Santa Maria"? 12 7% 12 429
Sio Jorge" 10 30 5 167
Faial 2 ! 2 50
Terceira' 10 3 q 0.1
Total 34 a9 8 315
Total 216 61 435

although no statistically significant differences were found
between both phases (X’=2.04, gi=1; p=0.15). No trypano-
somatid DMA was detected in any negative controls.

Prevalence of Trypanosomatidae

The prevalence of Trypanosomatidse is shown in Table 3.
As the Madeira, Azores 2014-2015 and Azores 2020 sam-
ples were processed differently, no comparisons were made
between those 3 groups. In Madeira, the prevalence was
66.3%, whereas in the Azores was 72% in 20 14-2015, with
the highest number of infected colonies detected on Pico
{92%) and the lowest on Graciosa (22.7%). In the later sam-
pling period (2020), 31.5% of the colonies were positive,
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with the largest percentage detected on Santa Maria (42.9%)
and the lowest on S0 Jorge (16.7%).

Species ldentification
High-Throughput Sequencing

A total of 91 samples identified as positive to Trypanoso-
matidae by the PCR assay were sequenced on the ITlumina
MiSeq platform. The sequencing run produced 1,385,021
raw reads, which yielded 1,208,665 Trypanosomatidae
sequences after filtering, representing an average of 13,282
sequences per sample. Strikingly, identification of all
sequence reads revealed that L. passim was the only species
present in the dataset. Two main haplotypes were found in
all samples and on all islands and accounted for about 98%
of the sequences found (Table 4) and these matched the ref-
erence sequences MTS558272.1 and LT976801.1 (hereafier
referred to as Lpl and Lp2, respectively) downloaded from
GenBank. These two haplotypes were found distributed
within each island without any defined peographical pattern
and they differed by a single nucleotide in the amplicon at
position 29, with Lpl having a T and Lp2. a C (Supp. Fig-
ure 1). On average, 72.9% of the reads from all the islands
comresponded to the Lp2 haplotype, whereas 25.3% of the
sequences corresponded to the Lpl haplotype. This dif-
ference was most notable in samples collected in Madeira
and in samples collected in 2014-2015 from all islands
of central group. where more than the 70% of sequences

Table 4 Average number of total and valid mads {sequences with< 5
reads wene mmoved), generated by the MiSeq platform for 91 Trype
nosomatidas- positive samples, and proportion of the tvo main L. pas-
sim haplotypes (Lpl and Lp2) detected on each island. Verroo- free
islands; *Novema-free islands

N  Tomlreads Valideads %Lpl %Lp2
A 142015

Madeira 6 12678 11,509 42 6
Azores

Santa Maria"? 10 15309 14,547 302 500
S0 Miguel! 10 12,940 11,812 395 S8R
S0 Jorge! 7 12,982 11,700 65 910
Faial 10 12886 11,883 145 836
Pico 10 12642 11,652 149 832
Graciosa' 4 12,827 11725 79 709
Terceira' 9 12,204 11,152 an  E93
Floms® 10 13256 12,137 476 508
020

Santa Maria"® 5 14321 13,146 T 605
Siio Jorge" 5 13,459 12,490 198 784
Terceira' 5 13,261 12,116 128 847
Total a1 13782 12,168 53 729

corresponded to the Lp2 haplotype (Table 4: Fig. 1). The
remaining 2% of sequences were found at a very low fre-
quency and appeared to be variants from the majority hap-
lotypes with additional single nucleotide changes and did not
match any sequence available in GenBank. The sequences
of the haplotypes found (both Lp1 and Lp2 and those at low
frequencies) were deposited in GenBank (accession numbers
ORI1IT383-0R117469).

Real-time gPCR Species Confirmation

The rest of the Tryp-RPB 1 positive samples (r=344) were
analysed by gPCR to detect the presence of L. passim,
C. mellificae and/or C. bombi. At least one of these spe-
cies was identified in 341 samples, whereas three samples
(from Madeira. Santa Maria and S3o Miguel) were negative
(Table 5). No amplification was observed in any of the nega-
tive controls.

The gPCR analysis confirmed that L. passim was the
predominant but not the only species on Madeira and in
the Azores, as C. bombi was also found on some islands
(Table 5). In the first sampling period, infection by L. pas-
sim was identified alone in 64.2% of the positive samples on
Madeira, while C. bombi was found in 34% of the positive
samples, always together with L. passim (Table 5). On Sio
Jorge, Pico, Graciosa, Santa Maria and Terceira, L. passim
was the only species detected, whereas C. bombi was found
a5 a mono-infection in one colony on Flores (3.7%). Yet. on
Sdo Miguel and Faial, this species was always associated
with L. perssim infection. In the samples collected in 2020, L.
passim was the only Trypanosomatidae detected (Table 5).
Finally, C. mellificae was not found in any of the samples
analysed throughout the study.

Sanger sequencing of the Tryp RPB1 primer amplicons
of the three negative samples after gPCR showed 100%
homology with the MT558162.1 sequence of C. bombi in
the Madeira sample, in the Santa Maria sample the sequence
was identical to Lp2, while in the Sio Miguel sample, two
peaks for C/T at position 29 of the amplicon, cormesponding
to the Lpl and Lp2 haplotypes, were easily distinguishable.

Total Occurrence of Trypanosomatidae Species on Madeira
and the Azores

The occurrence of each Trypanosomatidae species calcu-
lated by compiling all the results obtained using the different
techniques (HTS, gPCR and Sanger sequencing) is shown
in Table 6 and Fig. 1. On Madeira, the proportion of colo-
nies in which Trypanosomatidae were detected was 66.3%.,
with L. passim being the only species detected in 44.9%, C.
bembi in 1.1% and both species concomitantly in 20.2% of
the samples analysed. In the 20142015 samples from the
Azores, 348 colonies were positive for Trypanosomatidae
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Fig. 1 Geographical distribu- a
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(72.0%). L. passim was found on all the islands, and it was
the only species detected in 71.2% of samples. C. bombi was
rarely found in the Azores. being the only species detected
in one colony on Flores (0.2%) and occurred concurrently
with L. passim on S#o Miguel and Faial (0.6%). In the 2020
samples. all the colonies that were positive for Trypanoso-
matidae (31.5%) were also positive for L. passim, and this
was the only species found in this sampling period (Table 6).
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Finally. as previously mentioned. C. mellificae was not
detected in any of the samples tested.

As L. passim was the main species found, the influence
of V. destructor and N. ceranae was only studied for this
trypanosomatid. Thus. the prevalence of L. passim was sig-
nificantly higher on the Azores islands (2014-2015 samples)
with V. destructor (Table 7, regression coefficient=0.77: z
value=3.41:; p<0.01) than on those without the mite. In
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Table 5 Percentage of cach

. ; N Only L. pasiim Only C. mel-  Only C. bombi Co~ocourrence L.
Trypanosomatidae specics lificae passinC. bombi
detected in positive samples.

ND, not detected. "Varroe-free A 142015

islamds; “Noveria-free islands Madeira 53 642 ND ND En
Azornes
Santa Maria'? 38 7.4 ND ND ND
S0 Miguel! T4 95.9 ND ND 7
Stio Jorge' 12 100 NI ND NI
Faial 33 a7 ND ND 3
Pico a0 100 ND ND ND
Graciosa’ 1 100 M M M
Terceira' 34 100 ND ND ND
Floms® 7 6.3 ND a7 ND
Total 78 o7 ND 04 1.1
2020
Santa Maria'* 7 100 ND ND ND
Faial 2 100 ND ND ND
Tereira' 4 100 WD M I
Total 13 100 ND ND ND

Table ?'“#“'x of Trypanoso-  Only L. passim Only € Only C. bownbi  Co-occurrence L.

Zgg:“‘ﬁ;"‘::':‘fﬂ:ﬁﬁ;d matidas mellificas passindC. Bwmbi

on cach island grouping the A4-215

?:;Z;T::;J";:?E;:d Madkira 663 49 ND L1 202

gPCR and Sanger sequencing). Azores

Mumber of samples anabysed Santa Maria'? #4.2 E4.2 Rln] D 18]

as shown in Table 3. NI, not S0 Miguel! |00 TR ND ND 1.9

detected. Warroarfiee islands: Sio Jorge! 514 514 NI ND NI

Nowetna-free islands o
Faial TLT 00 ND D 17
Pico el Ll ND ND ND
Graciosa’ 227 7 M NI M
Terceira' 538 5314 ND ND ND
Floms® TET T6.6 ND 21 ND
Total T 712 ND 02 05
2020
Santa Maria'? 419 29 ND ND ND
Sito Jorge! 167 167 ND ND ND
Faial 250 50 ND WD ND
Terceira’ 34,1 39,1 NI NI NI
Total s as NI D NI

contrast, on islands where N. ceranae was established, the Discussion

prevalence of L. passim was lower (Table 7; regression coef-
ficient= —0.56; z value= — 2.03; p<0.01). However, when
island was included as covariable, the effect of N ceranae on
the presence of L. passim became statistically no significant
(regression coefficient= —0.29; z value= —0.66; p=0.51)
while the significance was kept for V. destructor (regression
coefficient = 1.06; z value=2.13; p=0.03).

The aim of this study was to assess the status of Trypano-
somatidae species in honey bee colonies in Madeira and the
Azomes, and to determine whether the presence of V. destructor
and M. ceranicge on some islands influenced their distribution.
Owur resulis show that islands with the mite had a significantly
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Table 7 Number {and percentage) of L. passim-positive {+) and L
pussim—negative (—) samples collected in 2014-2015 in the Aroms
distributed according to whether they were on islands wheme
destrictor or N. ceranae were present (+) or not {—)

I passim (+) L. passim (=) Total
V. destructor (4) 148 (81.32%) 34 (1B.68%) 182 (100%)
Videstructor (=) 199 (66.11%) 102 (33.89%) 301 (100%)
N. ceranae {+) 263 (69.39%) 116 (3O61%) 379 (100%)
N. ceranae (=) B4 (30775 0 (19.235%) 104 (100%)

higher prevalence of L. passim. Other studies had reported an
association between them [32] even detecting DNA of this
trypanosomatid in the acari, which is still of uncertain biologi-
cal significance [33]. In contrast, when the island was included
as covariable, no effect of N. ceranae on L. passim prevalence
was observed as it was previously reported by other authors
[14, 34]. However, a positive correlation between infection lev-
els in colomies with both parasites has been also described [35].

Despite these differences related to the presence of V.
destructor and N. ceranae, it is clear that try panosomatids
are well established in the Azores and Madeira. so that the
strong restrictions on the introduction of honey bees on the
Varroa-free islands of the Azores have not prevented the
presence of trypanosomatids. Furthermore, L. passim is the
main species found and the only identified in most of the
colonies analysed. Intemstingly, C. mellificae, the species
associated with honey bees until the discovery of L. passim
[8, 12], is not present in the territories analysed or is below
our detection limit. Neither C. acanthocephali not C. expoeki
wem detected in this study, although they could only hawe
been confirmed by HTS as they were not analysed by gPCR.

This scenario where L. passim is the main trypanoso-
matid species in honey bee colonies seems to be repeated
worldwide [13, 14, 28, 32, 35-39]. Given the high preva-
lence found herein and elsewhere, it is likely that L. passim,
rather than ©. mellificae, was the primary species infecting
honey bees in studies conducted prior to its discovery [9-12].
Indeed, the frequencies observed and the absence of C. mel-
lificae in many areas of the world corroborate the hypothesis
that L. passim is a common parasite of Apis mellifera and that
it is currently the dominant trypanosomatid species in adult
waorker bees [8, 13, 28, 39, 40]. On the other hand, C. bombi
was identified in three islands and almost always coexisted
with L. pexssim although it also appeared alone in some colo-
nies. These results further confirm previous findings [41, 42],
in which C. bombi was detected in honey bees.

How trypanosomatids entered the Azores is still unclear
since the islands are located far from the mainland; the natu-
ral arrival of bees is not possible, so a human-made introduc-
tion was very probably. Although it could be that Pico was
the point of entry, as it hosts the highest number of trypa-
nosomatid-positive colonies and was also the point of entry

@ Springer

286

of V. destructor into the Azomes, the data from Santa Maria,
where neither V. destructor nor Nosetna spp. are present [25]
but where L. passim was detected in a large proportion of
the colonies, do not support this hypothesis. The widespread
distribution of L. passim on the Azomrean islands that remain
free of V. destructor strongly suggests that this species has
been associated with A. mellifera since before the worldwide
spread of the mite. A similar scenario was found in Hawaii
archipelago, in which still has some islands where the mite
is not present and where L. passim has been detected [19].
In New Zealand (Varroa-free until 2000), significant colony
losses began to be observed in 2014 and an analysis of the
surviving colonies revealed that most were infected with
L. passim [13, 17, 18]. On the other hand. the presence of
bumblebees in Madeira [43] and in the Azomres [44] could
explain the presence of C. bombi in honey bees due to feed-
ing on common floral resources [45-47].

Our study supports that both sediment and supernatant
phases are suitable for trypanosomatid detection. Also, the use
of different technologies was key to identify all the species pre-
sent in this area of Macaronesia. Thus, on the one hand, HTS
technology allowed us to detect the haplotypes present but not
all the species, as the cost of this tool limited the number of
samples anatysed (r=91). On the other hand, the use of gPCR
served to complement the analysis by allowing us to analyse
the remaining trypanosomatid-positive samples (n=344),
which served to identify C. bombi present in lower prevalence.
There is little data available on the population genetics of the
rpbl in the trypanosomatids that infect honey bees or bumble
bees. Recently, this gene was analysed and genetic polymor-
phisms were observed between C. mellificae, C. bombi and
L. passim [26, 48, 49]. Our results are consistent with those
obtained for the RPB1 gene in these three studies, indicating
that there weme two core haplotypes differing in only one nucle-
otide. It cannot be ruled out that the sequences found at low
frequencies correspond to true rame haplotypes, although fur-
ther experimental confirmation would be needed. Other genes
like 185 rRNA. 255 rRNA and its-2 have been studied to evalu-
ate intraspecific variation, and their sequences were almost
identical between the different strains of L. passim, with the
exception of the virulence factor gpa3, which seems to have a
variable stretch between strains [40]. Therefore, it is possible
that the rpbl does not have sufficient variation to distinguish
strains, bt that this may occur in other genes.

In conclusion, despite geographical isolation, trypanoso-
matids frequently infct colonies in Madeira and the Azores,
even when there are restrictions on honey bee movements
to mite-free islands. L. passim is the predominant Trypano-
somatidae species, occurring as the only species in many
colonies and showing a higher prevalence on islands with V.
destructor and lower prevalence on islands with V. ceranae.
Additionally, C. bombi also oceurs, often co-occurring with
L. passim. The detection of L. passim and C. bombi in areas
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where V. destructor and N. ceranae are not present suggests
that they have been associated with A. mellifera for much
longer than originally thought.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https:/doi.org’ 10.1007/50024E8-023-02266-y.
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Abstract: The gut microbiota of honey bees has received increasing interest in the past decades due
to its crucial role in their health, and can be disrupted by pathogen infection. Nesema cerange is an
intracellular parasite that affects the epithelial cells of the midgut, altering gut homeostasis and
representing a major threat to honey bees. Previous studies indicated that younger worker bees are
more susceptible to experimental infection by this parasite, although the impact of infection and of age
on the gut bacterial commumnities remains unclear. To address this, honey bees wene experimentally
infected with a consistent number of N. ceranae spores at various ages post-emergence (p.e.) and the
gut bacteria 7 days post-infection (p.i.) were analysed using real-time quantitative PCE, with the
results companed to non-infected controls. Infected bees had a significantly higher proportion and
load of Gilliamella apicola. In respect to the age of infection, the bees infected just after emergence
had elevated loads of G. apicaln, Bifidobacterium asteroides, Bombilactobacillus spp., Lactobacillus spp.,
Bartonelln apis, and Bombela apis. Moreover, the G. apicala load was higher in bees infected at nearly all
ages, whereas older non-infected bees had higher loads of Bifidohacterium asteroides, Bombdactobacillus
spp., Lactobacillus spp., Ba. apis, and Bo apis. These findings suggest that N. crana infection and, in
particular, the age of bees at infection modulate the gut bacterial community, with G. apicola being the
most severely affected species.

Keywords: microbiota; Nosema; honey bees; age of infection; gPCR; Giliamdla apicola

1. Introduction

Pluricellular organisms have been exposed to microorganisms constantly Ulrﬂu;.,huul:
their evolution, resulting in close co-evolutionary relationships between an organism’s
microbiota and the host. Consequently, diverse microbial communities are established
in different host tissues, with the ga:,tmmh-_-a.hnai tract ]’.‘l—:lng the site of hlp_"he:,l microbial
density and diversity [1]. The honey bee microbiota has received increasing atlention in
recent years, with studies attempting to address the mutualistic and pathogenic associa-
tions to better understand the intrinsic relationships with bee health [2-5]. Gut bacterial
communities are less diverse in adult bees and these populations are very specialized,
establishing stable, co-dependent symbiotic relationships that seem to be crucial for the
ammal’s health and well-being. Furthermore, there is little variation between individuals
within the same colony or between colonies, seasons, and geographical regions [6].

In the honey bee gut microbiota, eight bacterial taxa account for 95-99.9% of the 165
rRNA gene sequences in the gut [7-9]. Among them, five taxa appear to be found in all
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bees and ane considened to be the “core gut microbiome”, including Gilliamella apicala,
Snodgrassella alvi, Bifidobacterium asteroides, Bombiladobacillus spp. (previously Firm-4), and
Lactobacillus spp. (previcusly Firm-5). The other three taxa are found in all colonies, but
not in all bees: Frischella perrara, Bartonella apis, and Bombella apis. All of these bacteria ane
distributed differentially throughout the bee gut, such that Bo. apis can be found in the
crop, and it is usually found in pollen, nectar, and hive materials [10,11]. Together with
Ba. apis, this species is also found in the midgut [12]. As for the other bacteria, F. perrara is
found in the pylorus [13], G. apicala and S. @'t in the ileum forming a biofilm [14,15], and B.
asteroides, Bombilactobacillus spp., and Lactobacillus spp. in the rectum [16,17].

Through metamorphosis, honey bees pass through different developmental stages:
larva, pupa, and adult. In the first stage, bacterial exchange may occur during the feeding
of larvae [18], although the gut lining is then shed during pupation, resulting in almost
complete elimination of any attached gut bacteria [19]. Hence, once metamorphosis is
complete, the new adult bee lacks gut bacteria, yet when it gnaws through the operculum,
it begins to acquire residual bacteria from the operculum and through contact with other
hive elements and/or older bees [20,21]. Indeed, it is estimated that the characteristic
gut microbiota of the bees is established by 7 days post-emergence (p.e.) and it remains
constant in terms of bacterial diversity [14,22].

The honey bee microbiota plays many crucial roles in the host, promoting food di-
gestion [23-25], enhancing host development [26], modulating behaviour [27], detoxifying
pesticides [28], protecting against microplastics [29], enhancing the immune response, and
protecting against parasites and pathogens [30-32]. Among the various pathogens infecting
honey bees, Nosema ceranae is one of the most widely distributed worldwide [33-38]. This
microsporidium is an obligate intracellular sporulating parasite that infects midgut cells,
using the host's machinery to obtain the resources it needs to proliferate and ultimately
destroy the epithelial cells of this Hssue [39,40]. Microsporidium infection alters the bee's
vital fl.I:I'ILtIlIJfI.b causing energetic stress [41], disturbing immune responses [40,42,43], and
altering olfaction, learning, orientation, and memory [44], as well as provoking digestive
disorders. (wverall, these problems lead to amelerar.ed bee ageing [45] and they interfere
with the tasks the bees must perform in the hive [46], ultimately augmenting mq:nrtaluty at
the individual and colony levels [47].

N. ceranae mainly infects adult bees, although it has also been observed at other
developmental stages [48,49] Indeed, susceptibility to microsporidium infechion appears
to be influenced by the age of the bees. Field studies indicate that bees inside the colony
can first be infected 4-5 days p.e, depending on the season [50], and that older worker
bees have higher parasite loads [50-52]. However, both younger queens [53] and younger
workers [54] are more susceptible to N. ceranae infection than older ones in experimental
laboratory infections. These differences may be influenced by the gut microbiota [54],
although there has been little research into this issue to date. In fact, N. ceranae infection
can modify the relative abundance of some bacterial species [55-58] since altering the gut
epﬂhehum may modify how the gut microbiota is established. Therefore, the aim of this
study was to shed hght on this issue and to determine whether N. ceranae infection itself,
and the age at which bees are infected, following a standard method for microsporidia
infection, influences their gut bacterial communities.

2. Materials and Methods
21 Sample Selection

The samples used in this study were a subset of the Apis mellifera iberiensis bees used in
an earlier study [54] aimed at determining how the age of infection by N. ceranae affects the
parasite load. In that study, potential colony-level influences wene mitigated by obtaining
capped brood frames from 5 healthy Nosema-free colonies (as confirmed by PCR testing).
The frames were kept at 35 °C in an incubator to ensure a continuous supply of newly
emerged Nosems-free honey bees of a known age. All of the newly emerged workers were
carefully extracted from the brood combs each day and randomly placed in steel mesh
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cages until infection. In this way, all of the bees in each cage were of the same age. The
bees were fed ad libitum with a freshly prepared sucrose solution (50% w/w in dHz0)
supplemented with 2% Promotor L® (Calier Lab., Les Frangueses del Valles, Spain), a
commercial mixture of amine acids and vitamins.

The bees were anaesthetised with C0O; and when they started to wake up, they wene
infected (on day 0, 1, 4, 5, 8, 11, 13, or 14 p.e) by administering 2 pl. of a spore solution
(57,000 spores,/ ul) purified on Percoll® 958 [59] from naturally infected bees into the
mouthparts. The spore solution was vortexed after every third bee to ensure that the
suspension remained uniform, and control bees of the same age wene fed individually with
2 ul. of spore-free water. At 7 days post-infection (p.i), the number of surviving bees was
recorded and they were sacrificed for molecular analysis. A total of 276 bee abdomens
were analysed: infected (N = 215) and non-infected (N = 61) bees. The age and mumber of
bees used to analyse the gut microbiota are shown in Table 1. [t was confirmed that all bees
in the infected group were positive for N. cerange infection and those in the control group
were not infected [54].

Table 1. Number of infected and non-infected bees analysed in each age cohort.

Age of Infection (Days p.e.) 0 1 4 5 & 11 13 14 T
tal
Age of Analysis (Days p.e.) 7 8 11 12 15 18 0 | “
Infected bees (IN) 30 30 30 30 28 30 30 7 215
MNon-infected bees (M) 1 10 6 6 10 6 & & A1

2.2, Molecular Analysis

The abdomen of each bee was carefully separated from the thorax under sterile
conditions to avoeid contamination between samples, and DNA extraction was performed
individually in a final volume of 100 pl. as described previously [54]. In addition, the
spofe solution used as an inoculum to infect the bees was analysed to ensure it was free of
gut bacteria.

The absolute abundance (backerial load) of the main honey bee gut bacteria (F perrara,
G. apicola, 5. alvi, B. asterides, Bombilactobadilus spp., Lactobacillus spp., and Ba. Apis)
was determined by real-time quantitative PCR (qPCR), targeting the 165 rRNA gene with
previously described primers [23] and normalised to the host (Apis mellifera) cytochrome
oxidase [ (Am-COT) [60].

In addition, a primer pair and a probe were designed to detect and quantify Bo. apis
(previously Alpha 2.2). The 165 rRNA gene sequences of Bo. apis, as well as Parasaccharibac-
ter apium and Saccharibacter floricola that wene both recently reclassified as Bo. apis [61], wene
obtained from GenBank (NCBI; Table 51) and aligned using ClustalW Multiple Alignment
softwane (BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.6.1). A conserved fragment of 151 bp
presentin all of the available sequences was selected and analysed with Primer Express 3.0.1
software (Applied Biosystems Life Technologies Corp.; Foster City, CA, USA). For primer
and probe design, the best primer pair and probe were selected based on the parameters
determined by the software (stability, length, and % G/ C), and they were provided by
Roche Diagnostics {Basel, Switzerland). The probe chosen was modified by adding locked
nuckic acids (LNAs) to increase the binding temperature to match that of the primers
(Table 2).

Table 2. Primers and probe to detect and quantify the 165 rENA gene of Bo. apis (Alpha 2.2): E
forward; R, reverse; F probe. The LMNAs (+) added to the probe are indicated.

Primers Sequence (5'-3') Size
ALPHA 2.2-F COCAGACAGOGCTTGTGGAATT
ALPHA 22-R AGATATTGCGAAGAACACCG 67 pb
ALPHA 22-P GFAM-TOTACA +GG+T+OAA +AT+TC-BHOT

291
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All samples wene tested individually and in duplicate in 384-well plates using a
LightCycler®480 thermal evcler (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), Megative controls
were also tested in parallel for all gP'CRs. Bacterial and Am-COl gPCR reactions were
carried out in a final volume of 10 pl. L{gth}rdel‘i' 480 SYBR Green [ Master mix (Roche
Diagnestics, Basel, Switzerland), with each primerat 0.3 uM and 1 uL of the DNA template.
The gPCR conditions involved: an initial denaturation of 5 min at 95 *C; 45 cycles at 95 °C
for 10s, 60 *C for 10s and 72 *C for 10 5; and a final cooling step of 30 = at 40 °C; a melting
curve at 95 °C for 5 5; 1 min at 65 "C followed by cooling at 4 °C; and a final 30 s cooling
step at 40 °C, to check that the amplicons obtained were of the expected size.

For Bo. apis qPCR, reactions were carried out duplicate in a final volume of 10 pl.
containing 3.2 ul. H0 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 5 ul LightCycler‘i' 480 Probes
Master mix (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), 0.3 uM each primer, 0.1 uM probe, and
1 ul. DNA template. The PCR conditions involved an initial denaturation of 10 min at 95 °C;
45 cycles at 95 °C for 105, 60 °C for 305, and 72 °C for 1 s. The amplification cycle of each
sample was analysed with the LightCycler™ 480 ¢1.5.1 software (Roche Diagnostics) using
the Second Derivate Maximum statistical algorithm to calculate the Crossing Point (Cp).

To quantify the bacterial load, synthetic double-stranded oligonucleotides (gBlock™
Gene Fragment, IDT, DINA Tecl'n'iologmﬁ- Coralville, IA, USA) were designed from the
reference sequences of the target gene for each of the bacterial species tested (Table 52). The
synthetic DNAs were reconstituted according to the manufacturer’s instructions and they
were used to elaborate standard curves based on serial dilutions with known amounts of
synthetic DMNA encoding the target sequence. The copy number of the synthetic DNA was
calculated from its molecular weight and the DMNA concentration in the solution. Dilutions
containing between 2 and 10# copies of synthetic DNA per ul were used to generate the
standard curves. The limit of detection (LOD) for each bacterium was set according to the
last Cp value (lowest DNA concentration) that generated an amplification signal. Thus,
for E perrara, G. apicola, and 5. alvi, the LOD was set at 107 copies of DNA; for B. asteroides,
Bombilactobacillus spp., Lactebacillus spp., and Ba. apis, 10 copies were used as the LODy;
and the LOD for Bo. apis was set at 2 copies. Bacterial targets for which the DNA copies
were below the LOD were considened to be too low to be quantified and, therefore, they
were considered negative and quantified as 0 copies. Primer efficiency (E) was estimated
from the slope of the equation, E= 100-1/50p) and the characteristics of the primers and
their performance are summarised in Table 53, Subsequently, the bacterial loads were
normalised to the Am-COl gene copy number, and assessed with dilutions of synthetic
Am-COI DNA contained between 107 and 10% copies. Samples for which the honey bee COI
value was negative or less than 107 copies were excluded from the analysis as ‘the DNA
extracted was considered to be of poor quality.

Normalisation to the Am-COl gene was performed for all samples to reduce the
variation in gut size and DNA extraction efficiency. The copy number of the 165 rRNA
gene of each bacterium was determined as described previously [23]. First, the raw copy
number (ney ) of each target was calculated in 1 pl of DNA (the volume used in each
gPCR reaction) based on the Cp automatically extrapolated to the standard curve using
the thermal cyeler software mentioned above. The raw copy number was then normalised
by dividing it by the number of Am-COI gene copies present in the sample (ngg), which
was determined in the same way. This normalised 165 rRNA gene copy value was then
multiplied by the median Am-COl gene copy number of all samples and the total volume
of the DNA extracted (ie., 100 pl) to obtain the normalised copy numbers per abdomen
(Mahs): Mats = (Deawe / ioor) =% median (noor) = 100, Onece the data were normalised, they
were converted to a logarithmic scale for statistical analvsis and all the values considered
as 0 copies were replaced by 1 for the logarithmic transformations.

2.3, Statistical Analysis

To determine whether N. ceranae infection had any effect on the presence of any
bacterial group, a chi-squared test with Yates correction was performed for each of the
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bacterial species analysed. In addition, in Nosema-infected and non-infected bees, the
bacterial load of each species tested was compared using the Games-Howell (GH) post hoc
test. The bacterial load of infected and non-infected bees was compared in each age cohort
using the non-parametric Mann-Whitney (MW) test to assess whether the age of infection
with N. ceranae produced differences in the load of any bacterial group. All analyses were
carried out using IBM™ SPSS™ Statistics 25.0 software, considering values of p < 0.05 as
statistically significant.

3. Results
3.1. Influence of N. ceranae Infection on the Honey Bee Gut Bacteria

In order to determine whether the species of gut bacteria and their load differed in
infected and non-infected bees, 13 samples (9 infected and 4 non-infected bees) out of the
276 bee abdomens available were excluded from the analysis due to the lack of amplification
or because they were below the LOD for Am-COI established. The spore solution used to
infect the bees was negative for all of the bacterial species assessed in this study, indicating
that the infected bees were not inoculated with gut bacteria.

The proportions of infected and non-infected bees positive for each bacterium analysed
were established (Figure 1). In the infected bees, there was an increase in the presence of
almost all bacterial species relative to the non-infected bees. However, after the chi-squared
test, only G. apicola was in a significantly higher proportion of infected bees (X? = 67,658;
p < 0.0001). The proportions with the remaining bacterial species did not differ significantly
between the groups: F. perrara (X = 1.44; p= 0.230), S. alvi (X? = 0.13; p = 0.716), B. asteroides
(X? = 0.641; p = 0.423), Bombilactobacillus spp. (X? = 2.964; p = 0.085), Lactobacillus spp.
(X? =1.38; p= 0.240), Ba. apis (X* = 0.226; p= 0.634), and Bo. apis (X? = 1.469; p = 0.225).

100

*
L }
80
w
i 60
-0
2
E 40
ES o Infected
# Non-infected
20 ' II
,
© a&?

& é\&o &
< QL ) A

. . Ry ) o
o . ‘;,QQ &c,QQ ‘oQ\ 'o&
A A A

Figure 1. Percentage (%) of bees positive for each gut bacterial species in infected and non-infected
bees, irmespective of age. * Statistically significant difference (p < 0.05).

Regarding the absolute abundance of each of the bacterial species per bee abdomen,
only G. apicala was found at a significantly higher load in infected bees (Figure 2; GH,
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p = 0.0001). For the other bacterial species, although their abundance was higher in infected
bees, except for 5. alvi, the differences between the infected and non-infected bees were
not significant.
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Figure 2. Box-plots showing the absolute abundance of the 165 rRNA genes for the different gut bacteria
analysed in N. crnae-infected (orange) and non-infected bees (blue). The line represents the median,
while the box represents 50/ of the observations and the whiskers reach the interquartile range of 1.5:.
When the distribution of samples does notenable boxes to be established, the bacteria are represented
by circles. For pairwise comparisons, the Games-Howell post hoc test was used: * p < (L05.

3.2, Bacterial Loads in Infected and Non-Infected Honey Bees of the Same Age

When the bacterial loads were compared between infected and non-infected bees of the
same age, additional differences were observed (Figure 3). Due to the lack of amplification
of Am-COl (see above), the total number of honey bees analysed in each age cohort is shown
in Table 3. G. apicola was the one spedies for which significantly higher bacterial loads were
detected in infected bees at almost all ages (7, 8, 12, 15, and 20 days p.e.) studied relative to
non-infected bees (MW, p = 0.0001; MW, p = 0.0001; MW, p = 0.001; MW, p = 0.0001; MW,
p = 0.006, respectively).

T

Table 3. Number of honey bees included in the statistical analysis.

Age of Infection (Days p.e.) ] 1 4 5 8 11 13 14

Total
Age of Analysis (Days p.e.) 7 8 11 12 15 18 20 b |
Infected bees (N) 28 a0 z e 7 30 30 7 206
Non-infected bees (N) 1 10 5 ] 10 ] 5 4 57

294

The bacterial load of Bo. apis was significantly higher at 7 (MW, p = 0.007) and 11 days
p.e ininfected bees (MW, p = 0.01), yet from 18 days p.e., the Bo. apis load was significantly
higher in non-infected bees of this age (MW, p= 0.0001) and at 21 days p.e. (MW, p = 0.007).
The same occurred for Ba. apis, which was significantly more abundant at 7 days p.e. in
infected bees (MW, p= 0.02) and in non-infected bees at 18 and 21 days pe. (MW, p= 0.001;
MW, p= 0.02, respectively). The same trend was evident for the Bombilactobacillus spp. and
Lactobacillus spp., with significantly higher bacterial loads in the younger infected (MW,
p=0.018; MW, p= 0.0001, respectively) and older non-infected bees (MW, p=0.01; MW,
p = 0.006, eespectively). No significant differences in bacterial loads were observed for F
perrara and 5. alvi between infected and non-infected bees at any age.
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Figure 3. Box-plots showing the absolute copy number abundance of the 165 rENA gene for the
different gut bacteria analysed in N. craae-infected (orange) and non-infected (blue) bees ateach
age, from the highest to lowest differences. The line represents the median, while the box represents
5{% of the observations and the w hiskers reach the interquartile range of 1.5 When the distribution
of samples does not enable boxes to be established, the bacteria are represented by circles. The
Mann-W hitney test was used for pairwise comparisons: * p= (L05.
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When we show all of the bees grouped by age, newly emerged infected bees (7 days old
at the time of analysis) had higher bacterial loads than non-infected bees, with significant
differences for G. apicola (MW, p= 0.0001), B. asteroides (MW, p = 0.0001), Bombilactobacill us
spp. (MW, p = 0.018), Lactobacillus spp. (p = 0.0001), Ba. apis (MW, p = 0.003), and Bo. apis
(MW, p = 0.0001; Figure 4).
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Figure 4 Box-plots showing the absolute abundance of 165 rEN A gene copy number of the different
gut bacteria analysed in 7-day-old (left) and 21-day-old (right) N. ceranie-infected (orange) and non-
infected bees (blue). The line represents the median, while the box represents 50%, of the observations
and the whiskers reach the interquartile range of 1.5x. When the distribution of samples does not
enable boxes to be established, the bacteria are represented by circles: * p= (.05

In addition, the oldest nonvinfected bees in the study (21 days old at the time of
analysis) had significantly higher loads of Ba. apis (MW, p = 0.02), Bo. apis (MW, p = 0.007),
Bombilactobacillus spp., and Lad obacillus spp. than infected bees of the same age (Figune 4).
However, it should be highlighted that the 21-day-old bees in the group of non-infected bees
had the least number of bees available (n = 4). Regarding the rest of the ages (8-20 days p.a),
apart from G. apicola that was already seen to be the bacteria most significantly influenced by
infection, the bacterial load between infected and norn-infected bees was only significantly
different for Bo. apis at 11 and 18 days p.e. (MW, p = 0.01; MW, p = 0.0001, respectively)
and Ba. apis at 18 days p.e. (MW, p = 0.001). However, while thene were no significant
differences for the other days, the mean bacterial load in the N. ceranac-infected bees was
higher than in the non-infected bees, mainly on days 8 and 11 pe. (Figure 51).

4, Discussion

The main objective of this work was to determine whether experimental infection with
M. ceranae and the age at which the bees are infected influence the main taxa that constitute
the honey bee gut microbiota. As such, we studied the main bacterial taxa that represent
95-99% of the honey bee gut bacteriome, showing that of all species tested, G. apicola was the
species most significanily affected by microsporidium infection, both in terms of presence
and bacterial load. This positive association between G. apicola and experimental N. ceranas
infection seems to be very commeon, as it was found by other authors [56,58,62-64] in trials
conducted under very different conditions, addressing infection at different ages, different
honey bee subspecies, distinct spore doses, gut regions examined, diets fed, analytical
methods, or through the analysis of individual bees or pooled samples. However, others
failed to find any association between N, ceranae infection and this bacterium or with
any other bacteria [65], while other studies found associations with other bacteria like
those of the genera Lactobacillus, Bifidobacterium, Snodgrassella, or Bartonella [61,62,66-69],
which did not appear to be modified here. Most of these studies used very young bees
(2448 h p.e.) and a few slightly older bees (5 d p.e.); however, no study approached the
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effect of age on the relationship between microbiota and infection, and even this factor is
usually not taken into account when comparing results between studies. Nonetheless, our
work demonstrates that it is important to take this factor into account, as the results vary
depending on the age at which infection occurs.

To assess the impact of the age at which bees are infected on the gut bacteriome,
we performed a comparative analysis of infected and non-infected bees of the same ages.
Significant differences between infected and non-infected bees wene evident at two key
time points, coinciding with the youngest and oldest bees in the trial. Thus, the bees
infected just after emergence (7 days old at the time of analysis) had significantly higher
bacterial loads for all of the taxa tested, except for E perrara and 5. alti, whereas thene was
a higher abundance of Bombiladobacillus spp., Lactobacillus spp., Ba. apis, and Bo. apis in
no-infected 21-day-old bees. In the intermediate period, between 8 and 20 days pue., only
occasional differences in bacterial load were observed for any species between mfecl:ed and
non-infected bees, except for G. apicola, which was more abundant in N. ceranae-infected
bees at most ages studied.

It is worth noting that in the work that led to the present research [54], all infected
bees were microsporidium-positive; however, 7- and B-day-old bees (infected at 0 and
1 day p.e.) were much more susceptible to N. ceranae infection. This may be because newly
emerged bees do not have well-developed peritrophic membranes [68] and the absence of
this physical barrier may favour the infection of midgut epithelial cells. Although there
were no significant differences in the & day-old bees studied here, this trend was similar
to that on the previous day. The same was true for bees between 18 and 20 days old in
which there were no significant differences, but the tendency towards a higher load of some
bacteria for non-infected bees was similar to that on day 21, which was significant. Hence,
N. ceranae nfection apparently alters gut bacteria (in one sense or another depending on
age of nfeccion), possibly due to damage to the midgut epithelium. Studying a higher
sampling size than that used here (mainly for non-infected bees) may produce mone robust
results and a clearer differentiation.

In this study, G. apicola was consistently the species most strongly influenced by Nosema
infection. Its increased prevalence and abundance in the gut has previously been associated
with gut dysbiosis and host deficiencies [16,65-71]. The increase in this species and of
other non-core bacteria appears to displace the establishment of other core gut bacteria like
5. alwi [12,16], reducing the protective function of the biofilm that these two species form in
the ilewm, which, in turn, has been strongly associated with poor host development and
early mortality. In fact, 5. alof appears at a low frequency in our assay, consistent with the
higher prevalence and load of G. apicola. Therefore, the increase in this species could be a
marker of gut dysbiosis, as sugpested previously [16].

Un the other hand, the lesions produced by N. ceranae in the midgut of bees 7 days
after infection (such as the bees study here that were sacrificed 7 days after infection
regardless of their age), with signs of degeneration in most epithelial cells [39,72], could
affect midgut function and negatively affect food digestion and nutrient absorption [73-75].
Therefore, the sucrose from the food, which is hydrolysed into glucose and fructose by a
sucrase secreted by the hypopharyngeal glands [76], would not be cornectly absorbed by
the injured midgut epithelium, and would pass into the ilewn and rectum. This would
also be the case with amino acids and vitamins, where they could then be utilised by
gut bacteria as a substrate [77,78], potentially producing a further imbalance in the gut
microbiota. Moreover, several other effects of N. ceranae infection already described could
contribute to the altered digestive tract home ostasis, such as those zlt'l‘m:f.l.m1 the regulation
of antioxidant systems, reducing reactive oxygen species (ROS) production [39,79,80], or
enhancing immunosuppression by inhibiting the production of antimicrobial peptides
(AMPs) [42,65,81] Indeed, microsporidia infection in other insects induces acidification
and increased ROS in the hindgut, reducing bacterial diversity and affecting the structure
of the gut bacterial community [82]. Therefore, by disrupting the gut ecosystem, possibly
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through changes in AMPs, ROS, or pH, N. ceranae could influence bacterial communities.
Here, all of these imbalances produce either an increase or a decrease in bacterial species.

In this way, the non-absorption of sugars in the midgut and their passage to the ileum
could explain why infected bees have more abundant bacteria. In addition, G. apicola
is one of the first bacteria to colonise the ileum, and it can utilise glucose and fructose
simultanecusly [83], possessing complete metabolic pathways for the utilisation of all amino
acids [34]. As a result, this species will benefit from the influx of these nutrients, explaining
why it is one of the bacterial species most influenced by microsporidium infection in
this study.

Cur work shows that the age at which bees become infected with N ceranae has a clear
influence on the gut bacteriome. Thus, newly emerged bees receive the microsporidium
and the gut microbiota at virtually the same time, or within a few hours of each other. By
contrast, all of the other bees already had certain bacteria in their digestive tract at the
time of infection, and the stability of these bacteria in the gut is age-dependent. Indeed,
bees infected at 24 h pe. still do net have a well-established microbiota, wherneas those
infected at 14 days p.e. have a more established microbiota [14,15]. Nevertheless, it is
noteworthy that these results were obtained under laboratory conditions and, evidently,
they differ from feld conditions. In fact, honey bees become naturally infected by N. ceramae
between 4 and 5 days pe. inside the colony [50], and in the studies carried out under feld
conditions, there is less disparity in the gut microbiota of bees relative to infection. The
effects reported range from no difference between infecked and non-infected bees [85] to a
higher abundance of bifidobacteria in N. ceranae-infected bees [57] or of Bartonella in honey
bees with high infection levels [86]. The bees in these studies had developed part of their
life inside the colony, allowing them to naturally acquire their characteristic gut microbiota.
From the moment a new worker emerges, there are multiple ways in which they acquire
and develop their microbiota, such as contact with elements in the hive, interactions with
other older bees, and the consumption of natural foods, among others [21], which, of course,
are limited in laboratory assays. Thenefore, it is plausible that the microbiota has already
begun to be established when the bees are naturally infected and, therefore, susceptibility
to infection may differ from that of bees experimentally infected in the laboratory and kept
in the lab throughout the assay.

Mevertheless, most of the bees in our study possessed the main characteristic bacterial
taxa in their guts despite not having duwloped their natural life cycle inside the hive, but,
rather, having acquired these bacteria through contact with the brood frame in the first 24 h
after emergence, with 5. alof being a notable exception. Special care was taken to ensure
that the N. ceranae spore inoculum did not bias the study, providing the bees of the infected
group with gut bacteria. In fact, gPCR analysis of the spore inoculum indicated that it was
free of the bacterial species studied, such that only N. ceranae spores were administered to
the bees. In other words, the bacteria detected in this study could only have been acquired
through contact with the brood frame. These results indicate that natural emergence and
brief exposure to the brood frame is sufficient to acquire microbiomes very similar to those
found in the hive environment, as described previously [21,57].

5. Conclusions

This study revealed that N. ceranae infection, irrespective of age, seems to have a
notable impact on the composition of the honey bee gut microbiota, with G. apicola being
the bacterium most profoundly affected both in terms of presence and bacterial load.
Moreover, the age of infection was confirmed to be an important factor to be considered in
these studies, as the age at which the bees were infected with microsporidium influenced
the abundance of gut bacterial species. Younger infected bees have a higher abundance of
virtually all of the bacterial species analysed, while the same occurred for some bacteria in
older non-infected bees.

Thus, our results clearly show that the microsporidia N ceranae can alter the gut
microbiota of honey bees under laboratory conditions. It would therefore be inkeresting to
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further study the interactions between the microsporidian and the gut microbiota with the
aim of finding a possible solution to the negative effects of this widespread pathogen on
honey bees.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com,/ article / 10.33%0 / microorganisms12040635,/ 51, Table 51: GenBank (NCBI) accession
numbers for primer and probe design for the detection and quantification of Bombdla apis.; Table
52: The gBlock® Gene Fragment ordered for the bacterial 165 rRNA gene and the Apis mellifera COT
gene. The primers (red) and probes (blue) annealing regions are indicated in bold and underlined;
Table 53 Primers used in this study for the bacterial 165 rRNA gene and the Apis meilifira COI gene
and standard curve characteristics. LOD refers to the limit of detection of primer sets, expressed as
the lowest number of DNA copies detected when standard curves were performed. F: Forward; R:
Reverse; P: probes; Tm: Melting temperatune; Figure 51: Booeplots showing the absolute abundance
of 165 rRNA gene copy number of the different gut bacteria analysed in N. ceranae infected and
non-infected bees at each age. The line represents the median, while the box represents 50% of the
observations and the whiskers reach the interquartile range of 1.5x. Cases wheme the distribution
of samples does not allow for boxing are represented by circles. For pairwise comparisons, the
Mann—W hitney test was used. * p< (L05
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