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Resumen:

Espafia es el principal pais europeo productor de miel con un censo de colmenas
gue roza los 2.500.000. Las abejas, tanto por la produccién de miel como por su
empleo como polinizadores de cultivos agricolas, son insectos de gran
importancia y los problemas que les afectan son motivo de preocupacion en el

sector apicola, en el agricola y en el ambito cientifico.

Debido a la creciente desaparicién que vienen sufriendo las poblaciones de Apis
mellifera, fendmeno denominado sindrome de despoblamiento de las colmenas
(SDC), desde hace unos afios se han iniciado diversas lineas de investigaciéon
orientadas a profundizar en el conocimiento de las patologias que afectan a las
abejas meliferas. En general, y mds concretamente en relacion a las
enfermedades virales, la informacion acerca de dichas patologias es todavia
escasa debido a la falta de métodos de diagndstico adecuados, especificos y
sensibles, surgiendo asi la necesidad de establecer nuevos métodos de
diagnodstico virales y mediante ellos, desarrollar estudios de prevalencias y
distribucién geografica para poder analizar el estatus sanitario de dichas abejas y
tratar de buscar soluciones al problema. Por ello, y en el marco de dos proyectos
de investigacion (API06-005. COORD-2; RTA2005-00164-C02-02), se han
desarrollado y adaptado diversos métodos de diagndstico molecular los cuales
han sido empleados para el analisis de las muestras disponibles. Se realizaron
ademas estudios enfocados a conocer la presencia de virus en las colmenas
espafnolas y sus posibles vias de difusidon. Para ello, se desarrollaron por primera
vez técnicas de RT-PCR en tiempo real basadas en SYBR Green (SG) para la
deteccion del virus de realera negra (BQCV), el virus de alas deformadas (DWV) y
el virus de la cria sacciforme (SBV). Ademas, se adaptaron a tiempo real basada
en SG, desde RT-PCR convencionales, las técnicas para deteccién del virus de la

pardlisis  aguda  (APBV), el virus  Kashmir  (KBV), el virus
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de la paralisis cronica (CBPV) y el virus israelita de la pardlisis aguda (IAPV). Todas
ellas se optimizaron y validaron determinando sus limites de sensibilidad y
especificidad. Ademas, debido a las caracteristicas de la RT-PCR en tiempo real,
se desarrollaron curvas estandar para poder llevar a cabo la cuantificacién de

carga viral en las muestras analizadas.

Una vez analizadas las muestras disponibles, se hizo un estudio epidemioldgico
sobre la distribucion en Espafia de las virosis mencionadas obteniendo como
resultado la prevalencia de DWV (79%), BQCV (70.8%), CBPV (11.6%), KBV (4%),
SBV (0.8%), ABPV (0%) e IAPV (0.2%). Estos datos permiten establecer un
conocimiento inicial del estatus sanitario de las colmenas respecto a los virus que

les afectan.

Ademas, tras el ajuste del nimero de colmenas por region al nimero de
muestras totales recogidas por regién y mediante modelos bayesianos se calculd
el riesgo de encontrar BQCV, DWV y KBV en Espana, llegando a la conclusion de
que aumenta cuando existe un mayor niumero de colmenas por regidn. Debido al
riesgo residual existente en el resto del pais, se concluye que la existencia de
dichas virosis en el Este y Sur estd ademas influenciada por otros factores no

incluidos en el analisis.

Como resultados finales se puede concluir que se han desarrollado y adaptado
nuevas técnicas de diagndstico molecular para la deteccion y cuantificacion de
las principales virosis en abejas asi como un primer andlisis de su distribucién

geografica en Espaia.
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Abstract:

Spain is the main honeybee producer country in Europe holding approximately
2.500.000 beehives. Honeybees are highly important insects due to the honeybee
production and their use as natural pollinators of several agricultural products.
Therefore, the problems they suffer affect beekeepers, the agricultural and the

scientific community.

Due to the increasing disappearance phenomena that Apis mellifera has been suffering
in the last years, known as Colony Collapse Disorder (CCD), several research lines have
arisen with the goal of reaching a deeper knowledge of the pathologies that affect the
honeybees. In general and more concisely related to the viral diseases, the information
about these problems is still scarce due to the absence of suitable, specific and
sensitive diagnosis methods. Therefore, there is a need to develop new viral diagnostic
techniques, and based on them, perform prevalence and distribution studies to
analyze the health status of honeybees and be able to look for solutions to their
problems. Then, supported by two research projects (API06-005. COORD-2 and
RTA2005-00164-C02-02), several diagnostic methods and studies focused on
discerning the viral distribution and their potential diffusion routes among Spanish
beehives have been developed. To do so, SYBR Green (SG) real time RT-PCR techniques
were developed for the first time to detect black queen cell virus (BQCV), deformed
wing virus (DWV) and sacbrood bee virus (SBV). Moreover, conventional RT-PCR were
adapted to SG real time RT-PCR to detect acute bee paralysis virus (ABPV), Kashmir bee
virus (KBV), chronic bee paralysis virus (CBPV) and Israeli acute paralysis virus (IAPV).
All of them were optimized and validated determining their sensitivity limits and
specificity. Due to the SG real time RT-PCR advantages, standard curves were

developed to quantify the viral load of the analyzed samples.

In addition, the number of beehives per region was adjusted to the number of total
collected samples per region and by using mixed Bayesian regression models, the risk
of finding BQCV, DWV and KBV in Spain, was calculated. Results show it increases
when there is a higher number of beehives in the area. Based on the existing residual

risk in the rest of the country, it can be concluded that the presence of these viral
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diseases in the South-East is also influenced by other risk factors not included in the

analysis.

As conclusion, new diagnostic techniques have been developed and adapted for the
detection and quantification of viral diseases in honeybees as well as a first analysis of

their geographical distribution in Spain.



