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TÍTULO: Aspectos genéticos y genómicos de la interacción Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) - 

Varroa destructor (Acari: Varroidae). 

 

RESUMEN  

Apis mellifera es el principal polinizador de especies vegetales de interés agronómico y constituye el 

mayor productor de miel del mundo. La supervivencia y la productividad de sus colonias se ven 

gravemente afectadas por Varroa destructor. Este ácaro ectoparásito afecta el estado nutricional e 

inmunológico de las abejas y el estado general de la colonia. El objetivo general de esta Tesis Doctoral 

es explorar la interacción entre A. mellifera y V. destructor para aportar conocimientos sobre genes y 

factores asociados a la reproducción del parásito sobre su hospedador. Para ello, se caracterizaron a 

nivel poblacional y genético colonias de A. mellifera establecidas en clima templado y las poblaciones 

del ácaro asociadas. La dinámica de las poblaciones de ambas especies es homogénea entre las 

temporadas analizadas y consistente con lo esperado para clima templado. Se identificaron dos 

haplotipos de la región intergénica COI-COII (C1/C2j) en abejas y un haplotipo del marcador cox1 (K) 

para V. destructor. Asimismo, se caracterizó la variabilidad genética del ácaro en distintas poblaciones 

de nuestro país mediante marcadores mitocondriales (cox1, nd4, nd4L y nd5). Se identificó un nuevo 

sub-haplotipo (KArg-N2) y la presencia de heteroplasmia de sitio en nd4. Los análisis de variabilidad 

genética se complementaron con el análisis de genes potencialmente intervinientes en la 

reproducción de V. destructor. Se realizó un análisis de transcriptoma comparando tres grupos de 

ácaros: reproductivos (R), no reproductivos (NR) y foréticos (F). Se identificaron 45 genes 

diferencialmente expresados (GDE) entre R y NR, y se exploraron las vías metabólicas asociadas. 

Ensayos de qPCR y silenciamiento génico (RNAi) de seis genes candidatos permitieron detectar una 

asociación entre la expresión de tres de ellos (vg1, ptch1 y ap-1) y el éxito reproductivo de V. 

destructor. Los resultados obtenidos proveen información clave sobre la interacción parásito-

hospedador que contribuirá al desarrollo de técnicas integradas de control de la varroosis, 

permitiendo minimizar el impacto de esta enfermedad y promoviendo la sanidad de las colonias de A. 

mellifera.  

 

Palabras clave: Ectoparásito, abeja melífera, transcriptoma, éxito reproductivo, silenciamiento 

génico. 
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TITLE: Genetic and genomic aspects of the interaction Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) - Varroa 

destructor (Acari: Varroidae). 

 

ABSTRACT 

Apis mellifera is the main pollinator of plant species of agronomic interest and is the largest honey 

producer in the world. The survival and productivity of its colonies are severely affected by Varroa 

destructor. This ectoparasitic mite affects the nutritional and immunological status of the bees and 

the general condition of the colony. The overall objective of this PhD Thesis is to explore the 

interaction between A. mellifera and V. destructor to provide knowledge on genes and factors 

associated with the reproduction of the parasite on its host. For this purpose, A. mellifera colonies 

from temperate climates of Argentina, and the associated mite populations were characterized at the 

population and genetic level. The population dynamics of both species were homogenous among the 

two seasons analyzed and consistent with what is expected for a temperate climate. Two haplotypes 

were identified for the intergenic region COI-COII (C1/C2j) in honey bees and one haplotype for cox1 

marker (K) in V. destructor. In addition, the genetic variability of different mite populations from 

Argentina was characterized by using mitochondrial markers (cox1, nd4, nd4L and nd5). A new sub-

haplotype (KArg-N2) and the presence of site heteroplasmy in nd4 were identified. Genetic variability 

analyses were complemented with expression analysis of genes putatively involved in the 

reproduction of V. destructor. A transcriptome analysis was performed comparing three groups of 

mites: reproductive (R), non-reproductive (NR) and phoretic (F). Forty-five differentially expressed 

genes (DEG) were identified between R and NR mites, and associated metabolic pathways were 

explored. qPCR and gene silencing (RNAi) assays of six candidate genes evidenced an association 

between the gene expression of three of them (vg1, ptch1 and ap-1) and the reproductive success in 

V. destructor. The results obtained provide key information on the parasite-host interaction that will 

contribute to the development of integrated varroosis control techniques, minimizing the impact of 

this disease and promoting the health of A. mellifera colonies.  

 

Keywords: Ectoparasitic mite, honey bee, transcriptome, mite reproductive success, gene silencing 
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I.G. 1. Apis mellifera 

Apis mellífera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) es un insecto eusocial que vive en colonias y presenta 

una organización compleja, con división reproductiva del trabajo, cooperación en el cuidado de la cría 

y solapamiento de generaciones capaces de contribuir en la labor social (Wilson, 1971). Dentro de los 

nidos de estos insectos, denominados colonias, se realizan actividades con un alto grado de 

coordinación que involucran a un gran número de individuos. Así, el éxito en las tareas realizadas en 

estas sociedades animales depende no sólo de la eficacia individual sino también de la tarea 

coordinada de todos los individuos involucrados (Wilson, 1971; Núñez, 1982). Para lograr esta 

coordinación, es imprescindible que haya una precisa transferencia de información entre individuos. 

En este sentido, las abejas melíferas cuentan con sofisticados sistemas de comunicación con la 

transmisión simultánea de señales acústico-vibratorias y olfativas, como es el caso del 

comportamiento de comunicación de posicionamiento comúnmente conocidƻ ŎƻƳƻ ά5ŀƴȊŀ ŘŜ ƭŀǎ 

!ōŜƧŀǎέ όǾƻƴ CǊƛǎŎƘΣ мфстΤ {ŜŜƭŜȅΣ мффрΤ ¢ƘƻƳ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллтύΦ 5ŜƴǘǊƻ ŘŜƭ ƴƛŘƻΣ Ŝǎǘƻǎ ƛƴǎŜŎǘƻǎ ŜǎǘŀōƭŜŎŜƴ 

una enorme cantidad de interacciones interindividuales como ser contactos corporales, antenales y 

boca a boca (trofalaxia), los cuales les permiten intercambiar información relacionada con los recursos 

obtenidos en el exterior (von Frisch, 1967; Grüter y Farina, 2009). Además, este tipo de interacciones, 

su dinámica temporal y organizacional, manifestada entre individuos o grupos de individuos, y su 

adaptación a distintos contextos poblacionales y epidemiológicos de la colonia, son claves para la 

gestión y mantenimiento de la salud en estas sociedades (Naug, 2008). Por ejemplo, las interacciones 

estructuradas entre los miembros de la cƻƭƻƴƛŀ όŘŜŦƛƴƛŘŀ ŎƻƳƻ άƛƴƳǳƴƛŘŀŘ ƻǊƎŀƴƛȊŀŎƛƻƴŀƭέΥ bŀǳƎ ϧ 

Camazine, 2002; Naug, 2008), y los comportamientos de "inmunidad social" (Cremer et al., 2007; 

Stroeymeyt et al., 2014; Simone-Finstrom 2017; Cremer & Pull, 2018; Cotter et al., 2019), tales como 

la separación espacial de las abejas de alto riesgo de las abejas de bajo riesgo (Naug & Camazine 2002; 

Baracchi & Cini, 2014), la disminución de los contactos con abejas infectadas (Lecocq et al., 2016), y la 

eliminación de compañeros de nido infectados (Baracchi  et al., 2012; Biganski et al., 2018), entre 

otros, minimizan la transmisión de enfermedades dentro de la colonia (Laomettachit et al., 2021). 

Apis mellifera presenta actualmente una distribución cosmopolita, y dispone de una alta capacidad 

para explotar diversos ambientes, lo que la convierte en uno de los principales polinizadores a nivel 

mundial. Se estima que un 35% de la producción de alimentos de consumo humano depende de la 

polinización mediada por insectos y una gran variedad de cultivos dependen especialmente de la 

polinización realizada por las abejas melíferas (Klein et al., 2007). Por ejemplo, el rendimiento de 

algunos cultivos de frutas, semillas y frutos secos disminuye en más de un 90% sin estos polinizadores 

(Southwick & Southwick, 1992). Así, el valor de los servicios ecosistémicos que brindan las abejas y su 
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rol en el mantenimiento de la biodiversidad vegetal es inmensurable (Biesmeijer et al., 2006; Potts et 

al., 2010). A. mellifera es asimismo considerada el principal productor de miel del mundo, 

constituyéndose como uno de los insectos benéficos de más alta importancia agronómica (Burgett et 

al., 2004). Además, esta especie ha sido ampliamente utilizada como organismo modelo para 

investigación sobre fisiología y comportamiento animal (revisado en Elekonich & Roberts, 2005), y su 

estudio ha permitido explorar y entender aspectos fisiológicos, ecológicos, evolutivos y genéticos de 

los insectos sociales en particular (Savard et al., 2006; Munoz-Torres et al., 2010).  

I.G. 1.1. Biología y organización social  

El comportamiento eusocial de A. mellifera se manifiesta en su estructura comunal de castas y la 

división reproductiva del trabajo. Es decir, dentro de la colonia existen castas reproductivas (la reina 

y los zánganos) e individuos adultos de la casta no reproductiva (las obreras) que cooperan en el 

cuidado de la cría. Los individuos de las diferentes castas son fisiológica y morfológicamente diferentes 

(Figuras 1, 2 y 3). Una típica colonia de abejas melíferas está constituida por 10 a 40 mil abejas obreras, 

todas ellas hembras; desde ninguno a varios cientos de machos (zánganos) dependiendo la época del 

año; y una única reina, o hembra fértil (Winston, 1987). La reina (Figura 1) es el único individuo de la 

colonia capaz de poner huevos fecundados y es la principal responsable de mantener la cohesión de 

la estructura colectiva a través de sus feromonas (Winston, 1987). Los zánganos (Figura 2) representan 

al otro grupo reproductivo, cuyo rol consiste en aparearse con reinas vírgenes de otras colonias en las 

ƭƭŀƳŀŘŀǎ ά#ǊŜŀǎ ŘŜ /ƻƴƎǊŜƎŀŎƛƽƴ ŘŜ ½łƴƎŀƴƻǎϥϥ όDŀƭƛƴŘƻ /ŀǊŘƻƴŀ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмнΤ ²ƛǘƘǊƻǿ ϧ ¢ŀǊǇȅΣ 

2018), después de lo cual mueren. El tercer grupo, la casta de hembras estériles, está representado 

por las obreras (Figura 3). Esta casta muestra un alto grado de coordinación y, a su vez, de 

descentralización en la realización de tareas dentro y fuera del nido (Lindauer, 1952; Winston, 1987; 

Seeley, 1995). En relación a este sistema organizacional complejo y coordinado, la colmena ha sido 

definida por muchos autores como un súper organismo, dentro de la cual, cada individuo se encuentra 

altamente especializado y cumple una función específica, en estricta coordinación con las actividades 

desarrolladas por el resto de sus compañeros de nido.  
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Figura 1. Fotografía de un cuadro de cría de una colonia de A. mellifera mostrando en la región 

central a la reina rodeada de abejas obreras (izquierda) y una celda real (derecha). Se observan las 

diferencias en tamaño y morfología externa entre la reina y las obreras. 

 

 

Figura 2. Fotografía de zánganos de A. mellifera (izquierda) y de celdas de cría de zánganos 

(derecha). Se observan las diferencias en la morfología externa entre zánganos y obreras y entre las 

celdas de cría de ambas castas. 

 

 

Figura 3. Fotografía de una abeja obrera de A. mellifera sobre un panal con celdas de cría abierta 

(arriba, a la izquierda) y cría operculada.  
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I.G. 1.2.  Ciclo de Vida  

Como la mayoría de los himenópteros, A. mellifera presenta un ciclo de vida haplo-diploide y un 

sistema de determinación del sexo de único locus y alelos complementarios, mediante el cual los 

huevos que han sido fertilizados se desarrollan en hembras y los que permanecen sin fertilizar se 

desarrollan en machos (Figura 4) (Woyke, 1962; Hoshiba & Kusanagi, 1978). Cuando la reina se aparea, 

almacena el esperma en un órgano especializado del aparato reproductor denominado espermateca. 

Una vez fecundada, la reina puede determinar el sexo de cada huevo liberando o no las células del 

esperma almacenado en el momento en que éste pasa a través del oviducto, dando lugar a huevos de 

obreras (diploides, 2n=32) o de zánganos (haploides, n=16), respectivamente (Hoshiba & Kusanagi, 

1978). La aparición de machos diploides ha sido previamente descripta en A. mellifera, aunque los 

mismos son eliminados de la colmena por las obreras (Woyke, 1962). 

 

Figura 4. Determinación sexual en A. mellifera. Se indica sobre las gametas el número cromosómico. 

Figura realizada a partir de la información de Hasselmann et al. (2001). 

  

A. mellifera es un insecto holometábolo, es decir, que durante su desarrollo atraviesa una 

metamorfosis completa. El ciclo de vida de esta especie comprende cuatro estadios de desarrollo: 

huevo, larva, pupa y adulto (Figura 5). Los huevos son alargados, de color blanquecino con un corion 

membranoso y son depositados por la reina en las celdas de cría dentro de la colonia (Figura 5). Las 

larvas eclosionadas son blanquecinas y mudan cinco veces durante su desarrollo (Wirtz, 1973; Rozen, 

1991; Jean Prost & Médori, 1994). Durante la pupación se produce una reorganización masiva de los 

tejidos y órganos, y luego de 8 a 14 días de empupado emerge el adulto que dará origen a una reina, 

un macho o una obrera (Tabla 1; Figura 5). 
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Figura 5. Ciclo de vida de las tres castas de A. mellifera. Se indica la duración en días. Tomado de 

Winston (1991). 

 

La celda que dará origen a una reina es denominada celda real y tiene aproximadamente 2 a 2,5 

centímetros de largo (Figura 1). Dichas celdas son de mayor tamaño que las celdas de cría de obreras 

y se ubican en posición vertical respecto al panal (Figura 1). Las abejas obreras nodrizas llenan esta 

celda con jalea real hasta el momento de su operculación (cerrado de la celda) en el día 8 del ciclo 

(Ulrich & Rembold, 1983; Evans & Wheeler, 1999) (Tabla 1). Esta alimentación propicia la fertilidad de 

la abeja reina y su mayor tamaño. Una vez que emerge, la reina virgen abandona la colmena y realiza 

los vuelos de fecundación (Brutscher et al., 2019). Estos eventos pueden durar varios días y tienen 

como finalidad el apareamiento de la reina con al menos 10 zánganos (Winston, 1991). La reina se 

aparea con los zánganos en las denominadas Áreas de Congregación de Zánganos (Withrow & Tarpy, 

2018) y a su regreso, deposita los huevos en forma individual y selectiva de acuerdo al tamaño de las 

celdas de cría. En celdas de mayor tamaño, pone huevos no fertilizados que darán lugar a los zánganos. 

En las demás celdas deposita huevos fecundados que, en función de la alimentación que reciban 

durante su etapa larval, podrán dar lugar a abejas obreras o a una futura nueva reina en el caso de 

orfandad o enjambrazón. Para mantener la cohesión de la colmena, la abeja reina emite una serie de 

feromonas que permiten evitar la producción de nuevas reinas. La esperanza de vida media de una 

abeja reina es de dos o tres años, aunque pueden llegar a vivir hasta cinco años (Winston, 1991; 

Keeling et al., 2003). 
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Tabla 1. Duración (en días) de las etapas del ciclo de vida de A. mellifera en cada casta. Se indica el 

momento del ciclo en que las celdas de cría son operculadas, el tiempo de desarrollo (TD), la edad de 

la madurez sexual (MS) y la longevidad en cada casta; a: años; d: días. 

Casta Huevo Larva Opérculo Pupa TD MS Longevidad 

Reina 3 d 5 d 7 ½ d 8 d 16 d 23 d 4 a 

Obrera 3 d 6 d 9 d 12 d 21 d - 65-120 d 

Zángano 3 d 6 ½ d 10 d 14½ d 24 d 38 d 120 d 

 

Las obreras constituyen la casta más numerosa dentro de la colonia (Hillyer, 2016; Jean-Prost, 1987). 

Desde la puesta del huevo fecundado, una obrera se desarrolla en 21 días (Tabla 1, Figura 5). La 

eclosión del huevo da lugar a una larva que es alimentada con jalea real por obreras nodrizas durante 

tres días consecutivos. A partir del tercer día, las larvas son alimentadas con una mezcla de polen y 

miel hasta que la celda de cría es operculada (Tabla 1, Figura 5). Durante su fase adulta, las obreras 

cumplen diversas funciones dentro y fuera de la colonia que varían con la edad, característica conocida 

como polietismo temporal (Winston et al., 1979). A edad temprana, las abejas se encargan de la 

construcción y mantenimiento de panales; luego se convierten en alimentadoras de la abeja reina y 

las larvas; posteriormente, se transforman en guardianas y se encargan de proteger la colonia de 

depredadores y evitar la entrada de abejas de colonias ajenas. Otra función de las abejas obreras es 

la de higiene y ventilación dentro de la colonia mediante la generación de corrientes de aire que 

mantienen estable la temperatura del nido. A partir de los 20 días de edad, las abejas obreras se 

especializan en el pecoreo de polen, néctar y propóleo (Calderone & Page, 1988). Una abeja obrera 

puede llegar a volar hasta tres kilómetros de distancia durante estas tareas. Cuando encuentra una 

zona de pecoreo adecuada, regresa a la colonia y comunica mediante danzas la posición exacta de la 

zona con recursos. Las abejas obreras adultas tienen una menor longevidad que las reinas (Tabla 1), 

su ciclo de vida puede limitarse a una determinada época del año (generalmente primavera y verano) 

y extenderse a 90-120 días en invierno (Wirtz, 1973; Evans & Wheeler, 1999). La mayor esperanza de 

vida que se observa en las abejas de invierno se debe a que, durante esta época, la puesta de la reina 

decae significativamente, por lo que se debe garantizar la supervivencia de la colonia. Un estado de 

salud adecuado para enfrentar esta fase es clave para la supervivencia de la colonia.  
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Los zánganos se desarrollan en celdas más grandes que las obreras, a partir de huevos sin fecundar 

(Figura 2). Tienen un tiempo de desarrollo y una longevidad mayor que el de las abejas obreras (Tabla 

1; Figura 5). Dado que cumplen principalmente una función reproductiva (Winston, 1987), la 

producción de zánganos de una colonia se da principalmente en primavera, momento del año en que 

éstos copulan con reinas vírgenes de otras colonias para perpetuar su genética (Galindo-Cardona et 

al., 2020). Con la llegada del otoño, disminuye la cantidad de alimento disponible y con ello la atención 

alimenticia de las obreras hacia los zánganos, que al no alimentarse, perecen. Esta casta se distingue 

visualmente de las obreras, dado que presentan mayor tamaño, un abdomen cuadrado y los ojos 

grandes y contiguos (Figura 2). 

I.G. 1.3.  Taxonomía y origen de la especie 

Las abejas melíferas se encuentran dentro del Phylum Arthropoda, Clase Insecta, Orden Hymenoptera, 

Familia Apidae y género Apis. Dicho género está conformado por otras 8 especies: A. dorsata, A. 

cerana, A. florea, A. nigrocincta, A. koschevnikovi, A. nuluensis, A. andreniformis y A. laboriosa 

(Garnery et al., 1991; Koeniger & Koeniger, 2000; Franck et al., 2000; Le Conte & Navajas, 2008). Junto 

con A. mellifera, la otra especie explotada a nivel comercial, principalmente en China, es A. cerana, 

conocida comúnmente como abeja oriental. El resto de las especies del género, que no son explotadas 

comercialmente, se encuentran restringidas a su lugar de origen, ocupando distintas áreas boscosas 

del extremo oriente (Franck et al., 2000). 

A. mellifera fue clasificada por Carolus Linnaeus en el año 1758, y a partir de entonces, numerosos 

taxónomos describieron varias subespecies (Engel, 1999). Tradicionalmente, la taxonomía 

intraespecífica de A. mellifera se ha basado en la morfología externa (Cornuet et al., 1975; Ruttner, 

1988). Las subespecies también se describen como ''razas geográficas'' porque sus distribuciones 

corresponden a zonas geográficas distintas que incluyen regiones de clima tropical, subtropical y 

templado de África, Oriente Medio y Europa (Ruttner, 1988). Según Ruttner (1992), 26 subespecies de 

A. mellifera pueden ser reconocidas en base a caracteres morfológicos, biogeográficos, 

comportamentales y evidencias genéticas.  
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Figura 6. Relaciones filogenéticas de los cuatro linajes principales (A, C, M y O) y algunas subespecies 

de A. mellifera. Modificado a partir de Wallberg et al. (2014). 

 

Aunque el origen geográfico de A. mellifera aún está en discusión (Han et al., 2012; Al-Ghamdi et al., 

2013; Cridland et al., 2017), existe consenso sobre la existencia de cuatro linajes o líneas evolutivas 

principales: A (África), M (oeste y norte de Europa), C (este de Europa) y O (Medio Oriente) (Le Conte 

& Navajas, 2008), donde se agrupan las subespecies descriptas (Figura 6). Más recientemente, se 

identificó un quinto linaje (Y) en el noreste de África y Oriente Medio (Franck et al., 2001), y se informó 

de un posible sexto linaje adicional en Siria (Alburaki et al., 2011; 2013). Las relaciones entre estos 

linajes, y las trayectorias evolutivas que dieron lugar a su diversificación en poblaciones 

geográficamente distintas, siguen sin estar totalmente claras. En particular, la región geográfica 

formada por Oriente Medio y el noreste de África contiene varias zonas de contacto entre los linajes 

A, O, Y y, potencialmente, otros linajes. Un estudio reciente, que incluyó el análisis genómico de 18 

subespecies de A. mellifera nativas y dos en particular cuyos genomas fueron recientemente 

secuenciados, evidenció que éstas últimas constituyen grupos genéticos que justifican su clasificación 

como linajes distintos: A. m. lamarckii de Egipto (linaje L) y A. m. unicolor de Madagascar (linaje U) 

(Dogantzis et al., 2021) (Figura 7). Estos autores presentaron también una propuesta sobre las 

relaciones filogenéticas entre estos 7 linajes (Figura 7). 
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Figura 7. Mapa de distribución de linajes evolutivos de A. mellifera propuesta por Dogantzis et al. 

(2021) (izquierda). Reconstrucción filogenética obtenida por estos autores a partir del análisis de 

muestras de 18 subespecies de A. mellifera (derecha). 

 

I.G. 1.4. Introducción de A. mellifera en América  

La abeja melífera fue introducida al continente americano, más precisamente en la isla de Santo 

Domingo, en los siglos XIV-XV durante la colonización española (De Jaime Lorén, 2003). Sin embargo, 

otras fuentes aseguran que fueron los Padres Domínicos los responsables de su introducción en el 

continente americano en el año 1536. Las abejas introducidas pertenecían al linaje M (A. m. mellifera). 

Posteriormente, se registraron introducciones de la especie A. m. ligustica (linaje C), aunque se 

desconoce la fecha exacta (Bierzychudek, 1979).  

Los primeros registros hacen mención de A. mellifera en Sudamérica hacia el año 1830, cuando 

arribaron a Colonia del Sacramento (Uruguay) las primeras colmenas de A. m. melifera (linaje M) 

provenientes de Francia (Bierzychudek, 1979). De forma simultánea, la subespecie A. m. carnica (linaje 

C) fue introducida en Río Grande do Sul (Brasil) por colonos alemanes. Posteriormente, en el año 1839, 

en ese mismo lugar, el padre Antonio Carneiro introdujo colonias de la subespecie A. m. iberiensis 

(linaje M) desde Porto (Portugal).  
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En Argentina, se produjeron sucesivas introducciones desde diferentes países y hacia distintas 

provincias. Por ejemplo, en el año 1855, se introdujeron desde Chile colonias de la especie A. m. 

ligustica en la provincia de Mendoza; en 1857 se enviaron a Gualeguaychú (Entre Ríos) 4 colmenas de 

A. m. mellifera provenientes de Montevideo (Uruguay) dando inicio a la multiplicación de este material 

en la zona (Bierzychudek, 1979). La introducción de nuevos materiales vivos (reinas fecundadas y 

celdas reales) continuó durante el siglo XX, principalmente de A. m. ligustica o abeja italiana, preferida 

por su mansedumbre y productividad (Palacio & Bedascarrasbure, 1998), como así también las 

subespecies A. m. carnica y A. m. caucasica (Salizzi, 2014).  

Las abejas africanas (linaje A), particularmente A. m. scutellata, fueron introducidas en Brasil en el año 

1956 con fines de investigación, particularmente con el objetivo de generar híbridos con abejas de 

origen europeo que estuvieran mejor adaptados al clima tropical-subtropical (Kerr et al., 1970, 1982; 

Bierzychudek, 1979; Agra, 2018). Una liberación accidental de estas abejas africanas condujo al origen 

y establecimiento de poblaciones de origen híbrido (abejas de origen europeo y africano), dando lugar 

ŀƭ ǇǊƻŎŜǎƻ ŎƻƴƻŎƛŘƻ ŎƻƳƻ άŀŦǊƛŎŀƴƛȊŀŎƛƽƴέΣ ǉǳŜ Ŏƻƴǘƛƴǵŀ Ƙŀǎǘŀ ƭŀ ŀŎǘǳŀƭƛŘŀŘ ό²ƛƴǎǘƻƴ Ŝǘ ŀƭΦΣ мфтфΤ 

Agra et al., 2018; Porrini et al., 2020; Calfee et al., 2020). Las abejas africanizadas se expandieron hacia 

el norte (América Central y Estados Unidos) y hacia el sur (norte de Argentina) (Winston, 1992; 

Schneider et al., 2004), y fueron detectadas por primera vez en nuestro país en el año 1965 en la 

provincia de Misiones (De Santis & Cornejo, 1968). Estas abejas se caracterizan por tener un alto 

comportamiento defensivo y una alta tasa de enjambrazón y abandono de la colmena, características 

no deseables en la apicultura comercial (Taylor, 1977; Kerr et al., 1982; Lobo Segura, 2000; Clarke et 

al., 2002; Spivak et al., 2019).  

I.G. 1.5.  Importancia económica de la especie 

Como se mencionó anteriormente, A. mellifera está considerado como un polinizador clave a nivel 

mundial, siendo esencial para la multiplicación de una gran cantidad de especies vegetales de interés 

agronómico (Burgett et al., 2004). En efecto, el rendimiento de algunos cultivos de frutas, semillas y 

frutos secos disminuye en más de un 90% sin los servicios de polinización de las abejas melíferas 

(Southwick & Southwick, 1992; Delaplane et al., 2000; Klein et al., 2007). Entre 1961 y 2006, la 

dependencia de la agricultura por los polinizadores se ha incrementado en un 50 y 62% en países 

desarrollados y países en desarrollo, respectivamente (Aizen & Harder, 2009), siendo A. mellifera el 

polinizador más ampliamente usado en monocultivos en todo el mundo (Watanabe, 1994).  

La abeja melífera es también el principal productor de miel del mundo. La producción global de este 

alimento se estimó en 1,07 millones de toneladas métricas en el año 2007, representando un 
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importante producto de consumo humano (Klein et al., 2007). En la actualidad, Argentina juega un rol 

preponderante en el mercado mundial de miel como país productor y exportador de miel con altos 

estándares de calidad, dado que el destino principal de la producción es la exportación (SENASA, 2016; 

FAO 2018; Sánchez et al., 2018; MAGyP, 2021). En términos productivos, el sector apícola aporta a la 

economía de nuestro país un ingreso anual superior a los 200 millones de dólares, con una producción 

media anual de 60.000 toneladas de miel natural (Fuente: FAO, MinAgro; https://inta.gob.ar/). 

Nuestro país presenta una amplia gama de condiciones para la producción de miel, lo que permite 

definir cuatro zonas principales de producción (zona de Buenos Aires, zona central, zona litoral y zona 

patagónica) (Salina et al., 2021). Se cuenta en todo el país, con alrededor de 4.5 millones de colonias 

de abejas registradas y gestionadas por aproximadamente 26.000 apicultores. La actividad apícola 

estuvo históricamente concentrada en la pampa húmeda; en 1995, el 90% de la miel se producía en 

esa región (Bedascarrasbure, 1995). De acuerdo con los datos del RENAPA de 2020 la situación se 

mantiene en la actualidad y solo algunas de las provincias extrapampeanas ha evidenciado un 

desarrollo sostenido. Lo anterior se debe en parte a que es necesario ajustar la tecnología a los 

ambientes subtropicales y que el cambio climático impacta fuertemente en ese tipo de ambientes.  

Mientras que en el período 2000-2009 se produjeron en promedio 84.000 toneladas anuales de miel, 

en el período 2010-2013 la producción se redujo a un promedio de 68.000 toneladas anuales, 

evidenciando una disminución del 20% en el rendimiento de miel en las principales zonas productoras 

del país (Haberle, 2014; Sánchez, 2018; FAO 2018). La mortandad de colonias ha jugado un rol 

importante en la disminución del rendimiento en Argentina (Maggi et al., 2016; Salina et al., 2021), 

como lo fue también en el contexto internacional (Brutscher et al., 2016). Entre las hipótesis 

propuestas para explicar el aumento de la mortandad de las colonias de A. mellifera, se encuentran la 

interacción entre varios factores de estrés biótico y abiótico, como el impacto de pesticidas usados en 

la producción agrícola (contaminación indirecta), el uso de acaricidas en la producción apícola 

(contaminación directa), la subnutrición (causada por la reducción de la oferta floral), el cambio 

climático, y la mayor incidencia de enfermedades como virosis y parasitosis (Biesmeijer et al., 2006; 

Goulson et al., 2008; van EƴƎŜƭǎŘƻǊǇ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллфΤ  CǊŜƛǘŀǎ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллфΤ 9ƭƭƛǎ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмлΤ {ǘŀƴƛƳƛǊƻǾƛŏ Ŝǘ 

al., 2019; revisado en Goulson et al., 2015) (Figura 8). 

La disminución de colmenas de A. mellifera representa un riesgo serio para la estabilidad y 

rendimiento de los cultivos, y para el mantenimiento de la biodiversidad (Biesmeijer et al., 2006; Klein 

et al., 2007; Aizen & Harder, 2009). 



21 
 

 

Figura 8. Factores de estrés asociados a la disminución de colmenas de A. mellifera en el mundo, que 

actúan generalmente de forma sinérgica. Basado en información revisada en Goulson et al. (2015). 

 

I.G. 1.6. Sobre los patógenos de A. mellifera y su impacto 

A pesar de la multiplicidad de factores involucrados en las pérdidas de las colmenas de A. mellifera a 

nivel mundial, la comunidad científica coincide en que ciertos patógenos (agentes infecciosos o 

parasitarios que ocasionan enfermedades) son una de las principales causas de mortalidad de las 

colonias de abejas (Genersch, 2010a; StaniƳƛǊƻǾƛŏ et al., 2019). Numerosas publicaciones científicas 

han demostrado una mayor presencia y carga de patógenos en colmenas colapsadas en relación a 

colmenas sobrevivientes (Cepero et al., 2014; Cox-Foster et al., 2007; vanEngelsdorp et al., 2009; 

Liggon, 2019; Flores et al., 2021). En particular, el ácaro ectoparásito Varroa destructor, es considerado 

la principal amenaza sanitaria para las abejas melíferas en todo el mundo (Genersch, 2010b; Le Conte 

et al., 2010). La parasitosis producida por este ácaro tiene impacto directo sobre la inmunidad y la 

nutrición de las abejas y la supervivencia de las colonias, e indirecto, ya que actúa como vector 

mecánico y biológico de varios virus. En particular, dos virus altamente asociados con las infestaciones 

de V. destructor son el virus de la parálisis aguda de las abejas (en inglés, Acute bee paralysis virus, 
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ABPV) y el virus de las alas deformadas (en inglés, Deformed wing virus, DWV). Los síntomas de la 

infección por ABPV son parálisis, temblores, incapacidad para volar, oscurecimiento gradual y pérdida 

de pelo en el tórax y el abdomen, y la muerte prematura de las abejas asociada a una fuerte 

disminución de adultos en la colonia (de Miranda et al., 2010). El DWV causa principalmente 

infecciones benignas sin signos de enfermedad cuando se transmite verticalmente (a través de 

zánganos y reinas) u horizontalmente (a través del alimento de las larvas). Sin embargo, cuando los 

ácaros se alimentan y reproducen en las celdas de cría de las abejas, transmiten el virus a la cría 

(transmisión vectorial), lo que provoca la deformación de las alas, decoloración, abdomen corto e 

hinchado y la muerte como pupas o poco después de emerger (de Miranda & Genersch, 2010). 

Dos enfermedades bacterianas de las abejas melíferas importantes desde el punto de vista 

económico, son la loque americana (AFB) y la loque europea (EFB). La AFB está causada por la bacteria 

Paenibacillus larvae y no sólo es letal para las larvas individuales, sino para colonias enteras de abejas 

melíferas (Genersch, 2010a). Las larvas de las abejas se infectan al ingerir alimentos contaminados con 

esporas de P. larvae, y los restos de larvas infectadas muertas contienen miles de millones de esporas 

infecciosas que pueden permanecer en el medio ambiente durante décadas y servir como fuentes de 

nuevas infecciones (Forsgren et al., 2008; Genersch, 2010a). La EFB, causada por la bacteria 

Melissococcus plutonius, es potencialmente letal para las colonias de abejas melíferas. Al igual que en 

el caso de la AFB, las larvas de las abejas se infectan al ingerir alimentos contaminados. La bacteria se 

multiplica en el intestino medio y las larvas infectadas suelen morir después de cuatro o cinco días 

(Forsgren, 2010; Genersch, 2010b). 

La nosemosis es también una grave enfermedad que afecta el tracto digestivo de todos los adultos de 

la colonia (reina, obreras y zánganos) (Fries, 2010; revisado por Galajda et al., 2021). Se presenta en 

casi todos los países con prácticas apícolas y disminuye negativamente la productividad y la 

supervivencia de las colonias de abejas melíferas, principalmente en climas templados (Higes et al., 

2008; Botias et al., 2013; revisado por Marín-García et al., 2022). Dicha enfermedad genera 

disminución de los niveles de proteínas y ácidos grasos en la hemolinfa de las abejas (Chen et al., 2009; 

Gajger et al., 2009) y puede reducir la longevidad de las obreras entre un 22% y un 44% (Aydin et al., 

2006; Lotfi et al., 2009). Nosema apis y Nosema cerana son considerados los agentes etiológicos de la 

enfermedad. Las formas infecciosas de estos parásitos intracelulares son las esporas, que son 

ingeridas por las abejas durante la alimentación de miel, polen o agua contaminada. El uso de 

medicamentos convencionales (ej. antibióticos) aplicados en la apicultura para controlar la 

enfermedad tiene una fuerte limitación debido a la generación de resistencia a los principios activos, 

la contaminación de los productos de la colmena con residuos y, en menor medida, el riesgo de 
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desequilibrio de la microbiota intestinal de las abejas (revisado por Formato et al., 2022). Se ha 

demostrado que la presencia de N. ceranae en asociación con otros patógenos como virus (Hartmann 

et al., 2015; Zheng et al., 2015) o Varroa (Mariani et al., 2012) incrementa la pérdida de colmenas de 

A. mellifera, impactando significativamente en la producción de miel y la polinización de los cultivos 

(Fries et al., 2003). 

I.G. 2. Varroa destructor 

I.G. 2.1. Ciclo de vida 

El ciclo de vida de V. destructor está estrechamente relacionado con el de su hospedador (Sammataro 

et al., 2000; revisado en Rosenkranz et al., 2010; Nazzi & Le Conte, 2016; y Traynor et al., 2020). Las 

hembras de V. destructor presentan dos fases en su ciclo de vida, una fase forética o dispersiva, que 

transcurre sobre las abejas adultas, y una fase reproductiva, que ocurre dentro de las celdas de cría 

de obreras y zánganos (Figura 9). Los machos y los estados inmaduros (deutoninfas y protoninfas) de 

V. destructor (Figura 10) tienen una vida corta y solo son encontrados dentro de las celdas de cría 

operculada (no presentan fase forética).   

 

Figura 9. Esquema del ciclo de vida de V. destructor sobre su hospedador, A. mellifera. Modificado a 

partir de Nazzi & Le Conte (2016). 
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Figura 10. V. destructor en estado forético (izquierda). Morfología externa de hembras, machos y 

estadios inmaduros del ácaro (derecha): de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: hija 

madura, madre o hembra fundadora, hija inmadura (deutoninfa) y macho maduro. Fotografía 

extraída de Rosenkranz et al. (2010). 

 

La entrada de V. destructor (hembra fundadora) a las celdas de cría ocurre justo antes de que éstas 

sean operculadas en el día 8-9 del desarrollo de la abeja (larva de quinto estadío o L5) (Figura 11). Los 

ácaros muestran una tendencia a parasitar abejas nodrizas, que son reconocidas en base a diferentes 

hidrocarburos cuticulares (Le Conte et al., 1990; Kraus, 1993; Kuenen & Calderone, 1997; Aumeier et 

al., 2002). El reconocimiento y elección de las abejas nodrizas por parte de los ácaros constituiría una 

estrategia adaptativa que aumenta su éxito reproductivo, ya que son las abejas nodrizas quienes están 

en contacto permanente con las celdas de cría no operculada mediante su alimentación (Fernández 

et al., 1993; Kuenen & Calderone, 1997) y posibilitarían así, la entrada efectiva de las hembras 

fundadoras a estas celdas.  

Después de invadir una celda de cría, la hembra fundadora se moviliza entre la larva y la pared de la 

celda y llega al fondo de ésta, donde se queda inmóvil en el alimento (Figura 11), respirando a través 

de su peritrema, el órgano respiratorio de los ácaros Gamásidos (revisado en Rosenkranz et al., 2010). 

Este comportamiento del ácaro sería una adaptación para minimizar la remoción de la cría parasitada 

por parte de las abejas nodrizas, ya que, antes y durante el operculado, éstas inspeccionan con 

frecuencia las celdas de cría.  

Aproximadamente 5 horas después del operculado de la celda, la prepupa ya ha consumido el resto 

del alimento disponible (Ifantidis, 1988), se ha extendido a lo largo de la celda y ha formado un capullo 

(revisado en Rosenkranz et al., 2010). Durante esta etapa, el ácaro trepa por la prepupa y perfora un 

ŀƎǳƧŜǊƻ ǊŜƭŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ƎǊŀƴŘŜ όмлл ˃Ƴύ Ŝƴ ƭŀ ŎǳǘƝŎǳƭŀ ŘŜƭ ǉǳƛƴǘƻ ǎŜƎƳŜƴǘƻ ŘŜ ƭŀ ŀbeja para crear un 
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sitio de alimentación para ella y la futura descendencia (Donzé & Guerin, 1994; Kanbar & Engels, 2003; 

Li et al., 2019) (Figura 11). Este sitio de alimentación permanece abierto debido a los anticoagulantes 

presentes en la saliva de los ácaros y la supresión de la cicatrización de la herida del huésped (Richards 

et al., 2011).  

 

 

Figura 11. Esquema del ciclo reproductivo de V. destructor sobre su hospedador, A. mellifera. 

Modificado a partir de Evans & Cook (2018). 

 

La alimentación de los cuerpos grasos de las larvas hospedadoras es un requisito para la reproducción 

de V. destructor (Ramsey et al., 2019). Además, las señales de la celda y la larva desencadenan la 

ovogénesis y luego la previtelogénesis, la vitelogénesis y la embriogénesis intraovárica en la hembra 

fundadora (Steiner & Diehl 1994; Steiner et al., 1994; 1995; Steiner 1995; Garrido et al., 2000). Iniciar 

la oviposición es una tarea energéticamente exigente, y las hembras fundadoras obtienen esta energía 

metabolizando este tejido consumido de las abejas. Recientemente, estudios proteómicos (McAfee et 

al., 2017) y transcriptómicos (Mondet et al., 2018) identificaron una caída en la expresión de las 

enzimas que metabolizan los carbohidratos durante la puesta de huevos y una regulación positiva 

antes y después de la esta etapa (Mondet et al., 2018). Este patrón de expresión coincide con los 

períodos de transferencia de nutrientes no metabolizados desde el huésped y la hembra fundadora al 

huevo (Tewarson, 1982; Dittmann & Steiner, 1997). En esencia, los huevos de V. destructor contienen 

proteínas de la abeja que evitaron la digestión y pasaron a través del ácaro sin ser metabolizadas por 
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las enzimas catalíticas. La hembra fundadora también requiere algunas proteínas y hormonas larvarias 

para iniciar la puesta de huevos (Tewarson, 1982; Conlon et al., 2019). Se especula que las hembras 

fundadoras secuestran moléculas del hospedador en sus huevos, mientras que la abundancia máxima 

de enzimas antes y después de la oviposición cubre las demandas energéticas de la producción de 

huevos. Estas observaciones indicarían que hay un complejo sistema de transporte y secuestro de 

nutrientes del tejido de las abejas a través de la hembra fundadora hasta sus huevos (revisado en 

Traynor et al., 2020). 

La determinación del sexo en V. destructor se realiza mediante partenogénesis arrenótoca: los machos 

son haploides con siete cromosomas, mientras que las hembras son diploides con 14 cromosomas 

(revisado en Traynor et al., 2020). La hembra fundadora deposita el primer huevo haploide, que dará 

origen a un macho, aproximadamente 60-70 horas después de la invasión de la celda de cría (Donzé 

& Guerin, 1994). A partir de ese momento, la hembra fundadora pone un huevo diploide cada 30 

horas, que dará origen a hembras hijas (Rehm & Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994). Desde la 

eclosión del huevo hasta que el adulto muda, la descendencia del ácaro pasa por las etapas de proto 

y deutoninfa (Figuras 10 y 11), siendo el tiempo de desarrollo de aproximadamente 5.8 y 6.6 días para 

los ácaros hembra y macho, respectivamente (Rehm & Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994; 

Donzé & Guerin, 1994). Ambos estadios ninfales se dividen en una fase móvil y otra inmóvil justo antes 

de la muda (Donzé & Guerin, 1994; Ifantidis, 1983; Laurent & Santas, 1987).  

Los ácaros presentan un claro dimorfismo sexual (Ifantidis, 1983). Los machos son más pequeños que 

las hembras durante todo el desarrollo ontogenético y tienen patas más largas en relación con el 

tamaño del cuerpo (Figura 10). Las hembras cambian durante su desarrollo de una forma corporal 

oblonga a una elíptica transversal; las deutoninfas ya exhiben la forma final del cuerpo. En la etapa de 

deutoninfa, en la periferia del opistosoma, la coloración comienza a cambiar a un color marrón rojizo 

después de la muda de la hembra. En contraste, la forma del cuerpo del macho es triangular con un 

color amarillo claro (Figura 10; revisado en Rosenkranz et al., 2010). 

La progenie de V. destructor alcanza la madurez sexual inmediatamente después de la última muda. 

Los machos lo hacen antes que las hembras y permanecen en la pila fecal, esperando a la primera 

hembra adulta que mude y madure unas 20 horas después. Al comienzo del apareamiento, el macho 

toca a la hembra con su primer par de patas y asciende por su dorso. Luego examina el margen frontal 

del dorso de la hembra y se desliza hacia el lado ventral. Las hembras jóvenes facilitan esta acción 

levantando sus cuerpos. En esta posición, el macho busca los gonóporos (que están separados de la 

abertura genital donde se liberan los huevos) de la hembra que se encuentran transversalmente entre 

el tercer y cuarto par de patas (De Ruijter & Kaas, 1983; Alberti & Hänel, 1986). Luego saca el 
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espermatóforo de su abertura genital y lo transfiere al gonóporo de la hembra mediante el uso de los 

quelíceros. Los machos se aparean casi exclusivamente con hembras recién mudadas y dejan de 

aparearse con hembras mayores cuando una más joven termina su última muda adulta (Ziegelmann 

et al., 2013). Las hembras reciben de 30 a 40 espermatóforos a través de múltiples apareamientos con 

el macho dentro de la celda, que almacenan y utilizan durante su vida (Häußermann et al., 2016). Las 

hembras hijas maduras se acoplan a la abeja cuando emerge de la celda e inician su fase forética hasta 

el momento de invadir una nueva celda para reproducirse (Figura 11). En condiciones de campo, cada 

hembra tiene tiene un promedio de 1.5 a 3 ciclos reproductivos (revisado en Rosenkranz et al., 2010). 

Si el macho muere, las hembras hijas emergen sin aparearse. Durante su primer ciclo reproductivo, 

estas hembras vírgenes pueden poner huevos haploides y luego aparearse con su hijo (Häußermann 

et al., 2019).  

I.G. 2.2. Origen y distribución de la especie 

El ácaro Varroa destructor Anderson y Trueman (Acari: Varroidae) es un ectoparásito obligado de las 

abejas melíferas. Este ácaro, que originalmente parasitaba a la abeja oriental, A. cerana, sufrió un 

cambió de hospedador hacia A. mellifera alrededor de la década de 1950 y a partir de allí se expandió 

rápidamente por Europa, África, América y la región asiática del Pacífico (Oldroyd, 1999). En el año 

1957, A. mellifera ya se había convertido en hospedador de V. destructor en Japón, y en 1963 en Hong 

Kong. Su rango se expandió rápidamente a través del comercio mundial de abejas melíferas, tanto 

legal como ilegal, y probablemente a través de enjambres que viajaron en los barcos. En menos de 

medio siglo, V. destructor se extendió a todas las regiones donde los humanos manejan colonias de A. 

mellifera, excepto por Australia, algunos territorios extremos del norte e islas remotas como los 

archipiélagos de Seychelles y Comoras (Figura 12) (revisado en Traynor et al., 2020). 

Aún luego del cambio de hospedador, V. destructor era reconocido bajo el nombre específico de V. 

jacobsoni, una especie morfológicamente similar que parasita A. cerana en Indonesia (Oudemans, 

1904). No fue hasta el año 2000 que, mediante un exhaustivo estudio morfológico y molecular, se 

detectó que se trataba de dos especies diferentes (Anderson & Trueman, 2000). De los ocho 

haplotipos mitocondriales que se han descripto para V. destructor, solo dos parasitan con éxito 

colonias de A. mellifera: los haplotipos K y J. Se cree que el haplotipo K cambió por primera vez de A. 

cerana a A. mellifera cerca de la ciudad de Vladivostok (al norte de la península de Corea), mientras 

que el haplotipo J dio un salto similar a finales de la década de 1950 tras la introducción de A. mellifera 

en Japón (De Guzmán & Rinderer, 1999; revisado en Navajas et al., 2010). 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S147149222030101X#f0010
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Figura 12. Distribución global de Varroa destructor (se muestra en rojo el haplotipo K1, en azul el 

haplotipo J1 y en violeta la co-ocurrencia de ambos haplotipos) y de V. jacobsoni (indicado con 

puntos negros). Las fechas roja y azul indican el cambio de hospedador y la posterior dispersión 

desde el lugar de origen del haplotipo J1 y K1, respectivamente. Modificado a partir de Traynor et al. 

(2020). 

 

El haplotipo K alcanza actualmente una distribución prácticamente cosmopolita (Figura 12) y es 

considerado el más virulento en relación al efecto negativo que tiene sobre las colonias que parasita 

(Delfinado-Baker, 1988; Navajas et al., 2010). El haplotipo J, en cambio, se encuentra restringido a 

ciertas regiones de Japón, Tailandia y Sudamérica (Anderson & Trueman, 2000; De Guzman et al., 

1998; Garrido et al., 2003; Muñoz et al., 2008) (Figura 12). 

I.G. 2.3. Impacto de V. destructor sobre A. mellifera 

La enfermedad causada por V. destructor se conoce como varroosis y representa la mayor amenaza 

biológica para las colonias manejadas de A. mellifera en todo el mundo (Currie et al., 2010; Dahle, 

2010; Genersch et al., 2010; Guzmán-Novoa et al., 2010; Le Conte et al., 2010; Nazzi & Le Conte, 2016; 

revisado por Flores et al., 2021). Los síntomas más notables de la varroosis son debilidad de las 

colonias, distribución irregular de la cría operculada y presencia de celdas de zánganos y obreras con 

opérculos perforados. Además, las abejas parasitadas tienen menor peso corporal (Duay et al., 2003) 

y longevidad en el estadio adulto (Amdam et al., 2004), lo que ocasiona que la producción de cría y de 

miel se vea disminuida en las colmenas (Delfinado-Baker, 1988; Murilhas, 2002).   

V. destructor no sólo produce efectos directos sobre el estatus sanitario y nutricional de las abejas, 

sino que también actúa como vector biológico de patógenos virales y bacterianos (Sumpter & Martin, 

2004; Antúnez et al., 2006; Martin et al., 2012; Brasesco et al., 2021a; b; Yañez et al., 2020; Salina et 
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al., 2021). De esta forma, la parasitación por V. destructor constituye un factor de estrés que afecta el 

sistema inmune de las abejas y permite que otros agentes patógenos se multipliquen sin control en 

las colonias (Le Conte et al., 2010). La presencia de altos niveles de parasitación puede inducir la 

inmunosupresión en las pupas parasitadas y activar infecciones virales (Yang & Cox-Foster, 2007).  

Hasta la fecha, se han aislado más de 24 virus diferentes en abejas melíferas (Yañez et al., 2020; Salina 

et al., 2021). Existe evidencia de que V. destructor se comporta como vector mecánico y biológico del 

virus de las Alas Deformadas - tipo B (DWV-B, del inglés: Deformed Wing Virus) y del virus de la Parálisis 

Aguda Israelí (IAPV, del inglés: Israeli Acute Paralysis Virus), y como vector mecánico del virus de la 

Parálisis Aguda (ABPV, del inglés:  Acute Bee Paralysis Virus), del virus de las Alas Deformadas-A (DWV-

A), del virus de Kashmir (KBV, del inglés: Kashmir Bee Virus) y del virus de la Parálisis Crónica (CBPV, 

del inglés: Chronic Bee Paralysis Virus) (revisado en Yañez et al., 2020 y Salina et al., 2021). Además, 

aunque todavía no hay resultados concluyentes, el ácaro también actuaría como vector de otros virus 

(Santillán-Galicia et al., 2010; Daughenbaugh et al., 2015; de Miranda et al., 2015; Cornman, 2017; 

Levin et al., 2017; Remnant et al., 2017; Posada-Florez et al., 2019; Dubois et al., 2020). La combinación 

de Varroa y virus como KBV, ABPV o IAPV puede desencadenar graves pérdidas de colonias (Genersch 

& Aubert, 2010). Además, la sinergia entre el ácaro y DWV puede neutralizar las barreras inmunitarias 

de las abejas (Di Prisco et al., 2016) y se considera una de las principales causas de pérdida de colonias 

en todo el mundo (Zhao et al., 2019). En particular, la variante virulenta de DWV (tipo B) puede 

replicarse en ácaros (Requier & Antúnez, 2020), mientras que la transmisión de DWV tipo A ocurre de 

forma no propagativa (Posada-Florez et al., 2019). 

La transmisión de Varroa es horizontal (entre individuos de una misma generación) y vertical (entre 

parentales y descendencia). Además, puede ser intra o intercolonial. Principalmente, la diseminación 

de este ácaro depende de un grupo de factores relacionados al comportamiento de la abeja como el 

pecoreo, pillaje, y la tendencia a enjambrar, que a su vez están influenciados por factores genéticos y 

ambientales. Se cree que las prácticas apícolas son en parte responsables de mantener las formas más 

virulentas de los patógenos, especialmente porque contribuyen a su transmisión horizontal (Fries & 

Camazine, 2001). Además, ciertas prácticas de manejo apícola, tales como tener colmenas 

trashumantes, no rotar los acaricidas o no realizar recambio de reinas constituyen factores de riesgo 

asociados a la varroosis (Giacobino et al., 2016; 2017; discutido en Noël et al., 2020 y Vilarem et al., 

2021).  
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I.G. 2.4. Control de la varroosis 

Las medidas de control para mantener las poblaciones de Varroa por debajo del umbral de daño 

económico requieren de la implementación de diferentes estrategias. El umbral de daño es un 

parámetro de naturaleza económica y no biológica, y por lo tanto se aplica en las decisiones de manejo 

de colmenas con fines exclusivamente de producción y rentabilidad (Delaplane & Hood, 1999). El 

umbral de infestación, y con esto el impacto de V. destructor en las colonias, varía en función de 

factores ambientales (como los promedios de precipitaciones, la región geográfica y la disponibilidad 

de alimento), genéticos (como diferencias entre abejas africanizadas y europeas, y la presencia de 

comportamiento higiénico), y la interacción entre éstos (Wegener et al., 2016; Dechatre et al., 2021). 

Uno de los principales métodos de control es la aplicación de acaricidas de síntesis (revisado en Noël 

et al., 2020). Los más difundidos son los productos a base de cumafos, amitraz, flumetrina y fluvalinato 

(organofosforados y piretroides). Estos principios activos son aplicados tanto como productos 

comerciales aprobados y registrados, como productos caseros o artesanales (Eguaras & Ruffinengo, 

2006). Su uso tiene ventajas, como su fácil aplicación y bajo costo. No obstante, son persistentes en 

el ambiente, se acumulan en propóleos, miel y ceras (Tremolada et al., 2004; Bajuk et al., 2017), 

constituyen un riesgo para la salud humana y muchas veces el uso inadecuado de estos compuestos, 

al no rotarse o aplicarse de manera inapropiada, aceleran el proceso de generación de resistencia por 

parte del parásito (Wallner & Fries, 2003; Maggi et al., 2009; 2010). En Italia, Francia, Israel y EE.UU se 

han detectado casos de resistencia por parte del ácaro al fluvalinato y al cumafos (Lodesani et al., 

1995; Elzen et al., 1999; Pettis, 2004; Panini et al., 2019). En EE.UU también se hallaron ácaros 

resistentes a amitraz, cumafos y fluvalinato (Sammataro et al., 2000; 2005; Elzen & Westervelt 2002; 

Petis, 2004; Rinkevich, 2020). Puntualmente, en Argentina, se detectaron poblaciones de ácaros 

resistentes al cumafos y al amitraz (Maggi et al., 2009; 2010) y se hallaron residuos de estos acaricidas 

en la cera estampada que se utiliza en colmenas comerciales (Medici et al., 2015). Así, es cada vez más 

frecuente detectar una disminución de la eficacia de dichos productos, con la aparición de focos de 

resistencia del ácaro tanto a nivel local (Ruffinengo, 2010; Medici et al., 2015; Conlon et al., 2019) 

como mundial (Rosenkranz et al., 2010; Rinkevich, 2020; Hernández-Rodríguez et al., 2021), 

disminuyendo la disponibilidad de acaricidas efectivos para el control de esta parasitosis. Esto ha 

promovido la búsqueda de nuevas moléculas que minimicen estas desventajas. Ácidos orgánicos, 

aceites esenciales y sus componentes se han convertido en una valiosa alternativa (Ruffinengo et al., 

2014; Maggi et al., 2016b; Iglesias et al., 2020; revisado en Vilarem et al., 2021). En nuestro país, se 

han evaluado acaricidas orgánicos que reducen significativamente las poblaciones del ácaro (Eguaras 

et al., 2001; 2004; Bulacio Cagnolo et al., 2010; Ruffinengo et al., 2014; Martinez Fhurer & Lopez, 

2018), y que minimizan la aplicación de acaricidas de síntesis. Estos acaricidas orgánicos tienen bajo 
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riesgo de persistencia y acumulación, no contaminan la miel (Bogdanov, 2006) y presentan baja 

probabilidad de desarrollar resistencia en el parásito (Rosenkranz et al., 2010). Sin embargo, su 

utilización no alcanza para mantener bajos niveles de varroosis en colmenas comerciales durante todo 

el año y por lo tanto, no se ha podido aún prescindir del uso de acaricidas de síntesis para el control 

de V. destructor en nuestro país, particularmente en climas templados.  

I.G. 2.5. Relaciones de equilibrio entre A. mellifera y V. destructor  

El equilibrio en las relaciones parásito-hospedador puede ser crucial para el bienestar del hospedador 

tanto a nivel individual (inmunidad) como a nivel poblacional (diversidad genética) (Daszak et al., 

2000). Las adaptaciones que llevan a la co-existencia entre ambas especies pueden ocurrir tanto en 

las abejas como en las poblaciones de ácaros (Fries & Bommarco, 2007; Oddie et al., 2018)).  

En este sistema huésped-parásito, el huésped u hospedador puede emplear dos estrategias diferentes 

para defenderse de los parásitos: resistencia y tolerancia (Råberg et al., 2007). La tolerancia se define 

como la capacidad de reducir el efecto causado por una carga parasitaria determinada, mientras que 

la resistencia es la capacidad de reducir o limitar la carga parasitaria. En la mayoría de los casos la 

resistencia y la tolerancia están correlacionadas (Lipsitch et al., 1996, Råberg et al., 2007; Schmid 

Hempel, 2011). En las abejas, la tolerancia implica la capacidad de reacción frente a V. destructor y la 

habilidad que tienen las mismas de coexistir con los ácaros sin que éstos influyan en forma negativa 

en la supervivencia, tamaño poblacional, estado sanitario y productividad de la colmena en un 

ambiente y sistema de manejo determinados (Arechavaleta-Velasco et al, 2001; Büchler et al., 2010). 

Por otro lado, las colonias de abejas pueden presentar mecanismos de defensa activos que les permite 

mantener la población del ácaro dentro de los límites aceptables para no producir daño dentro de la 

colonia, tal como ocurre en A. cerana, donde la relación huésped - parásito se encuentra en equilibrio 

(Ruttner & Hänel, 1992; Boecking & Ritter, 1994).   

Como contraparte de esta interacción, el parásito despliega un conjunto de estrategias que le permite 

evadir el ataque del hospedador, sobrevivir y multiplicarse. En particular, las estrategias de los 

microparásitos se basan fundamentalmente en un tamaño corporal menor, la alimentación sin 

eliminación del hospedador, y un ajuste en su ciclo de vida para reproducirse y lograr evadir las 

defensas del hospedador (Poulin, 2007). Dentro de esta categoría y para nuestro sistema de estudio, 

V. destructor presenta adaptaciones al parasitismo entre las que se destacan la selección de 

hospedadores de acuerdo a la edad y/o función de las abejas (Calderone et al., 2002; Pernal et al., 

2005) y sofisticadas estrategias de mimetismo químico, que le otorgan a este parásito la capacidad 
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para infiltrarse en un hospedador con una compleja estructura social como A. mellifera (Uboni et al., 

2012; Le Conte et al., 2015; Reams & Rangel, 2022). 

La coevolución huésped-parásito puede conducir a una relación relativamente estable y dinámica 

entre los organismos participantes de la interacción, principalmente dada por la selección natural 

actuando en términos de cientos y miles de años, modelando no solamente los principales rasgos de 

los organismos por separado, sino también las propiedades de sus poblaciones y conjunto de especies 

(Poulin, 2007; Schmid Hempel, 2011). En la relación entre V. destructor y A. mellifera, los efectos de 

la selección natural sobre el aumento de la resistencia de las colonias frente a los ácaros se han visto 

limitados por las prácticas de manejo modernas asociadas a la aplicación de tratamientos sanitarios 

frecuentes con acaricidas de síntesis que impiden la aparición de la presión selectiva natural necesaria 

para que tal proceso ocurra (Buchler, et al., 2010; Locke, 2011; 2016). Además, tal como se mencionó 

anteriormente, prácticas de manejo inadecuadas pueden llevar a una presión de selección que 

favorezca el desarrollo de nuevos mecanismos de evasión por parte del parásito (ácaros resistentes). 

Sin embargo, desde hace varios años, en diversas partes del mundo, se ha avanzado en la 

identificación y selección de líneas de abejas melíferas con rasgos de resistencia a V. destructor, que 

logran limitar el crecimiento poblacional del ácaro dentro de las colonias, o tolerancia a la parasitación, 

mediante una compleja relación hospedador-parásito que lleva al mantenimiento de altas cargas 

parasitarias sin desmedro de la salud de las abejas (Le Conte et al., 2007; Roberts et al., 2020; revisado 

en Mondet et al., 2020). En Argentina, tanto en climas templados como subtropicales se han 

caracterizado stock de abejas resistentes (Merke, 2016; Russo et al., 2020) y tolerantes (Bianchi et al., 

2021) al ácaro que resultan insumos clave para los programas de mejoramiento apícola. Mientras 

muchos estudios están enfocados en la salud, mejoras de manejo apícola e impacto económico de la 

varroosis (revisado por Jack & Ellis, 2021), hay aún una gran necesidad de conocimiento sobre la 

historia de vida de V. destructor en las colonias de A. mellifera (Reams & Rangel, 2022). En este 

sentido, el estudio detallado de la dinámica de la interacción entre este parásito y su hospedador es 

fundamental para avanzar en el conocimiento de esta compleja relación y favorecer al desarrollo de 

un control integrado del ácaro en las colmenas de A. mellifera, que pueda ser adaptado a la 

particularidad de cada ambiente y región apícola.  
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Objetivos e hipótesis 
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Objetivo general 

El presente plan de trabajo propone estudiar la interacción entre Apis mellifera y su principal 

patógeno, Varroa destructor, con el fin de aportar conocimientos sobre los factores que la modulan y 

los mecanismos genético-moleculares vinculados a la reproducción del ácaro sobre su hospedador. 

Dicha información permitirá profundizar el conocimiento sobre la relación parásito-hospedador y 

aportar al desarrollo de técnicas integradas de control no contaminantes que minimicen el impacto 

de la varroosis, contribuyendo a la sanidad de las colmenas de A. mellifera y al crecimiento de la 

apicultura local. 

Objetivos específicos 

1) Caracterizar a nivel genético, poblacional y comportamental colonias de A. mellifera establecidas 

en clima templado y en condiciones de parasitación natural con V. destructor. 

2) Caracterizar la genética y la dinámica poblacional de V. destructor presente en dichas colonias. 

3) Analizar la variabilidad genética de poblaciones de V. destructor presente en colmenas de A. 

mellifera de distintas regiones apícolas de Argentina. 

4) Identificar y analizar los patrones de expresión de genes potencialmente involucrados en el éxito 

reproductivo de V. destructor dentro de las celdas de cría de A. mellifera. 

5) Evaluar el impacto del silenciamiento de genes candidatos sobre la reproducción y mortalidad de 

V. destructor en celdas de cría de A. mellifera.  

Hipótesis 

1) Las colonias de A. mellifera bajo estudio presentan variación fenotípica en el comportamiento de 

higiene hacia celdas de cría parasitadas con V. destructor. 

2) La dinámica poblacional y reproductiva de V. destructor es similar en las colonias de A. mellifera 

bajo estudio y presenta variación estacional acorde a lo esperado para climas templados.   

3) Es posible analizar los principales factores involucrados en la interacción A. mellifera - V. destructor 

mediante la caracterización de la dinámica poblacional de las colonias y del ácaro presente en las 

mismas.  

4) Las poblaciones de V. destructor que infestan colonias de A. mellifera establecidas en distintas 

regiones de Argentina presentan variabilidad genética detectable mediante el análisis de marcadores 

mitocondriales. 
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5) Existen genes de V. destructor que se expresan diferencialmente entre ácaros reproductivos y no 

reproductivos, que están involucrados en su éxito reproductivo y que es posible identificarlos 

mediante un análisis de transcriptoma. 

6) El silenciamiento por RNAi de genes candidatos asociados a la reproducción de V. destructor 

interfiere en la capacidad reproductiva del ácaro.  
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Nota del Tesista 

La concepción de la presente Tesis Doctoral resulta de la búsqueda de antecedentes y visualización de 

vacancias del conocimiento sobre la relación hospedador-parásito en el modelo Apis mellifera: Varroa 

destructor. En función de estos conceptos organicé la presentación de los resultados en diferentes 

secciones. En los capítulos que se desarrollan a continuación, y en función de los objetivos propuestos, 

presentaré los antecedentes, explicaré las aproximaciones utilizadas y metodologías aplicadas, y 

analizaré los principales resultados obtenidos. En el primer capítulo, comenzaré analizando y 

discutiendo los resultados de la caracterización poblacional, genética y comportamental de colonias 

de abejas melíferas establecidas en clima templado, y analizaré la dinámica de las poblaciones de V. 

destructor asociadas. Esta información es relevante para profundizar el conocimiento de la interacción 

entre el parásito y su hospedador, para determinar si las colonias se comportan de forma homogénea 

frente a la parasitación y si el ácaro presenta variación en su comportamiento reproductivo dentro de 

las celdas de cría de las abejas en esta región agroecológica. Estas colonias y las poblaciones de V. 

destructor asociadas serán el material que analizaré en los capítulos tres y cuatro de la Tesis. En el 

capítulo dos, me concentraré en el análisis de la variabilidad genética de V. destructor en la población 

de clima templado mencionada y en otras 9 poblaciones localizadas en diferentes regiones 

agroecológicas de Argentina dedicadas a la actividad apícola. Principalmente analizaré poblaciones del 

ácaro asociadas a colonias de abejas establecidas en regiones de climas subtropical y templado. 

Mediante la aplicación del marcador mitocondrial cox1, ampliamente usado para la determinación del 

haplotipo de V. destructor en poblaciones de todo el mundo, y el desarrollo de nuevos marcadores 

(nd4, nd4L y nd5), determinaré el linaje mitocondrial y evaluaré la existencia de posibles polimorfismos 

presentes en nuestras poblaciones, información clave para iniciar el estudio del impacto de dicha 

variación sobre fenotipos de interés como el éxito reproductivo o la virulencia del ácaro. Los análisis 

de variabilidad genética se complementarán con estudios de genes intervinientes en la reproducción 

de V. destructor dentro de las celdas de cría de abejas. Presentaré en el capítulo tres, los principales 

resultados del análisis transcriptómico de grupos de ácaros reproductivos, no reproductivos y 

foréticos, identificando genes diferencialmente expresados entre estas condiciones y rutas 

metabólicas involucradas tanto en la reproducción como en la transición de fases del ciclo de vida de 

V. destructor. La información generada en este capítulo será el insumo fundamental para los ensayos 

de qPCR y silenciamiento génico que presentaré en el cuarto y último capítulo. En éste detallaré la 

metodología de silenciamiento génico mediante RNA de interferencia aplicada para disminuir la 

expresión de seis genes candidatos asociados al éxito reproductivo del ácaro y evaluar el efecto 

fenotípico del mismo. Los resultados de este capítulo sentarán las bases para iniciar estudios 

funcionales de estos genes, y explorar las vías metabólicas involucradas en la reproducción exitosa de 
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V. destructor dentro de la celda de cría de la abeja. Hacia el final de la tesis, presentaré una discusión 

general para integrar los conocimientos generados de forma holística y discutir su relevancia en el 

desarrollo de técnicas integradas de control de la varroosis. Espero que la información aquí generada 

contribuya a aumentar nuestro conocimiento sobre este complejo sistema de estudio y en un futuro, 

a minimizar el impacto de la infestación en las colonias de A. mellifera en clima templado y promover 

el desarrollo apícola en nuestro país. 
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Capítulo 1. Caracterización genética y 

comportamental de colonias de Apis mellifera 

en condiciones de parasitación natural con 

Varroa destructor 
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1.1. INTRODUCCIÓN 

1.1.1. Dinámica de poblaciones de abejas y ácaros en colonias de A. mellifera  

El conocimiento de la dinámica de las poblaciones de V. destructor es fundamental para lograr un 

adecuado control de la parasitosis y determinar los puntos críticos en los cuales se deben tomar 

decisiones de manejo para evitar el colapso de las colonias de A. mellifera. Debido a esto, el estudio 

de la dinámica poblacional de Varroa ha sido el objetivo de numerosas investigaciones alrededor del 

mundo (Vandame et al., 1994; Fries et al., 1994; Mayagoitia Penagos & Otero Colina, 1995; Fries & 

Rosenkranz, 1996; Wilkinson & Smith, 2002; Russo et al., 2020; Vizintini et al., 2021). Este parásito 

sólo puede completar su ciclo de vida dentro de la colonia por lo que está íntimamente ligado al 

desarrollo biológico de su hospedador (Orantes Bermejo & García Fernández, 1994; Rosenkranz et al., 

2010; Traynor et al., 2020), y las variaciones en el microambiente de la colonia pueden influir en su 

reproducción y así en el crecimiento de sus poblaciones (Eguaras & Ruffinengo, 2006). Por ejemplo, la 

cantidad y la disponibilidad de celdas de cría, la proporción de zánganos y obreras, y la cantidad de 

abejas adultas dentro de la colonia en diferentes momentos condicionan el crecimiento de las 

poblaciones de V. destructor (Fries et al., 1994; Boot et al., 1995; Calis et al., 1999; Wilkinson & Smith, 

2002). La totalidad de ácaros presentes dentro de la colmena, la deriva, el pillaje y otros factores 

propios de las colonias, como la tendencia a enjambrar, constituyen aspectos importantes que 

también influyen en la dinámica poblacional del parásito (Rosenkranz et al., 2010). En general, la 

población de Varroa tiende a crecer exponencialmente hasta alcanzar una fase, a partir de la cual, 

comienza a descender rápidamente al igual que la población del huésped (Eguaras, 1993; Branco et 

al., 1999; revisado en Traynor et al., 2020) (Figura 13). Sin embargo, esta tendencia, puede cambiar 

de acuerdo a las características genotípicas y fenotípicas de las abejas y a la ubicación geográfica de 

las colonias huésped.  

El ecotipo (población adaptada a una determinada ecorregión) de las abejas melíferas y el clima son 

factores importantes que afectan el desarrollo de V. destructor (De Jong et al., 1984; Moretto et al., 

1991, De Jong y Soares, 1997). Es así como, las abejas africanizadas, bajo condiciones de clima tropical 

en América mantienen una relación estable con el parásito, y la apicultura en estas zonas 

generalmente no requiere de tratamientos de control contra la varroosis (Moretto et al., 1993; 

Rosenkranz & Engels, 1994; Guzman-Novoa et al., 1999; Mondragon et al., 2005). En efecto, bajo 

condiciones de clima tropical, el crecimiento de las poblaciones del parásito es más lento que en 

condiciones de clima templado (Eguaras et al., 1994, Garcia Fernández et al., 1995, Moretto et al., 

1991; Rosenkranz et al., 2006).  
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Figura 13. Crecimiento teórico de una colonia de A. mellifera sana sin tratamientos contra V. 

destructor y con un invierno de 3 meses. En invierno, las colonias suelen estar formadas por abejas 

adultas de invierno (en azul oscuro) con muy poca cría de obreras (en marrón claro) y bajas 

poblaciones de Varroa. A medida que emergen nuevas abejas, la población de abejas adultas (en 

amarillo) aumenta rápidamente. A principios de la primavera, la colonia comienza a criar zánganos 

(en marrón oscuro), que son preferidos por V. destructor (graficados como ácaros rojos). Después de 

la temporada de enjambrazón, las colonias dejan de criar zánganos, lo que obliga al ácaro a 

reproducirse en las celdas de cría de obreras. A medida que aumentan los niveles de ácaros, una sola 

celda puede ser co-infestada por múltiples hembras fundadoras, con lo que la tasa de reproducción 

de cada una se reduce, pero la tasa de producción de hembras hijas fecundadas aumenta. A finales 

del verano, tanto la población de abejas como de cría se reducen, y la infestación de Varroa 

aumenta en la población de abejas adultas por encima de los umbrales de daño. Las colonias 

producen simultáneamente crías de invierno (en azul claro) que se convierten en las abejas de 

invierno de alta longevidad (en azul), de la que se alimentan los ácaros. Cuando la colonia deja de 

producir cría, Varroa no tiene lugar donde reproducirse y su población decrece. Extraído de Traynor 

et al. (2020). 

 

En colonias de A. mellifera ubicadas en ambientes de clima templado, la disponibilidad de celdas de 

cría varía a lo largo del año, desde muy abundante en verano hasta mínima o nula en invierno, lo que 
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interrumpe la reproducción del parásito durante esta época (Figura 13). Sin embargo, en este tipo de 

clima la apicultura depende en gran medida del uso de acaricidas. En general, las colonias no tratadas 

no logran sobrevivir más de dos años (Boecking and Genersch, 2008; Neumann et al., 2012; Van 

Dooremalen et al., 2012). El impacto negativo se profundiza si la presencia del parásito en las colonias 

hacia el final del otoño es elevada, afectando en última instancia a las poblaciones de invierno y de la 

primavera siguiente (Guzmán Novoa et al., 2010; van Dooremalen et al., 2012), y comprometiendo la 

supervivencia de la colonia. 

En regiones de clima frío, los períodos reproductivos del ácaro son más cortos, la duración del ciclo de 

postura de la reina decrece y esto determina que el parásito tenga menos oportunidades para 

reproducirse, menor cantidad de cría disponible para cumplir con su ciclo, y esto lo hace menos nocivo 

para las colonias de abejas (Es`kov et al., 2004). En este sentido, conocer la dinámica poblacional del 

parásito y su huésped en cada ambiente, así como los comportamientos de higiene de las abejas hacia 

el ácaro, son requisitos fundamentales a la hora de evaluar estrategias de manejo para reducir la 

población de V. destructor, ya que la probabilidad de colapso de las colonias se incrementa a medida 

que la población de ácaros aumenta (Calderone, 1999). 

1.1.2. Caracterización genética de poblaciones de A. mellifera 

Los estudios morfológicos, particularmente sobre la morfometría alar, realizados en A. mellifera han 

permitido estudiar la diversidad en la especie, que ha sido profundizada con el uso de las herramientas 

moleculares. Estas últimas han resultado útiles para realizar estudios detallados sobre la variabilidad 

genética, origen geográfico y patrones de dispersión de la especie. Los marcadores de ADN 

mitocondrial han sido una de las primeras herramientas moleculares empleadas para estudios 

filogenéticos en A. mellifera (Smith, 1991; Garnery, 1992; Garnery & Cornuet, 1994) y han permitido 

confirmar la presencia de distintos linajes evolutivos (Arias & Sheppard, 1996; Franck et al., 2000). 

Resultados similares se obtuvieron mediante el análisis con marcadores SSR (del inglés, Simple 

Sequence Repeats) o microsatélites (Estoup et al., 1995; Franck et al., 2001). Estas herramientas han 

sido igualmente útiles para estudiar la diversidad genética y estructura poblacional de las colonias de 

A. mellifera en América. Si bien originalmente las abejas que ingresaron al continente americano eran 

europeas (Hall & Smith, 1991; Sheppard et al., 1991), la introducción de la abeja africana A. m. 

scutellata en Brasil (Kerr, 1957) y la subsecuente hibridización (africanización) ha provocado un 

cambio profundo en la estructura genética de las razas o ecotipos de abejas en América (Schiff & 

Sheppard, 1993; Sheppard et al., 1999; Agra, 2018; Agra et al., 2018; Calfee et al., 2020), evidenciado 

mediante la aplicación de estas herramientas.  
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En los últimos años se han comenzado a utilizar herramientas genómicas que han permitido obtener 

una mejor comprensión de la diversidad genética de las distintas subespecies de A. mellifera y abren 

las puertas a una nueva era de estudio de genes y genomas en la especie. Desde la publicación del 

genoma completo de A. mellifera (Weinstock et al., 2006) hasta la utilización de cambios puntuales en 

el ADN, el desarrollo de marcadores SNPs (del inglés Single Nucleotide Polymorphism) (Whitfield et al., 

2006; Chavez-Galarza et al., 2013) y la secuenciación de nueva generación, se ha incrementado mucho 

la cantidad de herramientas disponibles para estudios genómicos y evolutivos en este organismo 

modelo (Hunt et al., 2006; Wallberg et al., 2014; Harpur et al., 2013; 2014; Grozinger & Robinson, 

2015). 

1.1.2.1 Marcadores moleculares del ADN mitocondrial  

El genoma mitocondrial es una molécula circular de ADN de aproximadamente 16.000 pares de bases 

presente en las mitocondrias de la mayor parte de las células de los organismos animales eucariotas. 

Posee herencia materna, genes de copia única, ausencia de recombinación y una alta tasa de evolución 

(Avise et al., 1984; Simon et al., 1994). Estas características, sumadas a la gran cantidad de 

mitocondrias por célula, y al número de copias de genomas por mitocondria (varía entre 1000 y 

10.000) facilitan su estudio desde el punto de vista metodológico y experimental. En particular para 

A. mellifera, la variabilidad genética presente en las regiones intergénicas del ADN mitocondrial 

(ADNmt) ha permitido detectar diferencias a nivel de subespecies (Smith et al., 1991; Arias et al., 

2006).  

Los principales marcadores moleculares utilizados para el análisis de variaciones en el ADNmt en 

abejas son: RFLP (del inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism), PCR-RFLP (del inglés, 

Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) y secuenciación directa. Las 

variaciones RFLP se revelan mediante la digestión de todo el genoma mitocondrial con endonucleasas 

de restricción. Los primeros trabajos realizados con distintas subespecies de A. mellifera en su lugar 

de origen (Smith et al., 1991; Garnery et al., 1992; Arias et al., 2006) o donde fueron introducidas 

(Smith & Brown, 1988; Hall & Muralidharan, 1989; Smith et al., 1989) mostraron el poder 

discriminativo de esta técnica y confirmaron la presencia de los tres linajes (A, C, M) previamente 

descriptos por Ruttner (1978; 1988) mediante el uso de la morfometría. Con el advenimiento de las 

técnicas de biología molecular modernas, el método de RFLP se ha sustituido por la técnica de PCR-

RFLP, principalmente porque para implementar el primero se necesita una considerable cantidad de 

ADNmt no degradado y además requiere mayor tiempo de procesamiento. En ambos métodos, los 

haplotipos se determinan mediante el empleo de enzimas de restricción. Sin embargo, a diferencia de 
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la técnica de RFLP, que analiza todo el genoma mitocondrial, la variación que detecta la técnica de 

PCR-RFLP se revela dentro de una región específica amplificada por PCR.  

En los primeros trabajos realizados con esta técnica se utilizaron varias regiones específicas de ADN, 

tanto para determinar africanización en poblaciones de A. mellifera en América (Hall & Smith, 1991; 

Clarke et al., 2002; Pinto et al., 2003; 2004) o subespecies en poblaciones de A. mellifera de Europa 

del Este (Smith et al, 1997; Bouga et al., 2005; Ivanova et al., 2010; Stevanovic et al., 2010). Uno de los 

primeros marcadores desarrollados fue el gen citocromo b (cyt b) amplificado con cebadores que 

flanquean un amplicón de 485 pares de bases (pb) de longitud, junto con el uso de la enzima de 

restricción BgI II. Este marcador determina si la muestra analizada es de origen europeo o africano, 

pero no discrimina las distintas subespecies y haplotipos a los que pertenecen las abejas analizadas. 

Este marcador se ha utilizado para determinar el grado de africanización en América (Pinto et al., 

2003).  

Uno de los marcadores más utilizados para el análisis de la variabilidad genética de las poblaciones de 

A. mellifera es la región intergénica entre los genes citocromo oxidasa I y citocromo oxidasa II (cox1-

cox2) (Figura 14). Este marcador presenta al menos siete variantes en su longitud que pueden ser 

explicadas por la combinación de tres secuencias relacionadas: la secuencia Po con una longitud de 67 

pb, la secuencia P (de 54 pb) y la secuencia Q (de 192-196 pb) (Figura 15). Esta última se encuentra 

presente en todas las subespecies y se divide en tres regiones según su similitud de secuencias 

nucleotídica con las zonas genómicas adyacentes: Q1 es similar al extremo 3´ del gen cox1, Q2 es 

similar al gen del ARN de transferencia del aminoácido leucina (ARNt leu) y Q3, a la secuencia P 

(Cornuet et al., 1991). Las diferentes combinaciones de estas secuencias generan las siguientes 

variantes: PoQ, PoQQ y PoQQQ, que son características del brazo evolutivo A; las secuencias PQ, PQQ 

y PQQQ, representativas del brazo M; y las secuencias que incluyen solo Q y corresponden al brazo 

evolutivo C (Garnery et al., 1993) (Figura 15).  
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Figura 14. Esquema del genoma mitocondrial completo de A. mellifera. Con flechas azules se 

muestra el par de cebadores usado para amplificar la región intergénica entre los genes citocromo 

oxidasa I y citocromo oxidasa II (cox1-cox2). Para realizar el gráfico se utilizó el programa OGDRAW 

(Lohse et al., 2013) en base a la secuencia del genoma mitocondrial de la especie NC_051932 

(GenBank). 

 

Estas secuencias acumulan gran cantidad de mutaciones, deleciones e inserciones que generan 

polimorfismos evidenciados en forma rápida y sencilla por medio de enzimas de restricción, entre 

ellas, la más utilizada es Dra I, pero también Hinf I y EcoR1 sirven para la determinación de diferentes 

haplotipos.  
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Figura 15. Esquema de los haplotipos mitocondriales de A. mellifera detectados en la Argentina de 

acuerdo a Agra et al. (2018). En el esquema se muestra la región intergénica citocromo oxidasa I y 

citocromo oxidasa II (cox1-cox2) comúnmente analizada para la determinación del linaje 

mitocondrial y con líneas rojas se indican los sitios de restricción de la enzima Hinf I. 

 

 

1.1.2.2 Antecedentes de caracterización genética de A. mellifera de Argentina 

En el año 1991, Sheppard y colaboradores realizaron los primeros trabajos de caracterización 

molecular con el análisis del ADN mitocondrial total de abejas mediante la técnica de RFLP. Los autores 

analizaron muestras de abejas de la zona noreste de nuestro país, con epicentro en la provincia de 

Tucumán, realizando transectas en dirección sur y oeste para confirmar la presencia de africanización. 

Los autores registraron una zona de saturación donde solo detectaron abejas africanizadas, una zona 

de colonización permanente o zona de transición, caracterizada por una compleja hibridación entre 

abejas de origen europeo y africano, y una zona de colonización temporaria donde las abejas 

africanizadas solo se encontraban en los meses de primavera y verano (Figura 16).  
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Figura 16. Distribución de la africanización en Argentina de acuerdo a los primeros resultados de 

Sheppard et al. (1991). La línea naranja indica el límite de saturación de abejas africanizadas (AA); la 

línea celeste señala el límite de la zona de colonización permanente de las AA y la línea violeta, el 

límite de colonización temporaria de las AA. El paralelo 32° de latitud sur es el límite de 

africanización según Kerr et al. (1982). 

 

En el año 2007, Abrahamovich y colaboradores realizaron un muestreo exhaustivo en la provincia de 

Buenos Aires y determinaron los haplotipos mitocondriales mediante la técnica PCR-RFLP, analizando 

la región cox1-cox2 con la enzima de restricción Dra I. Estos autores reportaron que el 92% de las 

colonias muestreadas pertenecían al linaje C (principalmente el haplotipo C1, descripto para A. m. 

ligustica) y el 2,86% al linaje M (identificando los haplotipos M2, M3 y M6), lo que indicaría la presencia 

de las subespecies A.m. melifera y A. m. iberiensis, esta última proveniente del norte de la península 

ibérica. Por último, los autores detectaron que un 5,02% de las muestras correspondía al linaje A, con 

4 haplotipos descriptos: A1 y A4, que son típicos de A. m. scutellata (especialmente A4) y A8 y A11, 
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que indican la presencia de A. m. iberiensis (del sur de la península ibérica) y subespecies del norte 

africano. Si bien todos estos hallazgos fueron fundamentales para una primera caracterización de las 

poblaciones de A. mellifera de nuestro país, no fue hasta el año 2018, en que se realizó un estudio 

extensivo y actualizado sobre la variabilidad genética de colonias de abejas establecidas en las 

principales regiones del país, mediante la utilización tanto de marcadores mitocondriales como 

nucleares. Agra y colaboradores (2018) detectaron un total de 6 haplotipos mitocondriales, dos 

pertenecientes al brazo evolutivo C (C1 y C2j), uno perteneciente al brazo M (haplotipo M4) y tres 

pertenecientes al brazo evolutivo A (A1, A4 y A30), que se distribuyen en diferentes frecuencias de 

acuerdo a la región analizada. Además, de forma consistente a los primeros resultados obtenidos, los 

autores detectaron una clina latitudinal de norte a sur para el nivel de africanización, identificándose 

una distribución preponderante de haplotipos africanizados en el norte de Argentina y europeos hacia 

el centro/sur del territorio (Agra et al., 2018). 

1.1.3. Comportamientos de higiene de las colonias  

A lo largo de la evolución de las abejas melíferas han surgido novedosas adaptaciones fisiológicas, 

comportamentales y de organización social para minimizar el riesgo de transmisión de enfermedades 

que conlleva la vida en sociedad (Evans & Spivak, 2010; Cremer et al., 2007; revisado en Wilson-Rich 

et al., 2009). Se han descripto varios mecanismos de defensa que presentan las colonias, los cuales 

permiten reducir el impacto de ciertas enfermedades. El factor común entre estos mecanismos de 

defensa es que están basados en acciones colectivas o en comportamientos altruistas de individuos 

que benefician a la colonia y que resultan en la evitación, control o eliminación de infecciones y 

parasitosis. Algunos ejemplos de adaptaciones comportamentales que han evolucionado como 

ƳŜŎŀƴƛǎƳƻǎ ŘŜ άƛƴƳǳƴƛŘŀŘ ǎƻŎƛŀƭέ ǎƻƴ Ŝƭ ŎƻƳǇƻǊǘŀƳƛŜƴǘƻ ƘƛƎƛŞƴƛŎƻΣ Ŝƭ ŎƻƳǇƻǊǘŀƳƛŜƴǘƻ ŘŜ 

grooming, la fiebre comportamental, y la recolección y uso de las resinas con capacidad 

antimicrobiana dentro la colmena (Cremer et al., 2007; Evans & Spivak, 2010; Simone et al., 2009; 

Wilson -Rich et al., 2009; de Roode & Lefèvre, 2012).  

El comportamiento higiénico (CH) se refiere a la capacidad de las abejas obreras para detectar y 

eliminar la cría enferma o muerta de la colmena (Figura 17), limitando de esta manera la transmisión 

de la enfermedad (Rothenbuhler, 1964; Spivak, 1996; Spivak & Gilliam, 1998 a, b; Boecking & Spivak, 

1999). Este carácter de inmunidad social ha sido estudiado y considerado como un mecanismo 

primario de resistencia ante enfermedades de la cría, como cría yesificada (Spivak y Gilliam, 1998a, b; 

Invernizzi, 2001), loque americana (Rothenbuhler, 1964; Spivak & Gilliam, 1998a, b; Spivak & Reuter, 

2001a) y varroosis (Rath & Drescher, 1990; Spivak, 1996; Spivak & Gilliam, 1998). En efecto, representa 
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el principal carácter utilizado para la cría selectiva de abejas europeas resistentes a Varroa (Spivak & 

Reuter, 1998; Ibrahim & Spivak, 2006; Harris, 2007; revisado en Mondet et al., 2020).  

Las colonias de abejas muestran variabilidad en la expresión de este comportamiento (Pérez-Sato et 

al., 2009; Bigio et al., 2014). Estas diferencias pueden explicarse por la rapidez con la que las abejas de 

una colonia detectan la presencia de crías enfermas en el nido (Palacio et al., 2010). Aunque todas las 

abejas obreras de la colonia son capaces de detectar y eliminar la cría enferma (revisado por Cremer, 

Armitage & Schmidt-Hempel, 2007; Wilson-Rich et al., 2009), sólo las colonias con abejas que lo hacen 

de forma rápida y, por tanto, eficiente, limitan la transmisión de la enfermedad (Gramacho & Spivak, 

2003). En efecto, una colonia tiene un fenotipo higiénico cuando más del 50% de las abejas son 

higiénicas, y un mayor porcentaje de estas abejas en la colonia resulta en una mayor eficiencia en el 

desempeño del comportamiento (Arathi & Spivak, 2001; Palacio et al., 2010). Además, las abejas 

higiénicas de colmenas de alto CH muestran una mayor eficiencia, precocidad y persistencia temporal 

en la limpieza de celdas con cría anormal (Scannapieco et al., 2016), y pueden modular el grado de 

realización del comportamiento dependiendo de la composición genética de la colonia (Arathi & 

Spivak, 2001; Borsuk, 2009). Así, los efectos combinados e interactivos de abejas individuales con 

diversas propensiones genéticas para detectar y eliminar la cría enferma afectan a la expresión del 

comportamiento higiénico a nivel de la colonia (Pérez-Santo et al., 2009).  

En relación a las bases genéticas del CH, Lapidge et al. (2002) mediante un trabajo pionero de mapeo 

de QTL (loci de carácter cuantitativo) encontraron que dicho comportamiento tendría una herencia 

cuantitativa multigénica y que casi el 80% de la variación en el mismo podía ser explicada por el efecto 

combinado de siete loci. Por su parte, Oxley et al. (2010) encontraron tres QTL que explican parte de 

la variación del CH y propusieron varios genes candidatos a participar en la percepción olfativa, el 

comportamiento de aprendizaje y el ritmo circadiano de locomoción. Posteriormente Tsuruda et al. 

(2012) no confirmó una asociación entre abejas con alto CH y los QTL previamente identificados (Oxley 

et al., 2010), sin embargo, identificó 39 genes diferencialmente expresados entre abejas de alto y bajo 

CH. En línea con estos resultados, Guarna et al. (2015) detectaron marcadores protéicos involucrados 

en la percepción de los estímulos químicos y en la trasmisión nerviosa que estarían asociados al CH 

hacia el ácaro. Más recientemente, se identificaron cinco genes involucrados en la percepción y 

procesamiento olfativo que se expresan diferencialmente entre abejas de alto y bajo CH de colmenas 

argentinas usadas en apicultura (Scannapieco et al., 2017). Todos estos avances evidencian que genes 

asociados a la olfación poseen un rol central en la regulación del CH y apoyan el estatus de este 

carácter como blanco de selección clave en programas de mejoramiento genético que buscan contar 



49 
 

con líneas de abejas resistentes a V. destructor y otras enfermedades de la cría (revisado en Guichard 

et al., 2020).   

 

 

Figura 17. Representación esquemática del comportamiento higiénico, mecanismo general de 

higiene hacia enfermedades de la cría de A. mellifera y del comportamiento de higiene sensitivo a 

Varroa (VSH, del inglés Varroa Sensitive Hygiene). Modificado a partir de Traynor et al. (2020). 

 

La conducta higiénica de las abejas, más allá de estar determinada genéticamente, puede ser 

modulada por diversos factores, que influyen aisladamente o integrados en dicho mecanismo, 

ǇŜǊƳƛǘƛŜƴŘƻ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ ƴƛǾŜƭŜǎ ŘŜ ŜŦƛŎƛŜƴŎƛŀ Ŝƴ ƭŀ ŘŜǘŜŎŎƛƽƴ ȅ ǊŜƳƻŎƛƽƴ ŘŜ ŎǊƝŀǎ άŀƴƻǊƳŀƭŜǎέΦ [ƻǎ 

factores ambientales influyen significativamente en la respuesta higiénica de las abejas. Al respecto, 

Momot y Rothenbuhler (1971) observaron que ante la falta de entrada de néctar se reduce la 

respuesta higiénica en colmenas de A. mellifera. Otros factores ambientales como la temperatura y la 

humedad también resultan relevantes en la eficiencia de este comportamiento (Message & 

Gonçalves, 1980, citado por Sanabria, 2007). Asimismo, la expresión del CH higiénico depende de la 

fortaleza poblacional y la composición de las obreras dentro de la colonia (Spivak & Gilliam, 1993; 

Scannapieco et al., 2016; ver Spivak & Danka, 2021 para una revisión). 

El comportamiento VSH (de sus siglas en inglés, Varroa Sensitive Hygiene) es un comportamiento 

higiénico específico hacia V. destructor, que resulta en una disminución del éxito reproductivo del 

ácaro en las celdas de cría de las abejas. Se ha planteado que el mecanismo por el cual las colmenas 

VSH limitan la reproducción de V. destructor sería un tipo de comportamiento higiénico dirigido 

específicamente hacia celdas de cría que contienen ácaros reproductivos, obviando las celdas de cría 

parasitadas con ácaros no reproductivos (Harris, 2007; Harbo & Harris, 2009; Villa et al., 2009; 2016) 

(Figura 17). La posible asociación entre el CH y el VSH ha sido discutida en estos últimos años, con 
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evidencias no concluyentes. Mientras que algunos autores encontraron una correlación positiva entre 

los caracteres, otros autores describieron que colonias seleccionadas para un alto CH no 

necesariamente exhiben un alto VSH (revisado en Spivak & Danka, 2020). Hasta el momento, se 

considera que la evaluación de los niveles de CH (medido tradicionalmente como la remoción de crías 

muertas artificialmente por congelamiento o pinchado), es un punto de partida para detectar o 

preseleccionar colmenas con características de resistencia a Varroa, aspecto fundamental para 

avanzar en la cría selectiva de materiales apícolas promisorios y así en un control integrado de la 

varroosis. 

En este Capítulo se presenta la caracterización genética, poblacional y comportamental de las colonias 

de A. mellifera establecidas en clima templado y de las poblaciones de ácaros asociadas. Estos 

materiales representan los insumos biológicos para el desarrollo de los experimentos de laboratorio, 

campo y semi-campo presentados en los restantes capítulos de la Tesis. 
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1.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

1.2.1. Materiales 

Para la evaluación de parámetros poblacionales de A. mellifera y V. destructor, y la caracterización 

genética y comportamental de las colonias, se trabajó con 25 colmenas de A. mellifera establecidas 

en el apiariƻ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ ŘŜƭ Lƴǎǘƛǘǳǘƻ ŘŜ DŜƴŞǘƛŎŀ ά9Φ !Φ CŀǾǊŜǘέΣ Lb¢! όŎƻƻǊŘŜƴŀŘŀǎΥ опϲосϥ ртΣсϦ{ 

58°39' 26,5"O; Figura 18). Las mismas provienen de la localidad de Maciá (Entre Ríos) y fueron 

originalmente utilizadas con fines comerciales. Una vez establecidas en el apiario experimental, se 

implementó el Protocolo de Buenas Prácticas de Manejo Apícola (PROAPI - INTA) para su manejo y 

mantenimiento. Las colmenas mostraron una rápida adaptación al clima y a los recursos alimenticios 

de la zona. El apiario se encuentra ubicado en clima templado y su paisaje corresponde a una zona 

periurbana (Figura 18). 

 

 

 

Figura 18. Fotografía del Apiario Experimental del Instituto de Genética de INTA (Hurlingham, 

provincia de Buenos Aires) (arriba). Imagen satelital con la ubicación del apiario y los alrededores 

(abajo).  
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1.2.2. Métodos 

1.2.2.1. Evaluación de parámetros poblacionales de A. mellifera 

Se evaluó la evolución poblacional de las 25 colonias de A. mellifera durante dos temporadas 

consecutivas (2016-2018). Durante este período, se registró mensualmente (septiembre-mayo) la 

cantidad de cuadros cubiertos con abejas (estimador del tamaño poblacional o fortaleza de las 

colonias). Dichas estimaciones se realizaron por observación directa inmediatamente después de la 

apertura de la colmena, evitando de esta manera que las abejas se dispersaran. Cada colmena se 

categorizó de acuerdo a 3 condiciones poblacionales: categoría I (8 a 10 cuadros cubiertos con abejas), 

categoría II (5 a 7 cuadros cubiertos con abejas) y categoría III (1 a 4 cuadros cubiertos con abejas) 

(Figura 19). 

Los datos de fortaleza poblacional (medidos en categorías) se analizaron mediante el uso de un 

modelo lineal mixto general (GLMM) con una función binomial o de distribución y enlace logit (con 

cota en 3) considerando la temporada y el mes como factores fijos, y la colonia como factor aleatorio. 

Se utilizaron razones de probabilidad (odds ratios) para comparar las categorías. Una razón de 

probabilidades mide la asociación entre un conjunto de condiciones (factores o niveles de un factor) 

y un resultado al dividir las probabilidades logarítmicas de una condición por las otras (Szumilas, 2010). 

Se realizaron múltiples comparaciones usando la prueba de CƛǎƘŜǊ [{5 όʰ Ґ лΣлрύΦ 9ƴ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ Ŏŀǎƻǎ 

se ensayó y analizó la dispersión de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la prueba 

de Shapiro-Wilks. Para obtener la estructura de varianza más adecuada, se utilizó el criterio de 

información de Akaike. Todos los análisis se realizaron utilizando la función glmer en el paquete R 

"lme4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).  

   

Figura 19. Categorización de las colonias en función de su población de abejas adultas. La categoría 

representa una estimación de la fortaleza de la colonia. Categoría I (izquierda), categoría II (centro) y 

categoría III (derecha). 
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1.2.2.2. Caracterización genética de las colonias de A. mellifera 

La caracterización genética de las colonias de A. mellifera se realizó en dos momentos; la primera al 

principio del estudio (2016) y la segunda antes de iniciar los ensayos de transcriptómica y 

silenciamiento (2018) presentados en los capítulos 3 y 4. Se muestrearon dos abejas obreras del 

interior de cada colonia. Las muestras fueron colocadas en tubos de 1,5 mL con etanol al 96% y 

conservadas a -20 °C. Posteriormente, se procedió al procesamiento de las mismas mediante 

extracción de ADN según el protocolo descripto por Baruffi et al. (1995) y posterior amplificación por 

la técnica de PCR-RFLP. 

1.2.2.2.1.   Extracción individual de ADN total  

Se separó el tórax del resto del cuerpo de cada abeja obrera utilizando una pinza y se secó en estufa 

a 37 °C. Cada tórax fue puesto en un microtubo de 1,5 mL, y mantenido en hielo. A cada tubo se le 

agregó 200 µL de buffer de extracción (NaCl 100 mM; Sacarosa 200 mM; Tris-HCl pH 9,1 100 mM; 

EDTA 50 mM; SDS 0.5% y agua bidestilada), junto con 2 µL de proteinasa K (10mg/mL). Se realizó la 

homogenización de los tejidos y se adicionó a cada tubo 200 µL más de buffer de extracción. Los tubos 

fueron incubados a 65 °C durante 30 minutos mediante el uso de un heat block. Posteriormente, se 

añadió 50 µL de KAc 8M a cada tubo y se mezclaron por inversión. Los tubos fueron mantenidos en 

hielo durante 30 minutos (incubación en frío) y luego fueron centrifugados durante 15 minutos a 

14.000 rpm. Se transfirió el sobrenadante de cada tubo a otro limpio y se realizó una nueva 

centrifugación durante 10 minutos a 14.000 rpm. Se agregó 10 µL RNAsa 1 mg/mL a cada tubo y se los 

incubó 30 minutos a 37 °C (incubación en calor). Luego se adicionaron a cada tubo 50 µL de NaAc 3M 

y 800 µL de etanol absoluto (frío), y se centrifugaron durante 10 minutos a 14.000 rpm. Luego de la 

centrifugación, se descartaron los sobrenadantes por inversión. Se repitió el lavado con 500 µL de 

etanol 70%. Finalmente, los tubos se secaron a 37 °C hasta la evaporación total del etanol. Se 

resuspendió el ADN en 30 µL de TE (10:1). Los tubos fueron conservados en freezer a -20 °C. 

Para analizar la calidad del material genético obtenido se realizaron electroforesis en gel de agarosa 

0,8% p/v en buffer TBE 0.5X (Tris Base 10,8 gr/lt; Ácido Bórico 5,5 gr/lt; EDTA 0,7 gr/lt) y 1 mg/mL de 

bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). Las corridas electroforéticas se realizaron a intensidad de 

corriente constante (30 mA) durante una hora. Las imágenes de los geles fueron capturadas con un 

fotodocumentador de luz UV (Syngene) y analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft). 
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1.2.2.2.2. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 

Una vez extraído el ADN, se realizó mediante PCR la amplificación de la región intergénica citocromo 

oxidasa I - citocromo oxidasa II (cox1-cox2) del ADN mitocondrial de A. mellifera según la metodología 

descripta por Lobo-Segura (2000) y Hall & Smith (1991) y puesta a punto en nuestro laboratorio (Conte 

et al., 2008; Agra et al., 2018). Se utilizaron los siguientes cebadores específicos: forward MTHSF: 5´-

TCTATACCACGACGTTATTC- 3´ y reverse MT2: 5´ -GATCAATATCATTGATGACC-3. 

Para cada muestra, se colocó en una placa de 96 pocillos 1 µL de ADN, 4 µL de H2O y 15µL de mezcla 

de PCR. La mezcla de PCR consistió en buffer Idaho 1X (500 mM tris-HCl pH 8,3; 20% Sacarosa; 30 mM 

MgCl2; 2,5 mg/mL BSA); dNTPs 200 µM; cebador forward: MTHSF 0,5 µM; cebador reverse: MT2 0,5 

µM; taq polimerasa (Inbio Highway) 0,04 U/µL y H2O bidestilada hasta completar el volumen final (20 

µL). El orden de agregado de reactivos se realizó desde los de mayor volumen hasta la polimerasa, que 

es el reactivo de menor volumen. La placa fue colocada en un ciclador Applied Biosystems Veritiϰ 

Thermal Cycler. El ciclado se llevó a cabo según el siguiente programa: 94 °C durante 5 minutos, 40 

ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 60 segundos y una extensión final a 

72 °C durante 2 minutos. 

Para verificar la amplificación, se realizaron corridas electroforéticas de los productos de PCR en un 

gel de agarosa al 1,5%, durante 30 minutos a intensidad de corriente constante (30 mA). Una vez 

finalizada la corrida, las imágenes fueron capturadas con un fotodocumentador de luz UV (Syngene) y 

analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft). 

1.2.2.2.3. Análisis de patrones de restricción (PCR-RFLP) 

Se realizó la digestión de los productos de PCR obtenidos utilizando la enzima Hinf I (Promega) durante 

4 horas a 37 °C. Para ello se utilizaron 10 µL de templado; 2 µL Buffer B 10X; 0,2 µL BSA 10 ng/mL; 0,1 

µL enzima HinfI (10U/µL) y 7,7 µL agua bidestilada estéril. Para analizar el patrón de restricción 

obtenido se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 3%, durante tres horas a 30mA. Una vez 

finalizada la corrida electroforética, las imágenes fueron capturadas con un fotodocumentador de luz 

UV (Syngene) y analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft). Se analizó el patrón de restricción 

obtenido mediante la comparación con estándares de referencia de los diferentes linajes de A. 

mellifera descriptos en bibliografía (Conte et al., 2008; Agra et al., 2018).  
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1.2.2.3. Evaluación de parámetros poblacionales de V. destructor 

De forma simultánea a la estimación de la población de abejas adultas, se estimó la carga forética de 

V. destructor en las 25 colmenas de A. mellifera mencionadas. Dichas estimaciones se realizaron 

mensualmente (septiembre-mayo) durante dos temporadas consecutivas (2016-2018). De forma 

similar, la carga parasitaria en celdas de cría se estimó mensualmente en los momentos de la 

temporada con disponibilidad de cría cerrada (septiembre-marzo) durante las mismas dos 

temporadas. Para garantizar la supervivencia de las colmenas, se las trató anualmente (mes de mayo) 

con acaricidas de síntesis, según el calendario apícola (Giacobino 2015). 

1.2.2.3.1. Dinámica temporal de las poblaciones de V. destructor en abejas adultas (Varroa forética)  

De cada colmena, se tomaron muestras de entre 150 y 300 abejas obtenidas de tres cuadros de cría 

(separados entre sí y con predominio de cría abierta) en frascos que contenían una solución de agua 

y detergente (Figura 20). El uso de detergente facilita el desprendimiento de los ácaros del cuerpo de 

las abejas y, de esta manera, el conteo efectivo de los mismos. Para la realización del conteo, las 

muestras (frascos) de todas las colmenas fueron llevadas al laboratorio. Los frascos se agitaron 

vigorosamente durante unos minutos, se vació su contenido sobre un tamiz que retiene las abejas 

pero deja pasar los ácaros, que fueron colectados en un paño blanco colocado debajo del tamiz (Figura 

20). Las abejas fueron lavadas con agua al menos tres veces para asegurar la correcta recolección de 

los ácaros. Finalmente se contabilizaron las abejas y los ácaros presentes en cada muestra. Para 

obtener el porcentaje de V. destructor en estado forético (%VF) se utilizó la siguiente fórmula: (Nº de 

ácaros desprendidos /Nº de abejas de la muestra) x 100 (De Jong et al., 1982 modificada por 

Marcangeli, 2000; Dietemann et al., 2013).  

 

 

Figura 20. Fotografías de la toma de muestras (izquierda) y del conteo de ácaros (derecha) para la 

determinación de la parasitación en abejas adultas (%VF).  
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1.2.2.3.2. Dinámica temporal de las poblaciones de V. destructor en celdas de cría (Varroa en cría)  

De cada colonia, se tomaron cuadros que contenían planchas homogéneas de cría operculada, de 

aproximadamente 16 días de edad (pupas de ojos rosados). Se abrieron, mediante el uso de una pinza 

de punta fina, 200 celdas de cría en forma diagonal a ambos lados del cuadro y se retiró el contenido 

de cada una de las celdas cuidadosamente para el registro de la presencia de V. destructor sobre la 

cría de abejas (Figura 21). También se revisaron las paredes y el fondo de cada una de las celdas 

abiertas para detectar la presencia del ácaro. Se contabilizó el número de celdas infestadas con V. 

destructor y se determinó el porcentaje de infestación de Varroa en Cría (%VC) según Dietemann et 

al. (2013). 

 

 

 

 

 

Figura 21. Fotografías del manejo de cuadros de cría de abejas para la determinación de la 

parasitación por V. destructor en la cría de las abejas (%VC).  

 

1.2.2.3.3. Análisis estadístico  

Los datos de VF y VC se analizaron mediante el uso de un modelo lineal mixto general (GLMM) con 

una función binomial o de distribución y enlace logit (Nº de abejas con ácaros vs. Nº de abejas sin 

ácaros; Nº de celdas con ácaros vs. Nº de celdas sin ácaros) considerando el mes y la temporada como 

factores fijos y la colonia como factor aleatorio. Se utilizó la razón de probabilidades (odds ratio) para 

comparar los datos de VF y VC entre condiciones (factores o niveles de un factor). Se realizaron 

múltiples comparacioƴŜǎ ǳǎŀƴŘƻ ƭŀ ǇǊǳŜōŀ ŘŜ CƛǎƘŜǊ [{5 όʰ Ґ лΣлрύΦ 9ƴ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ Ŏŀǎƻǎ ǎŜ Ŝƴǎŀȅƽ ȅ 

analizó la dispersión de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la prueba de Shapiro-

Wilks. Para obtener la estructura de varianza más adecuada, se utilizó el criterio de información de 

Akaike. Todos los análisis se realizaron utilizando la función glmer en el paquete R "lme4" (Bates, 2015; 

R Core Team, 2017).  
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1.2.2.4. Caracterización del comportamiento de higiene hacia el ácaro en las colonias de A. mellifera 

Se midió el comportamiento higiénico de las abejas hacia celdas artificialmente infestadas con V. 

destructor en un subconjunto de 12 colmenas del apiario experimental del Instituto de Genética, en 

los meses de diciembre, febrero, marzo y abril durante dos temporadas consecutivas (2016-2018). Las 

mediciones del comportamiento se realizaron dos veces por mes. 

1.2.2.4.1. Obtención de V. destructor e infestaciones artificiales 

Utilizando la metodología descripta en la sección 1.2.2.3.1., se analizó la carga forética de V. destructor 

en colonias establecidas en el apiario experimental del Instituto de Investigación en Tecnología de 

Alimentos, INTA (coordenadas: 34° 35' 56,2"S 58° 41' 00,2"O). Las colonias que presentaron una alta 

carga parasitaria (< 5%) fueron seleccionadas y utilizadas como dadoras de ácaros foréticos, los cuales 

se recolectaron mediante el método del azúcar impalpable (Dietemann et al., 2013) (Figura 22). 

Brevemente, las abejas se recogieron de los panales de cría y se colocaron en un recipiente de plástico 

con una malla que deja pasar a los ácaros, pero no a las abejas (Figura 22). En el laboratorio, los ácaros 

foréticos fueron limpiados y acondicionados uno a uno con la ayuda de un pincel fino y agua destilada. 

Los ácaros colectados se conservaron en cajas de petri con papel de filtro húmedo y algunas larvas de 

A. melifera (L5) sin superar la hora de tiempo (Figura 22). Los ácaros que no se podían separar a las 

cerdas del pincel fueron considerados insalubres y se descartaron. 

 

 

 

 

Figura 22. Fotografías de la recolección de ácaros foréticos. 
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Figura 22. (Continuación) Fotografías de la recolección de ácaros foréticos mediante el método del 

azúcar impalpable (arriba). Ácaros acondicionados para su uso en las infestaciones artificiales 

(abajo). 

 

De cada colonia se eligió un cuadro con abundante cantidad de celdas de cría (larvas L5) no 

operculada. Estas celdas se marcaron en una hoja de acetato transparente (mapa) para identificarlas 

de las celdas ya operculadas (Figura 23). Una vez obtenidos los mapas, los cuadros se volvieron a 

colocar en las colonias de origen. Cinco horas más tarde, se identificaron las celdas de cría 

recientemente operculadas y se infestaron artificialmente con un ácaro (Figura 23). Para ello, se abrió 

el opérculo de cada celda de cría con un bisturí y se introdujo una hembra fundadora mediante el uso 

de un pincel fino. Posteriormente, las celdas se cerraron empujando suavemente el opérculo y 

cubriendo todos los bordes de la celda. Los cuadros que contenían las celdas de cría infestadas 

artificialmente se colocaron nuevamente en la colonia.  
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Figura 23. Fotografía sobre el procedimiento de infestación artificial de celdas de cría de A. mellifera 

con hembras fundadoras de V. destructor. 

 

1.2.2.4.2. Evaluación de la remoción de celdas de cría y parámetros reproductivos de los ácaros 

Once días después de la infestación artificial, se revisó cada celda y se realizó el recuento del número 

de celdas con cría removida. Se estimó el comportamiento higiénico hacia el ácaro mediante el cálculo 

del porcentaje de remoción de las celdas (número de celdas removidas sobre el total de celdas 

infestadas). Adicionalmente, se revisaron una a una las celdas no removidas y siguiendo la 

metodología descripta por Merke (2016) y Häußermann et al. (2020) se midieron los parámetros 

reproductivos de los ácaros: fertilidad (proporción de ácaros hembra con al menos una cría); 

descendencia no viable (DNV, proporción de ácaros hembra con descendencia pero sin hijas maduras); 

y reproducción anormal (RA, suma de la proporción de ácaros sin cría y DNV). 

1.2.2.4.3. Análisis estadístico  

Los datos se analizaron mediante el uso de un modelo lineal mixto general (GLMM) con una función 

binomial o de distribución y enlace logit (celda con cría removida vs. celda con cría no removida, ácaros 

fértiles y ácaros sin cría, DNV vs. ácaros vivos sin DNV (ácaros sin cría + ácaros con reproducción 

normal) y RA (ácaros sin cría + DNV) vs. ácaros con reproducción normal) considerando la colonia y el 

mes como factores fijos, la categoría como una covariable y la temporada como factor aleatorio. Se 

utilizaron razones de probabilidad (odds ratios) para comparar los datos de remoción de celdas y de 
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todos los casos se ensayó y analizó la dispersión de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron 

con la prueba de Shapiro-Wilks. Para obtener la estructura de varianza más adecuada, se utilizó el 

criterio de información de Akaike. Todos los análisis se realizaron utilizando la función glmer en el 

paquete R "lme4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).  
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1.3. RESULTADOS 

1.3.1. Evaluación de parámetros poblacionales de A. mellifera 

La dinámica poblacional de las colonias de A. mellifera estudiadas mostró un patrón similar en ambas 

temporadas analizadas, sin diferencias significativas entre éstas (Test de Chi-cuadrado; P=0,9396; 

Figura Suplementaria 1). Sin embargo, fue posible detectar una variación estacional significativa en la 

población de abejas obreras de las colonias (Test de Chi-cuadrado; P=0,0026; Figura 24). Estos 

resultados son concordantes con lo esperado para la dinámica estacional de las poblaciones de abejas 

melíferas en clima templado, donde el número de abejas obreras dentro de la colonia aumenta 

durante la primavera (30-55% de las colonias se encuentran en categoría II y III), llega a ser máximo 

en el verano (60-80% de las colonias alcanzan su máximo tamaño poblacional, categoría I), 

específicamente en febrero, siendo el tamaño poblacional significativamente diferente en este mes 

respecto de los meses de octubre y mayo (P=0,0055; Tabla Suplementaria 1). En efecto, la probabilidad 

de encontrar una colonia en categoría I (altamente poblada) es máxima en el mes de febrero. Hacia el 

otoño, la cantidad de abejas obreras comienza a reducirse, con el 48-58% de las colonias del apiario 

en categoría I (Figura 24; Tabla Suplementaria 1). 

 

 

Figura 24. Proporción de colonias de A. mellifera según su tamaño poblacional para cada mes 

evaluado. En colores se muestran las categorías de población: I (alta población), II (población media) 

y III (baja población). Dichas categorías son indicadoras de la fortaleza de la colonia. Se presentan los 

resultados de ambas temporadas en conjunto. 
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1.3.2. Caracterización genética de las colmenas de A. mellifera 

Se obtuvieron 100 muestras (dos abejas de cada una de las 25 colonias, para ambas temporadas 

analizadas) de ADN de abejas obreras de A. mellifera de calidad y cantidad óptima para los análisis de 

caracterización genética. Estos parámetros fueron evaluados mediante corridas en gel de agarosa 

0,8% p/v (Figura 25), y la medición de la concentración e índices de calidad realizada con Nanodrop 

1000 (Tabla Suplementaria 2).  

 

Figura 25. Corrida electroforética en gel de agarosa 0,8% p/v de muestras de ADN total de abejas 

obreras de las colonias de A. mellifera analizadas. Calle 1: marcador de peso molecular DNA Ladder 

Solis Biodyne 100 bp (100 pb a 3000 pb); Calles 2-18: ADN total de las muestras pertenecientes a las 

colonias analizadas; calle 19: Control negativo. 

 

A partir del ADN extraído, se obtuvieron los productos de PCR correspondientes a la región intergénica 

cox1-cox2. Todas las muestras analizadas evidenciaron los fragmentos esperados de 848 y 847 pares 

de bases descripto para el linaje C (Figura 26), según los autores Lobo-Segura (2000) y Hall & Smith 

(1991).  

Los patrones de bandas obtenidos luego de la digestión evidenciaron la presencia de diferente 

cantidad de sitios de reconocimiento de la enzima Hinf I entre las muestras. Puntualmente se identificó 

la presencia de tres bandas para las muestras de las colonias 15, 16 y 17, consistentes con los tamaños 

de bandas esperados para el haplotipo C2J (288, 267 y 239 pares de bases), y dos bandas en las 

colonias 1-14 y 18-25, consistentes con los tamaños de bandas esperados para el haplotipo C1 (288 y 

267-260 pares de bases) (Figura 27). Estos haplotipos fueron idénticos entre el primer análisis 

(temporada 2016) y el segundo (temporada 2018), indicando estabilidad en la genética del apiario.  
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Figura 26. Productos de amplificación por PCR para la región mitocondrial cox1-cox2 de muestras de 

abejas obreras pertenecientes a las colonias de A. mellifera analizadas. La fotografía corresponde a 

una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% p/v de los productos de PCR. Calles 1 y 20: 

marcador de peso molecular DNA Ladder Solis Biodyne 100 bp (100 pb a 3000 pb); Calles 2-18: 

Productos de PCR correspondientes a algunas de las colonias analizadas; calle 19: Control negativo. 

 

 

Figura 27. Patrón de bandas de PCR-RFLP para la región cox1-cox2 en muestras de abejas obreras de 

las colonias de A. mellifera analizadas. La fotografía corresponde a una corrida electroforética en gel 

de agarosa 3% p/v de los productos de PCR cox1-cox2 digeridos con la enzima Hinf I. Calles 1 y 15: 

marcador de peso molecular DNA Ladder Solis Biodyne 100 bp (100 pb a 1500 pb); Calles 2-9 y 13: 

productos de restricción de muestras pertenecientes a colonias de haplotipo C1; Calles 10, 11 y 12: 

productos de restricción de muestras pertenecientes a colonias de haplotipo C2J; calle 14: C-.  
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Del análisis de los datos obtenidos por PCR-RFLP se puede desprender que la totalidad de las colonias 

analizadas presentan un haplotipo mitocondrial de origen europeo. En particular, el 88% de las 

colonias (N=22) exhibieron haplotipo C1 y solo el 12% de las colonias (N=3) de A. mellifera establecidas 

en el apiario analizado presentaron haplotipo C2J (Figura 28).  

 

 

Figura 28. Porcentaje de haplotipos mitocondriales de Apis mellifera detectados en el apiario 

experimental analizado. 

 

1.3.3.   Evaluación de parámetros poblacionales de V. destructor 

1.3.3.1. V. destructor en abejas adultas (Varroa forética)  

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de parasitación entre las colonias ni entre 

las temporadas analizadas (Test de Chi-cuadrado; P=0,2218), evidenciando una relativa 

homogeneidad en los niveles de parasitación dentro del apiario y entre años (Figura Suplementaria 

2). De forma consistente a lo observado para la población de abejas, el patrón obtenido para las cargas 

foréticas del parásito en las colonias evidenció una variación estacional significativa (Test de Chi-

cuadrado, P<0,001) (Figura 29). En particular, durante la primavera (septiembre, octubre, noviembre) 

y el principio del verano (diciembre) las colonias presentaron bajos niveles de parasitación forética 

(con valores promedio por debajo del 1,5%). Hacia mediados y finales del verano (enero, febrero y 

marzo), las cargas parasitarias fueron mayores (con valores promedio de 3,82%) (Figura 29). En el 

principio del otoño (abril), las colonias presentaron los picos más altos de parasitación (con un valor 

promedio de 6,46%) (Figura 29). En efecto, la probabilidad de encontrar una abeja obrera parasitada 

es máxima en los meses de marzo y abril, con valores de probabilidad de 0,0407 y 0,0527, 

respectivamente (Tabla Suplementaria 3). El porcentaje de parasitación se vio disminuido hacia 
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mediados del otoño (mes de mayo, con un valor promedio de 0,50%) (Figura 29), ya que en ese 

momento se realizaron las curas estacionales en todas las colonias.  

 

Figura 29. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de V. destructor en estado forético (%VF) 

en las colmenas de A. mellifera evaluadas en función de los meses de la temporada apícola. Se 

muestran los promedios de ambas temporadas. Distintas letras indican diferencias significativas 

entre los meses de acuerdo a los resultados del GLMM (P<0,05).   

 

1.3.3.2. V. destructor en celdas de cría (Varroa en cría) 

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de parasitación en la cría de las abejas 

entre las colonias ni entre las temporadas evaluadas (Test de Chi-cuadrado; P=0,4704), evidenciando 

una relativa homogeneidad en los niveles de parasitación dentro del apiario y entre años (Figura 

Suplementaria 3). Sin embargo, las cargas del parásito en las celdas de cría evidencian una variación 

estacional significativa (Test de Chi-cuadrado; P<0,001 - Tabla Suplementaria 4) (Figura 30). En 

particular, durante la primavera (septiembre, octubre y noviembre) y el principio del verano 

(diciembre y enero), las colonias presentaron bajos niveles de parasitación en cría (con valores 

promedio de 0,93% para primavera y 0,23% para diciembre y enero) (Figura 30). Hacia mediados del 

verano (febrero), las cargas parasitarias en la cría fueron mayores (con valores promedio de 1,48%) y 

a fines del verano (marzo) se evidenciaron los picos más altos de parasitación en celdas de cría (con 

un valor promedio de 3,51%) (Figura 30). En efecto, la probabilidad de encontrar una celda de obrera 

parasitada con Varroa es alta en el mes de febrero y máxima en marzo, con valores de probabilidad 

de 0,014 y 0,033, respectivamente (Tabla Suplementaria 4) 
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Figura 30. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de V. destructor en celdas de cría (%VC) 

de las colonias de A. mellifera evaluadas en función de los meses de la temporada apícola. Se 

muestran los promedios de ambas temporadas. Distintas letras indican diferencias significativas 

entre los meses de acuerdo a los resultados del GLMM (P<0,05).  

 

1.3.4. Caracterización del comportamiento de higiene hacia el ácaro en las colonias de A. mellifera 

A pesar de la variación observada, no se encontraron diferencias significativas en el comportamiento 

de higiene hacia celdas de cría parasitadas con V. destructor entre las colonias analizadas ni al 

considerar la fortaleza (categoría) de las mismas (Test de Chi-cuadrado; P>0,05), sugiriendo que el 

nivel de comportamiento higiénico sería independiente del estatus poblacional de la colonia. El 

porcentaje de remoción de las celdas parasitadas varió entre 16,70% y 35,05% entre las colonias, con 

un valor medio de 28,27% (Figura 31). No se detectaron diferencias significativas entre las dos 

temporadas analizadas (Test de Chi-cuadrado, P=0,3282), evidenciando que el nivel de 

comportamiento higiénico sería estable de un año a otro (Figuras Suplementarias 4 y 5).  

En cuanto a la dinámica estacional, se encontraron diferencias significativas en el comportamiento 

hacia el ácaro entre los meses de la temporada (Test de Chi-cuadrado; P<0,001), observándose un 

descenso en la remoción de las celdas parasitadas en febrero y abril en comparación con diciembre y 

marzo (Figura 32; Figuras Suplementarias 4 y 5; Tabla Suplementaria 5).   
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Figura 31. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de celdas de cría parasitada con V. 

destructor que fueron removidas por las abejas de cada colonia analizada. Las barras muestran el 

promedio de las dos temporadas estudiadas (2016-2017 y 2017-2018).  

 

En efecto, la probabilidad de que una celda parasitada con V. destructor sea removida por las abejas 

al día 11 post-infestación es máxima en diciembre y marzo (Tabla Suplementaria 5). 

 

Figura 32. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de celdas de cría parasitada con V. 

destructor removidas por las abejas en función de los meses de la temporada apícola. Se muestran 

los valores sobre todas las colonias evaluadas en ambas temporadas (2016-2017 y 2017-2018). 

Distintas letras indican diferencias significativas entre los meses GLMM (P<0,05).  

El análisis del estatus reproductivo de V. destructor presente en las celdas de cría que no fueron 

removidas por las abejas evidencia que la fertilidad de los ácaros fue similar entre las colonias 

analizadas (Figura 33), sin diferencias significativas entre éstas (Test de Chi-cuadrado, P=0,9340). 
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Dicho parámetro reproductivo varió entre 78,61% y 83,56%, con un valor medio de 80,57% (Figura 

33). Tampoco se detectaron diferencias significativas en la fertilidad del ácaro al considerar la fortaleza 

poblacional de las colonias, las temporadas o los meses de la temporada (Tests de Chi-cuadrado, 

P>0.05) (Figura 33 y 34; Figuras Suplementarias 6 y 7). 

 

Figura 33. Porcentaje medio (± error estándar) de ácaros fértiles presentes en las celdas de cría no 

removidas por las abejas. Cada barra se obtuvo de los múltiples registros realizados en cada colonia 

para las dos temporadas analizadas (2016-2017 y 2017-2018).  

 

 

Figura 34. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de ácaros fértiles presentes en las celdas 

de cría no removidas por las abejas para los meses analizados. Cada punto se obtuvo de los múltiples 

registros realizados sobre las colonias y para ambas temporadas (2016-2017 y 2017-2018).  
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En la Figura 35 se muestran los resultados del análisis de la descendencia no viable (DNV) de V. 

destructor en las celdas de cría de todas las colonias de A. mellifera analizadas. El porcentaje de ácaros 

con DNV varió entre 27,85 y 40,41%, con un valor medio de 33,37%, sin diferencias significativas entre 

colonias ni al considerar la fortaleza poblacional de las mismas (Test de Chi-cuadrado, P>0,05 - Figura 

Suplementaria 8). Tampoco se detectaron diferencias entre las temporadas analizadas. En cuanto a la 

dinámica estacional, se encontraron diferencias significativas entre los meses de la temporada (Test 

de Chi-cuadrado, P<0,001- Tabla Suplementaria 7) observándose un descenso en la DNV del ácaro en 

los meses de febrero y abril en comparación con diciembre y marzo (Figura 36; Figura Suplementaria 

9; Tabla Suplementaria 6).  

 

 

Figura 35. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de ácaros con descendencia no viable 

(DNV) presentes en las celdas de cría no removida por las abejas. Cada barra se obtuvo de los 

múltiples registros realizados en cada colonia para las dos temporadas analizadas (2016-2017 y 

2017-2018).  

En la Figura 37 se muestran los resultados del análisis de la reproducción anormal (RA) de V. destructor 

en las celdas de cría de todas las colonias de A. mellifera analizadas. El porcentaje de ácaros con RA 

varió entre 49,03% y 60,34%, con un valor medio de 52,78%, sin diferencias significativas entre 

colonias ni al considerar la fortaleza poblacional de las mismas (Test de Chi-cuadrado; P>0,05). 

Tampoco se detectaron diferencias entre las temporadas analizadas (Figura Suplementaria 10). En 

cuanto a la dinámica estacional, se encontraron diferencias significativas entre los meses analizados 

(Test de Chi-cuadrado; P<0,001), observando un descenso en la RA del ácaro en los meses de febrero 

y abril en comparación con diciembre y marzo (Figura 38; Figura Suplementaria 11; Tabla 

Suplementaria 7) 
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Figura 36. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de ácaros con descendencia no viable 

(DNV) presentes en las celdas de cría no removidas por las abejas para los meses analizados. Cada 

punto se obtuvo de los múltiples registros realizados sobre las colonias y para ambas temporadas 

(2016-2017 y 2017-2018).  

 

 

 

Figura 37. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de ácaros con reproducción anormal 

(RA) presentes en las celdas de cría no removidas por las abejas. Cada barra se obtuvo de los 

múltiples registros realizados en cada colonia para las dos temporadas analizadas (2016-2017 y 

2017-2018).  
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Figura 38. Valores medios (± error estándar) del porcentaje de ácaros con reproducción anormal 

(RA) por meses. Se muestra el resultado del análisis de GLMM, que tomó como factor fijo a los 

meses, y como factores aleatorios a la temporada y a la colonia. Cada barra se obtuvo de los 

múltiples registros realizados a lo largo de las dos temporadas (2016-2018).   
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1.4. DISCUSIÓN 

1.4.1 Dinámica poblacional de A. mellifera y V. destructor 

Los resultados obtenidos de las dos temporadas analizadas permitieron describir la dinámica de las 

poblaciones de las dos especies del sistema bajo estudio: V. destructor y A. mellifera. El patrón 

obtenido para la dinámica estacional de las poblaciones de A. mellifera es consistente con lo esperado 

para el desarrollo de las colonias de este insecto en regiones de clima templado en nuestro país 

(Giacobino, 2015; Merke, 2016). En particular, se observó un aumento de la población de abejas 

adultas durante la primavera, que prosiguió en verano hasta alcanzar un máximo poblacional en el 

mes de febrero, momento en el cual se maximiza la probabilidad de detectar una colonia en categoría 

I dentro del apiario. Una vez iniciado el otoño, se observó un descenso de la población adulta, 

resultado esperado dado que las reinas comienzan a disminuir su postura en este momento del año, 

y toda la colonia se prepara para la invernada (Chhuneja et al., 2014; Cestaro et al., 2017).  

De forma consistente, los niveles de parasitación de Varroa tanto en cría (VC) como en abejas adultas 

(VF) se incrementaron en forma progresiva a través de la temporada, alcanzando valores promedios 

máximos a finales del verano y principios del otoño (7,22% y 3,74% para VF y VC, respectivamente). 

Estos resultados confirman la dinámica de la parasitación a través de la temporada apícola en estas 

latitudes (Marcangeli et al., 1992; Vetharaniam, 2012), y apoyan la necesidad del manejo de las 

poblaciones de Varroa para evitar el colapso de las colonias. Esto es particularmente importante 

considerando que el impacto de la parasitosis está determinado por el nivel de infestación de las 

colonias a finales del verano, momento en el cual, la población de abejas declina, la parasitación 

relativa aumenta y esto impacta negativamente en la sobrevida de las abejas que invernan (Fries et 

al., 2003; Amdam et al., 2004; Giacobino et al., 2015). En efecto, las colonias establecidas en esta 

latitud y mantenidas bajo un manejo convencional, requieren de tratamientos acaricidas 

(generalmente de síntesis) al finalizar el verano para evitar o disminuir la mortalidad invernal. Los 

niveles de parasitación alcanzados fueron similares al de colonias de origen europeo sin antecedentes 

de resistencia, y mayores a los registrados en colonias de abejas con características de tolerancia, 

colonias higiénicas y colonias con características de supresión de la reproducción del ácaro (SMR) 

(Ibrahim et al., 2007; Rinderer et al., 2001; Merke, 2016; Russo et al., 2020).  

1.4.2. Comportamiento higiénico de A. mellifera hacia celdas infestadas con V. destructor 

El comportamiento higiénico hacia celdas de cría infestadas con el ácaro no mostró diferencias 

significativas entre las colonias estudiadas, a pesar de la variación observada entre las mismas. El 

promedio general de remoción de celdas infestadas fue de un 28,27%, un valor similar y/o menor al 
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encontrado en trabajos previos para poblaciones que no presentan comportamiento VSH (23,5%, 

28%, 33%, 54% y entre 52,5 y 73,8% informados en Harris et al. (2012), Panziera et al. (2017), Cheruiyot 

et al. (2018), Martin et al. (2020) y Visintini et al. (2021), respectivamente). Estos resultados parecen 

indicar que las colonias analizadas en el presente trabajo no exhiben comportamiento VSH.  

Altos niveles de este comportamiento (estimado mediante el % de remoción) también se han 

correlacionado con un alto porcentaje de ácaros infértiles detectados en las celdas de cría no 

removidas (Harris, 2007). Al respecto, nuestros resultados evidencian una tasa promedio de fertilidad 

de los ácaros del 80%, similar al informado en otras colonias de origen europeo (Martin, 2001) y 

considerablemente mayor al informado en colonias que exhiben VSH/SMR (entre 20-50% de acuerdo 

a Harbo & Harris (2005), Ibrahim & Spivak (2006), De Guzman et al. (2008), y Visintini et al. (2021)). La 

fertilidad de V. destructor dentro de las celdas de cría no removida, no varió entre los meses 

analizados, aunque sí se observó un aumento de los problemas en la descendencia del ácaro 

(descendencia no viable y descendencia anormal) particularmente en los meses en que las colonias 

presentaron mayores niveles de remoción de celdas (diciembre y marzo), consistentemente con los 

resultados pioneros sobre la dinámica de la reproducción del ácaro obtenidos por Marcangeli et al. 

(1992) para clima templado. El promedio de ácaros con reproducción anormal dentro de las celdas de 

cría no removidas fue de 52,78%, valor similar a los detectados en otras colonias de A. melifera (Lin et 

al., 2018). De este porcentaje detectado en nuestras colonias, el 19,42% correspondió a ácaros que 

no tuvieron ninguna descendencia y 33,36% a ácaros con descendencia no viable. Si bien, en función 

de los valores de remoción obtenidos, las colonias no exhiben comportamiento de VSH, los resultados 

sobre los parámetros reproductivos sugieren que las abejas que realizan el comportamiento higiénico 

dentro de la colonia serían más propensas a remover celdas de cría parasitadas con la familia completa 

del ácaro en comparación a celdas con solo hembras fértiles de V. destructor (con al menos un huevo) 

y/o con descendencia no viable. Esta idea se desprende de las evidencias de trabajos previos, en los 

que se demostró que las señales olfativas emitidas por la cría parasitada cambian (y son más intensas) 

a medida que avanza la reproducción del ácaro dentro de la celda de cría, las cuales representan el 

estímulo para disparar el comportamiento higiénico (McAfee et al., 201; Liendo et al., 2021) o el VSH 

(Harbo & Harris, 2005; Ibrahim et al., 2007; Harris et al., 2012). Por otro lado, los resultados obtenidos 

ponen en discusión si la infertilidad de los ácaros es el parámetro más adecuado para definir si una 

colonia de abejas exhibe o no comportamiento VSH, y sugieren la necesidad de seguir investigando 

sobre aproximaciones alternativas para fenotipificar las colonias en el marco de programas de 

mejoramiento genético apícola.   
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Considerando las dinámicas poblacionales de V. destructor, podemos observar que cuanto menor es 

la carga parasitaria en la colonia, mayor es el porcentaje de ácaros con descendencia no viable (DNV) 

y reproducción anormal (RA) en las celdas de cría no removida. Contrariamente, en los momentos en 

donde la carga parasitaria es máxima en la colonia (abril), estos parámetros no reproductivos son 

menores, sugiriendo que el comportamiento de higiene hacia celdas parasitadas sería menos eficiente 

y que otros comportamientos que limitan específicamente la carga del ácaro en estado forético, como 

el comportamiento de acicalamiento (grooming), podrían tener mayor relevancia. En efecto, de 

acuerdo a estudios previos, la intensidad del comportamiento de grooming estimado a campo es 

mayor en los momentos previos a la invernada (Russo et al., 2020). Esto reflejaría la capacidad que 

tiene la colonia para ajustar y desplegar los comportamientos de higiene de una manera flexible en 

función del estado parasitario de la colonia y del momento estacional de la temporada (Bigio et al., 

2013). 

1.4.3. Caracterización genética de las colonias de A. mellifera 

Los haplotipos mitocondriales se han utilizado ampliamente para comprender la variabilidad genética, 

origen geográfico y la ruta de migración de las subespecies de A. mellifera a través de los continentes 

(Cornuet et al., 1991; Garnery et al., 1992; Franck et al., 2000). Se han informado previamente cuatro 

linajes principales de abejas melíferas (A, O, C y M), que se han extendido por todo el mundo desde 

su centro de origen (Ruttner et al., 1978; Garnery et al., 1998; Franck et al., 2001). Las abejas de origen 

africano están representadas principalmente por los haplotipos mitocondriales A y O, mientras que 

las abejas de origen europeo están representadas por los haplotipos M (Europa occidental) y C (Europa 

oriental) (Franck et al., 2001; De la Rúa et al., 2004).  

La introducción de las abejas melíferas en el Nuevo Mundo se asoció principalmente con la migración 

humana y las actividades apícolas. En los EE. UU., se detectó una alta frecuencia de haplotipos C en 

apiarios comerciales y también en colonias de A. mellifera no manejadas por el hombre (enjambres 

salvajes), siendo el haplotipo C1 en particular muy frecuente en las primeras (Magnus et al., 2011; 

2014). En nuestro país, este patrón se repite en las regiones templadas del territorio, donde las 

colonias presentan en alta frecuencia el haplotipo C (Sheppard et al., 1999, Abrahamovich et al., 2007, 

Agra et al., 2018; Galindo-Cardona et al., 2020). Particularmente en Buenos Aires, tanto Abrahamovich 

et al. (2007) como Agra et al. (2018) reportaron una alta frecuencia de C1 (aproximadamente 80%) y, 

en menor medida la presencia de C2J (20%) en colmenas comerciales de A. mellifera de la provincia. 

Nuestros análisis genéticos son consistentes con estos trabajos, ya que evidenciaron que todas las 

colonias de abejas evaluadas presentan un origen europeo. En particular se detectó el haplotipo C1 

en un 88% de las colonias, el cual es característico de la A. m. subespecie ligustica y el haplotipo C2J 
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en un 12%. Este último haplotipo es una variante del haplotipo C2, característico de la subespecie A. 

m. carnica, representante del grupo C del Mediterráneo norte (Ruttner et al., 1978; Nedi et al., 2009). 

La alta prevalencia del haplotipo C1 aquí detectada no resulta llamativa, ya que desde el comienzo de 

la práctica apícola en Argentina hacia 1900, los apicultores han importado reinas de la subespecie A. 

m. ligustica desde Europa, particularmente Italia, para desarrollar la apicultura local (Hall & Smith, 

1991; Sheppard et al., 1991; Abrahamovich et al., 2007; Agra et al., 2008; Lanzavecchia et al., 2011). 

Esta subespecie es la más difundida a nivel comercial, principalmente por su mansedumbre y 

producción de miel de alta calidad, muy valorada por los mercados internacionales (Bierzychudek, 

1979; Dicks et al., 2010; Merke, 2016; Agra, 2018).  

Si bien las abejas de origen africano parecen tener una ventaja adaptativa frente a las europeas, sobre 

todo en cuanto a resistencia a patógenos (Michener, 2000), y el movimiento de colonias con fines de 

polinización de cultivos o multiplicación de materiales ha favorecido el intercambio genético entre 

abejas europeas y africanizadas (Agra et al., 2011; 2018), la no detección de haplotipos A en esta Tesis 

es consistente con trabajos previos donde se documentaron frecuencias bajas de abejas africanizadas 

en Buenos Aires (Abramovich et al., 2007; Agra et al., 2018; Porrini et al., 2020; Galindo-Cardona et 

al., 2020) y está en línea con la idea de un límite latitudinal natural para la africanización (Sheppard et 

al. 1999; Abramovich et al., 2007; Agra et al., 2018; Porrini et al., 2020).  
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Capítulo 2. Caracterización genética de Varroa 

destructor en colonias de Argentina 
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2.1. INTRODUCCIÓN 

2.1.1. Detección y dispersión de V. destructor en Sudamérica 

El ácaro V. destructor fue detectado por primera vez en América del Sur (Paraguay) cuando apicultores 

de la zona adquirieron reinas de A. mellifera provenientes de Japón (De Jong et al., 1982), lo que 

condujo a una posterior invasión del ácaro en el territorio argentino (Montiel & Piola 1976). El ácaro 

fue detectado por primera vez en Argentina en 1976, en la provincia de Formosa, limitando con la 

frontera con Paraguay (Maggi et al., 2012). Desde su introducción, V. destructor se ha dispersado por 

todo el territorio, infestando actualmente con alta prevalencia las colonias de A.mellifera de nuestro 

país (Eguaras & Ruffinengo, 2006; Vandame & Palacio, 2010; revisado por Maggi et al., 2016; SENASA, 

2020).  

 

 

Figura 39. Posible ruta de introducción y dispersión de V. destructor en Argentina, de acuerdo a lo 

descripto en De Jong et al. (1982) y Montiel & Piola (1976). 

 

2.1.2. Variabilidad genética de V. destructor  

La utilización de herramientas moleculares ha sido de gran ayuda para la identificación y análisis de 

variabilidad genética de las especies patógenas de A. mellifera, en particular de V. destructor. La 

secuenciación completa del genoma mitocondrial del ácaro ha constituido un gran aporte al 
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conocimiento genético de esta especie (Evans & Lopez, 2002; Navajas, 2002), que en conjunto con 

estudios genómicos (Cornman et al., 2010; Techer et al., 2022) y transcriptómicos (Eliash et al., 2017; 

Mondet et al., 2018; Wu et al., 2020; Lin et al., 2020) han posibilitado la obtención de información a 

gran escala de secuencias de genes, facilitando los estudios genético-poblacionales. 

Mediante el estudio de secuencias nucleotídicas del ADN mitocondrial de V. destructor 

(específicamente la región codificante del gen citocromo oxidasa 1, cox1) se han identificados dos 

haplotipos mitocondriales (K y J) que infestan exitosamente A. mellifera en el mundo (Anderson, 2000; 

Anderson & Trueman, 2000). El marcador mitocondrial mencionado (cox1) ha demostrado ser útil para 

la identificación taxonómica a nivel de especie y para definir poblaciones particulares ('haplogrupos') 

(Koeniger et al., 2002; Zhou et al., 2004; Solignac et al., 2005; Strapazzon et al., 2009; Muñoz et al., 

2008; Navajas et al., 2010; Elbeaino et al., 2016; Gajic, et al., 2013). Sin embargo, dado que la variación 

en esta región genética es inferior al 2 % entre los ácaros de la misma especie (Anderson & Trueman 

2000), el uso de este marcador por sí solo puede no ser lo suficientemente sensible para detectar la 

variación entre poblaciones.  

Navajas y colaboradores (2010) encontraron que el uso combinado de cox1 y otros marcadores del 

ADN mitocondrial (atp6, cox3 y cytb) permite la detección de variaciones genéticas tanto dentro como 

entre diferentes poblaciones de V. destructor. Así, tres variantes nuevas del haplotipo K y tres del 

haplotipo J fueron descriptas en poblaciones europeas y asiáticas del ácaro (Navajas et al., 2010; 

Elbeaino et al., 2016; Farjamfar et al., 2018). Asimismo, estudios realizados en colonias de A. mellifera 

de Siria y Serbia detectaron cuatro nuevas variantes del haplotipo K (T4 y ALQ5 de Siria, y Serbia 1 y 

Peshter 1, de Serbia) (Elbeaino et al., 2016; Gajic, et al., 2013). Sin embargo, la diferenciación genética 

entre los linajes descriptos es baja debido fundamentalmente a las características del ciclo de vida y 

tipo de reproducción de Varroa (revisado en Traynor et al., 2020), así como a los potenciales cuellos 

de botella sufridos por la especie durante la colonización de poblaciones de A. mellifera en regiones 

previamente libres del ácaro (De Guzman et al., 1999; Solignac et al., 2005; Navajas et al., 2010; ver 

Techer et al., 2022).  

Estudios previos realizados en Sudamérica detectaron la presencia del haplotipo K en poblaciones del 

ácaro de Venezuela, Chile, Uruguay, Colombia, Brasil y Argentina (Garrido et al., 2003; Guerra et al., 

2010; Maggi et al., 2012). En Argentina, se han realizado los primeros estudios de variabilidad genética 

de V. destructor a partir de muestras provenientes del centro-sur del territorio (Maggi et al., 2012). 

Los resultados de dicho estudio indican la presencia del haplotipo K y una baja variabilidad genética 

de las poblaciones argentinas de la especie, en particular para la región codificante del gen citocromo 

oxidasa 1 (marcador utilizado). Sin embargo, aún no se ha explorado la diversidad genética de las 
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poblaciones del ácaro en la región centro-norte, reconocida como la de mayor actividad apícola en 

nuestro país. Además, existen evidencias sobre variaciones tanto en la morfología externa 

(morfotipos) como en la virulencia entre distintas poblaciones de V. destructor de Argentina (Maggi 

et al., 2009; Eguaras & Ruffinengo, 2006). En este sentido, el análisis de otras regiones más variables 

que puedan evidenciar polimorfismos resultaría útil para correlacionar las diferencias fenotípicas 

observadas con la variación a nivel genético en las poblaciones de V. destructor de nuestro país. Por 

ejemplo, el gen mitocondrial que codifica para la enzima NADH deshidrogenasa (nd4) ha demostrado 

ser altamente polimórfico en un gran número de especies de insectos (Michel et al., 2006; Meraner 

et al., 2008; Fernández et al., 2013) y arácnidos (Masta 2000; Li et al., 2017; Liu et al., 2018). Aunque 

este marcador se ha aplicado con éxito a estudios genéticos de poblaciones de ácaros (Li et al. 2019), 

su uso no se ha informado previamente en estudios genéticos de poblaciones de V. destructor.  

2.1.3. Heteroplasmia 

La transmisión materna estricta del ADN mitocondrial (ADNmt) da como resultado individuos 

homoplásmicos, que típicamente tienen un solo haplotipo de ADNmt, el materno. Sin embargo, la 

heteroplasmia (la presencia simultánea de dos o más tipos de ADNmt en el mismo individuo) es 

frecuente en varias especies animales (Ujvari et al., 2007; Wen et al., 2016; Mastrantonio et al., 2019; 

Stewart & Chinery, 2021). Recientemente, la heteroplasmia ha sido ampliamente estudiada gracias a 

las modernas técnicas de secuenciación. Estos estudios, la mayoría de los cuales se realizaron en 

organismos modelo, revelaron que la heteroplasmia estaba más extendida de lo que se creía 

anteriormente, en particular como variantes de baja frecuencia (Payne et al., 2013), y que tanto la 

deriva génica como la selección desempeñarían un papel en su dinámica entre individuos y 

generaciones (revisado en Parakatselaki & Ladoukakis, 2021). 

2.1.3.1. Las fuentes de la heteroplasmia y los NUMT 

La heteroplasmia puede ocurrir principalmente a través de dos vías: la mutagénesis somática durante 

la vida de un individuo y la fuga de ADNmt paterno en el cigoto durante la fertilización. Estudios 

recientes en artrópodos, utilizando técnicas de secuenciación, han revelado que la heteroplasmia 

debida a mutaciones somáticas podría ser frecuente entre los individuos de una población (Van 

Leeuwen et al., 2008; 2010; Nunes et al., 2013; Robison et al., 2015). Se espera que la mayor tasa de 

mutación en el ADNmt animal y el gran número de copias de ADNmt, en comparación con el ADN 

nuclear, generen variantes de ADNmt que coexistan con el haplotipo materno común. Estas variantes 

pueden diferir del haplotipo común en uno o algunos polimorfismos de nucleótido único (SNP, del 

ƛƴƎƭŞǎ ά{ƛƴƎƭŜ bǳŎƭŜƻǘƛŘŜ tƻƭȅƳƻǊǇƘƛǎƳέύ ȅ ǎŜ ŜǎǇŜǊŀ ǉǳŜ ŀǇŀǊŜȊŎŀƴ con una frecuencia 

extremadamente baja (Payne et al., 2013; Li et al., 2015). 
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La heteroplasmia por fuga paterna se genera por la presencia de ADNmt de espermatozoides en baja 

frecuencia en algunos individuos de una población, y se ha observado en varias especies animales 

(Nunes et al., 2013; Robison et al., 2015; Luo et al., 2018). Este fenómeno se puede considerar como 

una insuficiencia inherente de los mecanismos estrictos que protegen la transmisión del ADNmt 

materno (Rokas et al., 2003), de manera similar a como las mutaciones escapan a la maquinaria de 

reparación de la célula. Estos mecanismos son variables e incluyen la prevención de que el ADNmt 

paterno ingrese al óvulo durante la fertilización (Sato et al., 2013), la producción de espermatozoides 

sin ADNmt (DeLuca et al., 2012) y la destrucción de las mitocondrias de los espermatozoides después 

de su entrada en el óvulo durante la fertilización (Politi et al., 2014). El ADNmt de los espermatozoides 

puede ingresar al óvulo y ocasionalmente permanecer en el cigoto en una condición heteroplásmica. 

Los ovocitos que ya son heteroplásmicos también pueden potencialmente producir individuos 

heteroplásmicos (transmisión materna de heteroplasmia), pero estos ovocitos deben haberse vuelto 

heteroplásmicos con una de las dos formas principales. La herencia de heteroplasmia se ha observado 

en varios organismos, como humanos (Schwartz et al., 2002; Li et al 2016), crustáceos (Doublet et al., 

2008) y Drosophila (Polovina et al., 2020). 

El ADN mitocondrial nuclear (NUMT) está constituido por fragmentos de ADNmt que se han trasladado 

al núcleo (Bensasson et al., 2001) y es una importante fuente de error en el estudio de la 

heteroplasmia. Los cebadores de PCR que se utilizan para la amplificación del ADNmt también pueden 

unirse a los NUMT debido a su similitud de secuencia. Luego, ambas moléculas (ADNmt y NUMT) se 

amplifican, y el resultado puede pasar erróneamente por heteroplasmia. Los NUMT se descubrieron 

utilizando métodos de secuenciación tradicionales (Bensasson et al., 2001) que son menos 

susceptibles a la hora de detectar heteroplasmia falsa. De hecho, se ha propuesto que las 

heteroplasmias de ADNmt por debajo de un nivel del 2% podrían ser en realidad NUMT (Albayrak et 

al., 2016). Estos estudios recientes han revelado que cualquier observación de heteroplasmia, 

incluidos los casos ya informados, deben excluir la posibilidad de que se trate de heteroplasmia falsa 

originada por NUMT. 

2.1.3.2. Heteroplasmia en V. destructor 

Resultados preliminares obtenidos mediante PCR y secuenciación sugieren que la heteroplasmia está 

presente en V. destructor (Navajas et al., 2002). En un estudio reciente sobre poblaciones serbias del 

ácaro, la heteroplasmia se evidenció por la presencia de picos dobles en posiciones puntuales de las 

secuencias de los genes cox1 y cytb (Gajic et al., 2016; 2019). Sin embargo, no se ha explorado la 

presencia de este fenómeno de manera extensiva en esta especie, ni se conoce si éste puede ser 

evidenciado en distintas regiones del ADN mitocondrial.  
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En el presente Capítulo, se continúa con la evaluación de aspectos genéticos del ácaro V. destructor. 

En particular, presentamos el desarrollo y utilización de marcadores moleculares en el ADN 

mitocondrial para caracterizar la variabilidad genética de las poblaciones del ácaro presentes en 

apiarios de A. mellifera localizados en diferentes regiones de Argentina.  
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. Colecta de muestras 

Se realizó un muestreo de poblaciones de V. destructor en colonias de A. mellifera de diferentes 

regiones de nuestro país dedicadas a la actividad apícola. El muestreo se llevó a cabo con la 

colaboración de los participantes de la Red de Centros de Evaluación del Programa Nacional de 

Apicultura (PROAPI-INTA). Específicamente se recibieron muestras de Castelli (provincia de Chaco), 

Formosa (provincia de Formosa), Leales y Famaillá (provincia de Tucumán), Reconquista, Santa Fe y 

Rafaela (provincia de Santa Fe), Castelar, Balcarce y Ascasubi (provincia de Buenos Aires), que 

constituyen localidades representativas de climas subtropicales y templados en Argentina (Tabla 2). 

En todos los casos, los ácaros se recolectaron vivos de los cuerpos de abejas obreras adultas (ácaros 

foréticos) y se almacenaron en tubos plásticos de 1,5 mL que contenían etanol al 70%. De cada apiario 

se tomaron muestras de al menos el 20% del total de colonias. El número de colonias muestreadas 

por apiario osciló entre dos y diez, según el tamaño del apiario. Se recolectaron al azar cinco ácaros 

de cada colonia. Cuando se encontró que una colonia muestreada tenía una carga baja de ácaros, se 

ŀƴŀƭƛȊŀǊƻƴ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳƻǎ ŘƛǎǇƻƴƛōƭŜǎ όҗнύΦ {Ŝ ǘƻƳŀǊƻƴ ƳǳŜǎǘǊŀǎ ŘŜ ǳƴ ǘƻǘŀƭ ŘŜ пу Ŏƻƭƻƴƛŀǎ ŘŜ A. 

mellifera y se recolectaron 182 ácaros.  

2.2.2. Extracción individual de ADN total de V. destructor 

Cada ácaro fue colocado en un microtubo de 1,5 mL, secado en estufa a 37 °C por 30 minutos, y luego 

lavado con 100 µL de TE (10:10). Se realizaron extracciones individuales de ADN según protocolo de 

Baruffi y colaboradores (1995), con modificaciones vinculadas al tamaño del ácaro. Brevemente, todos 

los volúmenes se redujeron a la mitad, y los tiempos de centrifugación e incubación se aumentaron 

para obtener una concentración de ADN que permita optimizar la amplificación posterior por PCR. Las 

muestras de ADN fueron resuspendidas en 10 µL TE (Tris base 10 mM; EDTA 1 mM), cuantificadas 

mediante el uso de Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y conservadas en freezer a -20 °C. 

2.2.3. Desarrollo de marcadores mitocondriales 

Para estudiar la variabilidad genética de las poblaciones de V. destructor de Argentina se utilizaron 

marcadores moleculares en el ADN mitocondrial. 
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Tabla 2. Descripción general de las poblaciones de V. destructor muestreadas en colonias de abejas 

melíferas de Argentina. 

Localidad, Provincia N Coordenadas 
Geográficas  
(Latitud/Longitud) 

Clima Haplotipo mt  
de las 
colonias (£) 

Castelli, Chaco (Ci) 22 нрϲртȰллΩΩ{κ слϲот лл h Subtropical A 

Formosa, Formosa (Fo) 37 нсϲммȰлрΩΩ{κ руϲмл оо h Subtropical A 

Leales, Tucumán (Le) 32 нтϲлмȰру {κ срϲму нс h Subtropical E, A 

Famaillá, Tucumán (Fa) 21 нтϲло лфΩΩ{κсрϲнп рфΩΩh Subtropical E, A 

Reconquista, Santa Fe (Re) 18 нфϲмп лл {κ рфϲрс лл h Subtropical E, A 

Santa Fe, Santa Fe (SF) 7 омϲоу лл {κ слϲпн лл h Templado E 

Rafaela, Santa Fe (Ra) 9 омϲмсȰллΩΩ{κ смϲнф лл h Templado E 

Castelar, Buenos Aires (Ca) 16 опϲплȰллΩΩ{κ руϲпл лл h Templado E 

Balcarce, Buenos Aires (Ba) 11 37°49´0лΩΩ{κ руϲмр лл h Templado E 

Ascasubi, Buenos Aires (As) 9 офϲннȰллΩΩS/ снϲоу лл h Templado E 

TOTAL 182       

N: número de ácaros analizados; £: características genéticas de las colonias de abejas melíferas muestreadas 

(E: linaje mitocondrial europeo; A: linaje mitocondrial africano). 

 

Se realizó la amplificación por PCR de un segmento del gen citocromo oxidasa subunidad I (COX1) y 

tres regiones correspondientes al gen de la enzima NADH deshidrogenasa [subunidad 4 (nd4), 

subunidad 4L (nd4L) y subunidad 5 (nd5)] y posterior análisis de su secuencia nucleotídica (Figura 40). 

El fragmento del gen cox1 se amplificó utilizando un cebador forward (10KbCOIF1, Navajas et al., 2010) 

y un cebador reverse diseñado a partir de las secuencias de referencia (número de acceso a GenBank 

AY163547.1 de Evans & Lopez 2002; y AJ493124.2 de Navajas et al., 2002) mediante el uso de Primer3 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) (Tabla 3). 

http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Juan_Jos%C3%A9_Castelli_(Chaco)&params=-25.95_N_-60.616666666667_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Ciudad_de_Formosa&params=-26.184722222222_N_-58.175833333333_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Departamento_Leales&params=-27.032777777778_N_-65.307222222222_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Rafaela&params=-31.266666666667_N_-61.483333333333_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Castelar&params=-34.666666666667_N_-58.666666666667_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Balcarce_(Buenos_Aires)&params=-37.816666666667_N_-58.25_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Hilario_Ascasubi_(Buenos_Aires)&params=-39.36666667_N_-62.63333333_E_type:city
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Figura 40. Esquema del genoma mitocondrial completo de V. destructor con la localización de las 

regiones analizadas. Se muestran las regiones cox1, nd4, nd4L y nd5 que fueron usadas para el 

diseño de cebadores específicos (flechas). Para realizar el gráfico se utilizó el programa OGDRAW 

(Lohse et al., 2013) en base a la secuencia del genoma mitocondrial de la especie NC_004454 

(GenBank). 

 

La elección de los marcadores en la región de los genes NADH deshidrogenasa se basó en 

antecedentes previos en artrópodos (Gasparich et al. 1997; Dai et al. 2016; Li et al. 2017) y en el 

análisis de las secuencias de genomas mitocondriales completos de V. destructor registradas en la 

base de datos pública de secuencias nucleotídicas GenBank NCBI (National Center of Biotechnology 

Information) (Evans et al., 2002, AY163547.1 y Navajas et al., 2002, AJ493124.2). A partir de los 

alineamientos entre estas secuencias disponibles, utilizando el programa Bioedit (Hall, 1999), se 

identificaron las regiones del genoma mitocondrial que presentaron mayor polimorfismo (registrado 
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como cambios nucleotídicos) y se diseñaron cebadores específicos sobre dichas regiones 

(subunidades 4, 4L y 5 de NADH deshidrogenasa; ver Tabla 3) con el programa Primer3. Todos los 

cebadores se diseñaron teniendo en cuenta las dos versiones disponibles del genoma completo de 

ADNmt de V. destructor (número de acceso de GenBank AY163547.1 y AJ493124.2).  

 

Tabla 3. Características de los cebadores utilizados para las amplificaciones por PCR de ADNmt de V. 

destructor. 

Genes Nombre del 
Cebador 

{ŜŎǳŜƴŎƛŀ ŘŜ ŎŜōŀŘƻǊ όрȰ Ҧ оȰύ Coordenadas 
ŘŜƭ ŀƳǇƭƛŎƽƴ 

Tamaño del 
amplicón  (pb) 

At (°C) 

cox1 10KbCOIF1* CTTGTAATCATAAGGATATTGGAAC 1144-2310 1166 55 

COXR AAATCAATTTACAACCCCAGCA  

nd4 ND4F AGAAGGGGAGAAAATTGCTT 7763-8399 636 
 

55 

ND4R GCTCATGTTGAAGCTCCTAT  

nd4-nd4L ND4-ND4LF CCAATAATAGTTAAAGGCCAAA 8247-9086 839 
 

55 

ND4-ND4LR AGTTTGTGAAGCCTGTCTTG  

nd5 ND5F GGAAGAAAAAGTCAGCTTGT 6100-6796 696 
 

55 

ND5R TGCTTTTTCTACTCTTAGCCA  

 Coordenadas del amplicón según la secuencia completa de ADN mitocondrial de V. destructor (AJ493124.2). 
At: temperatura de annealing; *10KbCOIF1 diseñado por Solignac et al. (2005). 

 

 

Se analizó un conjunto inicial de 30 muestras de ADN seleccionadas al azar (3 individuos por 

población/sitio) para todos los marcadores de ADNmt antes mencionados con el fin de explorar la 

presencia de polimorfismos en las poblaciones argentinas de V. destructor. El número de muestras a 

analizar se amplió para la región nd4-nd4L del ADNmt, la cual mostró variación nucleotídica, 

considerando un número representativo de muestras para cada población. 

Para cada muestra, se realizó la amplificación por PCR con un volumen final de 20 µL utilizando el 

protocolo descripto en punto 1.2.2.2.2. Se utilizó el siguiente esquema de ciclado: 94 °C durante 5 

minutos, 40 ciclos de: 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 80 segundos y una 

extensión final de 10 minutos a 72 °C. Todas las PCR se realizaron en un termociclador Applied 

Biosystems Veritiϰ. Para verificar la amplificación, se realizaron corridas electroforéticas de los 

productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%, durante 30 minutos a intensidad de corriente 
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constante (30 mA). Una vez finalizada la corrida, las imágenes fueron capturadas con un 

fotodocumentador de luz UV (Syngene) y analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft). 

2.2.4. Análisis de secuencia nucleotídica de regiones en el ADN mitocondrial 

Se realizó la purificación de los productos de PCR obtenidos de las diferentes regiones del ADN 

mitocondrial estudiadas, mediante el uso de QIAquick® PCR Purification Kit (Quiagen) siguiendo el 

protocolo del fabricante. Para el análisis de la integridad, calidad y concentración de los fragmentos 

purificados, se cuantificaron y se registraron parámetros de calidad (índices de relación de 

absorbancia 260/230 y 260/280) mediante el uso de espectrofotómetro de volúmenes reducidos 

(Nanodrop 1000, Thermo Scientific). Los productos de PCR purificados fueron secuenciados en un 

secuenciador capilar automático (Hitachi ABI 3130, Applied Biosystem) en el Servicio de Secuenciación 

y Genotipificación de ADN (SIGYSA - CICVyA, INTA, Castelar), utilizando los mismos cebadores (forward 

y reverse) utilizados en la amplificación por PCR.  Todas las secuencias obtenidas se compararon con 

la base de datos de nucleótidos GenBank (NCBI) usando BLASTN (Altschul et al., 1990). Las secuencias 

nucleotídicas obtenidas se analizaron usando BioEdit (Hall, 1999). Los alineamientos se realizaron 

utilizando las secuencias de referencia del genoma mitocondrial de V. destructor (Evans & López, 2002; 

Navajas et al., 2002), y las secuencias individuales del haplotipo K obtenidas en estudios previos (por 

ejemplo, Anderson & Trueman 2000; Navajas et al., 2010). 

2.2.5. Verificación de la heteroplasmia 

2.2.5.1. Ligación 

Los productos de PCR que mostraron posiciones nucleotídicas ambiguas (dobles picos en los 

cromatogramas obtenidos mediante secuenciación) se clonaron, secuenciaron y analizaron. Esto fue 

evidente específicamente para las secuencias obtenidas de nd4-nd4L. Los fragmentos purificados de 

dichas secuencias se ligaron con el vector pGEM-T Easy (Promega) (Figura 41). Las ligaciones se 

realizaron con una relación molar del inserto: vector de 3:1 utilizando 40 ng de vector en un volumen 

final de 20 ˃ [ con 100 U de T4 ADN ligasa (New England Biolabs), de acuerdo a las recomendaciones 

de fabricante. Se realizaron incubaciones a 4 °C durante toda la noche (overnight) (Figura 41).  
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Figura 41. Metodología realizada para la verificación de la heteroplasmia en las muestras de V. 

destructor. En el esquema solo se muestran los procedimientos para un solo individuo (cuyo 

cromatograma presenta un pico doble en la posición nucleotídica 8694 de la secuencia del ADN 

mitocondrial de V. destructor). 

 

2.2.5.2. Preparación de células electrocompetentes de Escherichia coli 5Iрʰ  

{Ŝ ƛƴƻŎǳƭŀǊƻƴ ŎŞƭǳƭŀǎ 5Iрʰ Ŝƴ ǇƭŀŎŀǎ ŘŜ ǇŜǘǊƛ ǉǳŜ ŎƻƴǘŜƴƝŀƴ р mL de medio LB y se las dejo crecer a 

37 °C durante toda la noche. Se picaron 10 colonias grandes y se las resuspendió en 1 mL de LB. Se 

inoculó este cultivo en 100 mL de medio LB y se lo dejó creciendo a 37 °C y 215 rpm hasta que alcanzara 

una DO600nm (densidad óptica) de entre 0,5 y 0,6. Se enfrió el cultivo en hielo por 15 minutos y a 

continuación se lo centrifugó durante 30 minutos a 5500 g y 4 °C en tubos falcon de 50 mL. Se retiró 

el sobrenadante, se resuspendieron las células suavemente en 1 mL de agua destilada estéril fría, y 

luego se enrazó hasta los 100 mL finales con agua ultrapura. Se centrifugaron nuevamente los tubos 

falcon de 50 mL durante 30 minutos a 5500 g y 4 °C, se retiró el sobrenadante y se resuspendió en 2 

mL de agua destilada estéril fría. Finalmente, se centrifugaron las células a 5500 g y 4 °C y se 

resuspendieron en 250 µL de agua destilada estéril fría con 10% glicerol. Se alicuotaron microtubos de 

1,5 mL con 30 µL de la suspención, se congelaron las células con nitrógeno líquido y se guardaron a -

80 °C.  
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2.2.5.3. Transformación por electroporación 

Los clones obtenidos de la ligación se usaron para transformar las células electrocompetentes de 

Escherichia coli 5IрʰΦ tŀǊŀ Ŝƭƭƻ ǎŜ ƳŜȊŎƭŀǊƻƴ ол µL ŘŜ ŎŞƭǳƭŀǎ ŜƭŜŎǘǊƻŎƻƳǇŜǘŜƴǘŜǎ 5Iрʰ Ŏƻƴ мΣр µL 

de la mezcla de ligación, en cubetas de electroporación de 2 mm frías y electroporadas en un 

electroporador usando el siguiente protocoloΥ ±ƻƭǘŀƧŜ нΣр ƪ±Σ /ŀǇŀŎƛǘŀƴŎƛŀ нр ҡC ȅ wŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ нлл ʍΦ 

Este procedimiento se realizó en hielo. A continuación, se añadieron rápidamente 900 µL de medio 

SOC a 37 °C. Se incubaron por 2 horas a 100 rpm en un agitador de cultivos (Figura 41).  

2.2.5.4. Selección de colonias bacterianas 

Alícuotas de 200 µL de la suspensión anterior se sembraron en placas de petri con medio selectivo de 

LB con ampicilina. Las placas se dejaron a 37 °C toda la noche. Para poder diferenciar las colonias 

transformadas (que incorporaron el vector con el inserto de interés) de aquellas colonias que no lo 

portaran, el medio de cultivo de las placas se suplementó con IPTG y X-Gal, con concentraciones finales 

de 1 mM y 0,2 mg, respectivamente. Las colonias que incorporaron el vector intacto fueron de color 

azul, mientras que las que incorporaron el plásmido recombinante fueron blancas; esto debido a la 

ƛƴǘŜǊǊǳǇŎƛƽƴ ŘŜƭ ƎŜƴ ŘŜ ƭŀ ʲ ƎŀƭŀŎǘƻǎƛŘŀǎŀ όCƛƎǳǊŀ пмύΦ  

2.2.5.5. Colony PCR 

Las colonias blancas fueron estriadas por separado nuevamente en placas con medio selectivo de LB 

con ampicilina y suplementado con IPTG y X-Gal. Las placas fueron incubadas durante toda la noche a 

37 °C. Una vez verificado su crecimiento, a partir de la observación visual de la presencia de colonias, 

una parte de esas colonias fueron aisladas para realizar una colony PCR (Figura 41). Brevemente, con 

la punta de un palillo estéril se picó en una de las colonias aisladas y se colocó el contenido del palillo 

en un microtubo de 1,5 mL que contenía 50 µL de agua destilada. Este procedimiento se repitió con 

todas las colonias portadoras de fragmentos de PCR de V. destructor de interés. Posteriormente, los 

tubos conteniendo las muestras de bacterias transformadas se colocaron en un heat block a 90 °C 

durante 15 minutos y se usaron como templado para realizar la colony PCR. La amplificación del 

inserto contenido en el vector pGEM se realizó siguiendo la metodología descripta en la sección 

1.2.2.2.2 y utilizando los primers ND4-ND4LF/R (Tabla 3).         

2.2.5.6. Aislamientos 

Una vez confirmada la presencia del inserto en las colonias por Colony PCR, se seleccionaron y aislaron 

diez colonias por cada región mitocondrial analizada. Se realizó un nuevo repique en placas de petri 

con medio selectivo de LB con ampicilina y suplementado con IPTG y X-Gal (Figura 41). 
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2.2.5.7. Miniprep 

A cada una de estas colonias se las hizo crecer durante toda la noche en un medio LB líquido con 

ampicilina y luego se les extrajo el ADN plasmídico mediante un protocolo de miniprep (Sambrook et 

al., 1989) (Figura 41). Brevemente, se centrifugó a 10.000 rpm durante tres minutos cada cultivo de a 

1.5 mL (tubos), descartando el sobrenadante un máximo de 3 veces. Se resuspendieron las células en 

300 µL de Buffer GET (50 mM Tris HCL pH 8, 10 mM EDTA) frío y se pasó los tubos por vortex.  Luego 

se agregó a cada tubo 300 µL de Buffer de Lisis (0,2 M NaOH, 1% SDS). Los tubos se mezclaron por 

inversión una 4 a 6 veces y se los dejó en hielo por cinco minutos. Se agregaron otros 300 µL de Buffer 

de neutralización (5M Acetato de potasio, ácido acético glacial). Los tubos se invirtieron 

inmediatamente de forma suave y se colocaron en hielo durante 10 minutos. Se centrifugaron en frío 

durante 15 minutos a 10.000 rpm y se separaron los sobrenadantes. A éstos se les agregó 1 µL de 

RNAsa (10 µg/µL) y se los incubó durante 2 horas a 37 °C. Se agregó a cada tubo 600 µL de 

cloroformo:isoamílico (24:1) y se mezcló por inversión. Nuevamente, los tubos fueron centrifugados 

a 10.000 rpm a temperatura ambiente, para luego recuperar la fase superior. Se agregó a cada tubo 

600 µL de isopropanol y se los dejó incubando toda la noche a -20 °C. Al otro día, los tubos se 

centrifugaron a 14.000 rpm, 4 °C durante 30 minutos, descartándose luego el sobrenadante. Se 

lavaron los pellets con 200 µL de etanol 70% (v/v) y se volvió a centrifugar bajo las mismas condiciones, 

pero durante 15 minutos. Se descartó el sobrenadante nuevamente y se dejó evaporar el excedente 

de etanol 70% (v/v). Una vez evaporado el alcohol, se resuspendió el pellet en 40 µL de agua 

bidestilada. Como control previo a la secuenciación se realizaron PCR siguiendo la metodología 

descripta en la sección 1.2.2.2.2.  

2.2.5.8. Secuenciación y análisis 

El inserto de las muestras de ADN plasmídico se secuenció en las dos direcciones para evitar errores, 

utilizando los cebadores T7-SP6. Las secuencias se analizaron utilizando BioEdit (Hall, 1999) y se 

compararon con las secuencias disponibles públicamente en GenBank utilizando BLASTN 

(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/). 

Solo se analizaron a nivel de secuencia nucleotídica aquellos individuos que exhibían un pico doble en 

la posición nucleotídica 8694 del genoma mitocondrial de V. destructor (Figura Suplementaria 15), ya 

que se trató del cambio detectado con mayor frecuencia entre las poblaciones. Otros picos dobles 

identificados se consideraron sitios potencialmente heteroplásmicos porque no fue posible obtener 

secuencias de buena calidad a partir de los fragmentos clonados (Tabla 4 y 7; Figura Suplementaria 

16). 
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2.2.6. Análisis estadístico  

Para evaluar posibles diferencias en el porcentaje de cada subhaplotipo detectado (KArg-N1 y KArg-

N2) entre poblaciones, se aplicaron Modelos Lineales Mixtos Generalizados (GLMM) incluyendo la 

localidad (población de V. destructor) como factor fijo y la colonia donde los ácaros fueron 

muestreados como un factor aleatorio. El mismo análisis se realizó para la variable porcentaje de 

heteroplasmia. Las distribuciones normales de medias y residuos se probaron utilizando las pruebas 

de Shapiro-Wilks y Levene. Para obtener la estructura de varianza más adecuada se utilizó el criterio 

de información de Akaike. Para evaluar las diferencias en las frecuencias tanto haplotípicas como 

heteroplasmáticas entre localidades, se realizaron comparaciones ƳǵƭǘƛǇƭŜǎ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ CƛǎƘŜǊ [{5 όʰ Ґ 

0,05). 

Las diferencias en las frecuencias haplotípicas y de heteroplasmia entre regiones (subtropical frente a 

templada) también se evaluaron mediante la prueba Chi-Cuadrado. Para explorar posibles 

asociaciones entre las frecuencias haplotípicas o la frecuencia de heteroplasmia de V. destructor con 

la genética de las abejas melíferas (% de linaje africano A) y variables climáticas y geográficas 

(temperaturas máximas y mínimas en enero; longitud y latitud), se realizaron correlaciones de 

Spearman. La información climática se obtuvo de las estaciones agro-meteorológicas más cercanas a 

las localidades muestreadas utilizando el sistema SIGA versión 1.0.5 (SIGA, 2018) desarrollado por el 

INTA. Los análisis estadísticos se realizaron con Statistica V 6.0 (Statsoft 2001) e InfoStat 2014 (Di 

Rienzo et al., 2014). 
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2.3. RESULTADOS 

2.3.1.  Extracción individual de ADN total de V. destructor 

Se logró la puesta a punto de la extracción individual de ADN total de V. destructor obteniendo 

concentraciones entre 10 y 50 ng/µL por ácaro. Las muestras de ADN obtenidas resultaron de la 

calidad adecuada para ser utilizadas en los análisis genéticos posteriores. Los resultados de los índices 

de calidad y concentración del ADN extraído se muestran en la Tabla Suplementaria 8. En total, se 

realizó la extracción de ADN de 182 muestras de V. destructor provenientes de diferentes regiones de 

nuestro país (detalladas en Tabla 2). Estas incluyeron muestras de colonias pertenecientes al apiario 

experimental establecido en el predio del Instituto de Genética, INTA, y analizadas en el capítulo 1.  

2.3.2. Amplificación de marcadores del genoma mitocondrial de V. destructor 

Se obtuvieron bandas únicas y nítidas para todas las regiones del ADN mitocondrial amplificadas 

(Figuras 38 y 39). A partir del análisis de secuencias nucleotídicas ya publicadas se contaba con el 

tamaño esperado de los fragmentos de cada región del ADN mitocondrial evaluada. Los tamaños 

obtenidos coincidieron con los esperados. Particularmente, se obtuvieron productos de amplificación 

de 1166 y 839 pares de bases para los fragmentos correspondientes al cox1 y nd4-nd4L (Figura 42; 

Tabla Suplementaria 9 y 10), y de 696 y 636 pares de bases para los correspondientes a nd5 y nd4, 

respectivamente (Figura 43; Tabla Suplementaria 11 y 12). La calidad y concentración de los productos 

de PCR fue óptima, lo que permitió su posterior purificación (Tabla Suplementaria 9, 10, 11 y 12) y 

secuenciación.  

 

Figura 42. Fragmentos de PCR de las regiones cox1 y nd4-nd4L del ADN mitocondrial en muestras de 

V. destructor. Gel de agarosa 1,5% p/v. Calle 1 y 20: marcador de peso molecular DNA Ladder Solis 

Biodyne 100bp (100 a 3000 pares de bases). Calles 2-9: productos de PCR para la región cox1; Calles 

12-19: productos de PCR para la región nd4-nd4L; Calles 10 y 11: Control negativo.  
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Figura 43. Fragmentos de PCR para las regiones nd4 y nd5 del ADN mitocondrial en muestras de V. 

destructor. Gel de agarosa 1,5%. Calle 1 y 20: marcador de peso molecular DNA Ladder Solis Biodyne 

100 bp (100 a 3000 pares de bases). Calles 2-9: productos de PCR para la región nd5; Calles 12-19: 

productos de PCR para la región nd4; Calles 10 y 11: Control negativo. 

 

2.3.3. Análisis de secuencias e identificación de haplotipos 

El análisis de secuencias de cox1 (1166 nucleótidos) confirmó la presencia del haplotipo K para todas 

las muestras de ADN de V. destructor analizadas y evidenció 100% de identidad entre ellas y con las 

secuencias reportadas como K1-1 (GQ379056) y K1-2 (GQ379057) por Navajas et al. (2010) (Figura 

Suplementaria 12). 

Se obtuvo un total de 2171 nucleótidos de la secuenciación del amplicón correspondiente a nd4, nd4-

nd4L y nd5 (Figura Suplementaria 13 y 14). La comparación entre las secuencias argentinas y las de 

referencia reveló dos y cinco cambios puntuales para las regiones nd en comparación con el genoma 

mitocondrial completo de V. destructor AY163547.1 (Evans & Lopez, 2002) y AJ493124.2 (Navajas et 

al., 2002), respectivamente (Tabla 5). Estos cambios son mutaciones sinónimas. 
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Tabla 4. Posiciones nucleotídicas polimórficas y heteroplasmia para el gen nd (subunidades nd5, nd4 

y nd4L) de poblaciones de V. destructor de Argentina. 

 

ID de 
secuencia 

nd5     nd4   nd4L 

Coordenadas 

7 
0 
7 
6 

  

8
3
1
7 

8
3
4
9 

8
3
8
5 

8
3
9
0 

8
3
9
1 

8
5
0
3 

8
5
2
9 

8
5
3
0 

8
6
4
5 

8
6
9
4 

8
7
0
1 

  

8
8
9
5 

8
9
4
9 

9
0
5
9 

Secuencias 
de referencia 
 
AJ493124.2a 

  
 
 

G 

  
  

  
 
 
- 

  
 
 
T 

  
 
 
A 

  
 
 
C 

  
 
 
A 

  
 
 
A 

  
 
 
A 

  
 
 
T 

  
 
 
A 

  
 
 
G 

  
 
 
G 

  

  
 
 
G 

  
 
 
A 

  
 
 
A 

AY163547.1b A   A - T C T C A T A G A   A - T 

En este 
estudio 

                                  

KArg-N1c A   - T T C T A A T A G A   A A A 

KArg-N2c A   - T T C T A A T A A A   A A A 

KArg-
N1/KArg-N2d A   - T T C T A A T A R A   A A A 

Fo/Fa/Ca/Bae A   - T T V T A A T A G A   A A A 

Ci/Lee A   - T T C T A W T A A A   A A A 

Ci/Lee A   - T T C T A A W A A A   A A A 

Ree A   - T T C T A A T W A A   A A A 

Las coordenadas corresponden a las posiciones nucleotídicas establecidas en la secuencia del genoma 
mitocondrial de V. destructor utilizada como referencia (GenBank Accession Number AJ493124.2). Los guiones 

indican deleciones. (a) secuencia según Navajas et al. (2002); (b) secuencia según Evans & López (2002); (c) 
Secuencias correspondientes a los subhaplotipos detectados; (d) Secuencia correspondiente a un individuo 
heteroplásmico para la posición 8694; (e) Secuencias correspondientes a otras posiciones potencialmente 
heteroplásmicas sin confirmar. Utilizamos los códigos de nucleótidos estándar (IUPAC-IUB Commission on 

Biochemical Nomenclature, 1970) para describir los sitios heteroplásmicos (y potencialmente 
heteroplásmicos), V: A/C; W: A/T; R: A/G. 

 

Específicamente, el análisis de secuencias nd4 y nd5 reveló una identidad del 100% entre las muestras, 

sin la presencia de polimorfismos en los 1332 nucleótidos analizados (Figura Suplementaria 13 y 14). 

Por el contrario, el análisis de la secuencia nd4-nd4L evidenció un sitio polimórfico en la posición 
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nucleotídica 8694 (coordenada de AJ493124.1; Tabla 5). Tras el análisis de 182 individuos detectamos 

que el 73,6% de las secuencias obtenidas (correspondientes a 134 ácaros) eran idénticas a ambas 

secuencias de referencia (AY163547.1 y AJ493124.2), en adelante denominadas KArg-N1 (Tablas 5 y 

6). Las restantes secuencias (26.4%, 48 ácaros) mostraron un nucleótido diferente en la posición 

mencionada o resultaron heteroplásmicas (Tablas 5 y 6). El polimorfismo detectado implica el cambio 

de una G a una A, y representa una nueva variante del haplotipo K, en lo sucesivo denominado 

subhaplotipo KArg-N2 (Tabla 4, Figura Suplementaria 15). Mientras que el subhaplotipo KArg-N1 se 

detectó en todas las poblaciones de ácaros analizadas, el subhaplotipo KArg-N2 se presentó con 

menor frecuencia y en siete de las diez poblaciones analizadas (Figura 44, Tabla 5).  

 

Tabla 5. Porcentajes y frecuencias absolutas de los subhaplotipos mitocondriales (K-ArgN1 y K-

ArgN2) y de heteroplasmia (Het.) detectados en las poblaciones de V. destructor analizadas.   

 

  Porcentajes Frecuencias Absolutas    

Localidad K-ArgN1 K-ArgN2 Het. K-ArgN1 K-ArgN2 Het. Total 

Castelli 54,5 A 18,2 A 27,3 A 12 4 6 22 

Formosa 94,6 B 5,4 A 0 B 35 2 0 37 

Leales 46,9 A 9,4 A 43,7 A 15 3 14 32 

Famaillá 66,7 AB 9,5 A 23,8 AB 14 2 5 21 

Reconquista 72,2 AB 0 A 27,8 AB 13 0 5 18 

Santa Fe 85,7 AB 0 A 14,3 AB 6 0 1 7 

Rafaela 88,9 AB 11,1 A 0 AB 8 1 0 9 

Castelar 87,5 AB 6,2 A 6,3 AB 14 1 1 16 

Balcarce 81,8 AB 9,1 A 9,1 AB 9 1 1 11 

Ascasubi 88,9 AB 0 A 11,1 AB 8 0 1 9 

TOTAL 73,6 7,7 18,7 134 14 34 182 

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre localidades (resultados de comparaciones 

pareadas, GLMM). Se muestra el número de individuos totales analizados de cada localidad. Het., 

heteroplasmia. 

 



95 
 

Aunque el porcentaje del subhaplotipo KArg-N2 parece diferir entre localidades, particularmente 

entre poblaciones subtropicales y templadas, estas diferencias no fueron estadísticamente 

significativas en el análisis GLMM. Sin embargo, se encontró una asociación significativa entre el 

porcentaje del subhaplotipo KArg-N2 y la latitud (localización de la población) (correlación de 

Spearman, coef: 0,63, P<0,05). El porcentaje del subhaplotipo KArg-N1 resultó significativamente 

diferente entre las poblaciones de ácaros analizadas (F9,30= 154,27, P<0,000; resultados GLMM) (Tabla 

5; Figura 44). En particular, las poblaciones de Castelli y Leales mostraron los porcentajes más bajos 

de KArg-N1, en comparación con Formosa, que presentó la mayor frecuencia de este subhaplotipo 

(comparaciones múltiples Fisher LSD; Figura 44; Tabla 5). Las demás poblaciones mostraron valores 

intermedios de este subhaplotipo (Figura 44; Tabla 5). De acuerdo con los resultados de KArg-N2, se 

encontró una asociación marginalmente significativa entre el porcentaje del KArg-N1 y la latitud de la 

población de V. destructor (correlación de Spearman: coef= -0,58; P=0,08). No se encontraron 

asociaciones entre la frecuencia de los subhaplotipos de V. destructor (KArg-N1 y KArg-N2) y el linaje 

mitocondrial de las colonias de A. mellifera u otras variables consideradas (altitud, temperaturas 

máximas y mínimas en enero; longitud y clima). 

En cuanto a la variación en los porcentajes de cada subhaplotipo dentro de las colonias, los resultados 

indicaron coexistencia en una misma colonia de ácaros con diferentes subhaplotipos para todas las 

poblaciones analizadas. La frecuencia de co-infestación varió entre 33 y 75% (excepto Formosa, donde 

solo el 14% de las colonias presentaron ácaros con diferentes haplotipos mitocondriales), y no mostró 

diferencias significativas entre poblaciones (Chi-Cuadrado: 5,7; P=0,22; Tabla 6). 

2.3.4. Análisis de la heteroplasmia 

El análisis cualitativo de los cromatogramas de las secuencias obtenidas nos permitió identificar dobles 

picos de altura similar en la posición 8694 (correspondiente al gen nd4, específicamente al sitio 

polimórfico entre los subhaplotipos detectados), tomando como genoma mt de referencia el de 

AJ493124.2 (Navajas et al., 2002). El análisis de secuencias de los fragmentos de PCR nd4-nd4L 

clonados de las muestras que mostraban dobles picos confirmó la presencia de heteroplasmia de sitio, 

dado que se obtuvieron secuencias de ambas variantes mediante la técnica de clonado (Figura 

Suplementaria 16). 
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Figura 44. Distribución de los subhaplotipos de ADNmt y heteroplasmia de sitio (basada en el gen 

nd4) detectados en poblaciones de V. destructor de Argentina. Ver definición de KArg-N1/N2 en la 

Tabla 4. 
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Tabla 6. Porcentajes de co-infestaciones de ácaros en las colonias estudiadas según la localidad. Se 

consideró que una colonia estaba co-infestada cuando presentaba ácaros con distinto subhaplotipo 

(K-ArgN1, K-ArgN2) o con heteroplasmia. 

 

Localidad Porcentaje de co-infestación 

Castelli 45,45 

Formosa 14,29 

Leales 41,67 

Famaillá 37,50 

Reconquista 66,67 

Santa Fe 66,67 

Rafaela 50,00 

Castelar 50,00 

Balcarce 75,00 

Ascasubi 33,33 

Total 44,07 

 

 

Considerando todas las poblaciones muestreadas se detectó un 18,7% de ácaros que contenían dos 

secuencias nd4-nd4L diferentes (las correspondientes a KArg-N1 y KArg-N2), con porcentajes de 

heteroplasmia que variaron entre localidades (F9,30=9,29; P=0,0048, resultados GLMM, Figura 44 y 

Tabla 5). Las poblaciones de V. destructor de Castelli y Leales mostraron los porcentajes más altos de 

heteroplasmia (43,7% y 27,3%, respectivamente; Figura 44 y Tabla 5) y fueron estadísticamente 

diferentes de las otras poblaciones (P<0,001, Fisher LSD, resultados GLMM). En general, para las 

poblaciones de clima templado, la frecuencia de heteroplasmia (7,7%) fue significativamente menor 

que para las poblaciones subtropicales (23,1%) (Chi-Cuadrado (2) = 5,79; P <0,05). Sin embargo, la 

población de Formosa exhibió un patrón diferente al de otras poblaciones subtropicales y no presentó 

individuos heteroplásmicos (Figura 44 y Tabla 5). 

Por otro lado, se detectaron otros sitios potencialmente heteroplásmicos presentes en las secuencias 

correspondientes al gen nd4 (Tabla 4; Tabla 7). Consideramos estas posiciones como "sitios 

potencialmente heteroplásmicos" debido a la presencia de dobles picos y la ausencia de alguna de las 

variantes homoplásmicas, aunque los mismos no pudieron ser confirmados por clonado. Estos 
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cambios se visualizaron en los cromatogramas y corresponden a las coordenadas 8390, 8529-8530 y 

8645 de la secuencia de referencia del genoma mitocondrial de V. destructor (AJ493124.1) (Tabla 4; 

Tabla 7). Específicamente, el doble pico en la posición 8390 (C/A) estuvo presente en el 12,2 % de las 

muestras en cinco de las diez poblaciones analizadas (Tabla 7). El 87,8% de las muestras restantes 

presentaron el nucleótido C, mientras que ninguna de las 182 secuencias analizadas presentaron el 

nucleótido A en esta posición. Este cambio es una mutación no sinónima que produce una 

modificación en el aminoácido codificado (ácido glutámico) (187:A) y genera un codón de terminación 

(Figura Suplementaria 17). Los dobles picos identificados en las posiciones 8529 y 8530 (AT/TA; Tabla 

7) se detectaron simultáneamente en el 8,8 % de las muestras y se evidenciaron sólo en dos de las 

diez poblaciones de ácaros analizadas. Se trata de una mutación no sinónima que conduce a la 

sustitución de asparagina (140:N) (un aminoácido polar sin carga) por metionina (M) (un aminoácido 

alifático no polar; Figura Suplementaria 17). Finalmente, el doble pico en la posición 8645 (A/T) estuvo 

presente solo en una de las muestras, perteneciente a una colonia de Reconquista (provincia de Santa 

Fe) (Tabla 7). Esta es una mutación no sinónima que conduce a la sustitución de fenilalanina (102:F) 

(un aminoácido del grupo de los aromáticos) por isoleucina (I) (un aminoácido alifático no polar; Figura 

Suplementaria 17). 
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Tabla 7. Porcentaje de muestras de V. destructor que exhiben posiciones potencialmente 

heteroplásmicas en la secuencia del gen nd4. 

Coordenadas 8390 8529 8530 8645 N 

Homoplasmia registrada C A T A 

Sitios potencialmente heteroplásmico V W W W 

Localidades   
  

  
  

  
  

  
  

 

Castelli 0 23,8 (5) 23,8 (5) 0 22 

Formosa 14,3 (5) 0 0 0 37 

Leales 23,3 (7) 33.3 (10) 33,3 (10) 0 32 

Famaillá 9,1 (2) 0 0 0 21 

Reconquista 0 0 0 5,5 (1) 18 

Castelar 6,2 (1) 0 0 0 16 

Balcarce 36,4 (4) 0 0 0 11 

Santa Fe 0 0 0 0 7 

Rafaela 0 0 0 0 9 

Ascasubi 0 0 0 0 9 

Total 12,2 (19) 8,8 (15) 8,8 (15) 0,6 (1) 182 

Las coordenadas corresponden a las posiciones nucleotídicas establecidas en la secuencia del genoma 
mitocondrial de V. destructor utilizada como referencia (GenBank Accession Number AJ493124.2). Definimos el 
término "sitios potencialmente heteroplásmicos" como una ambigüedad en la secuencia de nucleótidos (doble 

pico en los cromatogramas) de varios ácaros individuales que no tuvieron la confirmación por clonación. 
Además, estas secuencias solo exhibieron una de las variantes homoplásmicas (homoplasmia registrada) en 

todos los casos. Las frecuencias absolutas de muestras heteroplásmicas para cada localidad se muestran entre 
paréntesis. N: número de ácaros analizados. Utilizamos los códigos de nucleótidos estándar (IUPAC-IUB 

Commission on Biochemical Nomenclature, 1970) para describir los sitios potencialmente heteroplásmicos, V: 
A/C; W: A/T. 
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2.4. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos proporcionan información valiosa sobre la variabilidad genética de las 

poblaciones de V. destructor presentes en colonias de A. melífera manejadas con fines comerciales de 

las regiones apícolas más importantes de Argentina correspondientes a zonas templadas y 

subtropicales del territorio. Mediante PCR y secuenciación de cuatro regiones del ADNmt, analizamos 

la diversidad genética presente en este ácaro, previamente no explorada. Nuestros datos están en 

línea con la baja variabilidad genética descrita para esta especie (p. ej., Solignac et al., 2005; Navajas 

et al., 2010), pero revelan un sitio polimórfico previamente no informado para el marcador 

mitocondrial ND4 y confirman la presencia de heteroplasmia en V. destructor.  

La variabilidad genética de las poblaciones de V. destructor del mundo se ha estudiado ampliamente 

utilizando marcadores mitocondriales basados en el análisis de una región (458 pb) del gen citocromo 

oxidasa 1 (Solignac et al., 2005; Warrit et al., 2006; Muñoz et al., 2008; Strapazzon et al., 2009; Navajas 

et al., 2010). Utilizando este marcador, se ha informado la existencia de dos haplotipos mitocondriales 

(K1 y J1) que infestan con éxito las colonias de A. mellifera (Navajas et al., 2010). Aquí, aplicando este 

mismo marcador (secuencia de cox1 de 1116 pb), se detectó la presencia exclusiva del haplotipo K1 y 

el 100% de identidad de secuencia entre las poblaciones analizadas de V. destructor de Argentina. De 

acuerdo con Maggi y colaboradores (2012), no se detectó el haplotipo J en ninguna de estas 

poblaciones locales, lo que refuerza la evidencia sobre la presencia exclusiva de este haplotipo en 

áreas restringidas de Brasil (Isla Fernando de Noronha) (Guerra et al., 2010). La ausencia de 

variabilidad en la región cox1 en nuestras poblaciones es consistente con resultados previos en otras 

poblaciones del ácaro (Solignac et al., 2005; Muñoz et al., 2008; Navajas et al., 2010; Gajic et al., 2013; 

2016; 2019; Salvaé et al., 2016; Kelomey et al., 2017) y apoya la hipótesis de un cuello de botella que 

ocurrió al comienzo de la invasión de A. melífera, como lo sugirieron previamente Solignac et al. 

(2005). Además, se ha propuesto que cuellos de botella adicionales podrían haberse producido a 

medida que V. destructor se propagaba por todo el mundo (ver Roberts et al., 2015; Techer et al., 

2022). 

Si bien la baja variabilidad genética parece ser una tendencia general en V. destructor, el análisis de 

nuevos marcadores mitocondriales presenta un desafío y puede ser útil para detectar nuevas 

variantes nucleotídicas como lo demuestran antecedentes previos (Navajas et al., 2010; Gagic et al., 

2013). Asimismo, estos marcadores permitirían monitorear rasgos relevantes en poblaciones 

ŜǎǇŜŎƝŦƛŎŀǎ ŘŜ łŎŀǊƻǎΣ ŎƻƳƻ ƭŀ ǊŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ ŀ ƭƻǎ ŀŎŀǊƛŎƛŘŀǎ όǾŜǊ .ŜŀǳǊŜǇŀƛǊŜ Ŝǘ ŀƭΦΣ нлмтΤ aƛƭƭłƴπ[ŜƛǾŀ et 

al., 2021). Nuestros resultados, basados en el análisis de la secuencia del gen nad4, permitieron 

identificar dos subhaplotipos de K1 (KArg-N1 y KArg-N2) en poblaciones argentinas de V. destructor. 
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KArg-N2 corresponde a una nueva variante reportada para el haplogrupo K1, y está presente en la 

mayoría de las poblaciones aquí analizadas. En comparación con las secuencias descritas previamente 

del genoma mitocondrial de ácaros con haplotipo K (Evans & López, 2001; Navajas et al., 2002) y con 

el subhaplotipo KArg-N1, el subhaplotipo KArg-N2 exhibe una mutación sinónima en la secuencia 

nad4, puntualmente en la posición nucleotídica 8694 (AJ493124.1). Esta nueva variante parece estar 

bien establecida en las colonias de abejas, ya que está ampliamente distribuida entre las poblaciones 

del ácaro analizadas y se presenta en frecuencias relativamente altas. Esto podría explicarse por el 

sistema reproductivo endogámico y haplodiploide del ácaro que tiende a fijar nuevas mutaciones 

(Solignac et al., 2005; Rosenkranz et al., 2010; Nazzi & Le Conte, 2016), por el posterior intercambio 

genético de ácaros dentro de la colonia y la interacción de ácaros entre colonias impulsada por el 

movimiento natural de las abejas o la incidencia humana (Dynes et al., 2017). 

La trashumancia es una actividad humana habitual en la que se trasladan colonias de abejas con fines 

de polinización de cultivos o en busca de zonas de floración más temprana para la multiplicación de 

las colonias. Cada año, los apicultores de las regiones templadas (principalmente de la provincia de 

Buenos Aires) trasladan colonias del sur (clima templado) al norte (clima subtropical) del territorio 

para encontrar mejores condiciones para la multiplicación de las colonias y obtener ventajas en las 

etapas iniciales de la temporada de producción de miel (Agra et al., 2018). Esta práctica, junto con el 

comercio de núcleos y paquetes de abejas entre diferentes regiones, contribuye al flujo de genes entre 

las poblaciones de abejas melíferas y, en consecuencia, conduce a interacciones entre ácaros que 

parasitan diferentes colonias. Nosotros encontramos que la frecuencia del nuevo subhaplotipo difiere 

entre las poblaciones analizadas y muestra una asociación positiva con la latitud. En este escenario, 

podríamos localizar el origen putativo del subhaplotipo KArg-N2 en el norte de Argentina. Esta 

variante pudo haberse originado en esta área o bien haber sido introducida desde un país vecino, para 

luego extenderse a las poblaciones del sur, posiblemente mediado por movimientos de colonias. Sin 

embargo, los presentes resultados no indican si el subhaplotipo detectado se originó en poblaciones 

argentinas o es "ancestral" a las poblaciones americanas del ácaro. En este sentido, el análisis de este 

marcador en otras poblaciones de Brasil, Uruguay o la región podría generar información sobre el 

origen y posterior dispersión de esta nueva variante. 

Además de la influencia humana a través de la trashumancia y las actividades comerciales, el origen 

genético de las abejas podría explicar el patrón observado en las frecuencias de subhaplotipos de V. 

destructor. Aunque no encontramos una asociación significativa entre el linaje mitocondrial de la 

colonia y la frecuencia del subhaplotipo del ácaro, sí encontramos una asociación entre el 

subhaplotipo del ácaro y la latitud de la población. En un trabajo en que se caracterizó la variabilidad 
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genética de las abejas melíferas de Argentina, Agra et al. (2018) detectaron un clina latitudinal de 

norte a sur para el nivel de hibridación entre abejas africanizadas y europeas basándose en el uso de 

marcadores altamente polimórficos (microsatélites). Un nuevo análisis genético de las colonias de 

abejas melíferas de nuestro estudio utilizando microsatélites u otro tipo de marcadores altamente 

polimórficos podría ser útil para detectar alguna asociación entre el haplotipo del ácaro y el origen 

genético de la abeja, considerando la clina latitudinal descripta y otros factores involucrados en el ciclo 

estacional y la dispersión de los ácaros en cada ambiente. 

Para todas las poblaciones analizadas, encontramos ácaros con distintos subhaplotipo dentro de una 

misma colonia. De hecho, esta coexistencia parece ser habitual en nuestras poblaciones de V. 

destructor. Estos resultados están en línea con Dynes y colaboradores (2017), quienes encontraron 

una estructura poblacional de V. destructor donde individuos genéticamente distintos coexisten en la 

misma colonia y un mayor cruzamiento entre éstos de lo que se esperaba anteriormente (ver 

Dietemann et al., 2019). Según lo propuesto por estos autores, una posible explicación de esta 

diversidad es el intercambio genético entre ácaros dentro de la colonia (Dynes et al., 2017). Aunque 

la mayoría de los apareamientos en V. destructor ocurren entre hermanos dentro de la celda de cría, 

pueden ocurrir cruzamientos no endogámicos cuando más de una hembra fundadora ingresa a la 

misma celda de cría para realizar su ciclo reproductivo. Este fenómeno ocurre con mayor frecuencia 

en puntos específicos del ciclo anual de la colonia, cuando la proporción de ácaros en la cría es alta, 

como a fines del verano (Dynes et al., 2017; Beaurepaire et al., 2017). De hecho, en los climas 

templados de Argentina, y en particular en el apiario analizado, se detectan con frecuencia 

infestaciones múltiples de ácaros en las celdas de cría de obreras a principios de otoño y en las celdas 

de cría de zánganos durante la primavera, lo que posiblemente contribuya a cruzamientos entre 

ácaros no emparentados dentro de la celda. 

La heteroplasmia fue identificada en varias de las muestras analizadas de las poblaciones argentinas 

de V. destructor aquí analizadas. Estos hallazgos están en línea con los resultados preliminares de 

Navajas et al. (2002), quienes sugirieron la existencia de este fenómeno en la especie, y con un estudio 

más reciente realizado en poblaciones serbias del ácaro (Gagic et al., 2016). Usando los métodos ARMS 

y RFLP, estos autores detectaron heteroplasmia de sitio dentro de las secuencias de cox1 y cytb, en 

sitios que definen haplotipos, particularmente para los haplotipos S1 y P1 descritos para la región 

(Gajic et al., 2013; 2016; 2019). En este sentido, los presentes análisis reportan la primera ocurrencia 

de heteroplasmia de sitio dentro de la secuencia nad4 en V. destructor (y para el haplotipo K1) y 

sugiere que este fenómeno sería relativamente frecuente en esta especie de ácaro. Aunque la 

prevalencia de la heteroplasmia varió entre poblaciones, los resultados parecen respaldar la 
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estabilidad de este fenómeno, si bien este hallazgo debe ser profundizado mediante análisis de 

cruzamientos dirigidos y su descendencia, como así también la búsqueda de asociaciones con aspectos 

fisiológicos del parásito y el ambiente. 

La heteroplasmia ha sido explicada por diferentes mecanismos en diferentes especies (Wolf et al., 

2013; Xiong et al., 2013; Robinson et al., 2015) y está relacionada con la tasa de mutación 

inherentemente alta del ADN mitocondrial, la naturaleza propensa a errores de la ADN polimerasa, y 

la falta de mecanismos de reparación del ADN dentro de las mitocondrias (Avise, 2000; Chinnery et 

al., 2000; Wolf et al., 2013). Las mutaciones pueden surgir durante la gametogénesis y el desarrollo 

embrionario, generando haplotipos nuevos. Si se generan mutaciones dentro de las células germinales 

femeninas, estos nuevos haplotipos mitocondriales pueden transmitirse a la descendencia si persisten 

a través del cuello de botella de la línea germinal asociado con la formación de ovocitos y escapan a 

la selección contra mutaciones perjudiciales (Chinnery et al., 2000; White et al., 2008). El fenómeno 

de mutación en la mitocondria con un posterior paso de generación en generación, parecería ser un 

mecanismo plausible que genere heteroplasmia en V. destructor, ya que es común en otros 

artrópodos ectoparásitos de la Subclase Acari (Van Leeuwen et al., 2008; 2010). 

Los resultados logrados en la caracterización genética de V. destructor en colonias comerciales de A. 

mellifera de Argentina, abren las puertas a nuevas líneas de investigación para la conformación de una 

base de datos completa de las características genéticas, fisiológicas, de virulencia y de dispersión del 

ácaro, con fines de facilitar estudios futuros de asociación con eventos poblacionales o rasgos de 

interés en el estudio del sistema abeja: ácaro.    
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Capítulo 3. Transcriptoma de Varroa 

destructor: Identificación de transcriptos 

potencialmente involucrados en el éxito 

reproductivo del ácaro 
  



105 
 

3.1. INTRODUCCIÓN 

3.1.1. RNA-Seq 

3.1.1.1. Secuenciación de nueva generación y experimentos de RNA-Seq 

Con el desarrollo de las nuevas herramientas de secuenciación de ADN y ARN, denominadas 

secuenciación de nueva generación (NGS, de sus siglas en inglés Next Generation Sequencing), fue 

posible disponer de un nuevo enfoque de secuenciación a gran escala (HTS-High Throughput 

Sequencing) (Heather & Chain, 2016). Estas nuevas metodologías han aumentado considerablemente 

la escala y resolución de los análisis genómicos. Además, la reducción de la cantidad de muestra 

necesaria y la disminución significativa en los costos de secuenciación de nucleótidos permitió la 

aplicación de NGS en la secuenciación de genomas completos, metagenomas, transcriptomas, 

exomas, RNA no codificantes, inmunoprecipitaciones, entre varias otras aplicaciones (Wang et al., 

2009; Muhammad et al., 2020). 

Para acompañar el avance de las técnicas de secuenciación y las nuevas necesidades de análisis de la 

cantidad masiva de datos generados, ha surgido una nueva disciplina, denominada bioinformática, un 

campo interdisciplinario que aplica técnicas informáticas a la biología (Quail et al., 2012). Desde 

entonces, han surgido nuevos programas computacionales y desarrollos de procesos de análisis. 

Actualmente, las herramientas bioinformáticas disponibles permiten a los investigadores analizar 

rápidamente conjuntos de datos genéticos diversos, incluyendo comparaciones entre diferentes 

células, tejidos, órganos y tratamientos, entre otras. Al final del procesamiento, estas herramientas 

de análisis permiten realizar inferencias sobre los mecanismos genéticos y rutas metabólicas 

potencialmente involucradas y la selección de genes candidatos para profundizar los estudios sobre 

su funcionalidad. Sin embargo, el paso clave para disminuir los falsos positivos y garantizar una buena 

relación costo/tiempo, es la elaboración de un diseño experimental que represente el proceso 

biológico de interés y permita un mejor uso de los datos y el desarrollo de un análisis robusto. Para 

ello, se plantea generalmente una estrategia de trabajo bioinformático (pipeline) que utilice los 

paquetes de programas más apropiados según el diseño experimental.  

La caracterización completa y el análisis global de la expresión génica en una célula o tejido es posible 

a través de la implementación de la secuenciación de ARN, conocida como RNA-Seq (Wang et al., 2009; 

Garber et al., 2011; Egan et al., 2012; Ward et al., 2012). Esta herramienta ha cambiado la manera de 

cómo se analizan y comprenden los transcriptomas (Wang et al., 2009). Además, el RNA-Seq da una 

cobertura completa de transcriptos, genera información no solo de la secuencia, sino también de la 

estructura de exones y posibles eventos de splicing alternativo (Lister et al., 2009; Gulledge et al., 
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2012) y permite realizar análisis de cuantificación de la expresión génica. De esta manera, la 

información puede ser integrada e interpretada de una forma holísitca, y se constituye de gran utilidad 

para vislumbrar procesos biológicos y mecanismos de co-expresión génica.  

Para la obtención de resultados robustos mediante la técnica de RNA-Seq, se han probado diferentes 

programas de acuerdo a los diseños experimentales para lograr una alta correlación entre los 

resultados de RNA-Seq y la validación por qPCR (Camarena et al., 2010; Feng et al., 2010; Zhang et al., 

2018; Wang et al., 2019). Por ejemplo, Everaert et al. (2017) compararon lecturas de secuenciación de 

ARN mensajero procesadas con cinco flujos de trabajo diferentes (Tophat-HTSeq, Tophat-Cufflinks, 

STAR-HTSeq, Kallisto & Salmon) y resultados de niveles de expresión génica generados por ensayos de 

qPCR, y mostraron diferentes grados de  precisión según el experimento. Estos estudios fortalecen la 

solidez de RNA-Seq como una metodología confiable para el análisis de transcriptomas y la 

cuantificación de la expresión génica a gran escala, y refuerzan la importancia del uso de las 

herramientas bioinformáticas apropiadas para el diseño experimental que se pretende realizar 

(Conesa et al., 2016).  

En el caso de organismos con genomas de referencia conocido y disponible, durante el procesamiento 

de datos, es posible que las lecturas cortas de secuencias de ARN se puedan identificar mediante su 

alineamiento (o mapeo) con el genoma de referencia. Para organismos de los cuales no se dispone de 

genomas de referencia, se necesita la realización del ensamble de novo del transcriptoma. En 

particular, con respecto al análisis de RNA-Seq basado en genomas de referencia, el consorcio de 

evaluación de anotaciones genómicas de datos de RNA-Seq όwD!{tΣ ŘŜ ǎǳǎ ǎƛƎƭŀǎ Ŝƴ ƛƴƎƭŞǎ άRNA-seq 

Genome Annotation Assessment Projectέύ Ƙŀ ƭƭŜǾŀŘƻ ŀ Ŏŀōƻ ǳƴŀ ŜǾŀƭǳŀŎƛƽƴ ǎƛǎǘŜƳłǘƛŎŀ ŘŜ ƭƻǎ 

principales procesos bioinformáticos y programas de alineamiento, reconstrucción de transcriptos y 

cuantificación para este tipo de datos (Steijger et al., 2013; Engström et al., 2013).  Estos autores, 

resaltan el diseño de procesos bioinformáticos adecuados para cada diseño experimental y el uso de 

programas que implementen análisis robustos utilizando los algoritmos más procesivos. 

3.1.2. Estudios genómicos en Varroa destructor 

En los últimos años, el gran impacto negativo, tanto económico y como sanitario, que ha ocasionado 

el ácaro V. destructor sobre las colonias de A. mellifera, ha impulsado la realización de esfuerzos de 

secuenciación genómica y transcriptómica para la identificación de genes clave en ácaros a partir del 

conocimiento previo generado en insectos y otros artrópodos (revisado en Evans & Cook, 2018; 

Zdobnov et al., 2017). Recientemente, se publicaron los resultados de estudios proteómicos en V. 

destructor, que permitieron categorizar la expresión génica específica de edad y sexo de esta especie 
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(McAfee et al., 2017). Los recursos genómicos también permitieron identificar los mecanismos 

moleculares detrás de rasgos clave del ácaro, desde la virulencia hasta la resistencia a los acaricidas 

(revisado en Evans & Cook, 2018). Asimismo, se han realizado avances para comprender los cambios 

subyacentes a las transiciones entre fases de su ciclo de vida y estado fisiológico, tanto a nivel 

proteómico como transcriptómico (McAfee et al., 2017; Mondet et al., 2018). Estos últimos autores 

encontraron una amplia remodelación del transcriptoma de V. destructor, con una sobre-regulación 

de los procesos energéticos y metabólicos de la quitina durante las fases inicial y final del ciclo de vida 

(por ejemplo, las etapas forética y post-oviposición), e identificaron genes relacionados con funciones 

de regulación transcripcional que se sobre-expresan durante la fase reproductiva. Estos estudios 

resaltan la importancia de las herramientas genómicas para profundizar en aspectos claves de la 

interacción parásito-hospedador y la salud apícola (revisado en Grozinger & Robinson, 2015), y 

posibilitan la identificación de genes candidatos involucrados en dicha interacción, particularmente 

aquellos vinculados con la reproducción del ácaro dentro de la celda de cría de la abeja.  

3.1.3. Bases genéticas de la reproducción en V. destructor 

El éxito reproductivo de V. destructor se basa en una coordinación efectiva entre la preparación 

fisiológica y la capacidad de respuesta a las señales del huésped (revisado por Evans & Cook, 2018). El 

entorno de la celda de cría juega un papel esencial en la regulación de la oviposición de los ácaros 

(Milani & Chiesa, 1990; Milani & Nazzi, 1994; Donzé et al., 1997; Garrido et al., 2003; Frey et al., 2013). 

Específicamente, experimentos de comportamiento realizados previamente, mostraron que las 

condiciones en las celdas de cría de A. mellifera promueven la maduración de los huevos del ácaro y 

desencadenan la oviposición durante las primeras 24 h post operculado (Frey et al., 2013). Más 

recientemente, y de forma complementaria, otros estudios han identificado genes potencialmente 

asociados con la reproducción de V. destructor. Particularmente, Cabrera et al. (2013a,b) han 

evidenciado que los genes que codifican para las vitelogeninas 1 y 2 (Vg1 y Vg2) aumentan sus niveles 

de expresión en el ácaro después del operculado de la celda de cría, sobre todo en el momento de la 

formación del capullo, previo a que la cría de la abeja sea una prepupa. En efecto, las vitelogeninas, 

especialmente la Vg1, fueron vinculadas con el inicio de la vitelogénesis en V. destructor (Cabrera et 

al., 2013a). Por otra parte, los genes Halloween (CYP302a1, CYP307a1 y CYP314a1), un grupo de genes 

que codifican enzimas P450, encargadas de la hidroxilación secuencial de hormonas derivadas del 

colesterol en la vía biosintética de ecdisteroides, han sido propuestos como claves en la reproducción 

del ácaro, ya que el producto final de esta vía activaría la expresión de los genes de vitelogenina 

nombrados (Cabrera et al., 2015). Por su parte, la proteína de transferencia de lípidos grandes 

(codificada por el gen LLTP) es un transportador de lípidos altamente vinculado con las vitelogeninas 
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y con su correcta distribución en el organismo. De acuerdo a estudios previos, la expresión de este 

gen disminuye en el momento de la reproducción del ácaro (Cabrera et al., 2013 b). Por otro lado, 

Huang et al. (2017) propusieron tres genes potencialmente involucrados en la reproducción de V. 

destructor (genes de la proteína ribosomal L8 (RpL8), la proteína ribosomal L11 (RpL11) y la subunidad 

de adenosina trifosfatasa del proteosoma 26S (Pros26S)). Los mencionados autores encontraron que 

el silenciamiento de estos genes a través de ARN doble cadena, se correlacionó con un descenso 

significativo en el éxito reproductivo del ácaro (Huang et al., 2017). Además de la función de genes 

codificantes para proteínas, recientemente, se ha realizado una contribución importante al estudio de 

ARNs largos no codificantes (lncRNA) en V. destructor y se ha sugerido, mediante estudios in silico, 

que estas moléculas podrían tener funciones regulatorias en procesos celulares claves que ocurren 

durante la fase reproductiva del ácaro (Lin et al., 2020). A pesar de estos avances, los cambios 

transcripcionales asociados al éxito reproductivo del ácaro y la identificación de aquellos genes 

tempranos responsables del progreso efectivo de la reproducción dentro de la celda de cría, son 

todavía un aspecto clave a explorar en V. destructor.  

 

En este capítulo, se presentan los principales resultados de un análisis transcriptómico realizado sobre 

ácaros de edad controlada (primer ciclo), que incluye a hembras en estado forético, y a hembras 

fundadoras reproductivas y no reproductivas en la fase de oviposición. Específicamente, estudiamos 

un momento clave, el cuarto día luego del operculado de la celda de cría de las abejas, momento en 

el que es posible distinguir si una hembra fundadora inició la postura del primer huevo en el período 

de tiempo descripto para la especie (de acuerdo al desarrollo de su hospedador) o se retrasó por 

factores intrínsecos o del ambiente.  
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. Material 

Los experimentos se realizaron durante los meses de verano de la temporada 2018-2019, utilizando 

colonias de A. mellifera infestadas naturalmente con V. destructor disponibles en el apiario 

experimental del Instituto de Genética (INTA Castelar, Buenos Aires, Argentina). Específicamente para 

la obtención de las muestras de ácaros para el análisis transcriptómico se utilizaron las colonias que 

fueron caracterizadas por su comportamiento higiénico hacia V. destructor y cuyos resultados se 

muestran en el capítulo 1. Dichas colonias se utilizaron como dadoras de cuadros de cría. Además, se 

usaron otras colonias de abejas con cargas parasitarias elevadas como dadoras de ácaros foréticos, 

establecidas en el apiario experimental del Instituto de Investigación en Tecnología de Alimentos, INTA 

(Castelar) nombrado en la sección 1.2.2.4.1. (Capítulo 1). 

3.2.2. Obtención de muestras de V. destructor en estado reproductivo, no reproductivo y forético 

en su primer ciclo de vida 

Con el fin de obtener ácaros con ciclo de vida controlado y edad homogénea para el análisis 

transcriptómico, se desarrolló una cría semi-artificial de V. destructor (Figura 45; Muntaabski et al. 

2022, en revisión). Brevemente, de cada colonia se eligió un cuadro con cría de larva 5 (L5) sin 

opercular; estas celdas se marcaron en una hoja de acetato transparente (mapa). Una vez obtenidos 

los mapas, los cuadros se volvieron a colocar en las colmenas. Cinco horas más tarde, se identificaron 

en cada cuadro las celdas de cría de obreras recientemente operculadas, haciendo uso del mapa, y se 

infestaron artificialmente con un ácaro (hembra fundadora). Las celdas infestadas se obtuvieron 

abriendo el opérculo con un bisturí e introduciendo la hembra fundadora en una celda de cría recién 

operculada usando un pincel fino. Posteriormente, las celdas se cerraron empujando suavemente el 

opérculo y cubriendo toda la superficie de las mismas (Figura 45).  
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Figura 45. Diseño experimental realizado para obtener las muestras de V. destructor para el análisis 

transcriptómico. Tomado de Muntaabski et al. (2022) en revisión. 

 

Los cuadros que contenían las celdas de cría infestadas artificialmente se colocaron nuevamente en la 

colonia. Once días después de la infestación artificial, las celdas infestadas se abrieron 

cuidadosamente con un bisturí y se recogieron las hembras fundadoras y sus hijas sexualmente 

maduras (Figura 45). Las hembras hijas (F1) y fundadora (P) fueron identificadas por su pigmentación 

(Rosenkranz et al., 2010). Una vez identificadas y separadas, se montó a las hembras F1 sobre abejas 

recién emergidas, que se colocaron en frascos de vidrio (3L) (Figura 45). Las abejas recién emergidas 

se obtuvieron de cuadros de cría de colonias con baja carga parasitaria. Cada frasco de vidrio se 

acondicionó con 30 abejas nodrizas y 10 hembras hijas de V. destructor (F1), y con agua y miel ad 

libitum. Los frascos se colocaron en una cámara con condiciones controladas de temperatura y 

humedad (35 °C y 60%, respectivamente) en oscuridad durante 4 días. Este período se describió 

previamente como el tiempo necesario para la maduración de los espermatozoides dentro de la 

espermateca de las hembras de V. destructor, y simuló una fase forética (Häußermann et al., 2016; 

2019). Luego, se recuperaron las hembras F1 (ácaros del primer ciclo) del cuerpo de las abejas 

utilizando la técnica del azúcar impalpable. Estos ácaros se usaron para infestar celdas de cría recién 

operculada de las colonias con baja carga. Cuatro días después, las celdas infestadas que contenían 
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prepupas se abrieron para observar la presencia/ausencia de huevos de V. destructor. De estos ácaros 

de primer ciclo se establecieron dos grupos: hembras reproductivas (R, hembras que pusieron un 

huevo dentro de la celda de cría) y hembras no reproductivas (NR, hembras sin huevos en la celda de 

cría) (Figura 45).  

Los ácaros que continuaron sobre las abejas nodrizas formaron un tercer grupo, llamado forético (F). 

Este grupo estuvo constituido por hembras que permanecieron sobre las abejas nodrizas durante 

cuatro días y no volvieron a infestarse en las celdas de cría (Figura 45). Los ácaros de los tres grupos o 

estados reproductivos (R, NR y F) presentaron la misma edad y estaban en su primer ciclo de vida. 

Se obtuvo un total de 40-100 ácaros de cada uno de los tres grupos (R, NR, F). Los mismos se colocaron 

en tubos de microcentrífuga de 1,5 mL y se almacenaron a -80 °C. Se prepararon tres muestras 

(réplicas biológicas) por grupo para el análisis transcriptómico. Cada muestra consistió en un pool de 

5 ácaros. 

3.2.3. RNAseq, análisis del transcriptoma y elección de genes candidatos 

3.2.3.1. Extracción de RNA 

El ARN total se aisló de grupos (pooles) de cinco ácaros. Brevemente, cada muestra de cinco ácaros se 

homogeneizó en 300 ˃[ de Trizol® (Thermo Fisher Scientific) con un equipo TissueLyser y perlas de 

acero inoxidable de 7 mm (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) (4 × 30 s a 30 Hz). Después de 5 min de 

incubación a temperatura ambiente, se añadieron 150 ˃[ de cloroformo. Las muestras se agitaron 

vigorosamente durante 15 segundos y luego se dejaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. 

Luego se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. La fase acuosa superior se transfirió 

a un tubo limpio que contenía 300 ˃[ de isopropanol y 1 ˃ [ de glicógeno (20 mg/mL). Cada tubo se 

mezcló suavemente por inversión y se incubó por 20 minutos a temperatura ambiente para lograr la 

precipitación del ARN. Los tubos se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. De cada 

tubo, se descartó cuidadosamente el sobrenadante y se agregó 400 ˃[ de etanol frío al 70 %.  Los 

tubos se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y luego el etanol se descartó 

cuidadosamente de cada tubo. Este último paso se realizó dos veces para mejorar el lavado. 

Finalmente, se retiró el etanol y se dejaron secar las muestras en flujo laminar. Una vez secas, las 

muestras se resuspendieron en 20 ˃[ de agua DEPC (Invitrogen), y se las incubó a temperatura 

ambiente en agitador durante 10 minutos. 

La pureza y concentración del RNA extraído se midió utilizando un espectrofotómetro de volúmenes 

reducidos NanoDrop (Thermo Scientific Nanodrop 1000), y su integridad y calidad se determinaron 
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mediante electroforesis en gel de agarosa (1% P/V) con formamida. Las muestras se almacenaron a -

80 °C. 

La construcción de las bibliotecas y la secuenciación de alto rendimiento fueron realizadas por 

Novogene Corporation Inc. (Sacramento, EE. UU.). Se construyó un total de nueve bibliotecas, 

incluidas tres réplicas biológicas para cada estado reproductivo (R, NR, F), utilizando el kit de 

preparación de bibliotecas de ARN NEB Next® Ultraϰ (New England Biolabs) con una longitud de 

inserción de 250 a 300 pares de bases (pb). Las bibliotecas se secuenciaron con un equipo Illumina 

HiSeq 4000 (150 pb paired-end) con una profundidad de secuenciación de al menos 20 millones de 

lecturas paired-end por biblioteca. Las secuencias sin procesar están disponibles en la base de datos 

NCBI BioProject con el número de acceso PRJNA674908. 

3.2.3.2. Análisis del transcriptoma 

El desarrollo de análisis de transcriptoma de V. destructor se realizó en colaboración y bajo la 

supervisión del Dr. José Manuel Latorre Estivales (FCEN, UBA).  

En los siguientes párrafos se describe en detalle el flujo de trabajo realizado para el análisis de las 9 

bibliotecas obtenidas (ver resumen en Figura 46).  

3.2.3.2.1. Control de calidad, filtrado y recorte 

Se utilizó la herramienta FASTQC (disponible en ww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) 

para evaluar la calidad de las lecturas obtenidas y detectar la presencia de adaptadores Illumina 

(Figura 46). Los adaptadores y las bases de los extremos 5' y 3' con puntuaciones de calidad de Phred 

inferiores a 5 se eliminaron de las lecturas mediante el uso de Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014) 

(Figura 46). El parámetro SLIDING-WINDOW se estableció en 4:15 y solo se conservaron las lecturas 

de más de 50 pares de bases (parámetro MINLEN = 50). El software se configuró para datos paired-

end. 
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Figura 46. Flujo de trabajo realizado para el análisis del transcriptoma de V. destructor. 

 

 

3.2.3.2.2. Mapeo de lecturas 

El ensamble del genoma de V. destructor (versión Vdes_3.0 con número de acceso GCA_000181155.2) 

y su correspondiente archivo de características generales (GFF), ambos disponibles en la base de datos 

del NCBI, se indexaron mediante STAR v.2.6.0 (Dobin et al., 2013). Luego, las lecturas generadas por 

Trimmomatic en el paso anterior se mapearon utilizando STAR con parámetros de mapeo 

predeterminados (Figura 46; Tabla Suplementaria 13). 

3.2.3.2.3. Análisis de la expresión génica 

3.2.3.2.3.1. Expresión diferencial de genes 

Se utilizó el paquete EdgeR (v3.6.8) para identificar los genes diferencialmente expresados (GDE) 

(Figura 46). En primer lugar, los valores de recuento de lecturas se normalizaron por medio del método 

Trimmed Mean of M-values (TMM) (Tabla Suplementaria 14). Estos valores de TMM se consideran 

cuentas por millón (CMP) según el manual de edgeR (Robinson et al., 2010; McCarthy et al., 2012). Se 
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realizó un análisis exploratorio de las muestras de los tres grupos de ácaros (R, NR, F) utilizando una 

matriz log2 CPM para calcular las disimilitudes de Bray-Curtis entre muestras (con el paquete mctoolsR 

v0.1.1.2 en R) y para crear un gráfico PCoA (con el comando betadispers del paquete vegan v2.5-7 de 

R). El efecto de la variable "tratamiento" (grupos de ácaros) se midió mediante un análisis de 

PERMANOVA utilizando 99999 permutaciones (con el comando adonis2 del paquete vegan v2.5-7 de 

R). 

Posteriormente, se utilizó el paquete HTSFilter (Rau et al., 2013) para filtrar y eliminar los genes poco 

expresados y/o de expresión muy variables (Tabla Suplementaria 15). Los GDE se identificaron 

utilizando la prueba F de cuasi-verosimilitud bajo un enfoque GLM. Inicialmente, se realizó un análisis 

de expresión general para identificar aquellos genes que se expresan diferencialmente entre cualquier 

grupo utilizando un False Discovery Rate (FDR) < 0,05. Luego, se realizaron comparaciones pareadas 

entre los grupos. Para las comparaciones R vs. F y NR vs. F, los GDE se identificaron utilizando un 

umbral de fold-change (FC) > 2 (equivalente a logFc > 1) y un valor FDR < 0,05. En el caso de la 

comparación R vs. NR, no se estableció un umbral de FC y el FDR se fijó en 0,1, ya que esperábamos 

ligeros cambios en la expresión génica considerando que ambos grupos de ácaros pertenecen a la fase 

reproductiva. Se elaboraron gráficos de diferencia de medias (MD) para cada comparación con el 

objetivo de visualizar los patrones de expresión. 

3.2.3.2.3.2. Comparación de ácaros reproductivos y no reproductivos 

Se realizó un análisis detallado de los GDE identificados en la comparación de ácaros reproductivos (R) 

y no reproductivos (NR) con el objetivo de explorar los genes y vías moleculares asociados al éxito 

reproductivo de V. destructor. Primero, se realizó una búsqueda bibliográfica exhaustiva sobre 

especies cercanas a esta especie para validar y complementar la anotación de estos genes. En segundo 

lugar, se realizaron búsquedas BLAST para identificar genes que no tuvieran anotación o función 

asignada en el genoma de referencia de V. destructor. En tercer lugar, realizamos un heatmap de los 

GDE utilizando el paquete pheatmap R (v1.0.12) (Kolde & Vilo, 2015) en RStudio para visualizar los 

cambios de expresión entre ambas condiciones (R vs. NR). Finalmente, los términos Gene Ontology 

(GO) se obtuvieron utilizando InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro) y los KEGGs usando la 

herramienta BlastKOALA (https://www.kegg.jp/blastkoala/) de la Enciclopedia de Kioto de Genes y 

Genomas (KEGG). Las KEGGs Orthologies se obtuvieron analizando bases de datos KEGG específicas 

de Tetranychus urticae, Ixodes scapularis, Apis mellifera y Drosophila melanogaster. 

La ubicación subcelular predicha de los ARN largos no codificantes (en inglés lncRNA) identificados 

como DEG entre los ácaros R y NR se obtuvo utilizando el lncLocator, un software disponible en línea 

para la predicción de la ubicación de lncRNA basado en un clasificador de conjunto (Cao et al., 2018). 

https://www.ebi.ac.uk/interpro
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LncLocator puede predecir cinco localizaciones subcelulares de lncRNA, que incluyen el núcleo, el 

citoplasma (parte del citoplasma excepto el citosol, el ribosoma y el exosoma), el ribosoma, el citosol 

y el exosoma. Los genes codificantes 100 kb río arriba y río abajo de los lncRNA se clasificaron como 

posibles genes diana en cis (Guil & Esteller, 2012; Feng et al., 2019). Estos genes se identificaron y 

sometieron a análisis de sus funciones GO y KEGGs Orthologies, como se describió anteriormente. 

3.2.3.2.4. Análisis de enriquecimiento de Gene Ontology  

Se descargó el conjunto de datos con las proteínas predichas del ensamblaje Vdes_3.0 disponible en 

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=varroa+destructor) y los términos GO se obtuvieron 

localmente usando InterProScan 5 (Jones et al., 2014) (Figura 46). 

El análisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) se llevó a cabo con el software ermineR en 

RStudio usando el método Gene Score Resampling (GSR) con los valores logFC absolutos para todos 

los genes de cada comparación pareada como entrada. Estos valores se utilizaron como una variable 

continua produciendo un rango de puntajes con el que se pudo determinar qué términos GO estaban 

enriquecidos (Lee et al., 2005; Gillis et al., 2010; Ballouz et al., 2016). Más información sobre este 

método está disponible en https://erminej.msl.ubc.ca/help/tutorials/running-an-analysis-

resampling/. Posteriormente, los términos GO enriquecidos obtenidos de cada comparación por el 

método GSR se buscaron utilizando QuickGO (www.ebi.ac.uk/QuickGO/slimming). 

3.2.3.2.5. Identificación de transcriptos virales 

Las lecturas que no se mapearon contra el genoma de V. destructor se usaron para construir nueve 

bases de datos. Las mismas se examinaron para identificar coincidencias con 30 virus ARN descritos 

en A. mellifera y potencialmente asociados con V. destructor (Tabla Suplementaria 16). El mapeo de 

las lecturas virales se realizó como se describió anteriormente en la sección "3.2.3.2.2. Mapeo de 

lectura". Las secuencias de los genomas virales disponibles (parciales o completas) de las bases de 

datos del NCBI se indexaron utilizando STAR v.2.6.0 (Dobin et al., 2013). Luego, las "lecturas no 

mapeadas" se mapearon utilizando STAR con parámetros de mapeo predeterminados. Sobre todos 

los virus detectados, se calculó el porcentaje total de recuentos mapeados por biblioteca y se comparó 

este porcentaje entre las condiciones analizadas (R, NR y F) ("Análisis de virus total"). Luego, se 

realizaron dos análisis adicionales. Primero, los recuentos de cada virus para las tres condiciones se 

tomaron como nueve réplicas y se comparó la abundancia relativa de cada virus en la población de 

ácaros ("Análisis de abundancia viral"). En segundo lugar, se compararon los recuentos de cada virus 

entre las tres condiciones (R, NR y F) para evaluar si había una asociación entre la condición de las 

hembras de V. destructor y la abundancia de virus específicos ("Análisis de condiciones"). Los datos de 

"virus total" y "condición" se analizaron utilizando un modelo lineal general (GLM) con una 
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distribución binomial y una función de enlace logit (mapeado vs. no mapeado y virus vs. no virus, 

respectivamente) considerando la condición como un factor fijo. De manera similar, los datos de 

"abundancia viral" se analizaron utilizando GLM con una distribución binomial y una función de enlace 

logit (virus vs. no virus) considerando los virus detectados como un factor fijo. Se realizaron múltiples 

ŎƻƳǇŀǊŀŎƛƻƴŜǎ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ CƛǎƘŜǊ [{5 όʰ Ґ лΣлрύΦ 9ƴ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ Ŏŀǎƻǎ ǎŜ Ŝƴǎayó y analizó la dispersión de 

los residuos. Para obtener la estructura de varianza más adecuada se utilizó el criterio de información 

de Akaike. Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando la función glmer en el paquete R 

'lme4' (Bates et al., 2015). 

3.2.3.3. Validación de la expresión por medio de PCR cuantitativa 

Para validar los resultados de RNA-Seq, se realizó la cuantificación de la expresión de ocho GDE y dos 

genes de referencia mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) (Tabla 8). La selección de estos 

genes se basó en su expresión diferencial entre los estados considerados (particularmente R vs. NR) y 

en sus funciones predichas (asociadas a la reproducción y procesos fisiológicos) según búsquedas de 

BLAST. Además, se analizó la expresión de otros tres genes candidatos asociados con la reproducción 

de V. destructor en estudios previos: vitelogenin 1 (vg1), ribosomal protein L11 (RpL11) y large lipid 

transfer protein (LLTP)) (Cabrera et al., 2013 a;b; Huang et al., 2017) (Tabla 8). 

El nivel de expresión de cada transcripto se analizó en cuatro réplicas biológicas por condición (R, NR 

y F), que se generaron independientemente de las utilizadas para el experimento RNA-Seq. Las 

muestras de ARN se obtuvieron como se describe anteriormente en la sección 3.2.3.1. Se usó 

aproximadamente 1 µg de ARN total como molde para sintetizar ADNc usando la enzima ImProm-II 

Reverse Transcriptase (Promega) y cebadores aleatorios (random primers, Promega), siguiendo el 

protocolo del fabricante. Los cebadores específicos para la amplificación por qPCR de los genes 

seleccionados se diseñaron usando Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) y 

se analizaron con Oligo Analyzer de IDT (https ://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). 
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Tabla 8. Características de los genes candidatos y de referencia usados para la validación por qPCR 

de los resultados obtenidos por RNA-Seq.  

 

Nombre del gen N° de Acceso Secuencia del cebador 5´-3  ́
Tamaño del 
amplicón 

(pb) 
Ta(°C) Ef. qPCR  

protein patched homolog 1-like LOC111252634 
AATGATGAGGCTGGTGGGTG 

94 60 1,693 
TACCGCCGACAGGAAGTAGA 

transcription factor AP-1-like LOC111243751 
TCGCCTGAATTTGAGCGTCT 

78 60 1,648 
CGAGATGACCCCTAAGGCAC 

la-related protein 6-like LOC111245737 
TTACCTCATTCGACAGCCCC 

88 60 1,86 
GAAAAGCTGATCCCCCTCCC 

vitellogenin-6-like LOC111244790 
GCAGGTCATAGACGACGAGT 

106 60 1,89 
AGCCATCTTGCGGATTAGGG 

purine nucleoside 
phosphorylase-like 

LOC111244127 
TGGAGGTTGGTGCTGGTAGT 

148 60 1,834 
GCCACGATTACCTCGTGACT 

troponin T-like LOC111247563 
CGTATCGTCTCGCTGGAGTC 

102 60 1,935 
GTTGATCTGCCTCTGACGCT 

endochitinase-like LOC111255436 
AAAGAAGGCTACGGTGGAGC 

189 60 1,855 
GGTCAGGGAGCCAGAGTAGA 

pupal cuticle protein G1A-like LOC111247947 
GTATTTGCTGTCCTGGCTGC 

130 60 1,885 
GACTGTGGGACCCTCCATTG 

nascent polypeptide-assoc. 
ŎƻƳǇƭŜȄ ǎǳōǳƴƛǘ ʰΣ ƳǳǎŎƭŜ-sp 

form-like 
LOC111254322 

TGGACGACAGTGAACGCATTA 
121 60 1,819 

GAGTGGCTAAAAGCTGCTCG 

vitellogenin 1 LOC111249970 
CATTGTTGCCGCACACACCGT 

175 61 1,91 
AATGGCCAGCGCGTCTACCT 

proteína ribosomal L11 LOC111250605 
CACTTATGTGCGGAACTCGTTATAG 

151 55 1,827 
TCTAACCAATAAGTGCGCTATGAAC 

large lipid transfer protein LOC111244791 
ACGTCGACTATTCAGGACGC 

183 60 1,849 
AAAAGCATCCGGCTCAAGGA 

heat shock protein 83-like (90) LOC111244541 
TTTGTAACCGACACGAGCTG 

117 58,4 1,577 
TGTTGAGCGTGTGAAGAAGC 

Large ribosomal sub-unit LOC111245786 
ACGTATTCCATTCGGCTTCC 

106 58,4 1,851 
GAGTCCGGCGAGGTATGAGT 

40S ribosomal protein (S18) LOC111253957 
AGCTGTCGGAACAGGAAGTG 

186 60 1,902 
GGGCACGGATCTTTTTCAGC 

 

Los cebadores usados para la amplificación del gen que codifica la ribosomal protein L11 fueron obtenidos a 
partir de Huang et al. (2017). Los cebadores usados para la amplificación de los transcriptos correspondientes 

a los genes heat shock protein 83-like y LRSU fueron obtenidos a partir de Campbell et al. (2016). Genes de 
referencia: LRSU y Rps. Ta: temperatura de annealing. Ef. qPCR: Eficiencia del amplicón. 

 

Los ensayos de qPCR se realizaron en un LightCycler 96 (Roche), utilizando el cDNA como templado. 

Cada reacción se realizó en un volumen final de 10 ˃[, que contenía 5 ˃ [ de Fast Start Essential DNA 

Green Master (Roche), 0,25 ˃[ (50 mM) de cada cebador forward y reverse, 4 ˃ [ de dH2O y 0,5 ˃[ de 

molde de ADNc. Los parámetros de ciclado fueron 95 °C por 5 minutos seguido de 40 ciclos de 95 °C 

por 10 segundos y 60 °C por 45 segundos, finalizando con una amplificación del producto de la curva 

de melting. Todas las qPCR se realizaron por triplicado (es decir, tres réplicas técnicas). 

La expresión de los genes LRSU y Rps se utilizaron para normalizar la expresión de los genes candidatos 

(Tabla 8). Estos genes se describieron previamente como genes de expresión estables en V. destructor 
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(Campbell et al., 2016). De todas maneras, la estabilidad y la idoneidad de dichos genes de referencia 

se evaluaron con la herramienta RefFinder (Xie et al., 2012). 

Para analizar los perfiles de expresión de los genes candidatos, aplicamos el modelo NRQ, que consiste 

en convertir los valores del número de ciclos de cuantificación (Cq) en cantidades relativas 

normalizadas (en inglés: NRQ por normalized relative quantities), ajustando las diferencias en la 

eficiencia de la qPCR entre los amplicones (Pfaffl et al., 2001), y normalizando los datos usando 

múltiples genes de referencia (Hellemans et al., 2007). Las cantidades relativas y los datos 

normalizados se obtuvieron siguiendo las fórmulas descritas en Hellemans et al. (2007). Para cada gen 

candidato, se evaluaron las diferencias en log (NRQ) entre grupos de ácaros con la prueba de Kruskal-

Wallis. Se realizaron pruebas de Dunn para las comparaciones múltiples a posteriori. Todos los análisis 

ŜǎǘŀŘƝǎǘƛŎƻǎ ǎŜ ǊŜŀƭƛȊŀǊƻƴ ǳǘƛƭƛȊŀƴŘƻ ƭŀ ŦǳƴŎƛƽƴ ŜƳƳŜŀƴǎ Ŝƴ Ŝƭ ǇŀǉǳŜǘŜ w ΨŜƳƳŜŀƴǎΩ ό[ŜƴǘƘΣ нлнлύΦ 
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3.3. RESULTADOS 

3.3.1. Transcriptoma de Varroa destructor 

3.3.1.1. Mapeo y procesamiento de lecturas  

Se recuperaron un total de 202.880.980 lecturas paired-end para el experimento completo con un 

promedio de 22.5 M de lecturas crudas por biblioteca. En promedio, se eliminó menos del 9 % de las 

lecturas después de los procesos de filtrado y recorte, lo que produjo entre 18.9 y 24.6 M de lecturas 

limpias por biblioteca (Tabla 9 y Tabla Suplementaria 13). Un promedio de 17.6 millones de lecturas 

por biblioteca (83.3 %) se asignaron de forma única al genoma de V. destructor (Tabla 9). Los 

resultados del análisis del mapeo mostraron que un total de 12,375 de los 12,854 genes descritos para 

V. destructor (96 %) presentaron al menos un recuento en alguna biblioteca (Tabla suplementaria 13). 

 

Tabla 9. Número y porcentajes de lecturas (reads) obtenidas, trimadas y mapeadas 

correspondientes a cada una de las 9 bibliotecas de V. destructor obtenidas. Se muestran los valores 

para los tres grupos de ácaros (R, NR y F) y se identifican con números (1-3) las réplicas dentro de 

cada grupo.  

 

Biblioteca 

Número de 

lecturas sin 

procesar 

Número de 

lecturas 

trimadas 

Lecturas 

trimadas 

(%) 

Número de lecturas 

mapeadas de forma 

única 

Lecturas mapeadas de 

forma única (%) 

R1 23.210.418 22.190.274 95,60 13.757.238 62,00 

R2 22.170.870 21.291.930 96,04 15.658.480 73,54 

R3 22.132.818 20.604.144 93,09 18.841.085 91,44 

NR1 21.744.924 19.974.774 91,86 14.245.994 71,32 

NR2 22.483.312 21.567.652 95,93 19.514.067 90,48 

NR3 22.130.582 20.699.892 93,54 19.111.669 92,33 

F1 26.797.221 24.602.535 91,81 21.568.209 87,67 

F2 21.845.020 20.094.636 91,99 18.282.548 90,98 

F3 20.365.815 18.907.150 92,84 17.126.251 90,58 

Promedio 22.542.331 21.103.665 93,63 17.567.282 83,37 

 

3.3.2.2. Análisis global 

Las muestras de RNA-Seq se compararon mediante un análisis de coordenadas principales (PCoA). Los 

dos primeros componentes del PCoA mostrados en la Figura 47 explican el 93,93% de la variación total 

entre tratamientos (grupos de ácaros) (el componente 1 explica el 89,28% y el componente 2 explica 

el 4,65% de la variación). Los tres grupos de ácaros se ubican separados a lo largo del eje 1 (PCoA1) y 

las muestras de cada tratamiento se visualizan agrupadas dentro de la elipse que representa la 
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desviación estándar dado un nivel de confianza del 95% (Figura 47). El grupo de los ácaros foréticos 

(F) fue el más homogéneo, mientras que los grupos R y NR mostraron una mayor variación entre 

réplicas. Las muestras de los tres grupos presentaron perfiles de expresión con disimilitudes que, 

según el análisis PERMANOVA, están significativamente explicadas por el factor tratamiento 

(PERMANOVA, R2= 0,89806; F=26,428; valor P corregido 0,00375). 

Luego de filtrar los transcritos de baja y/o muy variable expresión entre las bibliotecas, se obtuvo un 

subconjunto de 10.390 genes que se utilizó para los análisis posteriores (Tabla Suplementaria 15).  
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Figura 47. Análisis de coordenadas principales (PCoA) realizado sobre el perfil de abundancia de 

transcriptos. R: ácaros reproductivos; NR: ácaros no reproductivos; y F: ácaros foréticos. 
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3.3.2.3. Análisis de enriquecimiento Gene Ontology  

Luego del filtrado arriba mencionado, se obtuvieron los valores de fold-change (FC) de los 10.390 

genes para las siguientes comparaciones pareadas:  R vs. F, NR vs. F y R vs. NR, (Tablas Suplementarias 

17, 18 y 19, respectivamente); y se utilizaron estos datos para el análisis de enriquecimiento GO. Un 

total de 11 términos Gene Ontology (GO) que incluyen la localización de lípidos (incluido el transporte 

de lípidos), el proceso metabólico derivado de carbohidratos (incluidos los procesos metabólicos de 

aminoglicanos, de aminoazúcares y de compuestos que contienen glucosamina, y el proceso 

metabólico de quitina) y procesos de unión (incluidos unión de quitina y actividad de dimerización de 

proteínas) se detectaron enriquecidos (valor p corregido <0.05) en las comparaciones R vs. F. Estos 

términos GO también se evidenciaron como enriquecidos cuando se compararon los grupos NR vs. F 

(Figura 48; Tabla Suplementaria 20 y 21). 
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Figura 48. Términos GO enriquecidos en las comparaciones pareadas entre los grupos de ácaros. Comparaciones R vs. F (puntos verdes claros), NR vs. F (puntos azules claros), y R 

vs. NR (puntos rosas). Los recuadros del gráfico representan los ID y definiciones de los términos GO. El color de la cabecera de cada caja indica la clase del término GO: proceso 

biológico (azul), función molecular (negro) y componente celular (verde). El color amarillo de fondo de las cajas indica los términos GO significativos (P < 0,05). Las flechas indican 

relaciones entre dos términos GO específicos: las flechas negras indican "es un", las azules indican "parte de" y las amarillas indican "regula".
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La comparación R vs. F mostró un total de 25 términos GO significativamente enriquecidos, siete 

pertenecen a "proceso biológico", 17 a "función molecular" y uno a "componente celular" (Figura 48, 

Tabla Suplementaria 20). Específicamente, la actividad de transducción de señales (incluidas la 

actividad de receptor de señalización y la de señalización transmembrana) se vio alterada sólo en esta 

comparación. La comparación NR vs. F mostró un total de 13 términos GO enriquecidos, de los cuales 

ǎƛŜǘŜ ǇŜǊǘŜƴŜŎŜƴ ŀ άǇǊƻŎŜǎƻ ōƛƻƭƽƎƛŎƻέΣ ŎƛƴŎƻ ŀ άŦǳƴŎƛƽƴ ƳƻƭŜŎǳƭŀǊέ ȅ ǳƴƻ ŀ άŎƻƳǇƻƴŜƴǘŜ ŎŜƭǳƭŀǊέΣ 

principalmente asignados al proceso metabólico de aminoglicanos, transporte de lípidos, unión a 

quitina, proceso metabólico de aminoazúcares y localización de lípidos (Figura 48, Tabla 

Suplementaria 21). 

Se obtuvieron un total de 15 términos GO significativamente enriquecidos para la comparación de R 

vs. NR. Estos términos GO se dividieron en tres grupos según su función molecular: actividad 

reguladora de la transcripción (incluida la actividad de factor de transcripción de unión al ADN), 

actividad de transportador transmembrana, y actividad molecular estructural (incluido el 

constituyente estructural de la cutícula). Específicamente este último grupo de GO se enriqueció de 

manera diferente entre todas las comparaciones (Figura 48, Tabla Suplementaria 22). 

3.3.2.4. Análisis de la expresión génica 

3.3.2.4.1. Fase reproductiva vs. fase forética 

De acuerdo los resultados del análisis global (FDR <0,05), se detectaron un total de 6246 (60,1 %) 

genes diferencialmente expresados (GDE) en al menos una de las tres comparaciones pareadas (Tabla 

10; Tabla Suplementaria 23). Un segundo análisis más estricto (FDR <0,05 y FC >2) detectó un total de 

1.577 GDE para las tres comparaciones pareadas (Tabla 10; Tabla Suplementaria 23).  

 

Tabla 10. Número de genes diferencialmente expresados (GDE) en el análisis global y para las 

comparaciones pareadas entre grupos de ácaros (R: reproductivos, NR: no reproductivos, F: 

foréticos). Se muestran el total de genes sub y sobre-expresados en cada caso y los parámetros 

utilizados en los análisis (FDR: False Discovery rate correction, FC: Fold-change).   

 

Análisis/Comparaciones Parámetros N° GDE  Sobre-expresados Sub-expresados 

Global FDR < 0,05 6.246 - - 

NR vs. F FDR < 0,05, FC > 2 416 256 160 

R vs. F FDR < 0,05, FC > 2 1.116 548 568 

R vs. NR FDR < 0,1 45 3 42 
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Los mayores cambios transcripcionales se produjeron entre los grupos de ácaros reproductivos (R) y 

foréticos (F), ya que se identificaron un total de 1.116 GDE para dicha comparación. De estos genes, 

548 se detectaron sobre-expresados y 568 sub-expresados (Tabla 10; Figura 49a; Tabla Suplementaria 

17). La comparación de ácaros NR y F mostró 416 GDE, 256 sobre-expresados 160 sub-expresados 

(Tabla 10; Figura 49b; Tabla Suplementaria 18). Entre los DEGs para ambas comparaciones, se 

encontraron dos genes relacionados con los genes de Halloween. Específicamente, el gen del receptor 

de ecdisona (EcR) se encontró sobre-expresado en el grupo de ácaros R en comparación con el grupo 

F, y el gen disembodied (CYP302a1) se encontró sobre-expresado en la fase reproductiva (R/NR) 

respecto a la fase forética (F) (Tabla Suplementaria 19). 

 

 

Figura 49. Patrones de expresión génica para cada comparación pareada, considerando los grupos 

de ácaros analizados: R (reproductivos), NR (no reproductivos), F (foréticos). Se grafica Log (FC; fold-

change) en función de los valores medios del log (CPM; cuentas por millón). Se muestran las 

comparaciones: R vs. F (a); NR vs. F (b); y R vs. NR (c). Los genes que están significativamente sobre-

expresados o sub-expresados se muestran en rojo y azul, respectivamente. Los genes que no se 

expresaron diferencialmente entre los grupos de ácaros se muestran en gris.  

 

3.3.2.4.2. Comparación entre ácaros reproductivos y no reproductivos 

Se detectaron un total de 45 GDE entre los grupos de ácaros R y NR, 42 genes se mostraron sub-

expresados y tres sobre-expresados en R en comparación con NR (Figura 49c y 50; Tablas 

Suplementarias 19; 24). Los GDE identificados para dicha comparación se asignaron a siete categorías 

funcionales principales de acuerdo con estudios publicados previamente en artrópodos: 13 genes 

asociados con la regulación y replicación celular, nueve genes relacionados con los sistemas nervioso 

y muscular, cinco genes asociados con la maduración y embriogénesis, dos genes vinculados al 

metabolismo de la cutícula, dos genes involucrados en el metabolismo hormonal, cinco lncRNAs y 

nueve genes no caracterizados (Figura 50). Entre estos GDE no caracterizados, sólo se identificaron 
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dos transcritos a través de búsquedas BLAST: LOC111247894 (hypothetical early protein cuticle protein 

16.8-like) y LOC111251125 (hypothetical glutamate receptor). 

 

 

Figura 50. Mapa de calor (heatmap) de los genes diferencialmente expresados para la comparación 

R vs. NR. Se muestra una escala de colores, en la que el azul representa el nivel de expresión más 

bajo y el rojo, el más alto. Los genes se identifican por su ID de GenBank. Se presenta un 

dendrograma con agrupación jerárquica entre los genes. Las formas coloreadas de la derecha 

indican cada uno de los ocho grupos funcionales en los que se dividieron los GDE. Puntos violetas: 

regulación y replicación celular; triángulos naranjas: sistema nervioso y muscular; cuadrados verdes: 

movimiento muscular; pentágonos azul claro: maduración y embriogénesis; estrellas rojas: 

metabolismo de la cutícula; x azul: metabolismo hormonal; puntas de flecha marrones: genes no 

caracterizados; y rombos grises: lncRNAs.  
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Se obtuvieron los términos GO y los KEGGs asociadas a los GDE identificados en la comparación R vs. 

NR. Dos de los tres genes sobre-expresados en los ácaros R están asociados con vías de transducción 

de señales: el gen protein patched homolog 1-like (ptch1) (involucrado en la vía de señalización 

Hedgehog) y el gen transcription factor AP-1-like (ap-1) (asociado con las vías de señalización MAPK y 

Wnt) (Tablas Suplementarias 24 y 25). Ambos genes también se asociaron con la apoptosis, los 

factores de transcripción y las vías de señalización Toll e Imd (Tablas Suplementarias 24 y 25). El tercer 

gen que se sobre-expresó en el grupo de ácaros R corresponde al gen cuticle protein 6.4-like, asociado 

con el metabolismo de la cutícula (Figura 50; Tablas Suplementarias 24 y 25). La mayoría de los genes 

sub-expresados en el grupo de ácaros R está relacionados con procesos metabólicos generales, 

específicamente con el metabolismo de aminoácidos, de nucleótidos y cofactores y de vitaminas 

(Tablas Suplementarias 24 y 25). 

Se identificaron cinco lncRNA diferencialmente expresados entre los ácaros R y NR (Figura 50), cuya 

localización predicha es el núcleo. Se detectaron 41 genes potencialmente target de estos lncRNA en 

regulación cis (Tabla Suplementaria 26). El análisis de las rutas KEGG indicó que estos genes target 

participan en 24 rutas metabólicas principales, tales como el procesamiento de información genética 

(incluido el plegamiento y la degradación, la traducción, la replicación y la reparación, y la 

transcripción) y los procesos metabólicos (metabolismo de cofactores y vitaminas, metabolismo 

energético, biosíntesis y metabolismo de glicanos y de lípidos) (Tabla Suplementaria 26). Entre estos 

genes, se detectó el gen protein ovo-like, con un papel predicho en la determinación del sexo de la 

línea germinal y la remodelación del citoesqueleto. 

3.3.2.5. Validación de los resultados de RNA-Seq 

Se seleccionó un conjunto de 13 transcriptos (Tabla 8) para validar los resultados de RNA-Seq 

mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). Se obtuvo una correlación global significativa entre 

los conjuntos de datos de RNA-Seq y qPCR (correlación de Spearman; r=0,7384; p=8,90E-5). Cuando 

se consideraron las comparaciones pareadas entre los grupos de ácaros, también se obtuvieron 

correlaciones significativas entre los conjuntos de datos (correlación de Spearman; r=0,6923, p=8,90E-

5 para N vs. NR; r=0,9140, p=6,90E-11 para R vs. F, y r=0,8462, p=5,170E-8 para NR vs. F).  

Los resultados de qPCR mostraron una sobre-expresión significativa de los transcritos anotados como 

ptch1 y ap-1 en los ácaros R en comparación con los ácaros NR y F (Figura 51). El transcrito vg6 

evidenció una sobre-expresión significativa en el grupo de ácaros F y NR en comparación con el grupo 

R (Figura 51). En el caso del transcrito hypothetical endochitinase-like (chisal), se evidenció una sobre-

expresión significativa en F en comparación R (Figura 51). Además, los transcritos la-related protein 6-
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like (larp6), purine nucleoside phosphorylase-like (pnp) y large lipid transfer protein (lltp) se mostraron 

significativamente sobre-expresados en el grupo F en comparación con NR y R (Figura 51). Se 

detectaron diferencias en la expresión génica de troponin T-like (tnnt) y heat shock protein 83-like 

(hsp83) entre todos los grupos de ácaros analizados. Específicamente, el gen tnnt se expresa 

mayormente en F, seguido de NR y R, mientras que hsp83 mostró una mayor expresión en R, seguido 

de NR y F (Figura 51).  

Los resultados de los genes pupal cuticle protein G1A-like (cug1a) y vg1 evidenciaron una significativa 

sub-expresión en F en comparación con los ácaros R y NR (Figura 51). El transcripto nascent  

polypeptide-associated complex subunit alpha (naca) también se mostró sub-expresado en los ácaros 

F en comparación con los ácaros R. Finalmente, el transcripto correspondiente al gen ribosomal 

protein L11 (rpl11) no mostró diferencias de expresión para ninguna de las comparaciones pareadas 

(Figura 51).  
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Figura 51. Perfiles de expresión de los genes candidatos obtenidos por qPCR en los grupos de ácaros 

R, NR y F (derecha; NRQ son unidades de expresión relativa) y por RNA-Seq (izquierda; CPM son 

cuentas por millón). Las diferencias significativas entre grupos se muestran con letras diferentes. Los 

genes de referencia utilizados para la normalización de la expresión fueron large ribosomal sub-unit 

y 18S rRNA.  
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Figura 51. Continuación 
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Figura 51. Continuación 
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Figura 51. Continuación 

 

 

3.3.2.6. Detección y cuantificación de transcriptos virales 

Se detectaron un total de 10 de los 30 virus de A. mellifera analizados (Tabla 11; Tabla Suplementaria 

16), varios de los cuales se encuentran asociados a V. destructor según bibliografía. Se detectó una 

gran variación de las lecturas mapeadas contra los genomas virales analizados entre las bibliotecas 

(Tabla 11); sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos de ácaros (R, NR 

y F) (Resultados GLMM; P=0,8286; Figura 52).  
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Tabla 11. Abundancia relativa de los virus totales de A. mellifera en las 9 bibliotecas 

correspondientes a los tres grupos de ácaros (R, NR y F). La abundancia de virus se expresa como el 

porcentaje de lecturas mapeadas.  

 

Muestras 

N° Lecturas 

de entrada 

N° Lecturas 

mapeadas 

% de Lecturas 

mapeadas 

R1 8.433.036 4.430.416 52,54% 

R2 5.633.450 2.981.492 52,92% 

R3 1.763.059 10.804 0,61% 

NR1 5.728.780 2.503.526 43,70% 

NR2 1.776.564 150.282 8,46% 

NR3 1.588.223 13.716 0,86% 

F1 3.034.326 638.977 21,06% 

F2 1.812.088 35.423 1,95% 

F3 1.780.899 40.361 2,27% 

 

 

Figura 52. Abundancia relativa de los virus totales de A. mellifera en los tres grupos de ácaros (R, NR 

y P). La abundancia de virus se expresa como el porcentaje de lecturas mapeadas en los genomas 

virales. 

 

Entre las secuencias virales detectadas, los virus VDV-2 y DWV-A mostraron la mayor abundancia en 

todas las bibliotecas analizadas (resultados GLM; P<0,0001; Figura 53; Tablas Suplementarias 27 y 28). 

Aunque se evidenció una abundancia viral similar para VDV-2 entre las bibliotecas, se observó una alta 

variación para el virus DWV-A (Tabla Suplementaria 27). Específicamente, para los grupos R y NR, dos 

de las tres muestras evidenciaron una gran abundancia de DWV-A (Tabla Suplementaria 27). Aunque 

no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de ácaros para los virus de mayor 

prevalencia, sí se observaron diferencias para los virus de menor prevalencia. Específicamente, DWV-

B mostró una mayor abundancia en el grupo de ácaros F que en los ácaros R y NR, mientras que los 

dos virus BeeMLV mostraron un patrón inverso (resultados GLM; P=0,0286 (DWV-B); P=0,0443 

(BeeMLV); P=0,0427 (BeeMLV PSU-1var); Figura 54). 
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Figura 53. Abundancia relativa de los 10 virus de A. mellifera detectados en las bibliotecas de V. 

destructor. SBV: Sacbrood virus; VDV-1/DWV-B: Varroa destructor virus-1/Deformed wing virus-B; 

VDV-2: Varroa destructor virus-2; VDV-3: Varroa destructor virus-3; DWV-A: Deformed wing virus-A; 

BQCV: Black queen cell virus; BeeMLV: Bee Macula-like virus; BeeMLV PSU-1var: Bee macula-like 

virus isolate PSU-1var; ARV-1: Apis rhabdovirus 1; ARV-2: Apis rhabdovirus 2. 
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Figura 54. Abundancia relativa de los virus de A. mellifera detectados en las bibliotecas de V. 

destructor para los tres grupos de ácaros (R, NR y F). 
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3.4. DISCUSIÓN 

En este capítulo, se presentan los principales resultados de la obtención y análisis del transcriptoma 

completo de hembras de V. destructor en su primer ciclo de vida con diferente estado reproductivo. 

Se identificaron genes candidatos implicados en el éxito reproductivo del ácaro y se exploraron las 

vías metabólicas subyacentes. Además, se utilizaron herramientas bioinformáticas para detectar 

lncRNA potencialmente asociados a la regulación de la reproducción de esta especie e identificar 

secuencias virales potencialmente involucradas en la interacción entre V. destructor y A. mellifera. 

Los primeros análisis del experimento de RNA-Seq desarrollado en esta Tesis, mostraron una alta 

calidad y representatividad de las lecturas obtenidas. Estos resultados se evidenciaron en el mapeo 

de las lecturas obtenidas de secuenciación contra el genoma de referencia (GCA_000181155.2). Este 

análisis mostró que el 96% de los genes estaban representados en las nueve bibliotecas de V. 

destructor analizadas.  

Nuestros resultados revelaron que la mayor diferencia en los conjuntos de datos del experimento de 

RNA-Seq se produjo entre las fases forética (F) y reproductiva (R/NR) (con 1116 genes 

diferencialmente expresados en la comparación R vs. F, y 416 en la comparación NR vs. F). Estos 

resultados están en línea con los profundos cambios fisiológicos, conductuales y funcionales que 

ocurren en el ácaro durante la transición de fases del ciclo de vida también evidenciado por otros 

autores (Mondet et al., 2018). Por el contrario, nuestros resultados para los ácaros reproductivos (R) 

y no reproductivos (NR) presentaron perfiles de expresión más homogéneos, con solo 45 DEGs, lo que 

sugiere que cambios regulatorios menores subyacen al éxito reproductivo del ácaro en el cuarto día 

post operculado. 

3.4.1. Comparación entre la fase forética y la fase reproductiva de V. destructor 

Dentro de los cambios transcripcionales que ocurren entre las fases forética y reproductiva, 

identificamos tres términos GO clave para los cuales se encontraron diferencias significativas en los 

perfiles de expresión: el proceso metabólico de aminoazúcares, el proceso metabólico de la quitina y 

la unión de la quitina. Nuestros resultados están en línea con estudios previos que revelaron que los 

procesos metabólicos de los carbohidratos (específicamente el metabolismo de la quitina) subyacen 

las transiciones entre las fases del ciclo de vida de los ácaros (McAfee et al., 2017; Mondet et al., 2018). 

La quitina es el principal componente estructural de la cutícula de los artrópodos, que proporciona 

soporte mecánico y una barrera eficaz contra la disecación y las infecciones (Politi et al., 2019; 

Trabalon et al., 2020). Anteriormente se ha sugerido que una cutícula flexible durante la fase 

reproductiva permitiría que el ácaro ingiera una gran cantidad de hemolinfa durante su alimentación 

(Mondet et al., 2018). Sin embargo, Ramsey y colaboradores (2019) han demostrado recientemente 
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que la principal fuente de alimento para Varroa es el cuerpo graso del huésped, en línea con la falta 

de adaptaciones esenciales en el ácaro asociadas con la alimentación en base. Una explicación 

alternativa a los resultados anteriores y los obtenidos en la presente Tesis es que las hembras de V. 

destructor podrían invertir estratégicamente menos energía en la síntesis de la cutícula, ya que en las 

celdas de cría de las abejas están menos expuestas a las variaciones de temperatura y humedad (Nazzi 

& Le Conte, 2016) y protegidas del comportamiento de acicalamiento de las abejas adultas (Guzman-

Novoa et al., 2012; Russo et al., 2020). Los resultados obtenidos en nuestros experimentos respaldan 

la hipótesis de una adaptación eficiente de las hembras de Varroa con una mínima inversión 

energética en la constitución de la cutícula según el entorno de su huésped (la celda de cría/la abeja 

adulta) y evidencian que estos cambios fisiológicos están regulados a nivel transcripcional. 

Los lípidos parecen desempeñar un papel crucial en el desarrollo de V. destructor (McAfee et al., 2017). 

Estos autores, a través de un análisis proteómico, detectaron que la localización y el transporte de 

lípidos son los procesos biológicos más significativamente enriquecidos en las hembras fundadoras y 

su progenie, principalmente impulsados por la expresión de vitelogenina. De forma consistente, en 

nuestros resultados, encontramos que las vías de localización y transporte de lípidos se enriquecen 

cuando se comparan las fases reproductiva y forética, lo que respalda el papel clave de estas 

macromoléculas en la fisiología de los ácaros en general, pero en la transición de fases en particular. 

De hecho, nuestros resultados están en línea con los hallazgos de Ramsey y colaboradores (2019) que 

identificaron el cuerpo graso como el principal tejido del huésped consumido por V. destructor. Dado 

que el cuerpo graso representa el sitio principal de almacenamiento y síntesis de proteínas y lípidos 

en la abeja melífera, la alimentación de este tejido por parte del ácaro requiere el transporte y la 

localización de estos nutrientes para enfrentar el desafío energético de la reproducción. Además, 

estos autores encontraron una fuerte relación entre la fecundidad y los niveles de grasa corporal en 

la dieta del ácaro (Ramsey et al., 2019). Estos resultados están en consonancia con un uso estratégico 

de los recursos energéticos por parte del ácaro cuando inicia su fase reproductiva, maximizando 

aquellos destinados a la reproducción y minimizando la energía destinada a otros procesos. 

3.4.2. Comparación entre ácaros reproductivos y no reproductivos 

La mayoría de los genes diferencialmente expresados (GDE) identificados para la comparación R vs. 

NR se mostraron sub-expresados en R (42 genes, 93,3%), de acuerdo con la hipótesis de que varios 

procesos fisiológicos se minimizan en las hembras de V. destructor que se reproducen exitosamente 

dentro de las celdas de cría de su huésped. De hecho, varias funciones, específicamente aquellas 

relacionadas con el metabolismo hormonal y energético general, la neuro-detección y neuro-

locomoción, y la apoptosis, se encontraron sub-reguladas en los ácaros R en comparación con los NR. 

El patrón de expresión génica observado en los ácaros R está en línea con los resultados de Mondet 
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et al. (2018) y respalda los altos requerimientos energéticos necesarios para iniciar la oviposición 

(Garedew et al., 2004; Traynor et al., 2020). Por el contrario, las funciones asociadas con la 

transducción de señales, la actividad de factores de transcripción y la segmentación embrionaria se 

sobre-expresaron en los ácaros R en comparación con NR y serían procesos clave que determinan el 

éxito reproductivo del ácaro. 

Dos genes sobre-expresados en los ácaros R estarían asociados con la transducción de señales: el gen 

protein patched homolog 1-like (ptch1-like), un receptor de membrana predicho involucrado en la vía 

de señalización Hedgehog, y el gen activator protein 1 (ap-1-like), un factor de transcripción predicho 

que constituye el producto final de la vía de señalización c-Jun N-terminal kinase (JNK). La vía de 

señalización Hedgehog está íntimamente relacionada con el crecimiento y la diferenciación celular, 

con funciones en la formación de patrones embrionarios y la homeostasis del tejido adulto (Lum & 

Beachy, 2004). La vía de señalización JNK juega un papel importante en programas celulares complejos 

como la proliferación, diferenciación, desarrollo, transformación y apoptosis (Kim & Ausubel, 2005; 

Yamamoto et al., 2008; Tong & Feng, 2018). En artrópodos, estas dos vías de señalización están 

íntimamente relacionadas con el desarrollo embrionario, concretamente con la segmentación del 

embrión (Kockel et al., 2001; Oda & Oda, 2020), y están estrechamente interconectadas con la vía de 

señalización Wnt, otra de las vías clave en la segmentación del área posterior de los artrópodos (ver 

Clark et al., 2019 para una revisión). Aunque se dispone de poca información sobre los genes asociados 

a la oogénesis (Cabrera et al., 2013a) y a la embriogénesis en V. destructor, los aspectos citológicos de 

estos procesos han sido estudiados en detalle (Steiner et al., 1995;1994; Steiner & Diehl, 1994; Steiner, 

1995). Steiner et al. (1994) describieron el desarrollo del huevo en el interior de la hembra fundadora 

en dos etapas: (1) una oogénesis con previtelogénesis, vitelogénesis y formación de la cáscara del 

huevo, y (2) una embriogénesis intraovárica con clivaje, segmentación, formación de yemas, 

diferenciación de las extremidades y molde embrionario. Así, este estudio pionero demostró que parte 

del proceso de embriogénesis tiene lugar en el interior de la hembra fundadora y, por tanto, los dos 

genes mencionados (ptch1 y ap-1) son candidatos putativos implicados en este proceso temprano en 

V. destructor. 

Por otro lado, los resultados de qPCR evidenciaron que el gen heat shock protein 83-like también se 

sobre-expresa en los ácaros R en comparación con los NR. Este gen ha sido descripto como 

perteneciente a la familia hsp90 en D. melanogaster y estaría asociado con la espermatogénesis, la 

ovogénesis y la embriogénesis (Ding et al., 1993; Yue et al., 1999; Song et al., 2007; Pisa et al., 2009; 

Xu et al., 2009; 2010). En general, nuestros resultados sugieren que los procesos de escisión y 

diferenciación del embrión serían fundamentales para el éxito reproductivo de V. destructor, y que los 

genes identificados son candidatos putativos involucrados en este rasgo. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/100492061
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En el grupo de ácaros NR detectamos genes sub-expresados asociados a la segmentación embrionaria 

y genes sobre-regulados relacionados con la apoptosis. Específicamente, ap-1, un gen que regula la 

apoptosis, se sobre-expresa en los ácaros R en comparación con los NR. En los artrópodos, uno de los 

productos de la vía Hedgehog es una proteína (Dpp; Ågren et al., 2004), que inhibe la vía de la c-Jun 

N-terminal kinase (JNK) (Kockel et al., 2001), responsable, entre otras funciones, de activar la función 

apoptótica de AP-1 (Kim et al., 2005). Es posible que la mayor expresión de ptch1 observada en los 

ácaros R esté implicada en la inhibición de la acción apoptótica de AP-1 en este grupo. Además, 

citocromo C (CYCS), un gen que activa la apoptosis, se encontró sobre-expresado en los ácaros NR en 

comparación con los R. En general, estos resultados son consistentes con una interrupción temprana 

del proceso de reproducción en los ácaros NR, posiblemente para evitar la inversión innecesaria de 

energía en el proceso de reproducción cuando el momento preciso de la puesta del primer huevo 

pasó. En este sentido, y basándonos en nuestros resultados que sugieren que los ácaros NR serían más 

parecidos a los ácaros F (de lo que se parecen los ácaros R a los F), podemos sugerir que los ácaros NR 

pasarían el resto de su fase reproductiva dentro de la celda de cría asemejándose cada vez más a los 

ácaros foréticos, y estarían así preparados para iniciar una nueva fase reproductiva (potencialmente 

exitosa) una vez que les toca abandonar la celda de cría. Esta hipótesis está en línea con los resultados 

obtenidos por Frey et al. (2013), quienes observaron que una vez que la hembra de Varroa inicia la 

oogénesis, ésta puede ser interrumpida por factores del huésped. Concretamente, a las 48 horas del 

operculado de la celda, si el desarrollo de los ovocitos del ácaro se retrasa en comparación con el 

desarrollo de las larvas del hospedador, es difícil obtener hembras hijas fértiles y maduras. En estas 

condiciones, un proceso de oosorción (degradación de los ovocitos en crecimiento; Steiner et al., 

1995) podría conducir a una infertilidad temporal de las hembras de Varroa dentro de la celda de cría 

y, por tanto, les permitiría ahorrar recursos energéticos para el siguiente ciclo reproductivo. Nuestra 

hipótesis es que la apoptosis sería un proceso clave que posibilita la degradación de los ovocitos en 

crecimiento que se inicia 48 horas después del operculado de la celda de cría, según los experimentos 

de transferencia de ácaros realizados por Frey et al. (2013).  

3.4.2.1. ARN largos no codificantes diferencialmente expresados  

Estudios previos han demostrado la posible función de los ARN largos no codificantes (lncRNA), 

fundamentalmente asociados a la regulación de la expresión génica a nivel de la herencia epigenética, 

la transcripción y los procesos postranscripcionales (Furuno et al., 2006; Mercer et al., 2009). Nosotros 

detectamos cinco lncRNA diferencialmente expresados entre los ácaros R y NR e identificamos 41 

genes potencialmente targets en cis de estos lncRNAs. Los análisis KEGG revelaron que estos genes 

están principalmente asociados con el metabolismo y las vías de replicación, transcripción y 

traducción. Estos resultados son consistentes con los obtenidos para los GDE entre ácaros R y NR (esta 
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Tesis) y con los obtenidos por Mondet et al. (2018) en los que se evidencia que las funciones 

relacionadas con la replicación del ADN y la regulación de la traducción serían reguladas durante la 

etapa de oviposición de la hembra fundadora dentro de la celda de cría. 

Entre los potenciales genes targets identificados de los cinco lncRNA detectados, se destaca el gen 

protein ovo-like. Este gen codifica una proteína que juega un papel crucial en la supervivencia, la 

determinación del sexo en la línea germinal y la remodelación del citoesqueleto durante la 

diferenciación epidérmica. Asimismo, diferentes isoformas de esta proteína actúan de forma 

antagónica entre sí, teniendo una actividad de activación o represión transcripcional (Andrews et al., 

2000). Nuestros resultados están en línea con Lin et al. (2020), quienes propusieron que los lncRNA 

predichos en V. destructor pueden ser potencialmente responsables de las funciones reguladoras de 

progresos celulares y biológicos durante la fase reproductiva del ácaro. Consideramos que son 

necesarios más estudios para explorar las funciones de estos lncRNA y los genes target, y así como su 

impacto en la reproducción de V. destructor. 

3.4.3. Genes Halloween 

Estudios previos han propuesto que el inicio de la vitelogénesis y la reproducción en el orden Acari es 

iniciado por ecdisteroides (Cabrera et al., 2009) y que, como en los insectos, la hidroxilación secuencial 

final de los precursores de esteroides que dan lugar a los ecdisteroides activos está mediada por el 

citocromo P450 (CYP450s), codificado por genes de Halloween (Rewitz et al., 2006). Algunos ortólogos 

de estos genes como spook (CYP307a1), disembodied (CYP302A1), shade (CYP314A1) y shadow 

(CYP315a1) han sido detectados previamente en Acari, y particularmente en Varroa (Cabrera et al., 

2015; Mondet et al., 2018; Techer et al., 2019; Yang et al., 2021). Nosotros detectamos la presencia 

de estos cuatro genes y dos receptores nucleares: el receptor de ecdisona (EcR) y el receptor de 

retinoides X (RXR). Al analizar los patrones de expresión de estos genes Halloween, encontramos que 

EcR y disembodied se sobre-expresaron en los ácaros R y NR en comparación con los ácaros F, de 

manera consistente con estudios previos en los que disembodied, spook y shade se presentaron como 

genes sobre-regulados en las etapas de oviposición respecto a la fase forética (Cabrera et al., 2015; 

Mondet et al., 2018). Aunque los genes Halloween identificados no se encontraron expresados 

diferencialmente entre los ácaros R y NR, la alta expresión detectada durante la fase reproductiva 

respalda que esta cascada juega un papel crucial en el inicio de la fase reproductiva de V. destructor y 

que se mantiene activa incluso cuatro días después de la invasión de la hembra fundadora a la celda, 

independientemente de que la reproducción progrese efectivamente dentro de la celda de cría. 
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3.4.4. Virus 

Los resultados obtenidos en esta Tesis a partir del análisis de las lecturas no mapeadas de nuestra 

base de datos RNA-Seq de V. destructor permitieron detectar secuencias de 10 virus previamente 

identificados como patógenos de abejas melíferas y potencialmente asociados al ácaro. En particular, 

seis de estos virus (VDV-2, VDV-3, BeeMLV, BeeMLV PSU-1var, ARV-1 y ARV-2) de estos 10 virus no 

fueron reportados previamente en Argentina ni en muestras de abejas ni en ácaros (ver Salina et al., 

2021 para una revisión). Este resultado novedoso, se fundamenta en que la mayoría de los análisis 

anteriores se realizaron en muestras de abejas, y los VDV-2, VDV-3 son virus que se replican 

exclusivamente en V. destructor (Herrero et al., 2019). Por otro lado, la detección de los virus BeeMLV, 

BeeMLV PSU-1var, ARV-1 y ARV-2 respalda la hipótesis previa de que V. destructor es un vector de 

estos virus, aunque se desconoce el papel preciso de los ácaros en su transmisión (de Miranda et al., 

2015; Remnant et al., 2017; Levin et al., 2017; revisado por Yañez et al., 2020).  

La detección de SBV está en línea con reportes previos de Argentina en los que se detectó este virus 

en colonias con prevalencias de 9 a 14% (Reynaldi et al., 2010; Sguazza et al., 2013; Brasesco et al., 

2013; revisado en Salina et al., 2021), y con resultados recientes que proponen a V. destructor como 

vector mecánico de este virus (Dubois et al., 2020). Por otro lado, la presencia de BQCV en el ácaro 

era menos esperada, ya que si bien se reportó en colonias de Argentina con prevalencias que varían 

entre 3,5 a 58% (Sguazza et al., 2013; Ding et al., 2016; revisado en Salina et al., 2021), no hay evidencia 

de que V. destructor actúe como vector de este virus (revisado en Yañez et al., 2020). ABPV e IAPV no 

se detectaron en nuestras muestras de ácaros a pesar de que estos virus generalmente se detectan 

en colonias de abejas melíferas de Argentina (Reynaldi et al., 2010; Sguazza et al., 2013; Brasesco et 

al., 2013; Ding et al., 2016; revisado en Salina et al., 2021) y que V. destructor se ha descripo como un 

vector mecánico y biológico eficiente de IAPV (Di Prisco et al., 2011) y como vector mecánico del ABPV 

(Bakonyi et al., 2002; D'Alvise et al., 2019). 

Nuestros resultados mostraron que los virus VDV-2 y DWV-A se hallaban en alta abundancia. Por un 

lado, la alta abundancia de VDV-2 está en línea con los antecedentes previos de alta prevalencia del 

virus en V. destructor (Herrero et al., 2019; Chen et al., 2021; Lester et al., 2022). Por otro lado, los 

resultados sobre la abundancia de DWV-A son consistentes con estudios previos donde se ha 

caracterizado como un virus altamente prevalente en colonias de abejas melíferas de Argentina 

(Brasesco et al., 2021a; b; revisado en Salina et al., 2021) y es detectado ampliamente distribuido en 

colonias infestadas por V. destructor en todo el mundo (Martin et al., 2019; Lester et al., 2022; revisado 

en Martin & Brettell, 2019). En este sentido, el patrón observado en ácaros es consistente con lo 

descripto para el hospedador. La mayor prevalencia de la variante DWV-A en comparación con DWV-
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B es llamativa ya que, ésta (DWV-A) a diferencia de la variante DWV-B, solo puede ser transmitida por 

el ácaro (Posada-Florez et al., 2019) y no es capaz de replicarse en V. destructor, (Ongus et al., 2004, 

2006; Campbell et al., 2016; Posada-Florez et al., 2019; Yañez et al., 2020).  

Si bien no se detectaron diferencias significativas en la abundancia de virus entre las tres condiciones 

de ácaros comparadas para los virus de mayor prevalencia, hemos encontrado diferencias 

significativas en los virus detectados en menor frecuencia (DWV-B y BeeMLV) entre las fases forética 

(F) y reproductiva (R y NR). Si bien evidencias previas no detectaron una correlación entre DWV y el 

éxito reproductivo del ácaro (Castelli et al., 2021), más estudios son necesarios para analizar si una 

etapa específica del ciclo de vida del ácaro es particularmente sensible a la replicación e infección de 

virus en V. destructor y su transmisión a A. mellifera. 
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Capítulo 4. Análisis de patrones de expresión 

y exploración funcional de genes candidatos a 

intervenir en el éxito reproductivo de Varroa 

destructor  
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4.1. INTRODUCCIÓN 

4.1.1. Silenciamiento génico: Generalidades 

El silenciamiento génico es un proceso definido como una modificación epigenética endógena de la 

expresión génica que conduce a la inactivación de genes o regiones cromosómicas previamente 

activos. Los mecanismos responsables de la represión de los genes implican cambios en los niveles de 

metilación del ADN y alteraciones en las modificaciones covalentes de las histonas, que conducen a la 

compactación de la cromatina y la concomitante inaccesibilidad de los genes a la maquinaria de 

transcripción. El silenciamiento génico también puede ocurrir después de la transcripción debido a la 

degradación del ARN mensajero (mRNA, del inglés messenger RNA) y/o la represión de su traducción. 

Estos efectos están fundamentalmente mediados por pequeños reguladores de ARN, como pequeños 

ARN de interferencia (siRNA, de sus siglas en inglés small interfering RNA), micro ARNs (miRNA, del 

inglés micro RNA) o ARN asociados a PIWI (piRNA, del inglés piwi-interacting RNA, siendo PIWI una 

subfamilia de proteínas nucleares que actúan a nivel del ADN). Estos ARN pequeños se generan a partir 

de diferentes formas de ARN doble cadena (dsRNA, del inglés double-stranded RNA) que se acumulan 

en las células. Los ARN pequeños, particularmente los siRNA, también pueden participar del 

silenciamiento de genes a nivel de transcripción. Mediante este proceso, el organismo puede regular 

procesos biológicos clave como el desarrollo, el metabolismo o la proliferación celular, entre otros 

(Wassenegger, 2002; Scott et al., 2013; Filipowicz & Paszkowski, 2013). 

 

4.1.2. Orígenes de la técnica de ARN de interferencia (ARNi) 

El fenómeno de silenciamiento génico por interferencia fue accidentalmente descubierto en 1990, 

cuando investigadores intentaron sobreexpresar la enzima Chalcona Sintasa, involucrada en la síntesis 

de antocianinas, y que produce el color púrpura en los pétalos de petunias (Napoli et al., 1990). Los 

autores introdujeron varias copias del gen que codifica para la enzima mencionada, esperando 

encontrar que las plantas que la sobre-expresaran, exhibieran flores de color púrpura intenso. Sin 

embargo, descubrieron que se generaban flores sin color o con parches blancos. Al analizar el nivel de 

la enzima encontraron que era 50 veces menor a los de las plantas salvajes o wild-type. Esta 

observación evidenció que las copias introducidas del gen no se estaban expresando, y tampoco el 

ƎŜƴ ŜƴŘƽƎŜƴƻ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀƴǘŀΣ ƳƻǘƛǾƻ ǇƻǊ Ŝƭ Ŏǳŀƭ ŘŜƴƻƳƛƴŀǊƻƴ ŀƭ ŦŜƴƽƳŜƴƻ ƻōǎŜǊǾŀŘƻ άŎƻ-ǎǳǇǊŜǎƛƽƴέΦ 

Un fenómeno equivalente fue descrito dos años después en el hongo Neurospora crassa, donde copias 

extra de un gen producían la pérdida del color naranja (Romano & Macino, 1992). Estas observaciones 

fueron mejor caracterizadas por Andrew Fire y Craig Mello, quienes  descubrieron que tras la inyección 

de dsRNA al nematodo Caenobarditis elegans, se producía un silenciamiento de la expresión de genes 
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de manera secuencia-específico, logrando inhibir la expresión del gen que presenta la misma 

secuencia que el dsRNA incorporado (Fire et al., 1998). Los resultados de estos experimentos 

permitieron explicar el fenómeno de silenciamiento por interferencia del RNA (RNAi). Posteriormente, 

el mecanismo del RNAi fue descrito in vitro utilizando extractos de la mosca Drosophila melanogaster 

(Hammond et al., 2000). Estos estudios revelaron que moléculas largas de dsRNA eran cortadas en 

fragmentos pequeños con una estructura específica y eran responsables de desencadenar o mediar el 

proceso de interferencia del RNA (Benstein et al., 2001; Zamore et al., 2000). Estas moléculas fueron 

denominadas RNA interferentes pequeños (en inglés, Small interfering RNA, siRNA). 

A partir de estos primeros antecedentes, la técnica de RNAi se implementó como herramienta para 

silenciar la expresión de genes en varios organismos, pero no fue hasta el año 2001 cuando utilizando 

siRNA se logró inducir el mecanismo de silenciamiento en células de mamíferos (Elbashir et al., 2001). 

4.1.3. Mecanismo de acción del silenciamiento de genes mediante RNAi 

El mecanismo de acción de RNAi se puede explicar en tres etapas principales: i) escisión de dsRNA, ii) 

entrada de siRNA en RISC y iii) secuencia específica de escisión para el mRNA blanco. 

En esta primera etapa la enzima endonucleasa Dicer corta progresivamente el dsRNA para generar 

duplex de siRNA, los cuales son fragmentos de RNA de entre 21 a 23 pb con 2 nucleótidos 

sobresalientes en el extremo terminal 3´OH y 5´PO4 (Nicholson, 1999, Bernstein et al., 2001, Elbasshir 

et al., 2001) (Figura 55). Dicer es una enzima endonucleasa dependiente de ATP que pertenece a la 

familia RNasa III. Contiene cuatro dominios distintos: (i) un dominio helicasa N-terminal; (ii) un 

dominio PAZ que comparte con la familia de proteínas RDE1/QDE2/Argonauta, las que han sido 

genéticamente vinculadas a RNAi; (iii) un doble motivo de RNasa III, y (iv) un dominio de unión a dsRNA 

(Tabara et al., 1999; Catalanotto et al., 2000). Se han identificado homólogos a Dicer evolutivamente 

conservados en diferentes organismos (Golden et al., 2002) y algunas de estas proteínas 

recombinantes han sido examinadas in vitro en plantas, hongos y mamíferos (Bernstein et al., 2001; 

Fisher et al., 2001). 
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Figura 55. Modelo simplificado del sistema de silenciamiento génico mediante RNAi. Imagen 

extraída de Papic et al. (2015). 

 

En la segunda etapa, los siRNA generados en el paso anterior se unen a un complejo protéico 

ŘŜƴƻƳƛƴŀŘƻ άŎƻƳǇƭŜƧƻ ŘŜ ǎƛƭŜƴŎƛŀƳƛŜƴǘƻ ƛƴŘǳŎƛŘƻ ǇƻǊ !wbέ όŜƴ ƛƴƎƭŞǎ RNA-induced silencing 

complex, RISC) (Elbashir et al., 2001), el cual se compone de proteínas endonucleasas llamadas 

Argonautas. RISC tiene una helicasa dependiente de ATP que despliega el duplex siRNA. Como estos 

fragmentos son de doble cadena, en teoría, cada cadena sería un siRNA funcional. Sin embargo, solo 

una de las cadenas, que es conocida como la hebra guía, se une a la proteína Argonauta y dirige el 

silenciamiento génico, mientras que la hebra antisentido se degrada durante la activación de RISC 

(Figura 55).  

En el complejo RISC se diferencian dos grandes dominios: PAZ y PIWI. El dominio PAZ es el que 

sostendría el extremo 3´ del siRNA, proporcionando la orientación correcta para el reconocimiento y 

la escisión de mRNA, mientras que PIWI contiene el sitio activo para escindir el mRNA (Nykanen et al., 

2001) (Figura 56). La escisión del mRNA diana comienza en un sitio específico 10 nucleótidos río arriba 

del extremo 5´ de los residuos del dúplex siRNA-mRNA (Elbashir et al., 2001). Esta última parte del 

proceso es independiente de ATP (Ghildiyal & Zamore, 2009; Senapedis et al., 2011) (Figura 55).  
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Figura 56. Representación esquemática del complejo RISC. El siRNA se muestra en amarillo, el mRNA 

en marrón. El sitio activo en el dominio PIWI se muestra como unas tijeras. Figura modificada a 

partir de Song et al. (2004). 

 

En la tercera etapa, el complejo RISC activado promueve la síntesis de siRNA a través de un proceso 

dependiente de ATP. El sitio de rompimiento específico de mRNA, mediado por RISC, se define con 

respecto a donde el extremo 5´ de la hebra antisentido se une a la secuencia blanco de mRNA. RISC 

escinde el mRNA complementario en el centro, diez nucleótidos arriba del apareamiento con el 

extremo 5´ de la guía de siRNA. La guía de siRNA proporciona la región diana a RISC, la cual se escinde 

y luego el siRNA sale intacto con el complejo RISC (Schwarz et al., 2002). La participación de 

polimerasas de RNA dependientes de RNA (en inglés RNA-dependent RNA polymerase, RdRP) permite 

desencadenar el silenciamiento génico a partir de RNA de cadena sencilla (en inglés single-stranded 

RNA, ssRNA), además de amplificar la señal de éste, gracias a su capacidad de generar moléculas 

dsRNA a partir de ssRNA (Cogoni & Macino, 1999; Dalmay et al., 2000).  

Se han descripto variaciones de este complejo mecanismo en los diferentes reinos de la vida, y se ha 

demostrado que los mediadores de la interferencia pueden viajar desde las células en que se producen 

hasta otras células del organismo y lograr el silenciamiento generalizado de la expresión de un gen en 

el organismo completo, aunque la inducción original haya sido sectorizada (Baulcombe, 2004; Barnard 

et al., 2012; Pan et al., 2012; Ivashuta et al., 2015). En algunas especies, como el gusano C. elegans, el 

silenciamiento es heredable (Fire et al., 1998; Grishok et a., 2000; Hunter & Hunter, 2006; Wang et al., 

2017). 

4.1.4. El RNAi como estrategia para inhibir la expresión de genes 

Antes de la aparición de la técnica de RNAi, la inducción de mutaciones en un gen previamente 

caracterizado a nivel de secuencia nucleotídica representaba una de las principales estrategias para el 
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estudio de su función o participación en distintos mecanismos celulares. Mediante esta técnica, se 

generan productos del gen (o sea, permite su expresión) y a la vez se ocasiona la pérdida de función 

de la proteína (McClure et al., 2017; Wang et al., 2017; Chávez et al., 2019). Una segunda técnica 

ampliamente utilizada para el estudio de función, es el knock outΣ ǉǳŜ ǎŜ ǊŜŦƛŜǊŜ ŀ άƴƻǉǳŜŀǊέ ƻ 

delecionar un gen (Bouché & Bouchez, 2001; Hall et a., 2009;  Houdebine, 2014), impidiendo su 

expresión. Las técnicas mencionadas constituyen algunos ejemplos de mecanismos que permiten 

estudiar la función de un gen mediante modificaciones en la información a nivel del ADN. 

Alternativamente, la técnica de RNAi ha demostrado ser una herramienta muy eficiente para reducir 

la expresión de un gen a nivel de transcripción y de esta manera explorar la función del mismo, sin 

alterar la información genómica (Kim & Rossi, 2008; Huvenne & Smagghe, 2010; Setten et al., 2019). 

La bibliografía describe dos tipos de mecanismos de interferencia en función de su temporalidad: los 

ŘŜƴƻƳƛƴŀŘƻǎ άǘǊŀƴǎƛǘƻǊƛƻǎέΣ ŘƻƴŘŜ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ŘŜƭ ƎŜƴ ǎŜ ƛƴǘŜǊŦƛŜǊŜ ǎƻƭƻ ǘŜƳǇƻǊŀƭƳŜƴǘŜ ȅ ƭƻǎ 

άŜǎǘŀōƭŜǎέΣ Ŝƴ Ŝƭ ǉǳŜ ƭŀ ŜȄǇǊŜǎƛƽƴ ƎŞƴƛŎŀ Ŝǎ ƛƴǘŜǊŦŜǊƛŘŀ ŘŜ ƳŀƴŜǊŀ ǇŜǊƳŀƴŜƴǘŜ όaƛƪƛ ϧ {ƘƛƳŀƳƻǘƻΣ 

2004; Fewell & Schmitt, 2006; Wang et al., 2017). En el primer caso suelen utilizarse siRNA sintetizados 

químicamente; para el segundo se requiere que la célula incorpore en su genoma los elementos 

necesarios para fabricar una molécula de ARN de doble cadena que llegue hasta el citoplasma. La 

síntesis de los siRNA puede hacerse por varias vías (Puglise et al., 2016; Huang et al., 2017; Vlogiannitis 

et al., 2021; Muntaabski et al., 2022). En el caso de plantas e invertebrados, se pueden utilizar 

moléculas grandes de dsRNA (que serán procesadas a siRNA dentro de la célula), siendo la síntesis 

química la fuente más común de estos dsRNA (Nganso et al., 2020; Adeyinka et al., 2020; Hung et al., 

2021). Por el contrario, en vertebrados, es necesario producir directamente moléculas de siRNA 

(Nikam & Gore, 2018; Hu et al., 2020). 

4.1.5. Silenciamiento génico en artrópodos y Acari 

En los artrópodos el RNAi evolucionó como un mecanismo antiviral natural (Niu et al., 2014), sin 

embargo, ante la necesidad de desarrollar alternativas amigables con el ambiente para el control de 

ácaros plaga y evitar la generación de resistencia a tratamientos químicos (Van Leeuwen et al., 2010), 

se comenzaron a explorar nuevos enfoques y estrategias. Desde la primera aplicación de RNAi 

mediante inyección en el ácaro Tetranychus urticae, silenciando el gen Distal-less (Khila et al., 2007), 

se ha demostrado que un número creciente de especies de ácaros herbívoros y también depredadores 

son susceptibles a RNAi (Grbic et al., 2011; Marr et al., 2015; Hoy et al., 2016; Mondal et al., 2018). 

Parece evidente que en varias especies de ácaros existe una expansión de los genes ago y la presencia 

de genes RdRp (que codifican para la enzima que cataliza la replicación del ARN a partir de una plantilla 

de ARN; Figura 57), lo que sugiere una presión de selección o una ruta de evolución diferente para la 

ruta del RNAi en los ácaros en comparación con los insectos (Nganso et al., 2021).  
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Figura 57. Mecanismo de silenciamiento génico descripto en ácaros. Se muestra el mecanismo 

general de silenciamiento génico y sus distintos componentes, junto con las moléculas de RNA y las 

distintas modificaciones que sufren. Se representa con color rojo el RNA (hebra sentido respecto a la 

transcripción) y en azul el RNA antisentido. Extraído de Ruiz (2021). 

 

La aplicación experimental de RNAi para el silenciamiento génico en Acari utiliza la vía del siRNA, que 

se activa principalmente a través de la administración exógena de dsRNA sintéticos específicos (de la 

Fuente et al., 2007; Barnard et al., 2012; Sagi et al., 2013; Joga et al., 2016; Niu et al., 2018; Nguyen et 

al., 2018; Nganso et al., 2020). El éxito del silenciamiento génico está dado principalmente por tres 

procesos celulares: la captación de dsRNA por la célula diana, la amplificación de los siRNA y el 

transporte de estos últimos a células distantes para inducir el silenciamiento génico en todo el 

organismo, un fenómeno denominado RNAi sistémico (Barnard et al., 2012). Estos procesos involucran 

un número de proteínas esenciales, sin embargo, la información sobre el número de proteínas 

involucradas, su estructura y función aún es escasa en esta subclase (Galay et al., 2016; Niu et al., 

2018; Nganso et al., 2020). Si bien se han informado casos exitosos de silenciamiento génico y RNAi 

sistémico en algunas especies de Acari utilizando la vía siRNA, los resultados han sido variables en la 

intensidad de la disminución de la expresión de genes (revisado en Galay et al., 2016; Niu et al., 2018; 
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Nganso et al., 2020). La variación en el éxito de esta técnica entre especies puede ser en parte 

explicada por la diferencia en estructura y función de las proteínas involucradas en los procesos, como 

fue sugerido para insectos (revisado en Joga et al., 2016). La complejidad de las interacciones entre 

las cascadas de genes participantes en el silenciamiento génico mediado por RNAi ha sido 

escasamente explorada en Acari (Nganso et al., 2020). 

4.1.6. Silenciamiento génico en V. destructor - Antecedentes 

Se han descripto varios estudios de silenciamiento génico en V. destructor. Campbell et al. (2010) 

probaron por primera vez la eficiencia de RNAi utilizando el gen mu-class glutathione S-transferase 

(VdGST-mu1), mediante el método de inyección de hembras adultas con dsRNA. Si bien su eficacia fue 

muy alta (97%), el método de inyección causó una alta mortalidad en los ácaros, mostrando que solo 

un 50% habían sobrevivido a las 48 horas posteriores a la inyección. Estos autores optaron por 

sumergir los ácaros en una solución de dsRNA como forma de administración alternativa, con 

resultados más promisorios. En efecto, un estudio más reciente llevado a cabo por el mismo grupo de 

investigación, y utilizando el método de inmersión, demostró que dos genes neuronales (el gen de 

alatostatina y el gen crustacean hyperglycaemic hormone (CHH-like) pueden ser el objetivo del dsRNAi 

para el control potencial de los ácaros (Campbell et al., 2016). Aplicando el mismo método de entrega, 

Singh et al. (2016) silenciaron el gen PRTF-like, un candidato para la quimiodetección del huésped (A. 

mellifera). Si bien la inhibición no alcanzó el 100%, se pudo observar un efecto significativo e inverso 

con respecto a la expresión del gen de la vitelogenina. Estas evidencias permitieron proponer una 

segunda función del gen PRTF-like asociada al mecanismo de regulación de la vitelogenina en el ácaro.  

Posteriormente, Huang et al. (2017) identificaron dos genes putativos involucrados en la supervivencia 

de V. destructor (da y pros26S) y cuatro genes candidatos para la reproducción (rpL8, rpL11, rpP0 y 

rpS13) mediante el suministro dsRNA específico usando el método de inyección. Por su parte, 

Vlogiannitis et al. (2021), tratando de imitar el patrón de expresión de las CYP de una población de V. 

destructor resistente a cumafós (un acaricida ampliamente usado en la apicultura), lograron silenciar 

mediante el método de inmersión, el gen CYP4EP4 y disminuir la toxicidad del químico en una 

población de ácaros susceptibles. Una forma alternativa de administración del dsRNA que se ha 

probado es a través de la alimentación. Al respecto, Garbian et al. (2012) demostraron que los dsRNA 

ingeridos por las abejas se transfieren a Varroa y viceversa. Estos autores informaron que la 

alimentación de abejas adultas parasitadas con dsRNA de varios genes produjo un efecto letal en los 

ácaros. Esto mismo fue replicado por Muntaabski et al. (2022) utilizando un número menor de genes 

y el mismo método de alimentación, suministrando dsRNA sintetizado por bacterias (Cedeño et al., 

2015). 
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4.1.7. Aplicación de RNAi como método de control de la varroosis 

Los antecedentes arriba mencionados apoyan el uso del RNAi como una herramienta alternativa de 

control hacia el ácaro. Es importante considerar que el éxito de una herramienta como esta depende 

en gran medida de la producción masiva de dsRNA a bajo costo, del tipo de administración y de la 

elección de los genes a silenciar. Se sabe que utilizando el método de alimentación de abejas con 

jarabe fue posible suministrar dsRNA sintetizado por bacterias y silenciar correctamente los genes 

targets en V. destructor (Cedeño et al., 2015; Muntaabski et al., 2022). Asimismo, los métodos de 

administración de dsRNA por inyección e inmersión pueden resultar en un silenciamiento génico 

significativo (Campbell et al., 2010;2016; Huang et al., 2017).  

Bayer Crop Science ha desarrollado un dsRNA de 372 pares de bases homólogo a una región de la 

secuencia del gen de la calmodulina de V. destructor (Inberg & Mahak, 2016), una proteína esencial 

de unión al calcio que regula múltiples proteínas diana. El producto prototipo está formulado como 

una solución de sacarosa al 80% que se coloca en la colonia de abejas melíferas. Las abejas nodrizas 

consumen la solución de sacarosa que contiene el dsRNA y la entregan a las celdas de cría. Los ácaros 

están expuestos al dsRNA a través del contacto con la solución de sacarosa depositada por las abejas 

melíferas adultas, el alimento de cría elaborado con la solución de sacarosa y/o mediante el consumo 

de los cuerpos grasos de larvas o adultos (Ramsey et al., 2019; Garbian et al., 2012). 

La identificación de genes candidatos adecuados que muestren una alta especificidad sobre los ácaros 

y que no produzcan efectos perjudiciales en organismos no objetivos, especialmente especies 

benéficas, es crucial para aplicar esta tecnología en un programa de Manejo integrado de plagas. 

Actualmente, no existe un marco estándar para la evaluación de riesgos de esta tecnología, por lo que 

es de suma importancia realizar una evaluación integral de los posibles riesgos de su uso. Si bien los 

datos genómicos y transcriptómicos disponibles están en constante crecimiento, el número de 

especies de invertebrados cuyo genoma ha sido secuenciado aún es limitado. Además, todavía no hay 

consenso sobre la homología exacta de siRNA/mRNA diana que se necesita para un silenciamiento 

eficiente. Hasta que esta información fundamental esté disponible, el uso potencial de la 

bioinformática para predecir posibles efectos silenciadores no deseados en organismos no objetivos 

es limitado (Niu et al., 2018). 

En este Capítulo se presentan los principales resultados de un ensayo de silenciamiento génico 

mediante RNA de interferencia en hembras de V. destructor en fase reproductiva. Exploramos el 

efecto del silenciamiento de genes candidatos asociados al éxito reproductivo a partir de la 

información generada en el Capítulo anterior.   
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4.2. MATERIALES y MÉTODOS 

4.2.1. Selección de genes candidatos para el ensayo de silenciamiento 

En base a los resultados obtenidos en el Capítulo 3 de esta Tesis se seleccionaron genes candidatos 

para realizar el ensayo de silenciamiento génico en V. destructor. Esta selección se realizó 

particularmente sobre los genes diferencialmente expresados (GDE) entre ácaros reproductivos y no 

reproductivos, considerando sus funciones predichas y los principales antecedentes bibliográficos 

(Cabrera et al., 2013a). Los genes candidatos seleccionados fueron: ptch1, ap-1, larp6 y chisal, 

vinculados con la maduración del embrión y la segmentación embrionaria, y vg1 y vg6, asociados con 

la maduración del ovocito, especialmente con la vitelogénesis según Cabrera et al. (2013a).  

4.2.2. Análisis de patrones de expresión de los genes candidatos 

Se analizaron los patrones de expresión de los seis genes candidatos en ácaros en fase reproductiva a 

lo largo de 5 días consecutivos luego de su entrada a la celda de cría (infestación artificial). Para la 

obtención de estos ácaros, se realizaron infestaciones artificiales según la metodología descripta en la 

sección 1.2.2.4.1 (Capítulo 1). A las 24 horas de la infestación artificial, los cuadros que contenían las 

celdas infestadas se retiraron de cada colmena. Las celdas de cría fueron revisadas y los ácaros fueron 

retirados de las mismas en grupos de 5. Cada grupo de 5 ácaros (réplica biológica) fue colocado 

inmediatamente en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL y almacenado a -80 °C. Este mismo 

procedimiento se repitió cada 24 hs luego de la infestación artificial, hasta el día cinco inclusive.  

Se establecieron cinco réplicas biológicas para cada día (días 1, 2, 3, 4 y 5 post infestación artificial). 

Se extrajo el ARN total de cada réplica y se sintetizó el cDNA según la metodología descripta en la 

sección 3.2.3.1. (Capítulo 3). Utilizando cebadores específicos (Tabla 8), se amplificaron mediante PCR 

cuantitativa en tiempo real (qPCR) los seis fragmentos correspondientes a los genes candidatos 

elegidos de V. destructor (ptch1, ap-1, larp6, chisal, vg1 y vg6). Las reacciones de qPCR y el análisis de 

expresión se realizaron siguiendo la metodología descripta en la sección 3.2.3.3. (Capítulo 3).  

Los niveles de expresión de cada gen candidato se compararon entre los días de permanencia en la 

celda luego de la infestación artificial. Debido a que al día cuatro se puede determinar si una hembra 

fundadora es fértil o infértil (en función de la visualización del primer huevo sobre la cría o en la celda), 

analizamos los grupos por separado: el patrón de expresión correspondiente a los ácaros de los días 

uno, dos y tres post-infestación, y el patrón de expresión correspondiente a los ácaros de los días 

cuatro y cinco, fueron analizados por otro lado. Los mismos análisis estadísticos se aplicaron a ambos 

set de datos, de acuerdo a lo descripto en la sección 3.2.3.3.. Los resultados de estos análisis fueron 

tenidos en cuenta en la planificación del ensayo de silenciamiento génico.  
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4.2.3. Ensayo de silenciamiento génico 

4.2.3.1. Síntesis de dsRNA  

Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas de cada gen candidato mediante el empleo de la 

ƘŜǊǊŀƳƛŜƴǘŀ ŘŜ ōǵǎǉǳŜŘŀ ά.ƭŀǎǘƴέ ŘŜƭ b/.L όǿǿǿΦƴŎōƛΦƴƭƳΦƴƛƘΦƎƻǾύ Ŏƻƴ ƭŀ ŦƛƴŀƭƛŘŀŘ ŘŜ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǊ 

posibles secuencias nucleotidicas target no deseadas. Específicamente, se realizó esta búsqueda para 

Apis mellifera (taxid:7460) y Homo sapiens (taxid: 9606). La extracción del ARN y la síntesis de cDNA 

fue realizada de acuerdo con la metodología explicada en la sección 3.2.3.1 (Capítulo 3). Para cada gen 

candidato se diseñaron al menos tres pares de cebadores específicos. Se obtuvieron los fragmentos 

de los genes candidatos mediante PCR de punto final, usando como molde el cDNA sintetizado (Tabla 

12). Las longitudes esperadas de los productos de PCR en pares de bases (pb) son 346 pb (ptch1), 307 

pb (ap-1), 288 pb (larp6), 274 pb (chisal), 293 pb (vg1) y 294 pb (vg6). Las reacciones de PCR se 

realizaron siguiendo las siguientes condiciones de ciclado: 92 °C durante 5 min, 35 ciclos de 92 °C 

durante 1 min, temperatura de hibridación específica durante 40 s, 72 °C durante 1 min y 72 °C durante 

5 min.  

Los fragmentos de PCR obtenidos se purificaron con el QIAquick® PCR Purification Kit (Quiagen) 

siguiendo el protocolo del fabricante y se clonaron individualmente en el vector pGem-T Easy 

(Promega), según la metodología indicada en la sección 2.2.5. (Capítulo 2). Para su amplificación se 

transformaron bacterias DH5 con las construcciones plasmídicas y posteriormente, se realizó una 

miniprep de acuerdo a la metodología de la sección 2.2.5.7. (Capítulo 2). Los fragmentos clonados se 

secuenciaron utilizando cebadores promotores T7 y Sp6 para verificar el correcto clonado e 

identificación del inserto. Una vez obtenidos estos plásmidos se realizó una nueva PCR con cebadores 

ǉǳŜ ŎƻƴǘŜƴƝŀƴ Ŏƻƭŀǎ Ŝƴ ƭŀ ǊŜƎƛƽƴ рΩ ŘŜƭ ǇǊƻƳƻǘƻǊ ¢т όforwardΥ рΩ-TTCGGCAATCATTATAAGCCC-оΩ ȅ 

revernse рΩ-GTTGGTGCAGGTACGAGGGCC-оΩύΦ tŀǊŀ ƭŀ ǎƝƴǘŜǎƛǎ ŘŜƭ ŎƻƴǘǊƻƭ ŘŜ ŘǎDCt ǎŜ ǳǘƛƭƛȊƽ ǳƴ 

plásmido pL4440-GFP que contenía el fragmento del gen de la proteína fluorescente verde (GFP). Al 

igual que con los otros fragmentos, se utilizarƻƴ ŎŜōŀŘƻǊŜǎ ǉǳŜ ǘǳǾƛŜǊŀƴ Ŝƴ ǎǳǎ Ŏƻƭŀǎ ƭŀ ǊŜƎƛƽƴ рΩ ŘŜƭ 

promotor T7 (Gamboa Cedeño et al., 2015).  
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Tabla 12. Cebadores específicos usados para la amplificación por PCR de punto final de los 

fragmentos correspondientes a los genes candidatos a silenciar.  

 

Nombre del gen N° de Acceso Nombre del 
cebador 

Secuencia del cebador 5´-3  ́ Tamaño del 
amplicón (pb) 

Ta(°C) 
  

protein patched 
homolog 1-like 

LOC111252634 ds-ptch1-F TCAGCGTTTTGCTTGCAGTC 346 60 

ds-ptch1-R GCCGTGAAGGCTAGAACCAT 

transcription 
factor AP-1-like 

LOC111243751 ds-ap-1-F AGAGCCTTGCTCGTGACAAA 307 60 

ds-ap-1-R GTCTGCATTTTGCCCCACAG 

la-related protein 
6-like 

LOC111245737 ds-larp6-F TGTGTTTTCGGCTGCCATTG 288 60 

ds-larp6-R TAGCGGATGAGCGGATACCT 

endochitinase-like LOC111255436 ds-chisal-F CCGTGCCGACAAAGAAAACC 274 60 

ds-chisal-R TCATGCCCTGGGAAACAGTC 

vitellogenin 1 LOC111249970 ds-vg1-F TTTACAAGTCGTTGAGGGCG 293 60 

ds-vg1-R GAACTTGGTTCTGGAACAGGG 

vitellogenin-6-like LOC111244790 ds-vg6-F CGATAACGAGACGGTTT 294 58,4 

ds-vg6-R CGTTCGGACACGACCTTAAT 

 

 

El dsRNA se sintetizó a partir de los fragmentos amplificados por PCR con las secuencias opuestas del 

promotor T7 mediante transcripción in vitro utilizando el kit MEGAscript T7 (ThermoFisher, Waltham, 

MA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuación, los dsRNA se purificaron 

mediante extracción con el método de fenol/cloroformo seguida de precipitación con etanol, puesta 

a punto en nuestro laboratorio. Se usó acetona para disolver el dsARN y la concentración se ajustó a 

нΦр ˃Ǝκ˃[. 

4.2.3.2. Administración de dsRNA a ácaros en fase reproductiva 

Para evaluar la funcionalidad de los genes candidatos se realizó un diseño experimental basado en la 

cría a semi-campo descripta en la sección 3.2.2. (Capítulo 3) (Figura 59). Se colectaron ácaros en estado 

forético de colonias con altas cargas parasitarias, mediante el método del azúcar impalpable 

(Dietemann et al., 2013) (Figura 58). Los ácaros recolectados se llevaron al laboratorio para su 

acondicionamiento, y se mantuvieron en cajas de petri con larvas de abejas como sustrato. Se topicó 

individualmente a cada ácaro con 1 ˃[ de la mezcla de dsARN (dsARN+acetona) mediante el uso de 

una jeringa 50 µL (serie 7000) asociada a un dispensador (o pulsador) a repetición (modelo PB 6000) 
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marca Hamilton (en ingles PB 600 Hamilton push button repeating dispenser) (Figura 58). Cada ácaro 

recibió uno solo de los nueve tratamientos ensayados: control sin topicación, control del vehículo o 

solvente (acetona), control con dsGFP y dsARN de alguno de los 6 genes candidatos (dsptch1, dsap-1, 

dslarp6, dschisal, dsvg6 y dsvg1). 
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Figura 58. Diseño experimental realizado para el ensayo de silenciamiento génico de los genes candidatos de V. destructor asociados a la reproducción.
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Para cada tratamiento, se realizaron cinco réplicas biológicas de 30 ácaros cada una. Luego de la 

aplicación de los tratamientos, los ácaros fueron infestados artificialmente en celdas de cría (Figura 

58) provenientes de cinco colonias diferentes previamente seleccionadas por su baja carga parasitaria. 

Los cuadros con las celdas de cría experimentales fueron conservados en una cámara con condiciones 

controladas de temperatura y humedad (35 °C y 60%, respectivamente) en oscuridad durante tres días 

para permitir que el dsARN pudiera tener su efecto. La elección de este tiempo se basó en la 

experiencia previa en ensayos de silenciamiento en insectos realizados en el laboratorio (Wulff et al., 

2021).  

Al día cuatro de aplicado el tratamiento y de realizada la infestación artificial, los ácaros fueron 

sacados de sus celdas y re-infestados en nuevos cuadros provenientes de las mismas cinco colonias 

de abejas (Figura 58). Los cuadros fueron colocados nuevamente en la cámara de cría bajo las mismas 

condiciones mencionadas. A los dos días de la re-infestación (sexto día de la aplicación de los 

tratamientos) se extrajo una submuestra de ácaros (tres réplicas biológicas de cuatro ácaros cada una) 

para verificar el efecto de los tratamientos sobre los niveles de expresión de los genes candidatos 

(Figura 58). A los cuatro días de la re-infestación (octavo día de la aplicación de los tratamientos) se 

revisaron todas las celdas registrando la presencia o ausencia de huevos (fertilidad) y la mortalidad de 

los ácaros. Los ácaros fueron separados en dos grupos de acuerdo a su estatus reproductivo (ácaros 

fértiles o reproductivos, y ácaros infértiles o no reproductivos). Todos los ácaros vivos muestreados 

fueron almacenados a -80 °C.  

4.2.3.3. Cuantificación de la expresión de los genes candidatos silenciados  

De acuerdo a lo descripto en la sección anterior, a los 6 y 8 días de iniciado el ensayo (administración 

del dsRNA o los tratamientos control), se tomaron muestras de ácaros para la evaluación de los niveles 

de expresión de los genes candidatos. Específicamente, se armaron de cinco a ocho grupos (réplicas 

biológicas, de cuatros ácaros cada una) por cada tratamiento y estado reproductivo (fértiles e 

infértiles). Se realizaron las extracciones de RNA de todas las muestras y se sintetizó el cDNA según la 

metodología descripta en la sección 3.2.3.1. (Capítulo 3). La cuantificación de la expresión mediante 

qPCR y el análisis estadístico se realizaron siguiendo la metodología ya descripta en la sección 3.2.3.3. 

(Capítulo 3). Además, siguiendo la metodología propuesta por Huang et al. (2017), se calculó la 

eficiencia del knockdown siguiendo esta ecuación: {1-[2^(CT gen de referencia - CT target)]/[2^(CT gen 

de referencia - CT GFP)]}*100. Para la amplificación por qPCR se utilizaron los cebadores indicados en 

la Tabla 8. 
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4.2.3.4. Evaluación del efecto de los tratamientos  

La mortalidad y la fertilidad de las hembras fundadoras se analizaron mediante el uso de un modelo 

lineal mixto general (GLMM) con una función binomial o de distribución y enlace logit (vivas vs. 

muertas, y reproductivas vs. no reproductivas) considerando el tratamiento (control, acetona, dsGFP, 

dsptch1, dsap-1, dslarp6, dschisal, dsvg1 y dsvg6) como factores fijos y las colonias y los días de ensayo 

ŎƻƳƻ ŦŀŎǘƻǊŜǎ ŀƭŜŀǘƻǊƛƻǎΦ {Ŝ ǊŜŀƭƛȊŀǊƻƴ ƳǵƭǘƛǇƭŜǎ ŎƻƳǇŀǊŀŎƛƻƴŜǎ ǳǎŀƴŘƻ CƛǎƘŜǊ [{5 όʰ Ґ лΦлрύΦ 9ƴ 

todos los casos se analizó la dispersión de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la 

prueba de Shapiro-Wilks. Para obtener la estructura de varianza más adecuada, se utilizó el criterio de 

información de Akaike. Todos los análisis se realizaron utilizando la función glmer en el paquete R 

"lme4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).  
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4.3. RESULTADOS 

4.3.1. Patrones de expresión de los genes candidatos en V. destructor durante los primeros días 

dentro de la celda de cría 

Los resultados de la dinámica de la expresión de los genes candidatos de V. destructor a lo largo de los 

5 días posteriores a la infestación de los ácaros en las celdas de cría se muestran en la Figura 59. Se 

observa para todos los genes que los niveles de expresión se mantienen relativamente constantes 

entre los días 1 y 3 post-infestación. En efecto, no se detectaron diferencias significativas para ninguno 

de los genes durante estos primeros días dentro de las celdas de cría (Test de Kruskal-Wallis; P=0,3070 

(ptch1); P=0,2771 (ap-1); P=0,3475 (larp6); P=0,436 (chisal); P=0,1139 (vg1); P=0,4803 (vg6)), a pesar 

de la variación observada específicamente en los niveles de expresión de vg1 en este rango temporal 

(Figura 59). Contrariamente, todos los genes candidatos analizados mostraron diferencias 

significativas en los niveles de expresión entre los días cuatro y cinco, consistentemente con los 

resultados obtenidos en el Capítulo 3 (Test de Dunn; P<0,0001 (ptch1); P=0,0007 (ap-1); P=0,0030 

(larp6); P=0,0373 (chisal); P=0,0297 (vg1); P=0,0286 (vg6)). Específicamente los genes chisal, vg1 y vg6 

muestran un aumento de la expresión en el día cinco comparados con el día cuatro post-infestación, 

mientras que ptch1, ap-1 y larp6 muestran el patrón contrario: un descenso significativo de la 

expresión génica hacia el día cinco. En términos descriptivos, se puede observar que los niveles de 

expresión de los genes ptch1, ap-1 y larp6 son más altos en el día cuatro en comparación con los 

primeros días analizados (Figura 59). 

 

  

Figura 59. Dinámica de la expresión de los genes candidatos de V. destructor asociados a la 

reproducción. Se grafica el valor de NRQ (normalized relative quantity) en función de los días de la 

entrada del ácaro a la celda de cría (infestación artificial). 
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Figura 59. (Continuación) Dinámica de la expresión de los genes candidatos de V. destructor 

asociados a la reproducción. Se grafica el valor de NRQ (normalized relative quantity) en función de 

los días de la entrada del ácaro a la celda de cría (infestación artificial). 

 

4.3.2. Silenciamiento de genes candidatos de V. destructor  

4.3.2.1. Efecto del silenciamiento sobre los niveles de expresión génica  

Al día dos post-infestación, primer momento en que se evaluó el efecto del silenciamiento, la 

expresión de todos los genes candidatos en los ácaros sometidos a los tratamientos con los dsRNA 

(dsptch1, dsap-1, dslarp6, dschisal, dsvg1 y dsvg6) mostró una disminución significativa respecto a los 

controles (control, acetona y dsGFP) (Figura 60). En efecto, la eficiencia promedio del knockdown fue 

de 95,15% para dsptch1, 89,52% para dsap-1, 95,46% para dslarp6, 97,38% para dschisal, 97,31% para 

dsvg1 y 97,27% para dsvg6 (Tabla Suplementaria 29). Más aún, la disminución en los niveles de 

expresión de todos los genes mencionados se mantuvo al día cuatro post-infestación, segundo 

momento del ensayo en que se evaluó la efectividad del silenciamiento (Figura 60). Dado que durante 
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la toma de muestras en este día fue posible distinguir las hembras fértiles de las infértiles, el análisis 

de la expresión génica se realizó individualmente para cada uno de estos dos grupos (Figura 60). La 

eficiencia promedio del knockdown fue del 83,95% para dsptch1, 98,07% para dsap-1, 98,23% para 

dslarp6, 94,50% para dschisal, 95,15% para dsvg1 y 94,38% para dsvg6 para ácaros fértiles y del 

92,98% para dsptch1 92,05% para dsap-1, 91,72% para dslarp6, 97,41% para dschisal, 95,94% para 

dsvg1 y 95,44% para dsvg6 para ácaros infértiles (Tabla Suplementaria 29).  

En líneas generales podemos observar que para todos los genes, excepto para vg1, hay una diferencia 

significativa en los niveles de expresión entre las hembras fértiles (reproductivas) y las infértiles (no 

reproductivas) al día cuatro post-infestación. Acorde a lo descripto para la dinámica de expresión de 

los genes ptch1, ap-1 y larp6, los cuales evidencian una mayor expresión en el cuarto día de la fase 

reproductiva (Figura 60), se observó que estos genes muestran un mayor nivel de expresión en las 

hembras reproductivas en comparación con las no reproductivas. Estos resultados evidencian lo 

relevante que es una alta expresión de estos genes en este momento del ciclo reproductivo de V. 

destructor para una efectiva reproducción del ácaro dentro de la celda de cría. Excepto para vg1, el 

nivel de expresión de los genes analizados no muestra diferencias significativas entre los días seis y 

ocho (para los ácaros no reproductivos) luego de la aplicación de los tratamientos.   

 

 

 

Figura 60. Niveles de expresión de los genes candidatos de V. destructor asociados a la reproducción. 
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Figura 60. (Continuación) Niveles de expresión de los genes candidatos de V. destructor asociados a 

la reproducción. Se grafica el valor de NRQ (normalized relative quantity) de los tratamientos 

ensayados: Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicación), GFP (control dsGFP) y dsRNA 

específicos para cada gen. Se muestran los resultados de expresión génica en ácaros a los dos días 

(2D) post-infestación (día seis de la aplicación de los tratamientos) y a los cuatro días (4D) post-

infestación (día ocho de la aplicación de los tratamientos). R: hembras fértiles al día cuatro post-

infestación; NR: hembras infértiles al día cuatro post-infestación. Genes: ptch1, ap-1, larp6, chisal, 

vg1 y vg6. Letras diferentes indican diferencias entre los grupos comparados (2D, 4D: R, 4D:NR) y los 

asteriscos indican diferencias significativas entre los tratamientos dentro de cada grupo. 

 

4.3.2.2. Efecto del silenciamiento génico sobre la mortalidad y fertilidad de los ácaros 

La mortalidad de los ácaros dentro de las celdas de cría no difirió entre los tratamientos ensayados 

para ninguno de los genes (resultados GLMM; P=0,05825 (ptch1); P=0,98544 (ap-1); P=0,6857 (larp6); 

P=0,98372 (vg1); P=0,9485 (vg6)), excepto cuando se administró el dsRNA del gen dschisal (resultados 

GLM; P=0,01339). El silenciamiento de dicho gen aumentó significativamente la supervivencia de los 

ácaros respecto a los tratamientos control y dsGFP (Figura 61) (Tabla Suplementaria 30, 31, 32, 33, 34 

y 35).  

Se evidenciaron diferencias significativas en la fertilidad de los ácaros que fueron tratados con dsRNA 

de los genes ptch1, ap-1 y vg1 en comparación con los ácaros control (resultados GLMM; P=0,001169 

(ptch1); P=2,661e-07 (ap-1); P=0,70960 (larp6); P=0,30371 (chisal); P=0,002086 (vg1); P=0,9629 (vg6)) 

(Figura 60). Producto del silenciamiento de estos 3 genes, se observaron disminuciones de 79,14% 

(ptch1), 92,54% (ap-1) y 77.79% (vg1) en la probabilidad de que una hembra tratada sea fértil. Así, la 

disminución de la expresión de estos 3 genes compromete significativamente el éxito reproductivo de 

V. destructor, apoyando el rol central que éstos tendrían dentro de la maquinaria reproductiva del 

ácaro (Tablas Suplementarias 36, 37, 38, 39, 40 y 41).    
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Figura 61. Mortalidad y éxito reproductivo de V. destructor frente a los tratamientos ensayados:  

Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicación), GFP (control dsGFP) y dsRNA específicos para 

cada gen. Se muestran para cada tratamiento la proporción de ácaros muertos (columna de la 

izquierda) y de ácaros reproductivos (fértiles) al día cuatro post-infestación (día ocho de la aplicación 

de los tratamientos). Genes:  ptch1, ap-1, larp6, chisal, vg1 y vg6. Letras diferentes indican 

diferencias entre los tratamientos de acuerdo a los resultados de GLMM. 
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Figura 61. Continuación  
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4.4. DISCUSIÓN 

En este capítulo, se presentaron los resultados obtenidos del ensayo de silenciamiento génico para V. 

destructor mediado por siRNA. Los mismos demuestran que el uso de la estrategia de silenciamiento 

en conjunto con la forma de administración del dsRNA aplicada fueron exitosas en inhibir 

específicamente la transcripción de los genes candidatos seleccionados. En particular, se evaluó el 

efecto del silenciamiento de dos genes candidatos a estar vinculados a la maduración del ovocito, 

específicamente a la vitelogénesis (vg1 y vg6) (Cabrera et al., 2013a) y de cuatro genes candidatos a 

participar de las vías metabólicas relacionadas con la maduración del embrión, la segmentación y 

desarrollo embrionario (ptch1, ap-1, larp6 y chisal), sobre la fertilidad y la mortalidad de los ácaros. 

Los resultados generados permiten iniciar la caracterización funcional de estos genes y reforzar su 

estatus como candidatos asociados al éxito reproductivo de V. destructor.  

4.4.1. Consideraciones sobre el método de administración del dsRNA 

El silenciamiento génico mediado por siRNA aquí aplicado representa una estrategia desarrollada con 

éxito en estudios previos en V. destructor (Campbell et al., 2010; 2016; Garbian et al., 2012; Singh et 

al., 2016; Huang et al., 2017; Vlogiannitis et al., 2021; Muntaabski et al., 2022). Sin embargo, la forma 

de administración (mediante topicación externa) y el solvente usado como vehículo del dsRNA 

(acetona), desarrollados en el presente ensayo, resultan completamente nuevos para V. destructor. 

Nuestros resultados evidencian que esta estrategia de administración, probada con éxito en otros 

artrópodos (Pridgeon et al., 2008a; Puglise et al., 2016), resulta también efectiva en esta especie de 

ácaro. Mediante esta estrategia, se puede disminuir la alta mortalidad en los ácaros observada cuando 

el dsRNA es entregado por inyección (Campbell et al., 2010; Huang et al., 2017) o inmersión (Campbell 

et al., 2010; 2016; Singh et al., 2016; Vlogiannitis et al., 2021). El método de inyección, en particular, 

es laborioso y lento, y no es posible aplicarlo a un número elevado de individuos, como es el caso del 

presente ensayo. El método de inmersión, por su parte, si bien fue el más utilizado en estudios previos 

en V. destructor y ha mostrado altos niveles de efectividad, requiere de concentraciones y volúmenes 

de dsRNA muy elevadas para lograr un efecto significativo de silenciamiento, haciéndolo inviable 

desde el punto de vista económico en ensayos de gran magnitud. En relación al método de 

administración oral, podemos afirmar que, de acuerdo a estudios previos, se trata de una estrategia 

eficiente para obtener un efecto sistémico de silenciamiento, y permite trabajar con un número 

relativamente elevado de ácaros (Garbian et al., 2012; Muntaabski et al., 2022). Sin embargo, 

constituye un método laborioso que requiere de la evaluación de distintas dosis que puedan alcanzar 

de forma efectiva el ácaro con el previo pasaje por la abeja (Garbian et al., 2012; Muntaabski et al., 

2022). El método de administración por topicación aquí aplicado resulta altamente efectivo ya que 
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logra reducir significativamente los niveles de expresión de los genes diana con bajas concentraciones 

de dsRNA y sin causar la mortalidad de los ácaros ni interferir en su reproducción. Esto es evidente en 

la no detección de diferencias significativas en la mortalidad ni fertilidad de los ácaros sometidos a los 

tratamientos control y acetona. Por otro lado, este método de administración resulta de fácil 

aplicación y permite evaluar el efecto fenotípico del silenciamiento en un entorno natural como es la 

celda de cría de la abeja, donde se desarrolla la fase reproductiva del ácaro. En este sentido, nuestros 

resultados arrojan un método alternativo de administración del dsRNA para el desarrollo de ensayos 

de silenciamiento en V. destructor, que justifican su inclusión como métodos estandarizados de 

investigación en la especie, principalmente aquellos que involucran el estudio de la interacción ácaro-

abeja. 

4.4.2. Efecto del silenciamiento génico en los ácaros en fase reproductiva  

Los resultados sobre el efecto de los tratamientos con dsRNA mostró un descenso significativo de la 

expresión de cada uno de los seis genes target estudiados, tanto a los seis como a los ocho días de 

aplicado el tratamiento de dsRNA, indicando que el silenciamiento de los genes fue exitoso y se 

mantuvo a lo largo del experimento. El efecto prolongado del silenciamiento también se observó en 

un estudio sobre el crustáceo Macrobrachium nipponense (Zhang et al., 2013), que demostró que la 

eficiencia del ARNi podía mantenerse durante más de 7 días. A diferencia de otros experimentos de 

silenciamiento génico realizados en V. destructor, nuestros resultados muestran que para la ventana 

temporal de los 6 a los 8 días de aplicado el tratamiento con dsRNA (2 y 4 días post-infestación en las 

celdas de cría de abejas), no hay diferencias en los niveles de silenciamiento logrados (excepto para 

vg1, en donde el efecto del silenciamiento parece aumentar hacia el día 8). En el caso del estudio 

realizado por Huang et al. (2017), la reducción de la expresión génica fue significativamente mayor a 

las 72 que a las 24 horas de aplicado el tratamiento de silenciamiento. Si bien en ambos estudios los 

genes blanco silenciados y las metodologías de administración fueron diferentes, en conjunto, los 

resultados obtenidos permiten sugerir que los tratamientos de RNAi aplicados en este trabajo de Tesis 

tuvieron un efecto significativo en la reducción de la expresión de los genes blanco  desde la 

infestación artificial de los ácaros dentro de las celdas de cría hasta el final del ensayo. En relación a la 

eficiencia del ensayo, los resultados indican un nivel de silenciamiento (85-99%) comparable con el de 

otros estudios, los cuales aplicaron otras metodologías de administración. Por ejemplo, la eficiencia 

de knockdown de los genes target fue de 62 a 84% en Campbell et al. (2010), de 55 a 85% en Campbell 

et al. (2016) y de 70 a 90% en Huang et al. (2017). Además, nuestros resultados indican que ni la 

técnica ni los tratamientos control tuvieron un efecto en la expresión de los genes target ni en la 

supervivencia o fertilidad de los ácaros, sugiriendo una buena elección de los controles y del método 



168 
 

de introducción del dsRNA y una alta especificidad de la técnica en lograr un silenciamiento gen-

específico. 

Como principales hallazgos de este ensayo, evidenciamos el efecto fenotípico del silenciamiento 

génico sobre las características asociadas al fitness evaluadas en el ácaro. En particular, se detectó que 

el silenciamiento de los genes ptch1, ap-1 y vg1 tiene un impacto significativo en la fertilidad de V. 

destructor. El descenso observado en la fertilidad de los ácaros pone de manifiesto una asociación 

entre la expresión de estos genes y la maquinaria reproductiva de V. destructor, y que la supresión de 

su expresión compromete el éxito reproductivo del ácaro dentro de la celda de cría de la abeja. Si bien 

el silenciamiento de los otros genes evaluados no afectó la fertilidad, sabemos que su expresión difiere 

entre ácaros reproductivos y no reproductivos (resultados del Capítulo 3), y por lo tanto, siguen 

considerándose parte de las rutas moleculares que definen el estatus reproductivo de V. destructor. 

Como perspectiva, es necesario profundizar en este tipo de estudios que incluyan el silenciamiento 

conjunto de alguno de estos genes, continuar con la caracterización funcional de los mismos, y 

particularmente, descifrar cuál es su rol específico en la reproducción del ácaro y las potenciales 

interacciones que mantienen con el resto de los genes involucrados. 

El efecto que tuvo el silenciamiento del gen vg1 sobre la fertilidad es consistente con estudios previos 

y refuerza el rol clave que tiene este gen en el inicio y avance de la reproducción exitosa de V. 

destructor. La vitelogénesis es un proceso crítico en la maduración del ovocito y se ha demostrado que 

la expresión temprana del gen vg1 en la fase reproductiva del ácaro es fundamental para un correcto 

inicio de la vitelogénesis (Cabrera et al., 2013a). Asimismo, estudios previos evidenciaron que sin los 

niveles adecuados de vitelogenina, los huevos de V. destructor quedan en un estado previtelogénico 

que no les permite madurar (Garrido & Rosenkranz, 2003; Cabrera et al., 2013). Es importante 

considerar que la sincronización entre el ciclo de vida de V. destructor y el desarrollo de su 

hospedador, A. mellifera, es tan fina que cualquier desfase de tiempos, conlleva a una reproducción 

anormal del parásito (Steiner et al., 1994; Garrido & Rosenkranz, 2003). Se sabe, incluso, que hay una 

señal de interrupción a las 48 horas post-operculado que inhibe cualquier evento reproductivo que 

implique una descendencia no viable del ácaro (Frey et al., 2013). Para que la cascada de genes que 

activa vg1 en el ácaro sea exitosa, son necesarios los estímulos olfativos de la celda de cría y la 

alimentación de una larva L5 de abeja que esté por empupar. Sin estos estímulos, la cascada de los 

genes Halloween no se inicia y por consiguiente la expresión de vg1 queda truncada (Cabrera et al 

2013a; 2015). Nosotros sugerimos que al silenciar la expresión de vg1 tempranamente (previo a la 

entrada del ácaro a la celda de cría), una alta proporción de las hembras fundadoras habría sufrido un 

arresto de sus huevos en un estado previtelogénico y de esta manera, truncado el inicio de la 

oviposición. 








































































































