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TITULO: Aspectos genéticos y gendmicos de la interaccién Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) -
Varroa destructor (Acari: Varroidae).

RESUMEN

Apis mellifera es el principal polinizador de especies vegetales de interés agronémico 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 acaro ectopardsito afecta el estado nutricional e
inmunolégico de las abejas y el estado general de la colonia. El objetivo general de esta Tesis Doctoral
es explorar la interaccién entre A. melliferay V. destructor para aportar conocimientos sobre genes 'y
factores asociados a la reproduccion del parasito sobre su hospedador. Para ello, se caracterizaron a
nivel poblacional y genético colonias de A. mellifera establecidas en clima templado y las poblaciones
del acaro asociadas. La dindmica 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 regién intergénica COI-COIl (C1/C2j) en abejas y un haplotipo del marcador cox1 (K)
para V. destructor. Asimismo, se caracterizé la variabilidad genética del dcaro en distintas poblaciones
de nuestro pais mediante marcadores mitocondriales (cox1, nd4, nd4L y nd5). Se identificé un nuevo
sub-haplotipo (KArg-N2) y la presencia de heteroplasmia de sitio en nd4. Los analisis de variabilidad
genética se complementaron con el anadlisis de genes potencialmente intervinientes en la
reproduccidn de V. destructor. Se realizd un andlisis de transcriptoma comparando tres grupos de
acaros: reproductivos (R), no reproductivos (NR) y foréticos (F). Se identificaron 45 genes
diferencialmente expresados (GDE) entre R y NR, y se exploraron las vias metabdlicas asociadas.
Ensayos de qPCR y silenciamiento génico (RNAI) de seis genes candidatos permitieron detectar una
asociacion entre la expresion de tres de ellos (vgl1, ptchl y ap-1) y el éxito reproductivo de V.
destructor. Los resultados obtenidos proveen informacién clave sobre la interaccién pardasito-
hospedador que contribuird 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: Ectoparasito, abeja melifera, transcriptoma, éxito reproductivo, silenciamiento

génico.



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-COIl (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, ptchl 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 mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) es un insecto eusocial que vive en colonias y presenta
una organizacion compleja, con divisidn reproductiva del trabajo, cooperacion en el cuidado de la cria
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
coordinacién que involucran a un gran niumero de individuos. Asi, el éxito en las tareas realizadas en
estas sociedades animales depende no sdélo de la eficacia individual sino también de la tarea
coordinada de todos los individuos involucrados (Wilson, 1971; Nufiez, 1982). Para lograr esta
coordinacion, es imprescindible que haya una precisa transferencia de informacion entre individuos.
En este sentido, las abejas meliferas cuentan con sofisticados sistemas de comunicacion con la
transmision simultanea de sefales acustico-vibratorias y olfativas, como es el caso del
comportamiento de comunicacion de posicionamiento cominmente conocido como “Danza de las
Abejas” (von Frisch, 1967; Seeley, 1995; Thom et al., 2007). Dentro del nido, estos insectos establecen
una enorme cantidad de interacciones interindividuales como ser contactos corporales, antenales y
boca a boca (trofalaxia), los cuales les permiten intercambiar informacién relacionada con los recursos
obtenidos en el exterior (von Frisch, 1967; Griter y Farina, 2009). Ademas, este tipo de interacciones,
su dindmica temporal y organizacional, manifestada entre individuos o grupos de individuos, y su
adaptacion a distintos contextos poblacionales y epidemioldgicos de la colonia, son claves para la
gestion y mantenimiento de la salud en estas sociedades (Naug, 2008). Por ejemplo, las interacciones
estructuradas entre los miembros de la colonia (definida como “inmunidad organizacional”: Naug &
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 separacion espacial de las abejas de alto riesgo de las abejas de bajo riesgo (Naug & Camazine 2002;
Baracchi & Cini, 2014), la disminucién de los contactos con abejas infectadas (Lecocq et al., 2016), y la
eliminacion de companieros de nido infectados (Baracchi et al., 2012; Biganski et al., 2018), entre

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

Apis mellifera presenta actualmente una distribucién 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 produccién de alimentos de consumo humano depende de la
polinizacién mediada por insectos y una gran variedad de cultivos dependen especialmente de la
polinizacién realizada por las abejas meliferas (Klein et al., 2007). Por ejemplo, el rendimiento de
algunos cultivos de frutas, semillas y frutos secos disminuye en mas de un 90% sin estos polinizadores

(Southwick & Southwick, 1992). Asi, 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 mas alta importancia agrondmica (Burgett et
al., 2004). Ademas, esta especie ha sido ampliamente utilizada como organismo modelo para
investigacion sobre fisiologia y comportamiento animal (revisado en Elekonich & Roberts, 2005), y su
estudio ha permitido explorar y entender aspectos fisiolégicos, ecoldgicos, evolutivos y genéticos de

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

I.G. 1.1. Biologia y organizacidn social

El comportamiento eusocial de A. mellifera se manifiesta en su estructura comunal de castas y la
division reproductiva del trabajo. Es decir, dentro de la colonia existen castas reproductivas (la reina
y los zanganos) e individuos adultos de la casta no reproductiva (las obreras) que cooperan en el
cuidado de la cria. Los individuos de las diferentes castas son fisioldgica y morfoldgicamente diferentes
(Figuras 1,2y 3). Una tipica colonia de abejas meliferas esta constituida por 10 a 40 mil abejas obreras,
todas ellas hembras; desde ninguno a varios cientos de machos (zdnganos) dependiendo la época del
afio; y una Unica reina, o hembra fértil (Winston, 1987). La reina (Figura 1) es el Unico individuo de la
colonia capaz de poner huevos fecundados y es la principal responsable de mantener la cohesion de
la estructura colectiva a través de sus feromonas (Winston, 1987). Los zanganos (Figura 2) representan
al otro grupo reproductivo, cuyo rol consiste en aparearse con reinas virgenes de otras colonias en las
llamadas “Areas de Congregacién de Zanganos" (Galindo Cardona et al., 2012; Withrow & Tarpy,
2018), después de lo cual mueren. El tercer grupo, la casta de hembras estériles, esta representado
por las obreras (Figura 3). Esta casta muestra un alto grado de coordinacién y, a su vez, de
descentralizacién en la realizacién de tareas dentro y fuera del nido (Lindauer, 1952; Winston, 1987;
Seeley, 1995). En relacidn a este sistema organizacional complejo y coordinado, la colmena ha sido
definida por muchos autores como un super organismo, dentro de la cual, cada individuo se encuentra
altamente especializado y cumple una funcidn especifica, en estricta coordinacidn con las actividades

desarrolladas por el resto de sus companeros de nido.
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Figura 1. Fotografia de un cuadro de cria de una colonia de A. mellifera mostrando en la region
central a la reina rodeada de abejas obreras (izquierda) y una celda real (derecha). Se observan las
diferencias en tamafio y morfologia externa entre la reina y las obreras.

Figura 2. Fotografia de zanganos de A. mellifera (izquierda) y de celdas de cria de zdnganos
(derecha). Se observan las diferencias en la morfologia externa entre zanganos y obreras y entre las
celdas de cria de ambas castas.

Figura 3. Fotografia de una abeja obrera de A. mellifera sobre un panal con celdas de cria abierta
(arriba, a la izquierda) y cria operculada.
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I.G. 1.2. Ciclo de Vida

Como la mayoria de los himendpteros, A. mellifera presenta un ciclo de vida haplo-diploide y un
sistema de determinacién del sexo de Unico 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 érgano 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 zanganos (haploides, n=16), respectivamente (Hoshiba & Kusanagi,
1978). La aparicion de machos diploides ha sido previamente descripta en A. mellifera, aunque los

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

%

16 P 16 6
No
fecundado
32 Meiosis
16
Fecundacion
Mitosis
16 32
16 9

Figura 4. Determinacién sexual en A. mellifera. Se indica sobre las gametas el nUmero cromosdmico.
Figura realizada a partir de la informacion de Hasselmann et al. (2001).

A. mellifera es un insecto holometdbolo, 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 cria 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 pupacién se produce una reorganizacion masiva de los
tejidos y érganos, y luego de 8 a 14 dias de empupado emerge el adulto que dara 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 duracién en dias. Tomado de
Winston (1991).

La celda que dara origen a una reina es denominada celda real y tiene aproximadamente 2 a 2,5
centimetros de largo (Figura 1). Dichas celdas son de mayor tamafio que las celdas de cria de obreras
y se ubican en posicién vertical respecto al panal (Figura 1). Las abejas obreras nodrizas llenan esta
celda con jalea real hasta el momento de su operculacion (cerrado de la celda) en el dia 8 del ciclo
(Ulrich & Rembold, 1983; Evans & Wheeler, 1999) (Tabla 1). Esta alimentacion propicia la fertilidad de
la abeja reina y su mayor tamafio. Una vez que emerge, la reina virgen abandona la colmena y realiza
los vuelos de fecundacién (Brutscher et al., 2019). Estos eventos pueden durar varios dias y tienen
como finalidad el apareamiento de la reina con al menos 10 zdnganos (Winston, 1991). La reina se
aparea con los zanganos en las denominadas Areas de Congregacién de Zanganos (Withrow & Tarpy,
2018) y a su regreso, deposita los huevos en forma individual y selectiva de acuerdo al tamario de las
celdas de cria. En celdas de mayor tamafio, pone huevos no fertilizados que dardn lugar a los zanganos.
En las demas celdas deposita huevos fecundados que, en funcién de la alimentacién que reciban
durante su etapa larval, podran dar lugar a abejas obreras o a una futura nueva reina en el caso de
orfandad o enjambrazdn. Para mantener la cohesién de la colmena, la abeja reina emite una serie de
feromonas que permiten evitar la produccién de nuevas reinas. La esperanza de vida media de una
abeja reina es de dos o tres afios, aunque pueden llegar a vivir hasta cinco afios (Winston, 1991;

Keeling et al., 2003).
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Tabla 1. Duracidn (en dias) de las etapas del ciclo de vida de A. mellifera en cada casta. Se indica el
momento del ciclo en que las celdas de cria son operculadas, el tiempo de desarrollo (TD), la edad de
la madurez sexual (MS) y la longevidad en cada casta; a: afos; d: dias.

Casta Huevo Larva Opérculo Pupa TD MS Longevidad

Reina 3d 5d 7%d 8d 16d 23d 4a
Obrera 3d 6d 9d 12d 21d - 65-120 d
Zangano 3d 6%d 10d 14%d 24d 38d 120 d

Las obreras constituyen la casta mas numerosa dentro de la colonia (Hillyer, 2016; Jean-Prost, 1987).
Desde la puesta del huevo fecundado, una obrera se desarrolla en 21 dias (Tabla 1, Figura 5). La
eclosién del huevo da lugar a una larva que es alimentada con jalea real por obreras nodrizas durante
tres dias consecutivos. A partir del tercer dia, las larvas son alimentadas con una mezcla de polen y
miel hasta que la celda de cria es operculada (Tabla 1, Figura 5). Durante su fase adulta, las obreras
cumplen diversas funciones dentro y fuera de la colonia que varian con la edad, caracteristica conocida
como polietismo temporal (Winston et al., 1979). A edad temprana, las abejas se encargan de la
construccion 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 funcidn de las abejas obreras es
la de higiene y ventilacidon dentro de la colonia mediante la generacién de corrientes de aire que
mantienen estable la temperatura del nido. A partir de los 20 dias de edad, las abejas obreras se
especializan en el pecoreo de polen, néctar y propdleo (Calderone & Page, 1988). Una abeja obrera
puede llegar a volar hasta tres kildbmetros de distancia durante estas tareas. Cuando encuentra una
zona de pecoreo adecuada, regresa a la colonia y comunica mediante danzas la posicién 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 afio (generalmente primavera y verano)
y extenderse a 90-120 dias 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 zanganos se desarrollan en celdas mas 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 funcidn reproductiva (Winston, 1987), la
produccién de zanganos de una colonia se da principalmente en primavera, momento del afio en que
éstos copulan con reinas virgenes de otras colonias para perpetuar su genética (Galindo-Cardona et
al., 2020). Con la llegada del otofio, disminuye la cantidad de alimento disponible y con ello la atencién
alimenticia de las obreras hacia los zanganos, que al no alimentarse, perecen. Esta casta se distingue
visualmente de las obreras, dado que presentan mayor tamafio, un abdomen cuadrado y los ojos

grandes y contiguos (Figura 2).

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

Las abejas meliferas se encuentran dentro del Phylum Arthropoda, Clase Insecta, Orden Hymenoptera,
Familia Apidae y género Apis. Dicho género estda 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 comuinmente 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 dreas boscosas

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

A. mellifera fue clasificada por Carolus Linnaeus en el afio 1758, y a partir de entonces, numerosos
taxénomos describieron varias subespecies (Engel, 1999). Tradicionalmente, la taxonomia
intraespecifica de A. mellifera se ha basado en la morfologia externa (Cornuet et al., 1975; Ruttner,
1988). Las subespecies también se describen como '"razas geograficas" porque sus distribuciones
corresponden a zonas geograficas distintas que incluyen regiones de clima tropical, subtropical y
templado de Africa, Oriente Medio y Europa (Ruttner, 1988). Seglin Ruttner (1992), 26 subespecies de
A. mellifera pueden ser reconocidas en base a caracteres morfoldgicos, biogeograficos,

comportamentales y evidencias genéticas.
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Figura 6. Relaciones filogenéticas de los cuatro linajes principales (A, C, My O) y algunas subespecies
de A. mellifera. Modificado a partir de Wallberg et al. (2014).

Aungque el origen geografico de A. mellifera aun esta en discusién (Han et al., 2012; Al-Ghamdi et al.,
2013; Cridland et al., 2017), existe consenso sobre la existencia de cuatro linajes o lineas evolutivas
principales: A (Africa), 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). Mas recientemente, se
identificé un quinto linaje (Y) en el noreste de Africa y Oriente Medio (Franck et al., 2001), y se informé
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 diversificacin en poblaciones
geograficamente distintas, siguen sin estar totalmente claras. En particular, la regién geografica
formada por Oriente Medio y el noreste de Africa contiene varias zonas de contacto entre los linajes
A, O, Yy, potencialmente, otros linajes. Un estudio reciente, que incluyé el andlisis genémico de 18
subespecies de A. mellifera nativas y dos en particular cuyos genomas fueron recientemente
secuenciados, evidencidé que éstas Ultimas constituyen grupos genéticos que justifican su clasificacién
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 distribucidn de linajes evolutivos de A. mellifera propuesta por Dogantzis et al.
(2021) (izquierda). Reconstruccion filogenética obtenida por estos autores a partir del andlisis de
muestras de 18 subespecies de A. mellifera (derecha).

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

La abeja melifera fue introducida al continente americano, mas precisamente en la isla de Santo
Domingo, en los siglos XIV-XV durante la colonizacién espafiola (De Jaime Lorén, 2003). Sin embargo,
otras fuentes aseguran que fueron los Padres Dominicos los responsables de su introduccién en el
continente americano en el afio 1536. Las abejas introducidas pertenecian 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 mencién de A. mellifera en Sudamérica hacia el afio 1830, cuando
arribaron a Colonia del Sacramento (Uruguay) las primeras colmenas de A. m. melifera (linaje M)
provenientes de Francia (Bierzychudek, 1979). De forma simultanea, la subespecie A. m. carnica (linaje
C) fue introducida en Rio Grande do Sul (Brasil) por colonos alemanes. Posteriormente, en el afio 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 paises y hacia distintas
provincias. Por ejemplo, en el afio 1855, se introdujeron desde Chile colonias de la especie A. m.
ligustica en la provincia de Mendoza; en 1857 se enviaron a Gualeguaychu (Entre Rios) 4 colmenas de
A. m. mellifera provenientes de Montevideo (Uruguay) dando inicio a la multiplicacién de este material
en la zona (Bierzychudek, 1979). La introduccidon de nuevos materiales vivos (reinas fecundadas y
celdas reales) continud durante el siglo XX, principalmente de A. m. ligustica o abeja italiana, preferida
por su mansedumbre y productividad (Palacio & Bedascarrasbure, 1998), como asi 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 afio
1956 con fines de investigacion, particularmente con el objetivo de generar hibridos con abejas de
origen europeo que estuvieran mejor adaptados al clima tropical-subtropical (Kerr et al., 1970, 1982;
Bierzychudek, 1979; Agra, 2018). Una liberacidn accidental de estas abejas africanas condujo al origen
y establecimiento de poblaciones de origen hibrido (abejas de origen europeo y africano), dando lugar
al proceso conocido como “africanizacidon”, que continda hasta la actualidad (Winston et al., 1979;
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 pais en el afo 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 enjambrazdn y abandono de la colmena, caracteristicas
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 econdmica de la especie

Como se menciond anteriormente, A. mellifera estd considerado como un polinizador clave a nivel
mundial, siendo esencial para la multiplicacién de una gran cantidad de especies vegetales de interés
agrondmico (Burgett et al., 2004). En efecto, el rendimiento de algunos cultivos de frutas, semillas y
frutos secos disminuye en mas de un 90% sin los servicios de polinizacidon de las abejas meliferas
(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 paises
desarrollados y paises en desarrollo, respectivamente (Aizen & Harder, 2009), siendo A. mellifera el

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

La abeja melifera es también el principal productor de miel del mundo. La produccién global de este

alimento se estimé en 1,07 millones de toneladas métricas en el afio 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 pais productor y exportador de miel con altos
estandares de calidad, dado que el destino principal de la produccién es la exportacion (SENASA, 2016;
FAO 2018; Sanchez et al., 2018; MAGyP, 2021). En términos productivos, el sector apicola aporta ala
economia de nuestro pais un ingreso anual superior a los 200 millones de ddlares, con una produccién
media anual de 60.000 toneladas de miel natural (Fuente: FAO, MinAgro; https://inta.gob.ar/).
Nuestro pais presenta una amplia gama de condiciones para la produccion de miel, lo que permite
definir cuatro zonas principales de produccién (zona de Buenos Aires, zona central, zona litoral y zona
patagdnica) (Salina et al., 2021). Se cuenta en todo el pais, con alrededor de 4.5 millones de colonias
de abejas registradas y gestionadas por aproximadamente 26.000 apicultores. La actividad apicola
estuvo histéricamente concentrada en la pampa himeda; en 1995, el 90% de la miel se producia en
esa regién (Bedascarrasbure, 1995). De acuerdo con los datos del RENAPA de 2020 la situacién 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 tecnologia a los

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

Mientras que en el periodo 2000-2009 se produjeron en promedio 84.000 toneladas anuales de miel,
en el periodo 2010-2013 la produccién se redujo a un promedio de 68.000 toneladas anuales,
evidenciando una disminucidn del 20% en el rendimiento de miel en las principales zonas productoras
del pais (Haberle, 2014; Sanchez, 2018; FAO 2018). La mortandad de colonias ha jugado un rol
importante en la disminucidn 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 hipdtesis
propuestas para explicar el aumento de la mortandad de las colonias de A. mellifera, se encuentran la
interaccion entre varios factores de estrés bidtico y abidtico, como el impacto de pesticidas usados en
la produccion agricola (contaminacién indirecta), el uso de acaricidas en la produccién apicola
(contaminacién directa), la subnutriciéon (causada por la reduccién de la oferta floral), el cambio
climatico, y la mayor incidencia de enfermedades como virosis y parasitosis (Biesmeijer et al., 2006;
Goulson et al., 2008; van Engelsdorp et al., 2009; Freitas et al., 2009; Ellis et al., 2010; Stanimirovi¢ et

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

La disminucién 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).
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Figura 8. Factores de estrés asociados a la disminucidn de colmenas de A. mellifera en el mundo, que
actuan generalmente de forma sinérgica. Basado en informacidn revisada en Goulson et al. (2015).

I.G. 1.6. Sobre los patégenos 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 cientifica coincide en que ciertos patégenos (agentes infecciosos o
parasitarios que ocasionan enfermedades) son una de las principales causas de mortalidad de las
colonias de abejas (Genersch, 2010a; Stanimirovi¢ et al., 2019). Numerosas publicaciones cientificas
han demostrado una mayor presencia y carga de patdgenos en colmenas colapsadas en relacion 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 acaro ectoparasito Varroa destructor, es considerado
la principal amenaza sanitaria para las abejas meliferas en todo el mundo (Genersch, 2010b; Le Conte
et al., 2010). La parasitosis producida por este acaro tiene impacto directo sobre la inmunidad y la
nutricion de las abejas y la supervivencia de las colonias, e indirecto, ya que actia como vector
mecanico y bioldgico de varios virus. En particular, dos virus altamente asociados con las infestaciones

de V. destructor son el virus de la paralisis 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 sintomas de la
infeccidn por ABPV son paralisis, temblores, incapacidad para volar, oscurecimiento gradual y pérdida
de pelo en el térax y el abdomen, y la muerte prematura de las abejas asociada a una fuerte
disminucién de adultos en la colonia (de Miranda et al., 2010). EIl DWV causa principalmente
infecciones benignas sin signos de enfermedad cuando se transmite verticalmente (a través de
zanganos y reinas) u horizontalmente (a través del alimento de las larvas). Sin embargo, cuando los
acaros se alimentan y reproducen en las celdas de cria de las abejas, transmiten el virus a la cria
(transmisidn vectorial), lo que provoca la deformacién de las alas, decoloracién, abdomen corto e

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

Dos enfermedades bacterianas de las abejas meliferas importantes desde el punto de vista
econdmico, son la loque americana (AFB) y la loque europea (EFB). La AFB esta causada por la bacteria
Paenibacillus larvae y no sélo es letal para las larvas individuales, sino para colonias enteras de abejas
meliferas (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 meliferas. 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 dias

(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 zanganos) (Fries, 2010; revisado por Galajda et al., 2021). Se presenta en
casi todos los paises con practicas apicolas y disminuye negativamente la productividad y la
supervivencia de las colonias de abejas meliferas, principalmente en climas templados (Higes et al.,
2008; Botias et al., 2013; revisado por Marin-Garcia et al., 2022). Dicha enfermedad genera
disminucién de los niveles de proteinas y acidos 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 etioldgicos de la
enfermedad. Las formas infecciosas de estos parasitos intracelulares son las esporas, que son
ingeridas por las abejas durante la alimentacion de miel, polen o agua contaminada. El uso de
medicamentos convencionales (ej. antibiéticos) aplicados en la apicultura para controlar la
enfermedad tiene una fuerte limitacién debido a la generacidn de resistencia a los principios activos,

la contaminacién 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 asociacién con otros patdégenos 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 produccién de miel y la polinizacién de los cultivos

(Fries et al., 2003).

|.G. 2. Varroa destructor

I.G. 2.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de V. destructor esta 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 cria
de obreras y zanganos (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 cria

operculada (no presentan fase forética).

Fase forética
A

Fase Reproductiva
|

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). Morfologia externa de hembras, machos y
estadios inmaduros del acaro (derecha): de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: hija
madura, madre o hembra fundadora, hija inmadura (deutoninfa) y macho maduro. Fotografia
extraida de Rosenkranz et al. (2010).

La entrada de V. destructor (hembra fundadora) a las celdas de cria ocurre justo antes de que éstas
sean operculadas en el dia 8-9 del desarrollo de la abeja (larva de quinto estadio o L5) (Figura 11). Los
acaros 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 eleccion de las abejas nodrizas por parte de los dcaros constituiria una
estrategia adaptativa que aumenta su éxito reproductivo, ya que son las abejas nodrizas quienes estan
en contacto permanente con las celdas de cria no operculada mediante su alimentacion (Fernandez
et al., 1993; Kuenen & Calderone, 1997) y posibilitarian asi, la entrada efectiva de las hembras

fundadoras a estas celdas.

Después de invadir una celda de cria, la hembra fundadora se moviliza entre la larva y la pared de la
celday llega al fondo de ésta, donde se queda inmdvil en el alimento (Figura 11), respirando a través
de su peritrema, el érgano respiratorio de los dcaros Gamasidos (revisado en Rosenkranz et al., 2010).
Este comportamiento del acaro seria una adaptacion para minimizar la remocién de la cria parasitada
por parte de las abejas nodrizas, ya que, antes y durante el operculado, éstas inspeccionan con

frecuencia las celdas de cria.

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 acaro trepa por la prepupa y perfora un

agujero relativamente grande (100 um) en la cuticula del quinto segmento de la abeja para crear un
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sitio de alimentacién para ellay la futura descendencia (Donzé & Guerin, 1994; Kanbar & Engels, 2003;
Li et al., 2019) (Figura 11). Este sitio de alimentacién permanece abierto debido a los anticoagulantes
presentes en la saliva de los acaros y la supresién de la cicatrizacion de la herida del huésped (Richards

etal.,, 2011).

Huevo

Estadio larval preinfestacion

. Etapa prepupal
[l Primer huevo de Varroa
Etapa de pupa
La Varroa macho alcanza la madurez sexual

Los zénganos emergen 3 dias después que las obreras

® Hembra fundadora

o Huevo

s Proto- / deutoninfa masculina
ty Protoninfa femenina

¢ Deutoninfa femenina

» Macho adulto

@ Hembra preadulta

(=3

Hembra adulta

Figura 11. Esquema del ciclo reproductivo de V. destructor sobre su hospedador, A. mellifera.
Modificado a partir de Evans & Cook (2018).

La alimentacion de los cuerpos grasos de las larvas hospedadoras es un requisito para la reproduccion
de V. destructor (Ramsey et al., 2019). Ademas, las sefiales de la celda y la larva desencadenan la
ovogénesis y luego la previtelogénesis, la vitelogénesis y la embriogénesis intraovarica en la hembra
fundadora (Steiner & Diehl 1994; Steiner et al., 1994; 1995; Steiner 1995; Garrido et al., 2000). Iniciar
la oviposicidon es una tarea energéticamente exigente, y las hembras fundadoras obtienen esta energia
metabolizando este tejido consumido de las abejas. Recientemente, estudios proteémicos (McAfee et
al., 2017) y transcriptéomicos (Mondet et al., 2018) identificaron una caida en la expresidén de las
enzimas que metabolizan los carbohidratos durante la puesta de huevos y una regulacién positiva
antes y después de la esta etapa (Mondet et al., 2018). Este patron de expresidon coincide con los
periodos 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

proteinas de la abeja que evitaron la digestidén y pasaron a través del acaro sin ser metabolizadas por
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las enzimas cataliticas. La hembra fundadora también requiere algunas proteinas 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 maxima
de enzimas antes y después de la oviposicién cubre las demandas energéticas de la produccién de
huevos. Estas observaciones indicarian 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 determinacién del sexo en V. destructor se realiza mediante partenogénesis arrendtoca: 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 dara
origen a un macho, aproximadamente 60-70 horas después de la invasion de la celda de cria (Donzé
& Guerin, 1994). A partir de ese momento, la hembra fundadora pone un huevo diploide cada 30
horas, que dard origen a hembras hijas (Rehm & Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994). Desde la
eclosiéon del huevo hasta que el adulto muda, la descendencia del dcaro pasa por las etapas de proto
y deutoninfa (Figuras 10y 11), siendo el tiempo de desarrollo de aproximadamente 5.8 y 6.6 dias para
los acaros hembra y macho, respectivamente (Rehm & Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994,
Donzé & Guerin, 1994). Ambos estadios ninfales se dividen en una fase mévil y otra inmdévil justo antes

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

Los acaros presentan un claro dimorfismo sexual (Ifantidis, 1983). Los machos son mas pequefios que
las hembras durante todo el desarrollo ontogenético y tienen patas mas largas en relacién con el
tamafo del cuerpo (Figura 10). Las hembras cambian durante su desarrollo de una forma corporal
oblonga a una eliptica transversal; las deutoninfas ya exhiben la forma final del cuerpo. En la etapa de
deutoninfa, en la periferia del opistosoma, la coloracidn comienza a cambiar a un color marrdn 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 ultima 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 jovenes facilitan esta accién
levantando sus cuerpos. En esta posicién, el macho busca los gondporos (que estan 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 & Hanel, 1986). Luego saca el
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espermatoéforo de su abertura genital y lo transfiere al gondporo de la hembra mediante el uso de los
queliceros. Los machos se aparean casi exclusivamente con hembras recién mudadas y dejan de
aparearse con hembras mayores cuando una mas joven termina su ultima muda adulta (Ziegelmann
et al., 2013). Las hembras reciben de 30 a 40 espermatdforos a través de multiples apareamientos con
el macho dentro de la celda, que almacenan y utilizan durante su vida (HduRermann 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 virgenes pueden poner huevos haploides y luego aparearse con su hijo (HduRermann

et al., 2019).

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

El acaro Varroa destructor Anderson y Trueman (Acari: Varroidae) es un ectoparasito obligado de las
abejas meliferas. Este acaro, que originalmente parasitaba a la abeja oriental, A. cerana, sufrié un
cambié de hospedador hacia A. mellifera alrededor de la década de 1950 y a partir de alli se expandio
rapidamente por Europa, Africa, América y la regién asiatica del Pacifico (Oldroyd, 1999). En el afio
1957, A. mellifera ya se habia convertido en hospedador de V. destructor en Japon, y en 1963 en Hong
Kong. Su rango se expandié rapidamente a través del comercio mundial de abejas meliferas, tanto
legal como ilegal, y probablemente a través de enjambres que viajaron en los barcos. En menos de
medio siglo, V. destructor se extendio 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).

Aln luego del cambio de hospedador, V. destructor era reconocido bajo el nombre especifico de V.
jacobsoni, una especie morfolégicamente similar que parasita A. cerana en Indonesia (Oudemans,
1904). No fue hasta el afio 2000 que, mediante un exhaustivo estudio morfolégico y molecular, se
detectd 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 Ky J. Se cree que el haplotipo K cambid por primera vez de A.
cerana a A. mellifera cerca de la ciudad de Vladivostok (al norte de la peninsula de Corea), mientras
que el haplotipo J dio un salto similar a finales de la década de 1950 tras la introduccién de A. mellifera

en Japdén (De Guzman & Rinderer, 1999; revisado en Navajas et al., 2010).
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Figura 12. Distribucidn 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 dispersion

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 distribucién practicamente cosmopolita (Figura 12) y es
considerado el mas virulento en relacidn 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 Japodn, Tailandia y Sudamérica (Anderson & Trueman, 2000; De Guzman et al.,

1998; Garrido et al., 2003; Mufioz 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
biolégica para las colonias manejadas de A. mellifera en todo el mundo (Currie et al., 2010; Dahle,
2010; Genersch et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Le Conte et al., 2010; Nazzi & Le Conte, 2016;
revisado por Flores et al., 2021). Los sintomas mas notables de la varroosis son debilidad de las
colonias, distribucidn irregular de la cria operculada y presencia de celdas de zdnganos y obreras con
opérculos perforados. Ademas, 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 produccién de criay de

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

V. destructor no sélo produce efectos directos sobre el estatus sanitario y nutricional de las abejas,
sino que también actla como vector biolégico de patdgenos virales y bacterianos (Sumpter & Martin,

2004; Antunez et al., 2006; Martin et al., 2012; Brasesco et al., 2021a; b; Yafiez et al., 2020; Salina et
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al., 2021). De esta forma, la parasitacion por V. destructor constituye un factor de estrés que afecta el
sistema inmune de las abejas y permite que otros agentes patégenos se multipliquen sin control en
las colonias (Le Conte et al., 2010). La presencia de altos niveles de parasitacién puede inducir la

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

Hasta la fecha, se han aislado mas de 24 virus diferentes en abejas meliferas (Yafiez et al., 2020; Salina
et al., 2021). Existe evidencia de que V. destructor se comporta como vector mecanico y bioldgico del
virus de las Alas Deformadas - tipo B (DWV-B, del inglés: Deformed Wing Virus) y del virus de la Paralisis
Aguda Israeli (IAPV, del inglés: Israeli Acute Paralysis Virus), y como vector mecanico del virus de la
Paralisis 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 Paralisis Crénica (CBPV,
del inglés: Chronic Bee Paralysis Virus) (revisado en Yafiez et al., 2020 y Salina et al., 2021). Ademas,
aunque todavia no hay resultados concluyentes, el dcaro también actuaria como vector de otros virus
(Santillan-Galicia et al., 2010; Daughenbaugh et al., 2015; de Miranda et al., 2015; Cornman, 2017,
Levinetal., 2017; Remnant et al., 2017; Posada-Florez et al., 2019; Dubois et al., 2020). La combinacidn
de Varroa y virus como KBV, ABPV o IAPV puede desencadenar graves pérdidas de colonias (Genersch
& Aubert, 2010). Ademas, la sinergia entre el 4caro 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 acaros (Requier & Antunez, 2020), mientras que la transmisién de DWV tipo A ocurre de

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

La transmision de Varroa es horizontal (entre individuos de una misma generacion) y vertical (entre
parentales y descendencia). Ademas, puede ser intra o intercolonial. Principalmente, la diseminacién
de este 4caro 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 estan influenciados por factores genéticos y
ambientales. Se cree que las practicas apicolas son en parte responsables de mantener las formas mas
virulentas de los patdgenos, especialmente porque contribuyen a su transmisién horizontal (Fries &
Camazine, 2001). Ademas, ciertas practicas de manejo apicola, 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 Noél 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 dafio
econdmico requieren de la implementacion de diferentes estrategias. El umbral de dafio es un
parametro de naturaleza econémicay no biolégica, y por lo tanto se aplica en las decisiones de manejo
de colmenas con fines exclusivamente de produccién y rentabilidad (Delaplane & Hood, 1999). El
umbral de infestacidn, y con esto el impacto de V. destructor en las colonias, varia en funcién de
factores ambientales (como los promedios de precipitaciones, la region geografica y la disponibilidad
de alimento), genéticos (como diferencias entre abejas africanizadas y europeas, y la presencia de
comportamiento higiénico), y la interaccion entre éstos (Wegener et al., 2016; Dechatre et al., 2021).
Uno de los principales métodos de control es la aplicacidon de acaricidas de sintesis (revisado en Noél
et al., 2020). Los mas difundidos son los productos a base de cumafos, amitraz, flumetrinay 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 fécil aplicacién y bajo costo. No obstante, son persistentes en
el ambiente, se acumulan en propdleos, 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 generacién de resistencia por
parte del parasito (Wallner & Fries, 2003; Maggi et al., 2009; 2010). En Italia, Francia, Israel y EE.UU se
han detectado casos de resistencia por parte del acaro 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 acaros
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 acaros
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). Asi, es cada vez mas
frecuente detectar una disminucion de la eficacia de dichos productos, con la aparicion de focos de
resistencia del dcaro tanto a nivel local (Ruffinengo, 2010; Medici et al., 2015; Conlon et al., 2019)
como mundial (Rosenkranz et al., 2010; Rinkevich, 2020; Hernandez-Rodriguez et al., 2021),
disminuyendo la disponibilidad de acaricidas efectivos para el control de esta parasitosis. Esto ha
promovido la buisqueda de nuevas moléculas que minimicen estas desventajas. Acidos organicos,
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 pais, se
han evaluado acaricidas orgdnicos que reducen significativamente las poblaciones del dcaro (Eguaras
et al., 2001; 2004; Bulacio Cagnolo et al., 2010; Ruffinengo et al., 2014; Martinez Fhurer & Lopez,

2018), y que minimizan la aplicacién de acaricidas de sintesis. Estos acaricidas organicos tienen bajo
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riesgo de persistencia y acumulacién, no contaminan la miel (Bogdanov, 2006) y presentan baja
probabilidad de desarrollar resistencia en el parasito (Rosenkranz et al., 2010). Sin embargo, su
utilizacidn no alcanza para mantener bajos niveles de varroosis en colmenas comerciales durante todo
el afio y por lo tanto, no se ha podido aun prescindir del uso de acaricidas de sintesis para el control

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

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

El equilibrio en las relaciones parasito-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 acaros (Fries & Bommarco, 2007; Oddie et al., 2018)).

En este sistema huésped-parasito, el huésped u hospedador puede emplear dos estrategias diferentes
para defenderse de los parasitos: resistencia y tolerancia (Raberg 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 mayoria de los casos la
resistencia y la tolerancia estan correlacionadas (Lipsitch et al., 1996, Raberg et al., 2007; Schmid
Hempel, 2011). En las abejas, la tolerancia implica la capacidad de reaccion frente a V. destructory la
habilidad que tienen las mismas de coexistir con los dcaros sin que éstos influyan en forma negativa
en la supervivencia, tamafio poblacional, estado sanitario y productividad de la colmena en un
ambiente y sistema de manejo determinados (Arechavaleta-Velasco et al, 2001; Biichler et al., 2010).
Por otro lado, las colonias de abejas pueden presentar mecanismos de defensa activos que les permite
mantener la poblacién del 4caro dentro de los limites aceptables para no producir dafio dentro de la
colonia, tal como ocurre en A. cerana, donde la relacidn huésped - parasito se encuentra en equilibrio

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

Como contraparte de esta interaccidn, el parasito despliega un conjunto de estrategias que le permite
evadir el ataque del hospedador, sobrevivir y multiplicarse. En particular, las estrategias de los
microparasitos se basan fundamentalmente en un tamafo corporal menor, la alimentacién sin
eliminacion del hospedador, y un ajuste en su ciclo de vida para reproducirse y lograr evadir las
defensas del hospedador (Poulin, 2007). Dentro de esta categoria y para nuestro sistema de estudio,
V. destructor presenta adaptaciones al parasitismo entre las que se destacan la seleccidon de
hospedadores de acuerdo a la edad y/o funcién de las abejas (Calderone et al., 2002; Pernal et al.,

2005) y sofisticadas estrategias de mimetismo quimico, que le otorgan a este parasito 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 coevolucidon huésped-pardsito puede conducir a una relacion relativamente estable y dindmica
entre los organismos participantes de la interaccion, principalmente dada por la selecciéon natural
actuando en términos de cientos y miles de afios, 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 relacién entre V. destructor y A. mellifera, los efectos de
la seleccion natural sobre el aumento de la resistencia de las colonias frente a los dcaros se han visto
limitados por las practicas de manejo modernas asociadas a la aplicacién de tratamientos sanitarios
frecuentes con acaricidas de sintesis que impiden la aparicidn de la presion selectiva natural necesaria
para que tal proceso ocurra (Buchler, et al., 2010; Locke, 2011; 2016). Ademas, tal como se menciond
anteriormente, prdcticas de manejo inadecuadas pueden llevar a una presiéon de seleccién que
favorezca el desarrollo de nuevos mecanismos de evasion por parte del parasito (acaros resistentes).
Sin embargo, desde hace varios afios, en diversas partes del mundo, se ha avanzado en la

identificacion y seleccion de lineas de abejas meliferas con rasgos de resistencia a V. destructor, que

logran limitar el crecimiento poblacional del dcaro dentro de las colonias, o tolerancia a la parasitacion,
mediante una compleja relacidon hospedador-pardsito 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 acaro que resultan insumos clave para los programas de mejoramiento apicola. Mientras
muchos estudios estan enfocados en la salud, mejoras de manejo apicola e impacto econdmico de la
varroosis (revisado por Jack & Ellis, 2021), hay aun 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 dinamica de la interaccidn entre este pardsito y su hospedador es
fundamental para avanzar en el conocimiento de esta compleja relacién y favorecer al desarrollo de

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

particularidad de cada ambiente y regidn apicola.
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Objetivos e hipotesis
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Objetivo general

El presente plan de trabajo propone estudiar la interaccién entre Apis mellifera y su principal
patégeno, Varroa destructor, con el fin de aportar conocimientos sobre los factores que la modulany
los mecanismos genético-moleculares vinculados a la reproduccién del dcaro sobre su hospedador.
Dicha informacién permitira profundizar el conocimiento sobre la relacién pardsito-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 especificos
1) Caracterizar a nivel genético, poblacional y comportamental colonias de A. mellifera establecidas

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

2) Caracterizar la genética y la dindmica 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 apicolas de Argentina.

4) ldentificar y analizar los patrones de expresidon de genes potencialmente involucrados en el éxito

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

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

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

Hipétesis
1) Las colonias de A. mellifera bajo estudio presentan variacidn fenotipica en el comportamiento de

higiene hacia celdas de cria parasitadas con V. destructor.

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

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

3) Es posible analizar los principales factores involucrados en la interaccion A. mellifera - V. destructor
mediante la caracterizacion de la dindmica poblacional de las colonias y del dcaro 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 analisis de marcadores

mitocondriales.
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5) Existen genes de V. destructor que se expresan diferencialmente entre acaros reproductivos y no
reproductivos, que estan involucrados en su éxito reproductivo y que es posible identificarlos

mediante un andlisis de transcriptoma.

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

interfiere en la capacidad reproductiva del acaro.
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Nota del Tesista

La concepcién de la presente Tesis Doctoral resulta de |la busqueda de antecedentes y visualizacion de
vacancias del conocimiento sobre la relacidon hospedador-parasito en el modelo Apis mellifera: Varroa
destructor. En funcién de estos conceptos organicé la presentacién de los resultados en diferentes
secciones. En los capitulos que se desarrollan a continuacion, y en funcidn de los objetivos propuestos,
presentaré los antecedentes, explicaré las aproximaciones utilizadas y metodologias aplicadas, y
analizaré los principales resultados obtenidos. En el primer capitulo, comenzaré analizando vy
discutiendo los resultados de la caracterizacién poblacional, genética y comportamental de colonias
de abejas meliferas establecidas en clima templado, y analizaré la dindmica de las poblaciones de V.
destructor asociadas. Esta informacidn es relevante para profundizar el conocimiento de la interaccién
entre el pardsito y su hospedador, para determinar si las colonias se comportan de forma homogénea
frente a la parasitacion y si el dcaro presenta variaciéon en su comportamiento reproductivo dentro de
las celdas de cria de las abejas en esta region agroecoldgica. Estas colonias y las poblaciones de V.
destructor asociadas seran el material que analizaré en los capitulos tres y cuatro de la Tesis. En el
capitulo dos, me concentraré en el analisis de la variabilidad genética de V. destructor en la poblacién
de clima templado mencionada y en otras 9 poblaciones localizadas en diferentes regiones
agroecoldgicas de Argentina dedicadas a la actividad apicola. Principalmente analizaré poblaciones del
acaro asociadas a colonias de abejas establecidas en regiones de climas subtropical y templado.
Mediante la aplicacion del marcador mitocondrial cox1, ampliamente usado para la determinacién 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, informacion clave para iniciar el estudio del impacto de dicha
variacion sobre fenotipos de interés como el éxito reproductivo o la virulencia del acaro. Los andlisis
de variabilidad genética se complementaran con estudios de genes intervinientes en la reproduccién
de V. destructor dentro de las celdas de cria de abejas. Presentaré en el capitulo tres, los principales
resultados del andlisis transcriptémico de grupos de acaros reproductivos, no reproductivos y
foréticos, identificando genes diferencialmente expresados entre estas condiciones y rutas
metabdlicas involucradas tanto en la reproduccién como en la transicion de fases del ciclo de vida de
V. destructor. La informacién generada en este capitulo sera el insumo fundamental para los ensayos
de gPCR y silenciamiento génico que presentaré en el cuarto y ultimo capitulo. En éste detallaré la
metodologia de silenciamiento génico mediante RNA de interferencia aplicada para disminuir la
expresion de seis genes candidatos asociados al éxito reproductivo del acaro y evaluar el efecto
fenotipico del mismo. Los resultados de este capitulo sentaran las bases para iniciar estudios

funcionales de estos genes, y explorar las vias metabdlicas involucradas en la reproduccidn exitosa de
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V. destructor dentro de la celda de cria de la abeja. Hacia el final de la tesis, presentaré una discusion
general para integrar los conocimientos generados de forma holistica y discutir su relevancia en el
desarrollo de técnicas integradas de control de la varroosis. Espero que la informacidn aqui generada
contribuya a aumentar nuestro conocimiento sobre este complejo sistema de estudio y en un futuro,
a minimizar el impacto de la infestacién en las colonias de A. mellifera en clima templado y promover

el desarrollo apicola en nuestro pais.
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Capitulo 1. Caracterizacion genéticay
comportamental de colonias de Apis mellifera
en condiciones de parasitacion natural con
Varroa destructor
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1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Dinamica de poblaciones de abejas y acaros en colonias de A. mellifera

El conocimiento de la dinamica de las poblaciones de V. destructor es fundamental para lograr un
adecuado control de la parasitosis y determinar los puntos criticos 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 dindmica 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 parasito
solo puede completar su ciclo de vida dentro de la colonia por lo que esta intimamente ligado al
desarrollo bioldgico de su hospedador (Orantes Bermejo & Garcia Fernandez, 1994; Rosenkranz et al.,
2010; Traynor et al., 2020), y las variaciones en el microambiente de la colonia pueden influir en su
reproduccion y asi en el crecimiento de sus poblaciones (Eguaras & Ruffinengo, 2006). Por ejemplo, la
cantidad y la disponibilidad de celdas de cria, la proporcién de zdnganos 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 acaros 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 dinamica poblacional del parasito (Rosenkranz et al., 2010). En general, la
poblacién de Varroa tiende a crecer exponencialmente hasta alcanzar una fase, a partir de la cual,
comienza a descender rapidamente al igual que la poblacion 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 caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las abejas y a la ubicacidn geografica de

las colonias huésped.

El ecotipo (poblacién adaptada a una determinada ecorregion) de las abejas meliferas 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 asi como, las abejas africanizadas, bajo condiciones de clima tropical
en América mantienen una relacidn estable con el parasito, 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 parasito es mas lento que en
condiciones de clima templado (Eguaras et al., 1994, Garcia Fernandez et al., 1995, Moretto et al.,

1991; Rosenkranz et al., 2006).
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O O Momento de la enjambrazén

Ciclo reproductivo de Varroa
12 dias en celdas de obreras
15 dias en celdas de zdnganos

® Poblacién de Varroa

[[] Cria de obreras

[ Cria de zdnganos

[[] Poblacién de abejas adultas
[ Cria de obreras de invierno

[ Poblacién de abejas adultas
en invierno

Figura 13. Crecimiento tedrico 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 cria de obreras (en marrén claro) y bajas
poblaciones de Varroa. A medida que emergen nuevas abejas, la poblacion de abejas adultas (en
amarillo) aumenta rapidamente. A principios de la primavera, la colonia comienza a criar zanganos
(en marrén oscuro), que son preferidos por V. destructor (graficados como acaros rojos). Después de
la temporada de enjambrazdn, las colonias dejan de criar zdnganos, lo que obliga al 4caro a
reproducirse en las celdas de cria de obreras. A medida que aumentan los niveles de acaros, una sola
celda puede ser co-infestada por multiples hembras fundadoras, con lo que la tasa de reproduccion
de cada una se reduce, pero la tasa de produccién de hembras hijas fecundadas aumenta. A finales
del verano, tanto la poblacidn de abejas como de cria se reducen, y la infestacién de Varroa
aumenta en la poblacidn de abejas adultas por encima de los umbrales de dafio. Las colonias
producen simultdaneamente crias de invierno (en azul claro) que se convierten en las abejas de
invierno de alta longevidad (en azul), de la que se alimentan los dcaros. Cuando la colonia deja de
producir cria, Varroa no tiene lugar donde reproducirse y su poblacién decrece. Extraido de Traynor

et al. (2020).

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

cria varia a lo largo del afio, desde muy abundante en verano hasta minima o nula en invierno, lo que
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interrumpe la reproduccién del pardsito 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 mds de dos anos (Boecking and Genersch, 2008; Neumann et al., 2012; Van
Dooremalen et al., 2012). El impacto negativo se profundiza si la presencia del parasito en las colonias
hacia el final del otofo es elevada, afectando en ultima instancia a las poblaciones de invierno y de la
primavera siguiente (Guzman Novoa et al., 2010; van Dooremalen et al., 2012), y comprometiendo la

supervivencia de la colonia.

En regiones de clima frio, los periodos reproductivos del acaro son mas cortos, la duracién del ciclo de
postura de la reina decrece y esto determina que el parasito tenga menos oportunidades para
reproducirse, menor cantidad de cria 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 dindmica poblacional del
parasito y su huésped en cada ambiente, asi como los comportamientos de higiene de las abejas hacia
el acaro, son requisitos fundamentales a la hora de evaluar estrategias de manejo para reducir la
poblacién de V. destructor, ya que la probabilidad de colapso de las colonias se incrementa a medida

gue la poblacion de acaros aumenta (Calderone, 1999).

1.1.2. Caracterizacién genética de poblaciones de A. mellifera

Los estudios morfoldgicos, particularmente sobre la morfometria 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 ultimas han resultado Utiles para realizar estudios detallados sobre la variabilidad
genética, origen geografico y patrones de dispersién 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 andlisis con marcadores SSR (del inglés, Simple
Sequence Repeats) o microsatélites (Estoup et al., 1995; Franck et al., 2001). Estas herramientas han
sido igualmente utiles 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 introduccion de la abeja africana A. m.
scutellata en Brasil (Kerr, 1957) y la subsecuente hibridizacién (africanizacién) 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 aplicacién de estas herramientas.
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En los ultimos afios se han comenzado a utilizar herramientas gendmicas que han permitido obtener
una mejor comprensién 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 publicacién del
genoma completo de A. mellifera (Weinstock et al., 2006) hasta la utilizacién 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 secuenciacidn de nueva generacidn, se ha incrementado mucho
la cantidad de herramientas disponibles para estudios gendmicos 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 Unica, ausencia de recombinacion y una alta tasa de evolucion
(Avise et al., 1984; Simon et al., 1994). Estas caracteristicas, sumadas a la gran cantidad de
mitocondrias por célula, y al nimero de copias de genomas por mitocondria (varia entre 1000 y
10.000) facilitan su estudio desde el punto de vista metodolégico 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 andlisis 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 secuenciacion directa. Las
variaciones RFLP se revelan mediante la digestién de todo el genoma mitocondrial con endonucleasas
de restriccion. 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 morfometria. Con el advenimiento de las
técnicas de biologia 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 ademas requiere mayor tiempo de procesamiento. En ambos métodos, los

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

PCR-RFLP se revela dentro de una region especifica amplificada por PCR.

En los primeros trabajos realizados con esta técnica se utilizaron varias regiones especificas de ADN,
tanto para determinar africanizacién 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 amplicdn de 485 pares de bases (pb) de longitud, junto con el uso de la enzima de
restriccion Bgl 1. 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 africanizacion en América (Pinto et al.,

2003).

Uno de los marcadores mas utilizados para el andlisis de la variabilidad genética de las poblaciones de
A. mellifera es la regidn intergénica entre los genes citocromo oxidasa | y citocromo oxidasa Il (cox1-
cox2) (Figura 14). Este marcador presenta al menos siete variantes en su longitud que pueden ser
explicadas por la combinacidn 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 ultima se encuentra
presente en todas las subespecies y se divide en tres regiones segun su similitud de secuencias
nucleotidica con las zonas gendmicas adyacentes: Q1 es similar al extremo 3" del gen cox1, Q2 es
similar al gen del ARN de transferencia del aminoacido 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 caracteristicas 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 region intergénica entre los genes citocromo
oxidasa | y citocromo oxidasa Il (cox1-cox2). Para realizar el gréfico se utilizé 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 rapida y sencilla por medio de enzimas de restriccidn, entre
ellas, la mas utilizada es Dra |, pero también Hinf | y EcoR1 sirven para la determinacion de diferentes

haplotipos.
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Haplotipos de A. mellifera detectados en Argentina
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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 regidn intergénica citocromo oxidasa | y
citocromo oxidasa Il (cox1-cox2) cominmente analizada para la determinacién del linaje
mitocondrial y con lineas rojas se indican los sitios de restriccion de la enzima Hinf .

1.1.2.2 Antecedentes de caracterizacidn genética de A. mellifera de Argentina

En el afio 1991, Sheppard y colaboradores realizaron los primeros trabajos de caracterizacion
molecular con el andlisis del ADN mitocondrial total de abejas mediante la técnica de RFLP. Los autores
analizaron muestras de abejas de la zona noreste de nuestro pais, con epicentro en la provincia de
Tucumadn, realizando transectas en direccion sur y oeste para confirmar la presencia de africanizacion.
Los autores registraron una zona de saturacidon donde solo detectaron abejas africanizadas, una zona
de colonizaciéon permanente o zona de transicidn, caracterizada por una compleja hibridacion entre
abejas de origen europeo y africano, y una zona de colonizacién temporaria donde las abejas

africanizadas solo se encontraban en los meses de primavera y verano (Figura 16).
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Figura 16. Distribucion de la africanizacidon en Argentina de acuerdo a los primeros resultados de
Sheppard et al. (1991). La linea naranja indica el limite de saturacidn de abejas africanizadas (AA); la
linea celeste sefiala el limite de la zona de colonizacién permanente de las AAy la linea violeta, el
limite de colonizacidn temporaria de las AA. El paralelo 32° de latitud sur es el limite de
africanizacion segun Kerr et al. (1982).

En el afio 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 region cox1-cox2 con la enzima de restriccion Dra |. Estos autores reportaron que el 92% de las
colonias muestreadas pertenecian 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 indicaria la presencia
de las subespecies A.m. melifera y A. m. iberiensis, esta ultima proveniente del norte de la peninsula
ibérica. Por ultimo, los autores detectaron que un 5,02% de las muestras correspondia al linaje A, con

4 haplotipos descriptos: Al y A4, que son tipicos de A. m. scutellata (especialmente A4) y A8 y Al1,
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que indican la presencia de A. m. iberiensis (del sur de la peninsula ibérica) y subespecies del norte
africano. Si bien todos estos hallazgos fueron fundamentales para una primera caracterizacién de las
poblaciones de A. mellifera de nuestro pais, no fue hasta el afio 2018, en que se realizd un estudio
extensivo y actualizado sobre la variabilidad genética de colonias de abejas establecidas en las
principales regiones del pais, mediante la utilizaciéon 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 regidn analizada. Ademads, de forma consistente a los primeros resultados obtenidos, los
autores detectaron una clina latitudinal de norte a sur para el nivel de africanizacidn, identificandose
una distribucion 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 evolucidn de las abejas meliferas han surgido novedosas adaptaciones fisiolégicas,
comportamentales y de organizacidn social para minimizar el riesgo de transmisidon de enfermedades
gue 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 comun entre estos mecanismos de
defensa es que estan basados en acciones colectivas o en comportamientos altruistas de individuos
gue benefician a la colonia y que resultan en la evitacidn, control o eliminacién de infecciones y
parasitosis. Algunos ejemplos de adaptaciones comportamentales que han evolucionado como
mecanismos de “inmunidad social” son el comportamiento higiénico, el comportamiento de
grooming, la fiebre comportamental, y la recoleccion 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 & Lefevre, 2012).

El comportamiento higiénico (CH) se refiere a la capacidad de las abejas obreras para detectar y
eliminar la cria enferma o muerta de la colmena (Figura 17), limitando de esta manera la transmision
de la enfermedad (Rothenbuhler, 1964; Spivak, 1996; Spivak & Gilliam, 1998 a, b; Boecking & Spivak,
1999). Este caracter de inmunidad social ha sido estudiado y considerado como un mecanismo
primario de resistencia ante enfermedades de la cria, como cria 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 caracter utilizado para la cria 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 expresion 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 crias enfermas en el nido (Palacio et al., 2010). Aunque todas las
abejas obreras de la colonia son capaces de detectar y eliminar la cria enferma (revisado por Cremer,
Armitage & Schmidt-Hempel, 2007; Wilson-Rich et al., 2009), sélo las colonias con abejas que lo hacen
de forma répida y, por tanto, eficiente, limitan la transmision de la enfermedad (Gramacho & Spivak,
2003). En efecto, una colonia tiene un fenotipo higiénico cuando mas del 50% de las abejas son
higiénicas, y un mayor porcentaje de estas abejas en la colonia resulta en una mayor eficiencia en el
desempefio del comportamiento (Arathi & Spivak, 2001; Palacio et al., 2010). Ademas, las abejas
higiénicas de colmenas de alto CH muestran una mayor eficiencia, precocidad y persistencia temporal
en la limpieza de celdas con cria anormal (Scannapieco et al., 2016), y pueden modular el grado de
realizacion del comportamiento dependiendo de la composicién genética de la colonia (Arathi &
Spivak, 2001; Borsuk, 2009). Asi, los efectos combinados e interactivos de abejas individuales con
diversas propensiones genéticas para detectar y eliminar la cria enferma afectan a la expresion del

comportamiento higiénico a nivel de la colonia (Pérez-Santo et al., 2009).

En relacién a las bases genéticas del CH, Lapidge et al. (2002) mediante un trabajo pionero de mapeo
de QTL (loci de caracter cuantitativo) encontraron que dicho comportamiento tendria una herencia
cuantitativa multigénica y que casi el 80% de la variacion en el mismo podia ser explicada por el efecto
combinado de siete loci. Por su parte, Oxley et al. (2010) encontraron tres QTL que explican parte de
la variacién del CH y propusieron varios genes candidatos a participar en la percepcién olfativa, el
comportamiento de aprendizaje y el ritmo circadiano de locomocién. Posteriormente Tsuruda et al.
(2012) no confirmé una asociacion entre abejas con alto CHy los QTL previamente identificados (Oxley
et al.,, 2010), sin embargo, identificd 39 genes diferencialmente expresados entre abejas de alto y bajo
CH. En linea con estos resultados, Guarna et al. (2015) detectaron marcadores protéicos involucrados
en la percepcion de los estimulos quimicos y en la trasmisidon nerviosa que estarian asociados al CH
hacia el acaro. Mas recientemente, se identificaron cinco genes involucrados en la percepcién 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 olfacién poseen un rol central en la regulacidon del CH y apoyan el estatus de este

caracter como blanco de seleccidn clave en programas de mejoramiento genético que buscan contar

48



con lineas de abejas resistentes a V. destructor y otras enfermedades de la cria (revisado en Guichard

et al., 2020).

Comportamiento de higiene Comportamiento higiénico
sensitivo a Varroa

Figura 17. Representaciéon esquematica del comportamiento higiénico, mecanismo general de
higiene hacia enfermedades de la cria 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, mas alld de estar determinada genéticamente, puede ser
modulada por diversos factores, que influyen aisladamente o integrados en dicho mecanismo,
permitiendo diferentes niveles de eficiencia en la deteccién y remocidn de crias “anormales”. Los
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 temperaturay la
humedad también resultan relevantes en la eficiencia de este comportamiento (Message &
Goncalves, 1980, citado por Sanabria, 2007). Asimismo, la expresion del CH higiénico depende de la
fortaleza poblacional y la composicidn de las obreras dentro de la colonia (Spivak & Gilliam, 1993;

Scannapieco et al., 2016; ver Spivak & Danka, 2021 para una revision).

El comportamiento VSH (de sus siglas en inglés, Varroa Sensitive Hygiene) es un comportamiento
higiénico especifico hacia V. destructor, que resulta en una disminucién del éxito reproductivo del
acaro en las celdas de cria de las abejas. Se ha planteado que el mecanismo por el cual las colmenas
VSH limitan la reproduccién de V. destructor seria un tipo de comportamiento higiénico dirigido
especificamente hacia celdas de cria que contienen dcaros reproductivos, obviando las celdas de cria
parasitadas con acaros no reproductivos (Harris, 2007; Harbo & Harris, 2009; Villa et al., 2009; 2016)

(Figura 17). La posible asociacién entre el CH y el VSH ha sido discutida en estos ultimos afios, con
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evidencias no concluyentes. Mientras que algunos autores encontraron una correlacién 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 evaluacién de los niveles de CH (medido tradicionalmente como la remocién de crias
muertas artificialmente por congelamiento o pinchado), es un punto de partida para detectar o
preseleccionar colmenas con caracteristicas de resistencia a Varroa, aspecto fundamental para
avanzar en la cria selectiva de materiales apicolas promisorios y asi en un control integrado de la

varroosis.

En este Capitulo se presenta la caracterizacion genética, poblacional y comportamental de las colonias
de A. mellifera establecidas en clima templado y de las poblaciones de dcaros asociadas. Estos
materiales representan los insumos biolégicos para el desarrollo de los experimentos de laboratorio,

campo y semi-campo presentados en los restantes capitulos de la Tesis.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Materiales

Para la evaluacién de parametros poblacionales de A. mellifera y V. destructor, y la caracterizacion
genética y comportamental de las colonias, se trabajé con 25 colmenas de A. mellifera establecidas
en el apiario experimental del Instituto de Genética “E. A. Favret”, INTA (coordenadas: 34°36' 57,6"S
58°39' 26,5"0; Figura 18). Las mismas provienen de la localidad de Macia (Entre Rios) y fueron
originalmente utilizadas con fines comerciales. Una vez establecidas en el apiario experimental, se
implementd el Protocolo de Buenas Practicas de Manejo Apicola (PROAPI - INTA) para su manejo y
mantenimiento. Las colmenas mostraron una rapida adaptacién 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).

Leyenda
B Apiario

9 IGEAF - CICVyA - INTA

9 Instituto de Genética - INTA

£

<

Figura 18. Fotografia del Apiario Experimental del Instituto de Genética de INTA (Hurlingham,
provincia de Buenos Aires) (arriba). Imagen satelital con la ubicacion del apiario y los alrededores
(abajo).
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1.2.2. Métodos

1.2.2.1. Evaluacion de parametros poblacionales de A. mellifera

Se evalud la evolucién poblacional de las 25 colonias de A. mellifera durante dos temporadas
consecutivas (2016-2018). Durante este periodo, se registré mensualmente (septiembre-mayo) la
cantidad de cuadros cubiertos con abejas (estimador del tamafio poblacional o fortaleza de las
colonias). Dichas estimaciones se realizaron por observacién directa inmediatamente después de la
apertura de la colmena, evitando de esta manera que las abejas se dispersaran. Cada colmena se
categorizé de acuerdo a 3 condiciones poblacionales: categoria | (8 a 10 cuadros cubiertos con abejas),
categoria Il (5 a 7 cuadros cubiertos con abejas) y categoria Ill (1 a 4 cuadros cubiertos con abejas)

(Figura 19).

Los datos de fortaleza poblacional (medidos en categorias) se analizaron mediante el uso de un
modelo lineal mixto general (GLMM) con una funcién binomial o de distribucién 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 categorias. Una razén de
probabilidades mide la asociacion entre un conjunto de condiciones (factores o niveles de un factor)
y un resultado al dividir las probabilidades logaritmicas de una condicidn por las otras (Szumilas, 2010).
Se realizaron multiples comparaciones usando la prueba de Fisher LSD (a = 0,05). En todos los casos
se ensayo y analizé la dispersién de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la prueba
de Shapiro-Wilks. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada, se utilizé el criterio de
informacién de Akaike. Todos los analisis se realizaron utilizando la funcién glmer en el paquete R

"Ime4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).

Figura 19. Categorizacion de las colonias en funcidn de su poblacion de abejas adultas. La categoria
representa una estimacion de la fortaleza de la colonia. Categoria | (izquierda), categoria Il (centro) y
categoria lll (derecha).
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1.2.2.2. Caracterizacion genética de las colonias de A. mellifera

La caracterizacidon genética de las colonias de A. mellifera se realizé en dos momentos; la primera al
principio del estudio (2016) y la segunda antes de iniciar los ensayos de transcriptomica y
silenciamiento (2018) presentados en los capitulos 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% vy
conservadas a -20 °C. Posteriormente, se procedié al procesamiento de las mismas mediante
extraccion de ADN segln el protocolo descripto por Baruffi et al. (1995) y posterior amplificacién por

la técnica de PCR-RFLP.

1.2.2.2.1. Extraccion individual de ADN total

Se separd el torax del resto del cuerpo de cada abeja obrera utilizando una pinza y se seco en estufa
a 37 °C. Cada tdrax fue puesto en un microtubo de 1,5 mL, y mantenido en hielo. A cada tubo se le
agregd 200 pL de buffer de extraccion (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 uL de proteinasa K (10mg/mL). Se realizé la
homogenizacién de los tejidos y se adicioné a cada tubo 200 uL mas de buffer de extraccidn. Los tubos
fueron incubados a 65 °C durante 30 minutos mediante el uso de un heat block. Posteriormente, se
afiadio 50 pL de KAc 8M a cada tubo y se mezclaron por inversién. Los tubos fueron mantenidos en
hielo durante 30 minutos (incubacién en frio) y luego fueron centrifugados durante 15 minutos a
14.000 rpm. Se transfirid el sobrenadante de cada tubo a otro limpio y se realizd una nueva
centrifugacion durante 10 minutos a 14.000 rpm. Se agregd 10 uL RNAsa 1 mg/mL a cada tubo y se los
incubo 30 minutos a 37 °C (incubacidn en calor). Luego se adicionaron a cada tubo 50 pL de NaAc 3M
y 800 pL de etanol absoluto (frio), y se centrifugaron durante 10 minutos a 14.000 rpm. Luego de la
centrifugacion, se descartaron los sobrenadantes por inversién. Se repitio el lavado con 500 uL de
etanol 70%. Finalmente, los tubos se secaron a 37 °C hasta la evaporacion total del etanol. Se

resuspendio el ADN en 30 pL 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/It; Acido Bérico 5,5 gr/It; EDTA 0,7 gr/It) 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 imagenes 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. Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez extraido el ADN, se realizé mediante PCR la amplificacidén de la region intergénica citocromo
oxidasa I - citocromo oxidasa Il (cox1-cox2) del ADN mitocondrial de A. mellifera segin la metodologia
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 especificos: forward MTHSF: 5°-
TCTATACCACGACGTTATTC- 3" y reverse MT2: 5" -GATCAATATCATTGATGACC-3.

Para cada muestra, se colocé en una placa de 96 pocillos 1 uL de ADN, 4 uL de H,O y 15uL de mezcla
de PCR. La mezcla de PCR consistid en buffer Idaho 1X (500 mM tris-HCl pH 8,3; 20% Sacarosa; 30 mM
MgCly; 2,5 mg/mL BSA); dNTPs 200 pM; cebador forward: MTHSF 0,5 uM; cebador reverse: MT2 0,5
uM:; tag polimerasa (Inbio Highway) 0,04 U/uL y H,O bidestilada hasta completar el volumen final (20
uL). El orden de agregado de reactivos se realizé desde los de mayor volumen hasta la polimerasa, que
es el reactivo de menor volumen. La placa fue colocada en un ciclador Applied Biosystems Veriti™
Thermal Cycler. El ciclado se llevd a cabo segun 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 extension final a

72 °C durante 2 minutos.

Para verificar la amplificacidn, 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 imagenes fueron capturadas con un fotodocumentador de luz UV (Syngene) y

analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft).

1.2.2.2.3. Analisis de patrones de restriccion (PCR-RFLP)

Se realizé la digestidn de los productos de PCR obtenidos utilizando la enzima Hinf 1 (Promega) durante
4 horas a 37 °C. Para ello se utilizaron 10 pL de templado; 2 pL Buffer B 10X; 0,2 pL BSA 10 ng/mL; 0,1
uL enzima Hinfl (10U/uL) y 7,7 uL agua bidestilada estéril. Para analizar el patron de restriccidon
obtenido se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 3%, durante tres horas a 30mA. Una vez
finalizada la corrida electroforética, las imagenes fueron capturadas con un fotodocumentador de luz
UV (Syngene) y analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft). Se analizé el patron de restriccion
obtenido mediante la comparacién con estandares de referencia de los diferentes linajes de A.

mellifera descriptos en bibliografia (Conte et al., 2008; Agra et al., 2018).

54



1.2.2.3. Evaluacién de parametros poblacionales de V. destructor

De forma simultanea a la estimacion de la poblacién de abejas adultas, se estimo 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 cria se estimé mensualmente en los momentos de la
temporada con disponibilidad de cria cerrada (septiembre-marzo) durante las mismas dos
temporadas. Para garantizar la supervivencia de las colmenas, se las traté anualmente (mes de mayo)

con acaricidas de sintesis, segun el calendario apicola (Giacobino 2015).

1.2.2.3.1. Dinamica 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 cria
(separados entre si y con predominio de cria abierta) en frascos que contenian una solucién de agua
y detergente (Figura 20). El uso de detergente facilita el desprendimiento de los acaros del cuerpo de
las abejas y, de esta manera, el conteo efectivo de los mismos. Para la realizacion del conteo, las
muestras (frascos) de todas las colmenas fueron llevadas al laboratorio. Los frascos se agitaron
vigorosamente durante unos minutos, se vacid su contenido sobre un tamiz que retiene las abejas
pero deja pasar los acaros, que fueron colectados en un pafio blanco colocado debajo del tamiz (Figura
20). Las abejas fueron lavadas con agua al menos tres veces para asegurar la correcta recoleccién de
los acaros. Finalmente se contabilizaron las abejas y los acaros presentes en cada muestra. Para
obtener el porcentaje de V. destructor en estado forético (%VF) se utilizé la siguiente formula: (N2 de
acaros desprendidos /N2 de abejas de la muestra) x 100 (De Jong et al., 1982 modificada por

Marcangeli, 2000; Dietemann et al., 2013).

Figura 20. Fotografias de la toma de muestras (izquierda) y del conteo de acaros (derecha) para la
determinacion de la parasitacion en abejas adultas (%VF).
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1.2.2.3.2. Dinamica temporal de las poblaciones de V. destructor en celdas de cria (Varroa en cria)

De cada colonia, se tomaron cuadros que contenian planchas homogéneas de cria operculada, de
aproximadamente 16 dias de edad (pupas de ojos rosados). Se abrieron, mediante el uso de una pinza
de punta fina, 200 celdas de cria en forma diagonal a ambos lados del cuadro y se retiré el contenido
de cada una de las celdas cuidadosamente para el registro de la presencia de V. destructor sobre la
cria de abejas (Figura 21). También se revisaron las paredes y el fondo de cada una de las celdas
abiertas para detectar la presencia del dcaro. Se contabilizd el nimero de celdas infestadas con V.
destructor y se determiné el porcentaje de infestacion de Varroa en Cria (%VC) segin Dietemann et

al. (2013).

Figura 21. Fotografias del manejo de cuadros de cria de abejas para la determinacién de la
parasitacion por V. destructor en la cria de las abejas (%VC).

1.2.2.3.3. Analisis estadistico

Los datos de VF y VC se analizaron mediante el uso de un modelo lineal mixto general (GLMM) con
una funcién binomial o de distribucidn y enlace logit (N2 de abejas con acaros vs. N2 de abejas sin
acaros; N2 de celdas con 4caros vs. N2 de celdas sin dcaros) considerando el mes y la temporada como
factores fijos y la colonia como factor aleatorio. Se utilizé la razén de probabilidades (odds ratio) para
comparar los datos de VF y VC entre condiciones (factores o niveles de un factor). Se realizaron
multiples comparaciones usando la prueba de Fisher LSD (a = 0,05). En todos los casos se ensayd y
analizé la dispersién de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la prueba de Shapiro-
Wilks. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada, se utilizé el criterio de informacion de
Akaike. Todos los andlisis se realizaron utilizando la funcién glmer en el paquete R "Ime4" (Bates, 2015;

R Core Team, 2017).
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1.2.2.4. Caracterizacion del comportamiento de higiene hacia el acaro en las colonias de A. mellifera

Se midié 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. Obtencidn de V. destructor e infestaciones artificiales

Utilizando la metodologia descripta en la seccién 1.2.2.3.1., se analizd la carga forética de V. destructor
en colonias establecidas en el apiario experimental del Instituto de Investigacién en Tecnologia de
Alimentos, INTA (coordenadas: 34° 35' 56,2"S 58° 41' 00,2"0). Las colonias que presentaron una alta
carga parasitaria (< 5%) fueron seleccionadas y utilizadas como dadoras de acaros foréticos, los cuales

se recolectaron mediante el método del aztcar impalpable (Dietemann et al., 2013) (Figura 22).

Brevemente, las abejas se recogieron de los panales de cria y se colocaron en un recipiente de plastico
con una malla que deja pasar a los acaros, pero no a las abejas (Figura 22). En el laboratorio, los dcaros
foréticos fueron limpiados y acondicionados uno a uno con la ayuda de un pincel fino y agua destilada.
Los acaros colectados se conservaron en cajas de petri con papel de filtro himedo y algunas larvas de
A. melifera (L5) sin superar la hora de tiempo (Figura 22). Los dcaros que no se podian separar a las

cerdas del pincel fueron considerados insalubres y se descartaron.

Figura 22. Fotografias de la recoleccidn de acaros foréticos.
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Figura 22. (Continuacidn) Fotografias de la recoleccién de acaros foréticos mediante el método del
azUcar impalpable (arriba). Acaros acondicionados para su uso en las infestaciones artificiales
(abajo).

De cada colonia se eligid un cuadro con abundante cantidad de celdas de cria (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 mas tarde, se identificaron las celdas de cria
recientemente operculadas y se infestaron artificialmente con un acaro (Figura 23). Para ello, se abrid
el opérculo de cada celda de cria con un bisturi 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 contenian las celdas de cria infestadas

artificialmente se colocaron nuevamente en la colonia.
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Figura 23. Fotografia sobre el procedimiento de infestacion artificial de celdas de cria de A. mellifera
con hembras fundadoras de V. destructor.

1.2.2.4.2. Evaluacién de la remocidn de celdas de cria y parametros reproductivos de los acaros

Once dias después de la infestacidn artificial, se revisd cada celda y se realizé el recuento del nimero
de celdas con cria removida. Se estimo el comportamiento higiénico hacia el acaro mediante el calculo
del porcentaje de remocion de las celdas (nimero de celdas removidas sobre el total de celdas
infestadas). Adicionalmente, se revisaron una a una las celdas no removidas y siguiendo la
metodologia descripta por Merke (2016) y HauRermann et al. (2020) se midieron los parametros
reproductivos de los acaros: fertilidad (proporcion de acaros hembra con al menos una cria);
descendencia no viable (DNV, proporcidn de dcaros hembra con descendencia pero sin hijas maduras);

y reproduccién anormal (RA, suma de la proporcién de acaros sin cria y DNV).

1.2.2.4.3. Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el uso de un modelo lineal mixto general (GLMM) con una funcién
binomial o de distribucidn y enlace logit (celda con cria removida vs. celda con cria no removida, acaros
fértiles y acaros sin cria, DNV vs. dcaros vivos sin DNV (acaros sin cria + dcaros con reproduccion
normal) y RA (acaros sin cria + DNV) vs. acaros con reproduccidon normal) considerando la colonia y el
mes como factores fijos, la categoria como una covariable y la temporada como factor aleatorio. Se

utilizaron razones de probabilidad (odds ratios) para comparar los datos de remocién de celdas y de
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reproduccion del dcaro. Se realizaron multiples comparaciones usando el test Fisher LSD (a = 0,05). En
todos los casos se ensayd y analizo la dispersidn de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron
con la prueba de Shapiro-Wilks. Para obtener la estructura de varianza mds adecuada, se utilizé el
criterio de informacién de Akaike. Todos los analisis se realizaron utilizando la funcién glmer en el

paquete R "Ime4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).
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1.3. RESULTADOS

1.3.1. Evaluacidn de parametros poblacionales de A. mellifera

La dindmica poblacional de las colonias de A. mellifera estudiadas mostré un patrdon 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 variacidn estacional significativa en la
poblaciéon de abejas obreras de las colonias (Test de Chi-cuadrado; P=0,0026; Figura 24). Estos
resultados son concordantes con lo esperado para la dindmica estacional de las poblaciones de abejas
meliferas en clima templado, donde el nimero de abejas obreras dentro de la colonia aumenta
durante la primavera (30-55% de las colonias se encuentran en categoria Il y Ill), llega a ser maximo
en el verano (60-80% de las colonias alcanzan su maximo tamafio poblacional, categoria I),
especificamente en febrero, siendo el tamafio 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 categoria | (altamente poblada) es maxima en el mes de febrero. Hacia el
otofio, la cantidad de abejas obreras comienza a reducirse, con el 48-58% de las colonias del apiario

en categoria | (Figura 24; Tabla Suplementaria 1).
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Figura 24. Proporcién de colonias de A. mellifera segun su tamaio poblacional para cada mes
evaluado. En colores se muestran las categorias de poblacidn: | (alta poblacién), Il (poblacién media)
y lll (baja poblacidn). Dichas categorias son indicadoras de la fortaleza de la colonia. Se presentan los

resultados de ambas temporadas en conjunto.
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1.3.2. Caracterizacion 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 dptima para los analisis de
caracterizacién genética. Estos pardmetros fueron evaluados mediante corridas en gel de agarosa
0,8% p/v (Figura 25), y la medicién de la concentracién e indices de calidad realizada con Nanodrop

1000 (Tabla Suplementaria 2).
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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 extraido, se obtuvieron los productos de PCR correspondientes a la regién 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), segun los autores Lobo-Segura (2000) y Hall & Smith
(1991).

Los patrones de bandas obtenidos luego de la digestion evidenciaron la presencia de diferente
cantidad de sitios de reconocimiento de la enzima Hinf | entre las muestras. Puntualmente se identifico
la presencia de tres bandas para las muestras de las colonias 15, 16 y 17, consistentes con los tamafios
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 tamafos de bandas esperados para el haplotipo C1 (288 y
267-260 pares de bases) (Figura 27). Estos haplotipos fueron idénticos entre el primer analisis

(temporada 2016) y el segundo (temporada 2018), indicando estabilidad en la genética del apiario.
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Figura 26. Productos de amplificacidn por PCR para la regién mitocondrial cox1-cox2 de muestras de
abejas obreras pertenecientes a las colonias de A. mellifera analizadas. La fotografia corresponde a
una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% p/v de los productos de PCR. Calles 1y 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.
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Figura 27. Patrén de bandas de PCR-RFLP para la regién cox1-cox2 en muestras de abejas obreras de

las colonias de A. mellifera analizadas. La fotografia corresponde a una corrida electroforética en gel
de agarosa 3% p/v de los productos de PCR cox1-cox2 digeridos con la enzima Hinf |. Calles 1y 15:
marcador de peso molecular DNA Ladder Solis Biodyne 100 bp (100 pb a 1500 pb); Calles 2-9y 13:
productos de restriccion de muestras pertenecientes a colonias de haplotipo C1; Calles 10, 11y 12:
productos de restriccion de muestras pertenecientes a colonias de haplotipo C2J; calle 14: C-.
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Del analisis 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 C1y solo el 12% de las colonias (N=3) de A. mellifera establecidas

en el apiario analizado presentaron haplotipo C2J (Figura 28).

HmCl mc2)

Figura 28. Porcentaje de haplotipos mitocondriales de Apis mellifera detectados en el apiario
experimental analizado.

1.3.3. Evaluacidn de parametros poblacionales de V. destructor

1.3.3.1. V. destructor en abejas adultas (Varroa forética)

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de parasitacidn entre las colonias ni entre
las temporadas analizadas (Test de Chi-cuadrado; P=0,2218), evidenciando una relativa
homogeneidad en los niveles de parasitaciéon dentro del apiario y entre anos (Figura Suplementaria
2). De forma consistente a lo observado para la poblacién de abejas, el patrén obtenido para las cargas
foréticas del pardsito en las colonias evidencid una variacidén 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 parasitacion forética
(con valores promedio por debajo del 1,5%). Hacia mediados vy finales del verano (enero, febrero y
marzo), las cargas parasitarias fueron mayores (con valores promedio de 3,82%) (Figura 29). En el
principio del otofio (abril), las colonias presentaron los picos mas altos de parasitacion (con un valor
promedio de 6,46%) (Figura 29). En efecto, la probabilidad de encontrar una abeja obrera parasitada
es maxima en los meses de marzo y abril, con valores de probabilidad de 0,0407 y 0,0527,

respectivamente (Tabla Suplementaria 3). El porcentaje de parasitacion se vio disminuido hacia
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mediados del otofio (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.

20 -

Figura 29. Valores medios (+ error estandar) del porcentaje de V. destructor en estado forético (%VF)
en las colmenas de A. mellifera evaluadas en funcién de los meses de la temporada apicola. 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 cria (Varroa en cria)

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de parasitacion en la cria 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 parasitacion dentro del apiario y entre afios (Figura
Suplementaria 3). Sin embargo, las cargas del parasito en las celdas de cria evidencian una variacion
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 parasitacién en cria (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 cria fueron mayores (con valores promedio de 1,48%) y
a fines del verano (marzo) se evidenciaron los picos mas altos de parasitacién en celdas de cria (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 mdxima 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 estandar) del porcentaje de V. destructor en celdas de cria (%VC)
de las colonias de A. mellifera evaluadas en funcidn de los meses de la temporada apicola. 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. Caracterizacion del comportamiento de higiene hacia el acaro en las colonias de A. mellifera

A pesar de la variacion observada, no se encontraron diferencias significativas en el comportamiento
de higiene hacia celdas de cria parasitadas con V. destructor entre las colonias analizadas ni al
considerar la fortaleza (categoria) de las mismas (Test de Chi-cuadrado; P>0,05), sugiriendo que el
nivel de comportamiento higiénico seria independiente del estatus poblacional de la colonia. El
porcentaje de remocién de las celdas parasitadas varié 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 seria estable de un afo a otro (Figuras Suplementarias 4 y 5).

En cuanto a la dindmica estacional, se encontraron diferencias significativas en el comportamiento
hacia el acaro entre los meses de la temporada (Test de Chi-cuadrado; P<0,001), observandose un
descenso en la remocién de las celdas parasitadas en febrero y abril en comparacion con diciembre y

marzo (Figura 32; Figuras Suplementarias 4 y 5; Tabla Suplementaria 5).
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Figura 31. Valores medios (* error estandar) del porcentaje de celdas de cria 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 dia 11 post-infestacion es maxima en diciembre y marzo (Tabla Suplementaria 5).
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Figura 32. Valores medios ( error estandar) del porcentaje de celdas de cria parasitada con V.
destructor removidas por las abejas en funcién de los meses de la temporada apicola. 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 andlisis del estatus reproductivo de V. destructor presente en las celdas de cria que no fueron
removidas por las abejas evidencia que la fertilidad de los acaros 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 pardmetro reproductivo varid entre 78,61% y 83,56%, con un valor medio de 80,57% (Figura
33). Tampoco se detectaron diferencias significativas en la fertilidad del acaro 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 6y 7).
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Figura 33. Porcentaje medio (t error estandar) de acaros fértiles presentes en las celdas de cria no
removidas por las abejas. Cada barra se obtuvo de los multiples registros realizados en cada colonia
para las dos temporadas analizadas (2016-2017 y 2017-2018).
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Figura 34. Valores medios (* error estandar) del porcentaje de acaros fértiles presentes en las celdas
de cria no removidas por las abejas para los meses analizados. Cada punto se obtuvo de los multiples
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 analisis de la descendencia no viable (DNV) de V.
destructor en las celdas de cria de todas las colonias de A. mellifera analizadas. El porcentaje de dcaros
con DNV varid 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
dindmica estacional, se encontraron diferencias significativas entre los meses de la temporada (Test
de Chi-cuadrado, P<0,001- Tabla Suplementaria 7) observandose un descenso en la DNV del 4caro en

los meses de febrero y abril en comparaciéon con diciembre y marzo (Figura 36; Figura Suplementaria

9; Tabla Suplementaria 6).
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Figura 35. Valores medios (* error estandar) del porcentaje de dcaros con descendencia no viable
(DNV) presentes en las celdas de cria no removida por las abejas. Cada barra se obtuvo de los
multiples registros realizados en cada colonia para las dos temporadas analizadas (2016-2017 y
2017-2018).

En la Figura 37 se muestran los resultados del analisis de la reproduccidn anormal (RA) de V. destructor
en las celdas de cria de todas las colonias de A. mellifera analizadas. El porcentaje de dcaros con RA
vario 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 dinamica estacional, se encontraron diferencias significativas entre los meses analizados
(Test de Chi-cuadrado; P<0,001), observando un descenso en la RA del 4caro en los meses de febrero

y abril en comparacién con diciembre y marzo (Figura 38; Figura Suplementaria 11; Tabla

Suplementaria 7)
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Figura 36. Valores medios (x error estandar) del porcentaje de dcaros con descendencia no viable

(DNV) presentes en las celdas de cria no removidas por las abejas para los meses analizados. Cada

punto se obtuvo de los multiples registros realizados sobre las colonias y para ambas temporadas
(2016-2017 y 2017-2018).
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Figura 37. Valores medios (+ error estandar) del porcentaje de acaros con reproduccion anormal
(RA) presentes en las celdas de cria no removidas por las abejas. Cada barra se obtuvo de los
multiples registros realizados en cada colonia para las dos temporadas analizadas (2016-2017 y
2017-2018).

70



100 -
80 4 c

60 - b b

404

% acaros con RA

20 1

Figura 38. Valores medios (* error estandar) del porcentaje de acaros con reproduccion anormal
(RA) por meses. Se muestra el resultado del analisis de GLMM, que tomé como factor fijo a los
meses, y como factores aleatorios a la temporada y a la colonia. Cada barra se obtuvo de los
multiples registros realizados a lo largo de las dos temporadas (2016-2018).
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1.4. DISCUSION

1.4.1 Dinamica poblacional de A. mellifera y V. destructor

Los resultados obtenidos de las dos temporadas analizadas permitieron describir la dinamica de las
poblaciones de las dos especies del sistema bajo estudio: V. destructor y A. mellifera. El patrén
obtenido para la dindmica 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 pais
(Giacobino, 2015; Merke, 2016). En particular, se observd un aumento de la poblacidon de abejas
adultas durante la primavera, que prosiguid en verano hasta alcanzar un maximo poblacional en el
mes de febrero, momento en el cual se maximiza la probabilidad de detectar una colonia en categoria
| dentro del apiario. Una vez iniciado el otofio, se observé un descenso de la poblacién adulta,
resultado esperado dado que las reinas comienzan a disminuir su postura en este momento del ano,

y toda la colonia se prepara para la invernada (Chhuneja et al., 2014; Cestaro et al., 2017).

De forma consistente, los niveles de parasitacion de Varroa tanto en cria (VC) como en abejas adultas
(VF) se incrementaron en forma progresiva a través de la temporada, alcanzando valores promedios
maximos a finales del verano y principios del otofio (7,22% vy 3,74% para VF y VC, respectivamente).
Estos resultados confirman la dinamica de la parasitacion a través de la temporada apicola 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 esta determinado por el nivel de infestacion de las
colonias a finales del verano, momento en el cual, la poblacién de abejas declina, la parasitacién
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 sintesis) al finalizar el verano para evitar o disminuir la mortalidad invernal. Los
niveles de parasitacion alcanzados fueron similares al de colonias de origen europeo sin antecedentes
de resistencia, y mayores a los registrados en colonias de abejas con caracteristicas de tolerancia,
colonias higiénicas y colonias con caracteristicas de supresion de la reproduccion del acaro (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 cria infestadas con el dcaro no mostré diferencias
significativas entre las colonias estudiadas, a pesar de la variacion observada entre las mismas. El

promedio general de remocion 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 52,5y 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 remocién) también se han
correlacionado con un alto porcentaje de acaros infértiles detectados en las celdas de cria no
removidas (Harris, 2007). Al respecto, nuestros resultados evidencian una tasa promedio de fertilidad
de los acaros 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 cria no removida, no varid entre los meses
analizados, aunque si se observd un aumento de los problemas en la descendencia del acaro
(descendencia no viable y descendencia anormal) particularmente en los meses en que las colonias
presentaron mayores niveles de remocién de celdas (diciembre y marzo), consistentemente con los
resultados pioneros sobre la dindmica de la reproduccién del dcaro obtenidos por Marcangeli et al.
(1992) para clima templado. El promedio de dcaros con reproduccién anormal dentro de las celdas de
cria 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% correspondié a dcaros que
no tuvieron ninguna descendencia y 33,36% a acaros con descendencia no viable. Si bien, en funcidn
de los valores de remocién obtenidos, las colonias no exhiben comportamiento de VSH, los resultados
sobre los parametros reproductivos sugieren que las abejas que realizan el comportamiento higiénico
dentro de la colonia serian mas propensas a remover celdas de cria parasitadas con la familia completa
del 4caro en comparacién 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
gue se demostro que las sefiales olfativas emitidas por la cria parasitada cambian (y son mas intensas)
a medida que avanza la reproduccion del acaro dentro de la celda de cria, las cuales representan el
estimulo 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 discusion si la infertilidad de los acaros es el pardmetro mas 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 apicola.
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Considerando las dinamicas poblacionales de V. destructor, podemos observar que cuanto menor es
la carga parasitaria en la colonia, mayor es el porcentaje de acaros con descendencia no viable (DNV)
y reproduccién anormal (RA) en las celdas de cria no removida. Contrariamente, en los momentos en
donde la carga parasitaria es maxima en la colonia (abril), estos parametros no reproductivos son
menores, sugiriendo que el comportamiento de higiene hacia celdas parasitadas seria menos eficiente
y que otros comportamientos que limitan especificamente la carga del dcaro en estado forético, como
el comportamiento de acicalamiento (grooming), podrian 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 reflejaria la capacidad que
tiene la colonia para ajustar y desplegar los comportamientos de higiene de una manera flexible en
funcién del estado parasitario de la colonia y del momento estacional de la temporada (Bigio et al.,

2013).

1.4.3. Caracterizacion genética de las colonias de A. mellifera

Los haplotipos mitocondriales se han utilizado ampliamente para comprender la variabilidad genética,
origen geografico y la ruta de migracidn 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 meliferas (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 estan representadas principalmente por los haplotipos mitocondriales A y O, mientras que
las abejas de origen europeo estan representadas por los haplotipos M (Europa occidental) y C (Europa

oriental) (Franck et al., 2001; De la Rua et al., 2004).

La introduccidn de las abejas meliferas en el Nuevo Mundo se asocié principalmente con la migracién
humana vy las actividades apicolas. En los EE. UU., se detectd 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 pais, este patrén 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 analisis genéticos son consistentes con estos trabajos, ya que evidenciaron que todas las
colonias de abejas evaluadas presentan un origen europeo. En particular se detecto el haplotipo C1

en un 88% de las colonias, el cual es caracteristico de la A. m. subespecie ligustica y el haplotipo C2)
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en un 12%. Este ultimo haplotipo es una variante del haplotipo C2, caracteristico de la subespecie A.
m. carnica, representante del grupo C del Mediterrdneo norte (Ruttner et al., 1978; Nedi et al., 2009).
La alta prevalencia del haplotipo C1 aqui detectada no resulta llamativa, ya que desde el comienzo de
la practica apicola 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 mas difundida a nivel comercial, principalmente por su mansedumbre y
produccién 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 patdégenos (Michener, 2000), y el movimiento de colonias con fines de
polinizacién de cultivos o multiplicacion de materiales ha favorecido el intercambio genético entre
abejas europeas y africanizadas (Agra et al., 2011; 2018), la no deteccion 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 esta en linea con la idea de un limite latitudinal natural para la africanizacion (Sheppard et

al. 1999; Abramovich et al., 2007; Agra et al., 2018; Porrini et al., 2020).
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Capitulo 2. Caracterizacion genética de Varroa
destructor en colonias de Argentina
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2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Deteccidn y dispersion de V. destructor en Sudamérica

El dcaro V. destructor fue detectado por primera vez en América del Sur (Paraguay) cuando apicultores
de la zona adquirieron reinas de A. mellifera provenientes de Japén (De Jong et al., 1982), lo que
condujo a una posterior invasion del acaro en el territorio argentino (Montiel & Piola 1976). El 4caro
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 introduccion, V. destructor se ha dispersado por
todo el territorio, infestando actualmente con alta prevalencia las colonias de A.mellifera de nuestro
pais (Eguaras & Ruffinengo, 2006; Vandame & Palacio, 2010; revisado por Maggi et al., 2016; SENASA,
2020).

7

\"\

Figura 39. Posible ruta de introduccidn y dispersidon 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 utilizacién de herramientas moleculares ha sido de gran ayuda para la identificacidon y andlisis de
variabilidad genética de las especies patogenas de A. mellifera, en particular de V. destructor. La

secuenciaciéon completa del genoma mitocondrial del acaro 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 gendmicos (Cornman et al., 2010; Techer et al., 2022) y transcriptémicos (Eliash et al., 2017,
Mondet et al., 2018; Wu et al., 2020; Lin et al., 2020) han posibilitado la obtencién de informacién a

gran escala de secuencias de genes, facilitando los estudios genético-poblacionales.

Mediante el estudio de secuencias nucleotidicas del ADN mitocondrial de V. destructor
(especificamente la regidn 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 Gtil para
la identificacién taxondmica 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; Mufioz et al.,
2008; Navajas et al., 2010; Elbeaino et al., 2016; Gajic, et al., 2013). Sin embargo, dado que la variacion
en esta region genética es inferior al 2 % entre los acaros de la misma especie (Anderson & Trueman
2000), el uso de este marcador por si solo puede no ser lo suficientemente sensible para detectar la

variacién entre poblaciones.

Navajas y colaboradores (2010) encontraron que el uso combinado de cox1 y otros marcadores del
ADN mitocondrial (atp6, cox3y cytb) permite la deteccidn de variaciones genéticas tanto dentro como
entre diferentes poblaciones de V. destructor. Asi, tres variantes nuevas del haplotipo Ky tres del
haplotipo J fueron descriptas en poblaciones europeas y asiaticas del dcaro (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 1y
Peshter 1, de Serbia) (Elbeaino et al., 2016; Gajic, et al., 2013). Sin embargo, la diferenciacién genética
entre los linajes descriptos es baja debido fundamentalmente a las caracteristicas del ciclo de vida 'y
tipo de reproduccion de Varroa (revisado en Traynor et al., 2020), asi como a los potenciales cuellos
de botella sufridos por la especie durante la colonizacién de poblaciones de A. mellifera en regiones
previamente libres del 4caro (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
acaro 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 regidn codificante del gen citocromo

oxidasa 1 (marcador utilizado). Sin embargo, ain no se ha explorado la diversidad genética de las
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poblaciones del acaro en la regién centro-norte, reconocida como la de mayor actividad apicola en
nuestro pais. Ademas, existen evidencias sobre variaciones tanto en la morfologia 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 andlisis de otras regiones mds variables
que puedan evidenciar polimorfismos resultaria util para correlacionar las diferencias fenotipicas
observadas con la variacion a nivel genético en las poblaciones de V. destructor de nuestro pais. Por
ejemplo, el gen mitocondrial que codifica para la enzima NADH deshidrogenasa (nd4) ha demostrado
ser altamente polimodrfico en un gran nimero de especies de insectos (Michel et al., 2006; Meraner
et al., 2008; Fernandez et al., 2013) y aracnidos (Masta 2000; Li et al., 2017; Liu et al., 2018). Aunque
este marcador se ha aplicado con éxito a estudios genéticos de poblaciones de acaros (Li et al. 2019),

su uso no se ha informado previamente en estudios genéticos de poblaciones de V. destructor.

2.1.3. Heteroplasmia

La transmision materna estricta del ADN mitocondrial (ADNmt) da como resultado individuos
homoplasmicos, que tipicamente tienen un solo haplotipo de ADNmt, el materno. Sin embargo, la
heteroplasmia (la presencia simultdanea de dos o mas 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 secuenciacion. Estos estudios, la mayoria de los cuales se realizaron en
organismos modelo, revelaron que la heteroplasmia estaba mds extendida de lo que se creia
anteriormente, en particular como variantes de baja frecuencia (Payne et al., 2013), y que tanto la
deriva génica como la seleccién desempefiarian un papel en su dinamica entre individuos vy

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 vias: la mutagénesis somatica durante
la vida de un individuo y la fuga de ADNmt paterno en el cigoto durante la fertilizacidn. Estudios
recientes en artrépodos, utilizando técnicas de secuenciacion, han revelado que la heteroplasmia
debida a mutaciones somaticas podria ser frecuente entre los individuos de una poblacién (Van
Leeuwen et al., 2008; 2010; Nunes et al., 2013; Robison et al., 2015). Se espera que la mayor tasa de
mutacion en el ADNmt animal y el gran nimero de copias de ADNmt, en comparacion con el ADN
nuclear, generen variantes de ADNmt que coexistan con el haplotipo materno comun. Estas variantes
pueden diferir del haplotipo comun en uno o algunos polimorfismos de nucledtido Unico (SNP, del
inglés “Single Nucleotide Polymorphism”) y se espera que aparezcan 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 poblacién, y se ha observado en varias especies animales
(Nunes et al., 2013; Robison et al., 2015; Luo et al., 2018). Este fendmeno se puede considerar como
una insuficiencia inherente de los mecanismos estrictos que protegen la transmisién del ADNmt
materno (Rokas et al., 2003), de manera similar a como las mutaciones escapan a la maquinaria de
reparacidn de la célula. Estos mecanismos son variables e incluyen la prevencidon de que el ADNmt
paterno ingrese al 6vulo durante la fertilizacidn (Sato et al., 2013), la produccién de espermatozoides
sin ADNmt (Deluca et al., 2012) y la destruccidn de las mitocondrias de los espermatozoides después
de su entrada en el évulo durante la fertilizacion (Politi et al., 2014). El ADNmt de los espermatozoides
puede ingresar al dvulo y ocasionalmente permanecer en el cigoto en una condicién heteropldsmica.
Los ovocitos que ya son heteropldsmicos también pueden potencialmente producir individuos
heteroplasmicos (transmision materna de heteroplasmia), pero estos ovocitos deben haberse vuelto
heteroplasmicos 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), crustaceos (Doublet et al.,

2008) y Drosophila (Polovina et al., 2020).

El ADN mitocondrial nuclear (NUMT) esta constituido por fragmentos de ADNmt que se han trasladado
al nucleo (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 amplificacién 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 erréneamente por heteroplasmia. Los NUMT se descubrieron
utilizando métodos de secuenciaciéon 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% podrian ser en realidad NUMT (Albayrak et
al., 2016). Estos estudios recientes han revelado que cualquier observacion 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 secuenciacion sugieren que la heteroplasmia esta
presente en V. destructor (Navajas et al., 2002). En un estudio reciente sobre poblaciones serbias del
acaro, la heteroplasmia se evidencid 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 fendmeno 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 Capitulo, se continda con la evaluacion de aspectos genéticos del acaro V. destructor.
En particular, presentamos el desarrollo y utilizacién de marcadores moleculares en el ADN
mitocondrial para caracterizar la variabilidad genética de las poblaciones del dcaro presentes en

apiarios de A. mellifera localizados en diferentes regiones de Argentina.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Colecta de muestras

Se realizé un muestreo de poblaciones de V. destructor en colonias de A. mellifera de diferentes
regiones de nuestro pais dedicadas a la actividad apicola. El muestreo se llevé a cabo con la
colaboracién de los participantes de la Red de Centros de Evaluacion del Programa Nacional de
Apicultura (PROAPI-INTA). Especificamente se recibieron muestras de Castelli (provincia de Chaco),
Formosa (provincia de Formosa), Leales y Famailla (provincia de Tucuman), 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 dcaros se recolectaron vivos de los cuerpos de abejas obreras adultas (acaros
foréticos) y se almacenaron en tubos plasticos de 1,5 mL que contenian etanol al 70%. De cada apiario
se tomaron muestras de al menos el 20% del total de colonias. El nimero de colonias muestreadas
por apiario oscilo entre dos y diez, segun el tamafio del apiario. Se recolectaron al azar cinco acaros
de cada colonia. Cuando se encontrdé que una colonia muestreada tenia una carga baja de acaros, se
analizaron todos los individuos disponibles (>2). Se tomaron muestras de un total de 48 colonias de A.

mellifera y se recolectaron 182 4caros.

2.2.2. Extraccion individual de ADN total de V. destructor

Cada acaro fue colocado en un microtubo de 1,5 mL, secado en estufa a 37 °C por 30 minutos, y luego
lavado con 100 pL de TE (10:10). Se realizaron extracciones individuales de ADN segun protocolo de
Baruffiy colaboradores (1995), con modificaciones vinculadas al tamafio del acaro. Brevemente, todos
los volumenes se redujeron a la mitad, y los tiempos de centrifugacidn e incubacion se aumentaron
para obtener una concentracion de ADN que permita optimizar la amplificacién posterior por PCR. Las
muestras de ADN fueron resuspendidas en 10 pL 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. Descripcion general de las poblaciones de V. destructor muestreadas en colonias de abejas

meliferas de Argentina.

Localidad, Provincia N Coordenadas Clima Haplotipo mt
Geogréficas de las
(Latitud/Longitud) colonias (£)
Castelli, Chaco (Ci) 22 25°57°00”S/ 60°37'00"0  Subtropical A
Formosa, Formosa (Fo) 37 26°11°05”’S/58°10'33"0  Subtropical A
Leales, Tucuman (Le) 32 27°01°58"S/65°18'26"0  Subtropical E, A
Famailla, Tucuman (Fa) 21 27°03'09”S/65°24'59’0  Subtropical E,A
Reconquista, Santa Fe (Re) 18  29°14'00"S/ 59°56'00"0  Subtropical E,A
Santa Fe, Santa Fe (SF) 7 31°38'00"S/ 60°42'00"0  Templado E
Rafaela, Santa Fe (Ra) 9 31°16°00"’S/ 61°29'00"0  Templado E
Castelar, Buenos Aires (Ca) 16  34°40°00”S/ 58°40'00"0 Templado E
Balcarce, Buenos Aires (Ba) 11 37°49°00”S/ 58°15'00"0 Templado E
Ascasubi, Buenos Aires (As) 9 39°22°00"’S/ 62°38'00"0 Templado E

TOTAL 182

N: nimero de acaros analizados; £: caracteristicas genéticas de las colonias de abejas meliferas muestreadas

(E: linaje mitocondrial europeo; A: linaje mitocondrial africano).

Se realizé la amplificacidon por PCR de un segmento del gen citocromo oxidasa subunidad | (COX1) y

tres regiones correspondientes al gen de la enzima NADH deshidrogenasa [subunidad 4 (nd4),

subunidad 4L (nd4L) y subunidad 5 (nd5)] y posterior analisis de su secuencia nucleotidica (Figura 40).

El fragmento del gen cox1 se amplificé utilizando un cebador forward (10KbCOIF1, Navajas et al., 2010)

y un cebador reverse disefiado a partir de las secuencias de referencia (nimero 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).
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Figura 40. Esquema del genoma mitocondrial completo de V. destructor con la localizacion de las
regiones analizadas. Se muestran las regiones cox1, nd4, nd4L y nd5 que fueron usadas para el
disefio de cebadores especificos (flechas). Para realizar el grafico se utilizé el programa OGDRAW
(Lohse et al., 2013) en base a la secuencia del genoma mitocondrial de la especie NC_004454
(GenBank).

La elecciéon de los marcadores en la region de los genes NADH deshidrogenasa se basd en
antecedentes previos en artrépodos (Gasparich et al. 1997; Dai et al. 2016; Li et al. 2017) y en el
anadlisis de las secuencias de genomas mitocondriales completos de V. destructor registradas en la
base de datos publica de secuencias nucleotidicas 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 nucleotidicos) y se disefiaron cebadores especificos sobre dichas regiones
(subunidades 4, 4L y 5 de NADH deshidrogenasa; ver Tabla 3) con el programa Primer3. Todos los
cebadores se disefiaron teniendo en cuenta las dos versiones disponibles del genoma completo de

ADNmt de V. destructor (nimero de acceso de GenBank AY163547.1y AJ493124.2).

Tabla 3. Caracteristicas de los cebadores utilizados para las amplificaciones por PCR de ADNmt de V.

destructor.
Genes Nombre del Secuencia de cebador (5" = 37) Coordenadas Tamarnio del At (°C)
Cebador del amplicon®™  amplicon (pb)
cox1 10KbCOIF1*  CTTGTAATCATAAGGATATTGGAAC 1144-2310 1166 55
COXR AAATCAATTTACAACCCCAGCA
nd4 ND4F AGAAGGGGAGAAAATTGCTT 7763-8399 636 55
ND4R GCTCATGTTGAAGCTCCTAT
nd4-nd4L  ND4-NDALF CCAATAATAGTTAAAGGCCAAA 8247-9086 839 55
ND4-ND4LR AGTTTGTGAAGCCTGTCTTG
nd5 ND5F GGAAGAAAAAGTCAGCTTGT 6100-6796 696 55
ND5R TGCTTTTTCTACTCTTAGCCA

" Coordenadas del amplicon segun la secuencia completa de ADN mitocondrial de V. destructor (AJ493124.2).
At: temperatura de annealing; *10KbCOIF1 disefiado por Solignac et al. (2005).

Se analizé un conjunto inicial de 30 muestras de ADN seleccionadas al azar (3 individuos por
poblacidn/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 nUmero de muestras a
analizar se ampliéd para la regiéon nd4-nd4L del ADNmt, la cual mostrd variacion nucleotidica,

considerando un nimero representativo de muestras para cada poblacidn.

Para cada muestra, se realizd la amplificacidon por PCR con un volumen final de 20 pL utilizando el
protocolo descripto en punto 1.2.2.2.2. Se utilizd 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
extension final de 10 minutos a 72 °C. Todas las PCR se realizaron en un termociclador Applied
Biosystems Veriti™. Para verificar la amplificacion, 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 imdagenes fueron capturadas con un

fotodocumentador de luz UV (Syngene) y analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft).

2.2.4. Andlisis de secuencia nucleotidica de regiones en el ADN mitocondrial

Se realizé la purificacidon de los productos de PCR obtenidos de las diferentes regiones del ADN
mitocondrial estudiadas, mediante el uso de QlAquick® PCR Purification Kit (Quiagen) siguiendo el
protocolo del fabricante. Para el analisis de la integridad, calidad y concentracién de los fragmentos
purificados, se cuantificaron y se registraron parametros de calidad (indices de relaciéon de
absorbancia 260/230 y 260/280) mediante el uso de espectrofotémetro de volimenes reducidos
(Nanodrop 1000, Thermo Scientific). Los productos de PCR purificados fueron secuenciados en un
secuenciador capilar automatico (Hitachi ABI 3130, Applied Biosystem) en el Servicio de Secuenciacién
y Genotipificacion de ADN (SIGYSA - CICVyA, INTA, Castelar), utilizando los mismos cebadores (forward
y reverse) utilizados en la amplificacién por PCR. Todas las secuencias obtenidas se compararon con
la base de datos de nucleétidos GenBank (NCBI) usando BLASTN (Altschul et al., 1990). Las secuencias
nucleotidicas obtenidas se analizaron usando BioEdit (Hall, 1999). Los alineamientos se realizaron
utilizando las secuencias de referencia del genoma mitocondrial de V. destructor (Evans & Lopez, 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. Verificacion de la heteroplasmia

2.2.5.1. Ligacién

Los productos de PCR que mostraron posiciones nucleotidicas ambiguas (dobles picos en los
cromatogramas obtenidos mediante secuenciacidn) se clonaron, secuenciaron y analizaron. Esto fue
evidente especificamente 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 relacion molar del inserto: vector de 3:1 utilizando 40 ng de vector en un volumen
final de 20 pL 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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Muertas
nd4-nd4L (8694) J Escherichia coli DH5a

Placas con LB, ampicilina, IPTG y X-Gal
Blancas
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Ligacion Transformacion Seleccién de colonias

Repique Colony PCR Repique Miniprep Secuenciacién

Figura 41. Metodologia realizada para la verificacion 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 posicidn nucleotidica 8694 de la secuencia del ADN
mitocondrial de V. destructor).

2.2.5.2. Preparacion de células electrocompetentes de Escherichia coli DH5a

Se inocularon células DH5a en placas de petri que contenian 5 mL de medio LBy se las dejo crecer a
37 °C durante toda la noche. Se picaron 10 colonias grandes y se las resuspendié en 1 mL de LB. Se
inoculd este cultivo en 100 mL de medio LBy se lo dejé creciendo a37 °Cy 215 rpm hasta que alcanzara
una DOsoonm (densidad oOptica) de entre 0,5 y 0,6. Se enfrié el cultivo en hielo por 15 minutos y a
continuacioén se lo centrifugd durante 30 minutos a 5500 g y 4 °C en tubos falcon de 50 mL. Se retird
el sobrenadante, se resuspendieron las células suavemente en 1 mL de agua destilada estéril fria, y
luego se enrazé 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 retird el sobrenadante y se resuspendid en 2
mL de agua destilada estéril fria. Finalmente, se centrifugaron las células a 5500 g y 4 °C y se
resuspendieron en 250 plL de agua destilada estéril fria con 10% glicerol. Se alicuotaron microtubos de
1,5 mL con 30 pL de la suspencidn, se congelaron las células con nitrégeno liquido y se guardaron a -

80 °C.
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2.2.5.3. Transformacion por electroporacion

Los clones obtenidos de la ligacién se usaron para transformar las células electrocompetentes de
Escherichia coli DH5a. Para ello se mezclaron 30 pL de células electrocompetentes DH5a con 1,5 pL
de la mezcla de ligacién, en cubetas de electroporaciéon de 2 mm frias y electroporadas en un
electroporador usando el siguiente protocolo: Voltaje 2,5 kV, Capacitancia 25 uF y Resistencia 200 Q.
Este procedimiento se realizd en hielo. A continuacion, se anadieron rapidamente 900 pL 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, Seleccion de colonias bacterianas

Alicuotas de 200 pL de la suspensidn 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 suplementd con IPTG y X-Gal, con concentraciones finales
de 1 mM vy 0,2 mg, respectivamente. Las colonias que incorporaron el vector intacto fueron de color
azul, mientras que las que incorporaron el plasmido recombinante fueron blancas; esto debido a la

interrupcion del gen de la B galactosidasa (Figura 41).

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 observacién 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 picé en una de las colonias aisladas y se coloco el contenido del palillo
en un microtubo de 1,5 mL que contenia 50 pL de agua destilada. Este procedimiento se repitié 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 amplificacion del
inserto contenido en el vector pGEM se realizd siguiendo la metodologia descripta en la seccidon

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 regidon mitocondrial analizada. Se realizé 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 liquido con
ampicilina y luego se les extrajo el ADN plasmidico mediante un protocolo de miniprep (Sambrook et
al., 1989) (Figura 41). Brevemente, se centrifugd a 10.000 rpm durante tres minutos cada cultivo de a
1.5 mL (tubos), descartando el sobrenadante un maximo de 3 veces. Se resuspendieron las células en
300 pL de Buffer GET (50 mM Tris HCL pH 8, 10 mM EDTA) frio y se paso los tubos por vortex. Luego
se agregd a cada tubo 300 pL de Buffer de Lisis (0,2 M NaOH, 1% SDS). Los tubos se mezclaron por
inversién una 4 a 6 veces y se los dejé en hielo por cinco minutos. Se agregaron otros 300 pL de Buffer
de neutralizaciéon (5M Acetato de potasio, acido acético glacial). Los tubos se invirtieron
inmediatamente de forma suave y se colocaron en hielo durante 10 minutos. Se centrifugaron en frio
durante 15 minutos a 10.000 rpm y se separaron los sobrenadantes. A éstos se les agregé 1 plL de
RNAsa (10 pg/uL) y se los incubd durante 2 horas a 37 °C. Se agregd a cada tubo 600 pL de
cloroformo:isoamilico (24:1) y se mezcld por inversién. Nuevamente, los tubos fueron centrifugados
a 10.000 rpm a temperatura ambiente, para luego recuperar la fase superior. Se agregd a cada tubo
600 uL de isopropanol y se los dejoé incubando toda la noche a -20 °C. Al otro dia, los tubos se
centrifugaron a 14.000 rpm, 4 °C durante 30 minutos, descartdndose luego el sobrenadante. Se
lavaron los pellets con 200 uL de etanol 70% (v/v) y se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones,
pero durante 15 minutos. Se descarté el sobrenadante nuevamente y se dejé evaporar el excedente
de etanol 70% (v/v). Una vez evaporado el alcohol, se resuspendié el pellet en 40 uL de agua
bidestilada. Como control previo a la secuenciacion se realizaron PCR siguiendo la metodologia

descripta en la seccién 1.2.2.2.2.

2.2.5.8. Secuenciacidn y analisis

El inserto de las muestras de ADN plasmidico se secuencié 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 publicamente en GenBank utilizando BLASTN

(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/).

Solo se analizaron a nivel de secuencia nucleotidica aquellos individuos que exhibian un pico doble en
la posicién nucleotidica 8694 del genoma mitocondrial de V. destructor (Figura Suplementaria 15), ya
gue se traté del cambio detectado con mayor frecuencia entre las poblaciones. Otros picos dobles
identificados se consideraron sitios potencialmente heteropldsmicos 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. Analisis estadistico

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 (poblacidon de V. destructor) como factor fijo y la colonia donde los 4caros fueron
muestreados como un factor aleatorio. EIl mismo andlisis se realizd 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 mds adecuada se utilizé el criterio
de informacién de Akaike. Para evaluar las diferencias en las frecuencias tanto haplotipicas como
heteroplasmaticas entre localidades, se realizaron comparaciones multiples utilizando Fisher LSD (a =

0,05).

Las diferencias en las frecuencias haplotipicas y de heteroplasmia entre regiones (subtropical frente a
templada) también se evaluaron mediante la prueba Chi-Cuadrado. Para explorar posibles
asociaciones entre las frecuencias haplotipicas o la frecuencia de heteroplasmia de V. destructor con
la genética de las abejas meliferas (% de linaje africano A) y variables climaticas y geograficas
(temperaturas maximas y minimas en enero; longitud y latitud), se realizaron correlaciones de
Spearman. La informacién climatica se obtuvo de las estaciones agro-meteoroldgicas mas cercanas a
las localidades muestreadas utilizando el sistema SIGA versién 1.0.5 (SIGA, 2018) desarrollado por el
INTA. Los analisis estadisticos 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. Extraccion individual de ADN total de V. destructor

Se logrd la puesta a punto de la extraccion individual de ADN total de V. destructor obteniendo
concentraciones entre 10 y 50 ng/ulL por acaro. Las muestras de ADN obtenidas resultaron de la
calidad adecuada para ser utilizadas en los andlisis genéticos posteriores. Los resultados de los indices
de calidad y concentracidn del ADN extraido se muestran en la Tabla Suplementaria 8. En total, se
realizod la extraccién de ADN de 182 muestras de V. destructor provenientes de diferentes regiones de
nuestro pais (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 capitulo 1.

2.3.2. Amplificacidon de marcadores del genoma mitocondrial de V. destructor

Se obtuvieron bandas Unicas y nitidas para todas las regiones del ADN mitocondrial amplificadas
(Figuras 38 y 39). A partir del andlisis de secuencias nucleotidicas ya publicadas se contaba con el
tamano esperado de los fragmentos de cada regién del ADN mitocondrial evaluada. Los tamanos
obtenidos coincidieron con los esperados. Particularmente, se obtuvieron productos de amplificacién
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 11y 12). La calidad y concentracién de los productos
de PCR fue 6ptima, lo que permitid su posterior purificacion (Tabla Suplementaria 9, 10, 11y 12) y

secuenciacion.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

R
“----'--

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 1y 20: marcador de peso molecular DNA Ladder Solis
Biodyne 100bp (100 a 3000 pares de bases). Calles 2-9: productos de PCR para la regidén cox1; Calles
12-19: productos de PCR para la regidon 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 1y 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 region nd5; Calles 12-19:
productos de PCR para la region nd4; Calles 10 y 11: Control negativo.

2.3.3. Anadlisis de secuencias e identificacion de haplotipos

El andlisis de secuencias de cox1 (1166 nucledtidos) confirmo la presencia del haplotipo K para todas
las muestras de ADN de V. destructor analizadas y evidencié 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 nucledtidos de la secuenciacién del amplicdn correspondiente a nd4, nd4-
nd4L y nd5 (Figura Suplementaria 13 y 14). La comparacion entre las secuencias argentinas y las de
referencia reveld dos y cinco cambios puntuales para las regiones nd en comparacion 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 sindnimas.
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Tabla 4. Posiciones nucleotidicas polimérficas y heteroplasmia para el gen nd (subunidades nd5, nd4
y nd4L) de poblaciones de V. destructor de Argentina.

IDde nd5 nd4 ndaL
secuencia
7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 9
Coordenadas 0 3 3 33 3 55 5 6 6 7 8 9 0
7 1 4 8 9 9 0 2 3 4 9 0 9 4 5
6 7 9 5 0 1 3 9 0 5 4 1 5 9 9
Secuencias
de referencia
AJ493124.2° G - T A C A A A T A G G G A A
AY163547.1° A A - T C T C A T A G A A - T
En este
estudio
KArg-N1¢ A - T T C€C T A A T A G A A A A
KArg-N2° A - T T C€C T A A T A A A A A A
KArg-
N1/KArg-N2d A - T T C€C T A A T A R A A A A
Fo/Fa/Ca/Ba® A - T T VvV . T A A T A G A A A A
Ci/Le® A - T T C€C T A W T A A A A A A
Ci/Le® A - T T C€C T A A W A A A A A A
Re® A - T T C€C T A A T W A A A A A

Las coordenadas corresponden a las posiciones nucleotidicas establecidas en la secuencia del genoma
mitocondrial de V. destructor utilizada como referencia (GenBank Accession Number AJ493124.2). Los guiones
indican deleciones. (a) secuencia segiin Navajas et al. (2002); (b) secuencia segun Evans & Lépez (2002); (c)
Secuencias correspondientes a los subhaplotipos detectados; (d) Secuencia correspondiente a un individuo
heteroplasmico para la posicién 8694; (e) Secuencias correspondientes a otras posiciones potencialmente
heteropldsmicas sin confirmar. Utilizamos los cddigos de nucleétidos estandar (IUPAC-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature, 1970) para describir los sitios heteroplasmicos (y potencialmente
heteroplasmicos), V: A/C; W: A/T; R: A/G.

Especificamente, el analisis de secuencias nd4 y nd5 reveld una identidad del 100% entre las muestras,
sin la presencia de polimorfismos en los 1332 nucleétidos analizados (Figura Suplementaria 13 y 14).

Por el contrario, el andlisis de la secuencia nd4-nd4L evidencid un sitio polimérfico en la posicion
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nucleotidica 8694 (coordenada de AJ493124.1; Tabla 5). Tras el analisis de 182 individuos detectamos

que el 73,6% de las secuencias obtenidas (correspondientes a 134 acaros) eran idénticas a ambas

secuencias de referencia (AY163547.1 y AJ493124.2), en adelante denominadas KArg-N1 (Tablas 5y

6). Las restantes secuencias (26.4%, 48 acaros) mostraron un nucleétido diferente en la posicidn

mencionada o resultaron heteroplasmicas (Tablas 5y 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

detectd en todas las poblaciones de acaros analizadas, el subhaplotipo KArg-N2 se presentd 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 545A 18,2 A 27,3 A 12 4 6 22
Formosa 94,6 B 54A 0B 35 2 0 37
Leales 46,9 A 9,4A 43,7 A 15 3 14 32
Famailla 66,7 AB 95A 23,8 AB 14 2 5 21
Reconquista 72,2 AB OA 27,8 AB 13 0 5 18
Santa Fe 85,7 AB OA 14,3 AB 6 0 1 7
Rafaela 88,9 AB 11,1A 0AB 8 1 0 9
Castelar 87,5 AB 6,2 A 6,3 AB 14 1 1 16
Balcarce 81,8 AB 9,1A 9,1 AB 9 1 1 11
Ascasubi 88,9 AB 0A 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 nimero de individuos totales analizados de cada localidad. Het.,

heteroplasmia.
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Aunque el porcentaje del subhaplotipo KArg-N2 parece diferir entre localidades, particularmente
entre poblaciones subtropicales y templadas, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas en el analisis GLMM. Sin embargo, se encontré una asociacion significativa entre el
porcentaje del subhaplotipo KArg-N2 y la latitud (localizacién de la poblacién) (correlaciéon de
Spearman, coef: 0,63, P<0,05). El porcentaje del subhaplotipo KArg-N1 resultd significativamente
diferente entre las poblaciones de acaros analizadas (Fe,30= 154,27, P<0,000; resultados GLMM) (Tabla
5; Figura 44). En particular, las poblaciones de Castelli y Leales mostraron los porcentajes mas bajos
de KArg-N1, en comparacion con Formosa, que presentd la mayor frecuencia de este subhaplotipo
(comparaciones multiples Fisher LSD; Figura 44; Tabla 5). Las demas poblaciones mostraron valores
intermedios de este subhaplotipo (Figura 44; Tabla 5). De acuerdo con los resultados de KArg-N2, se
encontrd una asociacion marginalmente significativa entre el porcentaje del KArg-N1y la latitud de la
poblaciéon de V. destructor (correlacion de Spearman: coef= -0,58; P=0,08). No se encontraron
asociaciones entre la frecuencia de los subhaplotipos de V. destructor (KArg-N1y KArg-N2) y el linaje
mitocondrial de las colonias de A. mellifera u otras variables consideradas (altitud, temperaturas

maximas y minimas en enero; longitud y clima).

En cuanto a la variacién en los porcentajes de cada subhaplotipo dentro de las colonias, los resultados
indicaron coexistencia en una misma colonia de acaros con diferentes subhaplotipos para todas las
poblaciones analizadas. La frecuencia de co-infestacidn vario entre 33 y 75% (excepto Formosa, donde
solo el 14% de las colonias presentaron acaros con diferentes haplotipos mitocondriales), y no mostré

diferencias significativas entre poblaciones (Chi-Cuadrado: 5,7; P=0,22; Tabla 6).

2.3.4. Andlisis de la heteroplasmia

El andlisis cualitativo de los cromatogramas de las secuencias obtenidas nos permitié identificar dobles
picos de altura similar en la posicion 8694 (correspondiente al gen nd4, especificamente al sitio
polimérfico entre los subhaplotipos detectados), tomando como genoma mt de referencia el de
AJ493124.2 (Navajas et al., 2002). El andlisis de secuencias de los fragmentos de PCR nd4-nd4L
clonados de las muestras que mostraban dobles picos confirmé 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. Distribucidn de los subhaplotipos de ADNmt y heteroplasmia de sitio (basada en el gen

nd4) detectados en poblaciones de V. destructor de Argentina. Ver definicion de KArg-N1/N2 en la

Tabla 4.
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Tabla 6. Porcentajes de co-infestaciones de dcaros en las colonias estudiadas segun la localidad. Se
considerd que una colonia estaba co-infestada cuando presentaba acaros con distinto subhaplotipo
(K-ArgN1, K-ArgN2) o con heteroplasmia.

Localidad Porcentaje de co-infestacién
Castelli 45,45
Formosa 14,29
Leales 41,67
Famailla 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 detectd un 18,7% de acaros que contenian dos
secuencias nd4-nd4L diferentes (las correspondientes a KArg-N1 y KArg-N2), con porcentajes de
heteroplasmia que variaron entre localidades (Fs30=9,29; P=0,0048, resultados GLMM, Figura 44 y
Tabla 5). Las poblaciones de V. destructor de Castelli y Leales mostraron los porcentajes mas altos de
heteroplasmia (43,7% y 27,3%, respectivamente; Figura 44 y Tabla 5) y fueron estadisticamente
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
poblacién de Formosa exhibié un patrén diferente al de otras poblaciones subtropicales y no presentd

individuos heteropldsmicos (Figura 44 y Tabla 5).

Por otro lado, se detectaron otros sitios potencialmente heteropldasmicos presentes en las secuencias
correspondientes al gen nd4 (Tabla 4; Tabla 7). Consideramos estas posiciones como "sitios
potencialmente heteroplasmicos" debido a la presencia de dobles picos y la ausencia de alguna de las

variantes homoplasmicas, 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). Especificamente, el doble pico en la posicién 8390 (C/A) estuvo presente en el 12,2 % de las
muestras en cinco de las diez poblaciones analizadas (Tabla 7). EI 87,8% de las muestras restantes
presentaron el nucleétido C, mientras que ninguna de las 182 secuencias analizadas presentaron el
nucledtido A en esta posicion. Este cambio es una mutacidn no sinénima que produce una
modificacion en el aminoacido codificado (acido glutamico) (187:A) y genera un coddn de terminacion
(Figura Suplementaria 17). Los dobles picos identificados en las posiciones 8529 y 8530 (AT/TA; Tabla
7) se detectaron simultdaneamente en el 8,8 % de las muestras y se evidenciaron sélo en dos de las
diez poblaciones de acaros analizadas. Se trata de una mutacidon no sinénima que conduce a la
sustitucion de asparagina (140:N) (un aminoacido polar sin carga) por metionina (M) (un aminoacido
alifatico no polar; Figura Suplementaria 17). Finalmente, el doble pico en la posicion 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 mutacién no sindnima que conduce a la sustitucion de fenilalanina (102:F)
(un aminoacido del grupo de los aromaticos) por isoleucina (I) (un aminoacido alifatico no polar; Figura

Suplementaria 17).
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Tabla 7. Porcentaje de muestras de V. destructor que exhiben posiciones potencialmente
heteroplasmicas en la secuencia del gen nd4.

Coordenadas 8390 8529 8530 8645 N
Homoplasmia registrada C A T A

Sitios potencialmente heteropldasmico Vv 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
Famailla 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 nucleotidicas establecidas en la secuencia del genoma
mitocondrial de V. destructor utilizada como referencia (GenBank Accession Number AJ493124.2). Definimos el
término "sitios potencialmente heteroplasmicos" como una ambigliedad en la secuencia de nucledtidos (doble

pico en los cromatogramas) de varios acaros individuales que no tuvieron la confirmacion por clonacién.
Ademas, estas secuencias solo exhibieron una de las variantes homoplasmicas (homoplasmia registrada) en
todos los casos. Las frecuencias absolutas de muestras heteroplasmicas para cada localidad se muestran entre
paréntesis. N: numero de acaros analizados. Utilizamos los cédigos de nucleétidos estandar (IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature, 1970) para describir los sitios potencialmente heteroplasmicos, V:
A/C; W: A/T.
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2.4. DISCUSION

Los resultados obtenidos proporcionan informacidn valiosa sobre la variabilidad genética de las
poblaciones de V. destructor presentes en colonias de A. melifera manejadas con fines comerciales de
las regiones apicolas mds importantes de Argentina correspondientes a zonas templadas y
subtropicales del territorio. Mediante PCR y secuenciacién de cuatro regiones del ADNmt, analizamos
la diversidad genética presente en este dcaro, previamente no explorada. Nuestros datos estan en
linea con la baja variabilidad genética descrita para esta especie (p. ej., Solignac et al., 2005; Navajas
et al.,, 2010), pero revelan un sitio polimdrfico 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 analisis de una regién (458 pb) del gen citocromo
oxidasa 1 (Solignac et al., 2005; Warrit et al., 2006; Muioz 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). Aqui, aplicando este
mismo marcador (secuencia de cox1 de 1116 pb), se detectd la presencia exclusiva del haplotipo K1y
el 100% de identidad de secuencia entre las poblaciones analizadas de V. destructor de Argentina. De
acuerdo con Maggi y colaboradores (2012), no se detecté el haplotipo J en ninguna de estas
poblaciones locales, lo que refuerza la evidencia sobre la presencia exclusiva de este haplotipo en
areas restringidas de Brasil (Isla Fernando de Noronha) (Guerra et al.,, 2010). La ausencia de
variabilidad en la regién cox1 en nuestras poblaciones es consistente con resultados previos en otras
poblaciones del 4caro (Solignac et al., 2005; Mufioz et al., 2008; Navajas et al., 2010; Gajic et al., 2013;
2016; 2019; Salvaé et al., 2016; Kelomey et al., 2017) y apoya la hipdtesis de un cuello de botella que
ocurrio al comienzo de la invasidon de A. melifera, como lo sugirieron previamente Solignac et al.
(2005). Ademas, se ha propuesto que cuellos de botella adicionales podrian 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 andlisis de
nuevos marcadores mitocondriales presenta un desafio y puede ser util para detectar nuevas
variantes nucleotidicas como lo demuestran antecedentes previos (Navajas et al., 2010; Gagic et al.,
2013). Asimismo, estos marcadores permitirian monitorear rasgos relevantes en poblaciones
especificas de dcaros, como la resistencia a los acaricidas (ver Beaurepaire et al., 2017; Millan-Leiva et
al.,, 2021). Nuestros resultados, basados en el analisis 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 esta presente en la
mayoria de las poblaciones aqui analizadas. En comparacion con las secuencias descritas previamente
del genoma mitocondrial de 4caros con haplotipo K (Evans & Lépez, 2001; Navajas et al., 2002) y con
el subhaplotipo KArg-N1, el subhaplotipo KArg-N2 exhibe una mutacién sindnima en la secuencia
nad4, puntualmente en la posicion nucleotidica 8694 (AJ493124.1). Esta nueva variante parece estar
bien establecida en las colonias de abejas, ya que estd ampliamente distribuida entre las poblaciones
del dcaro analizadas y se presenta en frecuencias relativamente altas. Esto podria explicarse por el
sistema reproductivo endogdmico y haplodiploide del acaro que tiende a fijar nuevas mutaciones
(Solignac et al., 2005; Rosenkranz et al., 2010; Nazzi & Le Conte, 2016), por el posterior intercambio
genético de acaros dentro de la colonia y la interaccién de acaros 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 polinizacién de cultivos o en busca de zonas de floracion mds temprana para la multiplicacién de
las colonias. Cada afio, 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 multiplicacion de las colonias y obtener ventajas en las
etapas iniciales de la temporada de produccién de miel (Agra et al., 2018). Esta practica, junto con el
comercio de nucleos y paquetes de abejas entre diferentes regiones, contribuye al flujo de genes entre
las poblaciones de abejas meliferas y, en consecuencia, conduce a interacciones entre dcaros que
parasitan diferentes colonias. Nosotros encontramos que la frecuencia del nuevo subhaplotipo difiere
entre las poblaciones analizadas y muestra una asociacién positiva con la latitud. En este escenario,
podriamos localizar el origen putativo del subhaplotipo KArg-N2 en el norte de Argentina. Esta
variante pudo haberse originado en esta area o bien haber sido introducida desde un pais 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 origind en poblaciones
argentinas o es "ancestral" a las poblaciones americanas del dcaro. En este sentido, el analisis de este
marcador en otras poblaciones de Brasil, Uruguay o la regién podria generar informacion sobre el

origen y posterior dispersion de esta nueva variante.

Ademas de la influencia humana a través de la trashumancia y las actividades comerciales, el origen
genético de las abejas podria explicar el patron observado en las frecuencias de subhaplotipos de V.
destructor. Aunque no encontramos una asociacidn significativa entre el linaje mitocondrial de la
colonia y la frecuencia del subhaplotipo del acaro, si encontramos una asociacidon entre el

subhaplotipo del 4caro y la latitud de la poblacién. En un trabajo en que se caracterizé la variabilidad
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genética de las abejas meliferas de Argentina, Agra et al. (2018) detectaron un clina latitudinal de
norte a sur para el nivel de hibridacidn entre abejas africanizadas y europeas basandose en el uso de
marcadores altamente polimérficos (microsatélites). Un nuevo anadlisis genético de las colonias de
abejas meliferas de nuestro estudio utilizando microsatélites u otro tipo de marcadores altamente
polimdrficos podria ser util para detectar alguna asociacion entre el haplotipo del acaro y el origen
genético de la abeja, considerando la clina latitudinal descripta y otros factores involucrados en el ciclo

estacional y la dispersiéon de los acaros en cada ambiente.

Para todas las poblaciones analizadas, encontramos dcaros con distintos subhaplotipo dentro de una
misma colonia. De hecho, esta coexistencia parece ser habitual en nuestras poblaciones de V.
destructor. Estos resultados estan en linea 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). Segun lo propuesto por estos autores, una posible explicacion de esta
diversidad es el intercambio genético entre acaros dentro de la colonia (Dynes et al., 2017). Aunque
la mayoria de los apareamientos en V. destructor ocurren entre hermanos dentro de la celda de cria,
pueden ocurrir cruzamientos no endogamicos cuando mas de una hembra fundadora ingresa a la
misma celda de cria para realizar su ciclo reproductivo. Este fendmeno ocurre con mayor frecuencia
en puntos especificos del ciclo anual de la colonia, cuando la proporcidn de acaros en la cria 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 multiples de dcaros en las celdas de cria de obreras a principios de otofio y en las celdas
de cria de zdnganos durante la primavera, lo que posiblemente contribuya a cruzamientos entre

acaros no emparentados dentro de la celda.

La heteroplasmia fue identificada en varias de las muestras analizadas de las poblaciones argentinas
de V. destructor aqui analizadas. Estos hallazgos estan en linea con los resultados preliminares de
Navajas et al. (2002), quienes sugirieron la existencia de este fendmeno en la especie, y con un estudio
mas reciente realizado en poblaciones serbias del acaro (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 regién
(Gajic et al., 2013; 2016; 2019). En este sentido, los presentes andlisis 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 fendmeno seria relativamente frecuente en esta especie de acaro. Aunque la

prevalencia de la heteroplasmia varié entre poblaciones, los resultados parecen respaldar la
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estabilidad de este fendmeno, si bien este hallazgo debe ser profundizado mediante analisis de
cruzamientos dirigidos y su descendencia, como asi también la busqueda de asociaciones con aspectos

fisiolégicos del parasito 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 estd relacionada con la tasa de mutacion
inherentemente alta del ADN mitocondrial, la naturaleza propensa a errores de la ADN polimerasa, y
la falta de mecanismos de reparacion 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 linea germinal asociado con la formacion de ovocitos y escapan a
la seleccidn contra mutaciones perjudiciales (Chinnery et al., 2000; White et al., 2008). El fendmeno
de mutacion en la mitocondria con un posterior paso de generacidn en generacién, pareceria ser un
mecanismo plausible que genere heteroplasmia en V. destructor, ya que es comun en otros

artrépodos ectoparasitos de la Subclase Acari (Van Leeuwen et al., 2008; 2010).

Los resultados logrados en la caracterizacién genética de V. destructor en colonias comerciales de A.
mellifera de Argentina, abren las puertas a nuevas lineas de investigacion para la conformacion de una
base de datos completa de las caracteristicas genéticas, fisioldgicas, de virulencia y de dispersion del
acaro, con fines de facilitar estudios futuros de asociacién con eventos poblacionales o rasgos de

interés en el estudio del sistema abeja: acaro.
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Capitulo 3. Transcriptoma de Varroa
destructor: Identificacion de transcriptos
potencialmente involucrados en el éxito
reproductivo del acaro
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3.1. INTRODUCCION

3.1.1. RNA-Seq

3.1.1.1. Secuenciacidn de nueva generacion y experimentos de RNA-Seq

Con el desarrollo de las nuevas herramientas de secuenciacién de ADN y ARN, denominadas
secuenciacion de nueva generacién (NGS, de sus siglas en inglés Next Generation Sequencing), fue
posible disponer de un nuevo enfoque de secuenciacién a gran escala (HTS-High Throughput
Sequencing) (Heather & Chain, 2016). Estas nuevas metodologias han aumentado considerablemente
la escala y resolucion de los analisis gendmicos. Ademas, la reduccién de la cantidad de muestra
necesaria y la disminucion significativa en los costos de secuenciacion de nucleétidos permitié la
aplicacion de NGS en la secuenciacion de genomas completos, metagenomas, transcriptomas,
exomas, RNA no codificantes, inmunoprecipitaciones, entre varias otras aplicaciones (Wang et al.,

2009; Muhammad et al., 2020).

Para acompafiar el avance de las técnicas de secuenciacion y las nuevas necesidades de andlisis de la
cantidad masiva de datos generados, ha surgido una nueva disciplina, denominada bioinformatica, un
campo interdisciplinario que aplica técnicas informaticas a la biologia (Quail et al., 2012). Desde
entonces, han surgido nuevos programas computacionales y desarrollos de procesos de analisis.
Actualmente, las herramientas bioinformaticas disponibles permiten a los investigadores analizar
rapidamente conjuntos de datos genéticos diversos, incluyendo comparaciones entre diferentes
células, tejidos, 6rganos y tratamientos, entre otras. Al final del procesamiento, estas herramientas
de andlisis permiten realizar inferencias sobre los mecanismos genéticos y rutas metabdlicas
potencialmente involucradas y la seleccidon de genes candidatos para profundizar los estudios sobre
su funcionalidad. Sin embargo, el paso clave para disminuir los falsos positivos y garantizar una buena
relacion costo/tiempo, es la elaboracién de un disefio experimental que represente el proceso
biolégico de interés y permita un mejor uso de los datos y el desarrollo de un andlisis robusto. Para
ello, se plantea generalmente una estrategia de trabajo bioinformatico (pipeline) que utilice los

paquetes de programas mas apropiados segun el disefio experimental.

La caracterizacion completa y el andlisis global de la expresion génica en una célula o tejido es posible
através de laimplementacion de la secuenciacion 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
cémo se analizan y comprenden los transcriptomas (Wang et al., 2009). Ademas, el RNA-Seq da una
cobertura completa de transcriptos, genera informacién 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 andlisis de cuantificacién de la expresiéon génica. De esta manera, la
informacién puede ser integrada e interpretada de una forma holisitca, y se constituye de gran utilidad

para vislumbrar procesos biolégicos y mecanismos de co-expresion génica.

Para la obtencidn de resultados robustos mediante la técnica de RNA-Seq, se han probado diferentes
programas de acuerdo a los disefios experimentales para lograr una alta correlacién entre los
resultados de RNA-Seq vy la validacion 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 secuenciacion de
ARN mensajero procesadas con cinco flujos de trabajo diferentes (Tophat-HTSeq, Tophat-Cufflinks,
STAR-HTSeq, Kallisto & Salmon) y resultados de niveles de expresion génica generados por ensayos de
gPCR, y mostraron diferentes grados de precisidn segun el experimento. Estos estudios fortalecen la
solidez de RNA-Seq como una metodologia confiable para el andlisis de transcriptomas y la
cuantificacion de la expresidon génica a gran escala, y refuerzan la importancia del uso de las
herramientas bioinformaticas apropiadas para el disefio 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 realizacién del ensamble de novo del transcriptoma. En
particular, con respecto al analisis de RNA-Seq basado en genomas de referencia, el consorcio de
evaluacién de anotaciones gendmicas de datos de RNA-Seq (RGASP, de sus siglas en inglés “RNA-seq
Genome Annotation Assessment Project”) ha llevado a cabo una evaluacién sistematica de los
principales procesos bioinformaticos y programas de alineamiento, reconstruccion de transcriptos y
cuantificacion para este tipo de datos (Steijger et al., 2013; Engstrém et al., 2013). Estos autores,
resaltan el disefio de procesos bioinformaticos adecuados para cada disefio experimental y el uso de

programas que implementen analisis robustos utilizando los algoritmos mas procesivos.

3.1.2. Estudios genémicos en Varroa destructor

En los ultimos afios, el gran impacto negativo, tanto econémico y como sanitario, que ha ocasionado
el acaro V. destructor sobre las colonias de A. mellifera, ha impulsado la realizacidn de esfuerzos de
secuenciacién gendmica y transcriptémica para la identificacion de genes clave en acaros a partir del
conocimiento previo generado en insectos y otros artrépodos (revisado en Evans & Cook, 2018;
Zdobnov et al., 2017). Recientemente, se publicaron los resultados de estudios proteémicos en V.

destructor, que permitieron categorizar la expresion génica especifica de edad y sexo de esta especie
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(McAfee et al.,, 2017). Los recursos gendmicos también permitieron identificar los mecanismos
moleculares detrds de rasgos clave del acaro, 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 fisiolégico, tanto a nivel
protedmico como transcriptomico (McAfee et al., 2017; Mondet et al., 2018). Estos ultimos autores
encontraron una amplia remodelacidn del transcriptoma de V. destructor, con una sobre-regulacién
de los procesos energéticos y metabdlicos de la quitina durante las fases inicial y final del ciclo de vida
(por ejemplo, las etapas forética y post-oviposicion), e identificaron genes relacionados con funciones
de regulacién transcripcional que se sobre-expresan durante la fase reproductiva. Estos estudios
resaltan la importancia de las herramientas gendmicas para profundizar en aspectos claves de la
interaccion parasito-hospedador y la salud apicola (revisado en Grozinger & Robinson, 2015), y
posibilitan la identificacion de genes candidatos involucrados en dicha interaccién, particularmente

aquellos vinculados con la reproduccidn del acaro dentro de la celda de cria de la abeja.

3.1.3. Bases genéticas de la reproduccién en V. destructor

El éxito reproductivo de V. destructor se basa en una coordinacién efectiva entre la preparacion
fisiologica y la capacidad de respuesta a las sefiales del huésped (revisado por Evans & Cook, 2018). El
entorno de la celda de cria juega un papel esencial en la regulaciéon de la oviposicién de los acaros
(Milani & Chiesa, 1990; Milani & Nazzi, 1994; Donzé et al., 1997; Garrido et al., 2003; Frey et al., 2013).
Especificamente, experimentos de comportamiento realizados previamente, mostraron que las
condiciones en las celdas de cria de A. mellifera promueven la maduracién de los huevos del acaroy
desencadenan la oviposicién durante las primeras 24 h post operculado (Frey et al., 2013). Mas
recientemente, y de forma complementaria, otros estudios han identificado genes potencialmente
asociados con la reproduccion de V. destructor. Particularmente, Cabrera et al. (2013a,b) han
evidenciado que los genes que codifican para las vitelogeninas 1y 2 (Vg1 y Vg2) aumentan sus niveles
de expresion en el dcaro después del operculado de la celda de cria, sobre todo en el momento de la
formacidn del capullo, previo a que la cria 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, CYP307aly CYP314al), un grupo de genes
gue codifican enzimas P450, encargadas de la hidroxilacidn secuencial de hormonas derivadas del
colesterol en la via biosintética de ecdisteroides, han sido propuestos como claves en la reproduccidn
del acaro, ya que el producto final de esta via activaria la expresidon de los genes de vitelogenina
nombrados (Cabrera et al., 2015). Por su parte, la proteina de transferencia de lipidos grandes

(codificada por el gen LLTP) es un transportador de lipidos altamente vinculado con las vitelogeninas
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y con su correcta distribucién en el organismo. De acuerdo a estudios previos, la expresién de este
gen disminuye en el momento de la reproduccién del acaro (Cabrera et al., 2013 b). Por otro lado,
Huang et al. (2017) propusieron tres genes potencialmente involucrados en la reproduccion de V.
destructor (genes de la proteina ribosomal L8 (RpL8), la proteina 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 correlacioné con un descenso
significativo en el éxito reproductivo del dcaro (Huang et al., 2017). Ademas de la funcién de genes
codificantes para proteinas, recientemente, se ha realizado una contribucién importante al estudio de
ARNs largos no codificantes (IncRNA) en V. destructor y se ha sugerido, mediante estudios in silico,
que estas moléculas podrian tener funciones regulatorias en procesos celulares claves que ocurren
durante la fase reproductiva del 4caro (Lin et al., 2020). A pesar de estos avances, los cambios
transcripcionales asociados al éxito reproductivo del acaro y la identificacion de aquellos genes
tempranos responsables del progreso efectivo de la reproduccidon dentro de la celda de cria, son

todavia un aspecto clave a explorar en V. destructor.

En este capitulo, se presentan los principales resultados de un analisis transcriptémico realizado sobre
acaros de edad controlada (primer ciclo), que incluye a hembras en estado forético, y a hembras
fundadoras reproductivas y no reproductivas en la fase de oviposicion. Especificamente, estudiamos
un momento clave, el cuarto dia luego del operculado de la celda de cria de las abejas, momento en
el que es posible distinguir si una hembra fundadora inicié la postura del primer huevo en el periodo
de tiempo descripto para la especie (de acuerdo al desarrollo de su hospedador) o se retrasé por

factores intrinsecos o del ambiente.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

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). Especificamente para
la obtencién de las muestras de acaros para el analisis transcriptdmico se utilizaron las colonias que
fueron caracterizadas por su comportamiento higiénico hacia V. destructor y cuyos resultados se
muestran en el capitulo 1. Dichas colonias se utilizaron como dadoras de cuadros de cria. Ademas, se
usaron otras colonias de abejas con cargas parasitarias elevadas como dadoras de acaros foréticos,
establecidas en el apiario experimental del Instituto de Investigacién en Tecnologia de Alimentos, INTA

(Castelar) nombrado en la seccién 1.2.2.4.1. (Capitulo 1).

3.2.2. Obtencion de muestras de V. destructor en estado reproductivo, no reproductivo y forético
en su primer ciclo de vida

Con el fin de obtener acaros con ciclo de vida controlado y edad homogénea para el andlisis
transcriptémico, se desarrollé una cria semi-artificial de V. destructor (Figura 45; Muntaabski et al.
2022, en revisidén). Brevemente, de cada colonia se eligi6 un cuadro con cria 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 mas tarde, se identificaron
en cada cuadro las celdas de cria de obreras recientemente operculadas, haciendo uso del mapa, y se
infestaron artificialmente con un acaro (hembra fundadora). Las celdas infestadas se obtuvieron
abriendo el opérculo con un bisturi e introduciendo la hembra fundadora en una celda de cria 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. Disefio experimental realizado para obtener las muestras de V. destructor para el andlisis
transcriptomico. Tomado de Muntaabski et al. (2022) en revision.

Los cuadros que contenian las celdas de cria infestadas artificialmente se colocaron nuevamente en la
colonia. Once dias después de la infestacion artificial, las celdas infestadas se abrieron
cuidadosamente con un bisturi y se recogieron las hembras fundadoras y sus hijas sexualmente
maduras (Figura 45). Las hembras hijas (F1) y fundadora (P) fueron identificadas por su pigmentacién
(Rosenkranz et al., 2010). Una vez identificadas y separadas, se monté 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 cria de colonias con baja carga parasitaria. Cada frasco de vidrio se
acondiciond 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 camara con condiciones controladas de temperatura y
humedad (35 °C y 60%, respectivamente) en oscuridad durante 4 dias. Este periodo se describio
previamente como el tiempo necesario para la maduracién de los espermatozoides dentro de la
espermateca de las hembras de V. destructor, y simulé una fase forética (HduBermann et al., 2016;
2019). Luego, se recuperaron las hembras F1 (acaros del primer ciclo) del cuerpo de las abejas
utilizando la técnica del azlcar impalpable. Estos dcaros se usaron para infestar celdas de cria recién

operculada de las colonias con baja carga. Cuatro dias después, las celdas infestadas que contenian
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prepupas se abrieron para observar la presencia/ausencia de huevos de V. destructor. De estos acaros
de primer ciclo se establecieron dos grupos: hembras reproductivas (R, hembras que pusieron un
huevo dentro de la celda de cria) y hembras no reproductivas (NR, hembras sin huevos en la celda de

cria) (Figura 45).

Los acaros 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 dias y no volvieron a infestarse en las celdas de cria (Figura 45). Los acaros 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 acaros de cada uno de los tres grupos (R, NR, F). Los mismos se colocaron
en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL y se almacenaron a -80 °C. Se prepararon tres muestras
(réplicas bioldgicas) por grupo para el analisis transcriptémico. Cada muestra consistié en un pool de

5 acaros.

3.2.3. RNAseq, analisis del transcriptoma y eleccién de genes candidatos

3.2.3.1. Extraccion de RNA

El ARN total se aislé de grupos (pooles) de cinco acaros. Brevemente, cada muestra de cinco acaros se
homogeneizé en 300 ulL de Trizol® (Thermo Fisher Scientific) con un equipo Tissuelyser y perlas de
acero inoxidable de 7 mm (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) (4 x 30 s a 30 Hz). Después de 5 min de
incubacién a temperatura ambiente, se afiadieron 150 pL 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 transfirio
a un tubo limpio que contenia 300 pL de isopropanol y 1 uL de glicégeno (20 mg/mL). Cada tubo se
mezclé suavemente por inversion y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente para lograr la
precipitacion del ARN. Los tubos se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. De cada
tubo, se descartd cuidadosamente el sobrenadante y se agregd 400 uL de etanol frio al 70 %. Los
tubos se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y luego el etanol se descarto
cuidadosamente de cada tubo. Este ultimo paso se realiz6 dos veces para mejorar el lavado.
Finalmente, se retird el etanol y se dejaron secar las muestras en flujo laminar. Una vez secas, las
muestras se resuspendieron en 20 uL de agua DEPC (Invitrogen), y se las incubd a temperatura

ambiente en agitador durante 10 minutos.

La pureza y concentracion del RNA extraido se midid utilizando un espectrofotémetro de volimenes

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 construcciéon de las bibliotecas y la secuenciacidon de alto rendimiento fueron realizadas por
Novogene Corporation Inc. (Sacramento, EE. UU.). Se construyé un total de nueve bibliotecas,
incluidas tres réplicas bioldgicas para cada estado reproductivo (R, NR, F), utilizando el kit de
preparacion de bibliotecas de ARN NEB Next® Ultra™ (New England Biolabs) con una longitud de
insercién de 250 a 300 pares de bases (pb). Las bibliotecas se secuenciaron con un equipo Illlumina
HiSeq 4000 (150 pb paired-end) con una profundidad de secuenciacion de al menos 20 millones de
lecturas paired-end por biblioteca. Las secuencias sin procesar estan disponibles en la base de datos

NCBI BioProject con el nimero de acceso PRINA674908.

3.2.3.2. Andlisis del transcriptoma

El desarrollo de andlisis de transcriptoma de V. destructor se realizd en colaboracion y bajo la
supervisiéon del Dr. José Manuel Latorre Estivales (FCEN, UBA).
En los siguientes pdarrafos se describe en detalle el flujo de trabajo realizado para el analisis de las 9

bibliotecas obtenidas (ver resumen en Figura 46).

3.2.3.2.1. Control de calidad, filtrado y recorte

Se utilizé 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 pardmetro SLIDING-WINDOW se establecid en 4:15 y solo se conservaron las lecturas
de mas de 50 pares de bases (parametro MINLEN = 50). El software se configurd para datos paired-

end.
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Lecturas sin tratar
Control de calidad FastQC

Limpieza Trimmomatic

Lecturas limpias
STAR

Indexado y mapeado

Lecturas mapeadas Lecturas no mapeadas
Con GFF HTSeq
(GCA_000181155.2) Software BWA-SW
Conteo Conteo
Analisis DEGs Analisis de virus
InterPro
software ErmineR BlastKOALA

Gene Score Resampling

GO terms KEGGs

Figura 46. Flujo de trabajo realizado para el analisis del transcriptoma de V. destructor.

3.2.3.2.2. Mapeo de lecturas

El ensamble del genoma de V. destructor (versidon Vdes_3.0 con nimero de acceso GCA_000181155.2)
y su correspondiente archivo de caracteristicas 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 pardmetros de mapeo

predeterminados (Figura 46; Tabla Suplementaria 13).

3.2.3.2.3. Andlisis de la expresidn génica

3.2.3.2.3.1. Expresion diferencial de genes

Se utilizd el paguete 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 millén (CMP) segun el manual de edgeR (Robinson et al., 2010; McCarthy et al., 2012). Se
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realizd un analisis exploratorio de las muestras de los tres grupos de acaros (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 grafico PCoA (con el comando betadispers del paquete vegan v2.5-7 de
R). El efecto de la variable "tratamiento" (grupos de acaros) se midid mediante un anadlisis de
PERMANOVA utilizando 99999 permutaciones (con el comando adonis2 del paquete vegan v2.5-7 de
R).

Posteriormente, se utilizé el paquete HTSFilter (Rau et al., 2013) para filtrar y eliminar los genes poco
expresados y/o de expresion muy variables (Tabla Suplementaria 15). Los GDE se identificaron
utilizando la prueba F de cuasi-verosimilitud bajo un enfoque GLM. Inicialmente, se realizé un andlisis
de expresidn 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
comparacion R vs. NR, no se establecié un umbral de FCy el FDR se fijé en 0,1, ya que esperdbamos
ligeros cambios en la expresidn génica considerando que ambos grupos de acaros pertenecen a la fase
reproductiva. Se elaboraron graficos de diferencia de medias (MD) para cada comparacién con el

objetivo de visualizar los patrones de expresion.

3.2.3.2.3.2. Comparacion de acaros reproductivos y no reproductivos

Se realizé un andlisis detallado de los GDE identificados en la comparacién de acaros reproductivos (R)
y no reproductivos (NR) con el objetivo de explorar los genes y vias moleculares asociados al éxito
reproductivo de V. destructor. Primero, se realizé una busqueda bibliografica exhaustiva sobre
especies cercanas a esta especie para validar y complementar la anotacién de estos genes. En segundo
lugar, se realizaron busquedas BLAST para identificar genes que no tuvieran anotacidn o funcion
asignada en el genoma de referencia de V. destructor. En tercer lugar, realizamos un heatmap de los
GDE utilizando el paguete pheatmap R (v1.0.12) (Kolde & Vilo, 2015) en RStudio para visualizar los
cambios de expresion 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 especificas
de Tetranychus urticae, Ixodes scapularis, Apis mellifera y Drosophila melanogaster.

La ubicacidn subcelular predicha de los ARN largos no codificantes (en inglés IncRNA) identificados
como DEG entre los dcaros R y NR se obtuvo utilizando el IncLocator, un software disponible en linea

para la prediccidn de la ubicacién de IncRNA basado en un clasificador de conjunto (Cao et al., 2018).
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LncLocator puede predecir cinco localizaciones subcelulares de IncRNA, que incluyen el nucleo, 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 rio arriba y rio abajo de los IncRNA se clasificaron como
posibles genes diana en cis (Guil & Esteller, 2012; Feng et al., 2019). Estos genes se identificaron y

sometieron a analisis de sus funciones GO y KEGGs Orthologies, como se describié anteriormente.

3.2.3.2.4. Andlisis de enriquecimiento de Gene Ontology

Se descargd el conjunto de datos con las proteinas 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 andlisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) se llevd 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 comparacién 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). Mas informacién sobre este
método estd disponible en https://erminej.msl.ubc.ca/help/tutorials/running-an-analysis-
resampling/. Posteriormente, los términos GO enriquecidos obtenidos de cada comparacién por el

método GSR se buscaron utilizando QuickGO (www.ebi.ac.uk/QuickGO/slimming).

3.2.3.2.5. Identificacion 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 realizé como se describié anteriormente en la seccién "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 parametros de mapeo predeterminados. Sobre todos
los virus detectados, se calculd el porcentaje total de recuentos mapeados por biblioteca y se comparé
este porcentaje entre las condiciones analizadas (R, NR y F) ("Andlisis de virus total"). Luego, se
realizaron dos analisis adicionales. Primero, los recuentos de cada virus para las tres condiciones se
tomaron como nueve réplicas y se comparo la abundancia relativa de cada virus en la poblacién de
acaros ("Analisis de abundancia viral"). En segundo lugar, se compararon los recuentos de cada virus
entre las tres condiciones (R, NR y F) para evaluar si habia una asociacidn entre la condicion de las
hembras de V. destructor y la abundancia de virus especificos ("Analisis de condiciones"). Los datos de

"virus total" y "condicidon" se analizaron utilizando un modelo lineal general (GLM) con una
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distribucién binomial y una funcién de enlace logit (mapeado vs. no mapeado y virus vs. no virus,
respectivamente) considerando la condicion como un factor fijo. De manera similar, los datos de
"abundancia viral" se analizaron utilizando GLM con una distribucién binomial y una funcién de enlace
logit (virus vs. no virus) considerando los virus detectados como un factor fijo. Se realizaron multiples
comparaciones utilizando Fisher LSD (a = 0,05). En todos los casos se ensayd y analizé la dispersidn de
los residuos. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada se utilizd el criterio de informacién
de Akaike. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando la funcién glmer en el paquete R

'Ime4' (Bates et al., 2015).

3.2.3.3. Validacidén de la expresion por medio de PCR cuantitativa

Para validar los resultados de RNA-Seq, se realizé la cuantificacidn de la expresion de ocho GDE y dos
genes de referencia mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) (Tabla 8). La seleccion de estos
genes se baso en su expresion diferencial entre los estados considerados (particularmente R vs. NR) y
en sus funciones predichas (asociadas a la reproduccion y procesos fisioldgicos) segun busquedas de
BLAST. Ademas, se analizd la expresion de otros tres genes candidatos asociados con la reproduccién
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 expresién de cada transcripto se analizd en cuatro réplicas bioldgicas por condicion (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 seccién 3.2.3.1. Se usé
aproximadamente 1 pg 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 especificos para la amplificacion por gPCR de los genes
seleccionados se disefiaron 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. Caracteristicas de los genes candidatos y de referencia usados para la validacién por qPCR

de los resultados obtenidos por RNA-Seq.

Tamainio del
Nombre del gen N° de Acceso Secuencia del cebador 5°-3° amplicén | Ta(°C) | Ef. gPCR
(pb)
. . AATGATGAGGCTGGTGGGTG
protein patched homolog 1-like | LOC111252634 TACCGCCGACAGGAAGTAGA 94 60 1,693
L . TCGCCTGAATTTGAGCGTCT
transcription factor AP-1-like LOC111243751 CGAGATGACCCCTAAGGCAC 78 60 1,648
. . TTACCTCATTCGACAGCCCC
la-related protein 6-like LOC111245737 GAAAAGCTGATCCCCCTCCE 88 60 1,86
. . . GCAGGTCATAGACGACGAGT
vitellogenin-6-like LOC111244790 AGCCATCTTGCGGATTAGGG 106 60 1,89
purine nucleoside TGGAGGTTGGTGCTGGTAGT
LOC111244127 14 1,834
phosphorylase-like oc GCCACGATTACCTCGTGACT 8 €0 83
. . CGTATCGTCTCGCTGGAGTC
troponin T-like LOC111247563 GTTGATCTGCCTCTGACGCT 102 60 1,935
- . AAAGAAGGCTACGGTGGAGC
endochitinase-like LOC111255436 GGTCAGGGAGCCAGAGTAGA 189 60 1,855
GTATTTGCTGTCCTGGCTGC
| icl in G1A-lik LOC111247947 1 1
pupal cuticle protein G ike ocC 9 GACTGTGGGACCCTCCATTG 30 60 ,885
nascent polypeptide-assoc. TGGACGACAGTGAACGCATTA
complex subun/t.a, muscle-sp LOC111254322 GAGTGGCTAAAAGCTGETCG 121 60 1,819
form-like
, . CATTGTTGCCGCACACACCGT
vitellogenin 1 LOC111249970 AATGGCCAGCGCGTCTACCT 175 61 1,91
, . CACTTATGTGCGGAACTCGTTATAG
proteina ribosomal L11 LOC111250605 TCTAACCAATAAGTGCGCTATGAAC 151 55 1,827
. . ACGTCGACTATTCAGGACGC
large lipid transfer protein LOC111244791 AAAAGCATCCGGCTCAAGGA 183 60 1,849
. . TTTGTAACCGACACGAGCTG
heat shock protein 83-like (90) | LOC111244541 TGTTGAGCGTGTGAAGAAGC 117 58,4 1,577
ACGTATTCCATTCGGCTTCC
L ] / -unii LOC1112457 1 4 1,851
arge ribosomal sub-unit oC 5786 GAGTCCGGCGAGGTATGAGT 06 58, ,85
AGCTGTCGGAACAGGAAGTG
4 ] / in (51 LOC1112 7 1 1,902
0S ribosomal protein (S18) ocC 5395 GGGCACGGATCTTTTTCAGE 86 60 ,90

Los cebadores usados para la amplificacion del gen que codifica la ribosomal protein L11 fueron obtenidos a
partir de Huang et al. (2017). Los cebadores usados para la amplificacién 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. gPCR: Eficiencia del amplicon.

Los ensayos de gPCR se realizaron en un LightCycler 96 (Roche), utilizando el cDNA como templado.
Cada reaccion se realizé en un volumen final de 10 pL, que contenia 5 L de Fast Start Essential DNA
Green Master (Roche), 0,25 pL (50 mM) de cada cebador forwardy reverse, 4 uL de dH20 y 0,5 pL de
molde de ADNc. Los pardmetros 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 amplificacién del producto de la curva
de melting. Todas las gPCR se realizaron por triplicado (es decir, tres réplicas técnicas).

La expresion de los genes LRSU y Rps se utilizaron para normalizar la expresion de los genes candidatos

(Tabla 8). Estos genes se describieron previamente como genes de expresion 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 expresion de los genes candidatos, aplicamos el modelo NRQ, que consiste
en convertir los valores del nimero de ciclos de cuantificacion (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
multiples genes de referencia (Hellemans et al., 2007). Las cantidades relativas y los datos
normalizados se obtuvieron siguiendo las férmulas descritas en Hellemans et al. (2007). Para cada gen
candidato, se evaluaron las diferencias en log (NRQ) entre grupos de acaros con la prueba de Kruskal-
Wallis. Se realizaron pruebas de Dunn para las comparaciones multiples a posteriori. Todos los analisis

estadisticos se realizaron utilizando la funcién emmeans en el paquete R ‘emmeans’ (Lenth, 2020).
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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 elimind 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 unica al genoma de V. destructor (Tabla 9). Los
resultados del analisis 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. Numero 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 acaros (R, NRy F) y se identifican con nimeros (1-3) las réplicas dentro de

cada grupo.
Numero de | Numero de | Lecturas | Numero de lecturas
_— . . Lecturas mapeadas de
Biblioteca | lecturas sin lecturas trimadas | mapeadas de forma o
i o forma Unica (%)
procesar trimadas (%) Unica

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. Andlisis global

Las muestras de RNA-Seq se compararon mediante un andlisis de coordenadas principales (PCoA). Los
dos primeros componentes del PCoA mostrados en la Figura 47 explican el 93,93% de la variacién total
entre tratamientos (grupos de acaros) (el componente 1 explica el 89,28% y el componente 2 explica
el 4,65% de la variacion). Los tres grupos de acaros se ubican separados a lo largo del eje 1 (PCoAl) y

las muestras de cada tratamiento se visualizan agrupadas dentro de la elipse que representa la
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desviacidn estdndar dado un nivel de confianza del 95% (Figura 47). El grupo de los acaros foréticos
(F) fue el mas homogéneo, mientras que los grupos R y NR mostraron una mayor variacién entre
réplicas. Las muestras de los tres grupos presentaron perfiles de expresién con disimilitudes que,
segln el andlisis PERMANOVA, estan 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 expresidn entre las bibliotecas, se obtuvo un

subconjunto de 10.390 genes que se utilizd para los andlisis posteriores (Tabla Suplementaria 15).
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Figura 47. Analisis de coordenadas principales (PCoA) realizado sobre el perfil de abundancia de

transcriptos. R: acaros reproductivos; NR: dcaros no reproductivos; y F: dcaros foréticos.
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3.3.2.3. Andlisis 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: Rvs. F, NRvs. Fy Rvs. NR, (Tablas Suplementarias
17, 18 y 19, respectivamente); y se utilizaron estos datos para el analisis de enriquecimiento GO. Un
total de 11 términos Gene Ontology (GO) que incluyen la localizacién de lipidos (incluido el transporte
de lipidos), el proceso metabdlico derivado de carbohidratos (incluidos los procesos metabdlicos de
aminoglicanos, de aminoazlcares y de compuestos que contienen glucosamina, y el proceso
metabdlico de quitina) y procesos de unién (incluidos unién de quitina y actividad de dimerizacién de
proteinas) 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 20y 21).
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La comparacién R vs. F mostré un total de 25 términos GO significativamente enriquecidos, siete
pertenecen a "proceso bioldgico", 17 a "funcidon molecular" y uno a "componente celular" (Figura 48,
Tabla Suplementaria 20). Especificamente, la actividad de transduccion de sefiales (incluidas la
actividad de receptor de sefializacion y la de sefializacién transmembrana) se vio alterada sélo en esta
comparacion. La comparacién NR vs. F mostré un total de 13 términos GO enriquecidos, de los cuales
siete pertenecen a “proceso bioldgico”, cinco a “funcién molecular” y uno a “componente celular”,
principalmente asignados al proceso metabdlico de aminoglicanos, transporte de lipidos, unién a
quitina, proceso metabdlico de aminoazucares y localizacion de lipidos (Figura 48, Tabla

Suplementaria 21).

Se obtuvieron un total de 15 términos GO significativamente enriquecidos para la comparacion de R
vs. NR. Estos términos GO se dividieron en tres grupos segun su funcion molecular: actividad
reguladora de la transcripcion (incluida la actividad de factor de transcripcidon de unién al ADN),
actividad de transportador transmembrana, y actividad molecular estructural (incluido el
constituyente estructural de la cuticula). Especificamente este ultimo grupo de GO se enriquecié de

manera diferente entre todas las comparaciones (Figura 48, Tabla Suplementaria 22).

3.3.2.4. Andlisis de la expresion génica

3.3.2.4.1. Fase reproductiva vs. fase forética

De acuerdo los resultados del analisis 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 analisis mas estricto (FDR <0,05 y FC >2) detecté un total de

1.577 GDE para las tres comparaciones pareadas (Tabla 10; Tabla Suplementaria 23).

Tabla 10. Numero de genes diferencialmente expresados (GDE) en el andlisis global y para las
comparaciones pareadas entre grupos de acaros (R: reproductivos, NR: no reproductivos, F:
foréticos). Se muestran el total de genes sub y sobre-expresados en cada caso y los parametros
utilizados en los andlisis (FDR: False Discovery rate correction, FC: Fold-change).

Analisis/Comparaciones Parametros N° GDE | Sobre-expresados | Sub-expresados
Global FDR < 0,05 6.246 - -
NR vs. F FDR < 0,05, FC > 2 416 256 160
Rvs. F FDR < 0,05, FC>2 1.116 548 568
Rvs. NR FDR<0,1 45 3 42
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Los mayores cambios transcripcionales se produjeron entre los grupos de acaros reproductivos (R) y
foréticos (F), ya que se identificaron un total de 1.116 GDE para dicha comparacién. De estos genes,
548 se detectaron sobre-expresados y 568 sub-expresados (Tabla 10; Figura 49a; Tabla Suplementaria
17). La comparacién de acaros NR y F mostré 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. Especificamente, el gen del receptor
de ecdisona (EcR) se encontro sobre-expresado en el grupo de acaros R en comparacion con el grupo
F, v el gen disembodied (CYP302al) se encontrd sobre-expresado en la fase reproductiva (R/NR)

respecto a la fase forética (F) (Tabla Suplementaria 19).

No significativo No significativo No significativo
+ Sobre-expresados * Sobre-expresados * Sobre-expresados
+ Sub-expresados * Sub-expresados * Sub-expresados

10
10

10

log-fold-change
log-fold-change

log-fold-change

Lot e L

[ 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15

Log CPM promedio Log CPM promedio Log CPM promedio

Figura 49. Patrones de expresidn génica para cada comparacion pareada, considerando los grupos
de 4caros analizados: R (reproductivos), NR (no reproductivos), F (foréticos). Se grafica Log (FC; fold-
change) en funcién de los valores medios del log (CPM; cuentas por millén). Se muestran las
comparaciones: R vs. F (a); NR vs. F (b); y R vs. NR (c). Los genes que estan significativamente sobre-
expresados o sub-expresados se muestran en rojo y azul, respectivamente. Los genes que no se
expresaron diferencialmente entre los grupos de dcaros se muestran en gris.

3.3.2.4.2. Comparacion entre acaros reproductivos y no reproductivos

Se detectaron un total de 45 GDE entre los grupos de acaros R y NR, 42 genes se mostraron sub-
expresados y tres sobre-expresados en R en comparacién con NR (Figura 49c y 50; Tablas
Suplementarias 19; 24). Los GDE identificados para dicha comparacidn se asignaron a siete categorias
funcionales principales de acuerdo con estudios publicados previamente en artréopodos: 13 genes
asociados con la regulacién y replicacion celular, nueve genes relacionados con los sistemas nervioso
y muscular, cinco genes asociados con la maduracién y embriogénesis, dos genes vinculados al
metabolismo de la cuticula, dos genes involucrados en el metabolismo hormonal, cinco IncRNAs y

nueve genes no caracterizados (Figura 50). Entre estos GDE no caracterizados, sélo se identificaron
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dos transcritos a través de busquedas BLAST: LOC111247894 (hypothetical early protein cuticle protein
16.8-like) y LOC111251125 (hypothetical glutamate receptor).

ID Gene description
LOC111251031 cuticle protein 6.4- like *
4& L0OC111243751 transcription factor AP-1 -like .
LOC111252634 protein patched homolog 1- like e o
I Loc111254780 uncharacterized
LOC111247563 troponin T- like AN
LOC111251557 myosin regulatory light chain 2- like Am
‘ LOC111245933 gamma-butyrobetaine dioxygenase- like °
|| LOC111249606 uncharacterized A
LOC111251748 IncRNA ¢
LOC111247963 cytochrome P450 3A56-like x
LOC111243768 transmembrane protease serine 9- like L4
LOC111253281 troponin I- like Am
- LOC111245346 S-adenosylmethionine synthase -like L
q LOC111249175 IncRNA .
_E LOC111245737 la-related protein 6-like LI
LOC111249842 forkhead box protein P1-like Am
_E - LOC111251627 lysoplasmalogenase- like protein TMIEM86A L]
LOC111254253 uncharacterized A
LOC111247157| EGF-containing fibulin -like extracellular matrix protein 1 Am
LOC111245348 muscle LIM protein 1-like me
LOC111247275 uncharacterized A
LOC111247894 cuticle protein w;
1 LOC111252893 carboxypeptidase Q- like .
r _E LOC111244152 cytochrome P450 4C1-like ®
;7\ LOC111247770 uncharacterized A
LOC111243919 uncharacterized A
LOC111244790 vitellogenin-6- like .
LOC111245140 uncharacterized A
LOC111244227 ADP,ATP carrier protein 1-like L
LOC111245471 uncharacterized A
— LOC111251603 BAG domain-containing protein Samui- like .
L0C111244127 purine nucleoside phosphorylase-like L]
LOC111249147 cytochrome c L
LOC111252575 uncharacterized A
! 15 LOC111251520 major egg antigen- like °
— LOC111242894 IncRNA .
1 LOC111249035| hydroxyacid-oxoacid transhydrogenase, mitochondrial-like L]
0.5 LOC111253294 IncRNA *
: LOC111251906 IncRNA .
0 LOC111250594 sarcalumenin -like -
LOC111251098 myosin light chain kinase, smooth muscle-like L]
0.5 LOC111252565 troponin C AR
-1 LOC111251125 glutamate receptor- like A
LOC111251756| putative sodium-coupled neutral amino acid transporter 7 &
' -1 LOC111252465 uncharacterized A

LdN
2UN
EUN

Figura 50. Mapa de calor (heatmap) de los genes diferencialmente expresados para la comparacidn
R vs. NR. Se muestra una escala de colores, en la que el azul representa el nivel de expresién mas
bajo y el rojo, el mas alto. Los genes se identifican por su ID de GenBank. Se presenta un
dendrograma con agrupacién jerarquica 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:
regulacién y replicacion celular; triangulos naranjas: sistema nervioso y muscular; cuadrados verdes:
movimiento muscular; pentdgonos azul claro: maduracidn y embriogénesis; estrellas rojas:
metabolismo de la cuticula; x azul: metabolismo hormonal; puntas de flecha marrones: genes no
caracterizados; y rombos grises: IncRNAs.
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Se obtuvieron los términos GO y los KEGGs asociadas a los GDE identificados en la comparacién R vs.
NR. Dos de los tres genes sobre-expresados en los dcaros R estan asociados con vias de transduccion
de sefales: el gen protein patched homolog 1-like (ptchl) (involucrado en la via de sefalizacién
Hedgehog) y el gen transcription factor AP-1-like (ap-1) (asociado con las vias de sefializacién MAPK y
Wnt) (Tablas Suplementarias 24 y 25). Ambos genes también se asociaron con la apoptosis, los
factores de transcripcidn y las vias de sefializacién Toll e Imd (Tablas Suplementarias 24 y 25). El tercer
gen que se sobre-expresdé en el grupo de acaros R corresponde al gen cuticle protein 6.4-like, asociado
con el metabolismo de la cuticula (Figura 50; Tablas Suplementarias 24 y 25). La mayoria de los genes
sub-expresados en el grupo de dcaros R estd relacionados con procesos metabdlicos generales,
especificamente con el metabolismo de aminodcidos, de nucledtidos y cofactores y de vitaminas

(Tablas Suplementarias 24 y 25).

Se identificaron cinco IncRNA diferencialmente expresados entre los acaros R y NR (Figura 50), cuya
localizaciéon predicha es el nicleo. Se detectaron 41 genes potencialmente target de estos IncRNA en
regulacion cis (Tabla Suplementaria 26). El andlisis de las rutas KEGG indicd que estos genes target
participan en 24 rutas metabdlicas principales, tales como el procesamiento de informacion genética
(incluido el plegamiento y la degradacion, la traduccion, la replicacién y la reparacioén, y la
transcripcién) y los procesos metabdlicos (metabolismo de cofactores y vitaminas, metabolismo
energético, biosintesis y metabolismo de glicanos y de lipidos) (Tabla Suplementaria 26). Entre estos
genes, se detecté el gen protein ovo-like, con un papel predicho en la determinacidn del sexo de la

linea germinal y la remodelacién del citoesqueleto.

3.3.2.5. Validacion de los resultados de RNA-Seq

Se seleccioné un conjunto de 13 transcriptos (Tabla 8) para validar los resultados de RNA-Seq
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR). Se obtuvo una correlacion global significativa entre
los conjuntos de datos de RNA-Seq y qPCR (correlacion de Spearman; r=0,7384; p=8,90E-5). Cuando
se consideraron las comparaciones pareadas entre los grupos de acaros, también se obtuvieron
correlaciones significativas entre los conjuntos de datos (correlacién de Spearman; r=0,6923, p=8,90E-

5 para N vs. NR; r=0,9140, p=6,90E-11 para Rvs. F, y r=0,8462, p=5,170E-8 para NR vs. F).

Los resultados de gPCR mostraron una sobre-expresién significativa de los transcritos anotados como
ptchl y ap-1 en los acaros R en comparacion con los dcaros NR y F (Figura 51). El transcrito vgé
evidencio una sobre-expresion significativa en el grupo de acaros F y NR en comparacién con el grupo
R (Figura 51). En el caso del transcrito hypothetical endochitinase-like (chisal), se evidencié una sobre-

expresion significativa en F en comparacion R (Figura 51). Ademas, 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 comparacion con NR y R (Figura 51). Se
detectaron diferencias en la expresion génica de troponin T-like (tnnt) y heat shock protein 83-like
(hsp83) entre todos los grupos de dacaros analizados. Especificamente, el gen tnnt se expresa
mayormente en F, seguido de NR y R, mientras que hsp83 mostré una mayor expresion en R, seguido

de NRy F (Figura 51).

Los resultados de los genes pupal cuticle protein G1A-like (cugla)y vgl evidenciaron una significativa
sub-expresion en F en comparacién con los acaros R y NR (Figura 51). El transcripto nascent
polypeptide-associated complex subunit alpha (naca) también se mostré sub-expresado en los acaros
F en comparacion con los acaros R. Finalmente, el transcripto correspondiente al gen ribosomal
protein L11 (rpl11) no mostré diferencias de expresidn para ninguna de las comparaciones pareadas

(Figura 51).
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Figura 51. Perfiles de expresion de los genes candidatos obtenidos por qPCR en los grupos de acaros
R, NRy F (derecha; NRQ son unidades de expresion relativa) y por RNA-Seq (izquierda; CPM son
cuentas por millon). Las diferencias significativas entre grupos se muestran con letras diferentes. Los
genes de referencia utilizados para la normalizacidn de la expresion fueron large ribosomal sub-unit
y 18S rRNA.
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Figura 51. Continuacion

3.3.2.6. Deteccion y cuantificacion 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 segun bibliografia. Se detecté una
gran variacion 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 acaros (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 acaros (R, NR y F). La abundancia de virus se expresa como el

porcentaje de lecturas mapeadas.

N° Lecturas | N°Lecturas % de Lecturas
Muestras | de entrada mapeadas 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%
80 4
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Figura 52. Abundancia relativa de los virus totales de A. mellifera en los tres grupos de acaros (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 evidencid una abundancia viral similar para VDV-2 entre las bibliotecas, se observo una alta
variacion para el virus DWV-A (Tabla Suplementaria 27). Especificamente, para los grupos Ry 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 acaros para los virus de mayor
prevalencia, si se observaron diferencias para los virus de menor prevalencia. Especificamente, DWV-
B mostré una mayor abundancia en el grupo de acaros F que en los acaros R y NR, mientras que los
dos virus BeeMLV mostraron un patrén 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 acaros (R, NRy F).
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3.4. DISCUSION

En este capitulo, se presentan los principales resultados de la obtencién y andlisis 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 acaro y se exploraron las
vias metabdlicas subyacentes. Ademas, se utilizaron herramientas bioinformaticas para detectar
IncRNA potencialmente asociados a la regulacion de la reproduccién de esta especie e identificar

secuencias virales potencialmente involucradas en la interaccién entre V. destructor y A. mellifera.

Los primeros analisis 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 secuenciacién contra el genoma de referencia (GCA_000181155.2). Este
andlisis mostré 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 comparacién R vs. F, y 416 en la comparacion NR vs. F). Estos
resultados estan en linea con los profundos cambios fisioldgicos, conductuales y funcionales que
ocurren en el acaro durante la transicidon de fases del ciclo de vida también evidenciado por otros
autores (Mondet et al., 2018). Por el contrario, nuestros resultados para los acaros reproductivos (R)
y no reproductivos (NR) presentaron perfiles de expresién mas homogéneos, con solo 45 DEGs, lo que
sugiere que cambios regulatorios menores subyacen al éxito reproductivo del acaro en el cuarto dia

post operculado.

3.4.1. Comparacion 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 expresidn: el proceso metabdlico de aminoazucares, el proceso metabdélico de la quitina 'y
la unién de la quitina. Nuestros resultados estan en linea con estudios previos que revelaron que los
procesos metabdlicos de los carbohidratos (especificamente el metabolismo de la quitina) subyacen
las transiciones entre las fases del ciclo de vida de los dcaros (McAfee et al., 2017; Mondet et al., 2018).
La quitina es el principal componente estructural de la cuticula de los artréopodos, que proporciona
soporte mecanico y una barrera eficaz contra la disecacion y las infecciones (Politi et al., 2019;
Trabalon et al.,, 2020). Anteriormente se ha sugerido que una cuticula flexible durante la fase
reproductiva permitiria que el acaro ingiera una gran cantidad de hemolinfa durante su alimentacion

(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 linea con la falta
de adaptaciones esenciales en el acaro asociadas con la alimentacidn en base. Una explicacion
alternativa a los resultados anteriores y los obtenidos en la presente Tesis es que las hembras de V.
destructor podrian invertir estratégicamente menos energia en la sintesis de la cuticula, ya que en las
celdas de cria de las abejas estdn 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 hipotesis de una adaptacidon eficiente de las hembras de Varroa con una minima inversidn
energética en la constitucidn de la cuticula seguin el entorno de su huésped (la celda de cria/la abeja

adulta) y evidencian que estos cambios fisiologicos estan regulados a nivel transcripcional.

Los lipidos parecen desempefiar un papel crucial en el desarrollo de V. destructor (McAfee et al., 2017).
Estos autores, a través de un analisis proteémico, detectaron que la localizacidén y el transporte de
lipidos son los procesos bioldgicos mas significativamente enriquecidos en las hembras fundadoras y
su progenie, principalmente impulsados por la expresién de vitelogenina. De forma consistente, en
nuestros resultados, encontramos que las vias de localizacién y transporte de lipidos se enriquecen
cuando se comparan las fases reproductiva y forética, lo que respalda el papel clave de estas
macromoléculas en la fisiologia de los dcaros en general, pero en la transicion de fases en particular.
De hecho, nuestros resultados estan en linea 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 sintesis de proteinas y lipidos
en la abeja melifera, la alimentacién de este tejido por parte del acaro requiere el transporte y la
localizacién de estos nutrientes para enfrentar el desafio energético de la reproduccion. Ademas,
estos autores encontraron una fuerte relacion entre la fecundidad y los niveles de grasa corporal en
la dieta del acaro (Ramsey et al., 2019). Estos resultados estan en consonancia con un uso estratégico
de los recursos energéticos por parte del dcaro cuando inicia su fase reproductiva, maximizando

aquellos destinados a la reproduccion y minimizando la energia destinada a otros procesos.

3.4.2. Comparacion entre acaros reproductivos y no reproductivos

La mayoria de los genes diferencialmente expresados (GDE) identificados para la comparacién R vs.
NR se mostraron sub-expresados en R (42 genes, 93,3%), de acuerdo con la hipétesis de que varios
procesos fisiolégicos se minimizan en las hembras de V. destructor que se reproducen exitosamente
dentro de las celdas de cria de su huésped. De hecho, varias funciones, especificamente aquellas
relacionadas con el metabolismo hormonal y energético general, la neuro-deteccion y neuro-
locomocidn, y la apoptosis, se encontraron sub-reguladas en los acaros R en comparacion con los NR.

El patrén de expresidn génica observado en los acaros R esta en linea con los resultados de Mondet
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et al. (2018) y respalda los altos requerimientos energéticos necesarios para iniciar la oviposicién
(Garedew et al.,, 2004; Traynor et al., 2020). Por el contrario, las funciones asociadas con la
transduccién de sefiales, la actividad de factores de transcripcion y la segmentacién embrionaria se
sobre-expresaron en los dcaros R en comparacién con NR y serian procesos clave que determinan el

éxito reproductivo del acaro.

Dos genes sobre-expresados en los acaros R estarian asociados con la transduccidn de sefiales: el gen
protein patched homolog 1-like (ptchl1-like), un receptor de membrana predicho involucrado en la via
de sefalizacion Hedgehog, y el gen activator protein 1 (ap-1-like), un factor de transcripcion predicho
que constituye el producto final de la via de sefalizacidn c-Jun N-terminal kinase (JNK). La via de
sefializacion Hedgehog esta intimamente relacionada con el crecimiento y la diferenciacién celular,
con funciones en la formacién de patrones embrionarios y la homeostasis del tejido adulto (Lum &
Beachy, 2004). La via de sefializacién JNK juega un papel importante en programas celulares complejos
como la proliferacion, diferenciacion, desarrollo, transformacion y apoptosis (Kim & Ausubel, 2005;
Yamamoto et al., 2008; Tong & Feng, 2018). En artrépodos, estas dos vias de sefializacién estan
intimamente relacionadas con el desarrollo embrionario, concretamente con la segmentacion del
embrion (Kockel et al., 2001; Oda & Oda, 2020), y estan estrechamente interconectadas con la via de
sefializacion Wnt, otra de las vias clave en la segmentacion del area posterior de los artropodos (ver
Clark et al., 2019 para una revisién). Aunque se dispone de poca informacidn sobre los genes asociados
a la oogénesis (Cabrera et al., 2013a) y a la embriogénesis en V. destructor, los aspectos citolégicos 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 formacién de la cascara del
huevo, y (2) una embriogénesis intraovarica con clivaje, segmentacion, formaciéon de yemas,
diferenciacidon de las extremidades y molde embrionario. Asi, este estudio pionero demostré que parte
del proceso de embriogénesis tiene lugar en el interior de la hembra fundadora y, por tanto, los dos
genes mencionados (ptchly 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 acaros R en comparaciéon con los NR. Este gen ha sido descripto como
perteneciente a la familia hsp90 en D. melanogaster y estaria 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 escisidon y
diferenciacidn del embrién serian fundamentales para el éxito reproductivo de V. destructor, y que los

genes identificados son candidatos putativos involucrados en este rasgo.
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En el grupo de acaros NR detectamos genes sub-expresados asociados a la segmentaciéon embrionaria
y genes sobre-regulados relacionados con la apoptosis. Especificamente, ap-1, un gen que regula la
apoptosis, se sobre-expresa en los acaros R en comparacién con los NR. En los artrépodos, uno de los
productos de la via Hedgehog es una proteina (Dpp; Agren et al., 2004), que inhibe la via de la c-Jun
N-terminal kinase (JNK) (Kockel et al., 2001), responsable, entre otras funciones, de activar la funcién
apoptotica de AP-1 (Kim et al., 2005). Es posible que la mayor expresién de ptchl observada en los
acaros R esté implicada en la inhibicion de la accidon apoptética de AP-1 en este grupo. Ademas,
citocromo C (CYCS), un gen que activa la apoptosis, se encontrd sobre-expresado en los acaros NR en
comparacion con los R. En general, estos resultados son consistentes con una interrupcién temprana
del proceso de reproduccién en los acaros NR, posiblemente para evitar la inversidn innecesaria de
energia en el proceso de reproduccién cuando el momento preciso de la puesta del primer huevo
paso. En este sentido, y basdndonos en nuestros resultados que sugieren que los dcaros NR serian mas
parecidos a los acaros F (de lo que se parecen los acaros R a los F), podemos sugerir que los dcaros NR
pasarian el resto de su fase reproductiva dentro de la celda de cria asemejandose cada vez mas a los
acaros foréticos, y estarian asi preparados para iniciar una nueva fase reproductiva (potencialmente
exitosa) una vez que les toca abandonar la celda de cria. Esta hipdtesis esta en linea 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 acaro se retrasa en comparacion con el
desarrollo de las larvas del hospedador, es dificil obtener hembras hijas fértiles y maduras. En estas
condiciones, un proceso de oosorcion (degradacion de los ovocitos en crecimiento; Steiner et al.,
1995) podria conducir a una infertilidad temporal de las hembras de Varroa dentro de la celda de cria
y, por tanto, les permitiria ahorrar recursos energéticos para el siguiente ciclo reproductivo. Nuestra
hipdtesis es que la apoptosis seria un proceso clave que posibilita la degradacion de los ovocitos en
crecimiento que se inicia 48 horas después del operculado de la celda de cria, segun los experimentos

de transferencia de acaros realizados por Frey et al. (2013).

3.4.2.1. ARN largos no codificantes diferencialmente expresados

Estudios previos han demostrado la posible funciéon de los ARN largos no codificantes (/IncRNA),
fundamentalmente asociados a la regulacion de la expresidn génica a nivel de la herencia epigenética,
la transcripcidny los procesos postranscripcionales (Furuno et al., 2006; Mercer et al., 2009). Nosotros
detectamos cinco IncRNA diferencialmente expresados entre los acaros R y NR e identificamos 41
genes potencialmente targets en cis de estos IncRNAs. Los analisis KEGG revelaron que estos genes
estan principalmente asociados con el metabolismo y las vias de replicacion, transcripcion vy

traduccidn. Estos resultados son consistentes con los obtenidos para los GDE entre dcaros Ry 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 replicacién del ADN y la regulacién de la traduccion serian reguladas durante la

etapa de oviposicidn de la hembra fundadora dentro de la celda de cria.

Entre los potenciales genes targets identificados de los cinco IncRNA detectados, se destaca el gen
protein ovo-like. Este gen codifica una proteina que juega un papel crucial en la supervivencia, la
determinacién del sexo en la linea germinal y la remodelacién del citoesqueleto durante la
diferenciacidon epidérmica. Asimismo, diferentes isoformas de esta proteina actuan de forma
antagonica entre si, teniendo una actividad de activacidn o represién transcripcional (Andrews et al.,
2000). Nuestros resultados estan en linea con Lin et al. (2020), quienes propusieron que los IncRNA
predichos en V. destructor pueden ser potencialmente responsables de las funciones reguladoras de
progresos celulares y bioldgicos durante la fase reproductiva del acaro. Consideramos que son
necesarios mas estudios para explorar las funciones de estos IncRNA y los genes target, y asi como su

impacto en la reproduccién de V. destructor.

3.4.3. Genes Halloween

Estudios previos han propuesto que el inicio de la vitelogénesis y la reproduccidn en el orden Acari es
iniciado por ecdisteroides (Cabrera et al., 2009) y que, como en los insectos, la hidroxilacién secuencial
final de los precursores de esteroides que dan lugar a los ecdisteroides activos estd mediada por el
citocromo P450 (CYP450s), codificado por genes de Halloween (Rewitz et al., 2006). Algunos ortdlogos
de estos genes como spook (CYP307al), disembodied (CYP302A1), shade (CYP314Al) y shadow
(CYP315a1l) 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 expresién de estos genes Halloween, encontramos que
EcR y disembodied se sobre-expresaron en los acaros R y NR en comparacién con los acaros F, de
manera consistente con estudios previos en los que disembodied, spook y shade se presentaron como
genes sobre-regulados en las etapas de oviposicidn 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 dcaros R y NR, la alta expresion detectada durante la fase reproductiva
respalda que esta cascada juega un papel crucial en el inicio de la fase reproductiva de V. destructory
gue se mantiene activa incluso cuatro dias después de la invasién de la hembra fundadora a la celda,

independientemente de que la reproduccién progrese efectivamente dentro de la celda de cria.
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3.4.4. Virus

Los resultados obtenidos en esta Tesis a partir del analisis de las lecturas no mapeadas de nuestra
base de datos RNA-Seq de V. destructor permitieron detectar secuencias de 10 virus previamente
identificados como patdgenos de abejas meliferas y potencialmente asociados al dcaro. 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 acaros (ver Salina et al.,
2021 para una revisiéon). Este resultado novedoso, se fundamenta en que la mayoria de los andlisis
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 deteccidn de los virus BeeMLV,
BeeMLV PSU-1var, ARV-1 y ARV-2 respalda la hipdtesis previa de que V. destructor es un vector de
estos virus, aunque se desconoce el papel preciso de los acaros en su transmision (de Miranda et al.,

2015; Remnant et al., 2017; Levin et al., 2017; revisado por Yafiez et al., 2020).

La deteccidn de SBV estd en linea con reportes previos de Argentina en los que se detectd 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 mecanico de este virus (Dubois et al., 2020). Por otro lado, la presencia de BQCV en el 4caro
era menos esperada, ya que si bien se reporté en colonias de Argentina con prevalencias que varian
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 actie como vector de este virus (revisado en Yafiez et al., 2020). ABPV e IAPV no
se detectaron en nuestras muestras de acaros a pesar de que estos virus generalmente se detectan
en colonias de abejas meliferas 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 mecanico y bioldgico eficiente de IAPV (Di Prisco et al., 2011) y como vector mecanico 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 esta en linea 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 meliferas 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 patrén observado en acaros es consistente con lo

descripto para el hospedador. La mayor prevalencia de la variante DWV-A en comparacién 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 4caro (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; Yaiiez et al., 2020).

Si bien no se detectaron diferencias significativas en la abundancia de virus entre las tres condiciones
de &caros 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 correlacién entre DWV y el
éxito reproductivo del dcaro (Castelli et al., 2021), mas estudios son necesarios para analizar si una
etapa especifica del ciclo de vida del 4caro es particularmente sensible a la replicacion e infeccién de

virus en V. destructor y su transmisidn a A. mellifera.
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Capitulo 4. Analisis de patrones de expresion
y exploracion funcional de genes candidatos a
intervenir en el éxito reproductivo de Varroa
destructor
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4.1. INTRODUCCION

4.1.1. Silenciamiento génico: Generalidades

El silenciamiento génico es un proceso definido como una modificacion epigenética enddgena de la
expresion génica que conduce a la inactivacién de genes o regiones cromosémicas previamente
activos. Los mecanismos responsables de la represidn de los genes implican cambios en los niveles de
metilacion del ADN y alteraciones en las modificaciones covalentes de las histonas, que conducen a la
compactacién de la cromatina y la concomitante inaccesibilidad de los genes a la maquinaria de
transcripcién. El silenciamiento génico también puede ocurrir después de la transcripcion debido a la
degradacion del ARN mensajero (mRNA, del inglés messenger RNA) y/o la represién de su traduccidn.
Estos efectos estan fundamentalmente mediados por pequefios reguladores de ARN, como pequefios
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 proteinas nucleares que actian a nivel del ADN). Estos ARN pequefios 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 pequefios, particularmente los siRNA, también pueden participar del
silenciamiento de genes a nivel de transcripcién. Mediante este proceso, el organismo puede regular
procesos bioldgicos clave como el desarrollo, el metabolismo o la proliferacién celular, entre otros

(Wassenegger, 2002; Scott et al., 2013; Filipowicz & Paszkowski, 2013).

4.1.2. Origenes de la técnica de ARN de interferencia (ARNi)

El fendmeno de silenciamiento génico por interferencia fue accidentalmente descubierto en 1990,
cuando investigadores intentaron sobreexpresar la enzima Chalcona Sintasa, involucrada en la sintesis
de antocianinas, y que produce el color purpura 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 purpura 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
observacién evidencid que las copias introducidas del gen no se estaban expresando, y tampoco el
gen enddgeno de la planta, motivo por el cual denominaron al fenémeno observado “co-supresién”.
Un fenédmeno equivalente fue descrito dos afios después en el hongo Neurospora crassa, donde copias
extra de un gen producian la pérdida del color naranja (Romano & Macino, 1992). Estas observaciones
fueron mejor caracterizadas por Andrew Fire y Craig Mello, quienes descubrieron que tras la inyeccion

de dsRNA al nematodo Caenobarditis elegans, se producia un silenciamiento de la expresion de genes
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de manera secuencia-especifico, logrando inhibir la expresién del gen que presenta la misma
secuencia que el dsRNA incorporado (Fire et al., 1998). Los resultados de estos experimentos
permitieron explicar el fendmeno 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 pequenos con una estructura especifica 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 pequefios (en inglés, Small interfering RNA, siRNA).

A partir de estos primeros antecedentes, la técnica de RNAi se implementd como herramienta para
silenciar la expresidn de genes en varios organismos, pero no fue hasta el afio 2001 cuando utilizando

siRNA se logré inducir el mecanismo de silenciamiento en células de mamiferos (Elbashir et al., 2001).

4.1.3. Mecanismo de accidn del silenciamiento de genes mediante RNAi
El mecanismo de accion de RNAI se puede explicar en tres etapas principales: i) escisién de dsRNA, ii)

entrada de siRNA en RISC y iii) secuencia especifica de escision 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 nucleédtidos
sobresalientes en el extremo terminal 3'0OH 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 lll. Contiene cuatro dominios distintos: (i) un dominio helicasa N-terminal; (ii) un
dominio PAZ que comparte con la familia de proteinas RDE1/QDE2/Argonauta, las que han sido
genéticamente vinculadas a RNA;; (iii) un doble motivo de RNasa lll, y (iv) un dominio de unién a dsRNA
(Tabara et al., 1999; Catalanotto et al., 2000). Se han identificado homodlogos a Dicer evolutivamente
conservados en diferentes organismos (Golden et al.,, 2002) y algunas de estas proteinas
recombinantes han sido examinadas in vitro en plantas, hongos y mamiferos (Bernstein et al., 2001,

Fisher et al., 2001).
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Figura 55. Modelo simplificado del sistema de silenciamiento génico mediante RNAI. Imagen
extraida de Papic et al. (2015).

En la segunda etapa, los siRNA generados en el paso anterior se unen a un complejo protéico
denominado “complejo de silenciamiento inducido por ARN” (en inglés RNA-induced silencing
complex, RISC) (Elbashir et al., 2001), el cual se compone de proteinas endonucleasas llamadas
Argonautas. RISC tiene una helicasa dependiente de ATP que despliega el duplex siRNA. Como estos
fragmentos son de doble cadena, en teoria, cada cadena seria un siRNA funcional. Sin embargo, solo
una de las cadenas, que es conocida como la hebra guia, se une a la proteina Argonauta y dirige el
silenciamiento génico, mientras que la hebra antisentido se degrada durante la activacién de RISC

(Figura 55).

En el complejo RISC se diferencian dos grandes dominios: PAZ y PIWI. El dominio PAZ es el que
sostendria el extremo 3’ del siRNA, proporcionando la orientacidén correcta para el reconocimiento y
la escision de mRNA, mientras que PIWI contiene el sitio activo para escindir el mRNA (Nykanen et al.,
2001) (Figura 56). La escision del mRNA diana comienza en un sitio especifico 10 nucledtidos rio arriba
del extremo 5° de los residuos del duplex siRNA-mRNA (Elbashir et al., 2001). Esta ultima parte del

proceso es independiente de ATP (Ghildiyal & Zamore, 2009; Senapedis et al., 2011) (Figura 55).
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Figura 56. Representacion esquematica del complejo RISC. El siRNA se muestra en amarillo, el mMRNA
en marron. 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 sintesis de siRNA a través de un proceso
dependiente de ATP. El sitio de rompimiento especifico 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 nucleétidos arriba del apareamiento con el
extremo 5" de la guia de siRNA. La guia de siRNA proporciona la regidn diana a RISC, la cual se escinde
y luego el siRNA sale intacto con el complejo RISC (Schwarz et al.,, 2002). La participacidon de
polimerasas de RNA dependientes de RNA (en inglés RNA-dependent RNA polymerase, RARP) permite
desencadenar el silenciamiento génico a partir de RNA de cadena sencilla (en inglés single-stranded
RNA, ssRNA), ademas de amplificar la sefial 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 expresién de un gen en
el organismo completo, aunque la induccidn original haya sido sectorizada (Baulcombe, 2004; Barnard
etal., 2012; Pan et al., 2012; lvashuta 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 expresion de genes
Antes de la aparicién de la técnica de RNAI, la induccion de mutaciones en un gen previamente

caracterizado a nivel de secuencia nucleotidica representaba una de las principales estrategias para el
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estudio de su funcidn o participacién en distintos mecanismos celulares. Mediante esta técnica, se
generan productos del gen (o sea, permite su expresion) y a la vez se ocasiona la pérdida de funcién
de la proteina (McClure et al., 2017; Wang et al., 2017; Chavez et al., 2019). Una segunda técnica
ampliamente utilizada para el estudio de funcidn, es el knock out, que se refiere a “noquear” o
delecionar un gen (Bouché & Bouchez, 2001; Hall et a., 2009; Houdebine, 2014), impidiendo su
expresidon. Las técnicas mencionadas constituyen algunos ejemplos de mecanismos que permiten
estudiar la funcién de un gen mediante modificaciones en la informacidon a nivel del ADN.
Alternativamente, la técnica de RNAi ha demostrado ser una herramienta muy eficiente para reducir
la expresion de un gen a nivel de transcripcidén y de esta manera explorar la funciéon del mismo, sin
alterar la informacién gendmica (Kim & Rossi, 2008; Huvenne & Smagghe, 2010; Setten et al., 2019).
La bibliografia describe dos tipos de mecanismos de interferencia en funcidn de su temporalidad: los
denominados “transitorios”, donde la expresién del gen se interfiere solo temporalmente y los
“estables”, en el que la expresidn génica es interferida de manera permanente (Miki & Shimamoto,
2004; Fewell & Schmitt, 2006; Wang et al., 2017). En el primer caso suelen utilizarse siRNA sintetizados
guimicamente; 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
sintesis de los siRNA puede hacerse por varias vias (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 seran procesadas a siRNA dentro de la célula), siendo la sintesis
guimica la fuente mas comun 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 artrépodos y Acari

En los artréopodos el RNAI evolucioné 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
acaros plaga y evitar la generacidon de resistencia a tratamientos quimicos (Van Leeuwen et al., 2010),
se comenzaron a explorar nuevos enfoques y estrategias. Desde la primera aplicacién de RNAi
mediante inyeccidn en el dcaro Tetranychus urticae, silenciando el gen Distal-less (Khila et al., 2007),
se ha demostrado que un nimero creciente de especies de acaros herbivoros 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 dcaros existe una expansion de los genes ago y la presencia
de genes RdRp (que codifican para la enzima que cataliza la replicacién del ARN a partir de una plantilla
de ARN; Figura 57), lo que sugiere una presién de seleccidén o una ruta de evolucidn diferente para la

ruta del RNAi en los dcaros en comparacion con los insectos (Nganso et al., 2021).
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Figura 57. Mecanismo de silenciamiento génico descripto en dcaros. Se muestra el mecanismo
general de silenciamiento génico y sus distintos componentes, junto con las moléculas de RNAy las
distintas modificaciones que sufren. Se representa con color rojo el RNA (hebra sentido respecto a la
transcripcién) y en azul el RNA antisentido. Extraido de Ruiz (2021).

La aplicacién experimental de RNAI para el silenciamiento génico en Acari utiliza |a via del siRNA, que
se activa principalmente a través de la administracion exdgena de dsRNA sintéticos especificos (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 esta dado principalmente por tres
procesos celulares: la captacion de dsRNA por la célula diana, la amplificacién de los siRNA y el
transporte de estos ultimos a células distantes para inducir el silenciamiento génico en todo el
organismo, un fenémeno denominado RNAi sistémico (Barnard et al., 2012). Estos procesos involucran
un numero de proteinas esenciales, sin embargo, la informacién sobre el nimero de proteinas
involucradas, su estructura y funcidn aun 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 via siRNA, los resultados han sido variables en la

intensidad de la disminucién de la expresidn de genes (revisado en Galay et al., 2016; Niu et al., 2018;
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Nganso et al., 2020). La variacién en el éxito de esta técnica entre especies puede ser en parte
explicada por la diferencia en estructura y funcidn de las proteinas 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-mu1l), mediante el método de inyeccién de hembras adultas con dsRNA. Si bien su eficacia fue
muy alta (97%), el método de inyeccidén causé una alta mortalidad en los acaros, mostrando que solo
un 50% habian sobrevivido a las 48 horas posteriores a la inyeccidn. Estos autores optaron por
sumergir los acaros en una solucién de dsRNA como forma de administracién alternativa, con
resultados mds promisorios. En efecto, un estudio mas reciente llevado a cabo por el mismo grupo de
investigacion, y utilizando el método de inmersién, demostrd 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 dcaros (Campbell et al., 2016). Aplicando el mismo método de entrega,
Singh et al. (2016) silenciaron el gen PRTF-like, un candidato para la quimiodeteccion del huésped (A.
mellifera). Si bien la inhibicidn no alcanzé el 100%, se pudo observar un efecto significativo e inverso
con respecto a la expresion del gen de la vitelogenina. Estas evidencias permitieron proponer una

segunda funcién del gen PRTF-like asociada al mecanismo de regulacidn de la vitelogenina en el acaro.

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 reproduccién (rpL8, rplL11, rpPOy
rpS13) mediante el suministro dsRNA especifico usando el método de inyeccién. Por su parte,
Vlogiannitis et al. (2021), tratando de imitar el patrén de expresién de las CYP de una poblacién de V.
destructor resistente a cumafds (un acaricida ampliamente usado en la apicultura), lograron silenciar
mediante el método de inmersién, el gen CYP4EP4 y disminuir la toxicidad del quimico en una
poblacion de acaros susceptibles. Una forma alternativa de administracién del dsRNA que se ha
probado es a través de la alimentacion. 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
alimentacién de abejas adultas parasitadas con dsRNA de varios genes produjo un efecto letal en los
acaros. Esto mismo fue replicado por Muntaabski et al. (2022) utilizando un nimero menor de genes
y el mismo método de alimentacidn, suministrando dsRNA sintetizado por bacterias (Cedefio et al.,

2015).
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4.1.7. Aplicacion 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 acaro. Es importante considerar que el éxito de una herramienta como esta depende
en gran medida de la produccién masiva de dsRNA a bajo costo, del tipo de administracion y de la
eleccién de los genes a silenciar. Se sabe que utilizando el método de alimentacidn de abejas con
jarabe fue posible suministrar dsRNA sintetizado por bacterias y silenciar correctamente los genes
targets en V. destructor (Cedefio et al., 2015; Muntaabski et al., 2022). Asimismo, los métodos de
administracion de dsRNA por inyeccién e inmersién 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 homdlogo a una region de la
secuencia del gen de la calmodulina de V. destructor (Inberg & Mahak, 2016), una proteina esencial
de uniodn al calcio que regula multiples proteinas diana. El producto prototipo estd formulado como
una solucidn de sacarosa al 80% que se coloca en la colonia de abejas meliferas. Las abejas nodrizas
consumen la solucién de sacarosa que contiene el dsRNA y la entregan a las celdas de cria. Los acaros
estdn expuestos al dsRNA a través del contacto con la solucién de sacarosa depositada por las abejas
meliferas adultas, el alimento de cria elaborado con la soluciéon de sacarosa y/o mediante el consumo

de los cuerpos grasos de larvas o adultos (Ramsey et al., 2019; Garbian et al., 2012).

La identificacidon de genes candidatos adecuados que muestren una alta especificidad sobre los acaros
y que no produzcan efectos perjudiciales en organismos no objetivos, especialmente especies
benéficas, es crucial para aplicar esta tecnologia en un programa de Manejo integrado de plagas.
Actualmente, no existe un marco estandar para la evaluaciéon de riesgos de esta tecnologia, por lo que
es de suma importancia realizar una evaluacidn integral de los posibles riesgos de su uso. Si bien los
datos gendmicos y transcriptomicos disponibles estdn en constante crecimiento, el nimero de
especies de invertebrados cuyo genoma ha sido secuenciado aun es limitado. Ademads, todavia no hay
consenso sobre la homologia exacta de siRNA/mRNA diana que se necesita para un silenciamiento
eficiente. Hasta que esta informacidon fundamental esté disponible, el uso potencial de la
bioinformatica para predecir posibles efectos silenciadores no deseados en organismos no objetivos

es limitado (Niu et al., 2018).

En este Capitulo 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

informacién generada en el Capitulo anterior.
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4.2. MATERIALES y METODOS

4.2.1. Seleccion de genes candidatos para el ensayo de silenciamiento

En base a los resultados obtenidos en el Capitulo 3 de esta Tesis se seleccionaron genes candidatos
para realizar el ensayo de silenciamiento génico en V. destructor. Esta seleccién se realizd
particularmente sobre los genes diferencialmente expresados (GDE) entre 4caros reproductivos y no
reproductivos, considerando sus funciones predichas y los principales antecedentes bibliograficos
(Cabrera et al.,, 2013a). Los genes candidatos seleccionados fueron: ptchl, ap-1, larp6 y chisal,
vinculados con la maduracion del embrién y la segmentacién embrionaria, y vg1 y vg6, asociados con

la maduracién del ovocito, especialmente con la vitelogénesis seguin Cabrera et al. (2013a).

4.2.2. Analisis de patrones de expresion de los genes candidatos

Se analizaron los patrones de expresidn de los seis genes candidatos en acaros en fase reproductiva a
lo largo de 5 dias consecutivos luego de su entrada a la celda de cria (infestacién artificial). Para la
obtencién de estos acaros, se realizaron infestaciones artificiales segin la metodologia descripta en la
seccion 1.2.2.4.1 (Capitulo 1). A las 24 horas de la infestacion artificial, los cuadros que contenian las
celdas infestadas se retiraron de cada colmena. Las celdas de cria fueron revisadas y los acaros fueron
retirados de las mismas en grupos de 5. Cada grupo de 5 dacaros (réplica biolégica) fue colocado
inmediatamente en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y almacenado a -80 °C. Este mismo
procedimiento se repitioé cada 24 hs luego de la infestacidn artificial, hasta el dia cinco inclusive.

Se establecieron cinco réplicas bioldgicas para cada dia (dias 1, 2, 3, 4 y 5 post infestacién artificial).
Se extrajo el ARN total de cada réplica y se sintetizd el cDNA segun la metodologia descripta en la
seccion 3.2.3.1. (Capitulo 3). Utilizando cebadores especificos (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, vg1y vg6). Las reacciones de qPCR y el analisis de
expresion se realizaron siguiendo la metodologia descripta en la seccion 3.2.3.3. (Capitulo 3).

Los niveles de expresion de cada gen candidato se compararon entre los dias de permanencia en la
celda luego de la infestacidn artificial. Debido a que al dia cuatro se puede determinar si una hembra
fundadora es fértil o infértil (en funcién de la visualizacién del primer huevo sobre la cria 0 en la celda),
analizamos los grupos por separado: el patron de expresidn correspondiente a los dcaros de los dias
uno, dos y tres post-infestacion, y el patrén de expresién correspondiente a los acaros de los dias
cuatro y cinco, fueron analizados por otro lado. Los mismos analisis estadisticos se aplicaron a ambos
set de datos, de acuerdo a lo descripto en la seccién 3.2.3.3.. Los resultados de estos analisis fueron

tenidos en cuenta en la planificacién del ensayo de silenciamiento génico.

152



4.2.3. Ensayo de silenciamiento génico

4.2.3.1. Sintesis de dsRNA

Se realizé una busqueda de secuencias homdlogas de cada gen candidato mediante el empleo de la
herramienta de busqueda “Blastn” del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) con la finalidad de identificar
posibles secuencias nucleotidicas target no deseadas. Especificamente, se realizé esta busqueda para
Apis mellifera (taxid:7460) y Homo sapiens (taxid: 9606). La extraccién del ARN vy la sintesis de cDNA
fue realizada de acuerdo con la metodologia explicada en la seccidn 3.2.3.1 (Capitulo 3). Para cada gen
candidato se disenaron al menos tres pares de cebadores especificos. 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 (vgl) 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 hibridacion especifica durante 40 s, 72 °C durante 1 miny 72 °C durante
5 min.

Los fragmentos de PCR obtenidos se purificaron con el QlAquick® PCR Purification Kit (Quiagen)
siguiendo el protocolo del fabricante y se clonaron individualmente en el vector pGem-T Easy
(Promega), segun la metodologia indicada en la seccion 2.2.5. (Capitulo 2). Para su amplificacién se
transformaron bacterias DH5a con las construcciones plasmidicas y posteriormente, se realizd una
miniprep de acuerdo a la metodologia de la seccién 2.2.5.7. (Capitulo 2). Los fragmentos clonados se
secuenciaron utilizando cebadores promotores T7 y Sp6 para verificar el correcto clonado e
identificacion del inserto. Una vez obtenidos estos plasmidos se realizé una nueva PCR con cebadores
gue contenian colas en la regién 5’ del promotor T7 (forward: 5’-TTCGGCAATCATTATAAGCCC-3' y
revernse 5’-GTTGGTGCAGGTACGAGGGCC-3’). Para la sintesis del control de dsGFP se utilizd un
plasmido pL4440-GFP que contenia el fragmento del gen de la proteina fluorescente verde (GFP). Al
igual que con los otros fragmentos, se utilizaron cebadores que tuvieran en sus colas la region 5’ del

promotor T7 (Gamboa Cedefio et al., 2015).
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Tabla 12. Cebadores especificos usados para la amplificacién por PCR de punto final de los
fragmentos correspondientes a los genes candidatos a silenciar.

Nombre del gen N° de Acceso Nombre del Secuencia del cebador 5°-3° Tamafio del Ta(°C)
cebador amplicon (pb)
protein patched LOC111252634 | ds-ptchl-F TCAGCGTTTTGCTTGCAGTC 346 60

homolog 1-like
ds-ptch1-R GCCGTGAAGGCTAGAACCAT

transcription LOC111243751 ds-ap-1-F AGAGCCTTGCTCGTGACAAA 307 60
factor AP-1-like

ds-ap-1-R GTCTGCATTTTGCCCCACAG

la-related protein | LOC111245737 | ds-larp6-F TGTGTTTTCGGCTGCCATTG 288 60
6-like

ds-larp6-R TAGCGGATGAGCGGATACCT

endochitinase-like | LOC111255436 | ds-chisal-F CCGTGCCGACAAAGAAAACC 274 60

ds-chisal-R TCATGCCCTGGGAAACAGTC

vitellogenin 1 LOC111249970 ds-vgl-F TTTACAAGTCGTTGAGGGCG 293 60

ds-vgl-R GAACTTGGTTCTGGAACAGGG

vitellogenin-6-like | LOC111244790 ds-vg6-F CGATAACGAGACGGTTT 294 58,4

ds-vg6-R CGTTCGGACACGACCTTAAT

El dsRNA se sintetizé a partir de los fragmentos amplificados por PCR con las secuencias opuestas del
promotor T7 mediante transcripcion in vitro utilizando el kit MEGAscript T7 (ThermoFisher, Waltham,
MA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacién, los dsRNA se purificaron
mediante extraccion con el método de fenol/cloroformo seguida de precipitacién con etanol, puesta

a punto en nuestro laboratorio. Se usé acetona para disolver el dsARN y la concentracién se ajusto a

2.5 pg/ulL.

4.2.3.2. Administracion de dsRNA a acaros en fase reproductiva

Para evaluar la funcionalidad de los genes candidatos se realizd un disefio experimental basado en la
cria a semi-campo descripta en la seccion 3.2.2. (Capitulo 3) (Figura 59). Se colectaron acaros en estado
forético de colonias con altas cargas parasitarias, mediante el método del azlcar impalpable
(Dietemann et al., 2013) (Figura 58). Los acaros recolectados se llevaron al laboratorio para su
acondicionamiento, y se mantuvieron en cajas de petri con larvas de abejas como sustrato. Se topicd
individualmente a cada dcaro con 1 plL de la mezcla de dsARN (dsARN+acetona) mediante el uso de

una jeringa 50 pL (serie 7000) asociada a un dispensador (o pulsador) a repeticién (modelo PB 6000)
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marca Hamilton (en ingles PB 600 Hamilton push button repeating dispenser) (Figura 58). Cada acaro
recibié uno solo de los nueve tratamientos ensayados: control sin topicacién, control del vehiculo o
solvente (acetona), control con dsGFP y dsARN de alguno de los 6 genes candidatos (dsptchl, dsap-1,

dslarpé6, dschisal, dsvg6 y dsvg1).
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Figura 58. Diseiio experimental realizado para el ensayo de silenciamiento génico de los genes candidatos de V. destructor asociados a la reproduccién.
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Para cada tratamiento, se realizaron cinco réplicas bioldgicas de 30 dcaros cada una. Luego de la
aplicacion de los tratamientos, los acaros fueron infestados artificialmente en celdas de cria (Figura
58) provenientes de cinco colonias diferentes previamente seleccionadas por su baja carga parasitaria.
Los cuadros con las celdas de cria experimentales fueron conservados en una cdmara con condiciones
controladas de temperatura y humedad (35 °Cy 60%, respectivamente) en oscuridad durante tres dias
para permitir que el dsARN pudiera tener su efecto. La eleccidn de este tiempo se basd en la
experiencia previa en ensayos de silenciamiento en insectos realizados en el laboratorio (Wulff et al.,

2021).

Al dia cuatro de aplicado el tratamiento y de realizada la infestacidn artificial, los dcaros 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 camara de cria bajo las mismas
condiciones mencionadas. A los dos dias de la re-infestacion (sexto dia de la aplicacién de los
tratamientos) se extrajo una submuestra de acaros (tres réplicas bioldgicas de cuatro dcaros cada una)
para verificar el efecto de los tratamientos sobre los niveles de expresidon de los genes candidatos
(Figura 58). A los cuatro dias de la re-infestacién (octavo dia de la aplicacién de los tratamientos) se
revisaron todas las celdas registrando la presencia o ausencia de huevos (fertilidad) y la mortalidad de
los acaros. Los acaros fueron separados en dos grupos de acuerdo a su estatus reproductivo (acaros
fértiles o reproductivos, y acaros infértiles o no reproductivos). Todos los acaros vivos muestreados

fueron almacenados a -80 °C.

4.2.3.3. Cuantificacion de la expresion de los genes candidatos silenciados

De acuerdo a lo descripto en la seccidn anterior, a los 6 y 8 dias de iniciado el ensayo (administracion
del dsRNA o los tratamientos control), se tomaron muestras de dcaros para la evaluacion de los niveles
de expresidn de los genes candidatos. Especificamente, se armaron de cinco a ocho grupos (réplicas
biolégicas, de cuatros acaros cada una) por cada tratamiento y estado reproductivo (fértiles e
infértiles). Se realizaron las extracciones de RNA de todas las muestras y se sintetizd el cDNA segun la
metodologia descripta en la seccién 3.2.3.1. (Capitulo 3). La cuantificacidon de la expresién mediante
gPCRy el analisis estadistico se realizaron siguiendo la metodologia ya descripta en la seccion 3.2.3.3.
(Capitulo 3). Ademds, siguiendo la metodologia propuesta por Huang et al. (2017), se calculd la
eficiencia del knockdown siguiendo esta ecuacion: {1-[2*(CT gen de referencia - CT target)]/[2*(CT gen
de referencia - CT GFP)]}*100. Para la amplificacién por qPCR se utilizaron los cebadores indicados en

la Tabla 8.
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4.2.3.4. Evaluacion del efecto de los tratamientos

La mortalidad vy la fertilidad de las hembras fundadoras se analizaron mediante el uso de un modelo
lineal mixto general (GLMM) con una funcién binomial o de distribucién y enlace logit (vivas vs.
muertas, y reproductivas vs. no reproductivas) considerando el tratamiento (control, acetona, dsGFP,
dsptch1, dsap-1, dslarp6, dschisal, dsvg1y dsvg6) como factores fijos y las colonias y los dias de ensayo
como factores aleatorios. Se realizaron multiples comparaciones usando Fisher LSD (a = 0.05). En
todos los casos se analizd la dispersion de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la
prueba de Shapiro-Wilks. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada, se utilizé el criterio de
informacién de Akaike. Todos los analisis se realizaron utilizando la funcion glmer en el paquete R

"Ime4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Patrones de expresion de los genes candidatos en V. destructor durante los primeros dias
dentro de la celda de cria

Los resultados de la dinamica de la expresién de los genes candidatos de V. destructor a lo largo de los
5 dias posteriores a la infestacion de los acaros en las celdas de cria se muestran en la Figura 59. Se
observa para todos los genes que los niveles de expresiéon se mantienen relativamente constantes
entre los dias 1y 3 post-infestacion. En efecto, no se detectaron diferencias significativas para ninguno
de los genes durante estos primeros dias dentro de las celdas de cria (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 variacién observada especificamente en los niveles de expresion de vgl en este rango temporal
(Figura 59). Contrariamente, todos los genes candidatos analizados mostraron diferencias
significativas en los niveles de expresidon entre los dias cuatro y cinco, consistentemente con los
resultados obtenidos en el Capitulo 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)). Especificamente los genes chisal, vg1y vg6
muestran un aumento de la expresiéon en el dia cinco comparados con el dia cuatro post-infestacion,
mientras que ptchl, ap-1 y larp6 muestran el patrédn contrario: un descenso significativo de la
expresion génica hacia el dia cinco. En términos descriptivos, se puede observar que los niveles de
expresion de los genes ptchl, ap-1y larp6 son mas altos en el dia cuatro en comparacion con los

primeros dias analizados (Figura 59).
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Figura 59. Dinamica de la expresidon de los genes candidatos de V. destructor asociados a la
reproduccion. Se grafica el valor de NRQ (normalized relative quantity) en funcion de los dias de la
entrada del 4caro a la celda de cria (infestacidn artificial).
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Figura 59. (Continuacidn) Dindmica de la expresidn de los genes candidatos de V. destructor
asociados a la reproduccidn. Se grafica el valor de NRQ (normalized relative quantity) en funcién de
los dias de la entrada del acaro a la celda de cria (infestacidn artificial).

4.3.2. Silenciamiento de genes candidatos de V. destructor

4.3.2.1. Efecto del silenciamiento sobre los niveles de expresion génica

Al dia dos post-infestacion, primer momento en que se evalud el efecto del silenciamiento, la
expresion de todos los genes candidatos en los acaros sometidos a los tratamientos con los dsRNA
(dsptch1, dsap-1, dslarp6, dschisal, dsvg1 y dsvg6) mostrd una disminucion significativa respecto a los
controles (control, acetona y dsGFP) (Figura 60). En efecto, la eficiencia promedio del knockdown fue
de 95,15% para dsptchl, 89,52% para dsap-1, 95,46% para dslarp6, 97,38% para dschisal, 97,31% para
dsvgl y 97,27% para dsvg6 (Tabla Suplementaria 29). Mds aun, la disminucion en los niveles de
expresion de todos los genes mencionados se mantuvo al dia cuatro post-infestacion, segundo

momento del ensayo en que se evalué la efectividad del silenciamiento (Figura 60). Dado que durante
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la toma de muestras en este dia fue posible distinguir las hembras fértiles de las infértiles, el analisis
de la expresidn génica se realizd individualmente para cada uno de estos dos grupos (Figura 60). La
eficiencia promedio del knockdown fue del 83,95% para dsptchl, 98,07% para dsap-1, 98,23% para
dslarp6, 94,50% para dschisal, 95,15% para dsvgl y 94,38% para dsvg6 para dacaros fértiles y del
92,98% para dsptchl 92,05% para dsap-1, 91,72% para dslarp6, 97,41% para dschisal, 95,94% para

dsvgly 95,44% para dsvgb para acaros infértiles (Tabla Suplementaria 29).

En lineas generales podemos observar que para todos los genes, excepto para vgl, hay una diferencia
significativa en los niveles de expresidn entre las hembras fértiles (reproductivas) y las infértiles (no
reproductivas) al dia cuatro post-infestacion. Acorde a lo descripto para la dinamica de expresién de
los genes ptchl, ap-1y larp6, los cuales evidencian una mayor expresion en el cuarto dia de la fase
reproductiva (Figura 60), se observé que estos genes muestran un mayor nivel de expresiéon en las
hembras reproductivas en comparacién con las no reproductivas. Estos resultados evidencian lo
relevante que es una alta expresion de estos genes en este momento del ciclo reproductivo de V.
destructor para una efectiva reproduccién del dcaro dentro de la celda de cria. Excepto para vgl, el
nivel de expresion de los genes analizados no muestra diferencias significativas entre los dias seis y

ocho (para los acaros no reproductivos) luego de la aplicacién de los tratamientos.
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Figura 60. Niveles de expresién de los genes candidatos de V. destructor asociados a la reproduccién.
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Figura 60. (Continuacién) Niveles de expresidon de los genes candidatos de V. destructor asociados a
la reproduccion. Se grafica el valor de NRQ (normalized relative quantity) de los tratamientos
ensayados: Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacidn), GFP (control dsGFP) y dsRNA

especificos para cada gen. Se muestran los resultados de expresion génica en acaros a los dos dias
(2D) post-infestacion (dia seis de la aplicacidon de los tratamientos) y a los cuatro dias (4D) post-
infestacion (dia ocho de la aplicacion de los tratamientos). R: hembras fértiles al dia cuatro post-
infestacion; NR: hembras infértiles al dia cuatro post-infestacién. Genes: ptchl, ap-1, larp6, chisal,
vgly vgé6. 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 acaros

La mortalidad de los acaros dentro de las celdas de cria no difirié 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 administrd el dsRNA del gen dschisal (resultados
GLM; P=0,01339). El silenciamiento de dicho gen aumenté significativamente la supervivencia de los
acaros 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 acaros que fueron tratados con dsRNA
de los genes ptchl, ap-1y vgl en comparacion con los acaros control (resultados GLMM; P=0,001169
(ptch1); P=2,661e-07 (ap-1); P=0,70960 (/arp6); 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. Asi, la
disminucion de la expresion de estos 3 genes compromete significativamente el éxito reproductivo de
V. destructor, apoyando el rol central que éstos tendrian dentro de la maquinaria reproductiva del

acaro (Tablas Suplementarias 36, 37, 38, 39, 40y 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 aplicacidn), GFP (control dsGFP) y dsRNA especificos para
cada gen. Se muestran para cada tratamiento la proporcién de dcaros muertos (columna de la
izquierda) y de acaros reproductivos (fértiles) al dia cuatro post-infestacion (dia ocho de la aplicacion
de los tratamientos). Genes: ptchl, ap-1, larp6, chisal, vg1 y vgé6. Letras diferentes indican
diferencias entre los tratamientos de acuerdo a los resultados de GLMM.
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4.4. DISCUSION

En este capitulo, 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 administracion del dsRNA aplicada fueron exitosas en inhibir
especificamente la transcripcion de los genes candidatos seleccionados. En particular, se evalud el
efecto del silenciamiento de dos genes candidatos a estar vinculados a la maduracién del ovocito,
especificamente a la vitelogénesis (vg1 y vg6) (Cabrera et al., 2013a) y de cuatro genes candidatos a
participar de las vias metabdlicas relacionadas con la maduracién del embrién, la segmentacion y
desarrollo embrionario (ptchl, ap-1, larp6 y chisal), sobre la fertilidad y la mortalidad de los acaros.
Los resultados generados permiten iniciar la caracterizacién 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 administracion del dsRNA

El silenciamiento génico mediado por siRNA aqui 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 administraciéon (mediante topicacién externa) y el solvente usado como vehiculo del dsRNA
(acetona), desarrollados en el presente ensayo, resultan completamente nuevos para V. destructor.
Nuestros resultados evidencian que esta estrategia de administracidn, probada con éxito en otros
artrépodos (Pridgeon et al., 2008a; Puglise et al., 2016), resulta también efectiva en esta especie de
acaro. Mediante esta estrategia, se puede disminuir la alta mortalidad en los dcaros observada cuando
el dsRNA es entregado por inyeccion (Campbell et al., 2010; Huang et al., 2017) o inmersion (Campbell
et al., 2010; 2016; Singh et al., 2016; Vlogiannitis et al., 2021). El método de inyeccidn, en particular,
es laborioso y lento, y no es posible aplicarlo a un nimero elevado de individuos, como es el caso del
presente ensayo. El método de inmersién, por su parte, si bien fue el mas utilizado en estudios previos
en V. destructor y ha mostrado altos niveles de efectividad, requiere de concentraciones y volimenes
de dsRNA muy elevadas para lograr un efecto significativo de silenciamiento, haciéndolo inviable
desde el punto de vista econdmico en ensayos de gran magnitud. En relacién al método de
administracién 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 ndmero
relativamente elevado de acaros (Garbian et al.,, 2012; Muntaabski et al., 2022). Sin embargo,
constituye un método laborioso que requiere de la evaluacion de distintas dosis que puedan alcanzar
de forma efectiva el acaro con el previo pasaje por la abeja (Garbian et al., 2012; Muntaabski et al.,

2022). El método de administracién por topicacién aqui aplicado resulta altamente efectivo ya que
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logra reducir significativamente los niveles de expresién de los genes diana con bajas concentraciones
de dsRNA y sin causar la mortalidad de los acaros ni interferir en su reproduccidn. Esto es evidente en
la no deteccién de diferencias significativas en la mortalidad ni fertilidad de los acaros sometidos a los
tratamientos control y acetona. Por otro lado, este método de administracidon resulta de facil
aplicacion y permite evaluar el efecto fenotipico del silenciamiento en un entorno natural como es la
celda de cria de la abeja, donde se desarrolla la fase reproductiva del dcaro. En este sentido, nuestros
resultados arrojan un método alternativo de administraciéon del dsRNA para el desarrollo de ensayos
de silenciamiento en V. destructor, que justifican su inclusion como métodos estandarizados de
investigacion en la especie, principalmente aquellos que involucran el estudio de la interaccién acaro-

abeja.

4.4.2. Efecto del silenciamiento génico en los acaros en fase reproductiva

Los resultados sobre el efecto de los tratamientos con dsRNA mostré un descenso significativo de la
expresion de cada uno de los seis genes target estudiados, tanto a los seis como a los ocho dias 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 observé en
un estudio sobre el crustdceo Macrobrachium nipponense (Zhang et al., 2013), que demostré que la
eficiencia del ARNi podia mantenerse durante mas de 7 dias. 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 dias de aplicado el tratamiento con dsRNA (2 y 4 dias post-infestacién en las
celdas de cria de abejas), no hay diferencias en los niveles de silenciamiento logrados (excepto para
vgl, en donde el efecto del silenciamiento parece aumentar hacia el dia 8). En el caso del estudio
realizado por Huang et al. (2017), la reduccidn de la expresion 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 metodologias de administracion 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 reduccidon de la expresion de los genes blanco desde la
infestacion artificial de los 4caros dentro de las celdas de cria hasta el final del ensayo. En relacién a la
eficiencia del ensayo, los resultados indican un nivel de silenciamiento (85-99%) comparable con el de
otros estudios, los cuales aplicaron otras metodologias de administracion. 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). Ademas, nuestros resultados indican que ni la
técnica ni los tratamientos control tuvieron un efecto en la expresidn de los genes target ni en la

supervivencia o fertilidad de los dcaros, sugiriendo una buena eleccién de los controles y del método
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de introduccion del dsRNA y una alta especificidad de la técnica en lograr un silenciamiento gen-
especifico.

Como principales hallazgos de este ensayo, evidenciamos el efecto fenotipico del silenciamiento
génico sobre las caracteristicas asociadas al fitness evaluadas en el dcaro. En particular, se detectd que
el silenciamiento de los genes ptchl, ap-1y vgl tiene un impacto significativo en la fertilidad de V.
destructor. El descenso observado en la fertilidad de los acaros pone de manifiesto una asociacion
entre la expresidon de estos genes y la maquinaria reproductiva de V. destructor, y que la supresion de
su expresiéon compromete el éxito reproductivo del dcaro dentro de la celda de cria de la abeja. Si bien
el silenciamiento de los otros genes evaluados no afecto la fertilidad, sabemos que su expresién difiere
entre acaros reproductivos y no reproductivos (resultados del Capitulo 3), y por lo tanto, siguen
considerandose 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 caracterizaciéon funcional de los mismos, y
particularmente, descifrar cual es su rol especifico en la reproduccién del dcaro 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 reproduccion exitosa de V.
destructor. La vitelogénesis es un proceso critico en la maduracién del ovocito y se ha demostrado que
la expresidn temprana del gen vg1 en la fase reproductiva del dcaro 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 sincronizacién 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 reproduccion
anormal del parasito (Steiner et al., 1994; Garrido & Rosenkranz, 2003). Se sabe, incluso, que hay una
sefial de interrupcion a las 48 horas post-operculado que inhibe cualquier evento reproductivo que
implique una descendencia no viable del acaro (Frey et al., 2013). Para que la cascada de genes que
activa vgl en el acaro sea exitosa, son necesarios los estimulos olfativos de la celda de cria y la
alimentaciéon de una larva L5 de abeja que esté por empupar. Sin estos estimulos, la cascada de los
genes Halloween no se inicia y por consiguiente la expresion de vgl queda truncada (Cabrera et al
2013a; 2015). Nosotros sugerimos que al silenciar la expresién de vgl tempranamente (previo a la
entrada del dcaro a la celda de cria), una alta proporcién de las hembras fundadoras habria sufrido un
arresto de sus huevos en un estado previtelogénico y de esta manera, truncado el inicio de la

oviposicion.
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Aunque hay poca informacién disponible sobre los genes asociados con la ovogénesis (Cabrera et al.,
2013a) y laembriogénesis en V. destructor, los aspectos citoldgicos de estos procesos se han estudiado
en detalle (Steiner & Diehl, 1994; Steiner et al.,, 1994; 1995; Steiner, 1995). Steiner et al. (1994)
describieron el desarrollo del évulo dentro de la hembra fundadora, que involucra dos etapas: (1) una
ovogénesis con previtelogénesis, vitelogénesis y formacion de la cascara del huevo, y (2) una
embriogénesis intraovarica con escisidn, segmentacién y diferenciacién de extremidades. Este estudio
pionero demostré que parte del proceso de embriogénesis tiene lugar dentro de la hembra fundadora.
Considerando esto y nuestros resultados, podemos especular que el silenciamiento de los genes
candidatos a estar involucrados en la regulacion del desarrollo embrionario, podria producir un aborto
temprano del embrion en desarrollo. En este sentido, nuestros resultados representan la primera
evidencia de expresién de genes potencialmente vinculados a la embriogénesis intraovarica descripta

para esta especie.

A diferencia de lo esperado para el gen de vg1, hasta el momento se desconocia el rol que podrian
tener los genes ptchl y ap-1 en la reproduccidn de V. destructor. Estos genes, cuyo silenciamiento
provoco una disminucién de la fertilidad de los acaros tratados, parecen jugar un rol clave en el éxito
reproductivo de V. destructor. Segun antecedentes previos en organismos modelo, los productos de
estos dos genes estarian vinculados a vias de sefalizacidn a nivel celular relacionadas entre si. Por un
lado, se ha descripto en Drosophila que el receptor intermembrana PTCH1 esta involucrado en la
regulacion de la via de sefializacion Hedgehog (Hh) y modula su inhibicién (Akiyama-Oda & Oda, 2020)
(Figura 62). Esta via de sefializacion ha sido descripta como intimamente relacionada con el
crecimiento y la diferenciacidn celular, con funciones en la formacion de patrones embrionarios y la
homeostasis del tejido adulto (Lum & Beachy, 2004; Barnett & Thomas, 2018). Ademas, un producto
de esta via de seiializacién es wg, una proteina que activa la via de sefializacion WNT, involucrada
entre otras funciones, en la segmentacion embrionaria. Por otro lado, AP-1 esta descripto como un
factor de transcripcion que constituye el producto final de varias vias de sefializacidn, entre ellas, JNK
(c-Jun N-terminal kinase) (Figura 63). Los antecedentes en Drosophila muestran que la familia de las
JNK juega un papel importante en programas celulares complejos tales como la proliferacion,
diferenciacidn y desarrollo, y la apoptosis (Kim & Ausubel, 2005; Yamamoto et al., 2008; Tong & Feng,
2018). En los artropodos, estas dos vias de sefializacion (Hh y JNK) estan intimamente relacionadas
con el desarrollo embrionario, concretamente con la segmentacién del embridn (Kockel et al., 2001;
Akiyama-Oda & Oda, 2020) y estan interconectadas con la via de sefializacion WNT, otra de las vias

clave implicadas en la segmentacion antero-posterior de los artréopodos (Clark et al., 2019).
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Figura 62. Representacion esquematica de la via de sefializacion Hedgehog (Hh) en Drosophila. Los
componentes centrales de la ruta de Hh en esta especie incluyen los ligandos de Hh; los receptores
transmembrana Patched (Ptc) y Smoothened (Smo), y el factor de transcripcién Cubitus interruptus
(Ci). Arriba: Se muestra la via de sefializacién inactiva en ausencia de un ligando de Hh. Smo es
reprimida por Ptc. Los genes diana de la via de sefializacién de Hh no se transcriben ni se expresan
en esta condicidn. Abajo: Se muestra la via de sefializacién activa. En presencia del ligando Hh, éste
se une a Ptc y se desactiva la represién de Smo. El complejo de proteinas citoplasmaticas (como Su,
SuFu y Cos2) se activa y el factor de transcripcion Ci se transloca al nucleo, lo que lleva a la
transcripcién de los genes diana. Figura tomada de Yao et al. (2018).

Ademads de lo antes expuesto, se ha descripto que la via JNK participa en la activacion de la funcidn
apoptotica de AP-1 (Kim et al., 2005; Ye et al., 2014) (Figura 62) y a su vez Dpp, uno de los productos
de la via de sefializacién Hh, inhibe la via INK en D. melanogaster (Kockel et al., 2001; Agren et al.,

2004). A partir de estos antecedentes, podemos especular que el silenciamiento de ptchly ap-1en V.
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destructor pudo haber modificado el funcionamiento de estas dos vias de sefalizacion, posiblemente

desencadenando una apoptosis celular que podria conducir a un retraso temporal o a la inhibicidn de

la postura de huevos por parte la hembra fundadora. En efecto, nuestros resultados sobre la dinamica

de expresion a través del tiempo de estos dos genes candidatos, muestran un pico de expresién al

cuarto dia de la entrada del acaro a la celda, indicando que la anulacidn de tal pico interfiere

negativamente en la reproduccion del acaro.
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Figura 63. Representacion esquematica de la via c-Jun N-terminal kinase (JNK) en Drosophila. Esta via
se activa a través de numerosos estimulos fisiolégicos y ambientales. Regula y promueve numerosos
procesos fisioldgicos clave que incluyen el metabolismo de cuerpos grasos, la proliferacion celular, el

control de la apoptosis, la respuesta antimicrobiana y la diferenciacidon celular. AP-1 regula

positivamente la expresidn de las enzimas Puckered (Puc), que a su vez regula negativamente la
expresion de ap-1, y Decapentaplegic (Dpp), la cual inhibe |la apoptosis. Figura tomada y modificada

de Ye et al. (2014).
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Esta tesis estd enfocada en el estudio de la interaccion entre la abeja de la miel, Apis mellifera y el
acaro ectoparasito, Varroa destructor. El abordaje propuesto y el disefio experimental utilizado
permitieron obtener resultados originales para ampliar en gran medida la informacién de cada una de
las especies involucradas y, asimismo, contribuyeron a mejorar nuestro conocimiento sobre las
complejas relaciones entre estas dos especies, cuyos comportamientos y fisiologia son altamente
dependientes de las condiciones externas y cuyos ciclos de vida se hallan estrechamente
sincronizados. En particular, y orientados por los numerosos antecedentes en abejas, abocamos
nuestros esfuerzos en construir nuestro sistema de estudio a partir de una caracterizacion inicial de
los materiales apicolas disponibles, para posteriormente profundizar en aspectos fisioldgicos y
moleculares de los mecanismos reproductivos del acaro, del cual existe escasa y particionada
informacion.

En los siguientes parrafos se complementard la informacién vertida en cada uno de los capitulos,
realizando una revisién integradora de los principales productos obtenidos en este trabajo de Tesis

Doctoral y sus perspectivas a futuro.

Apis mellifera

Existe una extensa bibliografia sobre la caracterizaciéon de colonias de A. mellifera considerando
diferentes aspectos de su biologia en general, y su comportamiento, genética y gendmica, en
particular. Su introduccién al continente americano, dirigida por la necesidad de desarrollar la
actividad apicola fundamentalmente orientada a la produccién de miel, también ha sido
extensamente estudiada. Las subespecies A. m. ligustica y A. m. carnica (en mayor y menor medida,
respectivamente) han constituido la base de la genética de esta especie en nuestro pais, con una
importante introgresidon de material africanizado proveniente principalmente de Brasil. En esta Tesis
abordamos la caracterizacién de colonias de abejas establecidas y adaptadas a clima templado. Dicha
caracterizacién se realizd en la ecoregion mayormente explotada para la produccién apicola en
nuestro pais, en donde se concentra la mayor cantidad de colmenas comerciales del territorio. Los
resultados tanto de su comportamiento y dinamica poblacional, como sus aspectos genéticos, fueron
acordes a lo esperado para esta latitud (Giacobino, 2015; Merke, 2016; Agra et al., 2018; Visintini et
al., 2021). Respecto a su relacién con V. destructor, las mencionadas colonias mostraron ser
homogéneas en su respuesta a la parasitosis. Estas caracteristicas las destacan como un material
deseable para las investigaciones sobre la interaccién con V. destructor a partir de los objetivos

propuestos en este trabajo.
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Varroa destructor

El acaro V. destructor ha sido objeto de numerosas investigaciones desde la década de 1980, tras su
introduccion en las poblaciones de A. mellifera de Europa (Oldroyd, 1999). A pesar de la extensa
literatura sobre el acaro (ver Rosenkranz et al., 2010; Sammataro et al., 2000; Roth et al., 2020), la
genética, fisiologia y comportamiento reproductivo sobre su hospedador siguen siendo parcialmente
desconocidos. El planteo técnicamente diverso y conceptualmente holistico de los experimentos
presentados en esta Tesis, ha permitido en primer lugar, caracterizar la dindmica poblacional y
reproductiva del parasito asociado a las colonias de abejas establecidas en un ambiente de clima
templado. Estos estudios mostraron que la poblacién y el comportamiento reproductivo del dcaro
tienen una dindmica similar entre las colonias y acorde a la estacionalidad. Tales caracteristicas de
homogeneidad permitieron disponer de la cantidad de material vivo necesario para la realizacién de
los ensayos en laboratorio o semi-campo en condiciones mejor controladas, y asimismo, mantener la

reproducibilidad de los resultados producidos.

A partir del desarrollo y la aplicacién de varios marcadores del ADNmt en V. destructor, se logrd
analizar por primera vez la variabilidad genética presente en poblaciones del 4caro distribuidas en
diferentes regiones geograficas de nuestro pais. La presencia de heteroplasmia de sitio y la
identificacion de un nuevo subhaplotipo mitocondrial en las poblaciones argentinas de V. destructor,
a partir del andlisis de una regidon previamente inexplorada en el acaro (marcador ND4), nos
permitieron conocer mejor la genética de este parasito y asi centrarnos en el estudio de su
comportamiento reproductivo a nivel genédmico. Los resultados, que evidencian una baja variabilidad
genética del acaro, son consistentes con el hecho de que A. mellifera es una especie introducida, y con
ésto, que sus patogenos representan, en términos de variabilidad genética, una submuestra de toda
la diversidad conocida para la especie. Por otro lado, se sabe que existe diversidad ecoldgica en las
poblaciones de V. destructor dentro de las colonias de abejas (revisado en Vilarem et al., 2021), por
ejemplo, ciertas caracteristicas morfoldgicas del acaro varian de invierno a verano y parecen estar
asociadas a la adaptacion a cada estacidon (Akimov et al., 2004; Yevstafieva et al., 2020). Ademss, la
presencia de virus vectorizados por V. destructor agrega otra dimensién de variacion, ya que el dcaro
puede estar libre de virus, tener una replicacién viral activa o solo actuar como reservorio de virus.
Esta variacion fenotipica podria estar asociada a diferencias genéticas entre acaros dentro de una
misma colonia o de distintas colonias. En este sentido, el estudio de parametros morfolégicos, de
comportamiento reproductivo, de resistencia a acaricidas y de virulencia de cada uno de los dos
subhaplotipos del acaro identificados en esta Tesis, constituye un reto a futuro de fundamental

importancia para la toma de decisiones de manejo de las poblaciones de V. destructor en colmenas
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comerciales de abejas. Ademas, los resultados aqui obtenidos exigen un seguimiento exhaustivo de la
distribucién de las variantes genéticas detectadas, su estabilidad temporal en las colonias de abejas

meliferas y su posible influencia en la apicultura en distintas regiones de nuestro pais.

Interaccion A. mellifera: V. destructor

Desde su salto de hospedador de la abeja melifera asidtica (A. cerana) a la europea (A. mellifera), el
acaro ectoparasito V. destructor se ha convertido en un problema devastador para la apicultura en
todo el mundo. Debido a una corta historia de coevolucidn, la relacién huésped-parasito entre A.
mellifera y V. destructor no ha alcanzado un equilibrio. Por un lado, las abejas sufren de los efectos
negativos de la infestacidn a nivel individual, colonia y poblacidn. Por otro lado, las poblaciones del
acaro fluctuan en colonias de abejas tolerantes o resistentes que generan una presién de seleccidn

para la evolucion de las poblaciones del parasito.

Identificar los factores clave en las relaciones huésped-pardsito en condiciones de laboratorio y poder
trasladar estas conclusiones al campo es un propdsito complejo y laborioso. Este es especialmente el
caso de los estudios sobre especies eusociales con una dindmica completamente diferente a nivel de
grupo (Lihoreau et al., 2019). Si bien no existe un método sistematizado para extrapolar los resultados
de laboratorio al campo, se han propuesto enfoques holisticos de varios pasos, que incluyan a la vez
una retroalimentacidn entre éstos. Recientemente, Vilarem et al. (2021) propuso un enfoque de este
tipo que involucra cuatro pasos: (1) investigacion y analisis in silico (modelizacién), (2) desarrollo de
ensayos in vitro, (3) realizacion de ensayos a semi-campo, (4) pruebas a campo y vuelta a la
modelizaciéon a partir de la generacion de estos nuevos resultados, enriqueciendo los ya modelados.
Un punto critico para establecer los experimentos de laboratorio es encontrar un equilibrio entre estar
cerca de las condiciones naturales con conclusiones complejas pero relevantes y reducir la
complejidad natural para tratar de interpretar mejor los pardmetros de interés. Para ahondar en esa
direccion, las herramientas técnicas precisas para estudiar la relacién entre el parasito y el huésped,
son fundamentales y a veces todavia deficientes. En el caso del sistema bajo estudio, y dada la biologia
de A. melliferay su parasito V. destructor, los métodos desarrollados en esta Tesis conservaron un alto
porcentaje de ensayos en ambientes naturales a campo y semicampo ademas de incluir andlisis in

silico y de laboratorio.

Los experimentos sobre el analisis de expresién de genes en acaros reproductivos, no reproductivos y
foréticos, permitieron comenzar a explorar las vias metabdlicas posiblemente implicadas en la
reproduccion del acaro, en un momento clave de la parasitacion de la cria de A. mellifera, el cuarto

dia luego del operculado de la celda. Hasta el momento, solo se disponia de informacidn parcial sobre
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la expresidn de genes particulares asociados a la reproducciéon del 4caro (Cabrera et al., 2013a; 2015)
o de conjuntos de genes diferencialmente expresados en dcaros una vez avanzada la reproduccion
dentro de la celda de cria (octavo dia post-operculado) (Mondet et al., 2018). Nuestros resultados
contribuyen al entendimiento de las vias y genes candidatos a estar involucrados en la etapa inicial de
la reproduccion del dcaro y también de los cambios fisioldgicos potenciales que subyacen a este

momento clave de su fase reproductiva.

Como Uultimo experimento de esta Tesis, y partiendo de los resultados del transcriptoma de V.
destructor para la seleccidon de genes candidatos por su funcion predicha, realizamos un ensayo de
silenciamiento génico mediante RNAi en hembras de edad controlada y en fase reproductiva.
Particularmente, el silenciamiento de tres de estos genes (ap-1, ptch1, vg1) tuvo un efecto significativo
sobre el éxito reproductivo del acaro, sugiriendo que las vias en las que éstos participan serian
encargadas de modular el inicio de la reproduccién del acaro dentro de la celda de cria de las abejas.
Estos hallazgos son consistentes con estudios previos (Cabrera et al., 2013a; 2015) y a su vez proveen
informacién novedosa sobre nuevos genes y vias metabdlicas potencialmente involucradas. Ademas,
sugieren que si bien cambios en la expresidon de pocos genes estarian involucrados en el éxito

reproductivo del acaro, éstos formarian parte de un complejo entramado de vias de sefializacién.

En su conjunto, los hallazgos presentes destacan la notable adaptacidén que presenta el parasito a su
hospedador, especialmente, mediante la regulaciéon de vias moleculares clave para sincronizar su
reproduccion con las condiciones de la huésped (p. ej., desarrollo ontogenético) y representan pasos
significativos en la identificacidn de posibles genes target para el desarrollo de estrategias alternativas
e innovadoras de control de la varroosis en colonias de A. mellifera. Por otro lado, el desarrollo y
puesta a punto de protocolos experimentales (cria en semi-campo del dcaro; método de incorporacion
del dsRNA; ensayos involucrando colonias) también representan avances significativos en el desarrollo
técnico necesario para estudiar la interaccion entre el acaro y la abeja. Globalmente, nuestros
desarrollos metodoldgicos y el conocimiento cientifico generado son de utilidad para su aplicacion en
la caracterizacion de otras poblaciones de V. destructor y de A. mellifera en pos del entendimiento

integral del sistema y de sus particularidades en cada ambiente.

En linea con lo antes mencionado, esta Tesis posee perspectivas amplias en el estudio de la interaccion
parasito-hospedador desde una mirada holistica. Elementos clave, como el desarrollo y ajuste de
protocolos y metodologias que incluyan diferentes aproximaciones y herramientas, como asi también,
diferentes niveles de analisis (individual, colonia, poblacién) permitiran abordar el sistema de estudio
considerando la naturaleza de las especies y las condiciones agroecoldgicas en las que éstas se

desarrollan. En otras palabras, dichos estudios de interaccién deberan respetar y detectar las
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particularidades comportamentales y genéticas del conjunto parasito-hospedador en diferentes
ambientes (ecoregiones), ya que son las condiciones del ambiente las que determinan, en gran
medida, la respuesta potencial del sistema y con esto, la implementacién de ajustes dinamicos en
practicas de manejo apicola, considerando cada realidad ecolégica y cultural. Asimismo, es necesario
avanzar en el desarrollo del control integrado de la varroosis, haciendo uso de nuevas tecnologias
(como el uso del RNAI) y de la informacion gendmica del dcaro para obtener datos a gran escala y
facilitar el entendimiento de las bases moleculares de mecanismos metabdlicos complejos y de rasgos
de interés, como el comportamiento reproductivo. En particular, consideramos fundamental
continuar avanzando en la dilucidacion de las funciones fisioldgicas de los genes candidatos aqui
identificados, mediante estudios gendmicos mds profundos que permitan conocer la estructura de los
genes y sus regiones promotoras y reguladoras. Estos avances, en conjunto con otros estudios
“émicos”, como protedmica y metaboldmica, nos acercara a la interpretacién de los mecanismos de

accion de las vias de sefializacién que se identificaron mediante este Trabajo de Tesis.
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Figura Suplementaria 1. Proporcidn de colonias de A. mellifera segin su tamafio poblacional para
cada mes evaluado. En colores se muestran las categorias de poblacion: | (alta poblacién), Il
(poblacién media) y Ill (baja poblacién). Dichas categorias son indicadoras de la fortaleza de la
colonia. Se presentan los resultados de las temporadas 2016-2017 (arriba) y 2017-2018 (abajo).
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Tabla Suplementaria 1. Resultados del GLMM para la evaluacion de pardmetros poblacionales de A.
mellifera. Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen en qué mes es mas probable encontrar
una colonia en categoria |. Para cada comparacién pareada entre meses se muestran: el porcentaje

de aumento de odds (%), el Odd Ratio (O.R.), el intervalo de confianza (I.C) y el P-valor.

Meses % O.R. I.C. P
Abril / Diciembre -57,600 | 186,000 | 1,101 | 0,424 | 2,860 1,000
Abril / Enero -72,100 | 110,000 | 0,765 | 0,279 | 2,100 0,996
Abril / Febrero -87,600 27,000 0,398 | 0,124 | 1,270 0,254
Abril / Marzo -72,100 | 110,000 | 0,765 | 0,279 | 2,100 0,996
Abril / Mayo -38,100 | 287,000 | 1,548 | 0,619 | 3,870 0,866
Abril / Noviembre -53,000 | 210,000 | 1,206 | 0,470 | 3,100 1,000
Abril / Octubre -38,100 | 287,000 | 1,548 | 0,619 | 3,870 0,866
Abril / Septiembre -72,100 | 110,000 | 0,765 | 0,279 | 2,100 0,996
Diciembre / Enero -74,300 88,000 0,695 | 0,257 | 1,880 0,970
Diciembre / Febrero -88,600 15,000 0,361 | 0,114 1,150 0,135
Diciembre / Marzo -74,300 88,000 0,695 | 0,257 1,880 0,970
Diciembre / Mayo -43,000 | 247,000 | 1,407 | 0,570 | 3,470 0,962

Diciembre / Noviembre -56,800 178,000 | 1,095 | 0,432 | 2,780 1,000

Diciembre / Octubre -43,000 247,000 1,407 | 0,570 | 3,470 0,962

Diciembre / Septiembre -74,300 88,000 0,695 | 0,257 | 1,880 0,970

Enero / Febrero -84,300 72,000 0,520 | 0,157 | 1,720 0,751
Enero / Marzo -65,000 | 186,000 | 1,000 | 0,350 | 2,860 1,000
Enero / Mayo -22,700 | 429,000 | 2,023 | 0,773 | 5,290 0,359

Enero / Noviembre -41,300 | 323,000 | 1,575 | 0,587 | 4,230 0,887
Enero / Octubre -22,700 | 429,000 | 2,023 | 0,773 | 5,290 0,359
Enero / Septiembre -65,000 186,000 1,000 | 0,350 2,860 1,000
Febrero / Marzo -42,000 | 538,000 | 1,923 | 0,580 | 6,380 0,751
Febrero / Mayo 26,600 | 1.096,000 | 3,891 | 1,266 | 11,960 0,006
Febrero / Noviembre -3,500 851,000 3,030 | 0,965 | 9,510 0,066
Febrero / Octubre 26,600 | 1.096,000 | 3,891 | 1,266 | 11,960 0,006
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Febrero / Septiembre -42,000 | 538,000 | 1,923 | 0,580 | 6,380 0,751
Marzo / Mayo -22,700 | 429,000 | 2,023 | 0,773 | 5,290 0,359
Marzo / Noviembre -41,300 | 323,000 | 1,575 | 0,587 | 4,230 0,887
Marzo / Octubre -22,700 | 429,000 | 2,023 | 0,773 | 5,290 0,359
Marzo / Septiembre -65,000 | 186,000 | 1,000 | 0,350 | 2,860 1,000
Mayo / Noviembre -68,100 90,000 0,779 | 0,319 | 1,900 0,994
Mayo / Octubre -57,800 | 137,000 | 1,000 | 0,422 | 2,370 1,000
Mayo / Septiembre -81,100 29,000 0,494 | 0,189 | 1,290 0,359
Noviembre / Octubre -47,300 | 213,000 | 1,284 | 0,527 | 3,130 0,994
Noviembre / Septiembre -76,300 70,000 0,635 | 0,237 1,700 0,887
Octubre / Septiembre -81,100 29,000 0,494 | 0,189 | 1,290 0,359
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Tabla Suplementaria 2. Concentracién e indices de calidad del ADN de A. mellifera. Se muestran las

concentraciones de ADN (ng/ul) extraidas para cada individuo de las colonias analizadas en las dos

temporadas. Como parametro de pureza se muestran las relaciones 260/280 (que éptimamente

debe estar entre 1,8 y 2,1) y 260/230 (que 6ptimamente debe ser superior a 2). Las letras Ay B

identifican las muestras de ADN de dos individuos de la misma colmena.

Temporada 1 Temporada 2
Colonia | A. mellifera ng/uL 260/280 | 260/230 | Colonia | A. mellifera ng/uL 260/280 | 260/230
1 A 358,55 1,83 1,67 1 A 428,73 1,89 1,96
1 B 146,22 1,71 1,63 1 B 802,8 1,9 1,74
2 A 779,38 1,94 1,67 2 A 517,05 1,93 2,30
2 B 674,53 1,92 1,9 2 B 634,36 1,92 2,41
3 A 139,17 1,76 0,63 3 A 1310,17 1,89 2,26
3 B 319,81 1,84 2 3 B 989,31 1,92 2,31
4 A 170,75 1,9 1,45 4 A 684,38 1,88 2,19
4 B 261,81 2,01 1,18 4 B 1461,11 1,92 2,27
5 A 1213,89 2,09 1,88 5 A 376,72 1,81 2,23
5 B 106,27 1,78 0,84 5 B 1252,31 1,78 2,24
6 A 129,29 1,84 0,93 6 A 708,68 1,87 2,31
6 B 154,61 1,74 0,63 6 B 1116,96 1,77 1,96
7 A 401,85 1,87 1,77 7 A 508,35 1,91 2,30
7 B 131,3 1,91 1,65 7 B 645,77 1,88 2,33
8 A 53,76 1,91 1,1 8 A 870,49 1,86 2,33
8 B 541,28 1,85 1,76 8 B 1311,73 1,88 2,21
9 A 1807,21 2,16 2,03 9 A 1577,5 1,95 2,31
9 B 999,37 2,11 1,83 9 B 900,98 1,86 2,24
10 A 1436,86 1,88 1,88 10 A 1280,96 1,96 2,31
10 B 1551,17 1,92 2,2 10 B 536,77 1,83 2,07
11 A 1075,01 1,91 2,13 11 A 654,25 1,93 2,29
11 B 552,36 1,86 1,84 11 B 727,57 1,81 2,10
12 A 1011,6 1,92 2,11 12 A 1373,83 1,90 2,20
12 B 803,71 1,95 1,7 12 B 1177,2 1,79 2,10
13 A 419,62 1,82 1,94 13 A 720,13 1,86 2,18
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13 1346,54 | 1,87 1,57 13 599,35 1,71 2,12
14 1337,9 1,84 1,42 14 1062,96 | 1,80 2,15
14 1464,88 1,9 1,72 14 1004,62 | 1,85 2,16
15 425,11 1,88 1,98 15 844,41 1,79 2,12
15 802,8 1,9 1,74 15 538,9 1,68 2,02
16 1894,98 | 1,92 2,02 16 983,19 1,78 2,20
16 1139,91 | 1,86 1,58 16 113514 | 1,74 2,00
17 455,41 1,88 1,63 17 625,76 1,86 2,18
17 1425 1,9 1,94 17 283,08 1,93 2,55
18 1027,82 | 1,04 1,27 18 495,07 1,70 1,90
18 1118,01 | 1,12 1,41 18 581,22 1,84 2,25
19 773,73 1,94 2,48 19 517,55 1,82 2,36
19 869,91 1,90 2,31 19 400,33 1,87 2,40
20 1132,06 | 1,91 2,37 20 318,51 1,86 2,19
20 757,73 1,92 2,35 20 164,55 1,89 1,75
21 475,24 1,93 2,33 21 249,40 1,72 1,37
21 1091,18 | 1,92 2,28 21 285,82 1,77 1,76
22 530,67 1,90 2,29 22 455,47 1,88 2,39
22 993,21 1,92 2,38 22 181,60 1,83 2,15
23 852,96 1,91 2,19 23 409,40 1,86 2,06
23 830,64 1,81 1,72 23 122,26 1,85 1,41
24 800,42 1,92 2,38 24 119,48 2,01 2,11
24 639,22 1,94 2,22 24 412,84 1,99 2,16
25 818,08 1,91 2,27 25 389,82 1,88 2,51
25 571,06 1,89 1,96 25 977,07 1,91 2,01
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Figura Suplementaria 2. Valores promedios (+ ES) del porcentaje de V. destructor en estado forético
(%VF) en las colmenas de A. mellifera evaluadas. Se muestran los resultados para cada mes evaluado
correspondientes a las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha).
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Tabla Suplementaria 3. Resultados del GLMM para la evaluacidn de pardmetros poblacionales de V.
destructor (Varroa forética). Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen en qué mes es mas
probable encontrar una abeja adulta parasitada con V. destructor. Para cada comparacion pareada
entre meses se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), Odd Ratio (O.R), el intervalo de
confianza (I.C.) y el P-valor.

%VF
Meses % O.R. I.C. P

Abril / Diciembre 189,000 | 791,700 5,077 | 2,890 | 8,917 | <0,0001
Abril / Enero 44,400 284,500 2,356 | 1,444 | 3,845 | <0,0001

Abril / Febrero 7,500 174,300 1,717 | 1,075 | 2,743 0,011

Abril / Marzo -16,400 105,900 1,312 | 0,836 | 2,059 0,629
Abril / Mayo 489,100 | 2.255,700 | 11,781 | 5,891 | 23,557 | <0,0001
Abril / Noviembre 147,900 | 635,300 4,269 | 2,479 | 7,353 | <0,0001
Abril / Octubre 267,300 | 1.115,200 | 6,681 | 3,673 | 12,152 | <0,0001
Abril / Septiembre 480,700 | 2.233,400 | 11,641 | 5,807 | 23,334 | <0,0001
Diciembre / Enero -74,500 -15,600 0,464 0,255 0,844 0,0024
Diciembre / Febrero -81,100 -39,400 0,338 | 0,189 | 0,606 | <0,0001
Diciembre / Marzo -85,400 -54,300 0,258 | 0,146 | 0,457 | <0,0001

Diciembre / Mayo 7,000 403,100 2,321 | 1,070 | 5,031 0,021

Diciembre / Noviembre -55,600 59,200 0,841 | 0,444 | 1,592 0,995

Diciembre / Octubre -33,800 161,700 1,316 | 0,662 | 2,617 0,946

Diciembre / Septiembre 5,700 397,500 2,293 1,057 | 4,975 0,025

Enero / Febrero -56,300 21,500 0,729 0,437 1,215 0,594
Enero / Marzo -66,200 -8,400 0,557 | 0,338 | 0,916 0,009
Enero / Mayo 142,100 | 932,300 5,000 | 2,421 | 10,323 | <0,0001

Enero / Noviembre 1,600 223,000 1,812 1,016 3,230 0,039

Enero / Octubre 50,800 433,100 2,835 | 1,508 | 5,331 | <0,0001

Enero / Septiembre 139,000 | 921,000 4,940 | 2,390 | 10,210 | <0,0001
Febrero / Marzo -52,600 23,100 0,764 | 0,474 1,231 0,709
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Febrero / Mayo 236,700 | 1.297,300 | 6,859 | 3,367 | 13,973 | <0,0001
Febrero / Noviembre 41,700 336,100 2,486 | 1,417 | 4,361 | <0,0001
Febrero / Octubre 110,100 620,400 3,890 | 2,101 | 7,204 | <0,0001
Febrero / Septiembre 232,300 | 1.282,400 | 6,778 | 3,323 | 13,824 | <0,0001
Marzo / Mayo 346,000 | 1.708,100 | 8,980 | 4,460 | 18,081 | <0,0001
Marzo / Noviembre 87,600 464,600 3,254 | 1,876 | 5,646 | <0,0001
Marzo / Octubre 178,100 | 832,600 5092 | 2,781 | 9,326 | <0,0001
Marzo / Septiembre 339,800 | 1.690,200 | 8,873 | 4,398 | 17,902 | <0,0001
Mayo / Noviembre -83,000 -22,700 0,362 | 0,170 | 0,773 0,001
Mayo / Octubre -74,500 26,000 0,567 | 0,255 | 1,260 0,398
Mayo / Septiembre -58,700 | 136,300 0,988 | 0,413 | 2,363 1,000
Noviembre / Octubre -19,600 | 204,700 1,565 | 0,804 | 3,047 0,478
Noviembre / Septiembre 27,900 481,500 2,727 | 1,279 | 5,815 0,001
Octubre / Septiembre -21,600 287,200 1,742 | 0,784 | 3,872 0,429
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Figura Suplementaria 3. Valores promedios (+ ES) del porcentaje de V. destructor en celdas de cria

(%VC) de las colonias de A. mellifera evaluadas. Se muestran los resultados para cada mes evaluado

correspondientes a las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha).
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Tabla Suplementaria 4. Resultados del GLMM para la evaluacion de pardmetros poblacionales de V.
destructor (Varroa en cria; %VC). Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen en qué mes es
mas probable encontrar una celda de cria de obrera parasitada con V. destructor. Para cada
comparacién pareada entre meses se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el Odd
Ratios (O.R.), el intervalo de confianza (I.C.) y el p-valor.

%VC
Meses % O.R. I.C. P
Diciembre / Enero -32,610 105,700 1,177 0,674 2,057 0,978
Diciembre / Febrero -84,550 -64,100 0,236 0,155 0,359 | <0,0001
Diciembre / Marzo -93,130 -84,700 0,102 0,069 0,153 | <0,0001
Diciembre / Noviembre -82,940 -60,000 0,261 0,171 0,400 <0,0001
Diciembre / Octubre -80,560 -53,800 0,300 0,194 0,462 | <0,0001

Diciembre / Septiembre 47,150 576,800 3,156 1,472 6,768 0,0002

Enero / Febrero -87,250 -68,600 0,200 0,128 0,314 | <0,0001
Enero / Marzo -94,340 -86,600 0,087 0,057 0,134 <0,0001
Enero / Noviembre -85,920 -65,000 0,222 0,141 0,350 | <0,0001
Enero / Octubre -83,950 -59,700 0,254 0,161 0,403 | <0,0001
Enero / Septiembre 22,960 484,300 2,680 1,230 5,843 0,004
Febrero / Marzo -65,320 -45,600 0,435 0,347 0,544 | <0,0001
Febrero / Noviembre -15,430 45,300 1,109 0,846 1,453 0,921
Febrero / Octubre -3,970 68,300 1,271 0,960 1,683 0,151
Febrero / Septiembre 572,920 2.565,900 | 13,394 6,729 26,659 | <0,0001
Marzo / Noviembre 102,020 222,200 2,551 2,020 3,222 <0,0001
Marzo / Octubre 129,060 273,700 2,926 2,291 3,737 | <0,0001
Marzo / Septiembre 1.470,150 | 5.950,700 | 30,823 | 15,702 | 60,507 | <0,0001
Noviembre / Octubre -13,930 52,800 1,147 0,861 1,528 0,798

Noviembre / Septiembre 505,410 2.311,100 | 12,082 6,054 24,111 | <0,0001

Octubre / Septiembre 425,860 2.010,700 | 10,535 5,259 21,107 | <0,0001
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Figura Suplementaria 4. Porcentaje medio de celdas de cria parasitada con V. destructor que fueron
removidas por las abejas de cada colonia analizada. Se muestran los resultados de las temporadas
2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha). Cada barra muestra el promedio entre las multiples

medidas registradas.
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Figura Suplementaria 5. Porcentaje de celdas de cria parasitada con V. destructor que fueron
removidas por las abejas en funcién de los meses de la temporada apicola. Se muestran los valores
medios de cada mes sobre todas las colonias evaluadas. Se presentan los resultados de las
temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha).
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Tabla Suplementaria 5. Resultados del GLMM para la evaluacidn de la remocion de celdas de cria. Se
muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen en qué mes es mas probable encontrar una celda de
cria de obrera, que fue parasitada por V. destructor, removida. Para cada comparacién pareada
entre meses se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el Odd Ratio (O.R.), el intervalo de
confianza (I.C.) y el p-valor.

Remocion
Meses % O.R. I.C. P
Abril / Diciembre -74,400 | -48,200 | 0,364 | 0,256 | 0,518 | <0,0001
Abril / Febrero -61,200 | -17,900 | 0,564 | 0,388 | 0,821 0,001
Abril / Marzo -75,900 | -52,300 | 0,339 | 0,241 | 0,477 | <0,0001
Diciembre / Febrero 13,400 | 111,800 | 1,549 | 1,134 | 2,118 0,002
Diciembre / Marzo -29,100 | 22,100 | 0,931 | 0,709 | 1,221 0,905
Febrero / Marzo -55,600 | -18,800 | 0,601 | 0,444 | 0,812 | 0,0001
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Figura Suplementaria 6. Porcentaje medio de acaros fértiles de cada colonia analizada. Se muestran
los resultados de las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha). Cada barra muestra
el promedio entre las multiples medidas registradas sobre cada colonia.
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Figura Suplementaria 7. Porcentaje medio (£ES) de acaros fértiles presentes en las celdas de cria no
removidas por las abejas para los meses analizados. Se muestran los valores medios de cada mes
sobre todas las colonias evaluadas. Se presentan los resultados de las temporadas 2016-2017
(izquierda) y 2017-2018 (derecha).
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Figura Suplementaria 8. Valores medios (+ES) del porcentaje de acaros con descendencia no viable
(DNV) presentes en las celdas de cria no removida por las abejas. Cada barra se obtuvo de los
multiples registros realizados en cada colonia para las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-
2018 (derecha).
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Figura Suplementaria 9. Porcentaje medio (+ES) de acaros con descendencia no viable (DNV)
presentes en las celdas de cria no removidas por las abejas para los meses analizados. Se muestran
los valores medios de cada mes sobre todas las colonias evaluadas. Se presentan los resultados de

las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha).

Tabla Suplementaria 6. Resultados del GLMM para la evaluacidon de pardmetros reproductivos de V.
destructor (DNV). Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen en qué mes es mas probable
encontrar una Varroa fundadora con descendencia no viable (DNV). Para cada comparacién pareada
entre meses analizados se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el Odd Ratio, el
intervalo de confianza (C.l.) y el p-valor.

DNV

Meses % O.R. I.C. P

Abril / Diciembre -58,100 | -39,800 | 0,502 | 0,419 | 0,602 | <0,0001

Abril / Febrero -31,600 | -0,200 | 0,826 | 0,684 | 0,998 0,047

Abril / Marzo -42,500 | -17,600 | 0,688 | 0,575 | 0,824 | <0,0001

Diciembre / Febrero 37,600 96,900 | 1,646 | 1,376 | 1,969 | <0,0001

Diciembre / Marzo 15,700 62,500 | 1,371 | 1,157 | 1,625 | <0,0001

Febrero / Marzo -30,300 | -0,500 | 0,833 | 0,697 | 0,995 0,042
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Figura Suplementaria 10. Porcentaje de dcaros con reproduccion anormal (RA) por colonia. Se
muestran los resultados de las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha). Cada barra
muestra el promedio entre las multiples medidas registradas.
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Figura Suplementaria 11. Porcentaje medio (xES) de acaros con reproduccion anormal (RA)
presentes en las celdas de cria no removidas por las abejas para los meses analizados. Se muestran
los valores medios de cada mes sobre todas las colonias evaluadas. Se presentan los resultados de
las temporadas 2016-2017 (izquierda) y 2017-2018 (derecha).
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Tabla Suplementaria 7. Resultados del GLMM para la evaluacion de parametros reproductivos de V.
destructor (RA). Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen en qué mes es mas probable
encontrar una Varroa fundadora con reproduccién anormal (RA). Para cada comparacion pareada
entre meses analizados se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el Odd ratio (O.R.), el

intervalo de confianza (C.l.) y el p-valor.

RA
Meses % O.R. I.C. P

Abril / Diciembre -56,500 | -40,400 | 0,509 | 0,435 | 0,596 | <0,0001

Abril / Febrero -21,100 | 8,200 | 0,924 | 0,789 | 1,082 0,573
Abril / Marzo -47,100 | -28,200 | 0,616 | 0,529 | 0,718 | <0,0001
Diciembre / Febrero 54,800 | 112,800 | 1,815 | 1,548 | 2,128 | <0,0001

Diciembre / Marzo 3,700 41,200 | 1,210 | 1,037 | 1,412 0,008
Febrero / Marzo -42,800 | -22,200 | 0,667 | 0,572 | 0,778 | <0,0001
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Tabla Suplementaria 8. Concentracién e indices de calidad del ADN de V. destructor. Se muestran las

concentraciones de ADN (ng/uL) extraidas para cada individuo de las colonias analizadas en cada

localidad. Como parametro de pureza se muestran las relaciones 260/280 (que éptimamente debe

estar entre 1,8 y 2,1) y 260/230 (que dptimamente debe ser superior a 2). Ci: Castelli; Fo: Formosa;

Le: Leales; Fa: Famailld; Re: Reconquista; SF: Santa Fe; Ra: Rafaela; Ca: Castelar; Ba: Balcarce; As:

Ascasubi.

Localidad | Colonia | ng/uL | 260/280 | 260/230 | Localidad | Colonia | ng/uL 260/280 | 260/230
Ci A 14,83 1,51 1,11 Fa w 34,55 1,35 0,62
Ci A 24,68 1,8 0,69 Fa \ 28,23 1,37 0,41
Ci A 45,83 1,89 0,99 Fa w 21,09 1,74 0,76
Ci B 31,97 1,91 0,66 Fa X 22,5 1,8 0,51
Ci B 39,41 1,92 0,8 Fa X 22,7 1,83 0,52
Ci B 31,37 2 0,9 Fa X 21,39 1,83 0,59
Ci C 46,43 2 0,91 Fa Y 10,72 1,85 0,36
Ci C 31,36 2,04 0,87 Fa Y 22,15 1,89 0,37
Ci C 27,36 2,05 0,6 Fa Y 24,16 1,93 0,46
Ci D 58,27 2,06 0,61 Fa z 20,51 2 0,68
Ci D 59,38 2,06 0,78 Fa z 24,32 2,05 0,57
Ci D 52,36 1,92 0,6 Fa z 11,07 2,07 0,43
Ci E 47,85 1,96 0,61 Fa AA 22,69 2,09 0,5
Ci E 45,31 1,83 0,61 Fa AA 16,39 2,04 0,43
Ci E 37,84 1,93 0,73 Fa AA 16,91 2,05 0,44
Ci F 54,17 1,98 0,92 Fa AB 13,26 2 0,35
Ci F 53,63 1,86 1,06 Fa AB 16,49 2,05 0,58
Ci F 98,81 1,96 1,12 Fa AB 46,54 2,06 0,93
Ci G 60,91 1,98 0,69 Fa AC 18,42 2,01 0,59
Ci G 33,97 1,81 0,73 Fa AC 12,82 1,93 0,41
Ci G 89,74 2 1,33 Fa AC 13,73 1,71 0,46
Ci G 20,9 1,92 0,86 Re AD 20,57 1,75 0,57
Fo H 21,25 1,4 0,3 Re AD 69,73 1,86 0,5
Fo H 13,68 1,65 0,52 Re AD 170,49 1,86 0,51
Fo H 14,19 1,71 0,19 Re AD 31,61 1,86 0,69

236




Fo 13,53 1,79 0,27 Re AD 56,15 1,86 1

Fo 53,68 1,81 0,33 Re AE 38 1,87 0,65
Fo 25,59 1,83 0,29 Re AE 35,04 1,89 0,78
Fo 20,7 1,84 0,23 Re AE 53,49 1,89 0,94
Fo 29,67 1,85 0,63 Re AE 40,89 19 0,8
Fo 20,72 1,88 0,19 Re AE 23,07 1,92 0,78
Fo 25,23 1,89 0,23 Re AF 30,55 1,92 0,88
Fo 22,32 1,89 0,24 Re AF 40,02 1,94 0,89
Fo 64,39 1,92 0,59 Re AF 34 1,95 0,73
Fo 12,19 1,93 0,21 Re AF 32,41 1,99 0,81
Fo 34,4 1,95 0,22 Re AG 49,27 2,02 0,98
Fo 12,01 2,01 0,23 Re AG 27,66 2,05 0,56
Fo 30,54 2,01 0,26 Re AG 75,99 2,07 0,98
Fo 33,94 2,01 0,33 Re AG 19,32 2,07 0,66
Fo 26,12 2,03 0,23 SF AH 34,38 1,91 0,3
Fo 57,05 2,03 0,25 SF AH 31,02 1,89 0,33
Fo 38,27 2,05 0,36 SF AH 17,88 1,81 0,35
Fo 20,48 2,09 0,3 SF Al 38,63 1,99 0,35
Fo 20,48 2,09 0,31 SF Al 43,69 1,82 0,38
Fo 40,82 2,09 0,31 SF Al 54,6 1,92 0,39
Fo 44,22 2,1 0,34 SF Al 34,9 1,92 0,56
Fo 30,96 2,04 0,46 Ra 10,03 1,52 1,26
Fo 41,68 2,07 0,59 Ra 31,73 1,61 0,83
Fo 60,23 2,07 1,13 Ra 14 1,65 1,46
Fo 60,44 2,09 1,03 Ra AK 87,46 1,76 1,09
Fo 16,13 2,02 0,19 Ra AK 39,19 1,81 0,9
Fo 32,17 2,02 0,35 Ra AK 20,65 1,82 1,45
Fo 12,32 2,03 0,2 Ra AL 20,26 1,84 0,62
Fo 41,91 2,03 0,98 Ra AL 25,34 1,85 0,67
Fo 52,05 2,05 0,97 Ra AL 44,54 1,96 0,81
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Fo 0] 35,05 2,07 0,99 Ca AM 89,44 1,88 1,55
Fo 0] 29,44 2,08 0,86 Ca AM 79,22 19 1,15
Fo 0] 14,54 2,01 0,21 Ca AM 28,17 1,98 0,72
Fo 0] 47,84 2,06 0,97 Ca AM 45,87 2 0,85
Le P 29,26 1,64 0,47 Ca AN 72,97 2 1,09
Le P 11,53 1,74 0,22 Ca AN 39,64 2,01 0,65
Le P 30,64 1,77 0,77 Ca AN 41,47 2,04 0,99
Le P 23,73 1,84 0,35 Ca AN 69,55 2,04 1,06
Le P 41,78 1,92 0,72 Ca AO 38,49 2,05 0,67
Le Q 12,26 2,01 0,4 Ca AO 95,65 2 0,9
Le Q 20,11 2,02 0,3 Ca AO 71,28 2,09 0,94
Le Q 21,65 2,04 0,24 Ca AO 40,06 2,09 1,46
Le Q 12,86 2,05 0,36 Ca AP 104,9 2,02 1,33
Le Q 21,88 2,05 0,47 Ca AP 38,96 2,08 0,67
Le R 10,13 2,06 0,28 Ca AP 31,05 2,09 0,72
Le R 56,84 2,06 1,3 Ca AP 22,75 2,05 1,86
Le R 20,93 2,07 0,44 Ba AQ 27,51 1,7 1,39
Le R 19,76 2,08 0,37 Ba AQ 30,38 1,71 1,19
Le R 18,56 2 0,56 Ba AQ 34,73 1,71 2,23
Le S 24,38 2,04 0,76 Ba AR 27,92 1,74 1,36
Le S 39,37 2,08 0,89 Ba AR 26,37 1,79 2,16
Le S 12,02 2,09 0,41 Ba AR 46,43 1,81 2,27
Le S 39,72 2,01 0,64 Ba AR 39,33 1,92 1

Le S 40,08 2,01 0,99 Ba AS 22,2 1,92 1,52
Le T 44,47 2,03 0,8 Ba AS 33,57 1,96 2,41
Le T 17,46 2,02 0,32 Ba AS 19,78 2 1,66
Le T 29,61 2,04 0,7 Ba AS 20,05 2 1,89
Le T 40,4 2,06 0,59 As AT 85,75 1,84 0,85
Le u 34,87 2,07 0,58 As AT 24,6 1,88 0,79
Le u 18,5 2 0,32 As AT 30,54 1,88 1,16
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Le 15,58 2,06 0,27 As AU 32,4 1,91 0,61
Le 13,09 1,66 0,36 As AU 31,75 1,92 1,13
Le 15,73 1,91 0,55 As AU 95,27 1,92 1,14
Le 24,29 1,95 0,61 As AV 38,56 1,96 0,52
Le 14,69 1,68 0,25 As AV 24,77 2,04 1,01
Le 11,59 1,94 0,36 As AV 32,93 2,1 0,7
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Tabla Suplementaria 9. Concentraciones e indices obtenidos en la purificacidon del producto de

amplificacion de cox1 de V. destructor. Se muestran las concentraciones de cada purificado (ng/ulL)

para cada acaro de las colonias analizadas en cada localidad. Como parametro de pureza se

muestran las relaciones 260/280 (que éptimamente debe estar entre 1,8 y 2,1) y 260/230 (que

6ptimamente debe ser superior a 2). Ci: Castelli; Fo: Formosa; Le: Leales; Fa: Famailla; Re:

Reconquista; SF: Santa Fe; Ra: Rafaela; Ca: Castelar; Ba: Balcarce; As: Ascasubi.

Localidad | ng/uL | 260/280 | 260/230 | Localidad ng/uL | 260/280 | 260/230
Ci 10,61 1,8 1,03 SF 27,41 1,81 1,39
Ci 19,52 1,83 1,07 SF 68,68 1,81 1,41
Ci 28,15 1,85 1,07 SF 74,92 1,81 1,42
Fo 13,84 1,74 1,08 Ra 54,12 1,8 1,43
Fo 14,21 1,9 1,11 Ra 39,66 1,87 1,48
Fo 67,08 1,83 1,24 Ra 61,06 1,89 1,51
Le 26,83 1,88 1,24 Ca 28,29 1,85 1,54
Le 60,34 1,82 1,26 Ca 64,7 1,82 1,55
Le 23,07 1,89 1,27 Ca 91,03 1,91 1,56
Fa 23,49 1,82 1,34 Ba 40,94 1,89 1,83
Fa 51,79 1,82 1,37 Ba 45,35 1,88 1,91
Fa 75,84 1,83 1,37 Ba 46,37 1,89 1,95
Re 24,47 1,98 1,37 As 65,8 1,82 1,96
Re 24,7 1,81 1,38 As 37,76 1,95 2,1
Re 15,38 1,87 1,38 As 84,7 1,9 2,3
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Tabla Suplementaria 10. Concentraciones e indices obtenidos en la purificacion del producto de

amplificacidon de nd4-nd4L de V. destructor. Se muestran las concentraciones de cada purificado

(ng/uL) para cada individuo de las colonias analizadas en cada localidad. Como pardmetro de pureza

se muestran las relaciones 260/280 (que éptimamente debe estar entre 1,8 y 2,1) y 260/230 (que

6ptimamente debe ser superior a 2). Ci: Castelli; Fo: Formosa; Le: Leales; Fa: Famailla; Re:

Reconquista; SF: Santa Fe; Ra: Rafaela; Ca: Castelar; Ba: Balcarce; As: Ascasubi.

Localidad Colonia ng/uL | 260/280 | 260/230 Localidad Colonia ng/uL 260/280 | 260/230
Ci A 302,5 1,58 1,04 Fa W 231,88 1,49 0,87
Ci A 259,3 1,58 1,08 Fa W 193,58 1,46 0,79
Ci A 35,24 1,89 1,08 Fa W 190,78 1,43 0,75
Ci B 280,7 1,59 1,12 Fa X 118,3 1,36 0,56
Ci B 29,98 1,94 1,17 Fa X 83,06 1,32 0,46
Ci B 279,1 1,61 1,24 Fa X 160,56 1,41 0,68
Ci C 269,2 1,63 1,39 Fa Y 141,77 1,4 0,67
Ci C 23,78 1,95 1,42 Fa Y 101,69 1,4 0,71
Ci C 31,32 1,76 1,46 Fa Y 132,72 1,43 0,7
Ci D 50,68 1,79 1,48 Fa z 165,1 1,44 0,78
Ci D 39,95 1,85 1,53 Fa z 28,73 1,28 0,39
Ci D 40,41 1,86 1,58 Fa z 47,24 1,44 0,72
Ci E 41,03 1,87 1,6 Fa AA 70,18 1,29 0,44
Ci E 33,26 1,99 1,62 Fa AA 208,48 1,46 0,82
Ci E 41,2 1,96 1,62 Fa AA 154,63 1,46 0,81
Ci F 42,25 1,85 1,8 Fa AB 118,17 1,4 0,69
Ci F 48,43 1,99 2,08 Fa AB 164,09 1,43 0,75
Ci F 36,18 1,9 2,09 Fa AB 112,83 1,39 0,6
Ci G 70,9 1,89 2,18 Fa AC 81,68 1,3 0,46
Ci G 77,18 1,96 2,25 Fa AC 84,52 1,36 0,54
Ci G 79,87 1,95 2,35 Fa AC 106,18 1,37 0,57
Ci G 82,85 2 2,36 Re AD 132,93 1,5 0,86
Fo H 30,89 1,6 0,81 Re AD 141,67 1,43 0,68
Fo H 28,17 1,43 0,66 Re AD 176,44 1,46 0,84
Fo H 302,1 1,58 1,08 Re AD 54,76 1,27 0,36
Fo H 214,3 1,55 1,03 Re AD 79,8 1,41 0,55
Fo H 273,6 1,56 1,13 Re AE 48,43 1,4 0,44
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Fo 261,4 1,6 1,17 Re AE 110,92 1,43 0,71
Fo 215,4 1,59 1,13 Re AE 94,97 1,27 0,37
Fo 239,9 1,57 1,02 Re AE 29,38 1,29 0,36
Fo 236,1 1,6 1,2 Re AE 48,84 1,24 0,27
Fo 254 1,47 0,76 Re AF 42,28 1,19 0,26
Fo 319,8 1,49 0,82 Re AF 60,64 1,35 0,46
Fo 193,4 1,38 0,58 Re AF 40,69 1,17 0,27
Fo 257,1 1,45 0,74 Re AF 89,37 0,98 0,23
Fo 221,3 1,46 0,74 Re AG 110,61 1,35 0,54
Fo 269,8 1,6 1,27 Re AG 131,91 1,41 0,69
Fo 217,3 1,44 0,72 Re AG 111,46 1,32 0,5
Fo 207,4 1,43 0,68 Re AG 209,39 1,48 0,84
Fo 259,2 1,56 1,09 SF AH 538,17 1,68 1,52
Fo 146,2 1,59 1,23 SF AH 502,82 1,69 1,56
Fo 267,3 1,48 0,77 SF AH 516,56 1,7 1,54
Fo 336,3 1,62 1,35 SF Al 446,79 1,7 1,49
Fo 242,9 1,46 0,74 SF Al 500,23 1,7 1,56
Fo 277,3 1,52 0,84 SF Al 94,87 1,34 0,45
Fo 21,53 1,39 0,74 SF Al 40,87 1,23 0,25
Fo 30,07 1,68 0,85 Ra Al 480,73 1,7 1,54
Fo 29,28 1,5 0,74 Ra Al 501,55 1,7 1,55
Fo 52,84 1,51 0,71 Ra Al 501,15 1,68 1,53
Fo 35,96 1,89 1,63 Ra AK 428,08 1,69 1,51
Fo 281,7 1,61 1,26 Ra AK 513,32 1,68 1,46
Fo 312,6 1,58 1,16 Ra AK 496,94 1,66 1,48
Fo 276,3 1,48 0,83 Ra AL 440,64 1,7 1,52
Fo 262,4 1,47 0,76 Ra AL 75,36 1,87 2,09
Fo 221,1 1,44 0,7 Ra AL 82,03 1,9 1,81
Fo 250,4 1,48 0,78 Ca AM 123,06 1,42 0,67
Fo 243,5 1,6 1,35 Ca AM 147,01 1,43 0,62
Fo 386,8 1,6 1,23 Ca AM 100,05 1,43 0,64
Fo 272,8 1,6 1,26 Ca AM 101,64 1,44 0,59
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Le P 262,3 1,56 1,05 Ca AN 132,32 1,47 0,7
Le P 255,1 1,56 1,08 Ca AN 154,04 1,47 0,7
Le P 310,3 1,5 1,08 Ca AN 140,02 1,47 0,74
Le P 299,2 1,56 1,09 Ca AN 195,67 1,48 0,67
Le P 237,3 1,58 1,1 Ca AO 312,81 1,57 1,07
Le Q 320,6 1,58 1,13 Ca AO 106,57 1,59 0,71
Le Q 322,3 1,58 1,13 Ca AO 293,43 1,62 1,1
Le Q 22,86 1,82 1,14 Ca AO 315,78 1,62 1,12
Le Q 240,3 1,59 1,16 Ca AP 333,96 1,65 1,08
Le Q 21,62 1,86 1,18 Ca AP 356,55 1,65 1,16
Le R 18,77 1,9 1,21 Ca AP 104,51 1,85 2,31
Le R 329,5 1,61 1,21 Ca AP 82,59 1,98 2,64
Le R 329,2 1,59 1,22 Ba AQ 275,1 1,5 0,81
Le R 29,28 1,08 1,23 Ba AQ 221,33 1,46 0,7
Le R 36,23 1,84 1,23 Ba AQ 276,85 1,5 0,79
Le S 40,03 1,85 1,34 Ba AR 282,47 1,49 0,76
Le S 24,54 1,82 1,36 Ba AR 256,38 1,5 0,77
Le S 22,18 1,91 1,4 Ba AR 255,98 1,51 0,82
Le S 34,49 1,83 1,52 Ba AR 291,34 1,52 0,83
Le S 31,1 1,95 1,55 Ba AS 276,36 1,49 0,75
Le T 31,6 1,92 1,61 Ba AS 281,33 1,51 0,8
Le T 38,98 1,81 1,65 Ba AS 49,71 1,82 2,26
Le T 35,84 1,99 1,66 Ba AS 78,89 1,88 2,17
Le T 35 1,88 1,67 As AT 232,96 1,58 1,16
Le U 280,6 1,62 1,82 As AT 210,23 1,56 1,08
Le U 27,07 1,92 1,9 As AT 283,53 1,57 1,18
Le U 68,08 1,86 2,07 As AU 252,84 1,57 1,15
Le U 59,95 1,93 2,11 As AU 272,68 1,57 1,1
Le v 63,75 1,93 2,13 As AU 485,17 1,68 1,49
Le Vv 63,21 1,91 2,15 As AV 478,09 1,72 1,57
Le v 67,29 1,93 2,16 As AV 488,19 1,68 1,56
Le Vv 66,27 1,9 2,29 As AV 94,03 1,91 2,34
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Tabla Suplementaria 11. Concentraciones e indices obtenidos en la purificacion del producto de
amplificacion de nd4 de V. destructor. Se muestran las concentraciones de cada purificado (ng/ulL)

para cada acaro de las colonias analizadas en cada localidad. Como parametro de pureza se

muestran las relaciones 260/280 (que éptimamente debe estar entre 1,8 y 2,1) y 260/230 (que

6ptimamente debe ser superior a 2). Ci: Castelli; Fo: Formosa; Le: Leales; Fa: Famailla; Re:

Reconquista; SF: Santa Fe; Ra: Rafaela; Ca: Castelar; Ba: Balcarce; As: Ascasubi.

Localidad | ng/uL | 260/280 | 260/230 | Localidad | ng/uL | 260/280 | 260/230
Ci 143,7 1,93 0,77 SF 228,4 1,49 0,83
Ci 135,7 1,92 1,47 SF 202,5 1,53 0,9
Ci 75,71 1,91 0,86 SF 231,9 1,49 0,87
Fo 93,18 1,91 1,02 Ra 160,6 1,41 0,68
Fo 110,1 1,9 0,91 Ra 70,18 1,29 0,44
Fo 102,7 1,88 1,18 Ra 154,6 1,46 0,81
Le 122,3 1,9 1,14 Ca 118,2 1,4 0,69
Le 47,89 1,89 0,71 Ca 164,1 1,43 0,75
Le 108,2 1,85 1,15 Ca 193,6 1,46 0,79
Fa 66,51 1,84 0,79 Ba 132,9 1,5 0,86
Fa 36,32 1,87 0,37 Ba 79,8 1,41 0,55
Fa 68,01 1,89 0,72 Ba 48,43 1,4 0,44
Re 45,42 1,88 0,7 As 110,9 1,43 0,71
Re 93,77 1,89 0,76 As 78,89 1,88 2,17
Re 240,5 1,55 0,95 As 70,9 1,89 2,18
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Tabla Suplementaria 12. Concentraciones e indices obtenidos en la purificacion del producto de
amplificacion de nd5 de V. destructor. Se muestran las concentraciones de cada purificado (ng/uL)

para cada acaro de las colonias analizadas en cada localidad. Como parametro de pureza se

muestran las relaciones 260/280 (que éptimamente debe estar entre 1,8 y 2,1) y 260/230 (que

Optimamente debe ser superior a 2). Ci: Castelli; Fo: Formosa; Le: Leales; Fa: Famailla; Re:

Reconquista; SF: Santa Fe; Ra: Rafaela; Ca: Castelar; Ba: Balcarce; As: Ascasubi.

Localidad | ng/uL | 260/280 | 260/230 | Localidad | ng/uL | 260/280 | 260/230
Ci 33,26 1,99 1,62 SF 36,18 1,9 2,09
Ci 35,84 1,99 1,66 SF 75,36 1,87 2,09
Ci 48,43 1,99 2,08 SF 68,08 1,86 2,07
Fo 41,2 1,96 1,62 Ra 82,03 1,9 1,81
Fo 23,78 1,95 1,42 Ra 42,25 1,85 1,8
Fo 31,1 1,95 1,55 Ra 35 1,88 1,67
Le 29,98 1,94 1,17 Ca 38,98 1,81 1,65
Le 59,95 1,93 2,11 Ca 35,96 1,89 1,63
Le 63,75 1,93 2,13 Ca 41,03 1,87 1,6
Fa 67,29 1,93 2,16 Ba 40,41 1,86 1,58
Fa 31,6 1,92 1,61 Ba 39,95 1,85 1,53
Fa 27,07 1,92 1,9 Ba 34,49 1,83 1,52
Re 22,18 1,91 1,4 As 24,54 1,82 1,36
Re 63,21 1,91 2,15 As 40,03 1,85 1,34
Re 18,77 1,9 1,21 As 36,23 1,84 1,23
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Figura Suplementaria 12. Alineamiento de secuencias cox1 del ADN mitocondrial (mt) de V.
destructor. Se muestra una secuencia consenso de cada localidad muestreada. Como secuencias de
referencia se utilizaron las dos versiones disponibles del genoma completo del ADNmt de V.
destructor (AY163547.1 de Evans y Lopez 2002; y AJ493124.2 de Navajas et al. 2002), y la secuencia
GQ379056.1 correspondiente a cox1 del haplotipo K1-1 identificado por Navaja et al. (2010).
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AJ493124.2 Navajas et al. 2002
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AJ493124.2 Navajas et al. 2002
AY163547.1 Evans & Lopez 2002
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AJ493124.2 Navajas et al. 2002
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Figura Suplementaria 13. Alineamiento de secuencias nd4 del ADN mitocondrial (mt) de V.
destructor. Se muestra una secuencia consenso de cada localidad muestreada. Como secuencias de
referencia se utilizaron las dos versiones disponibles del genoma completo de ADNmt de V.
destructor (AY163547.1 de Evans y Lopez 2002; y AJ493124.2 de Navajas et al. 2002).
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AJ493124.2 Navajas et al. 2002
AY163547.1 Evans & Lopez 2002
Castelli nd5
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AJ493124.2 Navajas et al. 2002
AY163547.1 Evans & Lopez 2002
Castelli nd5
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Castelar nd5
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Ascasubi nd5

AJ493124.2 Navajas et al. 2002
AY163547.1 Evans & Lopez 2002
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Leales nd5

Famailla nd5
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Santa Fe nd5

Rafaela nd5

Castelar nd5

Balcarce nd5

Ascasubi nd5

RJ493124.2 Navajas et al. 2002
AY163547.1 Evans & Lopez 2002
Castelli nd5

Formosa nd5

Leales nd5
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Figura Suplementaria 14. Alineamiento de secuencias nd5 del ADN mitocondrial (mt) de V.
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destructor. Se muestra una secuencia consenso de cada localidad muestreada. Como secuencias de

referencia se utilizaron las dos versiones disponibles del genoma completo de ADNmt de V.
destructor (AY163547.1 de Evans y Lopez 2002; y AJ493124.2 de Navajas et al. 2002).
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Figura Suplementaria 15. Cromatogramas parciales de la secuencia nd4 de V. destructor que
representan individuos con subhaplotipos KArg-N1 (A) y KArg-N2 (B) y heteroplasmicos (C). R: A/G
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AJ493124.2 Navajas et al. 2002 AGGAAAATCATTATTATAAAAAAAAATAGTTAAAATTAATATACTAAGTCCAAGACAGGCTTCACAAACT
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Figura Suplementaria 16. Alineamiento de secuencias de clonado de nd4 del ADN mitocondrial (mt)
de V. destructor. Se muestra una secuencia por cada clon secuenciado. Como secuencias de
referencia se utilizaron las dos versiones disponibles del genoma completo de ADNmt de V.

destructor (AY163547.1 de Evans y Lopez 2002; y AJ493124.2 de Navajas et al. 2002).
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Figura Suplementaria 17. Alineamiento de secuencias de aminodcidos predichas en funcién de las
secuencias de nucleétidos de nd4 de de V. destructor obtenidas. Se muestran las secuencias
consenso para cada posible variante de aminoacidos en cada localidad muestreada. Como referencia
se utilizaron las dos secuencias de aminoacidos disponibles (AAN87160.1 de Evans y Lopez 2002; y
CAD38001.1 de Navajas et al. 2002). Las coordenadas de los picos dobles se muestran entre
paréntesis; las secuencias de aminoacidos utilizadas para estas secuencias (Fo/Fa/Ca/Ba (8390:A);
Ci/Le (8529-8530:TA); Re: (8645:T)) son potenciales, ya que la variante homoplasmica con el cambio
no fue observada en ninguna de las secuencias analizadas. Ci: Castelli; Fo: Formosa; Le: Leales; Fa:
Famailld; Re: Reconquista; Ca: Castelar; Ba: Balcarce.
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Tabla Suplementaria 13. Resultados del RNA-Seq: Lecturas sin tratar. Se muestran las primeras 10
lecturas sin tratar para las nueve bibliotecas de V. destructor obtenidas. ID: identificacién de

GenBank para cada transcripto; R: reproduccidn; NR: No reproductivo; y F: Forético.

Lecturas sin tratar

ID R1 R2 R3 NR1 NR2 NR3 F1 F2 F3
LOC111242787 | 1551 1736 1990 1370 | 2123 1729 1389 1180 990
LOC111242788 9 23 45 21 49 90 20 17 24
LOC111242789 23 30 175 30 77 111 248 136 113
LOC111242790 | 481 466 608 412 619 463 345 264 282
LOC111242791 6 2 11 6 15 5 10 11 8
LOC111242792 | 668 793 827 722 889 868 683 624 598
LOC111242793 0 0 0 0 1 0 0 0 0
LOC111242794 | 151 173 198 142 243 272 459 398 334
LOC111242795 | 543 656 679 598 690 585 545 577 519
LOC111242796 42 52 695 35 75 284 59 59 54

La informacién completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S1 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revision.
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Tabla Suplementaria 14. Resultados del RNA-Seq: Trimmed Mean of M-values (TMM). Se muestran

las primeras 10 TMM generadas por EdgeR para las nueve bibliotecas de V. destructor obtenidas. ID:

identificacion de GenBank para cada transcripto; R: reproduccién; NR: No reproductivo; y F: Forético.

Trimmed Mean of M-values (TMM)

ID R1 R2 R3 NR1 NR2 NR3 F1 F2 F3
LOC111242787 122,06 120,66 114,99 111,01 121,20 107,12 86,81 89,44 78,13
LOC111242788 0,71 1,60 2,60 1,70 2,80 5,58 1,25 1,29 1,89
LOC111242789 1,81 2,09 10,11 2,43 4,40 6,88 15,50 10,31 8,92
LOC111242790 37,85 32,39 35,13 33,38 35,34 28,68 21,56 20,01 22,25
LOC111242791 0,47 0,14 0,64 0,49 0,86 0,31 0,63 0,83 0,63
LOC111242792 52,57 55,12 47,79 58,50 50,75 53,78 42,69 47,30 47,19
LOC111242793 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00
LOC111242794 11,88 12,02 11,44 11,51 13,87 16,85 28,69 30,17 26,36
LOC111242795 42,73 45,60 39,23 48,46 39,39 36,24 34,06 43,74 40,96
LOC111242796 3,31 3,61 40,16 2,84 4,28 17,59 3,69 4,47 4,26

La informacién completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S1 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revision.
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Tabla Suplementaria 15. Resultados del RNA-Seq: HTSFilter. Se muestran los primeros 10 recuentos
obtenidos luego de filtrar con HTSFilter para las nueve bibliotecas de V. destructor obtenidas. ID:
identificacion de GenBank para cada transcripto; R: reproduccidn; NR: No reproductivo; y F: Forético.

HTSFilter

ID R1 R2 R3 NR1 NR2 NR3 F1 F2 F3
LOC111242787 1551 1736 1990 1370 2123 1729 1389 1180 990
LOC111242788 9 23 45 21 49 90 20 17 24
LOC111242789 23 30 175 30 77 111 248 136 113
LOC111242790 481 466 608 412 619 463 345 264 282
LOC111242792 668 793 827 722 889 868 683 624 598
LOC111242794 151 173 198 142 243 272 459 398 334
LOC111242795 543 656 679 598 690 585 545 577 519
LOC111242796 42 52 695 35 75 284 59 59 54
LOC111242797 2888 3555 4971 2831 3909 3945 1090 955 818
LOC111242798 63 73 75 57 119 121 175 150 154

La informacién completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S1 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revision.
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Tabla Suplementaria 16. Lista de los virus ARN asociados a A. mellifera examinados en las 9
bibliotecas de V. destructor. Se muestran los nombres de los virus, las abreviaturas, los ID y sus

correspondientes referencias.

Lista de los virus ARN asociados a A. mellifera examinados

Nombres de virus Abreviaturas ID Referencia
Sacbrood virus SBV NC_002066.1 Ghosh et al 1999
Varroa destructor virus-1 VDV-1 NC_006494.1 Ongus et al 2004
Deformed wing virus-B DWV-B NC_006494.1 Ongus et al 2004
Varroa destructor virus-2 VDV-2 KX578271.1 Levin et al 2016
Varroa destructor virus-3 VDV-3 KX578272 Levin et al 2016
Deformed wing virus-A DWV-A NC_004830.2 Lanzi et al 2006
Black queen cell virus BQCV NC_003784.1 Leat et al 2000
Acute bee paralysis virus ABPV NC_002548.1 Govan et al 2000
Kashmir bee virus KBV NC_004807.1 de Miranda et al 2004
Chronic bee paralysis virus CBPV NC_010711.1 Olivier et al 2008
Chronic bee paralysis virus RNA-2 CBPV RNA-2 NC_010712.1 Olivier et al 2008
Lake sinai virus-1 LSV-1 HQ871931.2 Runckel et al 2011
Lake sinai virus-2 LSV-2 HQ888865.2 Runckel et al 2011
Aphid lethal paralysis virus ALPV JX045858.1 Granberg et al 2013
Big sioux river virus ou Rhopalosiphum padi virus BSRV NC_001874.1 Moon et al 1998
Bee Macula-like virus BeeMLV NC_027631.1 de Miranda et al 2015
Varroa tymo-like virus VTLV NC_027619.1 de Miranda et al 2015
Israeli acute paralysis virus IAPV NC_009025.1 Maori et al 2007
Slow bee paralysis virus SBPV NC_014137.1 de Miranda et al 2010
Slow bee paralysis virus Harpenden SBPV Harpenden GU938761.1 de Miranda et al 2010
Bee macula-like virus isolate PSU-1var BeeMLV PSU-1var KT162925.1 de Miranda et al 2015
Lake Sinai virus strain VBP022 LSV VBP022 KM886902.1 Ravoet et al 2015
Lake sinai virus strain VBP166 LSV VBP166 KMm886903.1 Ravoet et al 2015
Lake sinai virus strain VBP256 LSV VBP256 KM886904.1 Ravoet et al 2015
Lake sinai virus strain exp10 LSV exp10 KM886905.1 Ravoet et al 2015
Cloudy wing virus cwv AF034543.2 Levin et al 2016
Apis rhabdovirus 1 ARV-1 MF114350.1 Levin et al 2017
Apis rhabdovirus 2 ARV-2 KY354233.1 Remnant et al 2017
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Moku virus

MV

NC_031338.1

Levin et al 2016

Varroa orthomyxovirus-1

VOV-1

MK032465.1/M
K032466.1/MKO
32467.1/MK032
468.1/MK03246
9.1/MK032470.1

Levin et al 2019

Apis flavivirus isolate

AFV

NC_035071.1

Remnant et al 2017
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Tabla Suplementaria 17. Genes diferencialmente expresados (GDE) en la comparacion pareada R vs.
F. Se muestran los primeros 10 GDE identificados por EdgeR. ID: identificacién de GenBank para cada
transcripto; FC: fold-change; CPM: cuentas por millén; FDR: False Discovery rate correction; P: P

valor.

Genes diferencialmente expresados (comparacion R vs. F)

ID LogFC LogCPM P FDR
LOC111243768 -3,03 7,04 1,29E-12 1,34E-08
LOC111251238 2,92 6,48 1,68E-11 7,64E-08
LOC111251031 5,72 4,50 2,21E-11 7,64E-08
LOC111248402 2,12 6,80 1,85E-10 3,20E-07
LOC111252413 2,33 7,49 1,55E-10 3,20E-07
LOC111247010 2,75 8,94 1,43E-10 3,20E-07
LOC111243823 2,14 6,42 2,50E-10 3,25E-07
LOC111254754 2,60 8,00 2,40E-10 3,25E-07
LOC111253784 2,20 5,57 3,29E-10 3,80E-07
LOC111255008 2,20 6,80 4,59E-10 4,77E-07

La informacién completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S2 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revision.
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Tabla Suplementaria 18. Genes diferencialmente expresados (GDE) en la comparacidn pareada NR
vs. F. Se muestran los primeros 10 GDE identificados por EdgeR. ID: identificacién de GenBank para
cada transcripto; FC: fold-change; CPM: cuentas por millén; FDR: False Discovery rate correction; P: P

valor..
Genes diferencialmente expresados (comparacién NR vs. F)

ID LogFC LogCPM P FDR
LOC111251238 2,77 6,48 4,28E-11 4,44E-07
LOC111243768 -2,28 7,04 1,55E-10 8,07E-07
LOC111247010 2,50 8,94 7,79E-10 2,70E-06
LOC111248402 1,95 6,80 1,18E-09 3,07E-06
LOC111251031 4,18 4,50 1,68E-09 3,50E-06
LOC111249266 1,92 7,41 3,89E-09 3,67E-06
LOC111253784 1,98 5,57 3,32E-09 3,67E-06
LOC111255008 1,98 6,80 4,59E-09 3,67E-06
LOC111252413 2,03 7,49 2,30E-09 3,67E-06
LOC111251311 2,16 6,28 4,18E-09 3,67E-06

La informacidn completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S2 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revisidn.

265



Tabla Suplementaria 19. Genes diferencialmente expresados (GDE) en la comparacion pareada R vs.
NR. Se muestran solamente los GDE identificados por EdgeR. ID: identificacion de GenBank para
cada transcripto; FC: fold-change; CPM: cuentas por millén; FDR: False Discovery rate correction; P: P

valor.
Comparacion pareada y genes diferencialmente expresados (R vs. NR)
ID LogFC LogCPM P FDR
LOC111251125 -2,26 3,04 7,82E-07 4,06E-03
LOC111245737 -2,10 5,17 5,07E-09 5,27E-05
LOC111244790 -1,59 10,37 2,20E-04 7,37E-02
LOC111242894 -1,54 2,46 2,53E-04 7,72E-02
LOC111254780 -1,30 7,40 7,40E-05 5,43E-02
LOC111243919 -1,10 7,42 2,47E-05 2,85E-02
LOC111247770 -0,98 10,72 3,03E-04 8,50E-02
LOC111247275 -0,96 5,83 1,46E-04 6,95E-02
LOC111247157 -0,91 5,08 8,55E-06 1,48E-02
LOC111249035 -0,91 10,10 3,67E-04 9,09E-02
LOC111251627 -0,90 3,98 4,03E-04 9,44E-02
LOC111250594 -0,85 8,52 1,69E-04 7,03E-02
LOC111254253 -0,82 4,37 2,61E-04 7,76E-02
LOC111244127 -0,81 6,87 1,90E-05 2,46E-02
LOC111251906 -0,78 6,31 5,58E-05 4,83E-02
LOC111247563 -0,77 10,15 2,80E-05 2,91E-02
LOC111243768 -0,75 7,04 1,39E-06 4,80E-03
LOC111245348 -0,73 9,15 2,18E-04 7,37E-02
LOC111245471 -0,73 6,60 1,71E-05 2,46E-02
LOC111249606 -0,73 6,06 4,59E-06 9,54E-03
LOC111252575 -0,73 7,34 9,74E-05 6,23E-02
LOC111249147 -0,73 6,58 1,08E-04 6,23E-02
LOC111251756 -0,72 4,63 4,07E-04 9,44E-02
LOC111251748 -0,71 5,14 1,90E-04 | 7,09E-02
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LOC111244152 -0,70 7,85 1,69E-04 | 7,03E-02
LOC111247963 -0,69 8,69 7,84E-05 | 5,43E-02
LOC111249175 -0,69 9,91 1,91E-04 | 7,09E-02
LOC111252565 -0,67 9,22 3,54E-04 | 9,09E-02
LOC111247894 -0,66 9,06 1,40E-04 | 6,95E-02
LOC111252465 -0,66 6,23 1,02E-04 | 6,23E-02
LOC111253294 -0,62 6,15 1,90E-04 | 7,09E-02
LOC111244227 -0,61 9,29 3,23E-04 | 8,83E-02
LOC111253281 -0,61 10,01 6,03E-05 | 4,83E-02
LOC111251098 -0,61 4,93 3,61E-04 | 9,09E-02
LOC111245346 -0,60 7,89 2,99-04 | 8,50E-02
LOC111252893 -0,60 7,09 6,05E-05 | 4,83E-02
LOC111251520 -0,55 6,29 2,51E-04 | 7,72E-02
LOC111245140 -0,54 6,55 1,47E-04 | 6,95E-02
LOC111251557 -0,53 9,82 2,48E-04 | 7,72E-02
LOC111245933 -0,53 7,97 3,47E-04 | 9,09E-02
LOC111249842 -0,45 5,23 1,27E-04 | 6,95E-02
LOC111251603 -0,42 8,27 4,09E-04 | 9,44E-02
LOC111251031 1,54 4,50 2,66E-06 | 6,91E-03
LOC111243751 3,69 0,07 2,08E-04 | 7,37E-02
LOC111252634 5,04 -0,40 1,63E-04 | 7,03E-02

La informacidn completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S2 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revisidn.
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Tabla Suplementaria 20. Términos GO enriquecidos para la comparacion R vs. F. Se muestran los
términos GO enriquecidos obtenidos utilizando el método Gene Score Resampling (GSR) en el

ErmineR.
Nombre ID P Valor corregido | Multifuncionalidad
structural constituent of cuticle G0:0042302 3,56E-10 0,00209
protein dimerization activity G0:0046983 7,27E-07 0,00348
structural molecule activity G0:0005198 1,87E-05 0,00627
extracellular region G0:0005576 1,85E-03 0,682
transporter activity G0:0005215 2,40E-03 0,967
drug metabolic process G0:0017144 2,15E-03 0,82
aminoglycan metabolic process G0:0006022 4,58E-03 0,27
chitin metabolic process G0:0006030 4,01E-03 0,271
amino sugar metabolic process G0:0006040 4,01E-03 0,27
chitin binding G0:0008061 4,01E-03 0,269
glucosamine-containing compound metabolic G0:1901071 4,01E-03 0,272
process
extracellular ligand-gated ion channel activity G0:0005230 0,01029953 0,694
ligand-gated ion channel activity G0:0015276 0,01029953 0,695
ligand-gated channel activity G0:0022834 0,01029953 0,693
ion channel activity G0:0005216 0,01338174 0,794
channel activity G0:0015267 0,01338174 0,794
passive transmembrane transporter activity G0:0022803 0,01338174 0,792
substrate-specific channel activity G0:0022838 0,01338174 0,793
lipid transport G0:0006869 0,01763818 0,691
gated channel activity G0:0022836 0,01903334 0,754
ion gated channel activity G0:0022839 0,01903334 0,753
lipid localization G0:0010876 0,02067538 0,705
transmembrane signaling receptor activity G0:0004888 0,04429552 0,348
signaling receptor activity G0:0038023 0,04429552 0,348
molecular transducer activity G0:0060089 0,04429552 0,347
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Tabla Suplementaria 21. Términos GO enriquecidos para la comparacion NR vs. F. Se muestran los
términos GO enriquecidos obtenidos utilizando el método Gene Score Resampling (GSR) en el

ErmineR.
Nombre ID P Valor corregido | Multifuncionalidad
aminoglycan metabolic process G0:0006022 3,56E-10 0,27
chitin metabolic process G0:0006030 1,78E-10 0,271
amino sugar metabolic process G0:0006040 1,78E-10 0,27
chitin binding G0:0008061 1,78E-10 0,269
structural constituent of cuticle G0:0042302 1,19E-10 0,00209
glucosamine-containing compound metabolic process | GO:1901071 1,78E-10 0,272
protein dimerization activity G0:0046983 1,48E-10 0,00348
extracellular region G0:0005576 4,38E-07 0,682
drug metabolic process G0:0017144 5,99E-06 0,82
lipid transport G0:0006869 9,15E-03 0,691
lipid localization G0:0010876 0,01068 0,705
transporter activity G0:0005215 0,04118703 0,967
structural molecule activity G0:0005198 0,04900558 0,00627

Tabla Suplementaria 22. Términos GO enriquecidos para la comparacion R vs. NR. Se muestran los
términos GO enriquecidos obtenidos utilizando el método Gene Score Resampling (GSR) en el

ErmineR.
Nombre ID P Valor corregido | Multifuncionalidad

structural constituent of cuticle G0:0042302 1,78E-10 0,00209

structural molecule activity G0:0005198 3,56E-10 0,00627
ion channel activity G0:0005216 7,08E-03 0,794
channel activity G0:0015267 7,08E-03 0,794
passive transmembrane transporter activity G0:0022803 7,08E-03 0,792
substrate-specific channel activity G0:0022838 7,08E-03 0,793
DNA-binding transcription factor activity G0:0003700 0,01259234 0,497
extracellular ligand-gated ion channel activity G0:0005230 0,01440426 0,694
ligand-gated ion channel activity G0:0015276 0,01440426 0,695
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ligand-gated channel activity G0:0022834 0,01440426 0,693

gated channel activity G0:0022836 0,01739278 0,754

ion gated channel activity G0:0022839 0,01739278 0,753

transcription regulator activity G0:0140110 0,02365181 0,632

inorganic molecular entity transmembrane transporter G0:0015318 0,16439867 0,978
activity

ion transmembrane transporter activity G0:0015075 0,24794554 0,976

Tabla Suplementaria 23. Genes diferencialmente expresados (GDE) en el analisis global. Se
muestran los primeros 10 GDE identificados por EdgeR. ID: identificacién de GenBank para cada
transcripto; FC: fold-change; CPM: cuentas por millén; FDR: False Discovery rate correction; P: P

valor.
Genes diferencialmente expresados (GDE)

ID LogFCRvs. F | LogFCNRvs. F | LogFCR vs. NR LogCPM P FDR
LOC111243768 -3,03 -2,28 -0,75 7,04 7,29E-14 | 7,57E-10
LOC111251238 2,92 2,77 0,15 6,48 2,50E-12 | 1,18E-08
LOC111248402 2,12 1,95 0,17 6,80 3,40E-12 | 1,18E-08
LOC111243823 2,14 1,85 0,28 6,42 6,28E-12 | 1,32E-08
LOC111252413 2,33 2,03 0,30 7,49 7,53E-12 | 1,32E-08
LOC111249534 1,85 1,63 0,22 6,85 7,59E-12 | 1,32E-08
LOC111253784 2,20 1,98 0,22 5,57 9,28E-12 | 1,38E-08
LOC111249266 2,05 1,92 0,13 7,41 1,10E-11 | 1,42E-08
LOC111255008 2,20 1,98 0,22 6,80 1,40E-11 | 1,62E-08
LOC111247010 2,75 2,50 0,25 8,94 1,93E-11 | 1,75E-08

La informacidn completa se encuentra en la Tabla Suplementaria S2 del trabajo Muntaabski et al., 2022, en revisidn.
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Tabla Suplementaria 24. Andlisis funcional de los genes diferencialmente expresados (GDE) identificados en la comparacion R vs. NR. Se muestra la
identificacion (ID) de GenBank, el nombre y la funcién putativa para cada gen. El término GO indica el nimero de identificacion de cada GO; KEGG
Orthology indica el nimero de identificacion de cada KEGG Orthology; LogFc muestra el “fold-change” para la relacion R/NR.

Andlisis funcional de los GDE de la comparacion R vs NR

ID Descripcion del gene Funcidn putativa Término GO KEGG logFC
Orthology
LOC111251031 cuticle protein 6.4-like Component of the cuticle. 1,54
LOC111243751 transcription factor AP-1-like Modulators of cellular processes: differentiation, proliferation, immune regulation and apoptosis. G0:0006355 K04448 3,69
G0:0003700
G0:0003677
LOC111252634 protein patched homolog 1-like Repressive activity on cell proliferation. DNA maintenance, repair and replication patched. G0:0016021 K06225 5,04
LOC111254780 uncharacterized Uncharacterized. -1,30
LOC111247563 troponin T-like Development and maintenance of muscle and nervous system. G0:0006937 K12046 -0,77
LOC111251557 myosin regulatory light chain 2-like This chain binds calcium. G0:0005509 K12757 -0,53
LOC111245933 gamma-butyrobetaine dioxygenase-like Involved in the carnitine biosynthesis pathway. G0:0016491 K00471 |-0,53
G0:0055114
LOC111249606 uncharacterized Uncharacterized. -0,73
LOC111251748 IncRNA -0,71
LOC111247963 cytochrome P450 3A56-like Catalyzes the 6 beta-hydroxylation of lithocholic acid and steroid hormones. G0:0055114 K14999 -0,69
G0:0016705
G0:0020037
G0:0005506
LOC111243768 transmembrane protease serine 9-like Serine endopeptidase activity. G0:0004252 K01312 -0,75
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G0:0006508

LOC111253281 troponin I-like Development and maintenance of muscle and nervous system. G0:0005861 K12044 -0,61
LOC111245346 S-adenosylmethionine synthase-like Catalyzes the formation of S-adenosylmethionine. Cell growth and repair. G0:0006556 K00789 -0,60

G0:0004478

G0:0005524
LOC111249175 IncRNA -0,69
LOC111245737 la-related protein 6-like Transcriptional regulator. G0:0006396 K18733 -2,10

G0:0003723

G0:1990904

G0:0005634
LOC111249842 forkhead box protein P1-like Transcription factor expressed in the nervous system. It is involved in locomotion, operant self-learning and G0:0006355 K09409 -0,45

courtship behavior.

GO0:0043565

GO:0003700 | K23582
LOC111251627 lysoplasmalogenase-like protein TMEMS86A Lysoplasmalogenase activity. G0:0016021 -0,90
LOC111254253 uncharacterized Uncharacterized. -0,82
LOC111247157 | EGF-containing fibulin-like extracellular matrix Calcium ion binding. G0:0005509 K17307 [-0,91

protein 1

LOC111245348 muscle LIM protein 1-like Plays a role in cell differentiation late in myogenesis. Transcription factor Mef2 is essential for expression. K09377 -0,73
LOC111247275 uncharacterized Uncharacterized. K23353 |-0,96
LOC111247894 cuticle protein Component of the cuticle. G0:0042302 -0,66
LOC111252893 carboxypeptidase Q-like Hydrolysis of circulating peptides. G0:0070573 -0,60
LOC111244152 cytochrome P450 4C1-like Involved in the metabolism of hormones and in the breakdown of synthetic insecticides. G0:0055114 K15001 -0,70

G0:0016705
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G0:0005506

G0:0020037
LOC111247770 uncharacterized Uncharacterized. -0,98
LOC111243919 uncharacterized Uncharacterized. -1,10
LOC111244790 vitellogenin-6-like Precursor of the egg-yolk proteins that are sources of nutrients during embryonic development. G0:0006869 -1,59
G0:0005319
LOC111245140 uncharacterized Uncharacterized. -0,54
LOC111244227 ADP,ATP carrier protein 1-like Catalyzes the exchange of ADP and ATP across the mitochondrial inner membrane. G0:1990544 K05863 -0,61
G0:0140021
G0:0055085
GO:0005471 | K03783
G0:0005743
LOC111245471 uncharacterized Uncharacterized. -0,73
LOC111251603 BAG domain-containing protein Samui-like Play a role in transmitting a signal which both protects non-diapause eggs from cold injury and terminates G0:0051087 -0,42
diapause in diapause eggs.
LOC111244127 purine nucleoside phosphorylase-like Purine nucleoside phosphorylase involved in purine salvage. G0:0006139 -0,81
G0:0009116
G0:0004731
G0:0003824
LOC111249147 cytochrome ¢ Component of the respiratory chain. G0:0009055 K08738 -0,73
G0:0020037
L0C111252575 uncharacterized Uncharacterized. -0,73
LOC111251520 major egg antigen-like Response to heat shock or other environmental stresses. K09542 -0,55
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LOC111242894 IncRNA -1,54
LOC111249035 hydroxyacid-oxoacid transhydrogenase, Catalyzes the cofactor-independent reversible oxidation of gamma-hydroxybutyrate (GHB). G0:0055114 K11173 -0,91
mitochondrial-like
G0:0046872
G0:0016491
LOC111253294 IncRNA -0,62
LOC111251906 IncRNA -0,78
LOC111250594 sarcalumenin-like Participate in calcium cell signalling pathways. G0:0005525 -0,85
LOC111251098 myosin light chain kinase, smooth muscle-like Serine/threonine-specific protein kinase that phosphorylates a specific myosin light chain: the regulatory light G0:0006468 K00907 -0,61
chain of myosin II.
G0:0004672
G0:0005524
LOC111252565 troponin C Development and maintenance of muscle and nervous system. G0:0005509 K02183 -0,67
LOC111251125 glutamate receptor-like Excitatory neurotransmitter at many synapses G0:0004970 K05313 -2,26
G0:0016020
LOC111251756 putative sodium-coupled neutral amino acid Mediates sodium-dependent transport of amino acids, preferentially L-glutamine. K14994 -0,72
transporter 7
LOC111252465 uncharacterized Uncharacterized. -0,66
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Tabla Suplementaria 25. Andlisis de KEGGs asociados a los genes diferencialmente expresados (GDE) identificados en la comparacién R vs. NR. KEGG BRITE1
y BRITE2 son clasificaciones jerarquicas de entidades bioldgicas definidas en la base de datos KEGG. KEGG Pathway indica el cddigo de identificacion de las
vias KEGGs en la base de datos KEGG. La clase indica el nombre de cada via KEGG. KEGG Orthology indica el nimero de identificaciéon de cada KEGG
Orthology en la base de datos KEGG. Definicién indica el nombre de cada KEGG Orthology. Enzima indica los nombres de las enzimas de cada KEGG

Orthology.
Analisis de KEGG de GDE identificados en la comparacion R vs. NR
KEGG BRITE1 KEGG BRITE2 KEGG Clase KEGG Abreviaciéon Definicion Enzim
Pathway Ortholo a
gy
Metabolismo Metabolismo de | map00270 | Metabolismo de la cisteina | KO0789 metK S-adenosylmethionine EC:2.5
aminoacidos y la metionina synthetase .1.6
map00310 Degradacién de lisina K00471 BBOX1 gamma-butyrobetaine EC:1.1
dioxygenase 4.11.1
Metabolismo de | map00230 | Metabolismo de las purinas | K03783 punA purine-nucleoside EC:2.4
nucleotidos phosphorylase 2.1
map00240 Metabolismo de las K03783 punA purine-nucleoside EC:2.4
pirimidinas phosphorylase 2.1
Metabolismo de | map00760 | Metabolismo del nicotinato | K03783 punA purine-nucleoside EC:2.4
cofactores y y la nicotinamida phosphorylase 2.1
vitaminas.
Procesamiento Plegado, map04141 Procesamiento de K09542 CRYAB crystallin, alpha B
de informacion clasificacion y proteinas en el reticulo
genética degradacion endoplasmico
Tratamiento de | Transduccidnde | map04341 Via de sefializacién K06225 PTCH1 patched 1
Informacién sefiales Hedgehog - fly
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Ambiental map04013 | Via de sefializacién MAPK - | K04448 JUN transcription factor AP-1
fly
map04310 Via de sefializacién Wnt K04448 JUN transcription factor AP-1
map04070 | Sistema de sefializacién de | K02183 CALM calmodulin
fosfatidilinositol
Moléculas de map04080 Interaccion ligando- K01312 PRSS1 2 3 trypsin EC:3.4
sefializaciéon e receptor neuroactivo 214
interaccion.
Procesos Transporte y map04137 Mitofagia - animal K04448 JUN transcription factor AP-1
Celulares catabolismo
Crecimiento y map04214 Apoptosis - fly K08738 CYC cytochrome c
muerte celular
K04448 JUN transcription factor AP-1
map04215 Apoptosis - multiples K08738 CYC cytochrome c
especies
Sistemas de Sistema map04624 | Via de senalizacion Toll e K04448 JUN transcription factor AP-1
Organos inmunitario Imd
Sistema sensorial | map04745 Fototransduccion - fly K02183 CALM calmodulin
Envejecimiento map04213 Via de regulacion de la K09542 CRYAB crystallin, alpha B

longevidad - multiples
especies
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Tabla Suplementaria 26. Andlisis de IncRNA identificados como diferencialmente expresados en la comparacion R vs. NR. Se detalla el ID de GenBank, el
numero de exones y la ubicacidn celular de cada IncRNA. Se indica el ID de GenBank, el nombre, los términos GO y los KEGG Orthology de los potenciales

genes target ubicados 100 kb rio arriba (en azul) y rio abajo (en rojo) de cada IncRNA.

Andlisis de IncRNA identificados como expresados diferencialmente en la comparacion de R vs. NR

ID Descripcion | logFC N° de Localizacion Genes Rio arriba /Rio Descripcion del gen potencialmente target Término GO | KEGG Orthology
del gen exones abajo
LOC111242894 IncRNA -1,536 4 Nucleo LOC111255273 protein ovo-like K09216
LOC111255342 otopetrin-1-like
LOC111251906 IncRNA -0,775 3 Nucleo LOC111251998 mitochondrial carrier homolog 2-like K17885
LOC111251999 vitamin K epoxide reductase complex subunit 1-like G0:0042373 K05357
G0:0047057
LOC111251996 valine--tRNA ligase, mitochondrial 1-like G0:0006418 K01873
G0:0006438
G0:0005524
G0:0004812
G0:0000166
G0:0002161
G0:0004832
LOC111251995 uncharacterized G0:0006281
G0:0043138
LOC111251792 protein KRI1 homolog K14786
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LOC111251244 twinkle protein, mitochondrial-like
LOC111251245 transmembrane emp24 domain-containing protein 7-like K20349
LOC111251268 uncharacterized
LOC111251699 nucleoredoxin-like protein 2
LOC111250771 glutamate receptor ionotropic, kainate 2-like G0:0006811 K05313
G0:0004970
G0:0038023
G0:0005216
G0:0015276
G0:0016020
LOC111251748 IncRNA -0,707 Nucleo LOC111251597 uncharacterized K14313
LOC111251177 tryptophan--tRNA ligase, mitochondrial-like G0:0006418 K01867
G0:0006436
G0:0005524
G0:0000166
G0:0004812
G0:0004830
LOC111251137 thyroid adenoma-associated protein homolog K24169
LOC111251138 uncharacterized
LOC111249175 IncRNA -0,688 Ndcleo LOC111249073 glycine-rich cell wall structural protein-like
LOC111250227 glycine-rich RNA-binding protein 2-like
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LOC111250137 GPI mannosyltransferase 2-like G0:0006506 K07542

G0:0004376

G0:0000009
LOC111249705 collagen alpha-1(1) chain-like
LOC111248599 very low-density lipoprotein receptor-like K20053
LOC111249188 S-phase kinase-associated protein 1-like G0:0006511 K03094
LOC111249072 glycine-rich cell wall structural protein 1.8-like
LOC111249850 protein ECT2-like G0:0043547

G0:2000431

G0:0005085

G0:0005096

G0:0005737

G0:0005634
LOC111249851 carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver isoform-like G0:0016746 K08765
LOC111249852 cullin-4B-like G0:0006511 K10609

G0:0031625

G0:0031461
LOC111249854 transcription initiation factor TFIID subunit 9B-like G0:0006352 K03133

G0:0046982
LOC111249853 GPI mannosyltransferase 1-like G0:0006506 K05284

G0:0004376
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G0:0051751

G0:0016021

LOC111249071

uncharacterized

LOC111249855

uncharacterized

LOC111249070

serine/threonine-protein kinase PLK1-like

G0:0006468

G0:0005515

G0:0005524

G0:0004672

LOC111253294

IncRNA

-0,618

Nucleo

LOC111253293

neuferricin-like

LOC111252460

DNA topoisomerase 3-alpha-like

G0:0006265

G0:0003916

G0:0003677

G0:0003676

G0:0008270

G0:0003917

K03165

LOC111252464

DNA fragmentation factor subunit beta-like

G0:0006915

G0:0006309

G0:0016787

G0:0004536

G0:0005634

G0:0005737

K02311
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LOC111252466 protein YIPF6-like K22943
LOC111252462 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, G0:0042773 K03934
mitochondrial-like

G0:0008137

G0:0051536

G0:0016491

G0:0016651

G0:0016020
LOC111252463 synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog-like | G0:0016491
LOC111252465 uncharacterized
LOC111253292 sodium-dependent dopamine transporter-like G0:0016021 K05036
LOC111253291 serine palmitoyltransferase 2-like G0:0009058 K00654

G0:0030170

G0:0003824

G0:0016740
LOC111252740 uncharacterized K13871
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Tabla Suplementaria 27. Abundancia relativa de los virus totales de A. mellifera en las 9 bibliotecas
correspondientes a los tres grupos de acaros (R, NRy F). Se muestra el nimero de lecturas
mapeadas por biblioteca en cada genoma viral.

Lecturas sin procesar por biblioteca para cada virus

R1 R2 R3 NR1 NR2 NR3 F1 F2 F3
Sacbrood virus 0 0 3 0 0 0 0 0 1
Varroa destructor virus-1/Deformed 17 5 0 19 2 0 15 1 3
wing virus-B
Varroa destructor virus-2 10596 12250 9518 12513 11792 | 12363 | 12545 11514 10456
Varroa destructor virus-3 17 0 5 10 19 97 21 76 89
Deformed wing virus-A 4411379 | 2964532 13 2483071 | 136726 31 624755 | 23176 29197
Black queen cell virus 437 37 0 0 0 0 0 0 0
Acute bee paralysis virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kashmir bee virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chronic bee paralysis virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Chronic bee paralysis virus RNA-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lake sinai virus-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lake sinai virus-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aphid lethal paralysis virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Big sioux river virus ou Rhopalosiphum 0 0 0 0 0 0 0 0 0
padi virus
Bee Macula-like virus 6659 3073 0 6686 382 0 0 4 0
Varroa tymo-like virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Israeli acute paralysis virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Slow bee paralysis virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Slow bee paralysis virus Harpenden 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bee macula-like virus isolate PSU-1var 288 123 0 167 10 0 0 0 0
Lake Sinai virus strain VBP022 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lake sinai virus strain VBP166 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lake sinai virus strain VBP256 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lake sinai virus strain exp10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apis rhabdovirus-1 325 388 334 309 351 383 294 235 242
Apis rhabdovirus-2 368 641 495 391 553 488 208 184 213
Moku virus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Apis flavivirus 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Varroa orthomyxovirus-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Tabla Suplementaria 28. Resultados del GLMM para la comparacién de la abundancia relativa de los

10 virus de A. mellifera detectados en las bibliotecas de V. destructor. Se muestran los Odds Ratios

(O.R.) que predicen cual virus es mas probable encontrar en los acaros. Para cada comparacion

pareada entre los virus detectados se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el
intervalo de confianza (I.C.) y el P-valor (P). 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.

Virus % O.R. I.C. P
BQCV / ARV-1 -100 2,43E+19 0 0 2,43E+17 1
BQCV / ARV-2 16,7 1,11E+19 5,55E+16 1,167 1,11E+17 0,008
BQCV / BeeMLV -100 3,25E+17 0 0 3,25E+15 1
BQCV / BeeMLV PSU-1var -100 3,31E+24 1 0 3,31E+22 1
BQCV / DWV-A 91,554 3,9E+12 1,95E+10 1,91554 3,9E+10 0,0005
BQCV / SBV -100 8,74E+187 119 0 8,74E+185 1
BQCV / VDV-1/DWV-B -100 2,27E+52 8 0 2,27E+50 1
BQCV / VDV-2 447,87 3,32E+16 1,66E+14 5,4787 3,32E+14 | <0,0001
BQCV / VDV-3 -100 2,07E+28 1 0 2,07E+26 1
ARV-1/ ARV-2 -100 1,31E+11 655000000 0 131000000 1
ARV-1/BeeMLV -100 436999900 0 0 4370000 1
ARV-1/ BeeMLV PSU-1var -100 1,88E+19 5 0 1,88E+17 1
ARV-1/DWV-A 81,516 2700 14,90758 1,81516 28 0,0008
ARV-1 /SBV -100 1,2E+188 715 0 1,2E+186 1
ARV-1/VDV-1/DWV-B -100 4,88E+50 46 0 4,88E+48 1
ARV-1/VDV-2 -100 24099900 120500 0 241000 0,9995
ARV-1/VDV-3 -100 1,28E+24 9 0 1,28E+22 1
ARV-2 / BeeMLV 16 124999900 625000,58 1,16 1250000 0,036
ARV-2 / BeeMLV PSU-1var 3,9 1,24E+19 6,2E+16 1,039 1,24E+17 0,0069
ARV-2 / DWV-A 27,817 600 4,139085 1,27817 7 0,006
ARV-2 / SBV 59 1,4E+188 7E+185 1,59 1,4E+186 0,0008
ARV-2 /VDV-1/DWV-B 89 4,84E+50 2,42E+48 1,89 4,84E+48 0,0049
ARV-2 /VDV-2 -100 6199900 31000 0 62000 0,9992
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ARV-2 / VDV-3 277,7 9,7E+23 4,85E+21 3,777 9,7E+21 | <0,0001
BeeMLV / BeeMLV PSU-1var -100 6,7E+18 29 0 6,7E+16 1
BeeMLV / DWV-A -100 -100 0 0 0 <0,0001
BeeMLV / SBV -100 5,52E+188 4210 0 5,52E+186 1
BeeMLV / VDV-1/DWV-B -100 1,1E+51 271 0 1,1E+49 1
BeeMLV / VDV-2 201,4 18000 92,007 3,014 181 <0,0001
BeeMLV / VDV-3 -100 8,66E+23 50 0 8,66E+21 1
BeeMLV PSU-1var / DWV-A 59,82 9,32E+10 | 466000001 | 1,5982 | 932000000 | 0,0008
BeeMLV PSU-1var / SBV -100 7,69E+187 147 0 7,69E+185 1
BeeMLV PSU-1var / VDV-1/DWV-B -100 7,78E+51 9 0 7,78E+49 1
BeeMLV PSU-1var / VDV-2 75,8 7,95E+14 | 3,975E+12 | 1,758 | 7,95E+12 | 0,0008
BeeMLV PSU-1var / VDV-3 -100 2,18E+27 2 0 2,18E+25 1
DWV-A / SBV 272,56 | 2,74E+193 | 1,37E+191 | 3,7256 | 2,74E+191 | <0,0001
DWV-A / VDV-1/DWV-B 486,47 | 4,81E+55 2,405E+53 | 5,8647 | 4,81E+53 | <0,0001
DWV-A / VDV-2 92,4 28199900 | 141000,038 | 0,076 282000 | 0,9985
DWV-A / VDV-3 768,18 | 3,02E+28 1,51E+26 | 8,6818 | 3,02E+26 | <0,0001
SBV / VDV-1/DWV-B -100 5,3E+189 0 0 5,3E+187 1
SBV / VDV-2 917,2 | 4,81E+180 | 2,405E+178 | 10,172 | 4,81E+178 | <0,0001
SBV / VDV-3 -100 1,85E+184 0 0 1,85E+182 1
VDV-1/DWV-B / VDV-2 -100 2,04E+45 0 0 2,04E+43 1
VDV-1/DWV-B / VDV-3 -100 8,37E+51 0 0 8,37E+49 1
VDV-2 / VDV-3 724.8 3,67E+24 1,835E+22 | 8,248 | 3,67E+22 | <0,0001
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Tabla Suplementaria 29. Eficiencia del knockdown de los genes candidatos de V. destructor. Se

muestra el porcentaje del éxito del silenciamiento medido en dcaros a los dos dias (2D) post-

infestacidn (dia seis de la aplicacién de los tratamientos) y a los cuatro dias post-infestacién (dia
ocho de la aplicacidn de los tratamientos) diferenciando entre hembras fértiles (R) e infértiles (NR).

Este calculo se realizd6 tomando como referencia los dcaros tratados con GFP siguiendo la

metodologia de Huang et al. (2017). Los genes analizados son ptchl1, ap-1, larp6, chisal, vg1y vgé.

ptchl ap-1 larp6 chisal vgl vgb
2D 95,74 92,37 95,90 98,37 97,14 (98,12
98,68 81,12 95,02 99,64 97,47 (97,18
94,02 95,07 95,46 94,12 97,31 (96,52
R 98,08 97,48 98,13 98,20 95,87 (97,01
97,46 97,69 98,06 89,37 94,59 (94,77
98,71 98,48 98,50 95,93 95,00 |88,58
98,56 98,53 97,16
98,20
NR 96,30 96,23 93,89 99,11 90,12 (96,00
94,71 93,59 94,24 95,09 97,94 (99,08
88,62 95,04 | 89,95 98,59 97,79 (94,10
94,45 85,70 90,49 95,59 95,09 (92,59
90,84 89,67 90,05 98,69 98,79
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Tabla Suplementaria 30. Resultados del GLMM para la evaluacion de la mortalidad en los dcaros
tratados con dsptchl. Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad de que
un dcaro muera después de que se le suministre el dsptchl en relacién con sus controles: Control
(sin dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion pareada
se muestran: el porcentaje de aumento de Odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (C.l.) y el P-
valor (P).

Mortalidad pcth1

Tratamientos % O.R. I.C. P

Acetona/Control | -41,400 103,000 1,091 | 0,586 | 2,030 0,9839

Acetona/GFP -39,300 91,000 1,077 | 0,607 | 1,910 0,9873

Acetona/pcth1 -63,200 16,000 0,654 | 0,368 | 1,160 0,2272

Control/GFP -44,500 76,000 0,987 | 0,555 | 1,760 0,9999

Control/pcth1 -66,200 6,000 0,599 | 0,338 | 1,060 0,098

GFP/pcth1 -64,100 3,000 0,607 | 0,359 | 1,030 0,0697

Tabla Suplementaria 31. Resultados del GLMM para la evaluacion de la mortalidad en los dcaros
tratados con dsap-1. Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen cudl es la probabilidad de que
un acaro muera después de que se le suministre el dsap-1 en relacién con sus controles: Control (sin

dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion pareada se
muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C.) y el P-valor

(P).

Mortalidad ap-1

Tratamientos % O.R. I.C. P

Acetona/Control | -42,000 103,000 1,086 | 0,580 | 2,030 0,9867

Acetona/GFP -39,300 92,000 1,079 | 0,607 | 1,920 0,9864

Acetona/ap-1 -41,800 90,000 1,051 | 0,582 | 1,900 0,9964

Control/GFP -44,200 77,000 0,994 | 0,558 | 1,770 1
Control/ap-1 -47,500 79,000 0,968 | 0,525 | 1,790 0,9991
GFP/ap-1 -44,200 70,000 0,974 | 0,558 | 1,700 0,9994
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Tabla Suplementaria 32. Resultados del GLMM para la evaluacion de la mortalidad en los dcaros
tratados con dslarp6. Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen cual es |la probabilidad de que
un acaro muera después de que se le suministre el dslarp6 en relaciéon con sus controles: Control (sin

dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion pareada se

muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (C.1.) y el P-valor

(P).

Mortalidad larp6

Tratamientos % O.R. I.C. P
Acetona/Control | -45,100 90,000 1,020 | 0,549 | 1,900 0,9998
Acetona/GFP -41,600 84,000 1,040 | 0,584 | 1,840 0,9986
Acetona/larp6 -31,700 | 150,000 | 1,310 | 0,683 | 2,500 0,7157
Control/GFP -43,100 81,000 1,010 | 0,569 | 1,810 0,9999
Control/larp6 -33,200 | 145,000 | 1,280 | 0,668 | 2,450 0,7662
GFP/larp6 -30,300 | 128,000 | 1,260 | 0,697 | 2,280 0,7472

Tabla Suplementaria 33. Resultados del GLMM para la evaluacion de la mortalidad en los acaros
tratados con dschisal. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad de que
un dcaro muera después de que se le suministre el dschisal en relacién con sus controles: Control
(sin dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion pareada
se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C.) y el P-

valor (P).
Mortalidad chisal

Tratamientos % O.R. I.C. P
Acetona/Control -41,900 103,400 1,087 | 0,581 2,034 0,9864
Acetona/chisal -71,200 1,700 0,541 | 0,288 1,017 0,0600
Acetona/GFP -39,500 91,800 1,077 | 0,605 | 1,918 0,9875
Control/chisal -74,100 -4,200 0,498 | 0,259 | 0,958 0,0315
Control/GFP -44,400 76,600 0,991 | 0,556 | 1,766 1,0000
chisal/GFP 10,600 258,100 | 1,990 | 1,106 | 3,581 0,0140
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Tabla Suplementaria 34. Resultados del GLMM para la evaluacion de la mortalidad en los dcaros
tratados con dsvgl. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad de que
un dcaro muera después de que se le suministre el dsvg1 en relacidn con sus controles: Control (sin
dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion pareada se
muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C.) y el P-valor

(P).

Mortalidad vg1

Tratamientos % O.R. I.C. P

Acetona/Control | -42,700 99,000 1,070 | 0,573 | 1,990 0,9933

Acetona/GFP -39,400 91,000 1,070 | 0,606 | 1,910 0,9883

Acetona/vgl -41,600 | 105,000 | 1,090 | 0,584 | 2,050 0,9827
Control/GFP -43,400 79,000 1,010 | 0,566 | 1,790 1,0000
Control/vg1 -45,000 92,000 1,030 | 0,550 | 1,920 0,9996

GFP/vg1 -43,200 83,000 1,020 | 0,568 | 1,830 0,9998

Tabla Suplementaria 35. Resultados del GLMM para la evaluacion de la mortalidad en los acaros
tratados con dsvg6. Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad de que
un dcaro muera después de que se le suministre el dsvg6 en relacidn con sus controles: Control (sin
dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion pareada se
muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C.) y el P-valor

(P).

Mortalidad vg6

Tratamientos % O.R. I.C. P
Acetona/Control -42,900 98,000 1,063 | 0,571 1,980 0,9944
Acetona/GFP -40,200 89,000 1,062 | 0,598 | 1,890 0,9932
Acetona/vg6 -43,000 | 146,000 | 1,185 | 0,570 | 2,460 0,9332
Control/GFP -43,900 78,000 0,999 | 0,561 | 1,780 1,0000
Control/vg6 -45,800 | 130,000 | 1,115 | 0,542 | 2,300 0,9803
GFP/vg6 -43,200 | 119,000 | 1,116 | 0,568 | 2,190 0,9756
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Tabla Suplementaria 36. Resultados del GLMM para la evaluaciéon del éxito reproductivo en los
acaros tratados con dsptchl. Se muestran los Odds Ratios (O.R.) que predicen cuél es la probabilidad
de que un acaro sea fertil después de que se le suministre el dsptchl en relacién con sus controles:
Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacién
pareada se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C) y
el P-valor (P).

Exito Reproductivo pcthl

Tratamientos % O.R. I.C. P

Acetona/Control | -73,900 129,000 | 0,773 | 0,261 | 2,290 0,9291

Acetona/GFP -74,600 | 120,000 | 0,747 | 0,254 | 2,200 0,8996

Acetona/pcth1 1,600 | 1.252,000 | 3,706 | 1,016 | 13,520 0,046

Control/GFP -63,300 155,000 | 0,967 | 0,367 | 2,550 0,9997

Control/pcth1 41,900 | 1.520,000 | 4,794 | 1,419 | 16,200 | 0,0052

GFP/pcth1 46,600 | 1.576,000 | 4,958 | 1,466 | 16,760 | 0,0041

Tabla Suplementaria 37. Resultados del GLMM para la evaluacidn del éxito reproductivo en los
acaros tratados con dsap-1. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad
de que un acaro sea fértil después de que se le suministre el dsap-1 en relacién con sus controles:
Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacidn) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacién
pareada se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C) y
el P-valor (P).

Exito Reproductivo ap-1

Tratamientos % O.R. I.C. P

Acetona/Control | -72,900 147,000 0,818 | 0,271 | 2,470 0,9664

Acetona/GFP -73,200 139,000 0,801 | 0,268 | 2,390 0,954

Acetona/ap-1 119,500 | 5.378,000 | 10,965 | 2,195 | 54,780 | 0,0008

Control/GFP -63,100 160,000 0,979 | 0,369 | 2,600 0,9999

Control/ap-1 186,000 | 6.180,000 | 13,402 | 2,860 | 62,800 | 0,0001

GFP/ap-1 197,400 | 6.207,000 | 13,694 | 2,974 | 63,070 | 0,0001
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Tabla Suplementaria 38. Resultados del GLMM para la evaluacién del éxito reproductivo en los
acaros tratados con dslarp6. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad
de que un 4caro sea fértil después de que se le suministre el dslarp6 en relacién con sus controles:
Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacién
pareada se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C) y

el P-valor (P).
Exito Reproductivo larp6

Tratamientos % O.R. I.C. P
Acetona/Control | -69,600 171,000 0,908 | 0,304 | 2,710 0,9959
Acetona/GFP -71,200 153,000 0,854 | 0,288 | 2,530 0,9823
Acetona/larp6 -61,200 398,000 1,390 | 0,388 | 4,980 0,9111
Control/GFP -64,100 147,000 0,940 | 0,359 | 2,470 0,9984
Control/larp6 -50,500 373,000 1,530 | 0,495 | 4,730 0,7673
GFP/larp6 -47,100 400,000 1,627 | 0,529 | 5,000 0,6814

Tabla Suplementaria 39. Resultados del GLMM para la evaluacion del éxito reproductivo en los
acaros tratados con dschisal. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad
de que un acaro sea fertil después de que se le suministre el dschisal en relacién con sus controles:
Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacién) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacién
pareada se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C) y

el P-valor (P).

Exito Reproductivo chisal

Tratamientos % O.R. I.C. P
Acetona/Control | -73,000 | 145,000 | 0,814 | 0,270 | 2,450 0,9637
Acetona/chisal -51,300 566,000 1,800 | 0,487 6,660 0,6551
Acetona/GFP -73,400 | 138,000 | 0,795 | 0,266 | 2,380 0,9498
Control/chisal -34,700 | 649,000 | 2,212 | 0,653 | 7,490 0,3382
Control/GFP -63,100 | 159,000 | 0,977 | 0,369 | 2,590 0,9999
chisal/GFP -86,600 46,000 0,442 | 0,134 | 1,460 0,2946
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Tabla Suplementaria 40. Resultados del GLMM para la evaluaciéon del éxito reproductivo en los
acaros tratados con dsvgl. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad
de que un acaro sea fertil después de que se le suministre el dsvg1 en relacién con sus controles:

Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacion) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion
pareada se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C) y
el P-valor (P).

Exito Reproductivo vg1

Tratamientos % O.R. I.C. P

Acetona/Control | -71,500 151,000 | 0,845 | 0,285 | 2,510 0,9788

Acetona/GFP -72,600 | 138,000 | 0,808 | 0,274 | 2,380 0,9578

Acetona/ vg1 1,500 | 1.328,000 | 3,806 | 1,015 | 14,280 | 0,0463

Control/GFP -63,600 151,000 | 0,956 | 0,364 | 2,510 0,9994

Control/ vg1 33,300 | 1.422,000 | 4,503 | 1,333 | 15,220 | 0,0082

GFP/ vg1 39,000 | 1.496,000 | 4,709 | 1,390 | 15,960 | 0,0061

Tabla Suplementaria 41. Resultados del GLMM para la evaluacidon del éxito reproductivo en los
acaros tratados con dsvg6. Se muestran los Odds ratios (O.R.) que predicen cual es la probabilidad
de que un acaro sea fertil después de que se le suministre el dsvgé en relacién con sus controles:

Control (sin dsRNA), Acetona (control de aplicacion) y GFP (control dsGFP). Para cada comparacion
pareada se muestran: el porcentaje de aumento de odds (%), el O.R., el intervalo de confianza (I.C) y

el P-valor (P).
Exito Reproductivo vg6

Tratamientos % O.R. I.C. P
Acetona/Control | -71,700 153,000 0,846 | 0,283 2,530 0,9797
Acetona/GFP -72,600 143,000 0,816 | 0,274 | 2,430 0,9635
Acetona/vg6 -73,500 225,000 0,928 | 0,265 3,250 0,9987
Control/GFP -63,400 154,000 0,964 | 0,366 | 2,540 0,9997
Control/vg6 -63,900 233,000 1,097 | 0,361 | 3,330 0,9966
GFP/vg6 -62,200 243,000 1,138 | 0,378 | 3,430 0,9905
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