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TITULOAspectos genéticos y gendmicos de la interacéipis mellifea (Hymenoptera: Apidae)
Varroa destructo(Acari: Varroidae).

RESUMEN

Apis melliferaes el principal polinizador de especies vegetales de interés agrondmico y constituye el
mayor productor de miel del mundo. La supervivencia y la productividad de sus colonias se ven
gravemente afectadas pdrarroa destructorEste acaro ectoparasito afecel estado nutricional e
inmunolégico de las abejas y el estado general de la colonia. El objetivo general de esta Tesis Doctoral
es explorar la interaccion ente. melliferay V. destructopara aportar conocimientos sobre genes y
factores asociados a keproduccion del parasito sobre su hospedador. Para ello, se caracterizaron a
nivel poblacional y genético colonias Aemelliferaestablecidas en clima templado y las poblaciones

del acaro asociadat.a dinamica de las poblaciones de ambas especidgom®génea entre las
temporadas analizadas y consistente con lo esperado para clima templado. Se identificaron dos
haplotipos de la regién intergénic@0ICOIlI C1/C2j) en abejas y un haplotipo del marcaciax1(K)

paraV. destructor Asimismo, se caraciep la variabilidad genética del &caro en distintas poblaciones

de nuestro pais mediante marcadores mitocondriatex{, nd4, nd4Ly nd5). Se identific6 un nuevo
sub-haplotipo (KAregN2) y la presencia de heteroplasmia de sitioned. Los analisis de vabilidad
genética se complementaron con el analisis de genes potencialmente intervinientes en la
reproduccion deV. destructor Se realiz6 un andlisis de transcriptoma comparando tres grupos de
acaros: reproductivos (R), no reproductivos (NR) y forétidges $e identificaron 45 genes
diferencialmente expresados (GDE) entre R y NR, y se exploraron las vias metabdlicas asociadas.
Ensayos de gPCR y silenciamiento génico (RNAI) de seis genes candidatos permitieron detectar una
asociacion entre la expresion dees de ellos g1, ptchly ap-1) y el éxito reproductivo dev/.
destructor Los resultados obtenidos proveen informacion clave sobre la interaccion parasito
hospedador que contribuira al desarrollo de técnicas integradas de control de la varroosis,
permitiendo minimizar el impacto de esta enfermedad y promoviendo la sanidad de las coloAias de

mellifera.

Palabras clave Ectoparésito, abeja melifera, transcriptoma, éxito reproductivo, silenciamiento

génico.



TITLEGenetic and genomic aspeafthe interactionApis mellifea (Hymenoptera: Apidae)Varroa
destructor(Acari: Varroidae).

ABSTRACT

Apis melliferas 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 affectédrina
destructor This ectoparasitic mite affects the ntiwhal 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 betweenA. melliferaand V. destructorto provide knowledge on genes and factors
associated with theeproduction of the parasite on its host. For this purpo&e melliferacolonies

from temperate climates of Argentina, and the associated mite populations were characterized at the
population and genetic level. The population dynamics of both species lnmmogenous among the

two seasons analyzed and consistent with what is expected for a temperate climate. Two haplotypes
were identified for the intergenic region GODII (C1/C2j) in honey bees and one haplotypedad
marker (K) inV. destructor In adlition, the genetic variability of different mite populations from
Argentina was characterized by using mitochondrial markesg1, nd4, nd4and nd5). A new sub
haplotype (KArdN2) and the presence of site heteroplasmyd# were identified. Genetic vability
analyses were complemented with expression analysis of genes putatively involved in the
reproduction ofV. destructor A transcriptome analysis was performed comparing three groups of
mites: reproductive (R), nereproductive (NR) and phoretic (FHortyfive differentially expressed
genes (DEG) were identified between R and NR mites, and associated metabolic pathways were
explored. gPCR and gene silencing (RNAI) assays of six candidate genes evidenced an association
between the gene expression thfree of them ¢gl, ptchlandap-1) and the reproductive success in

V. destructor The results obtained provide key information on the parabist interaction that will
contribute to the development of integrated varroosis control techniques, minimitiegmpact of

this disease and promoting the healthAf melliferacolonies.

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

Apis melliferd.innaeus (Hymenoptera: Apidae) es un insecto eusocial que vive en colonias y presenta

una organizacion compleja, con division reproductiva del trabajo, cooperacién en el cuidado de la cria

y solapamiento de generaciones capaces de contribuir en la labia $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 numero de individuos. Asi, el éxito en las tareas realizadas en
estas sociedades animaleepende no soélo 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 entreuioslivid

En este sentido, las abejas meliferas cuentan con sofisticados sistemas de comunicacién con la
transmision simultdnea de sefiales acUstitoratorias y olfativas, como es el caso del
comportamiento de comunicaciéon de posicionamiento cominmente coflocidd2 Y2 a5 y 1 I RS
l0S2l &4¢ 002y CNRAOKI mMopcTT {SStSes mphppT ¢K2Y Si
una enorme cantidad de interacciones interindividuales como ser contactos corporales, antenales y

boca a boca (trofalaxia), los daales 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 gruposlig@lilos, y su

adaptacion a distintos contextos poblacionales y epidemiol6gicos 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 miembrosde B € 2 YAl ORSFAYARI 02Y2 GAYYdzyARL
Camazine, 2002; Naug, 2008), y los comportamientos de "inmunidad social" (Cremer et al., 2007;
Stroeymeyt et al., 2014; Simoikénstrom 2017; Cremer & Pull, 2018; Cotter et al., 2019), tales como
laseparacion espacial de las abejas de alto riesgo de las abejas de bajo riesgo (Naug & Camazine 2002;
Baracchi & Cini, 2014), la disminucion de los contactos con abejas infectadas (Lecocq et al., 2016), y la
eliminacion de compafieros de nido infectados é®ahi et al., 2012; Biganski et al., 2018), entre

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

Apis mellifergpresenta actualmente una distribucion cosmopolita, y dispone de una alta capacidad
para expbtar 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 depeespecialmente de la
polinizacion 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, 19R2Asi, 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. melliferaes asimismo considerada el principal productor deslmdel mundo,
constituyéndose como uno de los insectos benéficos de mas alta importancia agronémica (Burgett et
al., 2004). Ademas, esta especie ha sido ampliamente utilizada como organismo modelo para
investigacion sobre fisiologia y comportamiento anifnevisado en Elekonich & Roberts, 2005), y su
estudio ha permitido explorar y entender aspectos fisioldgicos, ecoldgicos, evolutivos y genéticos de

los insectos sociales en particular (Savard et al., 2006; MUooes et al., 2010).

I.G. 1.1. Biologia grganizacion social

El comportamiento eusocial d&. melliferase manifiesta en su estructura comunal de castas y la
divisién reproductiva del trabajo. Es decir, dentro de la colonia existen castas reproductivas (la reina
y los zanganos) e individuos &g de la casta no reproductiva (las obreras) que cooperan en el
cuidado de la cria. Los individuos de las diferentes castas son fisiol6gica y morfol6gicamente diferentes
(Figuras 1, 2 y 3). Una tipica colonia de abejas meliferas esta constituida piy il abejas obreras,

todas ellas hembras; desde ninguno a varios cientos de machos (zanganos) 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 hueviecundados y es la principal responsable de mantener la cohesién 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 virgenesdeaolbnias en las
ffFYFrRFa a#NBFa RS /2y3aNB3IFOAsy RS %t y3alyz2adq
2018), después de lo cual mueren. El tercer grupo, la casta de hembras estériles, esta representado
por las obreras (Figura 3). Esta casta st#e un alto grado de coordinacién y, a su vez, de
descentralizacion en la realizacion de tareas dentro y fuera del nido (Lindauer, 1952; Winston, 1987;
Seeley, 1995). En relacién 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 funcién especifica, en estricta coordinacion con las actividades

desarrolladas por el resto de sus compafieros de nido.
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Figura 1Fotografia de un cuadro de cria de una coloniddmelliferamostrando 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 reitasyobreras.

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

Figura 3Fotografia de una abeja obrera e melliferasobre un panal con celdas de cria abierta
(arriba, a la izquierda) y cria operculada.

12



I.G. 1.2. Ciclo de Vida

Como la mayoria de los himenopterds, melliferapresenta un ciclo de vida haptbploide y un
sistema de determinacién del sexo de Unico locus y alelos complementarios, mediante el cual los
huevos gue han sido fertilizados se desarrollan en hembras y los que permanecen sin fertilizar se
desarrollan en machos (Figura 4) (Woyke, 1962; Hoshiba &#&gisa978). Cuando la reina se aparea,
almacena el esperma en un 6rgano 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 e 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 descrigiareellifera aunque los

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

%

32 Meiosis

16 P 16 6

No
fecundado

Fecundacion
Mitosis

16 32
16 9

Figura 4 Determinacion sexual e. melliferaSe indica sobre las gametas el nUmero cromosémico.
Figura realizada a partir de la informacion de Hasselmann et al. (2001).

A. melliferaes un insecto holometabolo, 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 colaellangcon 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, 1998urante la pupacién se produce una reorganizacién masiva de los
tejidos y 6rganos, 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).

13
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Figura 5Ciclo de vida de las tres castasAenellifera 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 celdasalelnésad

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 & Whe€el®99) (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 fecundacion (Brutscher et al., 2019). Estos eventos pueden durar variosetias y ti
como finalidad el apareamiento de la reina con al menos 10 zanganos (Winston, 1991). La reina se
aparea con los zanganos en las denominadas Areas de Congregacion de Zanganos (Withrow & Tarpy,
2018)y a su regreso, deposita los huevos en forma indaligitselectiva de acuerdo al tamafio de las
celdas de cria. En celdas de mayor tamafio, pone huevos no fertilizados que daran lugar a los zdnganos.
En las demas celdas deposita huevos fecundados que, en funcién de la alimentacion que reciban
durante su etapdarval, podran dar lugar a abejas obreras o a una futura nueva reina en el caso de
orfandad o enjambrazo6n. Para mantener la cohesién de la colmena, la abeja reina emite una serie de
feromonas que permiten evitar la produccion de nuevas reinas. La espedanzida 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.Duracién (en dias) de las etapas del ciclo de vida. aeelliferaen cada casta. Se indica el
momentodel 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: afios; d: dias.

Casta Huevo Larve Opérculo Pupa TD MS Longevidad

Reina 3d 5d 7%d 8d 16 d 23d 4a
Obrera 3d 6d 9d 12d 21d - 65120d
Zangano 3d 6% 10d 142d  24d 38d 120 d

Las obreras constituyen la casta mas numerosa dentro de la colonia (Hillyer, 201Braat987).

Desde la puesta del huevo fecundado, una obrera se desarrolla en 21 dias (Tabla 1, Figura 5). La
eclosion del huevo da lugar a una larva que es alimerntadgalea 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 conviertealiementadoras 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 funcién de las abejas obreras es
la de higiene y ventitadn dentro de la colonia mediante la generacion 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 propéleo (Calderone & Page, 1988bdjmobrera

puede llegar a volar hasta tres kilbmetros 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 aduienen 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 9020 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 lpasapervivencia 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 gucumplen principalmente una funcion reproductiva (Winston, 1987), la
produccion 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 (Galitua et

al., 2020). Con la llegada del otofio, disminuye la cantidad de alimento disponible y con ello la atencion
alimenticia de las obreras hacia los zanganos, que al no alimentarse, perecen. Esta casta se distingue
visualmente de las obreras, dado queegentan 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 génerpis. Dicho género esta conformado por otras 8 espediesdorsata, 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 &,1280&plunto

con A. mellifera la otra especie explotada a nivel comercial, principalmente en Chia, @sana,
conocida comunmente como abeja oriental. El resto de las especies del género, que no son explotadas
comercialmente, se encuentran restridgs a su lugar de origen, ocupando distintas areas boscosas

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

A. melliferafue clasificada por Carolus Linnaeus en el afio 1758, y a partir de entonces, numerosos
taxbnomos describieron varias subespecies (EngeBR9)19 Tradicionalmente, la taxonomia
intraespecifica dé&\. melliferase ha basado en la morfologia externa (Cornuet et al., 1975; Ruttner,
1988). Las subespecies también se describen como "razas geogréficas" porque sus distribuciones
corresponden a zonageograficas distintas que incluyen regiones de clima tropical, subtropical y
templado de Africa, Oriente Medio y Europa (Ruttner, 1988). Segun Ruttner (1992), 26 subespecies de
A. mellifera pueden ser reconocidas en base a caracteres morfologicos, bidjmogry

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. melliferaModificado a partir de Wallberg et al. (2014).

Aunque el origen geografico de melliferaaliin esta en discusién (Han et al., 2012GAbmdiet 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 lasespecies descriptas (Figura 6). Mas recientemente, se
identifico 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 relacinees®s

linajes, y las trayectorias evolutivas que dieron lugar a su diversificacion en poblaciones
geograficamente distintas, siguen sin estar totalmente claras. En particular, la region geogréfica
formada por Oriente Medio y el noreste de Africa cent varias zonas de contacto entre los linajes

A, O, Yy, potencialmente, otros linajes. Un estudio reciente, que incluyé el analisis genémico de 18
subespecies déA. melliferanativas y dos en particular cuyos genomas fueron recientemente
secuenciados, édencid que éstas ultimas constituyen grupos genéticos que justifican su clasificacién
como linajes distintosA. m. lamarckide Egipto (linaje L) &. m. unicolode Madagascar (linaje U)
(Dogantzis et al., 2021) (Figura 7). Estos autores presentarohiéanuna propuesta sobre las

relaciones filogenéticas entre estos 7 linajes (Figura 7).
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Linaje U

Linaje A

Figura 7 Mapa de distribucién de linajes evolutivos emelliferapropuesta por Dogantzis et al.
(2021) (izquierda). Reconstruccion filogenética obtenida por estos autores a partir del andlisis de
muestras de 18 subespecies Alemellifera(derecha)

I.G. 1.4. Introduccién dé. melliferaen América

La abeja meliferdue introducida al continente americano, mas precisamente en la isla de Santo
Domingo, en los siglos XR¥ durante la colonizacion espafiola (De Jaime Lorén, 2003). Sin embargo,
otras fuentes aseguran que fueron los Padres Dominicos los responsablesntteduccion en el
continente americano en el afio 1536. Las abejas introducidas pertenecian al lifajenvhiellifera
Posteriormente, se registraron introducciones de la espécien. ligustica(linaje C), aunque se
desconoce la fecha exacta (Bieraydék, 1979).

Los primeros registros hacen mencién Ae melliferaen Sudamérica hacia el afio 1830, cuando
arribaron a Colonia del Sacramento (Uruguay) las primeras colmenAs me melifera(linaje M)
provenientes de Francia (Bierzychudek, 1979). Ded@imultanea, la subespede m. carnicdlinaje

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 subegpeuieiberiensis

(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 éspecie
ligusticaen la provincia de Medoza; en 1857 se enviaron a Gualeguaychu (Entre Rios) 4 colmenas de
A. m. mellifergprovenientes de Montevideo (Uruguay) dando inicio a la multiplicacion de este material
en la zona (Bierzychudek, 1979). La introduccién de nuevos materiales vivos fgeinadadas y

celdas reales) continud durante el siglo XX, principalmente de ligustica abeja italiana, preferida

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

subespecieé\. m. carnicy A. m. caucasicébalizzi, 2014).

Las abejas africanas (linaje A), particularmexte. scutellatafueron 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 nmgjadaptados al clima tropicaubtropical (Kerr et al., 1970, 1982;
Bierzychudek, 1979; Agra, 2018). Una liberacion accidental de estas abejas africanas condujo al origen
y establecimiento de poblaciones de origen hibrido (abejas de origen europecayajridando lugar

Ff LINRPOSaz O2y20AR2 02Y2 aF FNROIYAT I OAsyéx | dzS
Agra et al., 2018; Porrini et al., 2020; Calfee et al., 2020). Las abejas africanizadas se expandieron hacia
el norte (América Central y tados 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 afio 1965 en la
provincia de Misiones (De Santis & Cornejo, 1968). Estas abejas se caracterizan por tter un
comportamiento defensivo y una alta tasa de enjambrazén 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. Impaancia econémica de la especie

Como se mencioné anteriormentd, melliferaestd considerado como un polinizador clave a nivel
mundial, siendo esencial para la multiplicacion de una gran cantidad de especies vegetales de interés
agronomico (Burgett et al2004). En efecto, el rendimiento de algunos cultivos de frutas, semillas y
frutos secos disminuye en mas de un 90% sin los servicios de polinizacion de las abejas meliferas
(Southwick & Southwick, 1992; Delaplane et al., 2000; Klein et al., 2007). 1B6ttey 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), Aiandbiferael

polinizador més ampliamente usado en moniigos 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 estim6 en 1,07 millones de toneladas métricas en el afio 2007, representando un
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importante producto deconsumo 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 produccion es laaex@oIISENASA, 2016;

FAO 2018; Sanchez et al., 2018; MAGyYP, 2021). En términos productivos, el sector apicola aporta a la
economia de nuestro pais un ingreso anual superior a los 200 millones de délares, con una produccion
media anual de 60.000 tonelada® dniel natural (Fuente: FAO, MinAgro; https://inta.gob.ar/).
Nuestro pais presenta una amplia gama de condiciones para la producciéon de miel, lo que permite
definir cuatro zonas principales de produccion (zona de Buenos Aires, zona central, zonaziitoaal y
patagonica) (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 hdageen 1995, el 90% de la miel se producia en

esa region (Bedascarrasbure, 1995). De acuerdo con los datos del RENAPA de 2020 la situacion se
mantiene en la actualidad y solo algunas de las provincias extrapampeanas ha evidenciado un
desarrollo sostenidoLo 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 208009 se produjeron en promedio 84.000 toneladasaes de miel,

en el periodo 2012013 la produccién se redujo a un promedio de 68.000 toneladas anuales,
evidenciando una disminucién del 20% en el rendimiento de miel en las principales zonas productoras
del pais (Haberle, 2014; Sanchez, 2018; FAO 2Da&8mortandad de colonias ha jugado un rol
importante en la disminucién 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 hipotesis
propuestas para gdicar el aumento de la mortandad de las coloniag\dmellifera se encuentran la
interaccion entre varios factores de estrés biético y abidtico, como el impacto de pesticidas usados en
la produccién agricola (contaminacion indirecta), el uso de acasic&h la produccion apicola
(contaminacion directa), la subnutricién (causada por la reduccion de la oferta floral), el cambio
climético, y la mayor incidencia de enfermedades como virosis y parasitosis (Biesmeijer et al., 2006;
Goulsonetal., 2008; vayEH St aR2N1J S |t ®X HAanPpT CNBAGEFA Si
al., 2019; revisado en Goulson et al., 2015) (Figura 8).

La disminuciébn de colmenas d& melliferarepresenta un riesgo serio para la estabilidad y
rendimiento de los cultios, y para el mantenimiento de la biodiversidad (Biesmeijer et al., 2006; Klein
et al., 2007; Aizen & Harder, 2009).

20



Insecticidas Herbicidas

Uso de productos

Uso de quimicos
Agroquimicos Perdida de variabilidad
genética
Monocultivo Industrial'izacién Trashumancia
de la
Apicultura
Actividad
Agricola
Causas de la
disminucion de la
S poblacion de abejas
Disminucion y ) .
fragmentacion Factores Parasitos
2 Varroa destructor
del habitat A Bl ) Y Tuc!
Patogenos

' Nose mosis

Cambio

Climético pVirosis

__Loque Americana

Figura 8 Factores de estrés asociados a la disminucion de colmenasrdelliferaen el mundo, que
actian generalmente de forma sinérgica. Basado en informacion revisada en Goulson et al. (2015).

I.G. 1.6. Sobre los patdégenos de melliferay su impacto

A pesar de la multiplicidad de factores involucrados en las pérdidas de lasesloe?. melliferaa

nivel mundial, la comunidad cientifica coincide en que ciertos patdgenos (agentes infecciosos o
parasitarios que ocasionan enfermedades) son una de las principales causas de mortalidad de las
colonias de abejas (Genersch, 2018&@n¥ A NIetZah, 8019). Numerosas publicaciones cientificas

han demostrado una mayor presencia y carga de patégenos en colmenas colapsadas en relaciéon a
colmenas sobrevivientes (Cepero et al., 2014;-Baster et al., 2007; vanEngelsdorp et al., 2009;
Ligga, 2019; Flores et al., 2021). En particular, el &caro ectopaiaitoa destructores 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 @t¢i@ne impacto directo sobre la inmunidad y la
nutricion de las abejas y la supervivencia de las colonias, e indirecto, ya que actla como vector
mecanico y biolégico de varios virus. En particular, dos virus altamente asociados con las infestaciones

de V. destructorson el virus de la pardlisis aguda de las abejas (en idglage bee paralysis virus
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ABPV) y el virus de las alas deformadas (en ingEfermed wing virusDWV). Los sintomas de la
infeccién por ABPV son paralisis, temblores, incapacidealywlar, oscurecimiento gradual y pérdida

de pelo en el térax y el abdomen, y la muerte prematura de las abejas asociada a una fuerte
disminucion de adultos en la colonia (de Miranda et al., 2010). El DWV causa principalmente
infecciones benignas sin sigs de enfermedad cuando se transmite verticalmente (a través de
zanganos Yy 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 elavicuis a
(transmision vectorial), lo que provoca la deformacion de las alas, decoloracion, 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 impestadesde el punto de vista
econdmico, son la loque americana (AFB) y la loque europea (EFB). La AFB esta causada por la bacteria
Paenibacillus larvag no sélo es letal para las larvas individuales, sino para colonias enteras de abejas
meliferas (Geners$g 2010a). Las larvas de las abejas se infectan al ingerir alimentos contaminados con
esporas déP. larvaey los restos de larvas infectadas muertas contienen miles de millones de esporas
infecciosas que pueden permanecer en el medio ambiente duranteddécaservir como fuentes de

nuevas infecciones (Forsgren et al., 2008; Genersch, 2010a). La EFB, causada por la bacteria
Melissococcus plutoniugs potencialmente letal para las colonias de abejas meliferas. Al igual que en

el caso de la AFB, las lardaslas 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 enfermeglaglafecta 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 Ma@arcia et al., 2022). Dicha enfermedad genera
disminucion de los niveles de proteinas y 4cidos grasos en ldinéade 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., 2009Nosema apig Nosema ceranaon considerados los agentes etioldgicos de la
enfermedad. Las formas infecciosas de estos pardsitos 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. antibidticos) aplicados en la apicultura garaolar la
enfermedad tiene una fuerte limitacion debido a la generacion de resistencia a los principios activos,

la contaminacion de los productos de la colmena con residuos y, en menor medida, el riesgo de
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desequilibrio de la microbiota intestinal dasl abejas (revisado por Formato et al., 2022). Se ha
demostrado que la presencia @i ceranaen asociacion con otros patbgenos como virus (Hartmann
et al., 2015; Zheng et al., 2015Yarroa(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

|.G. 2.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida d¢. destructoesta estrechamente relacionado con el de su hosed (Sammataro

et al., 2000; revisado en Rosenkranz et al., 2010; Nazzi & Le Conte, 2016; y Traynor et al., 2020). Las
hembras deV. destructopresentan dos fases en su ciclo de vida, una fase forética o dispersiva, que
transcurre sobre las abejas adudfay 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 @escdé cria

operculada (no presentan fase forética).

Fase forética
A

Fase Reproductiva
|

Figura 9 Esquema del ciclo de vida ®e destructosobre su hospedadoA. melliferaModificado a
partir de Nazzi & Le Conte (2016).
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Figura 10V. destructoen estado forético (izquierda). Morfologia externa de hembras, mack

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

madura, madre o hembra fundadora, hija inmadura (deutoninfa) y macho maduro. Fotog!
extraida de Rosenkranz et al. (2010).

La entrada de/. destructorthembra fundadora) a las celdas de cria ocurre justo antes de que éstas
sean operculadas en el die08lel desarrollo de la abeja (larva de quinto estadio o L5) (Figura 11). Los
acaros muestin 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 nodrizgmperde los acaros 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; Kuene® 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
celda y llega al fondo de ésta, donde se quedawihen el alimento (Figura 11), respirando a traves

de su peritrema, el érgano respiratorio de los acaros 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 (Ifantid, 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
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sitio de alimentacion para ella y 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 lasaros y la supresion de la cicatrizacion de la herida del huésped (Richards
et al., 2011).

Huevo

Estadio larval preinfestacion
. Varroa entra en la celda (aprox. 15 horas antes del operculado)
. Etapa prepupal
. 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 11Esquema del ciclo reproductivo ¥e destructoisobre su hospedadoA. mellifera.
Maodificado a partir de Evans & Cook (2018).

La alimentacion de focuerpos grasos de las larvas hospedadoras es un requisito para la reproduccion
de V. destructorfRamsey et al., 2019). Ademas, las sefiales de la celda y la larva desencadenan la
ovogénesis y luego la previtelogénesis, la vitelogénesis y la embriogémnesisarica en la hembra
fundadora (Steiner & Diehl 1994; Steiner et al., 1994; 1995; Steiner 1995; Garrido et al., 2000). Iniciar
la oviposicion es una tarea energéticamente exigente, y las hembras fundadoras obtienen esta energia
metabolizando este tajio consumido de las abejas. Recientemente, estudios proteémicos (McAfee et
al., 2017) y transcriptébmicos (Mondet et al., 2018) identificaron una caida en la expresion de las
enzimas que metabolizan los carbohidratos durante la puesta de huevos y unaci@guylasitiva

antes y después de la esta etapa (Mondet et al., 2018). Este patron de expresion coincide con los
periodos de transferencia de nutrientes no metabolizados desde el huésped y la hembra fundadora al
huevo (Tewarson, 1982; Dittmann & Steiner9Zp En esencia, los huevos\edestructocontienen

proteinas de la abeja que evitaron la digestion 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 larvari
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 oviposicion cubre iasuldas energéticas de la produccion 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 &h destructose realiza mediante partenogénesis arrenétoca: 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 digpelsprimer huevo haploide, que dara
origen a un macho, aproximadamente-80 horas después de la invasién de la celda de cria (Donzé

& Guerin, 1994). A partir de ese momento, la hembra fundadora pone un huevo diploide cada 30
horas, que dara origen a hdaras hijas (Rehm & Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994). Desde la
eclosion del huevo hasta que el adulto muda, la descendencia del acaro pasa por las etapas de proto
y deutoninfa (Figuras 10 y 11), siendo el tiempo de desarrollo de aproximadaf8nt®.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 maovil y otra inmdvil justo antes
de la muda (Donzé & Guerin, 1994nlidis, 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 relacion con el
tamarnio del cuerpo (Bura 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 coloracién comienza a camhiaicolor marron 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 d&/. destructomlcanza la madurez sexual inmedimente después de la Gltima 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 primpar 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 jévenes facilitan esta accion
levantando sus cuerpos. En esta posicion, el macho busca los gondéporos (que patadasede 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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espermatoforo de su abertura genital y lo tediere al gondporo de la hembra mediante el uso de los
gueliceros. 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). &s hembras reciben de 30 a 40 espermatoéforos a través de multiples apareamientos con
el macho dentro de la celda, que almacenan y utilizan durante su vida (Haul3ermann et al., 2016). Las
hembras hijas maduras se acoplan a la abeja cuando emerge de la aaldan 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, ld®mbras hijas emergen sin aparearse. Durante su primer ciclo reproductivo,
estas hembras virgenes pueden poner huevos haploides y luego aparearse con su hijo (HauBermann
et al., 2019).

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

El acarovarroa destrutor Anderson y Trueman (Acari: Varroidae) es un ectoparasito obligado de las
abejas meliferas. Este acaro, que originalmente parasitaba a la abeja orentakana sufrié un

cambio6 de hospedador hacka melliferaalrededor de la década de 1950 y atpate alli se expandi6
rapidamente por Europa, Africa, América y la regién asiatica del Pacifico (Oldroyd, 1999). En el afio
1957,A. melliferaya se habia convertido en hospedadondeadestructoen Japon, y en 1963 en Hong
Kong. Su rango se expandi6 idgmente 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 sigloV. destructose extendi6 a todas las regiones donde los humanos manejan colieda
mellifera excepto por Australia, algunos territorios extremos del norte e islas remotas como los

archipiélagos de Seychelles y ComoFagural2) (revisado en Traynor et al., 2020).

Aun luego del cambio de hospedadbt, destructorera reconocido bajo el nombre especifico\de
jacobsoni una especie morfolégicamente similar que parasitaceranaen IndonesigOudemans,

1904). No fue hasta el afio 2000 que, mediante un exhaustivo estudio morfoldégico y molecular, se
detectd que se trataba de dos especies diferentes (Anderson & Trueman, 2000). De los ocho
haplotipos mitocondriales que se han descripto p&adestuctor, solo dos parasitan con éxito
colonias deA. melliferalos haplotipos K y. $e cree que el haplotipo K cambi6 por primera veAde
ceranaa A. melliferacerca de la ciudad de Vladivostok (al norte de la peninsula de Corea), mientras
que el haploipo J dio un salto similar a finales de la década de 1950 tras la introduccomadiifera

en Japon (De Guzman & Rinderer, 1999; revisado en Navajas et al., 2010).
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Figura 12Distribucién global d&arroa destructofse muestra en rojo el haplotigél, en azul el
haplotipo J1 y en violeta la aurrencia de ambos haplotipos) y Yejacobson(findicado 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 yr&&pectivamente. 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 relacién al efecto negativo que tiene sobre las colonias gitapara
(DelfinadeBaker, 1988; Navajas et al., 2010). El haplotipo J, en cambio, se encuentra restringido a
ciertas regiones de Japon, Tailandia y Sudamérica (Anderson & Trueman, 2000; De Guzman et al.,
1998; Garrido et al., 2003; Mufioz et al., 2008) (Fig@ja

I.G. 2.3. Impacto d&/. destructorsobreA. mellifera

La enfermedad causada pdr destructorse conoce como varroosis y representa la mayor amenaza
biol6gica para las colonias manejadasAdemelliferaen todo el mundo (Currie et al., 2010; Dahle,
2010; Genersch et al., 2010; Guzrdovoa 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, distribucion irregular de la cria operculagaesencia 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 produccion de criay de

miel € vea disminuida en las colmenas (Delfinddder, 1988; Murilhas, 2002).

V. destructomo sélo produce efectos directos sobre el estatus sanitario y nutricional de las abejas,
sino que también actlia como vector biolégico de patdgenos virales y badsi@aompter & Martin,

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

inmunosupresion en las pupas parasitadas y activar infecciones virales (Caxfdster, 2007).

Hasta la fecha, se han aislado més de 24 virus diferentes en abejas meliferas (Yafiez et al., 2020; Salina
et al., 2021). Existe evidencia de guiedestructose comporta como vector mecanico y biologico del

virus de las Alas Deformadéapo B (DWWB, del inglésDeformed Wing Viryy del virus de la Pardlisis

Aguda Israeli (IAPV, del inglégaeli Acute Paralysis Vi)uy como vector mecénico del virus de la
Paralisis Aguda (ABPV, del ingl&sute Bee Paralysis Vijudel virudde las Alas Deformadas (DWV

A), del virus de Kashmir (KBV, del ingieshmir Bee Virdly del virus de la Paralisis Crénica (CBPV,

del inglésChronic Bee Paralysis Virsevisado en Yafiez et al., 2020 y Salina et al., 2021). Ademas,
aungue todaviao hay resultados concluyentes, el acaro también actuaria como vector de otros virus
(SantillanGalicia et al., 2010; Daughenbaugh et al., 2015; de Miranda et al., 2015; Cornman, 2017;
Levinetal., 2017; Remnant et al., 2017; Podaldeez et al., 2019;Wois et al., 2020). La combinacion

de Varroay virus como KBV, ABPV o IAPV puede desencadenar graves pérdidas de colonias (Genersch
& Aubert, 2010). Ademas, la sinergia entre el acaro y DWV puede neutralizar las barreras inmunitarias
de las abejas (Di Prisco et al., 2016) y se considera una datapgles 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 propagatia (Posaddclorez et al., 2019).

La transmision d&arroaes horizontal (entre individuos de una misma generacion) y vertical (entre
parentales y descendencia). Ademas, puede ser intra o intercolonial. Principalmente, la diseminacion
de este acaro dependde 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 responsabkesteleer las formas mas
virulentas de los patdgenos, especialmente porque contribuyen a su transmision horizontal (Fries &
Camazine,2001). Ademads, ciertas practicas de manejo apicola, tales como tener colmenas
trashumantes, no rotar los acaricidas o nalizar 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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|.G. 2.4. Control de la varroosis

Las medidas de control para mantener las poblaciae¥arroapor debajo del umbral de dafio
econdmico requieren de la implementacion de diferentes estrategias. El umbral de dafio es un
paradmetro de naturaleza econémicay no bioldgica, y por lo tanto se aplica en las decisiones de manejo
de colmenas con fireexclusivamente de produccion y rentabilidad (Delaplane & Hood, 1999). El
umbral de infestacion, y con esto el impacto \edestructoren las colonias, varia en funciéon de
factores ambientales (como los promedios de precipitaciones, la region geogréicksponibilidad

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 aplicacién de acaricidas de sintesis (revisado en Noél
et al., 2020). Los mas difundidos son los productos a base de cumafos, amitraz, flumetrina y fluvalinato
(organofosforados y piretroides). Estos pringfpiactivos son aplicados tanto como productos
comerciales aprobados y registrados, como productos caseros o artesanales (Eguaras & Ruffinengo,
2006). Su uso tiene ventajas, como su facil aplicacion 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 procagendeacion de resistencia por

parte del parasito (Wallner & Fries, 2003; Maggi et al., 2009; 2010). En ltalia, 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; 2005g8E¥estervelt2002;

Petis, 2004; Rinkevich, 2020). Puntualmente, en Argentina, se detectatdlacppnes 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 dminucién de la eficacia de dichos productos, con la aparicion de focos de
resistencia del acaro tanto a nivel local (Ruffinengo, 2010; Medici et al., 2015; Conlon et al., 2019)
como mundial (Rosenkranz et al., 2010; Rinkevich, 2020; Hern&utkiguez etal., 2021),
disminuyendo la disponibilidad de acaricidas efectivos para el control de esta parasitosis. Esto ha
promovido la blasqueda de nuevas moléculas que minimicen estas desventajas. Acidos organicos,
aceites esenciales y sus componentes se han ctdwern 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 organicos que reducen significativamente las poblaciones del acaro (Eguaras
et al., 2001; 2004; Bulacio Cagnolo et al., 2010; Ruffinengo et al., 2014; Martinez Fhurer & Lopez,

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

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

I.G. 2.5. Relaciones de equilibrio entfe melliferay V. destructor

El equilibrio en las rationes parasitdhhospedador 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 gue llevan a kexigtencia entre ambas especiesegien ocurrir tanto en

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

En este sistema huéspguirasito, el huésped u hospedador puede emplear dos estrategias diferentes
para defenderse de los parasitos: resistieny 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 mayoseaasok 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 Weudiesgructory la
habilidad que tienen las mismas de g@ir con los acaros 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 (Arechavaligkasco 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 acaro dentro de los limites aceptables para no producir dafio dentro de la
colonia, tal como ocurre efl. ceranadonde la reladin huésped parasito se encuentra en equilibrio

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

Como contraparte de esta interaccion, el parasito despliega un conjunto de estrategias que le permite
evadir el ataque del hospedador, sobrevivir y multgalse. En particular, las estrategias de los
microparasitos se basan fundamentalmente en un tamafio corporal menor, la alimentacion sin
eliminacion del hospedador, y un ajuste en su ciclo de vida para reproducirse y lograr evadir las
defensas del hospedadd@Poulin, 2007). Dentro de esta categoria y para nuestro sistema de estudio,
V. destructorpresenta adaptaciones al parasitismo entre las que se destacan la seleccién de
hospedadores de acuerdo a la edad y/o funcién de las abejas (Calderone et alP@6G2;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 domellifera(Uboni et al.,
2012; Le Conte et al., 2015; Reams &gefr2022).

La coevolucion huéspguhrasito puede conducir a una relacion relativamente estable y dinamica
entre los organismos participantes de la interaccion, principalmente dada por la seleccion natural
actuando en términos de cientos y miles de afiosdatando 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 &htdestructory A. mellifera los efectos de

la séeccidn natural sobre el aumento de la resistencia de las colonias frente a los 4caros se han visto
limitados por las practicas de manejo modernas asociadas a la aplicacion de tratamientos sanitarios
frecuentes con acaricidas de sintesis que impiden la@pa de la presion selectiva natural necesaria

para que tal proceso ocurra (Buchler, et al., 2010; Locke, 2011; 2016). Ademas, tal como se mencioné
anteriormente, practicas de manejo inadecuadas pueden llevar a una presién de seleccién que
favorezca el dsarrollo de nuevos mecanismos de evasién por parte del parasito (4caros 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 reasiaténdiestructorgue

logran limitar el crecimiento poblacional del &caro dentro de las colonias, o tolerancia a la parasitacion,
mediante una compleja relacion hospedagmarasito que lleva al mantenimiento de altas cargas
parasitarias sin desmedro dedalud 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 tol@anieki 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 econémico de la
varroosis (revisado por Jack & Ellis, 2021y, &an una gran necesidad de conocimiento sobre la
historia de vida de/. destructoren las colonias dé. mellifera(Reams & Rangel, 2022). En este
sentido, el estudio detallado de la dinamica de la interaccion entre este parasito y su hospedador es
fundamental para avanzar en el conocimiento de esta compleja relacion y favorecer al desarrollo de
un control integrado del &caro en las colmenas Alemellifera que pueda ser adaptado a la

particularidad de cada ambiente y region apicola.
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Objetivos e hipoteas
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Objetivo general

El presente plan de trabajo propone estudiar la interaccion edtpés melliferay su principal
patdgeno,Varroa destructorcon el fin de aportar conocimientos sobre los factores que la modulan y
los mecanismos genétiamoleculares inculados a la reproduccion del acaro sobre su hospedador.
Dicha informacién permitira profundizar el conocimiento sobre la relacién parsgpedador y
aportar al desarrollo de técnicas integradas de control no contaminantes que minimicen el impacto
de la varroosis, contribuyendo a la sanidad de las colmenaA. daelliferay al crecimiento de la

apicultura local.

Objetivos especificos
1) Caracterizar a nivel genético, poblacional y comportamental coloniés ahelliferaestablecidas

en clima templado y en condiciones de parasitacion naturalMcatestructor.

2) Caracterizar la genética y la dinamica poblacion®.diestructopresente en dichas colonias.

3) Analizar la variabilidad genética de poblacionesvVdelestrator presente en colmenas dA.

melliferade distintas regiones apicolas de Argentina.

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

reproductivo deV. destructodentro de las celdas de cria e melifera.

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

V. destructoen celdas de cria d&. mellifera.

Hipotesis
1) Las colonias d&. melliferabajo estudio presentan variacion fenotipica en el comaariento de

higiene hacia celdas de cria parasitadas\¢odestructor.

2) La dinamica poblacional y reproductiva dedestructores similar edas colonias dé. mellifera

bajo estudio y presenta variacion estacional acorde a lo esperado para climaadespl

3) Es posible analizar los principales factores involucrados en la interacei@llifera- V. destructor
mediante la caracterizacion de la dinamica poblacional de las colonias y del acaro presente en las

mismas.

4) Las poblaciones dé. destrutor que infestan colonias dé. melliferaestablecidas en distintas
regiones de Argentina presentan variabilidad genética detectable mediante el analisis de marcadores

mitocondriales.
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5) Existen genes dé. destructomque se expresan diferencialmente entre 4caros reproductivos y no
reproductivos, que estan involucrados en su éxito reproductivo y que es posible identificarlos

mediante un analisis de transcriptoma.

6) El silenciamiento por RNAi de genes candidatos asixciada reproduccion d¥. destructor

interfiere en la capacidad reproductiva del acaro.
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Nota del Tesista

La concepcion de la presente Tesis Doctoral resulta de la busqueda de antecedentes y visualizacion de
vacancias del conocimiengmbre la relacién hospedadgarasito en el modeldpis melliferaVarroa
destructor En funcion de estos conceptos organicé la presentacion de los resultados en diferentes
secciones. En los capitulos que se desarrollan a continuacion, y en funcioolgetioes propuestos,
presentaré los antecedentes, explicaré las aproximaciones utilizadas y metodologias aplicadas, vy
analizaré los principales resultados obtenidos. En el primer capitulo, comenzaré analizando y
discutiendo los resultados de la caracteion poblacional, genética y comportamental de colonias

de abejas meliferas establecidas en clima templado, y analizaré la dinAmica de las poblacibnes de
destructorasociadas. Esta informacion es relevante para profundizar el conocimiento de ladidara

entre el parasito y su hospedador, para determinar si las colonias se comportan de forma homogénea
frente a la parasitacion y si el acaro presenta variacion en su comportamiento reproductivo dentro de
las celdas de cria de las abejas en esta regipoegoldgica. Estas colonias y las poblacione¥.de
destructorasociadas 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 genétiéadisstructoen la pobl&ién

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 esgdm climas subtropical y templado.
Mediante la aplicacién del marcador mitoconddakl, ampliamente usado para la determinacion del
haplotipo deV. destructoren poblaciones de todo el mundo, y el desarrollo de nuevos marcadores
(nd4, nd4L y nd5determinaré 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 vicidettel acaro. Los andlisis

de variabilidad genética se complementaran con estudios de genes intervinientes en la reproduccion
de V. destructodentro de las celdas de cria de abejas. Presentaré en el capitulo tres, los principales
resultados del andlisis transcriptobmico de grupos de acaros reproductivos, no reproductivos y
foréticos, identificando genes diferencialmente expresados entre estaglicones y rutas
metabdlicas involucradas tanto en la reproduccién como en la transicién de fases del ciclo de vida de
V. destructor La informacion generada en este capitulo sera el insumo fundamental para los ensayos
de gPCR vy silenciamiento génico quesentaré 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 &caro 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 reproduccion exitosa de
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V. destructodentro de la celda de cria de la abeja. Hatiinal 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 informacién aqui generada
contribuya a aumentar nuestro conocimiento sobre este complejo sistema de estudio y en un futuro,

a minimizar el impacto de la infestacion en las colonia8.deelliferaen clima templado y promover

el desarrollo apicola en nuestro pais
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Capitulo 1. Caracterizacion genética y
comportamental de colonias d&pis mellifera
en condiciones de parasitacion natural con
Varroa destructor

38



1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Dindmica de poblaciones de abejas y acaros en colonias deellifera

El conocimiato de la dindmica de las poblaciones \dedestructores 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 coloni&s dwllifen. Debido a esto, el estudio

de la dinamica poblacional déarroaha sido el objetivo de humerosas investigaciones alrededor del
mundo (Vandame et al., 1994; Fries et al., 1994; Mayagoitia Penagos & Otero Colina, 1995; Fries &
Rosenkranz, 1996; WilkinsonS3mith, 2002; Russo et al., 2020; Vizintini et al., 2021). Este pardsito
s6lo puede completar su ciclo de vida dentro de la colonia por lo que esta intimamente ligado al
desarrollo biolégico de su hospedador (Orantes Bermejo & Garcia Fernandez, 1994rdatasetal.,

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 celdds cria, la proporcion de zanganos y obreras, y la cantidad de
abejas adultas dentro de la colonia en diferentes momentos condicionan el crecimiento de las
poblaciones dé&/. destructolFries et al., 1994; Boot et al., 1995; Calis et al., 1999; Wilk&Smnith,

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 p#magRosenkranz et al., 2010). En general, la
poblacién deVarroatiende 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; reisado 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 ubicacién geogréafica de

las colonias huésped.

El ecotipo (poblacion adaptada a una detémada ecorregion) de las abejas meliferas y el clima son
factores importantes que afectan el desarrollo edestructo(De Jong et al., 1984; Moretto et al.,
1991, De Jong y Soares, 1997). Es asi como, las abejas africanizadas, bajo condicioneésogealima

en América mantienen una relacion 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; Guzrmvoa et al., 1999; Mondrag et al., 2005). En efecto, bajo
condiciones de clima tropical, el crecimiento de las poblaciones del parasito es més lento que en
condiciones de clima templado (Eguaras et al., 1994, Garcia Fernandez et al., 1995, Moretto et al.,

1991; Rosenkranz et a2006).
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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 13Crecimiento teérico de una colonia de melliferasana sin tratamientos contid.
destructory con un invierno de 3 meses. En invierno, las colonias suelen estar formadas por abejas
adultas de invierno (en azul oscuro) con muy pota de obreras (en marrén claro) y bajas
poblaciones dé&/arroa 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 pardestructol(graficados como acaros rajp Después de
la temporada de enjambrazon, las colonias dejan de criar zanganos, lo que obliga al acaro a
reproducirse en las celdas de cria de obreras. A medida que aumentan los niveles de acaros, una sola
celda puede ser cmfestada por multiples hemhs fundadoras, con lo que la tasa de reproduccién
de cada una se reduce, pero la tasa de produccién de hembras hijas fecundadas aumenta. A finales
del verano, tanto la poblacién de abejas como de cria se reducen, y la infestadiarroa
aumenta en la pblacion de abejas adultas por encima de los umbrales de dafio. Las colonias
producen simultdneamente 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 acaros. Cuandaoik deja de
producir criaVarroano tiene lugar donde reproducirse y su poblacién decrece. Extraido de Traynor
et al. (2020).

En colonias dé&. melliferaubicadas en ambientes de clima templado, la disponibilidad de celdas de

cria varia a lo largo defia, desde muy abundante en verano hasta minima o nula en invierno, lo que
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interrumpe la reproduccion del parasito durante esta época (Figura 13). Sin embargo, en este tipo de
clima la apicultura depende en gran medida del uso de acaricidas. En genaa@lhiéess no tratadas

no logran sobrevivir mas de dos afios (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 otofio es elevaddgectando en uUltima 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 debéson més cortos, la duracion 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 colonigde abejas (Es kov et al., 2004). En este sentido, conocer la dinamica poblacional del
pardsito y su huésped en cada ambiente, asi como los comportamientos de higiene de las abejas hacia
el 4caro, son requisitos fundamentales a la hora de evaluar estsatelp manejo para reducir la
poblacién deV. destructoyya que la probabilidad de colapso de las colonias se incrementa a medida

gue la poblacion de 4caros aumenta (Calderone, 1999).

1.1.2. Caracterizacion genética de poblacionesAdamellifera

Los estdios morfologicos, particularmente sobre la morfometria alar, realizados. enelliferahan
permitido estudiar la diversidad en la especie, que ha sido profundizada con el uso de las herramientas
moleculares. Estas ultimas han resultado Utiles para egadigtudios detallados sobre la variabilidad
genética, origen geografico y patrones de dispersion de la especie. Los marcadores de ADN
mitocondrial han sido una de las primeras herramientas moleculares empleadas para estudios
filogenéticos emA. 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 ¢deBingile
Sequence Repeats 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. melliferaen América. Si bien origilmente las abejas que ingresaron al continente americano eran
europeas (Hall & Smith, 1991; Sheppatdal., 1991), la introduccién de la abeja africaham.
scutellataen Brasil (Kerr, 1957) y la subsecuente hibridizacion (africanizacién) ha provatado u
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 loglltimos afios se han comenzado a utilizar herramientas genémicas que han permitido obtener
una mejor comprension de la diversidad genética de las distintas subespedesngdiiferay abren

las puertas a una nueva era de estudio de genes y genomasespdaie. Desde la publicacién del
genoma completo dé. mellifera(Weinstock et al., 2006) hasta la utilizaciébn de cambios puntuales en

el ADN, el desarrollo de marcadores SNPs (del iBgiéte Nucleotide PolymorphisVhitfield et al.,

2006; Chavegahrza et al., 2013) y la secuenciacién de nueva generacion, se ha incrementado mucho
la cantidad de herramientas disponibles para estudios gendémicos y evolutivos en este organismo
modelo (Hunt et al., 2006; Wallberg et al., 2014; Harpur et al., 2013; Z&xb%inger & 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 orgarasintales eucariotas.

Posee herencia materna, genes de copia Unica, ausencia de recombinacion y una alta tasa de evolucién
(Avise et al., 1984; Simon et al., 1994). Estas caracteristicas, sumadas a la gran cantidad de
mitocondrias por célula, y al nUmexe copias de genomas por mitocondria (varia entre 1000 y
10.000) facilitan su estudio desde el punto de vista metodol6gico 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 ingl&sgstriction Fragmentength Polymorphisim PCRRFLP (del inglés,
Polymerase Chain ReactioRestriction Fragment Length Polymorphisnsecuenciacion directa. Las
variaciones RFLP se revelan mediante la digestion de todo el genoma mitocondrial con endonucleasas
de restriccion Los primeros trabajos realizados con distintas subespeciés aelliferaen 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.,9198ostraron 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 modess, 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 restriccidén. Sin embargo, a diferencia de
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la técnica de RFLP, que analiza todo el genoma mitocondrial, la variacion que detecta la técnica de

PCRRFLP se revela dentro de una region especifica amplifiead2CR.

En los primeros trabajos realizados con esta técnica se utilizaron varias regiones especificas de ADN,
tanto para determinar africanizacién en poblacionesfdamelliferaen América (Hall & Smith, 1991;

Clarke et al., 2002; Pinto et al., 200302D o subespecies en poblacionesAlemelliferade 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 ggtocromo b(cyt b amplificado con cebadoseque
flanquean un amplicén de 485 pares de bases (pb) de longitud, junto con el uso de la enzima de
restriccionBglll. Este marcador determina si la muestra analizada es de origen europeo o africano,
pero no discrimina las distintas subespecies y hgpistia los que pertenecen las abejas analizadas.
Este marcador se ha utilizado para determinar el grado de africanizacibn en América (Pinto et al.,

2003).

Uno de los marcadores mas utilizados para el analisis de la variabilidad genética de las pololaciones

A. melliferaes la region intergénica entre los gera®cromo oxidasay citocromo oxidasa (coxX

cox? (Figura 14). Este marcador presenta al menos siete variantes en su longitud que pueden ser
explicadas por la combinacion de tres secuencias relacionadas: la secuencia Po con una longitud de 67
pb, la secuencia P (de 54 pb) y la secuencia Q (d49®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" dex&R es

similar al gen del ARNe 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; taseseP@ 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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Apis mellifera

mitochondrial genome tRNA-Glu
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[JComplejo | (NADH deshidrogenasa)
[JComplejo IV (citocromo oxidasa C)
[JATP sintasa
[ Otros genes
B ARN de transferencia
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Horigen de la replicacién
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Figura 14Esquema del genoma mitocondrial completoAlemellifera Con flechas azules se
muestra el par de cebadores usado para amplificeed@on intergénica entre los genegocromo
oxidasa ly citocromo oxidasa (coxXcox?. Para realizar el gréfico se wd 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 formapida y sencilla por medio de enzimas de restriccion, entre
ellas, la mas utilizada &ral, pero tambiérHinfl yEcdr1 sirven para la determinacion de diferentes

haplotipos.
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Haplotipos de A. mellifera detectados en Argentina
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Figura 15Esquema de los haplotipos mitocondrialesAdemelliferadetedados en la Argentina de
acuerdo a Agra et al. (2018). En el esquema se muestra la regién intergjéstoamo oxidasay
citocromo oxidasa (toxXcox?d comunmente analizada para la determinacion del linaje
mitocondrial y con lineas rojas se indicas $itios de restriccion de la enzifinfl.

1.1.2.2 Antecedentes de caracterizacion genéticaAdanelliferade Argentina

En el afio 1991, Sheppard y colaboradores realizaron los primeros trabajos de caracterizacion
molecular con el analisis del ADN neibodrial 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
Tucuman, realizando transectas en direccion sur y oeste para confirmar la presencieatezaftion.

Los autores registraron una zona de saturacion donde solo detectaron abejas africanizadas, una zona
de colonizacion permanente o zona de transicién, caracterizada por una compleja hibridacion entre
abejas de origen europeo y africano, y una aate colonizacion temporaria donde las abejas

africanizadas solo se encontraban en los meses de primavera y verano (Figura 16).
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Colonizacion ./
“\permanente

Figura 16Distribucién de la africanizacion en Argentina de acuerdo a los primeros resultados de
Sheppard et al. (1991). Llinea naranja indica el limite de saturacién 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 colonizacion temporaria de las AA. El paralelo 32° de latities®idimite de
africanizacion segun Kerr et al. (1982).

En el afilo 2007, Abrahamovich y colaboradores realizaron un muestreo exhaustivo en la provincia de
Buenos Aires y determinaron los haplotipos mitocondriales mediante la técnieRIPIGR analizando

la regioncoxkcox2con la enzima de restriccidbral. Esbs autores reportaron que el 92% de las
colonias muestreadas pertenecian al linaje C (principalmente el haplotipo C1, descript. para
ligusticg y el 2,86% al linaje M (identificando los haplotipos M2, M3y M6), lo que indicaria la presencia
de las sbespecieA.m. meliferay A. m. iberiensisesta 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\dm.scutellata(especialmente A4) y A8 y All,
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gue indican la presencia d& m. iberiensigdel sur de la peninsula ibérica) y subespecies del norte
africano. Si bien todos estos hallazgos fueron fundamentales para una primera caracterizacion de las
poblaciones deA. melliferade nuestro pais, no fue hasta el afio 2018, en que se realiz6 un estudio
extensivo y actualizado sobre la variabilidad genética de colonias de abejas establecidas en las
principales regiones del pais, mediante la utilizacion tanto de rdarea 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 (A1, A4 y A30), que se distribuyen en diferentes frecuencias de
acuerdo a la region analizada. Ademas, de forma consistente a los primeros resultados obtenidos, los
autores detectaron una clina latitudinal de norte a sur para el nivel de africanizacatifichndose

una distribucién 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 evolucion de las abejasliferas han surgido novedosas adaptaciones fisiologicas,
comportamentales y de organizacion social para minimizar el riesgo de transmision de enfermedades
gue conlleva la vida en sociedad (Evans & Spivak, 2010; Cremer et al., 2007; revisado eRidilson

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 comin entre estos mecanismos de
defensa es que estan basados en acciones colectivas ongmocamientos altruistas de individuos

gue benefician a la colonia y que resultan en la evitacion, control o eliminacién de infecciones y
parasitosis. Algunos ejemplos de adaptaciones comportamentales que han evolucionado como
YSOIyAadY2a RS AGXEYdy2AyWRI Bf a@DYLR NI YASYyG2 KAIAS
grooming la fiebre comportamental, y la recolecciébn y uso de las resinas con capacidad
antimicrobiana dentro la colmena (Cremer et al., 2007; Evans & Spivak, 2010; Simone et al., 2009;
Wilson-Rid et al., 2009; de Roode & Lefévre, 2012).

El comportamiento higiénico (CH3e 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 enfermedd (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 yesificadak($@illiam, 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 ufitado para la cria selectiva de abejas europeas resistenfesraa(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 comportamienteS@érer

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 sorpaaes de detectar y eliminar la cria enferma (revisado por Cremer,
Armitage & SchmidHempel, 2007; WilsoRich et al., 2009), s6lo las colonias con abejas que lo hacen

de forma répida y, por tanto, eficiente, limitan la transmision de la enfermedad (Glaon&a 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 & Spiy&001; 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
realizaién 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 crianemfafectan a la expresion del

comportamiento higiénico a nivel de la colonia (Pé8anto et al., 2009).

En relacion 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 variagndel 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 variacion del CH y propusieron varios genes candidatos a participar en la percepcion olfativa, el
compottamiento de aprendizaje y el ritmo circadiano de locomocion. Posteriormente Tsuruda et al.
(2012) no confirmd una asociacion entre abejas con alto CH y los QTL previamente identificados (Oxley
et al., 2010), sin embargo, identifico 39 genes diferencialmerpresados 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 trasmision nerviosa que estarian asociados al CH
hacia el acaroMas 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 estosss@aidencian que genes
asociados a la olfacién poseen un rol central en la regulacion del CH y apoyan el estatus de este

caracter como blanco de seleccidn clave en programas de mejoramiento genético que buscan contar
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con lineas de abejas resistente¥.alestructory otras enfermedades de la cria (revisado en Guichard
et al., 2020).

Comportamiento de higiene Comportamiento higiénico
sensitivo a Varroa

Figura 17Representacion esquematica del comportamiento higiénico, mecanismo general de
higiene hacia enfermedades de la cria/demelliferay del comportamiento de giene sensitivo a
Varroa (VSH, del ingléavoa Sensitive HygieheModificado a partir de Traynor et al. (2020).

La conducta higiénica de las abejas, mas alla de estar determinada genéticamente, puede ser
modulada por diversos factores, que influyenladamente o integrados en dicho mecanismo,
LISNY¥AUGASYR2 RAFTSNByiliSa yrAgStSa RS STAOASYyOAl Sy
factores ambientales influyen significativamente en la respuesta higiénica de las abejas. Al respecto,
Momot y Rotlenbuhler (1971) observaron que ante la falta de entrada de néctar se reduce la
respuesta higiénica en colmenasAlemellifera Otros factores ambientales como la temperatura 'y la

humedad también resultan relevantes en la eficiencia de este comportami@vitssage &

Gongalves, 1980, citado por Sanabria, 2007). Asimismo, la expresién del CH higiénico depende de la
fortaleza poblacional y la composicion de las obreras dentro de la colonia (Spivak & Gilliam, 1993;

Scannapieco et al., 2016; ver Spivak & DaPB2a1 para una revision).

El comportamiento VSH(de sus siglas en inglégarroa Sensitive Hygienes un comportamiento
higiénico especifico hach. destructor que resulta en una disminucion del éxito reproductivo del
acaro en las celdas de cria de lasjas. Se ha planteado que el mecanismo por el cual las colmenas
VSH limitan la reproduccion dé. destructorseria un tipo de comportamiento higiénico dirigido
especificamente hacia celdas de cria que contienen acaros reproductivos, obviando las cettias de
parasitadas con 4caros no reproductivos (Harris, 2007; Harbo & Harris, 2009; Villa et al., 2009; 2016)

(Figura 17). La posible asociacion entre el CH y el VSH ha sido discutida en estos ultimos afios, con
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evidencias no concluyentes. Mientras que algaiautores encontraron una correlacion 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 evahcion de los niveles de CH (medido tradicionalmente como la remocion de crias
muertas artificialmente por congelamiento o pinchado), es un punto de partida para detectar o
preseleccionar colmenas con caracteristicas de resistendiareoa, aspecto fundarantal 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. melliferaestablecidasen clima templado y de las poblaciones de &caros asociadas. Estos
materiales representan los insumos biolégicos para el desarrollo de los experimentos de laboratorio,

campo y semcampo 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 poblacionalef?denelliferay V. destructory la caracterizacion

genética y comportamental de las colonias, se trabajé con 25 colmenAsrdelliferaestablecidas

enelapia@ SELISNAYSyidlf RSt Lyadaiddziz RS DSySGAOlF a9
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 establecidaekagnario experimental, se
implementé el Protocolo de Buenas Practicas de Manejo Apicola (PRINAR) para su manejo y
mantenimiento. Las colmenas mostraron una rapida adaptacién al clima y a los recursos alimenticios

de la zona. El apiario se encuenubicado en clima templado y su paisaje corresponde a una zona

periurbana (Figura 18).

Leyenda
B Apiario

9 IGEAF - CICVyA - INTA

@ Instituto de Genetica - INTA

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

1.2.2.1. Evaluacién de parametros poblacionalesAlanellifera

Se evalud la evolucion poblacional de las 25 colonias dmeflifera durante dos temporadas
consecutivas (2012018). Durante este periodo, se registr6 mensualmente (septiemmago) la
cantidad de cuadros cubiertos con abejas (estimador del tamafio poblacional o fortaleza de las
colonias). Dichas estimaciones se realizgsonobservacion directa inmediatamente después de la
apertura de la colmena, evitando de esta manera que las abejas se dispersaran. Cada colmena se
categoriz6 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 funcinomial o de distribucion 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 probabilidaod¢s ratio3 para comparar las categorias. Una razén de
probabildades mide la asociacion entre un conjunto de condiciones (factores o niveles de un factor)

y un resultado al dividir las probabilidades logaritmicas de una condicion por las otras (Szumilas, 2010).
Se realizaron mdltiples comparaciones usando la prueb@ e KSNJ [ {5 oh [ nZnpo®
se ensayo0 y analizé la dispersion de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la prueba
de ShapireWilks. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada, se utilizé el criterio de
informacion @& Akaike. Todos los analisis se realizaron utilizando la funcién gimer en el paquete R
"Ime4" (Bates, 2015; R Core Team, 2017).

Figura 19Categorizacion de las colonias en funcién de su poblacién de abejas adultas. La categoria
representa una estimcion 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 coloniafddenellifera

La caracterizacion genética de las coloniag\dmelliferase realiz6 en dos amentos; la primera al
principio del estudio (2016) y la segunda antes de iniciar los ensayos de transcriptbmica y
silenciamiento (2018) presentados en los capitulos 3 y 4. Se muestrearon dos abejas obreras del
interior de cada colonia. Las muestras fuemiocadas en tubos de 1y8L con etanol al 96% y
conservadas a20 °C. Posteriormente, se procedié al procesamiento de las mismas mediante
extraccién de ADN segun el protocolo descripto por Baruffi et al. (1995) y posterior amplificacion por

la técnica dAPCRRFLP.

1.2.2.2.1. Extraccion individual de ADN total

Se separo el torax del resto del cuerpo de cada abeja obrera utilizando una pinza y se seco en estufa
a 37 °C. Cada térax fue puesto en un microtubo deril,5 mantenido en hielo. A cada tubo se le
agregd 20QuL de buffer de extraccion (NaCl 100 mM; Sasa 200 mM; TrisiCl pH 9,1 100 mM;
EDTA 50 mM; SDS 0.5% y agua bidestilada), junto ghde proteinasa K (10mgil). Se realiz6 la
homogenizacién de los tejidos y se adicioné a cada tubquR6Gs de buffer de extraccion. Los tubos
fueron incubados &5 °C durante 30 minutos mediante el uso dehgat block Posteriormente, se
afadio 50uLde KAc 8M a cada tubo y se mezclaron por inversién. Los tubos fueron mantenidos en
hielo durante 30 minutos (incubacion en frio) y luego fueron centrifugados duttht@inutos a
14.000 rpm. Se transfiri6 el sobrenadante de cada tubo a otro limpio y se realiz6 una nueva
centrifugacion durante 10 minutos a 14.000 rpm. Se agregd FNAsa 1 mgilLa cada tubo y se los
incub6 30 minutos a 37 °C (incubacién en calogghise adicionaron a cada tubo p0de NaAc 3M

y 800puL de etanol absoluto (frio), y se centrifugaron durante 10 minutos a 14.000 rpm. Luego de la
centrifugacioén, se descartaron los sobrenadantes por inversion. Se repitié el lavado cph d#0
etanol 7®0. Finalmente, los tubos se secaron a 37 °C hasta la evaporacion total del etanol. Se

resuspendié el ADN en 3.de TE (10:1). Los tubos fueron conservados en freeZr &C.

Para analizar la calidad del material genético obtenido se realizaron etzesef en gel de agarosa
0,8% pl/v erbuffer TBE 0.5X (Tris Base 10,8 gr/It; Acido Boérico 5,5 gr/lt; EDTA 0,7 gr/lt) ynl aeg/
bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). Las corridas electroforéticas se realizaron a intensidad de
corriente constante (3@nA) 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. Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez extraido el ADN, se realizé6 medid@@R la amplificacion de la region intergémitacromo
oxidasa } citocromo oxidasa (toxXkcox? del ADN mitocondrial d&. melliferasegin la metodologia
descripta por Lob&egura (2000) y Hall & Smith (1991) y puesta a punto en nuestro laboratunte (C
et al., 2008; Agra et al., 2018). Se utilizaron los siguientes cebadores espdoificasd MTHSF: 5
TCTATACCACGACGTTAT WeverseMT2: 5-GATCAATATCATTGATGACC

Para cada muestra, se coloc6 en una placa de 96 pocillbsld ADN, 4iLde HO y 1L de mezcla

de PCR. La mezcla de PCR consistidifer Idaho 1X (500 mM trislCl pH 8,3; 20% Sacarosa; 30 mM

MgCh; 2,5 mgmLBSA); dNTPs 200 uM; cebadflamward: MTHSF 0,5 uM; cebadmverse MT2 0,5

MM; taq polimerasa (Inbio Highway) 0,04Wy HO bidestilada hasta completar el volumen final (20

pD). 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 llevé 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 amplificaci¢ 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 (Byrdi¢éne) y

analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft).

1.2.2.2.3. Andlisis de patrones de restriccion (PRIR_P)

Se realiz6 la digestién de los productos de PCR obtenidos utilizando la etizii{romega) durante

4 horas a 37 °C. Para ello se utitralOpLde templado; JuLBuffer B 10X; 0,dLBSA 10 ngnL; 0,1

pL enzimaHinfl (10UQL) y 7,7 L agua bidestilada estéril. Para analizar el patron de restriccion
obtenido se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 3%, durante tres horas dJd@nvaz
finalizada la corrida electroforética, las imagenes fueron capturadas con un fotodocumentador de luz
UV (Syngene) y analizadas con Photoshop (Adobe MicroSeftanalizé el patron de restriccion
obtenido mediante la comparacion con estdndares déenrencia de los diferentes linajes de

melliferadescriptos en bibliografia (Conte et al., 2008; Agra et al., 2018).
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1.2.2.3. Evaluacién de parametros poblacionales\dledestructor

De forma simultanea a la estimacién de la poblacion de abejas ada#astimo la carga forética de

V. destructoren las 25 colmenas d&. melliferamencionadas. Dichas estimaciones se realizaron
mensualmente (septiembrenayo) durante dos temporadas consecutivas (20068). De forma
similar, la carga parasitaria en catdde cria se estimé mensualmente en los momentos de la
temporada con disponibilidad de cria cerrada (septiemberzo) durante las mismas dos
temporadas. Para garantizar la supervivencia de las colmenas, se las traté anualmente (mes de mayo)

con acaricida de sintesis, segun el calendario apic@ladpbino 2015).

1.2.2.3.1. Dinamica temporal de las poblaciones\dedestructoren abejas adultas\(arroaforética)

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 facilitlesprendimiento de los 4caros del cuerpo de

las abejas y, de esta manera, el conteo efectivo de los mismos. Para la realizacién del conteo, las
muestras (frascos) de todas las colmenas fueron llevadas al laboratorio. Los frascos se agitaron
vigorosamente drante unos minutos, se vacio 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 akegoinacta recoleccion de

los acaros. Finalmente se contabilizaron las abejas y los acaros presentes en cada muestra. Para
obtener el porcentaje d&. destructoen estado forético (%VF) se utilizé la siguiente férmula: (N° de
acaros desprendidos /N° dabejas de la muestra) x 100 (De Jong et al., 1982 modificada por
Marcangeli, 2000; Dietemann et al., 2013).

Figura 20Fotografias de la toma de muestras (izquierda) y del conteo de acaros (derecha) para la
determinacion de la parasitacion en abejasiias (%VF).
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1.2.2.3.2. Dinamica temporal de las poblaciones\edestructoren celdas de criaMarroaen cria)

De cada colonia, se tomaron cuadros que contenian planchas homogéneas de cria operculada, de
aproximadamente 16 dias de edad (pupas de mysados). 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 retird el contenido
de cada una de las celdas cuidadosamente para el registro de la presentiaeitructorsobre 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 4caro. Se contabilizé el nUmero de celdas infestafas con
destructory se determiné el porcentaje de infestacion \daroaen Cria (%VC) segun Dietemann et

al. (2013).

Figura 21 Fotografias del manejo de cuadros de cria de abejas para la determinacion de la
parasitacion poWV. destructoen la cria de las abejas (%VC).

1.2.2.3.3. Andlisis estadistico

Los datogle VF y VC se analizaron mediante el uso de un modelo lineal mixto general (GLMM) con
una funcién binomial o de distribucién y enlace logit (N° de abejas con acaros vs. N° de abejas sin
acaros; N° de celdas con acaros vs. N° de celdas sin acaros) camdalet mes y la temporada como
factores fijos y la colonia como factor aleatorio. Se utiliz6 la razon de probabilidattissratiq para
comparar los datos de VF y VC entre condiciones (factores o niveles de un factor). Se realizaron
multiples comparacif Sa dzial yR2 fF LINHzS o6l RS CA&AKSNI [{5 oh
analizé la dispersion de los residuos. Los residuos aleatorios se analizaron con la prueba de Shapiro
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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1.2.2.4. Caracterizacién del comportamiento de higiene hacia el 4caro en las colonfasndellifera

Semidi6 el comportamiento higiénico de las abejas hacia celdas artificialmente infestadas con
destructoren un subconjunto de 12 colmenas del apiario experimental del Instituto de Genética, en
los meses de diciembre, febrero, marzo y abril durante dogpt@adas consecutivas (20P818). Las

mediciones del comportamiento se realizaron dos veces por mes.

1.2.2.4.1. Obtencion d&. destructore infestaciones artificiales

Utilizando la metodologia descripta en la seccion 1.2.2.3.1., se analiz0 la carga forgticesteuctor

en colonias establecidas en el apiario experimental del Instituto de Investigacion en Tecnologia de
Alimentos, INTA (coordenadas: 34° 35' 56,2"348800,2"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 azlcar impalpable (Dietemann et al., 2013) (Figura 22).

Brevamente, 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 4caros
foréticos fueron limpiados y acondicionados unana 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 acaros que no se podian separar a las

cerdas del pincel fueron considerados insalubres y se descartaron.

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

De cada colonia se eligi6 un cuadro con abundante cantidadetiias 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 derigen. Cinco horas mas tarde, se identificaron las celdas de cria
recientemente operculadas y se infestaron artificialmente con un &caro (Figura 23). Para ello, se abrio
el opérculo de cada celda de cria con un bisturi y se introdujo una hembra fundaediante 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 cadon
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Figura 23Fotografia sobre el procedimiento de infestacion artificial de celdas de cAardellifera
con hembras fundadoras dé destructor

1.2.2.4.2. Evaluacion de la remocion de celdas de cria y parametros reproductivos de los acaros

Once das después de la infestacion artificial, se revis6 cada celda y se realiz6 el recuento del nUmero
de celdas con cria removida. Se estim6 el comportamiento higiénico hacia el &caro mediante el calculo
del porcentaje de remocion de las celdas (numero delaselremovidas 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 &caros: fdilad (proporcion de acaros hembra con al menos una cria);
descendencia no viable (DNV, proporcion de &caros hembra con descendencia pero sin hijas maduras);

y reproduccion anormal (RA, suma de la proporcion de acaros sin cria 'y DNV).

1.2.2.4.3. Andlisigstadistico

Los datos se analizaron mediante el uso de un modelo lineal mixto general (GLMM) con una funcion
binomial o de distribucion y enlace logit (celda con cria removida vs. celda con cria no removida, acaros
fértiles y acaros sin cria, DNV vs. ésavivos sin DNV (&caros sin cria + acaros con reproduccion
normal) y RA (&caros sin cria + DNV) vs. &caros con reproduccion normal) considerando la colonia y el
mes como factores fijos, la categoria como una covariable y la temporada como factor ale€g¢orio

utilizaron razones de probabilidaddds ratio$ para comparar los datos de remocion de celdas y de
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todos los casos se ensay0 y analiz6 la dispedédos residuos. Los residuos aleatorios se analizaron

con la prueba de ShapHwilks. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada, se utilizo el
criterio de informacién de Akaike. Todos los analisis se realizaron utilizando la funcion ginter en e

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

60



1.3. RESULTADOS

1.3.1. Evaluacion de pardmetros poblacionalesAlemellifera

La dindmica poblacional de las coloniaddenelliferaestudiadas mostro un patron similar en ambas
temporadas analizaab, sin diferencias significativas entre éstas (TesChieuadrado; P=0,9396;

Figura Suplementaria 1). Sin embargo, fue posible detectar una variacién estacional significativa en la
poblacion de abejas obreras de las colonias (TesCliuadrado; P=0,0026; Figura 24). Estos
resultados son concordantes con lo esperado para la dinAmica estacional de las poblaciones de abejas
meliferas en clima templado, donde el nimero de abejas obreras dentro de la colonia aumenta
durante la primavera (385% de las colonias se encuentran en categoria Il y 1ll), llega a ser maximo
en el verano (680% de las colonias alcanzan su méximo tamafio poblacional, categoria 1),
especificamente en febrero, siendo el tamafio poblacional significativamente diferergstemes
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
otofo, la cantidad de abejas obreras conzara reducirse, con el 8% de las colonias del apiario

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

resutados de ambas temporadas en conjunto.
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1.3.2.Caracterizacion genética de las colmenasAlanellifera

Se obtuvieron 100 muestras (dos abejas de cada una de las 25 colonias, para ambas temporadas
analizadas) de ADN de abejas obrerag dmelliferade cdidad y cantidad 6ptima para los andlisis de
caracterizacion genética. Estos parametros fueron evaluados mediante corridas en gel de agarosa
0,8% p/v (Figura 25), y la medicion de la concentracion e indices de calidad realizada con Nanodrop
1000 (Tabla Sugmentaria 2).

1 "2 3.4 5567 3* 9 10EIIN1213%14 15/ 16 17 18 19

Figura 25Corrida electroforética en gel de agarosa 0,8% p/v de muestras de ADN total de abejas
obreras de las colonias de melliferaanalizadas. Calle 1: marcador de peso moleddiA Ladder
Solis Biodyne 100 Kh00 pb a 3000 pb);alles 218: 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
coxXcox2 Todas las muestras analizadaglewciaron los fragmentos esperados de 848 y 847 pares

de bases descripto para el linaje C (Figura 26), segun los autoreSégbia (2000) y Hall & Smith
(1991).

Los patrones de bandas obtenidos luego de la digestion evidenciaron la presencia de aiferent
cantidad de sitios de reconocimiento de la enzHaf| 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 y 239 pares de bases), y dos bandas en las
colonias 114 y 1825, consistentes con los tamafios de bandas esperados para el haplotipo C1 (288 y
267-260 pares de bases) (Figura 27). Estos haplotipos fueron idénticos entre el primer analisis

(temporada2016) y el segundo (temporada 2018), indicando estabilidad en la genética del apiario.
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Figura 26 Productos de amplificacion por PCR para la regién mitocormkdlcox2de muestras de

abejas obreras pertenecientes a las coloniag\dmelliferaanalizadas. 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 molecul®NA Ladder Solis Biodyne 100 b0 pb a 3000 pb); Callesl8:

Productos de PCR correspondientesigunas de las colonias analizadas; calle 19: Control negativo.
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Figura 27Patrén de bandas de PE&¥LP para la regi@xkcox2en muestras de abejas obreras de
las colonias dé. melliferaanalizadas. La fotografia corresponde a una corrida elecétiéa en gel
de agarosa 3% p/v de los productos de E@&-cox2digeridos con la enzimidinfl. Calles 1y 15:
marcador de peso molecul&NA Ladder Solis Biodyne 100b@0 pb a 1500 pb); Calle®9? 13:
productos de restriccidn de muestras pertenettis 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 andlisis de los datos obtenidos por FRERP se puede desprender que la totalidad de las colonias
analzadas 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 (M=) liéferaestablecidas

en el apiario analizado presentaron haplotipo C2J (FigUra 28

HmCl mc2)

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

1.3.3. Evaluacién de parametros poblacionales\dedestructor

1.3.3.1.V. destructoren abejas adultas\(arroaforética)

No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de parasitacion entre las colonias ni entre
las temporadas analizadas (Test dehicuadrado; P=0,2218), evidenciando una relativa
homogeneidad en los niveles de parasitacion dentrbagario y entre afios (Figura Suplementaria

2). De forma consistente a lo observado para la poblacién de abejas, el patrén obtenido para las cargas
foréticas del parasito en las colonias evidencié una variacion estacional significativa (Tdst de
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 medigdosales 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 parasitacién (con un valor
promedio de 6,8%) (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 viauitiemhacia
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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 29Valores medios (error estanday del porcentaje dé&/. destructoen estado forético (%VF)
en las colmenas d&. melliferaevaluadas 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 resultadesGLMM (P<0,05).

1.3.3.2.V. destructoren celdas de criaMarroaen 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 (Te€hédmuadradg 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 (Teste Chicuadrado; P<0,00% Tabla Suplementaria 4) (Figura 30). En
particular, durante la primavera (septiembre, octubre y noviembre) y el principio d