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Deteccion de agentes virales presentes en apiarios destinados a la
produccién de material vivo y evaluacion de estrategias para su control
mediante ARN interferente

RESUMEN

En el sector apicola, Argentina se posiciona como uno de los principales actores a
nivel global. La actividad local se destaca principalmente en la produccion de miel a granel
y otros productos obtenidos de la colmena (cera, polen, propoleos, y material vivo),
ocupando Argentina los primeros lugares entre los paises productores y exportadores de
miel. Por otro lado, la produccion de material vivo tiene como objetivo aportar a otros
apiarios, nucleos de abejas, abejas, celdas reales y reinas con caracteristicas que garanticen
colmenas con niveles de productividad y sanidad éptimas. Sin embargo, la productividad de
la colmena se ve atentada por diversos factores, siendo de relevancia los agentes bioldgicos
como patdgenos y ectoparasitos. En nuestro pais, se demostré la presencia de diferentes
virus, entre los cuales se puede mencionar el Virus de alas deformadas (DWV), Virus de la
cria ensacada (SBV), Virus de la parélisis aguda de las abejas (ABPV), Virus de la parélisis
cronica de las abejas (CBPV), Virus de las celdas reales negras (BQCV) y el Virus de la
paralisis israeli de las abejas (IAPV); estos virus se pueden transmitir de forma horizontal y
algunos de ellos de forma vertical. Respecto a las estrategias de control de las virosis en
abejas, el silenciamiento génico o ARN interferente (ARNi) aparece como una posible
metodologia para tal fin. Se ha demostrado que mediante la ingestion de ARN doble cadena
especifico contra genes virales, es posible lograr una disminucion de la incidencia del
mismo en la colmena. El objetivo de esta Tesis fue estudiar la presencia de agentes virales
en cabafas apicolas y evaluar estrategias para el control de virus. Este trabajo implico el
primer relevamiento de virus de abejas en cabafas apicolas de la Argentina, los virus mas
prevalentes fueron ABPV, BQCV y DWV; ademas, en cabafias con grandes pérdidas en la
produccién de celdas reales, los agentes implicados fueron BQCV y ABPV. Por otro lado,
se evaluo la administracion de ARNiI en bioensayos con abejas adultas en los que, por
primera vez se logro disminuir de manera significativa la mortalidad provocada por ABPV.

Es importante seguir desarrollando metodologias de control de virus con el fin de disminuir
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pérdidas en la produccion de material vivo y comercializar productos con la mayor sanidad

posible.

Palabras clave: Virus de abeja, cabafias apicolas, silenciamiento génico, ABPV, BQCV
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Detection of viral agents in queen rearing apiaries and evaluation of

control strategies by RNA interference.

ABSTRACT

In beekeeping activity, Argentina is one of the most important exporters at global
level. Local activity involves honey production and other beehive products (royal jelly, bee
pollen, propolis, bee venom, beeswax, queen bees, queen cells and package bees). For
decades, Argentina has been one of the most important producers and exporters worldwide.
Bee queen rearing is a beekeeping activity that provides beekeepers with bee’s nuclei and
gueen bees with characteristics that guarantee optimal levels of productivity and health.
However, biological agents such as pathogens and parasites affect hive productivity. In our
country, the presence of different viruses has been described; among them, it is important to
mention the Deformed Wings Virus (DWV), Sacbrood Virus (SBV), Acute Bee Paralysis
Virus (ABPV), Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV), Black Queen Cell Virus (BQCV),
and Israeli Bee Paralysis Virus (IAPV). These viruses can be transmitted horizontally and
some of them, vertically. About strategies for controlling viruses in bees, gene silencing or
interfering RNA (RNAI) is one of the most promising strategies. Previous reports described
that ingestion of specific double-stranded RNA against viral genes triggered a decrease in
its incidence in the hive. This Thesis proposes to study the presence of viral agents in queen
rearing apiaries and to evaluate strategies for their control, focused on the use of RNAI.
This work reported the first bee virus detection in queen rearing apiaries from Argentina,
the most prevalent bee viruses were ABPV, BQCV y DWV; in addition, ABPV and BQCV
were detected in queen rearing apiaries with large losses in the production of queen cells.
On the other hand, the administration of RNAI was evaluated in bioassays with adult bees
and, for the first time, it was possible to significantly reduce the mortality caused by
ABPV. It is relevant to developed bee viruses control strategies in order to decrease the

losses in the production and to commercialize healthy bee products.

Keywords: Bee viruses, queen-rearing apiaries, gene silencing, ABPV, BQCV
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INTRODUCCION GENERAL

Apicultura Argentina

La apicultura argentina destina mas del 95 % de la produccién de al mercado
externo. Argentina es el pais con mayor cantidad de colmenas del hemisferio sur.
Actualmente ocupa el 7° lugar como productor de miel y el 2° como exportador. (Ministerio
de Hacienda, Presidencia de la Nacion Argentina, 2018). Asimismo, la produccién de miel
argentina representa el 70% de la miel de América del Sur, el 25% de América y el 6% del
total mundial. Las exportaciones argentinas de miel en la Gltima década alcanzaron un
promedio anual de 70.000 toneladas, y al mercado interno se destina un promedio anual de
6.000 tn. Actualmente, el sector apicola aporta un ingreso superior a los 200 millones de
ddlares anuales por la exportacion de miel. En relacion con las exportaciones de reinas y
material vivo, en los Ultimos afios se registr6 un volumen promedio anual de 21662
unidades, generando ingresos al pais del orden de los U$S 284000 (Ministerio de Economia
Argentina). Ademas, existen otros productos y servicios como propéleos, polen, jalea real,
cera, apitoxina y polinizacion de cultivos, cuyo comercio se encuentra en crecimiento. Por
otro lado, la apicultura contribuye a la biodiversidad ambiental y a la produccion de
alimentos, ya que en el mundo el 74% de los cultivos dependen de la polinizacién natural,

elevando los beneficios del sector agropecuario.

La actividad apicola argentina estd presente en 22 provincias, provocando un
importante impacto en las economias locales, especialmente en las regiones alejadas de los
centros urbanos, donde genera empleo para mas de 100.000 personas de manera directa e
indirecta. Segun informes del RENAPA (Registro Nacional de Productores Apicolas), esta
actividad es desarrollada, actualmente, por algo mas de 15.306 apicultores que cuentan con
3.548.894 colmenas georreferenciadas de las cuales 28.127 son certificadas como organicas
(SENASA, 2020). Ademas, hay inscriptas 25 cabafias apicolas en el registro nacional de
apiarios de crianza (figura 1). Estas cabafias que producen material vivo constituyen un
elemento esencial que contribuye especialmente a mejorar la productividad apicola local.
La produccion de material vivo es una actividad clave en la apicultura, ya que provee
nuevas reinas para reemplazar a las que envejecen, contribuye a reducir la enjambrazon,

aumentar la cria y la produccion de miel, permite iniciar nuevas colonias y cambiar ciertas



caracteristicas genéticas en la poblacion (Dietemann et al., 2013). Otros productos que se
obtienen son celdas reales, reinas fecundadas, nucleos, paquetes de abejas y cualquier otro
producto apicola vivo, los cuales son generados bajo un sistema que pretende asegurar la
calidad de los mismos. En Argentina, las cabafias son sometidas a dos inspecciones
sanitarias obligatorias anuales (inspeccion de otofio e inspeccidn de primavera) realizadas
por un inspector sanitario apicola, acreditado por el SENASA; ademaés, el propietario o el
responsable sanitario de la Cabafia debe realizar inspecciones sanitarias y monitoreos de
Varroosis y Nosemosis cada 30 dias, durante el periodo de produccion, cuyos resultados se
presentan en el Registro Sanitario del establecimiento (SENASA, Resolucion N°
278/2013). Aun asi, esta actividad no esta exenta de las principales amenazas que afectan a
la apicultura, como el incremento de los problemas sanitarios potenciados por los cambios

en los ecosistemas que generan la actividad antropogénica y el cambio climatico global.

{) CABANAS APICOLAS

APIARIOS

Figura 1: Mapa de densidad de apiarios y ubicacion de las cabafias apicolas. Figura realizada con
Biorender.com



Factores ambientales, parasitos y enfermedades que afectan a las abejas

Numerosas amenazas afectan a las abejas; entre ellas se pueden nombrar a los
productos toxicos, el cambio en los ecosistemas, especies invasoras, enfermedades
causadas por patégenos y parésitos (figura 2). Entre los factores climéticos, la temperatura,
precipitaciones y humedad relativa influyen de manera directa e indirecta tanto a la
produccién como a la sanidad apicola. La temperatura afecta las actividades que realizan
las abejas tanto fuera como dentro de la colonia. Las actividades externas incluyen el vuelo
para la busqueda de alimentos o las acciones de la reina y zanganos; por otro lado, las
actividades dentro de la colonia involucran la alimentacion de las crias, almacenamiento de
alimentos y la homeostasis de la colonia a un rango adecuado de temperatura que varia de
33° a 36° C (Kleinhenz et al., 2003). Ademas, los rasgos fisiologicos de los insectos estan
determinados por las temperaturas ambientales, los cuales pueden influir en sus
interacciones con patdgenos como los virus, contribuyendo a las variaciones estacionales en
las incidencias de los mismos (Dalmon et al., 2019). Otro factor importante es la humedad
relativa (HR), la cual, dentro de la colonia puede ser regulada por las abejas (Li et al.,
2016), en caso de condiciones de baja HR, las abejas muestran un comportamiento
especifico, como la evaporacién del agua de néctar y forrajeo para la recoleccion de agua
para aumentar la HR (Human et al., 2006); durante una HR elevada, el comportamiento de
ventilaciéon reduce la HR para estar dentro del rango éptimo. Sumado a esto, es muy
importante para la eclosién de huevos, el rango 6ptimo de humedad relativa para una
normal eclosion es del 90 al 95%. Una humedad relativa mas alta 0 mas baja reduce
significativamente el nimero de huevos normalmente eclosionados (Doull, 1976). Por otra
parte, para la cria in vitro de larvas de abejas meliferas, se sugirié una temperatura de 34° C
y HR de 96% (Aupinel et al., 2005; Silva et al., 2009) o HR del 90% (Kaftanoglu et al.,
2011). Ademés, se ha encontrado que una HR baja (del 50% al 15%) impacto

negativamente sobre la supervivencia de las abejas adultas (Abou-Shaara et al., 2012).

La sanidad de las colmenas también se ve amenazada por ectoparasitos y patdogenos
(bacterias, virus, hongos), los cuales pueden provocar dafios que van desde una
disminucion en la produccion hasta la mortalidad de las colonias. Estos pueden actuar en
forma individual o interactuando entre ellos (Allen & Ball, 1996; Martin, 2001; Sumpter &

Martin, 2004). Entre las parasitosis, la producida por el acaro Varroa destructor, es



considerada una de las principales causas de disminucién en la produccién de miel y
pérdida de colmenas ya que influye de manera negativa, no solo en el individuo sino en la
colonia completa (Guzman-Novoa et al., 2010; Le Conte et al., 2010). El ciclo de vida de
este acaro involucra dos etapas distintas, la fase forética, ocurre en la abeja adulta y la fase
reproductiva, dentro de una celda de cria de abeja (figura 3). La invasion de la celda de cria
ocurre algunas horas antes de que se selle una celda que contiene una larva de abeja. Dentro
de la celda, el acaro se alimenta de la hemolinfa de la pupa y pone sus huevos en la
superficie de la pared celular, estos huevos producen primero un macho y luego algunas
hembras. Las crias se aparean entre si de modo que, cuando la abeja adulta sale de la celda,
tanto la hembra invasora como las crias del &caro abandonan la celda. Luego se transfieren
a una abeja adulta, donde pasan a la fase forética, antes de ingresar a una celda de cria para
reproducirse nuevamente. En las abejas adultas, los acaros se fijan a los esternitos, perforan
la cuticula y debilitan al individuo afectando su comportamiento y provocando
desorientacion en el vuelo. Ademas, se alimentan de los cuerpos grasos de las abejas
considerados el centro homeostatico de las abejas adultas, 1o que compromete su estatus
nutricional e inmunolégico (Ramsey et al., 2019). Por otro lado, los acaros machos no
pueden sobrevivir fuera de la celda y mueren. Respecto a los acaros hembra, pueden pasar

por dos o tres ciclos a lo largo de su vida (Nazzi & Le Conte, 2016).

Ademés, Varroa destructor también actla como vector de numerosas Virosis,

aumentando de esta forma el dafio sobre la poblacion de abejas.
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Figura 2: Representacion esquematica de los principales patogenos que afectan a Apis mellifera.
Entre los patdégenos se mencionan los siguientes virus: Virus de las celdas reales negras (BQCV),
Virus de las alas deformadas (DWV), Virus de la cria ensacada (SBV), Virus filamentoso A.
mellifera (AmFV), Virus de Cachemira (KBV), Virus israeli de la paralisis aguda (IAPV), Virus
varroa destructor (VDV), Virus de la paralisis aguda de las abejas (ABPV). (Modificado de:
Lannutti et al., 2022)
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Figura 3: Ciclo de vida de Varroa destructor en fase reproductiva y fase forética. (Modificado de:
Nazzi & Le Conte, 2016)

Otra de las patologias en los apiarios, es la presencia de Nosemosis, una enfermedad
parasitaria intestinal y contagiosa, descripta por primera vez en el afio 1909 (Zander, 1909);
es causada por el hongo microsporidio denominado Nosema apis, que parasita las células
de la pared interna del intestino de las abejas causando, muerte prematura, incapacidad para
el vuelo, temblores de alas y movimientos espasmoddicos. Produce ademas, una
disminucion de la vida media de las abejas debido a la reduccidn de reservas proteicas. Otro
signo clinico frecuente, es la diarrea muy liquida y de color marrén mas o menos oscuro,
perceptible en piquera y en el interior de los cuadros (Kang et al., 1976). La tolerancia a
otras enfermedades es menor cuando las colonias estan afectadas por Nosemosis, ya que
algunos virus que ingresan al organismo de la abeja por via digestiva encuentran el medio
optimo para su desarrollo en aquellos individuos, cuyos intestinos se encuentran alterados
por la accion del parasito. La enfermedad puede ser diagnosticada mediante el conteo de
esporas (SENASA, 2020).



Virus que afectan a las abejas

Entre los patdgenos, los virus se destacan por el nivel de dafio que son capaces de
producir en la colmena. Hasta el momento, gracias a las nuevas tecnologias de
secuenciacion masiva, se detectaron en el mundo mas de 70 virus en abejas meliferas
(Beaurepaire etal., 2020). Muchos de ellos, pertenecen a las familias Districtoviridae
(Virus israeli de la paralisis de las abejas, IAPV; virus de las abejas de Kashmer, KBV,
Virus de la pardlisis aguda de las abejas, ABPV; Virus de las celdas reales negras, BQCV)
e Iflaviridae (Virus de alas deformadas, DWV; Virus kakugo, KV; Virus varroa destructor
1, VDV-1/DWV- B, Virus de la cria ensacada, SBV; Virus de la parélisis lenta de las
abejas, SBPV), mientras otros no estan clasificados, como el Virus de la paralisis cronica
de las abejas (CBPV) o el Virus del lago Sinai (LSV). Avances recientes en metagenémica
han permitido identificar nuevos virus en abejas y otros polinizadores; incluyendo el Virus
Macula-like de abeja (BeeMLV) de la familia Tymoviridae, Osmia cornuta nudivirus
(OcNV) de la familia Nudaviridae, Apis rhabdovirus (ARV-1), A. mellifera iflavirus y A.

mellifera feranovirus, entre otros (Hartmann et al., 2015; Hou et al., 2017).

El genoma viral de la mayoria de los virus descritos es de ARN de cadena simple y
polaridad positiva cubierto por una capside proteica. Estd unido covalentemente a una
proteina de virion ligada al genoma (VPg) en el extremo 5’ y posee una cola poli(A) en el
extremo 3’°. Ademas, los genomas de varios virus de las abejas meliferas estan organizados
en dos maneras (Chen et al., 2006). Por un lado, los genomas de ABPV, IAPV y BQCV
son bicistronicos monopartitos con genes no estructurales en el extremo 5’ y genes
estructurales en el extremo 3’ organizados en dos marcos abiertos de lectura (ORF)
separados por una region intergénica no traducida (IGR). La region 5’ UTR y la region IGR
entre los dos ORF puede iniciar eficientemente la traduccion con el sitio de entrada
ribosomal interno (IRES) (Figura 1 A), y por otro lado, los genomas de SBV y DWV son
monocistronicos monopartitos con genes estructurales en el extremo 5° y genes no
estructurales en el extremo 3’; poseen ademas, un solo ORF (Figura 4 B). Los virus de
ARN tienen altas tasas de mutacion y a menudo, forman diversas poblaciones de variantes
0 cuasi-especies (J. Kevill etal., 2017). Por el contrario, se han identificado muy pocos
virus con genomas de ADN, como el virus filamentoso A. mellifera (AmFV) (Hou et al.,
2017) y OcNV (Galbraith et al., 2018).
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Figura 4: Representacion esquematica de los genomas virales de las abejas meliferas. A:
Representacion esquematica de los genomas de ABPV, IAPV y BQCV. B: Representacion
esquematica de los genomas de SBV y DWV. Proteina del virién ligada al genoma (VPg), region
no traducida (UTR), sitio de entrada ribosomal interno (IRES), marco abierto de lectura (ORF),
region intergénica (IGR), poliproteina estructural 1 (VP1), poliproteina estructural 2 (VP2),
poliproteina estructural 3, poliproteina estructural 4 (VP4), cola de nucleétidos A (Poly A).
(Modificado de: Chen et al., 2006).

DWV es uno de los principales virus que afectan a la abeja melifera. Se han descrito
tres variantes, que comprenden DWV-A, DWV-B (también conocido como V. destructor
virus-1) y DWV-C. Las variantes de DWV-C agrupan todas las secuencias resultantes de la
recombinacion entre DWV-A y DWV-B (J. L. Kevill etal., 2019). DWV se propaga a
través de varias rutas de transmision y el ectoparasito V. destructor funciona como un
vector eficiente dentro de la colonia (Posada-Florez et al., 2019). Este virus infecta a todas
las castas de abejas (zadngano, obrera, reina) y se ha detectado en todas las etapas de
desarrollo de A. mellifera (huevo, larva, pupa y adulto). La infeccion por este virus se
asocia con la aparicion de abejas con deformidades en las alas, imposibilitando su vuelo, lo
que da como resultado una esperanza de vida mas corta que se manifiesta a nivel de colonia

por una disminucidén progresiva del tamafio de la poblacion (Anguiano-Baez et al., 2016)
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SBV se describié por primera vez en 1913 y fue caracterizado en 1964 (Bailey
etal., 1964). La larva de aproximadamente 2 dias es la méas susceptible. La diseminacion
inicial en la colmena comienza cuando las abejas se infectan al remover las larvas muertas
por este virus. Las particulas virales se acumulan en glandulas hipofaringeas y diseminan el
virus cuando alimentan larvas con sus secreciones glandulares; también contaminan el
polen de flores con sus secreciones (Chen & Siede, 2007). El virus replica en las larvas y
éstas se tornan amarillas pélidas, a medida que la infeccion avanza, la piel se engrosa y la
larva no puede evolucionar hacia pupa ya que no puede digerir su cuticula. Las larvas

guedan como un saco lleno de liquido.

CBPV fue el primer virus de abeja aislado y descrito de las abejas meliferas
(Genersch & Aubert, 2010), pero su familia y género actualmente no estan asignados. El
CBPV tiene una distribucion mundial y afecta a las colonias con dos tipos diferentes de
signos clinicos. El primer tipo incluye paralisis, temblor, abdomen hinchado y provoca que
las abejas se arrastren en el suelo por la imposibilidad de vuelo; el segundo incluye abejas
negras, sin pelo, con abddmenes méas cortos. En ambos casos, la colonia sufre pérdidas

masivas de abejas obreras (Dittes et al., 2020).

IAPV es uno de los virus mas estudiados porque puede infectar a todos los
miembros de la colonia y su deteccion se correlaciona fuertemente con el trastorno de
colapso de colonias (CCD) (Hou et al., 2014; Soroker et al., 2011). Al igual que con otros
virus de abejas, V. destructor es un vector eficaz de IAPV (Francis etal., 2013). La
infeccion por IAPV induce un amplio espectro de signos clinicos que incluyen paralisis y
temblor corporal. Sin embargo, ain no se ha resuelto si el sistema neuronal es el tropismo
preferido del virus. Deng y colaboradores, en el afio 2021, investigaron la abundancia viral
en diferentes tejidos de las abejas meliferas, detectando en la trdquea una mayor carga viral
que en otros tejidos. Los autores concluyeron que los signos de parélisis o los temblores
mitigaron la taquipnea inducida por la infeccién por IAPV (Deng et al., 2021). Este virus se
describié por primera vez como un patégeno distinto del KBV y el ABPV, segun la
secuencia de su genoma obtenida en Israel en 2004 (Maori et al., 2007). En un analisis
filogenético de 1APV, realizado por Palacios y colaboradores en el afio 2008, se informd la

existencia de al menos tres linajes distintos de 1APV; los autores también sugirieron la
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posibilidad de eventos de recombinacién e identificaron diferencias en las secuencias de

codificacion que pueden tener implicancias para la virulencia (Palacios et al., 2008).

BCQV esta asociado a la muerte de larvas y pupas de abejas reinas, las cuales se
tornan de color oscuro cuando son infectadas con este patdgeno (Bailey & Woods, 1977).
También causa mortalidad en abejas obreras adultas (Berényi et al., 2006). Es un virus muy
diseminado en los apiarios, en los que persiste como infecciones asintomaéticas de las abejas
obreras (Chen et al., 2006). Sin embargo, cuando la infeccion ocurre en las pupas de reinas,
el virus afecta las células de la piel, la cual se torna de un color amarillo palido y adquiere
un aspecto ensacado. A medida que la infeccidén avanza, las lesiones impiden la normal
evolucion de la pupa, llevandola a su muerte, oscureciéndola rapidamente (figura 5) y
adquiriendo la pared de la celda real el color de marrén oscuro a negro caracteristico
(Aubert, 2008). BQCV a menudo esta presente en las abejas infestadas con el parasito
microsporidio Nosema Apis (Allen & Ball, 1996) y puede potenciar la mortalidad causada

por este parasito.

Figura 5: Signos clinicos del Virus de las celdas reales negras. En la foto se muestra una pupa al

3er dia post infeccidn, con la sintomatologia tipica causada por este virus.

ABPV es un agente infeccioso comun de las abejas, frecuentemente detectado en

colonias aparentemente sanas (Tantillo etal., 2015). Estas infecciones a veces son
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exacerbadas y activadas por factores ambientales estresantes tales como infestaciones de
acaros, infecciones bacterianas, contaminacion y el uso habitual de quimicos e insecticidas
en la tecnologia agricola. ABPV afecta a todas las etapas de las abejas, pero los
hospedadores mas favorables para la multiplicacion del virus son las pupas (Sanpa &
Chantawannakul, 2009). La infeccion en adultos se caracteriza por una paralisis progresiva,
incluyendo temblor, incapacidad para volar, oscurecimiento gradual (figura 6) y pérdida de
cabello del torax y el abdomen (de Miranda et al., 2010).

I

Figura 6: Signos clinicos del Virus de la paralisis aguda de las abejas. A la izquierda se observa
una abeja adulta al 3er dia post infeccién con la sintomatologia tipica causada por este virus; a la
derecha se muestra una abeja adulta sana.

Inmunidad apicola

Las abejas poseen sistemas de inmunidad poblacional e individual; el primer caso se
refiere a aquellas acciones conductuales cooperativas entre los miembros de una colonia
que facilitan la eliminacion y control de factores estresantes. Entre ellas, se pueden
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mencionar: i) la recoleccion y uso de propdleos, los cuales poseen propiedades
antimicrobianas y antisépticas, e impermeabilizan y sellan las paredes de la colmena,
promoviendo temperatura y humedad estables para reducir cargas microbianas; ii) el
acicalamiento (autogrooming o allogrooming), un comportamiento en el que las abejas
usan sus patas y mandibulas para desprender un acaro de su cuerpo o del de otro miembro
de la colonia; iii) el comportamiento higiénico, que es la capacidad de las abejas de detectar
una cria enferma operculada para sacarla de la colmena; y iv) la fiebre social, que es el
resultado de la generacion de calor por parte de las abejas en el nido, lo que permite el

control de patdgenos en los hospedadores infectados (Larsen et al., 2019)

El segundo caso se refiere a los mecanismos de defensa individuales como las
barreras fisicas, el exoesqueleto, tubo traqueal y mucosa intestinal (Larsen et al., 2019).
Ademas, poseen un sistema de inmunidad innata que involucra respuestas celulares, como
los procesos de fagocitosis, encapsulamiento, nodulacién y melanizacion mediados por

hemocitos, granulocitos y plasmocitos que son transportados por la hemolinfa.

Sumado a esto y, como una segunda categoria de la inmunidad innata, existen
respuestas humorales que representan el sistema de defensa mas importante en insectos,
incluidas las abejas meliferas. Este mecanismo de defensa, es mediado por sustancias
quimicas y por péptidos antimicrobianos y en este sentido, las abejas presentan genes para
los componentes centrales de las cuatro vias intracelulares de sefializacion involucrados en
la activacion de los efectores de esta inmunidad: la via Toll (transducciéon de sefiales
transmembrana) esta involucrada en la defensa contra bacterias Gram (+) y hongos, la via
Imd (inmunodeficiencia) es activada por bacterias Gram (-), la via JINK (Jun N-terminal
quinasa) y via de sefializacion JAK/STAT (Janus quinasa/transductor de sefiales y activador
de la transcripcion) que producen la sintesis de péptidos antimicrobianos, y el ARNi que es
un importante mecanismo antiviral producido mediante el silenciamiento de genes (figura
7). Este mecanismo de silenciamiento de los virus es inducido por un ARN doble cadena
(ARNdc), que es clivado por una endonucleasa Dicer en pequeiios ARN inhibidores
(ARNsi) (Gammon & Mello, 2015). Estos siARNSs sirven como guias especificas de

secuencia para el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) para localizar y
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destruir moléculas de ARN homdlogos, incluidos los ARN virales (Gammon & Mello,
2015).
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Figura 7: Vias inmunitarias de las abejas meliferas. La activacién inmunitaria ocurre con el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP). En negrita se resaltan los
genes implicados en cada una de las vias. A continuacion se detallan las abreviaturas: via de
sefializacion Janus quinasa/transductor de sefiales y activador de la transcripcion
(Jak/STAT), proteinas que contienen tioéster (TEPS), supresor de la sefializacion de citoquinas
(SOCS); Mecanismo de &cido ribonucleico interferente (ARNi), &cido ribonucleico de doble cadena
(ARNdc), pequefios ARN inhibidores (ARNsi), complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC), peptidoglucano (PGN), proteina de reconocimiento de péptidoglicano LC (PGRP-LC), via
Jun N-terminal quinasa (JNK), receptores de reconocimiento de patdgenos (PRR). (Modificado de:
McMenamin et al., 2018)

Debido al impacto negativo que puede provocar la presencia viral en la produccion
apicola, esta Tesis aporta conocimiento sobre la presencia de virus de las abejas en apiarios
productores de material vivo de Argentina; y evalla una estrategia de control de virus
mediante el uso ARN interferente, ya que este es un importante mecanismo antiviral

producido de manera natural por las abejas.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la presencia de virus de las abejas en establecimientos productores de
material vivo con la finalidad de realizar una caracterizacion a nivel molecular de los
mismos y evaluar una estrategia de control para dos de los virus mas prevalentes, mediante

el uso de ARN interferente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Deteccion y caracterizacion de agentes virales en cabafias apicolas de la Argentina.

e Determinar mediante técnicas moleculares, la presencia de agentes virales (DWV,
ABPV, BQCV, CBPV, SBV e IAPV) presentes en establecimientos productores de
material vivo localizados en diferentes regiones de Argentina.

e Amplificar y secuenciar fragmentos genomicos de los virus ABPV y BQCV
obtenidos a partir de muestras tomadas en las cabafias apicolas, y realizar analisis
filogenéticos con secuencias de otros paises.

2. Desarrollo de una estrategia de control para ABPV y BQCV mediante la

administracién de ARN interferente

e Generar ARNdc correspondientes a fragmentos de genes de ABPV y BQCV a fin
de ser utilizados como blanco de silenciamiento.

e Evaluar in vivo, el efecto de la administracion oral de ARNdc especifico de ABPV y
BQCV en abejas adultas A. mellifera infectadas artificialmente con los respectivos

Virus.

HIPOTESIS

Las hipdtesis asociadas a los objetivos especificos que se pondran a prueba en esta
tesis son:

1. En los apiarios productores de material vivo pueden detectarse diferentes agentes virales

en formas de infecciones simples o multiples.

2. La presencia de agentes virales en abejas puede reducirse mediante el uso de ARN

interferente.
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DETECCION Y CARACTERIZACION DE AGENTES VIRALES EN CABANAS
APICOLAS DE LA ARGENTINA.

2.1 INTRODUCCION

Virus en cabafas apicolas

En condiciones Optimas de nutricion y sanidad, las abejas poseen mecanismos
individuales y poblacionales de resistencia que les permiten mantener la circulacion de
estos virus en niveles subletales. Esto puede deberse a que una colonia contiene entre
20.000 a 80.000 miembros y poseen mecanismos de inmunidad social e individual, que van
a contrarrestar la circulacién de diferentes patdgenos. De esta forma, pueden estar presentes
en las colmenas sin que las abejas muestren sintomas claros (Gauthier et al., 2007). Sin
embargo, los procedimientos metodoldgicos y la manipulacion frecuente utilizados en la
produccién de material vivo, exponen a las abejas a condiciones de estrés que podrian
determinar el incremento de la circulacion de ciertos virus (Gregorc & Bakonyi, 2012). En
el caso de cria de reinas, los virus pueden replicar de manera exponencial y determinar la
mortandad de las mismas, influyendo directamente en la disminucion de celdas reales y
reinas para la comercializacion y abastecimiento de otros apiarios, perjudicando la
comercializacion y economia tanto de los apiarios productores de material vivo como los
apiarios receptores de ese material. En varios estudios se detectaron virus en cabafas
apicolas, Gregorc y Bakonyi, hallaron un alto porcentaje de infeccion por ABPV en
colmenares de cria de reinas en Eslovenia (Gregorc & Bakonyi, 2012). Por otro lado,
Ravoet y colaboradores en el afio 2015, describieron la presencia viral en huevos de reinas
en un control sanitario de un programa de crianza, evidenciando la transmision vertical de
los virus (Ravoet et al., 2015). Prodelalova, en el afio 2019, detecté genoma viral en el 91%
de las muestras de semen de zanganos aparentemente sanos utilizados para la inseminacién
artificial, lo cual indica una via de transmision de virus de abejas favorecida por la

comercializacion (Prodélalova et al., 2019).

Por otro lado, se estudié la aparicion de ABPV, BQCV y DWV en obreras y reinas
durante la produccion de reinas en diferentes castas (obreras, nodrizas y reinas) y en los
materiales de colonias (tejido y heces de reinas) durante dos afios consecutivos. Los virus

se detectaron esporadicamente durante las etapas de desarrollo de la reina (Zvokelj et al.,
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2020). En el primer afio del experimento BQCV fue detectado en todas las muestras de
obreras en ndcleos de apareamiento, mientras que la prevalencia del mismo virus en reinas
fue del 50% (reinas colectadas de diferentes nicleos de apareamiento). El siguiente afo, la
prevalencia de BQCV en nucleos de apareamiento fue baja (4.2%) y todas las muestras de
reinas fueron negativas para BQCV. Ademas, trece muestras de reinas (72%) fueron
positivas para DWV en el segundo afio del experimento. Aunque se detectdé DWYV en reinas
y heces de reinas, las obreras del mismo nucleo a menudo estaban libres de DWV. La
aparicion de ABPV en reinas fue poco frecuente. Los resultados del trabajo mencionado,
indican que estos tres virus de abejas meliferas estan presentes cuando se crian reinas, pero
parecen asintomaticos para las abejas infectadas (Zvokelj et al., 2020). Este trabajo refuerza
el hecho de que muchas veces los virus estan presentes generando infecciones subclinicas,
por lo que la comercializacion de reinas (y otros productos de las cabafias apicolas) puede
constituir una fuente importante de dispersion de estos patdgenos en las colmenas

receptoras.

Virus en Argentina

En Argentina, los estudios de los virus capaces de infectar a las abejas son escasos;
sin embargo, se detectd la presencia de varios virus que afectan a las abejas de la miel,
particularmente, ABPV, CBPV, SBV (Reynaldi et al., 2010), IAPV (Reynaldi et al., 2011),
BQCV y DWV (Ding et al., 2016). En otros trabajos, se encontré una asociacion positiva
entre los niveles de infestacion de Varroa y la prevalencia de DWV (Giacobino et al., 2016;
Reynaldi et al., 2010).

Por otra parte, en un trabajo realizado por Molineri, en el afio 2017, se detecto la
presencia de virus en colonias situadas en condiciones agroecologicas diferentes (clima
templado y subtropical): DWV (35%), ABPV, (21,5%), BQCV (8,0%), CBPV, (2,2%) y
SBV (1,1%); sin embargo, no se detectaron KBV, ni IAPV en las colonias analizadas.
Ademas, la combinacién de DWV, ABPV y BQCV fue la co-infeccion por virus triple mas

frecuente observada en este estudio (Molineri et al., 2017).
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Por otro lado, Quintana describié una alta prevalencia de AmFV en colmenares
argentinos, éste fue un estudio retrospectivo de muestras de abejas meliferas que revel6 que
AmFV estuvo presente en Argentina desde el afio 2006 (Quintana et al., 2021).

Como se menciond, en Argentina se reportd la presencia de diferentes virus en
apiarios productores de miel (Ding et al., 2016; Molineri et al., 2017; Quintana et al., 2021,
Reynaldi etal., 2011; Salina et al., 2021), pero hay poca o nula informacion sobre la
presencia viral y su influencia en la produccion de material vivo.

Por lo tanto, dado que hay poca o nula informacién sobre secuencias virales
argentinas, es de suma importancia secuenciar las cepas argentinas circulantes de virus para
identificar posibles relaciones con cepas de otros paises.

En este capitulo se describe la deteccion mediante técnicas moleculares de la
presencia de agentes virales (DWV, ABPV, BQCV, CBPV, SBV e IAPV) presentes en 13
cabafias apicolas de diferentes provincias de Argentina; y la caracterizacion mediante la
secuenciacion de fragmentos genémicos de los virus ABPV y BQCV con el fin de realizar

analisis filogenéticos con secuencias de otros paises.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Area de estudio

La toma de muestras se realiz6 en 13 establecimientos productores de material vivo
de distintas regiones y climas del pais pertenecientes a las provincias de Entre Rios,
Cordoba, Santa Fe, Tucuman, Mendoza y Buenos Aires (figura 8, cuadro 1). Se
recolectaron un total de 439 muestras de abejas nodrizas provenientes de 424 colonias y 15
pupas de reinas (con signos de infeccion viral) durante el periodo comprendido entre 2015
y 2017. En cada establecimiento se tomaron muestras de 30-50 abejas nodrizas de cuadros
de cria (figura 9). De cada sitio se registré la siguiente informacion: datos de temperatura y
humedad relativa del dia y del lugar donde se realizo el muestreo a través del Sistema de
Informacion y Gestion Agrometeoroldgica (SIGA, INTA) y presencia de otros agentes
(Varroa destructor y Nosema Apis). Las muestras tomadas se mantuvieron congeladas a

-80°C hasta su procesamiento.
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Figura 8: Localizacion de las cabafias muestreadas en las diferentes provincias de la Argentina
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Figura 9: Toma de muestra de abejas nodrizas de un cuadro de cria.



Cuadro 1: Detalle del muestreo realizado por afio y provincia.

Cabana Ubicacion Provincia Mes-Afio  |N° muestras [Tipo de muestra
1 Alberdi Tucuman oct2015 |19 Abeja adulta
1 Alberdi Tucuman oct2015 |7 Pupa

1 Alberdi Tucuman oct2017 |19 Abeja adulta
2 Tunuyan Mendoza sept 2015 (11 Abeja adulta
3 Tunuyan Mendoza sept 2015 |15 Abeja adulta
2 Tunuyan Mendoza feb 2016 |12 Abeja adulta
3 Tunuyan Mendoza feb 2016 |12 Abeja adulta
2 Tunuyan Mendoza sept 2016 |6 Abeja adulta
3 Tunuyan Mendoza sept 2016 |6 Abeja adulta
2 Tunuyan Mendoza oct 2017 11 Abeja adulta
3 Tunuyan Mendoza oct2017 |15 Abeja adulta
4 Macia Entre Rios nov 2015 |19 Abeja adulta
5 Macia Entre Rios nov 2015 |8 Pupa

4 Macia Entre Rios feb 2016 |20 Abeja adulta
4 Macia Entre Rios nov 2017 |20 Abeja adulta
6 San Salvador Entre Rios nov 2017 |20 Abeja adulta
7 Carrilobo Cordoba sept 2017 |96 Abeja adulta
8 Malabrigo Santa Fe sept 2016 (10 Abeja adulta
9 Malabrigo Santa Fe sept 2016 (20 Abeja adulta
10 Malabrigo Santa Fe sept 2016 |20 Abeja adulta
9 Malabrigo Santa Fe nov 2017 |15 Abeja adulta
10 Malabrigo Santa Fe nov 2017 |17 Abeja adulta
11 Malabrigo Santa Fe nov 2017 |10 Abeja adulta
12 Malabrigo Santa Fe nov 2017 |10 Abeja adulta
13 Berisso Buenos Aires nov 2017 |21 Abeja adulta

21
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2.2.2 Procesamiento de las muestras y extraccion del ARN viral

El material colectado en cada colmena se agrup6 en pooles de 30 abejas. Las abejas
de cada pool se maceraron en mortero, resuspendiendo el macerado en buffer fosfato pH 7
(PBS). Se clarifico a 3645 x g durante 45 minutos y se colectd el sobrenadante. La
extraccion del ARN se realizd con Trizol®, segun las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, a 200 pl de macerado se le agreg6é 1 ml de Trizol, se mezcld con vortex y se
incub6 por 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Luego, se adicionaron 200 ul de
cloroformo, se volvio a mezclar con vortex e incubar por 3 minutos a TA. Se centrifugé a
12.000 x g durante 15 minutos y se colectd la fase acuosa. Se agregaron 10 ug de
glucdgeno (libre de ARNasas y ADNasas) y 0,5 ml de isopropanol. Luego de incubar por
10 minutos a TA, se centrifugd a 12.000 x g, 10 minutos a 4°C. El ARN precipitado se lavd
con etanol 75% y se resuspendid de 10 a 50 ul de agua ultrapura (libre de ARNasas y
ADNasas) con el agregado de 40U de RNAsin (Promega). Se cuantificd y verifico la
calidad del ARN extraido en un espectrofotdmetro de microvolumenes (Nanodrop 2000,

Thermofisher), finalmente se conservé a -80°C hasta su utilizacion.

2.2.3 Deteccion de los agentes virales
La presencia de los virus DWV, SBV, ABPV, CBPV, IAPV y BQCV se realiz6
mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real utilizando los cebadores (cuadro 2) y

controles descritos por Locke (Locke et al., 2012)
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Cuadro 2: Secuencias de los cebadores y tamafio de los fragmentos amplificados para cada uno de

los virus.
Virus Nombre de los cebadores  Secuencia de los cebadores (5" a3’)  Tamaiio del
amplificado

ABPV " ABPV-F6548 TCATACCTGCCGATCAAG 197pb
KIABPV-B6707 CTGAATAATACTGTGCGTATC

BQCV  Bqcv-gF7893 AGTGGCGGAGATGTATGC 294 pb
BQCV-qB8150 GGAGGTGAAGTGGCTATATC

CBPV  (cBpPV1qF1818 CAACCTGCCTCAACACAG 296 pb
CBPV1-qB2077 AATCTGGCAAGGTTGAGTGG

Dwv DWV-F8668 TTCATTAAAGCCACCTGGAACATC 136 pb
DWV-B8757 TTTCCTCATTAACTGTGTCGTTGA

IAPV IAPV-F6627 CCATGCCTGGCGATTCAC 206pb
KIABPV-B6707 CTGAATAATACTGTGCGTATC

SBV SBV-qF3164 TTGGAACTACGCATTTCTCTG 335 pb
SBV-qB3461 GCTCTAACCTCGCATCAAC

El ADN complementario (ADNCc) se sintetizo empleando la enzima MMLV-RT
(Promega) y hexameros (Biodynamics). Las condiciones de la reaccion fueron las
siguientes: 200U MMLV-RT, 0,1 pg/ul de hexameros, 125 uM dNTPs, 5 ul ARN, buffer
provisto por el fabricante del kit de MMLV-RT y agua ultrapura (libre de ADNasas y
ARNasas) hasta un volumen final de 25 pul. La mezcla de reaccion se incub6 60 minutos a
42°C y luego 5 min a 95°C para inactivar la RT. Se incluyd un control sin templado y un
control positivo (ARN de una muestra positiva). EI ADNc obtenido se conservo a -20°C

hasta su utilizacion.

La PCR en tiempo real para cada virus se realizé empleando la metodologia de
intercalantes. Las condiciones de reaccion fueron iguales para la deteccion de todos los
virus. Se utilizo el kit master mix SYBER green PCR QuantiTect QIAGEN y se incluyeron
los cebadores especificos (0,4 uM), 2 ul de ADNc y agua ultrapura (libre de ADNasas y
ARNasas) hasta un volumen final de 12 pl. El perfil térmico empleado fue el siguiente: 95
°C durante 10 min, 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos, 58 °C durante 30 segundos y
72°C durante 1 minuto, en el termociclador LightCycler 2.0 Roche.
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Se incluyeron controles sin templado y controles positivos de PCR (ADN de
plasmido recombinante con el amplicdn de cada uno de los virus insertados en el vector

PGEM-T Easy) previamente obtenidos en el laboratorio.

2.2.4 Amplificacion de virus de interes.

La amplificacion viral por inyeccién en pupas es generalmente muy eficiente,
requiere dosis y concentraciones de virus muy bajas para establecer una infeccion (102 -10*
copias genicas/ul, dependiendo del virus). Se utilizo la metodologia descripta por Miranda

(de Miranda et al., 2013) con modificaciones detalladas en el siguiente parrafo.

Las muestras positivas por RT-PCR en tiempo real para los virus de ABPV y
BQCYV provenientes de las cabafias apicolas que tenian pérdidas en la produccién, fueron
amplificadas mediante técnicas “in vivo”. Las pupas utilizadas para la amplificacion viral,
se extrajeron de un marco de cria con pinzas, levantando con cuidado la pupa fuera de su
celda. Luego fueron colocadas en una placa de Petri de vidrio que contenia un papel de

filtro circular humedecido con agua estéril (figura 10).
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Figura 10: Proceso de extraccion y coleccién de pupas del marco de cria.

Para la técnica “in vivo” se realizaron inoculaciones con jeringa Hamilton (10 a 50
ul) en pupas de estadio de ojos rojos, insertando la aguja entre el 4° y 5° segmento del
abdomen, inyectando 1~5 pl de suspension de virus conteniendo 102 copias génicas/pl (cg/
ul). Luego, fueron mantenidas en placas de cultivo celular de 24 pocillos a 30°C y 60% de
humedad. Se las observé cada 24hs y a los 3 dias post-inoculacion se congel6 la placa a -80

°C para su posterior procesamiento y purificacion viral.

2.2.5 Purificacion viral

Se realiz6 la purificacion de los virus ABPV y BQCV mediante gradientes
continuos de sacarosa y ultracentrifugacion (Pega et al., 2013). Se utilizaron 44 pupas
previamente inyectadas para cada virus por separado. Las mismas se maceraron en 5 ml de
buffer NET (NaCl 0.1 M, EDTA 0.004 M, Tris 0.05 M, pH 8.0), se centrifugaron durante

45 minutos a 3645 x g a 4°C, y se cosechd el sobrenadante. Posteriormente, se realizaron 3
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lavados con cloroformo centrifugando durante 5 min a 405 x g y cosechando el
sobrenadante en cada lavado. Se realizé una disgregacion con 0.5 ml de sarkosyl 6% cada 2
ml de sobrenadante y se mantuvo la solucion a 4°C por 15 minutos. A continuacion, se
sembrd la suspension viral en el gradiente continuo de sacarosa (15 a 41.25%) y se sometio
a ultracentrifugacion a 28000 rpm durante 3 horas a 4°C en rotor Beckman 28.38.
Finalmente, se coseché el gradiente conteniendo la suspension viral en microplacas de 96
pocillos mediante bomba peristaltica con un flujo de 1.12 ml/min. Los eluatos se
enumeraron correlativamente desde el de mayor densidad y se realizé una lectura de la
absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro de microvolumenes (Nanodrop 2000,

Thermofisher). Los virus purificados se mantuvieron almacenados a -80°C.

2.2.6 Cuantificacion de cargas virales
La cuantificacion de los virus ABPV y BQCYV se realiz6 mediante la técnica de RT-
gPCR utilizando los cebadores y controles descritos por Locke (Locke et al., 2012).

Para realizar la RT-gPCR de cada virus se utilizd el kit iTag Universal SYBRGreen
One-Step (BIORAD). Las condiciones de reaccion fueron 6 ul de enzima SYBRGreen
One-Step, 0,96 ul de cada primer especifico (0,4 uM), 0,15 pl de transcriptasa reversa, 1,93
ul agua ultrapura (libre de ADNasas y ARNasas) y 2 ul de ARN hasta un volumen final de
12 ul. Las muestras se sembraron por duplicado y en cada reaccion, se incluyeron controles
sin templado y 5 diluciones seriadas, cada una sembrada por triplicado, de ADN de
plasmido recombinante con el amplicon de cada uno de los virus clonados en el vector
PGEM-T Easy previamente obtenidos en el laboratorio. El perfil térmico empleado fue el
siguiente: 50°C durante 10 minutos (para la transcripcion reversa), 95 °C durante 1 minuto,
40 ciclos a 95 °C durante 10 segundos y 60 °C durante 30 segundos, en el termociclador
CFX96 (BIORAD). Se consideraron aceptables aquellos ensayos que arrojaron valores

entre 90-110% para la eficiencia de la reaccion (Bustin et al., 2009).

Las cargas virales de los virus purificados se calcularon utilizando las curvas
estandar elaboradas con las 5 diluciones de plasmidos recombinantes utilizados en cada

reaccion. La carga viral se expresdé como copias génicas/ul en el tubo de reaccion.
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2.2.7 Preservacion del material conteniendo virus.

Las muestras positivas a los distintos virus (abejas, pupas y sobrenadantes de
macerados), semillas madres (hasta 3 pasaje “in vivo”), y virus purificados fueron
depositadas en el cepario del Instituto de Virologia e Innovaciones Tecnoldgicas. Para ello,
se realizd un registro indicando tipo de muestra, virus, carga viral, origen (apiario, region,

si proviene de casos con sintomatologia o no).

2.2.8 Caracterizacion molecular

Se realizd un andlisis filogenético empleando muestras positivas provenientes de
abejas con signos de infecciones virales de las cabafias que presentaban pérdidas en la
produccién de celdas reales para evaluar la relacion genética entre ABPV y BQCV
detectados en la cabafia de Entre Rios que presentaba pérdidas en la produccion de celdas

reales y signos de infeccion viral, con cepas de diversos origenes geogréficos.

2.2.9 Amplificacion por PCR de fragmentos génicos

Los fragmentos de genes BQCV y ABPV de muestras positivas se amplificaron
mediante RT-PCR, utilizando los cebadores BQCV-F (5'-
TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAAC-3) y BQCV-R (5™
GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC-3) (Benjeddou etal., 2001), ABPV-F (5'-
TCTGATGATGCTGAAGAGAGAAA-3") y ABPV-R (5'-AATCATCATTGCCGGCTC
TA-3), (Teixeira etal., 2008). Ambos fragmentos ABPV y BQCV (500 pb y 700 pb,
respectivamente) pertenecen a la regién codificante de sus respectivas proteinas
estructurales (VP). La transcripcién inversa se realizé con 200U de MMLV-RT (Promega),
0,1ug/ul de hexameros, 125 uM dNTPs, 5 ul ARN, buffer provisto por el fabricante del kit
de MMLV-RT vy agua ultrapura (libre de ADNasas y ARNasas) hasta un volumen final de
25 pl. Se incubo la reaccion a 42°C durante 1 hora, seguida de 10 minutos a 95°C. La PCR
se efectu6 empleando 2,5U de la enzima GoTaq (Promega), 125 uM de dNTPs, 0,3 uM de
cada cebador, 5ul de ADNc y agua ultrapura (libre de ADNasas y ARNasas) hasta un
volumen final de 25 pl. EI perfil térmico utilizado para cada amplificacion se detalla en el

apéndice, cuadros 1y 3.

Los fragmentos amplificados se analizaron mediante electroforesis en geles de
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agarosa 1 % en buffer TAE 1x (Tris-acetato 10 mM, EDTA 1 mM). Para visualizar las
bandas de ADN se utilizd Gel Stain® (Transgen) a una concentracion de 0,5 pg/ml de gel y
un transiluminador de luz UV. Los geles se fotografiaron utilizando el equipo Fotodyne y el
programa Quantity One (BIORAD).

2.2.10 Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Los productos de amplificacién por PCR fueron purificados a partir de geles de
agarosa. Para ello, a partir de la electroforesis en gel de agarosa se escindieron del gel las
bandas del tamafio esperado utilizando un bisturi. La purificacion se realizd con el kit
comercial EasyPure® Quick Gel Extraction (Transgene) segun recomendaciones del
fabricante. E1 ADN obtenido fue resuspendido en 50ul de agua libre de ADNasas y
ARNasas y cuantificado por espectrofotometria en un espectrofotometro de

microvolumenes (Nanodrop 2000. Thermofisher).

2.2.11 Secuenciacion automatica

La secuenciacién por Electroforesis Capilar de los productos de amplificaciéon por
PCR se realiz6 en la Unidad de Gendmica/Nodo Plataforma de Gendmica CATG (Instituto
de Biotecnologia, CICVyA). En este sector se trabaja con el kit Big Dye Terminator v3.1
(Applied Biosystems) y con el secuenciador 3130xI Genetic Analizer (Applied

Biosystems). Todas las secuencias se realizaron en ambas cadenas.

2.2.12 Anélisis filogenéticos
Se realizaron analisis filogenéticos para evaluar posibles relaciones entre las

secuencias argentinas con las de otros paises.

La secuencia correspondiente a ABPV (GenBank MHO077964) de 500 pb que
codifica la proteina estructural VP1, se alined con secuencias de los siguientes paises:
Hungria (AY053374.1, AY053372.1 y AY053375.1), Polonia (AY053371.1 vy
AY053370.1), Austria (AY053366.1), Alemania (AY053367 y AY053368.1), Sudéafrica
(AF150629.1), EE. UU. (HM228893.1 y HM228890.1), Brasil (EU292210.1), Uruguay
(AY763414.1) y Chile (KF011920.1). Por otra parte, el fragmento de 700 pb que codifica la
poliproteina de la capside de BQCV (GenBank MH053385), se alined con secuencias de
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los siguientes: Suiza (HG779864.1), China (JX679492.1 y JN185926.1), Corea del Sur
(EU375537.1), Taiwadn (GU108221.1), Hungria (EF517515.1), Pera (HG974555.1),
Inglaterra (GU903464.1), EE. UU. (HQ655458.1), Uruguay (DQ364629.1), Sudéfrica
(AF183905.1), Alemania (AF521640.1), Chile (KF011921.1) y Brasil (EU292211.1). Las
secuencias se alinearon primero usando el programa Clustal X (Thompson, 1997) y los
arboles filogenéticos se infirieron usando el programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016) con
pardmetros predeterminados usando el método Neighbor-Joining (NJ) y Bootstrap con

1000 repeticiones.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Muestreos

Se realizaron muestreos para deteccion de virus en 13 cabafias apicolas del pais
pertenecientes a las provincias de Entre Rios, Cérdoba, Santa Fe, Tucuman, Mendoza y
Buenos Aires. Se obtuvieron un total de 439 muestras con 30-50 abejas nodrizas de cuadros
de cria y pupas de reinas. Las cabafias muestreadas poseian una sanidad muy controlada,
realizaban varias inspecciones para controlar patégenos y parasitos que pudieran afectar su
produccion. Sélo dos cabafias (una de Tucuman y una de Entre Rios) presentaban pérdidas
del 60% al 100% en la produccion de celdas reales, con signos de infecciéon viral. Por otro
lado, los apicultores comentaron que solian tener pérdidas de celdas reales al inicio del mes
de octubre y noviembre, pero luego la produccion se restablecia sin tener grandes pérdidas

durante todo el verano.

2.3.2 Deteccion de Virus de abejas

Se determinO la presencia de 6 virus mediante RT-gPCR, en un total de 439
muestras. Se detectd presencia viral en 70 de las muestras colectadas (16% de las muestras
totales).

Los virus detectados fueron: ABPV (7%), DWV (5%), BQCV (3%), SBV (0,2%).
Se detecto coinfeccion entre ABPV-BQCV (1%), DWV-BQCV (0,2%) y DWV-ABPV
(0,2%). No se detectaron CBPV e IAPV (figura 11). En la figura 12 se pueden observar los

diferentes virus detectados por provincia en cada afio de muestreo.
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Figura 11: Grafico de proporcion de muestras positivas para cada virus
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Figura 12: Deteccidn de virus en cabafas apicolas. El gréfico presenta las muestras en las que se
realizaron detecciones de virus por provincia durante los tres afios de muestreo. En color gris el
porcentaje de las muestras en las cuales no se detectaron virus, en amarillo porcentaje de muestras
positivas para SBV, en petréleo el porcentaje de muestras positivas para BQCV, en magenta el

porcentaje de muestras positivas para ABPV y en turquesa el porcentaje de muestras positivas para
DWV.



31

Respecto al parasito Varroa destructor, se detecto en el 80,2% de las muestras y el
porcentaje de colonias con alta infestacion (mayor al 3%) fue del 6,56%; este nivel
representa un valor critico, dado que las colonias que pasan el invierno con mas del 3% de
carga de acaros apenas sobreviven hasta la primavera siguiente (SENASA, 2010). Se
detecté un porcentaje de infestacion mayor a 3 % en Mendoza durante el afio 2016. En la
figura 13 se observan los porcentajes promedio de infestacion con el &caro por provincia en

cada afio de muestreo.

Deteccion de Varroa destructor

Porcentaje promedio

1
' N 11 . . - i

2015 2015 2015 2016 2017 2015 2016 2017 2016 2017 2017

Cdrdoba Tucuman Entre Rios Mendoza Santa Fe Buenos
Aires

Figura 13: Deteccion de Varroa destructor en cabafias apicolas. El grafico muestra el porcentaje
promedio de deteccién de Varroa destructor por provincia durante los tres afios de muestreo. La
linea punteada color rojo representa el limite de % de infestacion a partir del cual se recomienda

realizar acciones para contrarrestar el impacto.

Por otra parte, el microsporidio Nosema apis se detectd en el 86,8% de las muestras
analizadas. En la figura 14 se observa el recuento de espora promedio detectado por

provincia y afio de muestreo.
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Figura 14: Deteccidén de Nosema apis en cabafias apicolas. El gréfico representa el recuento de
esporas promedio por provincia durante los tres afios de muestreo. La linea punteada color rojo
representa el limite de % de infestacion a partir del cual se recomienda realizar acciones para

contrarrestar el impacto.

Para analizar posibles relaciones entre los agentes y las variables meteoroldgicas
registradas, se analiz6 la tendencia que presentaba la proporcion de cabafias con distintos
patégenos en funcion de las distintas variables meteoroldgicas (las cuales se pueden
observar en el apéndice, cuadro 5). Se ajustaron modelos lineales generalizados en los que
la variable respuesta fue la proporcién de cabafias con presencia del patégeno en funcién de
las variables meteoroldgicas (cuadro 9). El objetivo de este andlisis fue meramente
descriptivo, solo se buscaba determinar si existia tendencia y no su magnitud, dado que se

cuenta con datos desbalanceados.
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Cuadro 9: Esquema de comparacion entre los diferentes agentes y las variables meteoroldgicas
con sus correspondientes p valores calculados mediante el ajuste de un modelo logit (modelo lineal

generalizado).

Variable X2 Df P

Temp. Minina 0.1102 1 0.7399

Presencia de Virus |[Temp. Maxima 0.4593 1 0.4979
Humedad relativa 28.984 1 0.0886

Temp. Minina 0.7529 1 0.3856

Presencia de Varroa|Temp. Maxima 0.4756 1 0.4904
Humedad relativa 0.5560 1 0.4559

. Temp. Minina 0.6801 1 0.4095

Presencia de —
Temp. Maxima 0.2826 1 0.4949
Nosema -

Humedad relativa 92.362 1 0.0023**

Presencia de Virus |Presencia de Varroa 0.3048 1 0.5808
Presencia de Virus |Presencia de Nosema 0.5696 1 0.4504
Presencia de Varroa|Presencia de Nosema 4,928 1 0.0264*

Se observaron asociaciones entre la presencia de nosema y la humedad relativa
(p=0.0023), se encontrd que la presencia de nosema tendia a incrementarse con la humedad
relativa, también se observé que la presencia de virus tendia a incrementarse con la
humedad relativa (p=0.0886) y no asi con la temperatura maxima ni con la temperatura
minima, en cambio la presencia de varroa no mostrd relacion alguna con las variables
meteoroldgicas registradas. Por otro lado, se encontraron asociaciones entre la presencia de

varroa y la de nosema (p=0.0264).

Por otra parte, las cabafias en las que se observé un alto porcentaje de mortalidad en
pupas de reinas, presentaron pérdidas en la produccion de un 60% a un 100% de celdas
reales y signos de infecciones virales (figuras 15 y 16). En la cabafia proveniente de la
provincia de Entre Rios, se detectaron ABPV en el 62,5% de las pupas de reinas y BQCV
en el 25%. En la de Tucuman, se detectaron BQCV en el 28,5% de las pupas de reinas y
SBV en el 14,3%. En el cuadro 10 se observa detalladamente en cuales pupas de reinas se
detectaron virus. Debido a los virus detectados, se efectué un andlisis particular del estado
sanitario a fin de sugerir al productor apicola ciertas recomendaciones para disminuir la

circulacion viral y mejorar sus parametros productivos.
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Figura 15: Celdas reales que no fueron aceptadas; las abejas nodrizas aceptaron 12 de 21 celdas

con larvas

Figura 16: Celdas reales afectadas por BQCV. A. Celda real con bordes roidos. B. Pared interior
oscura de una celda real afectada (marcada con flechas negras) en comparacion con una celda
real sana. C. Celda real con la pared interior oscura y pupa oscurecida producto de una infeccion

viral.
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Cuadro 10: Deteccion de virus en pupas de reinas de los establecimientos que presentaban

pérdidas en la produccién.

Provincia Anho Muestra Presencia viral
Entre Rios 2015 Pupa de reina 1 No detectado
Entre Rios 2015 Pupa de reina 2 ABPV-BQCV
Entre Rios 2015 Pupa de reina 3 No detectado
Entre Rios 2015 Pupa de reina 4 ABPV
Entre Rios 2015 Pupa de reina 5 ABPV-BQCV
Entre Rios 2015 Pupa de reina 6 No detectado
Entre Rios 2015 Pupa de reina 7 ABPV
Entre Rios 2015 Pupa de reina 8 ABPV
Tucuman 2015 Pupa de reina 1 No detectado
Tucumdn 2015 Pupa de reina 2 BQCV
Tucumdn 2015 Pupa de reina 3 SBV
Tucuman 2015 Pupa de reina 4 No detectado
Tucumdn 2015 Pupa de reina 5 BCQV
Tucuman 2015 Pupa de reina 6 No detectado
Tucumdn 2015 Pupa de reina 7 No detectado

A partir de las detecciones de virus realizadas, se informé al productor apicola y se

realizaron ciertas recomendaciones con la finalidad de disminuir la circulacion viral, como
la desinfeccion de todos los instrumentos involucrados en la produccion de reinas (por
ejemplo: pinzas para realizar el traslarve), el cambio de alimento para larvas y el ingreso de
nuevas reinas fecundadas. Luego de estas recomendaciones, la cabafia apicola no ha vuelto
a registrar la mortandad de larvas y pupas que venia ocurriendo, mejorando asi la

produccidn de celdas reales y de abejas reinas.

2.3.3 Amplificacion de virus de intereés.

Los virus presentes en las cabafias apicolas que tenian pérdidas en la produccion
fueron ABPV y BQCV, ademas de varios casos de co-infeccion entre ellos; debido a esto,
se decidio realizar amplificacion viral de los mismos para los posteriores ensayos de

infeccion y silenciamiento de estos virus.

Las muestras positivas por RT-gPCR para los virus de ABPV y BQCV se
amplificaron mediante técnicas “in vivo”. Se realizaron inoculaciones mediante inyeccion

en pupas mantenidas en placas de cultivo celular de 24 pocillos, incubadas a 32°C con
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humedad, recuperando la nueva produccion de virus 3 dias post-inoculacion. Todas las
pupas inyectadas con virus, se infectaron y mostraron signos tipicos de infeccion viral
(oscurecimiento gradual debido a la amplificacion viral en los tejidos); por otro lado, en las
pupas inyectadas con PBS no se observaron signos de infeccion viral y mostraron
morfologia normal. A modo de ejemplo se muestran las imagenes obtenidas para BQCV en

las figuras 17 y 18.

\ &
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Figura 17: Amplificacion de virus “in vivo”. Se muestran pupas de abejas infectadas con el virus
de las celdas reales negras al tercer dia post infeccion. Dos pupas fueron inyectadas con PBS,

como control del procedimiento (marcadas con flechas negras).
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Figura 18: Pupas de abejas infectadas con el virus de las celdas reales negras al tercer dia post
infeccion. (A) Control de pupa de abeja inyectada con PBS. (B) Pupa de abeja inyectada con el

virus de las celdas reales negras.

Luego de determinar la presencia de los virus amplificados (mediante la técnica de
RT-qPCR utilizando la metodologia, cebadores y controles descritos en el punto 2.2.3) se

procedio a realizar la purificacion viral.

2.3.4 Purificacién viral

Se realiz6 la purificacion de los virus ABPV y BQCV mediante gradientes
continuos de sacarosa y ultracentrifugacion. Luego, se cosecho el gradiente conteniendo la
suspension viral en microplacas de 96 pocillos. Los eluatos se enumeraron correlativamente
desde el de mayor densidad y se realizé la medicion de proteinas y acidos nucleicos totales
por espectrofotometria. Para ambos virus, se observaron los picos de absorbancia a 260nm
y 280 nm entre los pocillos 15y 30, los cuales correspondian al virus purificado (figuras 19
y 20). Finalmente, se tomaron esos eluatos y se realizd la cuantificacion de las cargas

virales mediante RT-gPCR.
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Figura 19: Purificacion de ABPV por gradiente de densidad de sacarosa. El grafico presenta las
absorbancias del gradiente de sacarosa cosechado en fracciones consecutivas. En cada fraccién se

evaluaron las proteinas y los acidos nucleicos a 280 y 260 nm, respectivamente.
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Figura 20: Purificacion de BQCV por gradiente de densidad de sacarosa. El gréafico presenta las
absorbancias del gradiente de sacarosa cosechado en fracciones consecutivas. En cada fraccion se

evaluaron las proteinas y los acidos nucleicos a 280 y 260 nm, respectivamente.

Para la cuantificacion de las cargas virales se construyd una curva de calibracion
con diluciones seriadas de concentraciones conocidas de plasmido conteniendo el

fragmento a amplificar, empleando 3 réplicas por dilucion. Para BQCV, el R? de la recta de
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regresion fue de 0.996, la pendiente de -3.292 y la eficiencia de 101.3 % (figura 21). Por
otro lado, para ABPV, el R%de la recta de regresion fue de 0.969, la pendiente de -3.333 y
la eficiencia de 99.536 %.

A Amplificacién
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O Stnwrs
X Urknoan
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Figura 21: Cuantificacion de la carga viral de BQCV por RT-qPCR. A: Grafico de amplificacion
de unidades de fluorescencia relativa (RFU) en funcién de los ciclos de las 5 diluciones del
plasmido. B: Grafico de puntos de los ciclos umbrales (Ct) en funcién de las diluciones del

plasmido (log cg/ul) y ajuste de la recta de regresion lineal.
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2.3.5 Caracterizacion molecular

Se seleccionaron, amplificaron y secuenciaron fragmentos genémicos de los virus
ABPV y BQCYV obtenidos a partir de pupas de reinas (con signos de infeccion viral: pupas
oscurecidas y pared interna de la celda real oscura) tomadas en el establecimiento de Entre
Rios que presentaba peérdidas en la produccion de reinas en noviembre del afio 2015. Las
secuencias de los fragmentos ABPV y BQCV que pertenecen a la region codificante de sus
respectivas proteinas estructurales (VVP), fueron subidas al Genbank, con los nimeros de
acceso MH077964 y MH053385 respectivamente.

2.3.6 Analisis filogenéticos

Para evaluar la relacion genética entre ABPV y BQCV detectados en la cabafia de
Entre Rios con cepas de diversos origenes geograficos, se realizaron analisis filogenéticos
del fragmento que codifica la proteina VP1 de ambos virus (figura 22). Los resultados
mostraron que las secuencias de ABPV de Argentina, Brasil, Uruguay y Chile estan
estrechamente relacionadas en un grupo sudamericano que diverge de los grupos de
Europa, Sudafrica y EE. UU. La proximidad de secuencias ABPV sudamericanas sugiere
un posible origen comdn (figura 22A). Curiosamente, el andlisis de las secuencias BQCV
no mostré agrupaciéon geografica. Se observd sin embargo, que la secuencia argentina se
agrupaba mas cerca de las secuencias de China 'y EE. UU. que de las sudamericanas (figura
22B).
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Figura 22: Analisis filogenéticos de los virus ABPV y BQCV. A. Arbol filogenético del fragmento
del gen de 500 pb que codifica una proteina estructural de ABPV incluyendo aislamientos de otros
paises. B. Arbol filogenético del gen del fragmento de 700 pb que codifica una poliproteina de la
capside de BQCV incluyendo aislamientos de otros paises. Los nimeros de registro de GenBank se
indican entre paréntesis delante del nombre del pais de procedencia. Se muestran los valores de

Bootstraps por encima de las ramas.

2.4 DISCUSION

Como se menciond previamente, se ha descripto la presencia de diferentes virus en
apiarios de produccion de miel, pero poco se conoce sobre su circulacion y el dafio
potencial que puede producir en las cabafas apicolas. En el afio 2012, Gregorc y Bakonyi,
hallaron un alto porcentaje de infeccion por ABPV en colmenares de cria de reinas en
Eslovenia (Gregorc & Bakonyi, 2012). En este trabajo de Tesis, se detectaron porcentajes
bajos de virus en abejas adultas: ABPV (7%), DWV (5%), BQCV (3%), SBV (0,2%); se
encontrd, ademas, confeccion entre ABPV-BQCV, DWV-BQCV y DWV-ABPV y no se

evidencio la presencia de CBPV e IAPV. Ademas, en dos cabafias que mostraron un alto
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porcentaje de mortalidad en pupas de reinas, presentando péerdidas en la produccion de un
60% a un 100% de celdas reales y de signos de infecciones virales, se detecto ABPV en el
62,5% de las pupas de reinas y BQCV en el 25% en una cabafia proveniente de Entre Rios;
y BQCV en el 28,5% de las pupas de reinas y SBV en el 14,3% en una cabafia de Tucuman.
Es de suma importancia conocer la presencia de virus en las diferentes etapas de la
produccion de material vivo, respecto a esto hay solo un trabajo, en el cual se estudio la
presencia de ABPV, BQCV y DWV en abejas obreras y reinas durante el proceso de
produccidn de reinas. Sus resultados indicaron que los tres virus de abejas meliferas estaban
presentes de manera esporadica durante las etapas del proceso de cria de reinas (Zvokelj
et al., 2020).

Por otra parte, en este trabajo de Tesis, también se realiz6 la deteccion de parasitos
que afectan a las abejas. Respecto a Varroa destructor, se conoce que este acaro, al
alimentarse de la abeja 0 pupa, inyecta directamente una gran cantidad de particulas virales
en el huésped (Di Prisco et al., 2011; Shen et al., 2005), seleccionando cepas de virus mas
virulentas y causando patologias virales, como inmunosupresion, pérdida de peso,
disminucion de la capacidad de vuelo y reduccion vida media de las abejas adultas (Amiri
etal., 2017; Nazzi et al., 2012). En las cabafas apicolas muestreadas, el 4caro se detecto en
el 80,2% de las muestras analizadas, pero solo en una provincia el porcentaje de infestacion
fue superior al 3%, requiriendo tomar medidas para controlar la parasitosis y poder
continuar con la produccién de material vivo. Hay pocos trabajos que describen el impacto
de este parasito sobre la produccion de material vivo, en uno de ellos, criaron abejas reinas
en cuatro islas hawaianas con y sin acaros; posteriormente, recolectaron sus crias para
determinar la frecuencia de apareamiento de reinas y el éxito de la inseminacion.
Finalmente, no encontraron diferencias significativas para el éxito de apareamiento entre

las islas con y sin acaros (Rusert et al., 2021).

Respecto a la presencia de Nosema apis, a principios de 1980, se demostro que las
abejas infectadas con N. apis y BQCV vivian menos que las abejas infectadas s6lo con N.
apis (Bailey et al., 1983). Por esta razon se realizaron las detecciones de este parasito para
evaluar como afecta a la produccion de material vivo y que relaciones puede haber con los

demas agentes. En este trabajo, se detectdo en el 86,8% de las muestras analizadas, y
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mostrando un recuento promedio de esporas mayor a 1 millon sélo en dos apiarios de las
provincias de Entre Rios y Buenos Aires. En ambos se realizaron los tratamientos
correspondientes para controlar estas infestaciones.

Por otro lado, en los analisis realizados para evaluar posibles relaciones entre los
agentes (virus, varroa y nosema) y las variables meteoroldgicas, se encontré que la
presencia de virus y de nosema tendian a incrementar con la humedad relativa, y no asi con
la temperatura méxima ni con la temperatura minima. Respecto a la presencia de varroa,
ésta no mostrd relacion alguna con las variables meteorologicas registradas. Ademas, se

encontraron asociaciones entre la presencia de varroa y la de nosema.

Para caracterizar las secuencias de BQCV y ABPV de las cabafias que presentaban
pérdidas en la produccion, se secuenciaron y realizaron analisis filogenéticos con
secuencias de otros paises. Los mismos mostraron que las secuencias de ABPV de
Argentina, Brasil, Uruguay y Chile estan relacionadas en un grupo sudamericano que
diverge de los grupos de Europa, Sudéafrica y EE. UU. Estudios previos demostraron que la
diversidad genética ABPV respalda el concepto de segregacion geografica de las cepas de
virus de las abejas (Bakonyi etal.,, 2002). La proximidad de secuencias ABPV
sudamericanas sugiere un posible origen comdn. Por otro lado, el anélisis de las secuencias
de BQCV no mostré agrupacion geografica, pero se observé que la secuencia argentina se
agrupa cerca de las secuencias de Chinay EE. UU. Esta misma situacién, fue observada por
Rodriguez en el 2014 con aislamientos de Chile; es decir, ABPV estaba relacionado con
cepas sudamericanas, en cambio, BQCV lo estaba con cepas de Brasil, pero en ese estudio
se analizd un gen no estructural (Rodriguez et al., 2014). La recombinacién genética entre
los genotipos o variantes de BQCV y el comercio apicola mundial, podria explicar la
distancia genética de virus relacionados geograficamente (Tapaszti et al., 2009; Tsevegmid
etal., 2016).

2.5 CONCLUSION
En este capitulo se describe el primer relevamiento de virus de abejas en cabafias
apicolas de la Argentina, donde se determin0 mediante técnicas moleculares la presencia

viral; los virus fueron detectados en porcentajes bajos en abejas adultas, pero en porcentajes
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muy altos en pupas de reinas de cabafias con pérdidas en la produccion de material vivo;
debido a esto se ha asesorado a los productores para que implementen mayores medidas de
desinfeccion durante el proceso de produccion de reinas, logrando restablecer la produccion
durante esa temporada. Es relevante realizar detecciones de virus que pueden afectar la
produccién de reinas, dado que las cabafias apicolas abastecen de material vivo (paquetes
de abejas, celdas reales, reinas y reinas fecundadas) a los demés apiarios (tanto los de
produccion de miel como los que realizan servicio de polinizacion) siendo las cabafias el
primer eslabon de una gran cadena de comercializacion. Ademas, el proceso de produccion
de reinas, implica una manipulacion especifica que puede beneficiar la circulacion de
ciertos virus.

Por otro lado, también se secuenciaron fragmentos gendmicos de los virus ABPV y
BQCV de muestras tomadas en las cabafias apicolas, con pérdidas en la produccion de
reinas, y se realizaron analisis filogenéticos con secuencias de otros paises, donde se
observo que las secuencias de ABPV de Argentina, Brasil, Uruguay y Chile estan
relacionadas en un grupo sudamericano que diverge de los grupos de Europa, Sudafrica y
EE. UU. Respecto al anélisis de las secuencias de BQCV, no mostro agrupacion geogréfica,
pero se observo que la secuencia argentina se agrupa cerca de las secuencias de China y
EE. UU.
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DESARROLLO DE UNA ESTRATEGIA DE CONTROL PARA ABPV Y BQCV
MEDIANTE LA ADMINISTRACION DE ARN INTERFERENTE

3.1 INTRODUCCION

Control de virus mediante el uso de ARN interferente

Como se menciond en la introduccion general de este trabajo, el silenciamiento
génico, mediado por ARNI, es uno de los mecanismos de defensa més importante que
poseen las abejas contra los patdgenos. Teniendo conocimiento de esta via inmunitaria,
varios autores han realizado experimentos de silenciamiento génico mediados por ARNdc
para controlar las infecciones producidas por diferentes virus. Maori y colaboradores en el
afio 2009 lograron reducir en gran medida la mortalidad de abejas provocada por I1APV
(Maori, et al., 2009). Por otro lado, en el afio 2012, Desai y colaboradores lograron reducir
la infeccion producida por DWV en larvas de primer estadio y en abejas adultas mediante
la administracion oral de una construccion de ARN de doble cadena, especifico de DWV
(figura 23) (Desai etal., 2012). Ademas, en un estudio controlado llevado a cabo en
condiciones de campo y a gran escala se realizo la aplicacion de ARNdc especifico contra
el virus 1APV, ese trabajo incluy6 un total de 160 colmenas de abejas meliferas en dos
climas, estaciones y ubicaciones geograficas diferentes (Florida y Pensilvania). La
administracion oral de ARNi demostr6 ser un tratamiento efectivo para proteger a la
poblacién de los efectos causados por la infeccién viral y mejorar la salud general de las
abejas (Hunter etal., 2010). Estos antecedentes evidencian la factibilidad de utilizar
metodologias de control de patdgenos virales de abejas mediante el uso de estrategias
basadas en ARNi. Ademas, el sistema inmune de la abeja utiliza el silenciamiento génico
de manera natural para controlar las infecciones virales, y se ha utilizado esta metodologia
con éxito para controlar las infecciones producidas por IAPV (Hunter et al., 2010), por
CSBV (Liuetal., 2010) y por DWV (Desai et al., 2012).
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Figura 23: Efecto en abejas adultas cuyas larvas fueron administradas con los diferentes
tratamientos. (A) Larvas alimentadas con DWV+ARNdc: sin signos de deformidad de las alas en
abejas adultas. (B) Larvas alimentadas con ARNdcGFP+ARNdc+DWYV: alas deformadas,
abdomen hinchado en abejas adultas. (C) Larvas alimentadas s6lo con DWV: deformidad de alas

en abejas adultas (Desai et al., 2012)

En este capitulo se describe la produccion de ARNdc correspondiente a fragmentos
de genes de ABPV y BQCV a fin de ser utilizados como blanco de silenciamiento y lograr
el desarrollo de una estrategia de control para ambos virus mediante la administracion de
ARN interferente. Ademas, se describe el efecto de la administracion oral de ARNdc
especifico de ABPV y BQCYV en abejas adultas A. mellifera infectadas artificialmente con

los respectivos virus.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Produccion de ARNdc in vivo

3.2.1.1 Clonado de fragmentos génicos de ABPV y BQCV en vectores de sintesis de
ARNdc

Cada uno de los fragmentos génicos fue amplificado por PCR y clonados
inicialmente en un vector de clonado. Los cebadores utilizados se detallan en el cuadro 3.
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Cuadro 3: Secuencias de los cebadores y tamafio de los fragmentos amplificados para cada uno de

los virus.
virus gen blanco  cebadores secuencia de los cebadores (5" a 3') tamaio del amplificado
ABPV  VP1 ABPV-F TCTGATGATGCTGAAGAGAGAAA 500 pb

ABPV-R AATCATCATTGCCGGCTCTA

Replicasa ABPVreF CTCAAGTTATACGTAAAATAGCTGGAATT 646 pb

ABPVreR AACCAACCTTGCTTCCCTTTA

BQCV VP1 BQCV-F TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAAC 700 pb

BQCV-R GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC
Helicasa BQCVHeF  AGAACAAGAGTTCTGGGACGG 310 pb

BOCVHeR  ACCACTTTCAGAAGGAGCCC

Las amplificaciones se realizaron empleando como templado, ARN viral de
muestras positivas por RT-PCR en tiempo real para los virus de ABPV y BQCV,
provenientes de la cabafa apicola de la provincia de Entre Rios. La transcripcion inversa se
realiz6 con 200U de MMLV-RT (Promega), 0,1 ug/ul de hexameros, 125 uM dNTPs, 5 pl
ARN, buffer provisto por el fabricante del kit de MMLV-RT y agua ultrapura (libre de
ADNasas y ARNasas) hasta un volumen final de 25 pl.; se incubd la reacciéon a 42°C
durante 1 hora, seguida de 10 minutos a 95°C. La PCR se efectu6 empleando 2,5U de la
enzima GoTaq (Promega), 125 uM de dNTPs, 0,3 uM de cada cebador, 5 pl de ADNc y
agua ultrapura (libre de ADNasas y ARNasas) hasta un volumen final de 25 pl. El perfil

térmico utilizado para cada amplificacion se detalla en el apéndice (cuadros 1 al 4).

Los amplificados obtenidos se clonaron en el vector pPGEM T-easy (Promega)
siguiendo las recomendaciones del fabricante y se verifico su identidad por secuenciacion.
Los fragmentos fueron luego subclonados individualmente en el vector pL4440, empleando
metodologias clasicas de clonado (Sambrook et al., 1989). Para ello, el fragmento de interés
se escindid del vector pGEM T-easy por digestion con la enzima de restriccion EcoRlI. El
producto de la digestion se purifico de gel de agarosa utilizando el kit EasyPure® Quick
Gel Extraction (Transgene) y de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La
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concentracion del fragmento purificado se cuantificd por espectrofotometria empleando el

equipo Nanodrop2000 (Thermofisher).

El vector pL4440, obtenido de Addgene Co. (Cambridge, USA), posee un sitio de
clonado flanqueado en ambos extremos por un promotor T7 inducible que genera la sintesis
de una cadena de ARN sentido y antisentido. Los plasmidos pL4440 con los fragmentos de
interés fueron utilizados de forma individual para transformar, mediante electroporacion,
bacterias DH5a electrocompetentes. Al dia siguiente se observaron colonias blancas y
azules, se seleccionaron las colonias blancas y se realizé una estria por cada colonia blanca
seleccionada en una nueva placa de cultivo LB (figura 24). El chequeo de los clones
positivos se realizd6 mediante colony-PCR, con el uso de cebadores especificos de cada
fragmento y el cebador T7 promoter. Cada colonia positiva se amplificé mediante cultivos
liquidos de LB y ampicilina y las bacterias en crecimiento exponencial fueron congeladas a
-80°C en 70% glicerol. EI gen IAP (inhibidor de apoptosis) de Varroa destructor, clonado
en el vector pL4440, se utiliz6 como control de ARNdc no especifico en los ensayos,

disponible en nuestro grupo de trabajo.

Figura 24: Transformacion de bacterias DH5a con las construcciones en pGEM -Teasy. A: Placa
de cultivo en la que se observan colonias blancas y azules debido a la transformacién de bacterias

electrocompetentes. B: Seleccion y estriado de colonias blancas para chequear clones positivos
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3.2.1.2 Transformacion de Bacterias HT115 y sintesis de ARN doble cadena (ARNdCc)
especifico.
Cada uno de los plasmidos pL4440 con el fragmento de interés obtenido fue

introducido por transformacion quimica en las bacterias E. coli HT115, obtenidas del
Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Universidad de Minnesota USA). Las condiciones
de transformacion y sintesis de ARNdc fueron provistas por el CCG. Luego de la
transformacion quimica, las bacterias fueron plaqueadas en LB con los antibidticos
ampicilina (amp) y tetraciclina (tetr). La busqueda de colonias positivas se realizé6 mediante
colony-PCR con cebadores especificos de los fragmentos clonados y con el primer T7
promoter. Los clones que resultaron positivos fueron guardados en stock de glicerol al 70%
a-80°C.

Para la sintesis de ARNdc se evaluaron 3 clones, debido a que segin recomendacion
del proveedor de bacterias y por resultados obtenidos por nuestro grupo, no todos los clones
positivos logran niveles dptimos de sintesis de ARNdc. Cada clon positivo fue cultivado en
LB (ampf/tetr) e inducido con Isopropyl &-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) segln las

recomendaciones adjuntas con las bacterias por su proveedor.

El ARNdc, de los cultivos positivos, se extrajo mediante el uso del Kit comercial
High Pure Viral RNA, Roche (segun las recomendaciones del fabricante) y se analiz6 en
gel de agarosa al 1%. Como control positivo de sintesis de ARNdc se utilizaron bacterias
HT115 transformadas con plasmido pL4440-1AP y como control negativo de sintesis de
ARNdc se utilizaron bacterias HT115 transformadas con plasmido pL4440 sin inserto.
Ambas bacterias controles, fueron crecidas, inducidas y procesadas bajo las mismas
condiciones que los clones con genes de interés. EI ARNdc se cuantificO por

espectrofotometria empleando el equipo Nanodrop2000 (Thermofisher).

3.2.2 Produccion de ARNdc in vitro

La produccion in vitro se realizd6 mediante el uso del Kit comercial MEGASscript™
RNAI Invitrogen siguiendo las instrucciones del fabricante. Como ADN molde se
utilizaron las cuatro construcciones previamente obtenidas de los plasmidos pL4440 que
contienen los genes blancos de silenciamiento. Luego, se analizaron los productos mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1% y se cuantificaron por espectrofotometria


http://r.search.yahoo.com/_ylt=AwrTcdVaxX9VdV0AxpgnnIlQ;_ylu=X3oDMTByb2lvbXVuBGNvbG8DZ3ExBHBvcwMxBHZ0aWQDBHNlYwNzcg--/RV=2/RE=1434465754/RO=10/RU=http%3a%2f%2fen.wikipedia.org%2fwiki%2fIPTG/RK=0/RS=tuNbqOXncHEV0VhlUTbGxwnjiJM-
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empleando el equipo Nanodrop2000 (Thermofisher). A los controles previamente descritos,
se sumoO un control positivo de sintesis de ARNdc provisto por el fabricante del Kit

comercial.

3.2.3 Ensayo de estabilidad del ARNdc producido

Se realiz6 un ensayo de estabilidad de los ARNdc producidos in vitro en diferentes
condiciones: diluido en agua a 4°C, diluido en agua a 32°C y diluido en alimento para
abejas a 32°C, durante 19 dias. Para ello se coloco 1ug de ARNdc en 39 tubos (1ug/tubo),
13 para cada condicion: diluidos en agua, se los llevd a 4 °C, diluidos en agua y se los llevd
a una estufa a 32°C, diluidos en sacarosa y se los llevo a una estufa a 32°C. Luego se los
retird a los dias pautados (cuadro 4) y se los congeld a -80°C hasta la finalizacion del
ensayo. Luego se observaron los productos mediante electroforesis en geles de agarosa al
1%.

Cuadro 4: Descripcion de las condiciones y dias del ensayo de estabilidad de ARNdc.

3.2.4 Insectos

Dias 4°C (en agua) | 32°C (en agua) | 32°C (en sacarosa)
1 1lug ARNdc 1lug ARNdc 1lug ARNdc
2 lug ARNdc lug ARNdc lug ARNdc
3 lug ARNdc lug ARNdc lug ARNdc
4 1lug ARNdc 1lug ARNdc 1lug ARNdc
5 lug ARNdc lug ARNdc lug ARNdc
6 1lug ARNdc 1lug ARNdc 1lug ARNdc
7 lug ARNdc lug ARNdc lug ARNdc
8 1lug ARNdc 1lug ARNdc 1lug ARNdc
9 1lug ARNdc 1lug ARNdc 1lug ARNdc
10 lug ARNdc lug ARNdc lug ARNdc
11 1lug ARNdc 1lug ARNdc 1lug ARNdc
18 lug ARNdc lug ARNdc lug ARNdc
19 1lug ARNdc lug ARNdc 1lug ARNdc

Las abejas utilizadas en los bioensayos provinieron de colmenas mantenidas en el
campo experimental del Instituto de Genética del Centro de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias, INTA. Los bioensayos se llevaron a cabo gracias a la colaboracion de la Dra.
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Alejandra Scannapieco y a la Lic. Romina Russo. Las colmenas fueron analizadas para
detectar presencia viral de DWV, SBV, ABPV, CBPV, IAPV y BQCV, empleando la
metodologia descripta previamente. Se tomaron dos cuadros de crias operculadas de una
colmena y se los colocd en una colmena de observacion, la cual fue llevada a una camara
de cria con temperatura de 32°C y 60 % de humedad, durante 1 o 2 dias para que nazcan las
abejas nodrizas, las cargas virales para los virus de estudio de las colonias utilizadas se
incorporaron al analisis estadistico como cargas virales basales (Dalmon et al., 2019).

3.2.5 Experimento de infeccion

Se estableci6 la cantidad 6ptima de virus a utilizar en los ensayos de silenciamiento
mediante dos experimentos de medidas repetidas (uno para cada virus de abeja) en abejas
adultas. Cada experimento se disefid con tres tratamientos (cuadros 5 y 6), 3 repeticiones de
cada tratamiento y 50 abejas por repeticion (30 abejas para registrar la supervivencia
pintadas de color amarillo y 20 abejas para cuantificar las cargas virales pintadas de color
rojo) (figura 25). Los stocks virales utilizados fueron previamente cuantificados por RT-
qPCR.

Los 50 individuos fueron colocados en un frasco de vidrio cerrado con ventilacion y
mantenidos en estufas de cria a 32°C con 60% de humedad. El dia 1 se suministro por via
oral 1 ml de alimento conteniendo 1 ml de ABPV con 10° cg/ul al tratamiento B; y 1 ml de
ABPV con 10* cg/ul al tratamiento C. Respecto al tratamiento A se le administré alimento
solo. Se retiraron 3 abejas de color rojo por grupo a los dias 0, 2, 4, 6 y 8, para cuantificar
cargas virales (figura 26). De igual manera se realizo el experimento de BQCV. Ademas, se
aliment6 a las abejas con miel y agua cada 24 hs. Ambos bioensayos fueron revisados
diariamente durante 8 dias, registrando la cantidad de abejas vivas cada 24 hs. Al octavo

dia, los individuos fueron congelados a -80°C.
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Figura 25: Procedimiento de coleccion y pintado de abejas para colocarlas en los frascos y

asignarles un tratamiento.

Cuadro 5: Descripcion de los tratamientos realizados por grupo para el ensayo de infeccion de
ABPV.

Grupos Tratamiento Descripcion
1-2-3 A Control
4-5-6 B Virus ABPV 103

7-8-9 C Virus ABPV 10
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Cuadro 6: Descripcion de los tratamientos realizados por grupo para el ensayo de infeccion de

BQCV.

Grupos
1-2-3

4-5-6

7-8-9

Tratamiento

Descripcion
Control
Virus BQCV 10

Virus BQCV 10°
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50 abejas . H
ST \
CTUPO ; / R W \\‘ n=50 O O\‘ “' “ll
S LT \ |
\* S Wy ST O f( [
R Tl 7
[ "2\ n=50 /|
- * ol (" / |
‘u\ -v_ - o /,‘ Q I\,J ’ ‘||
e J f
e T /
VL /
[= == \n=50 N /
(F2) ® .\
\\ ._-_. / O ()rk“
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Retiro 3 abejas
por grupo

Figura 26: Esgquema de infeccion viral. Figura realizada con Biorender.com

3.2.5.1 Procesamiento de las muestras y extraccion del ARN viral

Las abejas colectadas de cada grupo de los tiempos inicial, dias 2, 4, 6 y 8, se

maceraron con pison para microtubo, resuspendiendo el macerado en 500 pl de buffer

fosfato pH 7 (PBS) por abeja. Se clarificd a 3645 x g durante 45 minutos y se colecto el

sobrenadante. La extracciéon del ARN se realizé mediante el kit comercial TIANamp Virus

RNA Tiangen® segun recomendaciones del fabricante. EI ARN obtenido fue resuspendido

en 60ul de agua libre de ADNasas y ARNasas, y se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion

en las detecciones y cuantificaci

on.



55

3.2.5.2 Deteccidn y cuantificacion de cargas virales

La presencia y cuantificacion de los virus ABPV y BQCV se realiz6 mediante la
técnica de RT-gPCR utilizando la metodologia, cebadores y controles descritos en el punto
2.2.6. Las cargas virales de las muestras positivas se calcularon utilizando las curvas
estandar elaboradas con las 5 diluciones de plasmidos recombinantes empleados en cada
reaccion. Se consideraron aceptables aquellos ensayos que arrojaron valores entre 90-110%
para la eficiencia de la reaccion (Bustin et al., 2009). Se seleccion6 la dosis viral que

genero claras diferencias entre los grupos infectados y no infectados.

3.2.6 Bioensayos de silenciamiento viral

Se realizaron 2 experimentos de medidas repetidas, uno para cada virus, en los que
se designaron 5 tratamientos y 4 repeticiones por tratamiento, obteniendo un total de 20
unidades experimentales de 50 abejas c/u, de las cuales 30 abejas fueron pintadas de color
amarillo para registrar la supervivencia y 20 abejas fueron pintadas de color rojo para

cuantificar las cargas virales. Los tratamientos se describen en los cuadros 7'y 8.

Cuadro 7: Descripcion de los tratamientos y grupos de abejas utilizados para el ensayo de

silenciamiento de ABPV

Grupos (n=50 c/u) Tratamiento Descripcion

1-2-3-4 A Control

5-6-7-8 B ABPV 10%+ ARNdc
9-10-11-12 C ABPV 10*
13-14-15-16 D ARNdc solo

17-18-19-20 E ABPV 10* ARNdc no especifico
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Cuadro 8: Descripcion de los tratamientos y grupos de abejas utilizados para el ensayo de

silenciamiento de BQCV

Grupos (n=50 c/u) Tratamiento  Descripcion

1-2-3-4 A Control

5-6-7-8 B BQCV 107+ ARNdc

9-10-11-12 € BQCV 10’/

13-14-15-16 D ARNdc solo

17-18-19-20 E BQCV 107 + ARNdc no especifico

Las 50 abejas fueron colocadas en cada frasco de vidrio con ventilacién (grupo),
luego se le asignd a cada frasco un tratamiento al azar con sus respectivas repeticiones (4
por tratamiento) y fueron mantenidos en estufas de cria a 32°C con 60% de humedad
(figura 27). Al dia 0, a los tratamientos B y D se les suministrd un recipiente con 1 ml de
miel conteniendo ARNdc (un microgramo/abeja); al tratamiento A, solo alimento. Al tercer
dia se incorporé en el alimento, 1 ml de la dilucién (en agua) de los virus mencionados en

las tablas 4 y 5 a los tratamientos B, Cy E.
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Figura 27: Esquema de silenciamiento viral. Figura realizada con Biorender.com

Se retiraron 3 abejas pintadas de color rojo por grupo a los dias 0, 2, 4, 6, 8 y 10,
para cuantificar cargas virales. Ademas, se las alimentd con miel y agua cada 24 hs. Ambos
bioensayos fueron revisados durante 10 dias, registrando la cantidad de abejas vivas cada

24 hs. Al décimo dia, los individuos fueron congelados a -80°C.

El procesamiento de las muestras y extraccion del ARN viral, se realiz6 como se
detalla en el punto 3.2.5.1. Luego, la deteccion y cuantificacion de cargas virales se realizo

como se detalla en el punto 2.2.6.

3.2.7 Andlisis estadisticos

Se realizd un analisis exploratorio de los datos provenientes de ambos experimentos
de silenciamiento, tanto para ABPV como para BQCV, calculando las medidas resumen
(medias, desvios estandar y varianzas) para cada tiempo en los diferentes tratamientos, y

graficos de puntos de las concentraciones medias de virus (log. copias génicas/ul) y de
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supervivencia (numero de abejas vivas) en los diferentes tiempos para cada uno de los

tratamientos.

Respecto a los datos obtenidos de las cargas virales, se analizaron mediante un
Modelo Lineal General. Dado que la potencial distribucion de probabilidad de la variable
respuesta (concentracion de virus en copias genicas/ul) es Normal, se realizo la
transformacion logaritmica en base 10. La variable respuesta fue el logaritmo de la
concentracion de virus y las variables explicativas fueron el tiempo y los tratamientos.
Ademas, se realizo la prueba de Shapiro Wilks para evaluar el supuesto de Normalidad,
arrojando esta un valor p de 0,1705 para ABPV, y un p valor de 0,1203 para BQCV,
cumpliendo asi con el mismo. Dado que no hay independencia entre las detecciones de
virus tomadas de los grupos de abejas en los diferentes tiempos (se midieron los mismos
grupos en 6 tiempos), se agregé una estructura de correlacion (matriz de simetria
compuesta) entre las observaciones de la variable grupo. Sumado a esto y dado que no
habia homogeneidad de varianzas entre los tratamientos, se modeld la estructura de
varianzas, incorporando al modelo la funcién de Identidad (varldent).

Por otro lado, los datos obtenidos de supervivencia (numero de abejas vivas) se
analizaron mediante un Modelo Lineal Generalizado para evaluar diferencias entre los
tratamientos, donde la variable respuesta fue el nimero de abejas vivas y las variables
explicativas fueron el tiempo y los tratamientos.

Por otra parte, y para evaluar si habia diferencias significativas entre los tratamientos en
cada dia, se realizaron contrastes ortogonales. Todos los analisis se llevaron a cabo con el
Software Infostat (Di Rienzo et al., 2020).

3.3 RESULTADOS

Se evaluaron dos metodologias para la produccion de ARNdc, in vivo mediante la
induccion de bacterias HT115 y posterior purificacion del ARNdc, e in vitro mediante el
uso de un kit comercial para luego elegir la metodologia méas adecuada y desarrollar la
cantidad de ARNdc necesaria que se utilizard en los experimentos de silenciamiento

geénico.
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3.3.1 Metodologia I: Produccién de ARNdCc in vivo

3.3.1.2 Clonado de fragmentos génicos de ABPV y BQCV en vectores de sintesis de
ARNdc

Se gener6 ARNdc in vivo, de fragmentos correspondientes a los genes VP1
(previamente desarrollado en el laboratorio, por el Ing. Agr. Pablo Nakaya) y Replicasa de
ABPV y VP1 y Helicasa de BQCV. Se eligié un gen estructural y un gen no estructural de
cada virus, a fin de ser utilizados como blanco de silenciamiento. Para llevar a cabo este
proceso, se amplificaron mediante PCR los fragmentos correspondientes a la replicasa de
646pb de ABPV; y los fragmentos de la VP1 de 700pb y helicasa de 310pb de BQCV
(figura 28). Cada fragmento fue luego subclonado individualmente en el vector pL4440
(figura 29).
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Figura 28: Obtencion de los fragmentos de los genes blanco de silenciamiento de cada virus. Los

646pb —> |:_

amplificados obtenidos por RT-PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa.
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Figura 29: Subclonado de los fragmentos de los genes blanco de silenciamiento de cada virus. El
gel de la izquierda muestra cada uno de los fragmentos y el de la derecha el plasmido linealizado.
M: marcador de peso molecular; 1: fragmento de 646pb correspondiente al gen de Replicasa de
ABPV; 2: fragmento de 310 pb correspondiente al gen helicasa de BQCV; 3: fragmento de 700 pb

correspondiente al gen VP1 de BQCV; pl4440: plasmido linealizado para el subclonado.
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Los productos de ligacion de los plasmidos pL4440 con los fragmentos de cada uno
de los genes, fueron utilizados de forma individual para transformar, mediante

electroporacion, bacterias DH5a electrocompetentes.

Posteriormente, se realizd el chequeo de los clones positivos mediante colony-PCR,
con el uso de cebadores especificos de cada fragmento y el cebador T7 promoter. En la
figura 30 se observan 12/12 clones que contienen, en este caso, el plasmido pl4440 con el

inserto correspondiente al fragmento de 310 pb del gen de la Helicasa de BQCV.

BQCV
Helicasa

3100 (0 0 o e -
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Figura 30: Seleccion de clones positivos para el gen de la Helicasa de BQCV. Las amplificaciones
por colony-PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa observando una banda
de 310 bp en las colonias que poseen el plasmido con el inserto correspondiente a la helicasa de
BQCV. 1-12: clones evaluados; C-: control negativo; C+: control positivo; M: marcador de peso

molecular de 100pb.

Por otra parte, en la figura 31 se observan 6/7 clones que contienen el plasmido
pl4440 con el inserto correspondiente al fragmento de 646 pb del gen de la Replicasa de
ABPV y 3/5 clones que contienen, el plasmido pl4440 con el inserto correspondiente al
fragmento de 700 pb del gen de la VP1 de BQCV.
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Figura 31: Seleccién de clones positivos para los genes de la replicasa de ABPV y la VP1 de
BQCV. Las amplificaciones por colony-PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa observando una banda de 646 bp en las colonias que poseen el plasmido con el inserto
correspondiente a la replicasa de ABPV y una banda de 700 bp en las que contienen el plasmido
con el inserto de la VP1 de BQCV. 1-12: clones evaluados; C-: control negativo; C+: control

positivo; M: marcador de peso molecular de 100pb.

Cada clon positivo fue cultivado en LB (amp/Tetr) e inducido con IPTG. Los
ARN(dc se observaron mediante electroforesis en geles de agarosa, y la concentracién de los
mismos se cuantificd por espectrofotometria empleando el equipo Nanodrop2000
(Thermofisher).

3.3.2 Metodologia I1: Produccion de ARNdc in vitro

La produccion in vitro se realiz6 mediante el uso del Kit comercial MEGAscript™
RNA. siguiendo las instrucciones del fabricante. Como ADN molde se utilizaron las cuatro
construcciones previamente obtenidas de los pldsmidos pl4440 que contienen los genes
blancos de silenciamiento. Los ARNdc obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa (figura 32) y se cuantificaron mediante espectrofotometria empleando el

equipo Nanodrop2000 (Thermofisher).
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Figura 32: Produccion de ARNdc in vitro. Los ARNdc generados se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa. 1: ARNdc del gen Helicasa de BQCV; 2: ARNdc del gen Replicasa
de ABPV; 3y 4: ARNdc del gen VP1 de BQCV; 5y 6: ARNdc del gen VP1 de ABPV. M: marcador

molecular de 1Kb marca Invitrogen.

Ambas metodologias de produccion de ARNdc presentan ventajas y desventajas,
como, por ejemplo, la produccion in vivo es mucho menos costosa, pero es mas dificil
obtener un producto puro sin restos de otros contaminantes, ademas conlleva mucho mas
tiempo. En cambio, la produccion in vitro se realiza en menos tiempo y se obtiene un
producto méas puro y en mayor cantidad, pero es muy costosa. Se decidio utilizar el ARNdc
producido in vitro, ya que se priorizé la pureza y el tiempo requerido, a fin de poder

comenzar con los bioensayos antes de que comenzara la invernada.

3.3.3 Estabilidad del ARNdc

Con el fin de determinar la estabilidad del ARNdc sintetizado in vitro ante
condiciones de almacenamiento a diferentes temperaturas y tiempos, se realizé un ensayo
manteniendo el ARNdc durante 19 dias en tres condiciones diferentes: diluido en agua a 4
°C, diluido en agua a 32 °C y diluido en sacarosa a 32°C. Se puede observar en la figura 31

que los ARNdc diluidos en agua a 4°C no se degradaron con el transcurso de los dias.
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Respecto a los diluidos en agua y en sacarosa a 32°C, solo en los dias 18 y 19 se

observaron bandas mas tenues (figura 33).
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Figura 33: Evaluacién de la estabilidad del ARNdc. EI ARNdc sometido a cada condicion fue
visualizado mediante electroforesis en geles de agarosa. A: agua a 4°C; B: agua a 32°C; C:

sacarosa a 32°C. 1 al 19: dias de conservacion. M: marcador de peso molecular.
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3.3.4 Experimentos de infeccion viral

Con el objetivo de definir una dosis de virus a utilizar en los experimentos de
silenciamiento, se evaluaron inicialmente dos concentraciones virales en ensayos de
infeccion (figura 34), evaluando la replicacion viral (mediante el incremento en las cargas

virales) y la supervivencia.

Luego, se evalud el efecto de la administracion oral de ARNdc especifico de ABPV
y BQCV producido in vitro sobre abejas adultas infectadas artificialmente con los

respectivos virus.

Figura 34: Frascos con abejas a los cuales se les asignaron los tratamientos al azar.

3.3.4.1 Experimento de infeccion de ABPV

En el experimento de ABPV, al tercer dia post infeccién (dpi) se observd un
aumento exponencial en las cargas virales de ambos tratamientos con este virus (dia 2 en la
figura 35A), siendo el tratamiento que recibio 10* cg/ul el de mayor aumento, el cual
alcanzé niveles de 10° cg/ul (figura 35A). Respecto a la supervivencia, se observod una
disminucion marcada al cuarto dia post infeccion en el tratamiento con concentracion de
ABPV 10* cg/ pl (figura 35B). En el grupo control se observé una supervivencia mayor al
85 % y un leve aumento de la carga viral desde el 4to dpi. Ademas, se observaron signos

clinicos de infeccién viral producida por este virus en los tratamientos infectados con el
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virus, tales como: pérdida del cabello del térax y del abdomen, oscurecimiento gradual
(figura 36), temblores e incapacidad de vuelo.

ABPV
9,19
S 689
)
o
o
&
=~ 459
©
x
>
©
o
—
S 230
0,00 . . . - :
0 2 4 6 8
Dia

L—-—Aapvs —=—ABPV4 —0O—Control |

ABPV B

0B e e
+—1

\}‘\"I‘\{\\ {\\{\\{

Supervivencia (%)

Dia

|—8—ABPV3 —8—ABPV4 —O—Control |

Figura 35: Ensayo de infeccion de ABPV. A: Grafico de cargas virales (log copias/ul) en funcién
de los dias para cada uno de los 3 tratamientos (ABPV3, 10° cg/ul, en rojo; ABPV4, 10* cg/ul, en
azul y el control sin virus en Amarillo). B: Grafico de supervivencia (% de abejas vivas/total) en

funcion de los dias para cada uno de los 3 tratamientos (ABPV3 en rojo; ABPV4 en azul y el
control en amarillo).
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Figura 36: Signos de infeccion con ABPV. A la izquierda se observa una abeja sin infectar y a la

derecha una abeja infectada

Para el bioensayo de silenciamiento de ABPV, se selecciond la dosis viral que
gener0 claras diferencias entre los grupos infectados y no infectados, que para el caso de
este virus fue la de ABPV 10*cg/pl.

3.3.4.2 Experimento de infeccion de BQCV

En el experimento de BQCV, al tercer dia post infeccién, se observé un leve
aumento en las cargas virales en el tratamiento infectado con la concentracion mas alta el
cual alcanzé niveles de 10% cg/ul (figura 37A). Respecto a la supervivencia, no se
observaron diferencias significativas entre los 3 tratamientos (figura 37B). En el
tratamiento control se observé una supervivencia mayor al 85 %. Por otro lado, los signos
clinicos que se observaron en algunas de las abejas infectadas con la concentracion mas alta

fueron oscurecimiento gradual y pérdida del cabello del térax y abdomen.
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Figura 37: Ensayo de infeccion de BQCV. A: Grafico de cargas virales (log. copias génicas /ul) en
funcion de los dias para cada uno de los 3 tratamientos (BQCV4, 10* cg/ul, en rojo; BQCV5, 10°
cg/ul, en azul y el control en amarillo). B: Gréfico de supervivencia (% de abejas vivas/total) en
funcion de los dias para cada uno de los 3 tratamientos (BQCV4, en rojo; BQCVS5, en azul y el
control en amarillo).

Dado que la supervivencia se mantuvo elevada para todos los tratamientos, sumado
al poco incremento en las cargas virales para los tratamientos BQCV4 (10 cg/ul) y BQCV5
(10° cg/ul), esto sugiere que la infeccion experimental a esas dosis no fue efectiva, por lo

que se decidié aumentar la dosis infectiva en los bioensayos de silenciamiento con BQCV.

3.3.5 Experimento de silenciamiento de ABPV

Se evalud el efecto de la administracion por via oral de ARNdc especifico para dos

genes virales sobre la posterior infeccion experimental con ABPV. Se procesaron un total
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de 116 muestras correspondientes a los dias 0, 2, 4, 6, 8 y 10 de los tratamientos realizados.
Luego de efectuar la extraccion de acidos nucleicos, se realizd la cuantificacion de cargas

virales mediante RT-gPCR, obteniendo los datos que se detallan en el siguiente punto.

3.3.5.1 Anadlisis estadistico de las cargas virales

En el analisis exploratorio de los datos, se presentan las medias, desvios estandar y
varianzas, para cada tiempo en los diferentes tratamientos (apéndice, cuadro 6), y en el
grafico de puntos que se observa a continuacion, las concentraciones medias de virus (log
copias génicas/ul) en los diferentes tiempos para cada uno de los tratamientos (figura 38).
Se observé un incremento exponencial en las cargas virales promedio en los tratamientos C
(ABPV 10* cg/ul) y E (ABPV 10* cg/ul + ARNdc no especifico); y un leve incremento en
el tratamiento B (ABPV 10* cg/ul + ARNdc) al dia 4, es decir, 1 dpi. Si bien las cargas
virales de los tratamientos A (Control) y D (ARNdc s6lo) van aumentado levemente,
siempre se diferenciaron significativamente de los tratamientos con virus (tratamientos C y
E).
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Figura 38: Ensayo de silenciamiento de ABPV. Grafico de cargas virales (log copias génicas/ul) en
funcion de los dias para cada uno de los 5 tratamientos (Tratamiento A: Control, en verde;
Tratamiento B: ABPV 10%g/ul + ARNdc, en azul Tratamiento C: ABPV 10* cg/ul, en rojo;
Tratamiento D: ARNdc solo, en amarillo; Tratamiento E: ABPV 10* cg/ul + ARNdc no especifico,
en negro).
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Por otra parte, en los contrastes ortogonales realizados para evaluar si habia
diferencias significativas entre los tratamientos en cada dia, al dia 4, es decir 1 dia post-
infeccion (dpi), se observd una reduccion significativa en las cargas virales promedio en el
tratamiento B, respecto del tratamiento C (p=0,0006) y, respecto del tratamiento E
(p=0,0306). También se observaron diferencias significativas al dia 6 entre los tratamientos
By C (p=0,0002) (figura 39).
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Figura 39: Analisis de las cargas virales de ABPV en los diferentes tratamientos y dias del ensayo
de silenciamiento. Tratamiento A: Control, en verde; Tratamiento B: ABPV 10* cg/ul + ARNdc, en
azul; Tratamiento C: ABPV 10* cg/ul, en rojo; Tratamiento D: ARNdc solo, en amarillo;
Tratamiento E: ABPV 10* cg/ul + ARNdc no especifico, en negro. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los tratamientos sefialados (calculadas mediante el ajuste de un

modelo lineal general, realizando contrastes ortogonales).

3.3.5.2 Andlisis estadistico de supervivencia de abejas

Respecto a la supervivencia de las abejas, el analisis exploratorio para cada tiempo
en los diferentes tratamientos se presenta en el cuadro 7 (apéndice). La figura 40 muestra el
numero de abejas vivas promedio en los diferentes tiempos para cada uno de los
tratamientos, en la misma, se observd una disminucion marcada en el nimero de abejas
vivas promedio en los tratamientos C y E, a partir del dia 5 (2 dpi), y una leve disminucion
el numero de abejas vivas promedio en el tratamiento B a partir del dia 6. Respecto al
tratamiento control se observan medias de 25 a 30 abejas vivas (del 83,3% al 100%) en los

10 dias (apéndice, cuadro 7).
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Figura 40: Andlisis de las superviviencia frente a los diferentes tratamientos y dias del ensayo de
silenciamiento de ABPV. Se grafico la supervivencia (n° de abejas vivas) en funcion del tiempo
(dias) para cada uno de los 5 tratamientos (Tratamiento A: Control, en verde; Tratamiento B:
ABPV 10* cg/ul + ARNdc, en azul; Tratamiento C: ABPV 10* cg/ul, en rojo; Tratamiento D:
ARNdc solo, en amarillo; Tratamiento E: ABPV 10* cg/ul + ARNdc no especifico, en negro).

Sumado a esto, en los contrastes ortogonales realizados (cuadro 11), se observaron
diferencias significativas (p= 0,0039) en el nimero de abejas vivas promedio entre el
tratamiento B y el tratamiento E (ABPV 10* cg/ul + ARNdc no especifico) al dia 5 (2 dpi).
A partir del dia 6, es decir, 3 dpi, se observaron diferencias significativas (p-valores
resaltados en color verde en el cuadro 12) entre el tratamiento B y los tratamientos C
(ABPV 10%cg/ul) y E (ABPV 10* cg/ul + ARNdc no especifico). Ademas, y quizas uno de
los resultados méas prometedores fue que no se observaron diferencias significativas entre el
tratamiento B (ABPV 10* cg/ul + ARNdc) y los tratamientos A (Control) y D (ARNdc
solo) hasta el dia 7 (p valores resaltados en color amarillo); es decir, que el tratamiento B se

comporté como los controles hasta el dia 7.

Por otro lado, y para poder estimar la magnitud del efecto que produce la
administracion del ARNdc, se calcularon los intervalos de confianza para los pardmetros de

la parte fija (cargas virales y tiempo), obteniendo como resultado que el ARNdc produce
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una disminucién promedio de 2,31 a 3,06 log cg/ul (IC: 95%) en el tiempo 4 (1 dpi); y una
disminucion promedio de 2,48 a 3,48 log cg/ul (IC: 95%) en el tiempo 6 (3 dpi).

Cuadro 11: Contrastes realizados entre los tratamientos para el dia 5 en adelante y sus
correspondientes p-valores. En verde se resaltan diferencias significativas del tratamiento B
respecto los tratamientos C y E; y en amarillo se resalta que no hay diferencias significativas entre
el tratamiento B y los tratamientos Ay D (analisis realizado mediante el ajuste de un modelo lineal

generalizado y comparacién de tratamientos mediante contrastes ortogonales).

Tiempo (dia) Contrastes p-valor
Tratamiento B - Tratamiento A| 0,712
5 Tratamiento B - Tratamiento C| 0,0757
) Tratamiento B - Tratamiento D|  0,6693
Tratamiento B - Tratamiento E| 10,0039
Tratamiento B - Tratamiento A| 00,3841
6 Tratamiento B - Tratamiento C | 0,0195
Tratamiento B - Tratamiento D| 0,3532
Tratamiento B - Tratamiento E| <0,0001
Tratamiento B - Tratamiento A| 0,1527
; Tratamiento B - Tratamiento C | 00,0048
Tratamiento B - Tratamiento D| 0,1365
Tratamiento B - Tratamiento E | <0,0001
Tratamiento B - Tratamiento A| 0,0373
g Tratamiento B - Tratamiento C | 0,0126
Tratamiento B - Tratamiento D| 0,0432
Tratamiento B - Tratamiento E| 10,0002
Tratamiento B - Tratamiento A| 0,0166
9 Tratamiento B - Tratamiento C| 0,0263
Tratamiento B - Tratamiento D| 0,0195
Tratamiento B - Tratamiento E| 10,0002
Tratamiento B - Tratamiento A| 0,0069
10 Tratamiento B - Tratamiento C | 00,0487
Tratamiento B - Tratamiento D| 0,0119
Tratamiento B - Tratamiento E| 0,0003




72

3.3.6 Experimento de silenciamiento de BQCV

Se evalud el efecto de la administracion por via oral de ARNdc especifico para dos
genes virales sobre la posterior infeccion experimental con BQCV. El experimento se
realizo de igual manera que para ABPV, pero se incrementd la dosis de virus (107 cg/pl)

respecto a la dosis maxima utilizada para los ensayos de infeccion (10* cg/ul).

3.3.6.1 Andlisis estadistico de las cargas virales

En el analisis exploratorio de los datos, se presentan las medias, desvios estandar y
varianzas, para cada tiempo en los diferentes tratamientos (apéndice, cuadro 8), y en el
gréfico de puntos, las concentraciones medias de virus (log. de copias génicas/ul) en los
diferentes tiempos para cada uno de los tratamientos (figura 41). Se observo que hasta el
dia 4, las cargas virales permanecieron sin diferencias entre los tratamientos. Hubo un leve
incremento en las cargas virales promedio en el tratamiento E (BQCV 107 cg/ul + ARNdc
no especifico) al dia 8 (4 dpi) y un leve incremento en los tratamientos B (BQCV 107 cg/ul
+ ARNdc) y C (BQCV 107 cg/ul) al dia 10, es decir, 6 dias post-infeccion. Si bien
comenzaron a verse diferencias, no se pudo obtener un patrén claro que permita definir el

comportamiento de cada tratamiento.

BQCV

400

300

200

Carga viral (log cg/ul)

1.00

0,00

Tiempo (dias)

I%Tmtam'ento A —®—TratamientoB —@—TratamientoC —{O—TratamientoD —#—TratamientoE I

Figura 41: Ensayo de silenciamiento de BQCV. Gréfico de cargas virales (log copias génicas/ul)
en funcion de los dias para cada uno de los 5 tratamientos (Tratamiento A: Control, en verde;
Tratamiento B: BQCV 10’ cg/ul + ARNdc, en azul; Tratamiento C: BQCV 107 cg/ul, en rojo;
Tratamiento D: ARNdc solo, en amarillo; Tratamiento E: BQCV 107 cg/ul + ARNdc no especifico,

en negro).
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3.3.6.2 Andlisis estadistico de supervivencia de abejas

Respecto a la supervivencia de las abejas, el andlisis exploratorio de la variable
respuesta numero de abejas vivas para cada tiempo en los diferentes tratamientos se
presentan en el cuadro 9 (apéndice). Al analizar el nimero de abejas vivas promedio en los
diferentes tiempos para cada uno de los tratamientos (figura 42), se observd una
disminucion en el nimero de abejas vivas promedio en los tratamientos C y E y una leve
disminucion en el nimero de abejas vivas promedio en el tratamiento B a partir del dia 7 (4
dias post-infeccion). Respecto al tratamiento A (control), y al tratamiento D (ARNdc solo)
al dia 10, el nimero de abejas vivas promedio fue de 28 y de 22,75 respectivamente

(apéndice, cuadro 8).

BQCV

N° Abejas vivas

0 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10
Tiempo (dias)

I—D—TratamientoA ——Tratamiento B ——Tratamiento C —{—Tratamiento D —#—Tratamiento E |

Figura 42: Anélisis de las superviviencia frente a los diferentes tratamientos y dias del ensayo de
silenciamiento de ABPV. Se grafico la supervivencia (n° de abejas vivas) en funcién del tiempo
(dias) para cada uno de los 5 tratamientos (Tratamiento A: Control, en verde; Tratamiento B:
BQCV 10’ cg/ul + ARNdc, en azul; Tratamiento C: BQCV 10’ cg/ul, en rojo; Tratamiento D:
ARNdc solo, en amarillo; Tratamiento E: BQCV 10" cg/ul + ARNdc no especifico, en negro).

A pesar de haber utilizado una dosis superior a la de los ensayos de infeccion, recien en el
dia 7 comenzaron a verse efectos de la infeccidn en relacion a la supervivencia, pero sin

presentar diferencias significativas entre el tratamiento B y los tratamientos C y E.
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Producciéon de ARNdc

En este trabajo se realizaron dos metodologias de produccion de ARNdc, in vivo e
in vitro, de dos genes de ABPV y dos genes de BQCYV para utilizarlo como metodologia de
control de virus. Ambas metodologias presentan ventajas y desventajas, la produccion in
vivo es menos costosa, pero es mas dificil obtener un producto sin restos de otros
contaminantes y conlleva mucho mas tiempo; por otro lado, la produccion in vitro se
realiza en menos tiempo y se obtiene un producto mas puro, pero es muy costosa. Debido a
esto, se decidid utilizar el ARNdc producido in vitro, ya que se priorizo la pureza vy el
tiempo requerido para la produccion. Ademas, la produccion de ARNdc in vitro se ha
realizado en varios trabajos de silenciamiento de virus de abejas (Desai et al., 2012; Maori
et al., 2009). Sin embargo, es importante valorar la produccion in vivo que se ha realizado
en este trabajo, ya que permitiria una produccién a mayor escala para avanzar a una

obtencion comercial a bajo costo.

También, se determind una estabilidad del ARNdc de hasta 19 dias diluido en agua
y alimento de abejas a temperaturas de 4°C y 32°C, es muy importante tener en cuenta que
el ARNdc, una vez que ingresa al organismo de la abeja, se encontrard en un entorno
diferente, pudiendo ocurrir algun tipo de degradacion en comparacion con los ensayos de
estabilidad, o consumo del mismo al producirse el silenciamiento génico lo cual
determinaria un “agotamiento” del ARNdc disponible. Debido a esto, deben realizarse mas

estudios para comprender estos procesos de la dinamica de ARNdc dentro de la abeja.

3.4.2 Experimentos de infeccidn

En el experimento de ABPV, al 3er dia post infeccion se observé un aumento
exponencial en las cargas virales de ambos grupos infectados, siendo el grupo de
concentracion 10* cg/ul el de mayor aumento (de 10 a 10° cg/ul de ABPV). Estos
resultados fueron similares a los reportados por Thaduri y colaboradores en el afio 2019,
quienes observaron picos de replicacién viral al 2do dia post infeccidn. Si bien en el control
hubo aumento de las cargas virales, debido al virus basal presente en las muestras, esos

niveles no generaron mortalidad ni signos clinicos. Respecto a la supervivencia, se observé
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una disminucion marcada al dia siguiente del pico de replicacion viral en el grupo infectado
con la concentracion de ABPV 10* cg/ul, esta situacion de mortalidad marcada 1 dia luego
del pico de replicacion viral también se observd en el trabajo de Thaduri (Thaduri et al.,
2019).

En el experimento de BQCV, al 3er dia post infeccién, se observé un leve aumento
en las cargas virales en el grupo infectado con la concentracion mas alta. Respecto a la
supervivencia, no se observaron diferencias significativas entre los 3 grupos, estos
resultados son similares a los descriptos por Doublet y col. del afio 2014, quienes no
encontraron diferencias significativas entre el grupo de abejas infectadas y el control. En
este trabajo de tesis, las dosis evaluadas de BQCV fueron subdptimas ya que no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos infectados y el control.
Respecto a esto, se ha reportado que la infeccion causada por BQCV en abejas adultas suele
ser exacerbada por otros patdgenos o factores estresantes como por ejemplo pesticidas, en
ese trabajo se infectaron abejas adultas con una concentracion de BQCV de 10° cg/ul y
recién al dia 25 observaron una mortalidad del 50%, y una mortalidad mayor en una
infeccion en conjunto con BQCV 10° cg/ul y Nosema apis (Doublet et al., 2015).

3.4.3 Experimentos de silenciamiento génico

La dosis de ARNdc utilizada en ambos experimentos de silenciamiento fue de 1 pg
por abeja, tal como se realiz6 en otros trabajos de silenciamiento de virus de abeja (Desai
etal., 2012; Maori et al., 2009).

Respecto al experimento de silenciamiento de ABPV, al inicio del mismo y hasta el
dia 2 todos los tratamientos se comportaron de modo similar (no hubo aumento de cargas
virales). Las cargas virales basales fueron aumentando muy levemente en todos los
tratamientos de igual manera que en el experimento realizado por Dalmon, en el que se
evaluaron cargas virales de DWV a diferentes temperaturas (Dalmon et al., 2019). Los
motivos pueden ser el estrés provocado por el experimento, su manipulacion fuera de la
colmena, no estar en comunidad ni acompafiadas de su reina. Estos factores pudieron haber
actuado de manera individual o incluso sinérgica ocasionando el aumento leve y paulatino

de las cargas virales basales.
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Posteriormente, se observaron diferencias significativas a los dias 4 (1 dpi) y 6, que
es cuando en los tratamientos C (ABPV 10* cg/ul) y E (ABPV 10* cg/ul + ARNdc no
especifico) ocurre el pico de replicacion viral; ademés, hubo una reduccion significativa en
las cargas virales promedio en el tratamiento B (ABPV 10% cg/ul + ARNdC), respecto a los
tratamientos C y E. Sumado a esto, al dia 6, se observaron diferencias significativas en las
cargas virales promedio, entre los tratamientos B y C. Es decir que, con la administracion
de ARNdc se ha logrado disminuir la curva de replicacion viral, repercutiendo esto en una
mayor supervivencia de abejas en el tratamiento B, en el cual, al dia 5 (2 dias post-
infeccion) se observaron diferencias significativas en el nUmero de abejas vivas promedio
entre el tratamiento B y el tratamiento E, y a partir del dia 6 (3 dpi) entre el tratamiento B y
los tratamientos C y E. Resultados similares se obtuvieron en trabajos en los que se
silenciaron otros virus, como por ejemplo el de Desai y col. en el 2012, quienes han
demostrado que alimentar con ARNdc especifico para DWV, redujo los efectos adversos de

posteriores infecciones por ese virus (Desai et al., 2012).

Los resultados obtenidos permitieron estimar el efecto que produce la
administracion de ARNdc en el experimento de silenciamiento, es decir, que por cada pg de
ARNdc administrado se produjo una disminucion de las cargas virales promedio de 2,48 a
3,48 log cg/ul en el tiempo 6 (3 dpi). Estos resultados demuestran por primera vez el

impacto de esta estrategia sobre la abundancia de virus.

Por otro lado, y quizds uno de los resultados mas prometedores, es que el
tratamiento con ARNdc (B) se comporté como los controles hasta el dia 7, sin diferencias
significativas entre ellos. Respecto a esto, se podria realizar una segunda administracion de
ARNdc al dia 5 para conseguir que el tratamiento B se siga comportando como los
controles. También podria evaluarse una concentracion mayor de ARNdc o mas genes

blancos de silenciamiento, a fin de prolongar el efecto antiviral del ARNdc.

Ademas, es muy importante resaltar que el tratamiento D (ARNdc solo) se
comportd como el control respecto a las cargas virales y a la supervivencia. Este

tratamiento se realizé para evaluar la inocuidad del ARNdc administrado.
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Respecto al experimento de silenciamiento de BQCV, hasta el dia 4, las cargas
virales permanecieron sin diferencias entre los tratamientos. Al dia 8 (5 dpi) se observé un
leve incremento en las cargas virales promedio en el tratamiento E (BQCV 107 cg/ul +
ARNdc no especifico); y al dia 10 (7 dpi) un leve incremento en los tratamientos B (BQCV
107 cg/ul + ARNdc) y C (BQCV 107 cg/ul). Como se ha mencionado previamente, la
infeccion causada por BQCV en abejas adultas suele ser exacerbada por otros patdégenos o
factores estresantes (Doublet et al., 2015). En este caso, a pesar de haber utilizado una dosis
superior (107 cg/ul) que la de los ensayos de infeccion, recién en el dia 7 comenzaron a
verse efectos de la infeccidn en relacion a la supervivencia, pero sin que haya diferencias
entre el tratamiento con ARNdc y los tratamientos C y E. Es importante resaltar que, para
ambos experimentos de silenciamiento, (ABPV y BQCV) es probable que entre el dia5y 6
el ARNdCc deje de ejercer su accidn porque se agota o se degrada. Quizas, coincidiria con el
"agotamiento™ del ARNdc provocando que no se detecte efecto alguno. Si bien en los
ensayos de estabilidad permanecié sin degradarse hasta el dia 19, las condiciones del
experimento son diferentes, ya que no se tiene informacion de su estabilidad dentro del
organismo de la abeja. En el caso de BQCV es probable que requiera dosis alin mas altas y
mas dias para infectar, replicar y aumentar las cargas virales. Sera necesario evaluar la
cinética de infeccion con dosis superiores de BQCV para poder definir en qué momento
ocurre el pico de infeccion y, en funcion de ello, decidir cudando administrar el ARNdc.

3.5 CONCLUSIONES

En este capitulo se relata el desarrollo de una posible metodologia de control de
virus mediante el uso de ARNdc. Para llevar a cabo este objetivo, se realizd la produccién
de ARNdc tanto in vivo como in vitro, y se evalud la estabilidad del ARNdc producido
durante 19 dias. Por otro lado, para conocer la dinamica de los virus, se realizaron dos
experimentos de infeccion viral para poder desarrollar el disefio de experimento mas

adecuado a fin de evaluar el silenciamiento génico.

Finalmente se realizaron experimentos de silenciamiento donde se logro disminuir
de manera significativa la curva de replicacion viral, produciendo esto una disminucion
significativa en la mortalidad de abejas tratadas con ARNdc e infectadas con ABPV por

primera vez en el mundo. Respecto al experimento de silenciamiento de BQCV, se
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necesitan evaluar dosis mas altas de virus u otra via de administracion del virus para poder

determinar si el ARNdc produce silenciamiento génico.
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CAPITULO 4

DISCUSION GENERAL

4.1 Deteccion de Virus de abejas en cabafias apicolas

Han ocurrido diferentes episodios de mortalidad y reducciones en la produccién de
miel asociadas a presencia viral en todo el mundo (Bacandritsos et al., 2012; Chen et al.,
2006; Chen & Siede, 2007; Genersch & Aubert, 2010; Gumusova et al., 2010). Existe una
creciente preocupacion por el efecto de las infecciones virales en abejas meliferas, en gran
medida, debido a la posible relacion entre las enfermedades virales y la mortalidad de las
mismas (Cox-Foster et al., 2007; Hunter et al., 2010). Por otro lado, las cabafias apicolas
proveen de material vivo a otros apiarios, ya sean los destinados a la produccion de miel o
al servicio de polinizacion. Respecto a los virus que afectan a las abejas, s6lo algunos
trabajos describen la presencia viral y que efectos producen en la produccion de material

vivo a nivel mundial.

Respecto a la abeja reina, ésta es apareada por aproximadamente 14 zanganos, pero
a nivel productivo, una metodologia muy utilizada es la inseminacion artificial, para evitar
la transmision horizontal de diferentes enfermedades. Sin embargo, en el afio 2019 se
detectd genoma viral en el 91% de las muestras de semen de zanganos aparentemente sanos
utilizados para la inseminacion artificial (Prodélalova et al., 2019).

Por otro lado, Ravoet y colaboradores reportaron la presencia viral en huevos de
reinas en un control sanitario de un programa de crianza de reinas, evidenciando la
transmision vertical de los virus (Ravoet et al., 2015). Ademas, se detectaron KBV y SBV
en el alimento de la colonia, incluida la miel, el polen y la jalea real, lo que sugiere la
propagacion de infecciones virales mediante la distribucion de alimentos de las colmenas
(Shen et al., 2005).

En conclusion, la transmision de virus en las cabafias apicolas puede darse por
distintas vias. Esto, sumado a la falta de conocimiento respecto a la dindmica de los virus
en estos sistemas productivos, complejiza el control de los mismos e impacta en la sanidad
de las futuras reinas. En este trabajo de Tesis, se detectaron ABPV, DWV, BQCV, SBV y
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confeccion entre ABPV-BQCV, DWV-BQCV y DWV-ABPV en porcentajes bajos en
abejas adultas. Sin embargo, en una cabafia proveniente de la provincia de Entre Rios, se
detectd6 ABPV en el 62,5% de las pupas de reinas y BQCV en el 25%; y en otra de
Tucuman, BQCYV en el 28,5% de las pupas de reinas y SBV en el 14,3%. Estas dos cabafias
mostraron un alto porcentaje de mortalidad en pupas de reinas, presentando pérdidas en la
produccion de un 60% a un 100% de celdas reales, ademas de signos de infecciones virales.
Respecto a esto, es relevante recordar que los virus afectan de manera diferente
dependiendo de la etapa de vida de las abejas; en las abejas adultas, por ejemplo, algunos
virus no causan sintoma alguno, pero cuando infectan a las pupas (el individuo mas
susceptible de la colonia) amplifican de manera exponencial y causan la muerte. En este
caso, se detectd poca presencia viral en las colmenas, esto puede deberse a que las cabafias
apicolas poseen buenas préacticas de manejo, con nutricién adecuada y realizan tratamientos
para controlar parasitos. Sin embargo, la presencia viral en las pupas de reinas pudo causar
la muerte y grandes pérdidas en estas cabafias. En el afio 2019 un equipo de trabajo detect6
la presencia de ABPV, BQCV y DWV en obreras y reinas durante el proceso de produccion
de reinas, ademas mencionaron que BQCV representa una amenaza potencial al desarrollo

de reinas durante el procedimiento de crianza de reinas (Zvokelj et al., 2020).

Se necesitan mas estudios de la dindmica de los virus en la produccién de material
vivo para poder conocer los momentos criticos del proceso en los que puede haber
presencia y replicacion viral. Esto permitira evaluar planes de contingencia y/o
metodologias de control.

Respecto a la deteccion de otros agentes que se realizd en este trabajo de Tesis, el
acaro Varroa destructor se detectd en el 80,2% de las muestras analizadas, y en una
provincia el porcentaje de infestacién fue superior al 3%. Como se ha mencionado en el
capitulo 2, hay pocos trabajos que describen el impacto de este parasito sobre la produccion
de material vivo. Respecto a Nosema apis, se detecté en el 86,8% de las muestras
analizadas, y mostrando un recuento promedio de esporas mayor a 1 millén en dos apiarios

de las provincias de Entre Rios y Buenos Aires.
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Finalmente, se encontrd que la presencia de virus y la presencia de nosema tendian
a incrementarse con la humedad relativa. También, se encontraron asociaciones entre la

presencia de varroa y la presencia de nosema.

4.2 Caracterizacion molecular y analisis filogenéticos

Respecto al segundo item del objetivo especifico 1, y dado que habia poca o nula
informacion publicada sobre secuencias de aislados argentinos de virus de abejas, se
secuenciaron fragmentos génicos que codifican para la proteina VP1 de BQCV y ABPV y
se realizaron analisis filogenéticos con secuencias de virus de otros paises para evaluar
cuan relacionados estaban. Los analisis realizados, mostraron que las secuencias de ABPV
de Argentina, Brasil, Uruguay y Chile estan estrechamente relacionadas en un grupo
sudamericano. En cambio, el analisis de las secuencias de BQCV no mostré agrupacion
geografica, y se observd que la secuencia argentina se agrupa mas cerca de las secuencias
de Chinay EE. UU.

4.3 Experimentos de infeccion

Los experimentos de infeccidn se realizaron para conocer la cinética de infeccion de
los virus, es decir, como es la curva de replicacion viral, en qué momento ocurre su pico de
replicacion, cuantos dias se extiende y que tipo de signos clinicos produce; ya que hay
pocos trabajos sobre estos aspectos de la biologia de estos virus (Desai et al., 2012; Doublet
et al., 2015; Thaduri et al., 2019)

En el experimento de ABPV, se observo un aumento exponencial en las cargas
virales en el grupo de concentracion 10* cg/ul al 3er dia post infeccion, lo que produjo una
disminucion marcada al dia siguiente del pico de replicacion viral, esta situacion de
mortalidad marcada 1 dia luego del pico de replicacién viral también se observé en el

trabajo de Thaduri y colaboradores (Thaduri et al., 2019).

En el experimento de BQCYV las dosis evaluadas de BQCV fueron subdptimas por
lo que no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos infectados y el

control. Resultados similares a los descriptos por Doublet y colaboradores, quienes no
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encontraron diferencias significativas entre el grupo de abejas infectadas y el control
(Doublet et al., 2015).

4.5 Experimentos de silenciamiento

Se han reportado estudios que demuestran que es posible controlar infecciones
virales en abejas mediante la ingestion de ARNdc especifico para DWV (Desai et al.,
2012). También, se ha demostrado que la administracién via oral de ARNdc confiere
resistencia a IAPV (Maori etal., 2009) y SBV (Liu etal.,, 2010) en abejas meliferas.
Ademas, se ha realizado un experimento a gran escala donde se evalué la administracion de

ARNI para controlar infecciones causadas por IAPV (Hunter et al., 2010).

En este trabajo de Tesis se logré disminuir la curva de replicacion viral de ABPV lo
cual determino una disminucion significativa en la mortalidad de abejas adultas producida
por este virus, este es el primer reporte de silenciamiento de ABPV en todo el mundo.
Respecto a BQCV, la dosis utilizada fue suboptima, y no se logré evaluar si el ARNdc
producia silenciamiento génico, se necesitan realizar experimentos con dosis mas altas para

lograr evaluar de manera satisfactoria el silenciamiento génico.

CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo de Tesis se realizd el primer relevamiento de virus de abeja en
cabafias apicolas de la Argentina, que proveen de material vivo a los demas apiarios tanto
de produccién de miel como los gue realizan servicio de polinizacién, siendo estas cabafias
el primer eslabon de una gran cadena de comercializacion. Respecto al objetivo especifico
1, los virus mas prevalentes fueron ABPV, BQCV y DWYV; ademaés, dos de estos virus
(BQCV y ABPV) se detectaron en cabafias con grandes pérdidas en la produccion de celdas
reales. Gracias a estas detecciones se realizaron las recomendaciones correspondientes para
poder controlar las infecciones virales y poder seguir adelante con la produccién. Con estos
resultados se acepta la hipotesis 1 la cual postula que en los apiarios productores de
material vivo pueden detectarse diferentes agentes virales en formas de infecciones simples

0 multiples.
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Por otro lado, para obtener virus en grandes concentraciones para luego purificarlo
y utilizarlo en los bioensayos tanto de infeccion viral como de silenciamiento, se
amplificaron los virus detectados mediante técnicas in vivo, y se purificaron para

incorporarlos también al cepario del Instituto de Virologia (INTA).

Ademas, se caracterizaron las muestras positivas a BQCV y ABPV de pupas de
reinas con signos de infeccidn viral provenientes de la cabafia apicola con pérdidas en la
produccién; sumado a esto, en los andlisis filogenéticos realizados se encontré que ABPV
estd estrechamente relacionado con Brasil, Uruguay y Chile. En cambio, BQCV se
encuentra agrupado con EEUU y China. Es relevante obtener secuencias de virus de otras
provincias y de otros genes para ampliar la informacion respecto a las relaciones

filogenéticas de los aislamientos de Argentina con los de otros paises.

Por otro lado, se realizé la produccion in vivo e in vitro de ARNdc especifico de dos
genes de ABPV y dos genes de BQCV para utilizarlo como metodologia de control de
virus. En los experimentos de silenciamiento viral se realiz6 la produccion in vitro, para
poder concluir con los experimentos, pero es importante destacar que una produccién in
vivo permitiria producirlo a gran escala y a bajo costo. Se necesitan méas estudios para
lograr una produccién in vivo y posterior purificacion que permita obtener un producto

comercial a bajo costo.

Respecto al objetivo especifico 2, y uno de los aspectos més valiosos de esta Tesis, es que
utilizando ARNdc de solo dos genes, se logré disminuir de manera significativa la
mortalidad provocada por ABPV por primera vez. Debido a esto, se acepta la hipotesis 2 la
cual postula que la presencia de agentes virales en abejas puede reducirse mediante el uso
de ARN interferente. Estos resultados son muy prometedores ya que el ARNdc tiene
muchos posibles usos, puede ser administrado en los momentos mas susceptibles a
infecciones virales durante el proceso de produccién de reinas o en la época que
estacionalmente se sabe que las cargas virales aumentan, puede también administrarse
previo al transporte de reinas para la exportacion (momento de estres en el cual suele
ocurrir mortandad, quizas por el incremento de una abundancia basal de virus), utilizarse
para obtener colmenas libres de virus para realizar experimentos de laboratorio, o utilizarse

como inhibidor de replicacién viral en los cultivos in vitro en desarrollo, en los que el
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principal problema es la presencia basal de virus. Es relevante seguir desarrollando
metodologias de control de virus, con el fin de disminuir pérdidas en la produccion de

material vivo y comercializar productos con la mayor sanidad posible.

Esta Tesis aporta conocimiento sobre la presencia viral en cabafias apicolas y
presenta una potencial metodologia de control de los mismos mediante silenciamiento
génico. Los resultados obtenidos mostraron que las cabafias productoras de material vivo
son igualmente susceptibles a infecciones virales que las colonias de abejas productoras de
miel o las que ofrecen servicio de polinizacion. Debido a la importancia que la cria de
reinas tiene en la produccion apicola, las estrategias tendientes a reducir cualquier efecto
adverso sobre las mismas son de suma importancia. La metodologia antiviral evaluada en
este trabajo es prometedora y podria convertirse en una herramienta de utilidad para reducir
la circulacion de agentes virales. Futuros estudios permitiran establecer las dosis 6ptimas de
ARNdc y la evaluacion de nuevos blancos de silenciamiento permitiran incrementar el
potencial de esta estrategia. Ademas, resulta de interés estudiar si el efecto del ARNdc
puede ser tanto preventivo como terapéutico, pudiendo en este Ultimo caso combatir

posibles brotes de enfermedades causadas por virus.
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APENDICE

Cuadro 1: Condiciones de ciclado de PCR para el fragmento del gen VP1 de ABPV.

Ciclado de PCR de ABPV VP1
Proceso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 2 95
35 ciclos Desnaturalizacion 0.5 95
Hibridacion 1 54
Extension 1 72
Extension final 7 72

Cuadro 2: Condiciones de ciclado de PCR para el fragmento del gen Replicasa de ABPV.

Ciclado de PCR de ABPV Replicasa

Proceso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 2 95
35 ciclos Desnaturalizacion 0.5 95
Hibridacion 0.5 58
Extension 1 72
Extension final 7 72




Cuadro 3: Condiciones de ciclado de PCR para el fragmento del gen VP1 de BQCV.

Ciclado de PCR de BQCV VP1

Proceso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 2 95
35 ciclos Desnaturalizacion 0.5 95
Hibridacion 1 54
Extension 1 72
Extension final 7 72

Cuadro 4: Condiciones de ciclado de PCR para el fragmento del gen Helicasa de BQCV.

Ciclado de PCR de BQCV Helicasa

Proceso Tiempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 5 95
35 ciclos Desnaturalizacion 0.5 95
Hibridacion 0.75 58
Extension 0.75 72
Extension final 7 72
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Cuadro 5: Descripcion de las condiciones meteoroldgicas (Temperatura media, Porcentaje de

Humedad relativa promedio y Precipitacion) en cada afio y provincia durante los muestreos

realizados
Provincia Afio [Temp. Media (°C)] HR promedio (%) | Precipitacion (mm)
Cérdoba 2015 17,1 76,25 0,8
Entre Rios 2015 21,4 63 0
Entre Rios 2016 26,6 60 0
Entre Rios 2017 20,3 47 2,2
Mendoza 2015 9,4 62,1 0
Mendoza 2016 25,5 64 0
Mendoza 2017 10,6 49 0
Santa Fe 2016 16,3 70 0
Santa Fe 2017 20,3 64 0
Tucuman 2015 13,7 91 0
Tucuman 2017 19,3 51 0

Buenos Aires| 2017 20,1 67 0
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Cuadro 6: Medidas resumen de la variable logaritmo de la concentracién de ABPV (copias

génicas/ul) para cada uno de los tratamientos y tiempos.

Medidas resumen

Tiempo Tratamiento Variable n Media D.E. Var(n-1)
0 A LOG10 Concentracion 4 1,54 0,00 0,00
0 B LOG10 Concentracion 4 1,54 0,00 0,00
0 C LOG10 Concentracion 4 1,54 0,00 0,00
0 D LOG10 Concentracion 4 1.54 0,00 0,00
0 E LOG10 Concentracion 4 1,54 0,00 0,00
2 A LOG10 Concentracion 4 2,61 0,40 0,16
2 B LOG10 Concentracion 4 2,83 0,15 0,02
2 C LOG10 Concentracion 4 241 0,13 0,02
2 D LOG10 Concentracion 4 2.99 0,57 0,33
2 E LOG10 Concentracion 4 2,36 0,52 0,28
4 A LOG10 Concentracion 4 3.13 0,24 0,06
4 B LOG10 Concentracion 4 6,37 0,30 0,09
4 C LOG10 Concentracion 4 9,06 1,75 3,06
4 D LOG10 Concentracion 4 3.85 0.41 0,17
4 E LOG10 Concentracion 4 8.20 1,75 3.06
6 A LOG10 Concentracion 4 4,47 0,23 0,05
6 B LOG10 Concentracion 4 7.14 0,23 0,05
6 C LOG10 Concentracion 4 10,06 0,30 0,09
6 D LOG10 Concentracion 4 5,51 0.45 0,20
6 E LOG10 Concentracion 4 8,69 1.85 342
8 A LOG10 Concentracion 4 5,36 0,31 0,10
8 B LOG10 Concentracion 4 8,62 1,83 3.36
8 C LOG10 Concentracion 3 7,62 091 0,82
8 D LOG10 Concentracion 4 4.56 0.16 0,03
8 E LOG10 Concentracion 2 7.59 0,10 0,01
10 A LOG10 Concentracion 4 6,55 0,32 0,10
10 B LOG10 Concentracion 4 9,02 1,60 2.55
10 C LOG10 Concentracion 4 8.21 1,50 2.26
10 D LOG10 Concentracion 4 5,74 0,24 0,06
10 E LOG10 Concentracion 3 7.60 0,13 0,02
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Cuadro 7: Medidas resumen de la variable nimero de abejas vivas para cada tratamiento en los

diferentes tiempos correspondiente al experimento de silenciamiento de ABPV.

Medidas resumen

Tiempo Tratamiento Variable n Min Max Mediana
0 A Vivas 4 30,00 30,00 30,00
1] B Vivas 4 30,00 30,00 30,00
0 C Vivas 4 30,00 30,00 30,00
1] D Vivas 4 30,00 30,00 30,00
0 E Vivas 4 30,00 30,00 30,00
1 A Vivas 4 29,00 30,00 30,00
1 B Vivas 4 28,00 30,00 29,00
1 C Vivas 4 30,00 30,00 30,00
1 D Vivas 4 29,00 30,00 29,50
1 E Vivas 4 30,00 30,00 30,00
2 A Vivas 4 28,00 29,00 29,00
2 B Vivas 4 26,00 28,00 28,00
2 C Vivas 4 30,00 30,00 30,00
2 D Vivas 4 29,00 30,00 29,00
2 E Vivas 4 30,00 30,00 30,00
3 A Vivas 4 27,00 29,00 28,00
3 B Vivas 4 26,00 28,00 27,50
3 C Vivas 4 30,00 30,00 30,00
3 D Vivas 4 29,00 30,00 29,00
3 E Vivas 4 28,00 30,00 30,00
4 A Vivas 4 27,00 28,00 27,50
4 B Vivas 4 25,00 28,00 27,00
4 C Vivas 4 28,00 30,00 29,00
4 D Vivas 4 26,00 30,00 29,00
4 E Vivas 4 26,00 29,00 28,00
5 A Vivas 4 27,00 28,00 27,50
5 B Vivas 4 25,00 27,00 26,00
5 C Vivas 4 12,00 28,00 19,00
5 D Vivas 4 26,00 30,00 27,50
5 E Vivas 4 8,00 26,00 14,50
6 A Vivas 4 27,00 28,00 27,50
6 B Vivas 4 23,00 25,00 24,00
6 C Vivas 4 10,00 26,00 14,00
6 D Vivas 4 26,00 30,00 27,50
6 E Vivas 4 3,00 20,00 9,50
7 A Vivas 4 24,00 28,00 27,00
7 B Vivas 4 18,00 25,00 20,50
7 C Vivas 4 2,00 26,00 10,50
7 D Vivas 4 25,00 30,00 26,00
7 E Vivas 4 3,00 19,00 6,50
8 A Vivas 4 23,00 28,00 27,00
8 B Vivas 4 11,00 24,00 19,50
8 C Vivas 4 2,00 25,00 9,00
8 D Vivas 4 22,00 30,00 26,00
8 E Vivas 4 2,00 19,00 6,00
9 A Vivas 4 22,00 28,00 27,00
9 B Vivas 4 11,00 24,00 17,00
9 C Vivas 4 2,00 25,00 8,50
9 D Vivas 4 22,00 29,00 26,00
9 E Vivas 4 1,00 17,00 5,50
10 A Vivas 4 22,00 28,00 25,00
10 B Vivas 4 8,00 23,00 15,50
10 C Vivas 4 2,00 24,00 7,50
10 D Vivas 4 22,00 27,00 24,00
10 E Vivas 4 0,00 16,00 5,00
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Cuadro 8: Medidas resumen de la variable logaritmo de la concentracion de virus (copias

génicas/ul) para cada uno de los tratamientos y tiempos del experimento de silenciamiento de

BQCV.

Medidas resumen

Tiempo Tratamiento Variable n Media D.E. Var(n-1)
0 A L.OG10 Concentracion 4 1,28 0,50 0.25
0 B L.OG10 Concentracion 4 1,78 0,50 0.25
0 C LOG10 Concentracion 4 1,28 0,50 0,25
0 D LOG10 Concentracion 4 1,53 0,58 0,33
0 E LOG10 Concentracion 4 1,53 0,58 0,33
2 A LOG10 Concentracion 4 1,79 0,46 0,21
2 B LOG10 Concentracion 4 1,44 0,07 0,03
2 C LOG10 Concentracion 4 2,06 0,57 0,32
2 D LOG10 Concentracion 4 1,96 0,58 0,34
2 E LOG10 Concentracion 4 2,07 0,48 0,23
4 A LOG10 Concentracion 4 1,74 0,29 0,09
4 B LOG10 Concentracion 4 2.21 0,19 0.04
4 C LOG10 Concentracion 4 2,01 0,29 0.08
4 D LOG10 Concentracion 4 2.35 0,47 0.22
4 E LOG10 Concentracion 4 1,32 0,55 0.30
6 A LOG10 Concentracion 4 1,37 0,18 0.03
6 B LOG10 Concentracion 4 2.25 0,64 0.42
6 C 1.OG10 Concentracion 4 1,25 0,50 0.25
6 D 1.OG10 Concentracion 3 0,33 0,19 0.03
6 E 1L.OG10 Concentracion 4 1,26 0,48 0.23
8 A L.OG10 Concentracion 4 0.50 0,11 0,01
8 B L.OG10 Concentracion 4 1,99 0,24 0.06
8 C LOG10 Concentracion 4 1,87 047 0,22
8 D LOG10 Concentracion 3 0,71 0,26 0,07
8 E LOG10 Concentracion 4 346 0,33 0,11
10 A LOG10 Concentracion 4 1,57 0,31 0,09
10 B LOG10 Concentracion 4 3.57 0,36 0,13
10 C LOG10 Concentracion 4 3,64 0,17 0,03
10 D LOG10 Concentracion 3 1,41 0,18 0,03
10 E LOG10 Concentracion 4 342 0,18 0,03
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Cuadro 9: Medidas resumen de la variable respuesta N° de abejas vivas para cada uno de los

tratamientos en los diferentes tiempos del experimento de silenciamiento de BQCV.

Medidas resumen

Tiempo Tratamiento  Variable n Min Max Mediana
0 A Vivas 4 30,00 30,00 30,00
0 B Vivas 4 30,00 30,00 30,00
0 C Vivas 4 30,00 30,00 30,00
0 D Vivas 4 30,00 30,00 30,00
0 E Vivas 4 30,00 30,00 30,00
1 A Vivas 4 29,00 30,00 30,00
1 B Vivas 4 29,00 30,00 29,50
1 C Vivas 4 28,00 30,00 29,50
1 D Vivas 4 30,00 30,00 30,00
1 E Vivas 4 30,00 30,00 30,00
2 A Vivas 4 29,00 30,00 30,00
2 B Vivas 4 28,00 30,00 28,50
2 C Vivas 4 27,00 30,00 27,50
2 D Vivas 4 28,00 29,00 29,00
2 E Vivas 4 26,00 30,00 30,00
3 A Vivas 4 28,00 30,00 29,00
3 B Vivas 4 26,00 29,00 27,50
3 C Vivas 4 24,00 28,00 27,50
3 D Vivas 4 27,00 28,00 27,00
3 E Vivas 4 26,00 30,00 26,50
4 A Vivas 4 28,00 29,00 28,50
4 B Vivas 4 26,00 28,00 27,00
4 C Vivas 4 24,00 28,00 27,00
4 D Vivas 4 27,00 28,00 27,00
4 E Vivas 4 25,00 29,00 26,00
5 A Vivas 4 27,00 29,00 28,50
5 B Vivas 4 26,00 28,00 26,50
5 C Vivas 4 24,00 27,00 26,00
5 D Vivas 4 25,00 28,00 26,00
5 E Vivas 4 25,00 29,00 25,50
6 A Vivas 4 27,00 29,00 28,50
6 B Vivas 4 23,00 28,00 25,00
6 C Vivas 4 19,00 27,00 25,50
6 D Vivas 4 24,00 28,00 25,50
6 E Vivas 4 21,00 25,00 23,50
7 A Vivas 4 27,00 29,00 28,50
7 B Vivas 4 18,00 25,00 21,00
7 C Vivas 4 12,00 21,00 17,00
7 D Vivas 4 22,00 27,00 24,50
7 E Vivas 4 14,00 22,00 18,50
8 A Vivas 4 27,00 29,00 28,50
8 B Vivas 4 14,00 21,00 15,50
8 C Vivas 4 5,00 13,00 12,00
8 D Vivas 4 22,00 27,00 24,00
8 E Vivas 4 9,00 18,00 14,00
9 A Vivas 4 27,00 29,00 28,50
9 B Vivas 4 5,00 19,00 12,50
9 C Vivas 4 3,00 12,00 10,50
9 D Vivas 4 21,00 27,00 22,00
9 E Vivas 4 8,00 18,00 12,50
10 A Vivas 4 27,00 29,00 28,00
10 B Vivas 4 0,00 16,00 12,00
10 C Vivas 4 1,00 8,00 7,50
10 D Vivas 4 21,00 26,00 22,00
10 E Vivas 4 5,00 14,00 10,00




