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se incluyeron en el analisis de CP en funcion de su significacion estadistica en los resultados de GLMM.
Los datos se muestran para abejas de todas las edades de los stocks resistente de A. mellifera (M,
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Figura 37. Perfiles de expresiéon obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infestacién artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresidn génica relativa (NRQ) del gen neurexin-1 en cabezas de
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
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Figura 38. Perfiles de expresion obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccidn artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen neurexin-1 en el cuerpo de
la abeja. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
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Figura 39. Perfiles de expresién obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infestacién artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresién génica relativa (NRQ) del gen CYP9Q3 en cabezas de abejas.
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Figura 40. Perfiles de expresiéon obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccion artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen CYP9Q3 en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
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Figura 41. Perfiles de expresién obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infestacién artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen Oal en cabezas de abejas.
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Figura 42. Perfiles de expresiéon obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccidn artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresién génica relativa (NRQ) del gen Oal en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
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Figura 43. Perfiles de expresion obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccidn artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen pUf68 en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
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Figura 44. Perfiles de expresién obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccidn artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresidon génica relativa (NRQ) del gen at/1 en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
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RESUMEN

Apis mellifera es un insecto polinizador clave y constituye el mayor productor de miel para consumo
humano. Uno de los principales patdgenos de las abejas meliferas es el acaro Varroa destructor. Este
ectoparasito generalmente se controla mediante el uso de tratamientos quimicos para evitar su
impacto negativo sobre las colonias. En los ultimos aifos se han identificado poblaciones de abejas
que sobreviven a V. destructor en ausencia de tratamientos acaricidas y se han estudiado los
comportamientos sociales asociados al control de esta parasitosis. Uno de ellos, el comportamiento
de acicalamiento o grooming, consiste en la remocion de los acaros ubicados sobre el cuerpo de las
abejas obreras mediante el uso de patas y mandibulas. El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue
estudiar de forma integral el comportamiento de grooming (CG) de A. mellifera hacia V. destructor en
un material apicola naturalmente sobreviviente a Varroa, analizando el impacto de este caracter de
inmunidad sobre el desempefio sanitario y la supervivencia de las colmenas, y explorando sus bases
genéticas. Los resultados de los ensayos a campo mostraron un alto porcentaje de acaros dafiados y
una baja carga parasitaria en las colonias de la poblacién de abejas sobrevivientes (stock M) respecto
a la poblacién de abejas susceptibles (stock S). Estos resultados sugieren que un alto CG aumenta la
mortalidad de Varroa y permite regular la parasitosis dentro de la colonia. Por otro lado, los ensayos
comportamentales realizados en arenas experimentales sobre abejas individuales mostraron que las
obreras del stock M, y particularmente las mas jévenes, iniciaron el CG de forma mas precoz e intensa
frente a la infestacién artificial con V. destructor en comparacién con las abejas obreras del stock S.
Por ultimo, los analisis de expresion de genes candidatos por qPCR en respuesta a la presencia del
acaro mostraron que las abejas del stock M exhiben mayores niveles de expresiéon de los genes
neurexin-1, cytochrome P450 9e2, octopamine receptor-1y poli (U)-binding-splicing factor half pint y
menores niveles del gen atlastin-1 respecto a las abejas S. Los resultados obtenidos en esta Tesis
evidencian variabilidad fenotipica y genética en el comportamiento de grooming hacia V. destructor
en los materiales evaluados, resaltan la importancia del caracter en la resistencia de las colonias de A.
mellifera a la varroosis, y proveen informacion aplicable a la identificacidn y seleccién de poblaciones

de abejas con caracteristicas deseables para el desarrollo de la apicultura en clima subtropical.

Palabras clave: Comportamiento de acicalamiento, abeja melifera, ectoparasito, mejoramiento

genético apicola, expresidon de genes candidatos.
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ABSTRACT

Apis mellifera is an essential pollinating insect and the honey's largest producer for human
consumption. The ectoparasitic mite, Varroa destructor, is one of the main honey bee pathogens,
which is mostly controlled by chemical treatments to avoid negative impact on colonies. In recent
years, honey bee populations that survive V. destructor in the absence of acaricide treatments have
been identified, and several social behaviors towards the mite have been reported. One of them,
grooming behavior, consists in the removal of mites from the body by worker bees by using their legs
and mandibles. The general objective of this PhD Thesis was to comprehensively study the grooming
behavior of A. mellifera towards V. destructor at the individual and colony level, exploring its genetic
basis and analyzing the impact of this trait on colony's survival. The results of the colony-level assays
showed a high percentage of damaged mites and a low parasite load in the surviving honey bee
population (stock M) compared to a population susceptible to Varroa (stock S), suggesting that a high
grooming behavior increases Varroa mortality and may regulate the parasitosis within the colony. On
the other hand, individual behavioral assays showed that bees from the stock M, and particularly the
younger ones, initiated the grooming behavior response to the mite more rapidly and intensely
compared to the bees from stock S. Finally, candidate gene expression analyses by qPCR revealed that
bees from the stock M express higher levels of the neurexin-1, cytochrome P450 9e2, octopamine
receptor-1 and poli(U)-binding-splicing factor half pint genes and lower levels of the atlastin-1 gene
compared to S bees when they are exposed to the mite. The results obtained in this Thesis show
phenotypic and genetic variability in the grooming behavior towards V. destructor in the evaluated
materials, highlight the importance of this trait in the resistance of A. mellifera colonies to varroosis,
and provide information applicable to the identification and selection of honey bee populations

exhibiting desirable traits for the development of beekeeping in a subtropical climate.

Keywords: Ectoparasitic mite, honey bee, selective breeding, grooming behavior, gene expression

analysis



INTRODUCCION GENERAL



I.G.1. Generalidades de la Apis mellifera

Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) es un insecto eusocial, es decir, que presenta el mas
alto nivel de organizacién social que se da en animales. Vive en colonias y exhibe una organizacién
compleja, con division del trabajo, cooperacién en el cuidado de la cria y solapamiento de
generaciones capaces de contribuir en la labor social (Wilson, 1971). El éxito en las tareas realizadas
en estas sociedades animales depende no sélo de la eficacia individual sino también de la tarea
coordinada de todos los individuos involucrados (Wilson, 1971; Nufiez, 1982). Para lograr esta
coordinacion, es imprescindible que haya una transferencia precisa de informacion entre individuos.
En este sentido, las abejas meliferas cuentan con sofisticados sistemas de comunicacién con la
transmisidn simultanea de sefiales acustico-vibratorias y olfativas, como es el caso de la comunicacién
de posicionamiento cominmente conocida como “Danza de las Abejas” (von Frisch, 1967; Seeley,
1995; Thom et al., 2007; Hu et al., 2023). Dentro del nido, estos insectos establecen una enorme
cantidad de interacciones interindividuales como ser contactos corporales, antenales y boca a boca
(trofalaxia), los cuales les permiten intercambiar informacidn relacionada con los recursos obtenidos
en el exterior (von Frisch, 1967; Griiter y Farina, 2009; Ramirez et al., 2023). Ademas, este tipo de
interacciones, su dinamica temporal y organizacional, manifestada entre individuos o grupos de
individuos, y su adaptacion a distintos contextos poblacionales y epidemioldgicos de la colonia, son
claves para la gestién y mantenimiento de la salud en estas sociedades (Naug, 2008). Por ejemplo, las
interacciones estructuradas entre los miembros de la colonia (definida como “inmunidad
organizacional”: Naug y Camazine, 2002; Naug, 2008), y los comportamientos de "inmunidad social"
(Cremer et al., 2007; Stroeymeyt et al., 2014; Simone-Finstrom 2017; Cremer y Pull, 2018; Cotter et
al., 2019), tales como la separacidn espacial de las abejas de alto riesgo de las abejas de bajo riesgo
(Naug y Camazine 2002; Baracchi y Cini, 2014), la disminuciéon de los contactos con abejas infectadas
(Lecocq et al., 2016), y la eliminacién de compafieras de nido infectadas (Baracchi et al., 2012; Biganski
et al., 2018), entre otros, minimizan la transmision de enfermedades dentro de la colonia
(Laomettachit et al., 2021).

A. mellifera presenta una alta capacidad para explotar diversos ambientes, lo que la convierte en uno
de los principales polinizadores manejados por el hombre a nivel mundial. Se estima que un 35% de
la produccién de alimentos de consumo humano depende de la polinizacion mediada por insectos y
una gran variedad de cultivos dependen especialmente de la polinizacidn realizada por las abejas
meliferas (Klein et al., 2007). Por ejemplo, el rendimiento de algunos cultivos de frutas, semillas y
frutos secos disminuye en mas de un 90% sin estos polinizadores (Southwick y Southwick, 1992;
Magrach et al., 2022). Asi, el valor de los servicios ecosistémicos que brindan las abejas y su rol en la

conservacién de la biodiversidad vegetal es inmensurable (Biesmeijer et al., 2006; Potts et al., 2010).



A. mellifera es asimismo considerada el principal productor de miel del mundo, constituyéndose como
uno de los insectos benéficos de mas alta importancia agrondmica (Burgett et al., 2004). Ademas, esta
especie ha sido considerada como organismo modelo para investigacion sobre fisiologia vy
comportamiento animal (revisado en Elekonich y Roberts, 2005), y su estudio ha permitido explorary
entender aspectos fisioldgicos, ecoldgicos, evolutivos y genéticos de los insectos sociales en particular

(Savard et al., 2006; Munoz-Torres et al., 2010).

1.G.1.1. Organizacion social

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

compaiieros de nido.



Figura 1. Fotografia de un cuadro de cria de una colonia de A. mellifera que muestra en la region
central a la reina rodeada de abejas obreras (izquierda) y una celda real (derecha). Se observan las
diferencias en tamafio y morfologia externa entre la reina y las obreras.

Figura 2. Fotografia de zanganos de A. mellifera sobre el panal (izquierda) y sobre la entretapa de
una colmena (centro) y de celdas de cria de zanganos (derecha). Se observan las diferencias en la
morfologia externa entre zanganos y obreras y entre las celdas de cria de ambas castas.
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Figura 3. Fotografia abejas obreras de A. mellifera sobre un panal con celdas de cria abierta y cria
operculada.

1.G.1.2. Ciclo de Vida

Como la mayoria de los himendpteros, A. mellifera presenta un ciclo de vida haplo-diploide y un
sistema de determinacion del sexo de locus Unico y alelos complementarios, mediante el cual los
huevos que han sido fertilizados se desarrollan en hembras y los que permanecen sin fertilizar se
desarrollan en machos (Figura 4) (Woyke, 1962; Hoshiba y Kusanagi, 1978). Cuando la reina se aparea,
tiene la capacidad de almacenar el esperma en un dérgano especializado del aparato reproductor
denominado espermateca. Una vez fecundada, la reina puede determinar el sexo de cada huevo
liberando o no las células del esperma almacenado en el momento en que éste pasa a través del
oviducto, dando lugar a huevos de obreras (diploides, 2n=32) o de zadnganos (haploides, n=16),
respectivamente (Hoshiba y Kusanagi, 1978). Existen antecedentes de machos diploides previamente
descritos en A. mellifera, aunque los mismos son eliminados de la colmena por las obreras (Woyke,

1962).
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Figura 4. Determinacién sexual en A. mellifera. Se indica sobre las gametas el nimero cromosdmico.
Figura realizada a partir de la informacién de Hasselmann et al. (2001).

A. mellifera es un insecto holometdbolo, es decir, que durante su desarrollo atraviesa una
metamorfosis completa. El ciclo de vida de esta especie comprende cuatro estadios de desarrollo:
huevo, larva, pupa y adulto (Figura 5). Los huevos son alargados, de color blanquecino con un corion
membranoso y son depositados por la reina en las celdas de cria dentro de la colonia (Figura 5). Las
larvas eclosionadas son blanquecinas y mudan cinco veces durante su desarrollo (Wirtz, 1973; Rozen,
1991; Jean-Prost y Médori, 1994). Durante la pupacién se produce una reorganizacién masiva de los
tejidos y érganos, y luego de 8 a 14 dias de empupado emerge el adulto que dara origen a una reina,

un macho o una obrera (Cuadro 1; Figura 5).



Desarrollo de una Reina

16 dias
£ Estadio Lanvario Estadio de Pupa
T2
e Prepupa
(W
Obrera
21 dias
Estadio de Estadio Larvario Estadio de Piipa

TN

WY

Zangano
24 dias

Estadio de

Huevo
§F RS
3 dias

Estadio Larvario Estadio de Pupa

Eclosion

Figura 5. Ciclo de vida de las tres castas de A. mellifera. Se indica la duracién en dias. Tomado de
Winston (1987).



La celda que dara origen a una reina es denominada celda real y tiene aproximadamente 2 a 2,5
centimetros de largo (Figura 1). Dichas celdas son de mayor tamafio que las celdas de cria de obreras
y se ubican en posicién vertical respecto al panal (Figura 1). Las abejas obreras nodrizas llenan esta
celda con jalea real hasta el momento de su operculado (cerrado de la celda) en el dia 8 del ciclo (Ulrich
y Rembold, 1983; Evans y Wheeler, 1999) (Cuadro 1). Esta alimentacion propicia la fertilidad de la
abeja reina y su mayor tamaio. Una vez que emerge, pasado dos dias la reina virgen comienza a hacer
vuelos cortos para comenzar a reconocer el area y entre el séptimo y décimo dia realiza los vuelos de
fecundacién (Brutscher et al., 2019). Estos eventos tienen como finalidad el apareamiento de la reina
con al menos 10 zanganos (Winston et al., 1991). La reina se aparea con los zanganos en las
denominadas Areas de Congregacién de Zanganos (Galindo-cardona et al., 2012; Withrow y Tarpy,
2018) y a su regreso, deposita los huevos en forma individual y selectiva de acuerdo al tamafio de las
celdas de cria. En celdas de mayor tamafio, pone huevos no fertilizados que dardn lugar a los zdnganos.
En las demas celdas deposita huevos fecundados que, en funcién de la alimentacién que reciban
durante su etapa larval, podran dar lugar a abejas obreras o a una futura nueva reina en el caso de
orfandad o enjambrazdn. Para mantener la cohesién de la colmena, la abeja reina emite una serie de
feromonas que inhibe la produccién de nuevas reinas. La esperanza de vida media de una abeja reina
es de dos o tres afios, aunque pueden llegar a vivir hasta cinco afios (Winston et al., 1991; Keeling et

al., 2003).

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

Casta Huevo Larva  Operculado Pupa TD MS Longevidad

Reina 3d 5d 7Y%d 8d 16d 23d 4a

Obrera 3d 6d 9d 12d 21d - 65-120 d
Zangano 3d 6%d 10d 14»d 24d 38d 120d

Las obreras constituyen la casta mas numerosa dentro de la colonia (Hillyer, 2016; Jean-Prost, 1987).
Desde la puesta del huevo fecundado, una obrera se desarrolla en 21 dias (Cuadro 1, Figura 5). La
eclosiéon del huevo da lugar a una larva que es alimentada con jalea real por obreras nodrizas durante
tres dias consecutivos. A partir del tercer dia, las larvas son alimentadas con una mezcla de polen y

miel hasta que la celda de cria es operculada (Cuadro 1, Figura 5). Las obreras, desde que emergen de



la celda de cria van pasando por distintas etapas de desarrollo fisiolégico, cognitivo y cambios
comportamentales dentro de la colmena. Durante su fase adulta, las obreras cumplen diversas
funciones dentro y fuera de la colonia que varian con la edad, caracteristica conocida como polietismo
temporal (Winston, 1979). A edad temprana, las abejas se encargan de la construccidn vy
mantenimiento de panales; luego se convierten en alimentadoras de la abeja reina y las larvas;
posteriormente, se transforman en guardianas y se encargan de proteger la colonia de depredadores
y evitar la entrada de abejas de colonias ajenas. Otra funcidn de las abejas obreras es la de higiene y
ventilacién dentro de la colonia mediante la generacion de corrientes de aire que mantienen estable
la temperatura del nido. La conjuncidn de complejos procesos hormonales, nutricionales y de la
regulacién de la distribucién de tareas dentro la poblacion habilita la etapa final de la vida de una
abeja obrera. A partir de los 20 dias de edad, las abejas obreras se especializan en el pecoreo de polen,
néctar, propdleo (Calderone y Page, 1988). Una abeja obrera puede llegar a volar hasta tres kildmetros
de distancia durante estas tareas. Cuando encuentra una zona de pecoreo adecuada, regresa a la
colonia y comunica mediante danzas la posicidon exacta de la zona con recursos. Las abejas obreras
adultas tienen una menor longevidad que las reinas (Cuadro 1), su ciclo de vida puede limitarse a una
determinada época del afio (generalmente primavera y verano) y extenderse a 90-120 dias en invierno
(Wirtz, 1973; Evans y Wheeler, 1999). La mayor esperanza de vida que se observa en las abejas de
invierno se debe a que, durante esta época, la postura de la reina decae significativamente, por lo que
se debe garantizar la supervivencia de la colonia. Un estado de salud adecuado para enfrentar esta
fase es clave para la supervivencia de la colonia.

Los zanganos se desarrollan en celdas mas grandes que la de las obreras, a partir de huevos sin
fecundar (Figura 2). Tienen un tiempo de desarrollo y una longevidad mayor que el de las abejas
obreras (Cuadro 1; Figura 5). Dado que cumplen principalmente una funcién reproductiva (Winston,
1987), la produccién de zanganos de una colonia se da principalmente en primavera, momento del
afio en que éstos copulan con reinas virgenes de otras colonias para perpetuar su genética (Galindo-
Cardona et al., 2020). Con la llegada del otofio, disminuye la cantidad de alimento disponible y con
ello la atencion alimenticia de las obreras hacia los zanganos que, al no alimentarse, perecen. Esta
casta se distingue visualmente de las obreras, dado que presentan mayor tamaino, un abdomen

cuadrado y los ojos grandes y contiguos (Figura 2).
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I.G.1.3. Taxonomia y origen

Las abejas meliferas se encuentran dentro del Phylum Arthropoda, Clase Insecta, Orden Hymenoptera,
Familia Apidae y género Apis. Dicho género esta conformado por otras 8 especies: A. dorsata, A.
cerana, A. florea, A. nigrocincta, A. koschevnikovi, A. nuluensis, A. andreniformis y A. laboriosa
(Garnery et al., 1991; Koeniger y Koeniger, 2000; Franck et al., 2000; Le Conte y Navajas, 2008). Junto
con A. mellifera, |la otra especie explotada a nivel comercial, principalmente en China, es A. cerana,
conocida comunmente como abeja oriental. El resto de las especies del género, que no son explotadas
comercialmente, se encuentran restringidas a su lugar de origen, ocupando distintas areas boscosas
del extremo oriente (Franck et al., 2000).

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

comportamentales y evidencias genéticas.

carnica  jigystica

M anatoliaca

mellifera ;'

: % syriaca
iberiensis *, ;

. A.cerana
scutellata ™. outgroup

=" adansonii

Figura 6. Relaciones filogenéticas entre las subespecies nativas de A. mellifera (Neighbor-Joining).
Los asteriscos sefialan los nodos que dan origen a los cuatro linajes principales (A, C, My O).
Modificado a partir de Wallberg et al. (2014).
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Aunque el origen geografico de A. mellifera ain estd en discusién (Han et al., 2012; Al-Ghamdi et al.,
2013; Cridland et al., 2017), existe consenso sobre la existencia de cuatro linajes o lineas evolutivas
principales: A (Africa), M (oeste y norte de Europa), C (este de Europa) y O (Medio Oriente) (Le Conte
y Navajas, 2008), donde se agrupan las subespecies descritas (Figura 6). Mas recientemente, se
identificé un quinto linaje (Y) en el noreste de Africay Oriente Medio (Franck et al., 2001), y se informé
de un posible sexto linaje adicional en Siria (Alburaki et al., 2011; 2013). Las relaciones entre estos
linajes, y las trayectorias evolutivas que dieron lugar a su diversificacion en poblaciones
geograficamente distintas, siguen sin estar totalmente claras. En particular, la regidén geografica
formada por Oriente Medio y el noreste de Africa contiene varias zonas de contacto entre los linajes
A, O, Yy, potencialmente, otros linajes. Un estudio reciente, que incluyé el andlisis genémico de 18
subespecies de A. mellifera nativas y dos en particular cuyos genomas fueron recientemente
secuenciados, evidencié que éstas Ultimas constituyen grupos genéticos que justifican su clasificacién
como linajes distintos: A. m. lamarckii de Egipto (linaje L) y A. m. unicolor de Madagascar (linaje U)
(Dogantzis et al., 2021) (Figura 7). Estos autores presentaron también una propuesta sobre las

relaciones filogenéticas entre estos 7 linajes (Figura 7).

Linaje C

A3leun

Linaje U

Linaje A

Figura 7. Mapa de distribucidon de los linajes evolutivos de A. mellifera segln su origen geografico
(izquierda). Reconstruccion filogenética obtenida a partir del analisis de SNPs en muestras de 18
subespecies de A. mellifera (derecha) (Dogantzis et al. 2021).
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1.G.1.4. Introducciéon en América

La abeja melifera fue introducida al continente americano, mas precisamente en la isla de Santo
Domingo, en los siglos XIV-XV durante la colonizacién espafiola (De Jaime Lorén, 2003). Sin embargo,
otras fuentes aseguran que fueron los Padres Dominicos los responsables de su introducciéon en el
continente americano en el afio 1536. Las abejas introducidas pertenecian al linaje M (A. m. mellifera).
Posteriormente, se registraron introducciones de la especie A. m. ligustica (linaje C), aunque se
desconoce la fecha exacta (Bierzychudek, 1979).

Los primeros registros hacen mencién de A. mellifera en Sudamérica hacia el afio 1830, cuando
arribaron a Colonia del Sacramento (Uruguay) las primeras colmenas de A. m. mellifera (linaje M)
provenientes de Francia (Bierzychudek, 1979). De forma simultanea, la subespecie A. m. carnica (linaje
C) fue introducida en Rio Grande do Sul (Brasil) por colonos alemanes. Posteriormente, en el afio 1839,
en ese mismo lugar, el padre Antonio Carneiro introdujo colonias de la subespecie A. m. iberiensis
(linaje M) desde Porto (Portugal).

En Argentina, se produjeron sucesivas introducciones desde diferentes paises y hacia distintas
provincias. Por ejemplo, en el afio 1855, se introdujeron desde Chile colonias de la especie A. m.
ligustica en la provincia de Mendoza; en 1857 se enviaron a Gualeguaychu (Entre Rios) 4 colmenas de
A. m. mellifera provenientes de Montevideo (Uruguay) dando inicio a la multiplicacién de este material
en la zona (Bierzychudek, 1979). La introduccidon de nuevos materiales vivos (reinas fecundadas y
celdas reales) continué durante el siglo XX, principalmente de A. m. ligustica o abeja italiana, preferida
por su mansedumbre y productividad (Palacio y Bedascarrasbure, 1998), como asi también las
subespecies A. m. carnica y A. m. caucasica (Salizzi, 2014).

Las abejas africanas (linaje A), particularmente A. m. scutellata, fueron introducidas en Brasil en el afio
1956 con fines de investigacion, particularmente con el objetivo de desarrollar un programa de mejora
genética generando hibridos con abejas de origen europeo que estuvieran mejor adaptados al clima
tropical-subtropical (Kerr et al., 1970, 1982; Bierzychudek, 1979; Agra, 2018). Una liberacién
accidental de estas abejas africanas condujo al origen y establecimiento de poblaciones de origen
hibrido (abejas de origen europeo y africano) expandiéndose por todo el continente, dando lugar al
proceso conocido como “africanizacién”, que continlda hasta la actualidad (Winston, 1979; Agra et al.,
2018; Porrini et al., 2020; Calfee et al., 2020). Las abejas africanizadas se expandieron hacia el norte
(América Central y Estados Unidos) y hacia el sur (norte de Argentina) (Winston, 1992; Schneider et
al., 2004), y fueron detectadas por primera vez en nuestro pais en el afio 1965 en la provincia de
Misiones (Santis y Cornejo, 1968). Estas abejas se caracterizan por tener un alto comportamiento

defensivo y una alta tasa de enjambrazén y abandono de la colmena, caracteristicas no deseables en
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la apicultura comercial (Taylor, 1977; Kerr et al., 1982; Lobo Segura, 2000; Clarke et al., 2002; Spivak
etal., 2019).

I.G.1.5. Importancia econédmica

Como se menciond anteriormente, A. mellifera estd considerado como un polinizador clave a nivel
mundial, siendo esencial para la multiplicacién de una gran cantidad de especies vegetales de interés
agrondmico (Burgett et al., 2004). En efecto, muchos cultivos de frutas, semillas y frutos secos sufren
una disminucién del 90% del rendimiento sin los servicios de polinizaciéon efectuados por las abejas
meliferas (Southwick y Southwick, 1992; Delaplane et al., 2000; Klein et al., 2007). Entre 1961 y 2006,
la dependencia de la agricultura por los polinizadores se ha incrementado en un 50 y 62% en paises
desarrollados y paises en desarrollo, respectivamente (Aizen y Harder, 2009), siendo A. mellifera el
polinizador mas ampliamente usado en monocultivos en todo el mundo (Watanabe, 1994).

La abeja melifera es también el principal productor de miel del mundo. La produccién global de este
alimento se estimé en 1,07 millones de toneladas métricas en el afio 2007, representando un
importante producto de consumo humano (Klein et al., 2007). En la actualidad, Argentina juega un rol
preponderante en el mercado mundial como pais productor y exportador de miel con altos estandares
de calidad, dado que el destino principal de la produccién es la exportacion (FAO 2018; Sadnchez et al.,
2018; MAGyP, 2021). En términos productivos, el sector apicola aporta a la economia de nuestro pais
un ingreso anual superior a los 200 millones de ddlares, con una produccién media anual de 60.000
toneladas de miel natural (Fuente: FAO, MinAgro; https://inta.gob.ar/). Nuestro pais presenta una
amplia gama de condiciones para la producciéon de miel, lo que permite definir cuatro zonas
principales de producciéon (zona de Buenos Aires, zona central, zona litoral y zona patagdnica) (Salina
et al., 2021). En todo el pais se cuenta con alrededor de 4.5 millones de colonias de abejas registradas
y gestionadas por aproximadamente 26.000 apicultores. La actividad apicola estuvo histdricamente
concentrada en la pampa humeda; en 1995, el 90% de la miel se producia en esa regidn
(Bedascarrasbure, 1995). De acuerdo con los datos del RENAPA de 2020 la situacién se mantiene en
la actualidad y solo algunas de las provincias extrapampeanas han evidenciado un desarrollo
sostenido. Lo anterior se debe en parte a que es necesario ajustar la tecnologia a los ambientes
subtropicales y que el cambio climatico impacta fuertemente en ese tipo de ambientes.

Mientras que en el periodo 2000-2009 se produjeron en promedio 84.000 toneladas anuales de miel,
en el periodo 2010-2013 la produccién se redujo a un promedio de 68.000 toneladas anuales,
evidenciando una disminucidn del 20% en el rendimiento de miel en las principales zonas productoras
del pais (Haberle, 2014; Sanchez, 2018; FAO 2018). La mortandad de colonias ha jugado un rol

importante en la disminucién del rendimiento en Argentina (Maggi et al., 2016; Salina et al., 2021),
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como lo fue también en el contexto internacional (Brutscher et al., 2016). Entre las hipdtesis
propuestas para explicar el aumento de la mortandad de las colonias de A. mellifera, se encuentran la
interaccion entre varios factores de estrés bidtico y abidtico, como el impacto de pesticidas usados en
la produccion agricola (contaminacién indirecta), el uso de acaricidas en la produccién apicola
(contaminacién directa), la subnutriciéon (causada por la reduccién de la oferta floral), el cambio
climatico, y la mayor incidencia de enfermedades como virosis y parasitosis (Biesmeijer et al., 2006;
Goulson et al., 2008; van Engelsdorp et al., 2009; Freitas et al., 2009; Ellis et al., 2010; Stanimirovié et
al., 2019; revisado en Goulson et al., 2015) (Figura 8). La disminucion de colmenas de A. mellifera
representa un riesgo serio para la estabilidad y rendimiento de los cultivos, y para el mantenimiento

de la biodiversidad (Biesmeijer et al., 2006; Klein et al., 2007; Aizen y Harder, 2009).

Insecticidas Herbicidas
Uso de productos
Uso de quimicos
Agroquimicos Perdida de variabilidad
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L poblacion de abejas
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Figura 8. Factores de estrés asociados a la disminucidn de colmenas de A. mellifera en el mundo, que
actian generalmente de forma sinérgica. Basado en informacion revisada en Goulson et al. (2015).
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IG. 1.6. Patégenos y su impacto

A pesar de la multiplicidad de factores involucrados en las pérdidas de las colmenas de A. mellifera a
nivel mundial, la comunidad cientifica coincide en que ciertos patégenos (agentes infecciosos o
parasitarios que ocasionan enfermedades) son una de las principales causas de mortalidad de las
colonias de abejas (Genersch, 2010a; Stanimirovi¢ et al., 2019). En particular, el acaro ectoparasito
Varroa destructor, es considerado la principal amenaza sanitaria para las abejas meliferas en todo el
mundo (Genersch, 2010b; Le Conte et al., 2010). La parasitosis producida por este acaro tiene impacto
directo sobre la inmunidad y nutricidn de las abejas y la supervivencia de las colonias, e indirecto, ya
gue actua como vector mecdnico y bioldgico de varios virus. En particular, dos virus altamente
asociados con las infestaciones de V. destructor son el virus de la pardlisis aguda de las abejas (en
inglés, Acute bee paralysis virus, ABPV) y el virus de las alas deformadas (en inglés, Deformed wing
virus, DWV). Los sintomas de la infeccidn por ABPV son paralisis, temblores, incapacidad para volar,
oscurecimiento gradual y pérdida de pelo en el térax y el abdomen, y la muerte prematura de las
abejas asociada a una fuerte disminucidn de adultos en la colonia (de Miranda et al., 2010). El DWV
causa principalmente infecciones benignas sin signos de enfermedad cuando se transmite
verticalmente (a través de zanganos y reinas) u horizontalmente (a través del alimento de las larvas).
Sin embargo, cuando los acaros se alimentan y reproducen en las celdas de cria de las abejas,
transmiten el virus a la cria (transmisién vectorial), lo que provoca la deformacion de las alas,
decoloracién, abdomen corto e hinchado y la muerte como pupas o poco después de emerger (de
Miranda y Genersch, 2010).

Dos enfermedades bacterianas importantes desde el punto de vista econémico, son la loque
americana (AFB) y la loque europea (EFB). La AFB esta causada por la bacteria Paenibacillus larvae y
no soélo es letal para las larvas individuales, sino para colonias enteras de abejas meliferas (Genersch,
2010a). Las larvas de las abejas se infectan por ingestidn de esporas de P. larvae, y/o restos de larvas
infectadas (Forsgren et al., 2008; Genersch, 2010a). La EFB, causada por la bacteria Melissococcus
plutonius, es potencialmente letal para las colonias de abejas meliferas. Al igual que en el caso de la
AFB, las larvas de las abejas se infectan al ingerir alimentos contaminados y suelen morir después de
cuatro o cinco dias (Forsgren, 2010; Genersch, 2010b).

La nosemosis es también una enfermedad que afecta el tracto digestivo de todos los adultos de la
colonia (reina, obreras y zanganos) (Fries, 2010; revisado por Galajda et al., 2021). Afecta la
productividad y la supervivencia de las colonias, principalmente en climas templados (Higes et al.,
2008; Botias et al., 2013; revisado por Marin-Garcia et al., 2022). Dicha enfermedad, causada por los
parasitos intracelulares Nosema apis y Nosema cerana, reduce la longevidad de las obreras entre un

22% y un 44% (Aydin et al., 2006; Lotfi et al., 2009). Las esporas son las formas infecciosas de estos
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parasitos, las cuales son ingeridas por las abejas durante la alimentacidn de miel, polen o agua
contaminada. Se ha demostrado que la presencia de N. ceranae en asociacién con otros patégenos
como virus (Hartmann et al., 2015; Zheng et al., 2015) o Varroa destructor (Mariani et al., 2012)
incrementa la pérdida de colmenas de A. mellifera, impactando significativamente en la produccion

de miel y la polinizacidn de los cultivos (Fries et al., 2003).

I.G. 2. Generalidades de Varroa destructor

I.G. 2.1. Ciclo de vida

El acaro Varroa destructor Anderson y Trueman (Acari: Varroidae) es un ectoparasito obligado de las
abejas meliferas. El ciclo de vida de V. destructor esta estrechamente relacionado con el de su
hospedador (Sammataro et al., 2000; revisado en Rosenkranz et al., 2010; Nazzi y Le Conte, 2016 y
Traynor et al., 2020). Las hembras de V. destructor presentan dos fases en su ciclo de vida, una fase
forética o dispersiva, que transcurre sobre las abejas adultas, y una fase reproductiva, que ocurre
dentro de las celdas de cria de obreras y zanganos (Figura 9). Los machos y los estados inmaduros
(deutoninfas y protoninfas) de V. destructor (Figura 10) tienen una vida corta y solo son encontrados

dentro de las celdas de cria operculada (no presentan fase forética).

Fase forética
it

Fase Reproductiva
A

Figura 9. Esquema del ciclo de vida de V. destructor sobre su hospedador, A. mellifera. Modificado a
partir de Nazziy Le Conte (2016).



17

Figura 10. V. destructor en estado forético (arriba). Morfologia externa de una hembra, un machoy
un estadio inmaduro (deutoninfa) del 4caro (abajo, de izquierda a derecha). Fotografia tomada con
un microscopio Olympus BX40 con un aumento de 40x.

La entrada de V. destructor (hembra fundadora) a las celdas de cria ocurre justo antes de que éstas
sean operculadas en el dia 8-9 del desarrollo de la abeja (larva de quinto estadio o L5) (Figura 11).
Después de invadir una celda de cria, la hembra fundadora se moviliza entre la larva y la pared de la
celda y llega al fondo de ésta, donde se queda inmdvil en el alimento (Figura 11) (revisado en
Rosenkranz et al., 2010). Este comportamiento del acaro seria una adaptacién para minimizar la
remocion de la cria parasitada por parte de las abejas nodrizas, ya que, antes y durante el operculado,
éstas inspeccionan con frecuencia las celdas de cria.

Luego del operculado de la celda, la hembra fundadora perfora un agujero (100 pm) en la cuticula del
quinto segmento de la abeja (prepupa) para crear un sitio de alimentacidén para ella y la futura
descendencia (Donzé y Guerin, 1994; Kanbar y Engels, 2003; Li et al., 2019) (Figura 11). Este sitio de
alimentacién permanece abierto debido a los anticoagulantes presentes en la saliva de los acaros y la

supresion de la cicatrizacion de la herida del huésped (Richards et al., 2011).
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Figura 11. Esquema del ciclo reproductivo de V. destructor sobre su hospedador, A. mellifera.
Modificado a partir de Evans y Cook (2018).

La hembra fundadora deposita el primer huevo haploide, que dard origen a un macho,
aproximadamente 60-70 horas después del ingreso a la celda de cria (Donzé y Guerin, 1994). A partir
de ese momento, la hembra fundadora pone un huevo diploide cada 30 horas, que dara origen a
hembras hijas (Rehm y Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994). Desde la eclosion del huevo hasta
que el adulto muda, la descendencia del acaro pasa por las etapas de proto y deutoninfa (Figuras 10y
11), siendo el tiempo de desarrollo de aproximadamente 5.8 y 6.6 dias para los dcaros hembra y
macho, respectivamente (Rehm y Ritter, 1989; Ifantidis, 1990; Martin, 1994; Donzé y Guerin, 1994).

La progenie de V. destructor alcanza la madurez sexual inmediatamente después de la ultima muda,
una vez alcanzada esta etapa el macho copulara con sus hermanas. Las hembras hijas maduras se
acoplan a la abeja cuando emerge de la celda e inician su fase forética hasta el momento de invadir
una nueva celda para reproducirse (Figura 11). En condiciones de campo, cada hembra tiene un
promedio de 1.5 a 3 ciclos reproductivos (revisado en Rosenkranz et al., 2010 y Traynor et al., 2020).
Si el macho muere, las hembras hijas emergen sin aparearse. Durante su primer ciclo reproductivo,
estas hembras virgenes pueden poner huevos haploides y luego aparearse con su hijo (HduRermann

etal., 2020).

. Varroa entra en la celda (aprox. 15 horas antes del operculado)
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IG. 2.2. Deteccion y dispersion en Sudamérica

El dcaro V. destructor fue detectado por primera vez en América del Sur (Paraguay) cuando apicultores
de la zona adquirieron reinas de A. mellifera provenientes de Japdn (De Jong et al.1982), lo que
condujo a una posterior invasién del acaro en el territorio argentino (Montiel y Piola, 1976). El 4caro
fue detectado por primera vez en Argentina en 1976, en la provincia de Formosa (Figura 12), limitando
con la frontera con Paraguay (Maggi et al., 2012). Desde su introduccion, V. destructor se ha
dispersado por todo el territorio, infestando actualmente con alta prevalencia las colonias de A.
mellifera de nuestro pais (Eguaras y Ruffinengo, 2006; Vandame y Palacio, 2010; revisado por Maggi

et al., 2016; SENASA, 2020).

Figura 12. Posible ruta de introduccidn y dispersién de V. destructor en Argentina, de acuerdo a lo
descrito en De Jong et al. (1982) y Montiel y Piola (1976).

I.G. 2.3. Origen y distribucion

El 4caro V. destructor, que originalmente parasitaba a la abeja oriental, A. cerana, sufrié un cambio de
hospedador hacia A. mellifera alrededor de la década de 1950 y a partir de alli se expandid
rapidamente por Europa, Africa, América y la regién asiatica del Pacifico (Oldroyd, 1999). En el afio
1957, A. mellifera ya se habia convertido en hospedador de V. destructor en Japdn, y en 1963 en Hong
Kong. Su rango se expandié rapidamente a través del comercio mundial de abejas meliferas, tanto
legal como ilegal, y probablemente a través de enjambres que viajaron en los barcos. En menos de
medio siglo, V. destructor se extendiod a todas las regiones donde los humanos manejan colonias de A.
mellifera, a excepcion de algunos territorios extremos del norte e islas remotas como los archipiélagos

de Seychelles y Comoras (Figura 13) (revisado en Traynor et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S147149222030101X#f0010
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Aln luego del cambio de hospedador, V. destructor era conocido bajo el nombre especifico de V.
jacobsoni, una especie morfolégicamente similar que parasita A. cerana en Indonesia (Oudemans,
1904). No fue hasta el afio 2000 que, mediante un exhaustivo estudio morfolégico y molecular, se
detectd que se trataba de dos especies diferentes (Anderson y Trueman, 2000). De los ocho haplotipos
mitocondriales que se han descrito para V. destructor, solo dos parasitan con éxito colonias de A.
mellifera: los haplotipos K y J. Se cree que el haplotipo K cambié por primera vez de A. cerana a.
mellifera cerca de la ciudad de Vladivostok (al norte de la peninsula de Corea), mientras que el
haplotipo J dio un salto similar a finales de la década de 1950 tras la introduccién de A. mellifera en
Japon (De Guzman y Rinderer, 1999; revisado en Navajas et al., 2010).

En la actualidad el haplotipo K alcanza una distribucién practicamente cosmopolita (Figura 13) y es
considerado el mas virulento en relacidn al efecto negativo que tiene sobre las colonias que parasita
(Delfinado-Baker, 1988; Navajas et al., 2010). El haplotipo J, en cambio, se encuentra restringido a
ciertas regiones de Japdn, Tailandia y Sudamérica (Andersony Trueman, 2000; De Guzman et al., 1998;

Garrido et al., 2003; Mufoz et al., 2008) (Figura 13).

Figura 13. Distribucidn global de Varroa destructor (se muestra en rojo el haplotipo K1, en azul el
haplotipo J1y en violeta la co-ocurrencia de ambos haplotipos) y de V. jacobsoni (indicado con
puntos negros). Las fechas roja y azul indican el cambio de hospedador y la posterior dispersion

desde el lugar de origen de los haplotipos J1 y K1, respectivamente. Modificado a partir de Traynor
et al. (2020).
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I.G. 2.4. Impacto sobre A. mellifera

La enfermedad causada por V. destructor se conoce como varroosis y representa la mayor amenaza
biolégica para las colonias manejadas de A. mellifera en todo el mundo (Currie et al., 2010; Dahle,
2010; Genersch et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Le Conte et al., 2010; Nazzi y Le Conte, 2016;
revisado por Flores et al., 2021). Los sintomas mas notables de la varroosis son debilidad de las
colonias, la distribucion irregular de la cria operculada y la presencia de celdas de zdnganos y obreras
con opérculos perforados. Ademas, las abejas parasitadas tienen menor peso corporal (Duay et al.,
2003) y longevidad en el estadio adulto (Amdam et al., 2004), lo que ocasiona que la produccién de
cria y de miel se vea disminuida en las colmenas (Delfinado-Baker, 1988; Murilhas, 2002).

V. destructor no sélo produce efectos directos sobre el estatus nutricional de las abejas, sino que
también actia como vector biolégico de patdgenos virales y bacterianos (Sumpter y Martin, 2004;
Antunez et al., 2006; Martin et al., 2012; Brasesco et al., 2021a; b; Yafiez et al., 2020; Salina et al.,
2021). De esta forma, la parasitacidon por V. destructor constituye un factor de estrés que afecta el
sistema inmune de las abejas permitiendo que otros agentes patdgenos se multipliquen sin control en
las colonias (Le Conte et al., 2010). La presencia de altos niveles de parasitacién puede inducir la
inmunosupresion en las pupas y los adultos parasitados y activar infecciones virales (Yang y Cox-
Foster, 2007; Cournoyer et al., 2022).

Hasta la fecha se han aislado mas de 24 virus diferentes en abejas meliferas (Yafiez et al., 2020; Salina
et al., 2021). Existe evidencia de que V. destructor se comporta como vector mecanico y bioldgico del
virus de las Alas Deformadas tipo B (DWV-B, del inglés: Deformed Wing Virus) y del virus de la Paralisis
Aguda Israeli (IAPV, del inglés: Israeli Acute Paralysis Virus), y como vector mecdnico del virus de la
Paralisis Aguda (ABPV, del inglés: Acute Bee Paralysis Virus), del virus de las Alas Deformadas-A (DWV-
A), del virus de Kashmir (KBV, del inglés: Kashmir Bee Virus) y del virus de la Pardlisis Crénica (CBPV,
del inglés: Chronic Bee Paralysis Virus) (revisado en Yafiez et al., 2020 y Salina et al., 2021). Ademas,
aunque todavia no hay resultados concluyentes, el dcaro también actuaria como vector de otros virus
(Santillan-Galicia et al., 2010; Daughenbaugh et al., 2015; de Miranda et al., 2015; Cornman, 2017,
Levinetal.,2017; Remnant et al., 2017; Posada-Florez et al., 2019; Dubois et al., 2020). La combinacion
de Varroa y virus como KBV, ABPV o IAPV puede desencadenar graves pérdidas de colonias (Genersch
y Aubert, 2010). Ademas, la sinergia entre el 4caro y DWV puede neutralizar las barreras inmunitarias
de las abejas (Di Prisco et al., 2016) y se considera una de las principales causas de pérdida de colonias
en todo el mundo (Zhao et al., 2019). La transmisidn de Varroa es horizontal (entre individuos de una
misma generacién) y vertical (entre parentales y descendencia). Ademds, puede ser intra o
intercolonial. Principalmente, la diseminacidon de este dcaro depende de un grupo de factores

relacionados al comportamiento de la abeja como el pecoreo, pillaje, y la tendencia a enjambrar, que
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a su vez estan influenciados por factores genéticos y ambientales. Se podria decir que las practicas
apicolas son en parte responsables de mantener las formas mas virulentas de los patdgenos,
especialmente porque contribuyen a su transmisidn horizontal (Fries y Camazine, 2001). También,
ciertas practicas de manejo apicola, tales como tener colmenas trashumantes, no rotar los acaricidas
o no realizar recambio de reinas constituyen factores de riesgo asociados a la varroosis (Giacobino et

al., 2016; 2017; discutido en Noél et al., 2020 y Vilarem et al., 2021).

I.G. 2.5. Control de la varroosis

Las medidas de control para mantener las poblaciones de Varroa por debajo del umbral de dano
econémico requieren de la implementacién de diferentes estrategias. El umbral de dafio es un
parametro de naturaleza econémicay no biolégica, y por lo tanto se aplica en las decisiones de manejo
de colmenas con fines exclusivamente de produccién y rentabilidad (Delaplane y Hood, 1999). El
umbral de infestacidn, y con esto el impacto de V. destructor en las colonias, varia en funcién de
factores ambientales (como los promedios de precipitaciones, la temperatura, la region geografica 'y
la disponibilidad de alimento), genéticos (como diferencias entre abejas africanizadas y europeas, y la
presencia de comportamiento higiénico), y la interaccion entre éstos (Wegener et al., 2016; Dechatre
et al., 2021).

Uno de los principales métodos de control es la aplicacidon de acaricidas de sintesis (revisado en Noél
et al., 2020), los mas difundidos son los productos a base de cumafds, flumetrina, fluvalinato y amitraz
(organofosforados, piretroides y formamidina). Estos principios activos son aplicados tanto como
productos comerciales aprobados y registrados, como productos caseros o artesanales (Eguaras y
Ruffinengo, 2006). Su uso tiene ventajas, como su facil aplicacién y bajo costo. No obstante, son
persistentes en el ambiente, se acumulan en propdleos, miel y ceras (Tremolada et al., 2004; Premrov
Bajuk et al., 2017), constituyendo un riesgo para la salud humana y muchas veces el uso inadecuado
de estos compuestos, al no rotarse o aplicarse de manera inapropiada, aceleran el desarrollo de
poblaciones de acaros resistentes (Wallner y Fries, 2003; Maggi et al., 2009; 2010; revisado en Mitton
et al. 2022). En Italia, Francia, Israel y Estados Unidos se han detectado casos de resistencia por parte
del acaro al fluvalinato y al cumafos (Lodesani et al., 1995; Elzen et al., 1999; Pettis, 2004; Panini et
al., 2019). En Estados Unidos también se hallaron acaros resistentes a amitraz, cumafos y fluvalinato
(Sammataro et al., 2000; 2005; Elzen y Westervelt 2002; Pettis, 2004; Rinkevich, 2020). Puntualmente,
en Argentina, se detectaron poblaciones de acaros resistentes al cumafos y al amitraz (Maggi et al.,
2009; 2010) y se hallaron residuos de estos acaricidas en la cera estampada que se utiliza en colmenas
comerciales (Medici et al., 2015). Asi, es cada vez mas frecuente detectar una disminucion de la

eficacia de dichos productos, con la aparicidn de focos de resistencia tanto a nivel local (Ruffinengo,
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2010; Medici et al., 2015; Conlon et al., 2019) como mundial (Rosenkranz et al., 2010; Rinkevich, 2020;
Hernandez-Rodriguez et al., 2021), disminuyendo la disponibilidad de acaricidas efectivos para el
control de esta parasitosis. Esto ha promovido la bisqueda de nuevas moléculas que minimicen estas
desventajas. Acidos organicos, aceites esenciales y sus componentes se han convertido en una valiosa
alternativa (Ruffinengo et al., 2014; Maggi et al., 2016b; Iglesias et al., 2020; Giménez-Martinez et al.,
2022; Iglesias et al., 2022; revisado en Vilarem et al., 2021). En nuestro pais, se han evaluado acaricidas
organicos que reducen significativamente las poblaciones del acaro (Eguaras et al., 2001; 2004; Bulacio
Cagnolo et al., 2010; Ruffinengo et al., 2014; Martinez Fhurer y Lopez, 2018), y que minimizan la
aplicacién de acaricidas de sintesis. Estos acaricidas orgdnicos tienen bajo riesgo de persistencia y
acumulacién, no contaminan la miel (Bogdanov, 2006) y presentan baja probabilidad de desarrollar
resistencia en el parasito (Rosenkranz et al., 2010). Sin embargo, su utilizaciéon no alcanza para
mantener bajos niveles de varroosis en colmenas comerciales durante todo el afio y por lo tanto, no
se ha podido aun prescindir del uso de acaricidas de sintesis para el control de V. destructor en nuestro

pais, particularmente en climas templados.

I.G. 2.6. Relacién parasito-hospedador

El equilibrio en la relacién parasito-hospedador puede ser crucial para el bienestar del hospedador
tanto a nivel individual (inmunidad) como a nivel poblacional (diversidad genética) (Daszak et al.,
2000). Las adaptaciones que llevan a la coexistencia entre ambas especies pueden ocurrir tanto en las
abejas como en las poblaciones de acaros (Fries y Bommarco, 2007; Oddie et al., 2018). En este
sistema huésped-pardasito, el huésped u hospedador puede emplear dos estrategias diferentes para
defenderse de los parasitos: resistencia y tolerancia (Raberg et al., 2007). La tolerancia se define como
la capacidad de reducir el efecto causado por una carga parasitaria determinada, mientras que la
resistencia es la capacidad de reducir o limitar la carga parasitaria. En la mayoria de los casos la
resistencia y la tolerancia estan correlacionadas (Lipsitch et al., 1996, Raberg et al., 2007; Schmid
Hempel, 2011). En las abejas, la tolerancia implica la capacidad de reaccion frente a V. destructory la
habilidad de coexistir con los acaros sin que éstos influyan en forma negativa en la supervivencia,
tamaio poblacional, estado sanitario y productividad de la colmena en un ambiente y sistema de
manejo determinados (Arechavaleta-Velasco et al, 2001; Bichler et al., 2010). Por otro lado, las
colonias de abejas pueden presentar mecanismos de defensa activos que les permite mantener la
poblacién del dcaro dentro de los limites aceptables para no producir dafio dentro de la colonia, tal
como ocurre en A. cerana, donde la relacion huésped - parasito se encuentra en equilibrio (Ruttner y
Hanel, 1992; Boecking y Ritter, 1994) y las colonias presentan resistencia a V. destructor (Le Conte et

al., 2020; Grindrod y Martin, 2021). Como contraparte de esta interaccion, el parasito despliega un
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conjunto de estrategias que le permite evadir el ataque del hospedador, sobrevivir y multiplicarse. En
particular, las estrategias de los micropardsitos se basan fundamentalmente en un tamafo corporal
menor, la alimentacion sin eliminacién del hospedador, y un ajuste en su ciclo de vida para
reproducirse y lograr evadir las defensas del hospedador (Poulin, 2007). Dentro de esta categoria y
para nuestro sistema de estudio, V. destructor presenta adaptaciones al parasitismo entre las que se
destacan la seleccién de hospedadores de acuerdo con la edad y/o funcion de las abejas (Calderone
et al., 2002; Pernal et al., 2005) y sofisticadas estrategias de mimetismo quimico, que le otorgan a este
parasito la capacidad para infiltrarse en un hospedador con una compleja estructura social como A.
mellifera (Uboni et al., 2012; Le Conte et al., 2015; Nazzi y Le Conte, 2016; Reams y Rangel, 2022).

La coevolucién huésped-parasito puede conducir a una relacidn relativamente estable y dinamica
entre los organismos participantes de la interaccion, principalmente dada por la selecciéon natural
actuando en términos de cientos y miles de afios, modelando no solamente los principales rasgos de
los organismos por separado, sino también las propiedades de sus poblaciones (Poulin, 2007; Schmid
Hempel, 2011). En la relacién entre V. destructor y A. mellifera, los efectos de la selecciéon natural
sobre el aumento de la resistencia de las colonias frente a los acaros se han visto limitados por las
practicas de manejo modernas asociadas a la aplicacidon de tratamientos sanitarios frecuentes con
acaricidas de sintesis que reducen la presién selectiva natural necesaria para que tal proceso ocurra
(Buchler et al., 2010; Locke, 2011; 2016). Ademas, tal como se menciond anteriormente, practicas de
manejo inadecuadas pueden llevar a una presion de seleccién que favorezca el desarrollo de nuevos
mecanismos de evasion o resistencia por parte del pardsito. Sin embargo, desde hace varios afos y en
diversas partes del mundo, se ha avanzado en la identificacidn y caracterizacién de poblaciones de
abejas meliferas que logran sobrevivir en ausencia de acaricidas mediante la expresion de rasgos de
resistencia o tolerancia a V. destructor (Figura 14) (Locke, 2016). La resistencia y/o tolerancia son
caracteristicas tipicas de las abejas africanizadas de América del Sur y Central (Martin y Medina, 2004;
Mondragodn et al., 2005; Rivera-Marchand et al., 2012), aunque también hay registros de colmenas
tolerantes y resistentes a Varroa en poblaciones de A. mellifera de América del Norte, Europa y otras
partes del mundo (Fries et al., 2006; Le Conte et al., 2007; Seeley, 2007; Pritchard, 2016; Le Conte et
al., 2020).
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Figura 14. Gréfico representativo de distribucion global de las poblaciones de A. mellifera
naturalmente sobrevivientes al 4caro Varroa destructor (extraido de Locke, 2016).

En este marco, numerosos programas de mejoramiento se han iniciado a nivel global para mejorar
mediante seleccién natural o artificial la resistencia al acaro en stocks especificos de abejas meliferas
(revisado por Guichard et al., 2020). Tales desarrollos se han basado en la identificacion de los rasgos
que caracterizan a estas poblaciones y ademas, han permitido entender mas acerca de la coevolucidn

parasito-hospedador.
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Objetivo general

Estudiar de una forma integral el comportamiento de acicalamiento (grooming) de A. mellifera hacia
V. destructor tanto a nivel individual como de colmena, explorando sus bases genéticas y los factores
que influyen en su expresion. Con la informacién obtenida se propone analizar el impacto de este
caracter sobre la supervivencia de las colonias al dcaro y su posible uso como marcador fenotipico y
blanco de seleccidon en programas de mejoramiento genético apicola, en soporte a la identificacion,
caracterizacién y conservacion de stocks de abejas que presenten resistencia a Varroa, caracteristica

deseable para la apicultura en nuestra regién.

Objetivos especificos

1) Caracterizar a nivel comportamental y genético colmenas de A. mellifera adaptadas a clima
subtropical que sobreviven naturalmente a la parasitosis causada por V. destructor.

2) Estudiar el comportamiento de grooming (CG) de abejas individuales pertenecientes a las
colmenas de A. mellifera analizadas en el objetivo 1, que resulten contrastantes para dicho caracter.
3) Explorar las bases genéticas del CG mediante el analisis de la expresién de genes candidatos
asociados a este cardcter en las abejas que mostraron resultados contrastantes en el estudio de

expresion fenotipica individual.
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Hipotesis

1. Existe variabilidad fenotipica para el comportamiento de grooming en colmenas argentinas
adaptadas a clima subtropical y es posible evaluar este rasgo a campo y en el laboratorio.

2. El CG esta asociado a la resistencia de A. mellifera a V. destructor y existe una correlacion positiva
entre el grado de dicho comportamiento y la supervivencia de las colonias.

3. Las abejas de colmenas sobrevivientes despliegan una respuesta de limpieza frente al dcaro mas
intensa respecto a las abejas de colmenas susceptibles.

4. Existen diferencias en la respuesta de acicalamiento frente a V. destructor entre abejas de distintas
edades.

5. Es posible identificar genes de A. mellifera cuya expresién diferencial esté asociada a diferencias en
el comportamiento de grooming entre las abejas de colmenas sobrevivientes vs. susceptibles al acaro.
6. La expresién de ciertos genes involucrados en el desarrollo neuronal y las actividades motoras, asi
como aquellos involucrados en la sensibilidad olfativa, modulan la expresién del comportamiento de

grooming y difiere entre abejas de colmenas sobrevivientes vs. susceptibles al acaro.
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Nota del Tesista

La motivacidn de la presente Tesis Doctoral resulta de la busqueda de alternativas de manejo y control
del acaro V. destructor en colonias de A. mellifera, que resulten amigables con el ambiente y con las
abejas. En funcién de esta motivacidén, diseié bioensayos y apliqué diferentes aproximaciones
conceptuales y metodolégicas para la realizacién de los experimentos. Obtuve y analicé descriptiva y
estadisticamente los datos a campo y de laboratorio, y abordé la discusion integral de los mismos.
Considerando esto, en los capitulos que se desarrollan a continuacién, y en funcidon de cada uno de
los objetivos especificos propuestos, organicé la presente Tesis en una Introduccién General, que
contiene los antecedentes sobre el modelo de estudio y el analisis del problema a abordar, tres
capitulos y una Discusién General, donde se presentan las perspectivas y potencial aplicacién de los
resultados obtenidos. En cada capitulo, presento los antecedentes, explico las aproximaciones
utilizadas y metodologias aplicadas, y analizo los principales resultados obtenidos. En el primer
capitulo, se presenta el andlisis y discusidon de los resultados de la caracterizaciéon poblacional,
comportamental y genética de un material apicola, establecido en clima subtropical, que presenta alta
tasa de sobrevida invernal y caida natural de V. destructor, y es considerado promisorio en su
desempeiio frente a la varroosis. Estas colonias son el insumo biolégico que analizo en los capitulos
siguientes de la Tesis. En el capitulo dos, presento la descripcién y andlisis del comportamiento de

grooming a nivel individual en abejas de las colonias sobrevivientes y susceptibles, consideradas como

control. Las abejas ensayadas son insumo para los experimentos presentados en el Ultimo capitulo (3),
donde analizo el nivel de expresién de genes candidatos asociados al comportamiento de grooming y
discuto su potencial aplicabilidad como marcadores moleculares para asistir a la seleccion de colonias
resistentes a V. destructor.

Hacia el final de la Tesis, presento una Discusidon General para integrar los conocimientos generados
de forma holistica y discutir su relevancia en el desarrollo de técnicas integradas de control de la
varroosis. La informacion aqui generada contribuye a aumentar nuestro conocimiento sobre este
complejo sistema de estudio y en un futuro, a minimizar el impacto de la enfermedad en las colonias
de A. mellifera en clima subtropical y a promover el desarrollo apicola en nuestro pais.

Quiero destacar que si bien yo misma he plasmado todas las ideas que he tenido (buenas y malas), y
ejecutado todos los ensayos, nunca lo hice sola. He tenido personas incondicionales a mi lado que han
seguido mis locuras siempre y, que sin ellas, este trabajo no hubiera sido posible. Por esta razén, me
parece muy importante incluirlas, aunque no sea con sus nombres, pero si en el espiritu de la

redaccion.



CAPITULO 1.

Caracterizacion integral a campo de
colmenas de Apis mellifera que
sobreviven naturalmente a
Varroa destructor
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1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Caracterizacion genética de poblaciones de A. mellifera

Los marcadores de ADN mitocondrial han sido una de las primeras herramientas moleculares
empleadas para estudios filogenéticos en A. mellifera (Smith, 1991; Garnery, 1992; Garnery y Cornuet,
1994) y han permitido confirmar la presencia de distintos linajes evolutivos (Arias y Sheppard, 1996;
Franck et al., 2000). Resultados similares se obtuvieron mediante el analisis con marcadores SSR (del
inglés, Simple Sequence Repeats) o microsatélites (Estoup et al., 1995; Franck et al., 2001). Estas
herramientas han sido igualmente utiles para estudiar la diversidad genética y la estructura
poblacional de las colonias de A. mellifera en América. Si bien originalmente las abejas que ingresaron
al continente americano eran europeas (Hall y Smith, 1991; Sheppard et al., 1991), la introduccién de
la abeja africana A. m. scutellata en Brasil (Kerr, 1957) y la subsecuente hibridizacién (africanizacion)
ha provocado un cambio profundo en la estructura genética de las razas o ecotipos de abejas en
Ameérica (Schiff y Sheppard, 1993; Sheppard et al., 1999; Agra, 2018; Agra et al., 2018; Porrini et al.,

2020; Calfee et al., 2020), evidenciado mediante la aplicacion de estas herramientas.

1.1.1.1 Marcadores moleculares del ADN mitocondrial

La técnica de PCR-RFLP (del inglés, Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism) es la principal herramienta utilizada para el analisis de variaciones en el ADNmt en
abejas. La aplicacion de esta técnica permite analizar la variabilidad genética mediante la amplificacién
de una regién especifica del ADNmt y su digestidn con enzimas de restriccion. Uno de los marcadores
mitocondriales mas utilizados para el analisis de la variabilidad genética de las poblaciones de A.
mellifera es la region intergénica entre los genes citocromo oxidasa | y citocromo oxidasa Il (cox1-
cox2). Este marcador presenta al menos siete variantes en su longitud que pueden ser explicadas por
la combinacion de tres secuencias relacionadas: la secuencia Po con una longitud de 67 pb, la
secuencia P (de 54 pb) y la secuencia Q (de 192-196 pb) (Figura 15). Esta ultima se encuentra presente
en todas las subespecies y se divide en tres regiones segun su similitud de secuencias nucleotidica con
las zonas gendmicas adyacentes: Q1 es similar al extremo 3" del gen cox1, Q2 es similar al gen del ARN
de transferencia del aminoacido leucina (ARNt leu) y Q3, a la secuencia P (Cornuet et al., 1991). Las
diferentes combinaciones de estas secuencias generan las siguientes variantes: PoQ, PoQQ y PoQQQ,
que son caracteristicas del brazo evolutivo A; las secuencias PQ, PQQ y PQQQ, representativas del
brazo M; y las secuencias que incluyen solo Q y corresponden al brazo evolutivo C (Garnery et al.,
1993) (Figura 15).

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

polimorfismos evidenciados en forma rapida y sencilla por medio de enzimas de restriccidn, entre
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ellas, la mas utilizada es Dra |, pero también Hinf | (Agra et al. 2018) y EcoR1 (Arias y Sheppard, 1996)

gue sirven para la determinacién de diferentes haplotipos.

Haplotipos de A. mellifera detectados en Argentina
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Figura 15. Esquema de los haplotipos mitocondriales de A. mellifera detectados en la Argentina de
acuerdo a Agra et al. (2018). En el esquema se muestra la regién intergénica citocromo oxidasa | y
citocromo oxidasa Il (cox1-cox2) cominmente analizada para la determinacién del linaje
mitocondrial y con lineas rojas se indican los sitios de restriccién de la enzima Hinf .

1.1.1.2 Antecedentes de caracterizacidn genética en Argentina

En el afio 1991, Sheppard y colaboradores realizaron los primeros trabajos de caracterizacion
molecular con el analisis del ADN mitocondrial de abejas provenientes de distintas regiones, mediante
la técnica de PCR-RFLP. Los autores registraron una zona de saturacién donde solo detectaron abejas
africanizadas, una zona de colonizacién permanente o zona de transicién, caracterizada por una
compleja hibridacién entre abejas de origen europeo y africano, y una zona de colonizacion
temporaria donde las abejas africanizadas solo se encontraban en los meses de primavera y verano
(Figura 16), patrén que confirmé posteriormente Abrahamovich et al. (2007) en poblaciones de la

provincia de Buenos Aires.
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Figura 16. Distribucion geografica de los haplotipos mitocondriales detectados en poblaciones
argentinas de Apis mellifera segun Agra et al. (2018). Los puntos negros indican los sitios de
muestreo (colonias silvestres y comerciales). El grafico de torta en cada provincia representa la
frecuencia de los seis haplotipos mitocondriales encontrados (C1, C2J, M4, A1, A4 y A30). La linea
negra indica la isoterma anual de 16 °C. Se muestran en lineas de colores la distribucién de la
africanizacion en Argentina de acuerdo a los primeros resultados de Sheppard et al. (1991): la linea
naranja indica el limite de saturacion de abejas africanizadas (AA); la linea celeste sefiala el limite de
la zona de colonizacién permanente de las AA; y la linea purpura, el limite de colonizacién
temporaria de las AA. Figura modificada a partir de Agra et al. (2018)
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Recientemente se realizd un estudio extensivo y actualizado sobre la variabilidad genética de colonias
de abejas establecidas en las principales regiones del pais, mediante la utilizacién tanto de marcadores
mitocondriales como nucleares (Agra et al., 2018). Estos autores detectaron un total de 6 haplotipos
mitocondriales, dos pertenecientes al brazo evolutivo C (C1 y C2j), uno perteneciente al brazo M
(haplotipo M4) y tres pertenecientes al brazo evolutivo A (A1, A4y A30) (Figura 16). Ademas, de forma
consistente a los primeros resultados obtenidos, los autores detectaron una clina latitudinal de norte
a sur para el nivel de africanizacion, identificdndose una distribucién preponderante de haplotipos

africanizados en el norte de Argentina y europeos hacia el centro/sur del territorio (Agra et al., 2018).

1.1.2. Dindmica de V. destructor en colonias de A. mellifera

El conocimiento de la dindmica de las poblaciones de V. destructor es fundamental para lograr un
adecuado control de la parasitosis y determinar los puntos criticos en los cuales se deben tomar
decisiones de manejo para evitar el colapso de las colonias de A. mellifera. Debido a esto, el estudio
de la dindmica poblacional de Varroa ha sido el objetivo de numerosas investigaciones alrededor del
mundo (Vandame et al., 1994; Fries et al., 1994; Mayagoitia Penagos y Otero Colina, 1995; Fries y
Rosenkranz, 1996; Wilkinson y Smith, 2002; Vizintini et al., 2021). Este parasito sdlo puede completar
su ciclo de vida dentro de la colonia por lo que estd intimamente ligado al desarrollo bioldgico de su
hospedador (Orantes Bermejo y Garcia Fernandez, 1994; Rosenkranz et al., 2010; Traynor et al., 2020),
asi es como las variaciones en el microambiente de la colonia pueden influir en su reproduccién y en
el crecimiento de sus poblaciones (Eguaras y Ruffinengo, 2006). Por ejemplo, la cantidad y la
disponibilidad de celdas de cria, la proporcidn de zdnganos y obreras, y la cantidad de abejas adultas
dentro de la colonia en diferentes momentos condicionan el crecimiento de las poblaciones de V.
destructor (Fries et al., 1994; Boot et al., 1995; Calis et al., 1999; Wilkinson y Smith, 2002). La totalidad
de acaros presentes dentro de la colmena, la deriva, el pillaje y otros factores propios de las colonias,
como la tendencia a enjambrar, constituyen aspectos importantes que también influyen en la
dindmica poblacional del parasito (Rosenkranz et al., 2010). En general, la poblacién de Varroa tiende
a crecer exponencialmente hasta alcanzar una fase, a partir de la cual, comienza a descender
rapidamente al igual que la poblacion del huésped (Eguaras, 1993; Branco et al., 1999; revisado en
Traynor et al., 2020) (Figura 17). Sin embargo, esta tendencia, puede cambiar de acuerdo con las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas de las abejas y a la ubicacién geografica de las colonias
huésped.

El ecotipo (poblacidn adaptada a una determinada ecorregién) de las abejas meliferas y el clima son
factores importantes que afectan el desarrollo de V. destructor (De Jong et al., 1984; Moretto et al.,

1991, De Jong y Soares, 1997). Es asi como, las abejas africanizadas, bajo condiciones de clima tropical
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en América mantienen una relacidn estable con el parasito, y la apicultura en estas zonas
generalmente no requiere de tratamientos de control contra la varroosis (Moretto et al., 1993;
Rosenkranz y Engels, 1994; Guzman-Novoa et al., 1999; Mondragén et al., 2005). En efecto, bajo
condiciones de clima tropical, el crecimiento de las poblaciones del parasito es mas lento que en
condiciones de clima templado (Eguaras et al., 1994, Garcia Fernandez et al., 1995, Moretto et al.,

1991; Rosenkranz et al., 2006).

O O Momento de la enjambrazén

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

® Poblacion de Varroa

[[] Cria de obreras

[ Cria de zdnganos

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

[ Poblacién de abejas adultas
en invierno

Figura 17. Crecimiento tedrico de una colonia de A. mellifera sana sin tratamientos contra V.
destructor y con un invierno de 3 meses. En invierno, las colonias suelen estar formadas por abejas
adultas de invierno (en azul oscuro) con muy poca cria de obreras (en marrén claro) y bajas
poblaciones de Varroa. A medida que emergen nuevas abejas, la poblacion de abejas adultas (en
amarillo) aumenta rapidamente. A principios de la primavera, la colonia comienza a criar zdnganos
(en marrén oscuro), que son preferidos por V. destructor (graficados como acaros rojos). Después de
la temporada de enjambrazdn, las colonias dejan de criar zdnganos, lo que obliga al 4caro a
reproducirse en las celdas de cria de obreras. A finales del verano, tanto la poblacion de abejas como
de cria se reducen, y la infestacién de Varroa aumenta en la poblacion de abejas adultas por encima
de los umbrales de dafio. Las colonias producen simultdneamente crias de invierno (en azul claro)
gue se convierten en las abejas de invierno de alta longevidad (en azul), de la que se alimentan los
acaros. Cuando la colonia deja de producir cria, Varroa no tiene lugar donde reproducirse y su
poblacién decrece. Extraido de Traynor et al. (2020).
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En colonias de A. mellifera ubicadas en ambientes de clima templado, la disponibilidad de celdas de
cria varia a lo largo del afio, desde muy abundante en verano hasta minima o nula en invierno, lo que
interrumpe la reproduccién del parasito durante esta época (Figura 17). Sin embargo, en este tipo de
clima la apicultura depende en gran medida del uso de acaricidas. En general, las colonias no tratadas
no logran sobrevivir mas de dos afios (Boecking y Genersch, 2008; Neumann et al., 2012; Van
Dooremalen et al., 2012). El impacto negativo se profundiza si la presencia del parasito en las colonias
es elevada hacia el final del otofio, afectando en ultima instancia a las poblaciones de abejas invierno
y de la primavera siguiente (Guzman Novoa et al., 2010; van Dooremalen et al., 2012), y
comprometiendo la supervivencia de la colonia.

En regiones de clima frio, los periodos reproductivos del acaro son mds cortos, la duracién del ciclo de
postura de la reina decrece y esto determina que el parasito tenga menos oportunidades para
reproducirse, menor cantidad de cria disponible para cumplir con su ciclo, y esto lo hace menos
perjudicial para las colonias de abejas (Es'kov et al., 2004). En este sentido, conocer la dindmica
poblacional del parasito y su huésped en cada ambiente, asi como los comportamientos de higiene de
las abejas hacia el acaro, son requisitos fundamentales a la hora de evaluar estrategias de manejo para
reducir la poblacién de V. destructor, ya que la probabilidad de colapso de las colonias se incrementa

a medida que la poblacion de dcaros aumenta (Calderone, 1999).

1.1.3. Comportamientos de higiene de las colonias

A lo largo de la evoluciéon de las abejas meliferas han surgido novedosas adaptaciones fisioldgicas,
comportamentales y de organizacion social para minimizar el riesgo de transmisién de enfermedades
que conlleva la vida en sociedad (Evans y Spivak, 2010; Cremer et al., 2007; revisado en Wilson-Rich
et al., 2009). Se han descrito varios mecanismos de defensa que presentan las colonias, los cuales
permiten reducir el impacto de ciertas enfermedades. El factor comun entre estos mecanismos de
defensa es que estan basados en acciones colectivas o en comportamientos altruistas de individuos
gue benefician a la colonia y que resultan en la evitacién, control o eliminacidon de infecciones y
parasitosis. Algunos ejemplos de adaptaciones comportamentales que han evolucionado como
mecanismos de “inmunidad social” son el comportamiento higiénico, el comportamiento de
grooming, la fiebre social, la recoleccién y uso de las resinas con capacidad antimicrobiana dentro la
colmena (Cremer et al., 2007; Evans y Spivak, 2010; Simone et al., 2009; Wilson -Rich et al., 2009; de
Roode y Lefevre, 2012).

El comportamiento higiénico (CH) se refiere a la capacidad de las abejas obreras para detectar y
eliminar la cria enferma o muerta de la colmena, limitando de esta manera la transmision de la

enfermedad (Rothenbuhler, 1964; Spivak, 1996; Spivak y Gilliam, 1998 a, b; Boecking y Spivak, 1999).
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Este caracter de inmunidad social ha sido estudiado y considerado como un mecanismo primario de
resistencia ante enfermedades de la cria, como cria yesificada (Spivak y Gilliam, 19983, b; Invernizzi,
2001), loque americana (Rothenbuhler, 1964; Spivak y Gilliam, 1998a, b; Spivak y Reuter, 2001a) y
varroosis (Rath y Drescher, 1990; Spivak, 1996; Spivak y Gilliam, 1998). En efecto, representa el
principal caracter utilizado para la cria selectiva de abejas europeas resistentes a Varroa (Spivak y
Reuter, 1998; Ibrahim y Spivak, 2006; Harris, 2007), aunque la asociacién directa de ambos caracteres
estd en discusion (revisado en Mondet et al., 2020).

Existen dos métodos usados para estimar el CH en las colonias a campo, ambos consisten en la
induccién de la muerte de la cria operculada y el posterior registro del porcentaje de remocion de la
misma por parte de las abejas adultas después de 24 o 48 horas (revisado en Leclercq et al., 2018).
Mediante el método de pinchado (en inglés pin-killed test) se sacrifica la cria operculada con un alfiler
entomoldgico con el que se perfora tanto el opérculo como la pupa en desarrollo (Newton y
Ostasiewski, 1986; Palacio et al., 2000). Mediante el método de congelamiento (en inglés freeze-killed
test) se induce la muerte de la cria aplicando nitrégeno liquido directo sobre un area del panal con
cria operculada produciendo su muerte de forma instantanea (Espinosa-Montafio et al., 2008).

El comportamiento higiénico dirigido hacia Varroa (VSH, del inglés Varroa Sensitive Hygiene), es una
variacion del CH que implica la habilidad de las abejas obreras para identificar las celdas infestadas
por V. destructor en estado reproductivo y remover esas crias, interrumpiendo el ciclo reproductivo
del acaro y limitando asi sus cargas dentro de la colonia (Harbo y Harris, 2005; Danka et al., 2011,
Kirrane et al., 2018; Sprau et al., 2023).

Para el registro de VSH a campo, se usan dos métodologias alternativas. Una, implica la infestacion
artificial de celdas de cria recientemente operculadas, y la posterior evaluacion de la tasa de remocién
alos 7 dias (Panziera et al., 2017). La otra, involucra la determinacién de la tasa de remocion de celdas
de cria en cuadros provenientes de colmenas altamente parasitadas y la observacién del estatus
reproductivo de dichas celdas (Villa et al., 2009)

El comportamiento de acicalamiento (grooming en inglés, CG) involucra acciones de morder, lamer
con las piezas bucales (haciendo uso de patas pro y/o mesotoracicas), y eliminar polvo, polen o
ectoparasitos que realizan las abejas para limpiarse (auto-grooming) o limpiar a sus comparieras de
nido (allo-grooming) (Winston, 1987; Boecking y Spivak, 1999; revisado en Pritchard, 2016). Este
comportamiento puede desempenar un rol fundamental en la defensa de la colonia contra el acaro V.
destructor. En efecto, el comportamiento de grooming es uno de los principales mecanismos de
resistencia al dcaro en A. cerana (Peng et al., 1987). Si bien también se observa en A. mellifera,
estudios previos indicaron que este caracter se expresaria en menor frecuencia en esta especie y de

forma variable entre subespecies o poblaciones de abejas europeas respecto a africanizadas (Boecking
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y Ritter, 1993; Fries et al., 1996; Boecking et al., 1993; Buchler et al., 1992; Fries et al., 1996; Guzman-
Novoa et al., 2012; Hamiduzzaman et al., 2017).

La forma de estimar el comportamiento de grooming a campo consiste en la evaluacion de la caida
natural de acaros en pisos (medida indirecta) y la proporcién de acaros dafados (medida directa)
(Ruttner y Hanel, 1992; Rosenkranz et al., 1997; 1999; Mondragon et al., 2005). En particular, si bien
esta Ultima medida resulta mas laboriosa, es la mas ampliamente utilizada para evaluar la intensidad
del grooming en las colonias de A. mellifera en condiciones de campo (Zefferino, 2012; Pritchard,
2016). Sin embargo, es posible que parte de los acaros colectados en los pisos de las colmenas hayan
sido dafados durante la limpieza de las celdas de cria como consecuencia del comportamiento
higiénico, o de hormigas que suelen visitar la colmena. Para evitar estos posibles errores es
importante, por un lado, contabilizar sélo las hembras adultas ya que los dcaros inmaduros podrian
ser lesionados durante la eliminacion de crias infestadas (Rosenkranz et al. 1997; Aumeier, 2001), y
por otro lado, mantener los pisos por periodos de tiempo cortos (24-48 horas) para evitar la accidn de

las hormigas (Rosenkranz et al. 1997; Aumeier, 2001).

1.1.4. Antecedentes de caracterizacion y seleccion de colonias resistentes a V. destructor

En el mundo estan actualmente en desarrollo programas de mejoramiento genético que promueven
la seleccidn de ciertos rasgos de inmunidad social de las colonias y obtienen de esta manera stocks
resistentes a V. destructor (revisado por Guichard et al., 2020; Mondet et al., 2020). Asimismo, se
realizan esfuerzos para la obtencion de poblaciones naturalmente sobrevivientes al acaro, sobre las
gue se estudian los mecanismos comportamentales subyacentes que dan cuenta de tal supervivencia.
Este es un punto critico ya que algunas de estas caracteristicas que confieren resistencia al dcaro en
ciertas poblaciones de abejas pueden no tener una gran influencia en otras (Locke, 2016; ver Grindrod
y Martin, 2021).

En Argentina, se han hecho esfuerzos para identificar y seleccionar poblaciones locales que logran
sobrevivir sin tratamiento acaricida y para caracterizar los mecanismos subyacentes. Uno de los
criterios utilizados por los programas locales de mejoramiento ha sido la seleccién del
comportamiento higiénico (Palacio et al., 2000, 2010), que confiere resistencia general a las
enfermedades de la cria. Estas poblaciones de abejas seleccionadas por su alto comportamiento
higiénico se evaluaron posteriormente en relacidn con la resistencia a Varroa en regiones de clima
templado, donde el 4caro se ha convertido en un problema significativo (Merke, 2016; Visintini, 2018;
Visintini et al., 2021). Sin embargo, no se ha abordado hasta el momento la caracterizacion de otras
poblaciones de A. mellifera establecidas en clima subtropical y que logran sobrevivir en ausencia de

tratamientos acaricidas. Las mismas, presentan rasgos promisorios de resistencia y evidencian una
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alta caida de acaros en pisos técnicos (Russo et al., 2018), una medida indirecta del comportamiento
de acicalamiento (grooming) mediante el cual la colonia puede limitar la carga forética del parasito.
La caracterizacion de estas poblaciones naturalmente supervivientes al dcaro proporcionaria una
mejor comprension de las formas adaptativas en que las colonias de abejas meliferas pueden
responder a la presion selectiva de los acaros y generaria herramientas para la mejora sanitaria de
nuestras poblaciones locales.

En este primer capitulo abordaré la caracterizacion integral a campo de colonias de A. mellifera
establecidas en clima subtropical que sobreviven a la presencia de V. destructor sin la aplicacidon de
tratamiento acaricida. Presentaré los principales resultados del desempefio poblacional,
comportamental y sanitario de dicho material en comparacién con un stock comercial adaptado a la
zona que se muestra susceptible a V. destructor. Discutiré de forma holistica los resultados obtenidos,
comparando la dindmica de la parasitacion en cada material a través de la temporada apicola vy,

analizando su potencial asociacion con el comportamiento de grooming y la sobrevida de las colonias.

1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Materiales

Se realiz6 la evaluacién de parametros poblacionales de A. mellifera y V. destructor, y la
caracterizacién genética y comportamental en colonias de dos poblaciones: 1. una poblacién de abejas
meliferas sobrevivientes a Varroa (M, 22 colonias), y 2. una poblacidon comercial de abejas meliferas
susceptibles al acaro (considerada control para nuestros ensayos, S, 11 colonias). Ambas poblaciones
estan ubicadas en el apiario de la Estacién Experimental Agropecuaria Reconquista (EEA Reconquista,
29°15'31,8 "S59°44'36,0 "0O) (Figura 18) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Esta
region se define como Chaco de Transicidn y se caracteriza por un clima subtropical con estacién seca,
con una temperatura media anual de 19,98 °C (max: 25,98 °C y min: 14,58 °C) y una precipitacién
media anual de 1408 mm. Las principales fuentes de néctar de la zona incluyen Senegalia praecox,
Neltuma nigra, Neltuma alba y Geofroea decortinas como flora natural, y Helianthus annuus, como
cultivo principal (Zabala et al., 2021). Las colonias control (S) se establecieron a partir de reinas
comerciales de origen europeo que requieren tratamiento acaricida sintético al menos dos veces al
afio contra V. destructor (uno a principios de otofio y otro a principios de primavera) para evitar
pérdidas invernales. Un estudio preliminar (Russo et al., 2018) evidencié un 60% de mortalidad de las
colonias durante el invierno para esta poblacién en ausencia de tratamiento acaricida. Las colonias de
ambas poblaciones (M, S) recibieron las mismas practicas apicolas y no fueron sometidas a
tratamiento acaricida durante toda la caracterizacién a campo, realizada durante la temporada 2017-

2018.
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Figura 18. Fotografia del Apiario Experimental de la Estacion Experimental Agropecuaria
Reconquista-INTA (Reconquista, provincia de Santa Fe, latitud-29.2587717, longitud-59.9095836)
(arriba). Imagen satelital con la ubicacion del apiario y los alrededores (abajo). Imagen de Argentina
con la ubicacion de la localidad de Reconquista.
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1.2.1.1 Origen y seleccion de materiales

En nuestro pais, se lleva adelante desde el afio 1995 un programa de mejoramiento genético de abejas
(MeGA, INTA-PROAPI, 2017) con el principal objetivo de obtener materiales resistentes a
enfermedades de la cria. En particular, utilizando el comportamiento higiénico como criterio de
seleccion se obtuvieron lineas de abejas con alto CH que han permitido eliminar el uso de antibidticos
(Palacio et al., 2000) y que se comercializan en la actualidad como material vivo certificado (MAGYP,
2018). Dentro del mismo programa funcionan centros de evaluacidn, seleccién y preservacion de
colmenas con rasgos de tolerancia o resistencia a V. destructor, y juntos conforman la red de tolerancia
a Varroosis (Merke et al., 2014). En esta Red se evaltuan diferentes materiales que incluyen colonias
de genética comercial, silvestres y/o locales, siguiendo un protocolo consensuado y teniendo en
cuenta las caracteristicas del ambiente, la adaptacién de las abejas a las condiciones locales y la
presencia e interacciones con otras enfermedades. Es asi como en el afio 2011, se inform¢ a la red
sobre una colonia de un apiario desatendido que sobrevivia sin tratamiento acaricida y que presentaba
alta caida natural de acaros registrada en el piso de la colmena. Esta colonia se trasladé a la estacién
experimental de INTA-Reconquista en el norte de la provincia de Santa Fe, para su multiplicacién y
para dar inicio al proceso de caracterizacion (Figura 19).

Cada primavera, se seleccionaron las colonias hijas que sobrevivian al invierno sin tratamiento
acaricida y que mostraban vitalidad en términos de crecimiento poblacional al inicio de la temporada
apicola. A principios de la primavera de 2014, se seleccionaron cuatro colonias de la poblacién M
(denominadas M1, M2, M3 y M4; Figura 19) como madres de la siguiente generaciéon y cada una se
dividié en cuatro nuevas colonias. Las dieciséis colonias hijas resultantes fueron monitoreadas por
primera vez durante la temporada 2015-2016 (Figura 19) y presentaron mayor supervivencia durante
el invierno y una mayor proporcién de acaros caidos respecto a las colonias del stock control (Russo
et al., 2018). Para la siguiente generacidn, se seleccionaron dos colonias del stock M como madres y
cada una se multiplicd en 11 colonias hijas para realizar el presente estudio. Durante el proceso de

seleccidn, todas las reinas se aparearon de forma natural.
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Figura 19. Esquema representativo de la seleccion realizada para obtener el material de abejas meliferas sobrevivientes a Varroa (M) y el disefio
experimental del presente estudio (temporada 2017-2018). S corresponde a colonias control susceptibles al acaro.
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1.2.2. Métodos

1.2.2.1. Caracterizacion genética de las colonias de A. mellifera

Mediante la aplicacién de técnicas moleculares se estudid una region del ADN mitocondrial
(denominada cox1-cox2) para realizar la caracterizacion genética de las colonias estudiadas en este
trabajo de Tesis. Se muestrearon dos abejas obreras del interior de cada colonia M y S durante la
primavera de 2017. Las muestras fueron colocadas en tubos de 1,5 ml con etanol al 96% y conservadas
a -20 °C. Posteriormente, se procedid al procesamiento de las mismas mediante extraccion de ADN
total del térax segun el protocolo descrito por Baruffi et al. (1995) y posterior amplificacion por la
técnica de PCR-RFLP. Los productos de la PCR se digirieron con la enzima Hinfl (Promega, Madison,
MN, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los fragmentos de restriccidn se separaron
en geles de agarosa al 3% (p/v), se tifieron con Gel Red y se fotografiaron bajo luz UV. Los haplotipos
mitocondriales detectados en el andlisis de restriccion usando Hinfl fueron asignados como

describieron previamente Agra et al. (2018).

1.2.2.1.1 Extraccion individual de ADN total

Se separ¢ el térax del resto del cuerpo de cada abeja obrera utilizando una pinza y se secé en estufa
a 37 °C. Cada tdrax se colocé en un microtubo de 1,5 ml, y se mantuvo en hielo. A cada tubo se le
agregd 200 pl de buffer de extraccién (NaCl 100 mM; Sacarosa 200 mM; Tris-HCI pH 9,1 100 mM; EDTA
50 mM; SDS 0.5% y agua bidestilada), junto con 2 pl de proteinasa K (10mg/ml). Se realizé la
homogeneizacidn de los tejidos y se adiciond a cada tubo 200 pl mas de buffer de extraccién. Los tubos
se incubaron a 65 °C durante 30 minutos mediante el uso de un heat block. Posteriormente, se afiadio
a cada tubo 50 pl de KAc 8M. Los tubos se mezclaron por inversién y se mantuvieron en hielo durante
40 minutos (incubacién en frio). Posteriormente, fueron centrifugados durante 20 minutos a 14.000
rom a 4 °C. Se transfirid el sobrenadante de cada tubo a otro limpio y se realizd una nueva
centrifugacion durante 20 minutos a 14.000 rpm a 4 °C. Se agregd 10 pl RNAsa 1 mg/ml a cada tubo y
se los incubd 30 minutos a 37 °C (incubacion en calor). Luego se adicionaron 50 pl de NaAc 3M y 800
ul de etanol absoluto (frio) a cada tubo, y se los centrifugd durante 20 minutos a 14.000 rpm a 4 °C.
Luego de la centrifugacidn, se descarté el sobrenadante por inversion. Se repitid el lavado con 500 pl
de etanol 70%. Finalmente, los tubos se secaron a 37 °C hasta la evaporacién total del etanol, se
resuspendio el ADN en 20 pl de agua bidestilada estéril y se los conservé en freezer a -20 °C.

Para analizar la calidad del material genético obtenido se realizaron electroforesis en gel de agarosa
0,8% p/v en buffer TBE 0.5X (Tris Base 10,8 gr/It; Acido Bérico 5,5 gr/It; EDTA 0,7 gr/lt) y 1 mg/ml de

Gel Red (Sambrook et al., 1989). Las corridas electroforéticas se realizaron a intensidad de corriente
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constante (30 mA) durante una hora. Las imagenes de los geles fueron capturadas con un

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

1.2.2.1.2. Reaccidn en cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez extraido el ADN, se realizé mediante PCR la amplificacién de la regién intergénica citocromo
oxidasa I - citocromo oxidasa Il (cox1-cox2) del ADN mitocondrial de A. mellifera segin la metodologia
descrita por Lobo-Segura (2000) y Hall y Smith (1991) puesta a punto en nuestro laboratorio (Conte et
al., 2008; Agra et al., 2018). Se utilizaron los siguientes cebadores especificos: forward MTHSF: 5 -
TCTATACCACGACGTTATTC- 3" y reverse MT2: 5" -GATCAATATCATTGATGACC-3.

Para cada muestra, se colocé en una placa de 96 pocillos 1 ul de ADN, 4 ul de H,0 y 15ul de mezcla de
PCR. La mezcla de PCR consistid en buffer Idaho 1X (500 mM tris-HCl pH 8,3; 20% Sacarosa; 30 mM
MgCly; 2,5 mg/ml BSA); dNTPs 200 uM; cebador forward: MTHSF 0,5 uM; cebador reverse: MT2 0,5
UM; taqg polimerasa (Inbio Highway) 0,04 U/ul y H,0 bidestilada hasta completar el volumen final (20
ul). El orden de agregado de reactivos se realizé desde los de mayor volumen hasta la polimerasa, que
es el reactivo de menor volumen. La placa fue colocada en un ciclador Applied Biosystems Veriti™
Thermal Cycler. El ciclado se llevé a cabo segun el siguiente programa: 94 °C durante 5 minutos, 40
ciclos de 94 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 60 segundos y una extension final a
72 °C durante 2 minutos.

Para verificar la amplificacidn se realizaron corridas electroforéticas de los productos de PCR en un gel
de agarosa al 1,5% durante 30 minutos a intensidad de corriente constante (30 mA). Una vez finalizada
la corrida, fueron capturadas las imagenes con un fotodocumentador de luz UV (Syngene) y analizadas

con Photoshop (Adobe Microsoft).

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

Se realizd la digestién de los productos de PCR obtenidos utilizando la enzima Hinf| (Promega) durante
3 horas a 37 °C. Para ello se utilizaron 8 pl de templado; 2 pl Buffer B 10X; 0,2 pl BSA 10 ng/ml; 0,2 pl
enzima Hinfl (10U/ul) y 9,6 pul agua bidestilada estéril. Para analizar el patréon de restriccion obtenido
se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 3%, durante tres horas a 30mA. Una vez finalizada la
corrida electroforética fueron capturadas las imagenes con un fotodocumentador de luz UV (Syngene)
y analizadas con Photoshop (Adobe Microsoft). Se analizé el patron de restriccidon obtenido mediante
la comparacién con estandares de referencia de los diferentes linajes de A. mellifera descritos en

bibliografia (Conte et al., 2008; Agra et al., 2018).
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1.2.2.2. Evaluacién de parametros poblacionales de A. mellifera

Se evalud la dindmica poblacional de 33 colonias (22 M y 11 S) de A. mellifera durante la temporada
2017-2018. Se visitd el apiario por primera vez en marzo de 2017 (principios de otofio) vy
mensualmente durante la temporada productiva, desde septiembre de 2017 (inicio de la primavera)
hasta febrero de 2018. La poblacidn de abejas se evalué mensualmente en cada colonia estimando el
area total de los cuadros cubierta por abejas adultas y por cria de acuerdo con Degrandi-Hoffman et
al. (2008). Brevemente, una vez abierta la colmena, se sacé uno a uno cada cuadro secuencialmente
y se registré el porcentaje de la superficie del panal (ambos lados) cubierta por abejas adultas y cria.
Luego, se estimo el niumero total de cuadros totalmente ocupados por ambos tipos (abejas adultas y

cria) para cada colonia de acuerdo con Delaplane et al. (2013).

Cuadro 2. Cronograma de relevamientos realizados durante la temporada 2017-2018. Se detallan los
pardmetros registrados en cada uno de los meses.

Otoio .
Primavera Verano
temprano
Variables 2017 2018
Marzo Septiembre  Octubre  Diciembre Enero Febrero

Poblacién de abejas

adultas y cria v v v v v v

(Fortaleza)

Poblacion de acaros

(Nivel de infestacidn) v v v v v v
Varroa en Cria v v
Numero de acaros
caidos y dafiados
(Medidas de v v v v v v
grooming)
Comportamiento
o v v
igiénico
Sobrevida invernal v
Haplotipos
plotip v

mitocondriales
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1.2.2.3. Evaluacién de parametros poblacionales de V. destructor

De forma simultanea a la estimacion de la poblacidn de abejas adultas se estimd la carga forética de
V. destructor en las 33 colmenas de A. mellifera mencionadas. Dichas estimaciones se realizaron a
partir de marzo de 2017 (principios de otofio) y durante la temporada productiva, desde septiembre
de 2017 (principios de primavera) hasta febrero de 2018 (Cuadro 2). La carga parasitaria en celdas de

cria, se evalud una vez en otofio (marzo) y otra en primavera (octubre) de 2017 (Cuadro 2).

1.2.2.3.1. Dinamica temporal de las poblaciones de V. destructor en abejas adultas

De cada colmena se tomd muestras de entre 150 y 300 abejas obtenidas de tres cuadros de cria
(separados entre si y con predominio de cria abierta) en frascos que contenian una solucién de agua
y detergente (Figura 20). El uso de detergente facilita el desprendimiento de los acaros del cuerpo de
las abejas y de esta manera, el conteo efectivo de los mismos. Para la realizacidon del conteo las
muestras (frascos) de todas las colmenas fueron llevadas al laboratorio. Los frascos se agitaron
vigorosamente durante unos minutos, se vacio su contenido sobre un tamiz que retiene las abejas,
pero deja pasar los dcaros que fueron colectados en un pafio blanco colocado debajo del tamiz (Figura
20). Las abejas fueron lavadas con agua al menos tres veces para asegurar la correcta recoleccién de
los acaros. Finalmente se contabilizaron las abejas y los acaros presentes en cada muestra. Para
obtener el porcentaje de V. destructor en estado forético (%VF) se utilizé la siguiente férmula (De Jong

et al., 1982 modificada por Marcangeli, 2000; Dietemann et al., 2013):

N2 de acaros desprendidos
%VF = ( )xlOO

N2 de abejas de la muestra

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

El porcentaje de infestacidon de acaros en la cria se evaludé en otofio temprano (marzo 2017) y en
primavera (octubre 2017). De cada colonia se tomaron cuadros que contenian planchas homogéneas
de cria operculada recientemente. Se abrieron, mediante el uso de una pinza de punta fina, 50 celdas
de cria en forma diagonal de cada lado del cuadro (total 100 celdas) y se retird el contenido de cada
una de las celdas cuidadosamente para el registro de la presencia de V. destructor sobre la cria de
abejas (Branco et al., 2006) (Figura 21). También se revisaron las paredes y el fondo de cada una de
las celdas abiertas para detectar la presencia del acaro. Se contabilizé el nimero de celdas infestadas
con V. destructor y se determind el porcentaje de infestacion de Varroa en Cria (%VC) segun

Dietemann et al. (2013).

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

1.2.2.4. Medicion del comportamiento higiénico de las colonias

El comportamiento higiénico se estimé mediante la técnica de cria muerta por pinchado con alfileres
y se realizd en dos momentos, en marzo de 2017 y septiembre de 2017 (Cuadro 2) de acuerdo a
Newton y Ostasiewski (1986) y Palacio et al. (2000). Brevemente se selecciond un cuadro de cada
colonia que contenia cria operculada distribuida de manera uniforme. En cada cuadro se seleccioné
un area de 10 x 5 cm donde se perforaron las celdas una a una con un alfiler entomoldgico (n2 1) para
matar la cria. Los cuadros se reintrodujeron en la colonia de origen y pasadas las 24 hs se
inspeccionaron para contar el nimero de celdas que habian sido limpiadas por las abejas (Figura 22A).
El porcentaje de comportamiento higiénico de la colonia se determiné mediante la siguiente ecuacién

mostrada en la Figura 22B.



| A8
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%CH = N2 total de C. pinchadas—N2 C. no limpiadas—N?2 C, abiertas limpias o con resto de cria muerta 100
Yo = — X
Ne total de C, pinchadas

B

Figura 22. (A) Fotografias del conteo de cria removida transcurridas las 24 hs del pinchado de las
celdas. (B) Ecuacidn utilizada para el calculo del comportamiento higiénico de la colonia de A.
mellifera; C: celdas.

1.2.2.5. Caracterizacion del comportamiento de grooming en las colonias

El comportamiento de grooming se estimo registrando el nimero de dcaros caidos y la proporcion de
acaros dafiados (Boecking y Spivak, 1999). Para ello se utilizaron pisos técnicos previamente descritos
por Pettis y Shimanuki (1999) (Figura 23). El piso estandar de cada colonia se sustituyé por un piso que
tenia en su parte superior una malla de alambre que permite sélo el pasaje (caida) de dcaros y por
debajo de ésta, una bandeja colectora deslizable. Antes de cada medicidn, se retird la bandeja de cada
colonia, se limpid y se la volvid a colocar por debajo de la malla. Cuarenta y ocho horas mas tarde se
retiraron las bandejas y se colectaron los dcaros caidos con un cepillo de pelo fino. Se contaron todos
los dcaros caidos en los pisos de cada colonia y posteriormente se examinaron bajo una lupa
estereoscopica. Cada 4caro recibié una valoraciéon binaria de "no dafado" o "dafiado" (Figura 23). En
estos ultimos casos, los dafios en el escudo dorsal, el gnatosoma y las patas se identificaron segun
Rosenkranz et al. (1997) y Corréa-Marques et al. (2000). La proporcidn de acaros dafiados en cada
colonia se obtuvo dividiendo el nimero de acaros dafiados por el nimero total de dcaros caidos. La
proporcién de acaros caidos se obtuvo dividiendo el nimero de 4caros caidos por la poblacidn total
estimada de Varroa en cada colonia, que representa la porcidn de acaros que fueron eliminados por
las abejas meliferas de su cuerpo en relacion con el total de la poblacién de acaros presente en las

colonias.
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Figura 23. Fotografias de pisos técnicos (izquierda) y conteo de acaros caidos de V. destructor
(derecha).

1.2.2.6. Supervivencia invernal de las colonias
En primavera (octubre de 2017) se registré el nimero de colonias que sobrevivieron al invierno para

ambas poblaciones para la estimacidn de los porcentajes de sobrevida.

1.2.2.7. Analisis estadistico

Se compard la supervivencia invernal de las colonias entre poblaciones mediante andlisis de tablas de
contingencia. Para determinar si la poblacién de abejas adultas (nimero de cuadros cubiertos por
abejas), la poblacidn de crias (nimero de cuadros con cria operculada y abierta) y el porcentaje de
Varroa forética, diferian entre poblaciones y meses a lo largo de la temporada, se realizaron modelos
lineales generalizados (GLM) por separado, incluyendo las poblaciones (M, S) y considerando los
meses de la temporada activa (marzo, septiembre, octubre, diciembre, enero y febrero) como factores
fijos y las colonias como factores aleatorios. Se aplicé la transformacion logaritmica (In) a los datos de
Varroa forética. Asimismo, se comparo el porcentaje de comportamiento higiénico entre poblaciones
(M, S) y estaciones (principios de otofio, principios de primavera) mediante GLM. Las comparaciones
multiples se realizaron mediante LSD de Fisher (a = 0,05) en todos los casos.

Los acaros caidos y los dafiados se analizaron por separado utilizando un modelo lineal mixto general
(GLMM) con una distribucion binomial (acaros caidos vs. no caidos y dcaros dafiados vs. no dafiados,
respectivamente) y con funcién de enlace logit considerando las poblaciones y los meses, como
factores fijos y las colonias como factor aleatorio. En el caso de los acaros dafiados, las comparaciones
entre meses se realizaron por separado para cada poblacidn con el fin de obtener un mejor ajuste al
modelo. Las comparaciones multiples se realizaron mediante LSD de Fisher (a = 0,05). En todos los
casos (GLMs y GLMMs) se analizaron las pruebas de Shapiro-Wilks, Levene y la normalidad de los

residuos. Para obtener la estructura de varianza mas adecuada se utilizé el criterio de informacion
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Akaike. Ademds, para explorar la relacion entre las mediciones del comportamiento de groomingy la
infestacidon en estado forético de los adultos, los porcentajes de dcaros caidos, dcaros dafiados y
acaros foréticos se sometieron a analisis de correlacidon de Spearman para cada poblacién. Las posibles
diferencias entre los tipos de dafios en los dcaros caidos de las colonias M y S se analizaron con tablas
de contingencia. Se estimd la frecuencia de las diferentes categorias de dafio descritas anteriormente
(patas, escudo dorsal, gnatosoma) y se compararon las frecuencias de dafios multiples (patas +
cuerpo) frente a los simples (patas o cuerpo). La frecuencia de infestacién de acaros en la cria se
compard entre poblaciones mediante el analisis de tablas de contingencia. Todos los analisis

estadisticos se realizaron con InfoStat (Di Rienzo y Montiglio, 2016).

1.3. RESULTADOS

1.3.1. Caracterizacion genética de abejas

La caracterizacién genética de las colonias de abejas meliferas analizadas en el presente estudio
mostro la presencia del 100% de haplotipos europeos (C1) tanto en las colonias M como en las S. En
la Figura 24, se puede visualizar que los patrones de bandas obtenidos luego de la digestion resultan
consistentes con los tamafios de fragmentos esperados para el haplotipo C1 (288 y 267-260 pares de

bases; Conte et al., 2008; Agra et al., 2018).

P T TIW TR TR TR TSR O

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

Figura 24. Patrén de bandas de PCR-RFLP para la regién cox1-cox2 en muestras de abejas obreras de
las colonias de A. mellifera analizadas. La fotografia corresponde a una corrida electroforética en gel
de agarosa 3% p/v de los productos de PCR cox1-cox2 digeridos con la enzima Hinf . Calle 1:
marcador de peso molecular DNA Ladder Solis Biodyne 100 bp (100 pb a 1500 pb); Calles 2-9:
productos de restriccion de muestras pertenecientes a colonias de haplotipo C1.



51

1.3.2. Parametros poblacionales de A. mellifera

La poblacién de abejas adultas a lo largo de la temporada activa fue similar entre las colonias M y S,
con una diferencia significativa sélo a principios de la primavera. Concretamente en septiembre, el
numero medio de cuadros completamente cubiertos por abejas fue mayor en las colmenas M (6,76
0,55) que en las S (5,05 + 0,98) (Figura 25A). Dentro de las colonias S, la poblacion de abejas adultas
fue significativamente menor en primavera (septiembre: 5,5 + 0,9, y octubre: 5,8 + 0,9) respecto a los
demas meses evaluados (valor medio: 8,6 + 0,3), mientras que no se detectaron diferencias
significativas en esta variable a lo largo de la temporada para las colonias M (valor medio: 7,4 + 0,4)
(Figura 25A).

En cuanto a la estimacidn de la poblacidn de cria, se detectd una variacién en el nimero de cuadros
cubiertos con cria a lo largo de la temporada para ambas poblaciones. Si bien se observaron patrones
de cria similar entre las poblaciones en la mayoria de los meses monitoreados, se detectd una
diferencia significativa entre las colonias M y S para el nuUmero medio de cuadros con cria a principios

de la primavera (septiembre: M = 4,35 + 0,23; S= 3,20 + 0,45; Figura 25B).
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Figura 25. NUmero medio (+SE) de cuadros cubiertos por (A) abejas adultas y (B) cria en las
poblaciones M y S. Letras diferentes indican diferencias significativas en las comparaciones post-hoc
por LSD de Fisher (a = 005).
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1.3.3. Parametros poblacionales de V. destructor

En concordancia a la dindmica poblacional de las colonias, el porcentaje de Varroa forética varid a lo
largo de la temporada. La dindmica de la infestacién en estado forético fue similar entre las colonias
My S, con niveles crecientes desde la primavera hasta el verano y con un pico a principios del otofio
(Figura 26A). El aumento del porcentaje de Varroa forética observado en marzo fue significativamente
mayor en las colonias S (5,2 + 1,2) respecto a las M (11,5 + 1,7) (Figura 26A).

En linea con lo observado para las cargas foréticas, el porcentaje de infestacién de acaros en la cria a
principios de otofio fue significativamente mayor en las colonias S (6,64%) que en las M (2,57%) (Chi-
cuadrado (1) = 31,28; P < 0,001; Figura 26B). Se observo un porcentaje muy bajo de infestacidn en la
cria tanto en las poblaciones M como S durante la primavera (0,09% en M y 0% en S; Chi-cuadrado (1)

=1,05; P =0,31; Figura 26B).
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Figura 26. Porcentaje medio (+SE) de (A) Varroa forética y (B) cria infestada en las poblaciones M y S.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre poblaciones o meses, de acuerdo a
resultados de: (A) comparaciones post-hoc (LSD de Fisher; a = 0,05) o (B) analisis por tablas de

contingencia.
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1.3.4. Comportamiento higiénico

El comportamiento higiénico (CH) resulté diferente entre stocks y momentos de la temporada.
Especificamente, para la poblacion M, el CH fue similar entre la primavera y el otofio, con un valor
medio de 85%, mientras que para la poblacion S se observé un porcentaje mas bajo en otofio respecto
a la primavera (Cuadro 3). En otofio las colonias M mostraron un CH significativamente mayor en

comparacioén con las colonias del stock S (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de comportamiento higiénico (+SE) medido en otofio temprano (Marzo) y
primavera (Octubre) para las colonias de los stocks My S.

S M
Otofiio 68,7 (3,9) B 82,4 (3,0) A
Primavera 89,8 (5,7) A 88,8 (3.4) A

Letras diferentes indican diferencias significativas entre poblaciones y momentos de observacién de acuerdo a
comparaciones post-hoc por LSD de Fisher (a = 0,05).

1.3.5. Comportamiento de grooming

El porcentaje de acaros caidos en los pisos técnicos de las colmenas resultdé diferente entre
poblaciones y meses, con una interaccion significativa entre dichos factores (Figura 27A). Se detecté
una variacion significativa en esta variable a lo largo de la temporada para las colonias M, siendo
septiembre y febrero los meses con mayor porcentaje de caida de acaros (Figura 27A). Por el contrario,
las colonias S evidenciaron un bajo porcentaje de acaros caidos sin diferencias significativas a lo largo
de la temporada (Figura 27A).

El porcentaje medio de acaros dafiados a lo largo de la temporada fue mayor en la poblacion M (25%)
que enla 'S (9%) (F1,97=8,51; P <0,01; Figura 27B). En las colonias S se observé un porcentaje bajo de
acaros dafiados a lo largo de la temporada (F1, 16 = 0,01, P > 0,05; Figura 27B). En cambio, este
parametro vario a lo largo de la temporada en las colonias del stock M (F1,71= 5,18, P < 0,001; Figura
27B) presentando un dafio comparativamente mayor durante la primavera (septiembre y octubre) y
final del verano (febrero) respecto a los otros meses evaluados (Figura 27B).

En las colonias M se observd una asociacién entre el porcentaje de acaros caidos y el de acaros
dafiados (coeficiente de correlacion de Spearman: r = 0,45; P < 0,001), pero no asi en las colonias S.
No se encontrd correlacidn significativa entre el porcentaje de Varroa forética y los parametros de
grooming (acaros caidos y dafiados) en las colonias M. Por el contrario, se detectd una correlacion
positiva entre el porcentaje de Varroa forética y el de acaros caidos en la poblacién S (coeficiente de

correlacién de Spearman: r=0,4; P < 0,05).
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Figura 27. Porcentaje medio (+ SE) de (A) acaros caidos y (B) acaros dafiados en las poblaciones M y

S. Letras diferentes indican diferencias significativas en el GLMM entre las poblaciones o los meses

de acuerdo a LSD de Fisher (a =0,05). No se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de
acaros dafados entre meses para el stock S.
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Todos los acaros recolectados (caidos) fueron observados bajo lupa y se registraron diferentes
categorias de dafo (Figura 28A-D). Estas categorias se observaron en los acaros de las colonias de
ambas poblaciones, pero con frecuencias relativas diferentes segun el origen de la colonia (Cuadro 4).
El dafio multiple que involucra lesiones tanto en el cuerpo como en las patas (patas dafiadas +
gnatosoma o escudo dorsal dafiado) se detectd en el 20,6 y el 5% de los acaros dafiados de las colonias

My S, respectivamente (Cuadro 4). Esta diferencia fue marginalmente significativa (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje medio de los diferentes tipos de dafos registrados en individuos de V.
destructor colectados en los pisos de las colonias M y S.

Tipo de dafio S (%) M (%) P-valor
Dafo en patas 70 66,6 0,123
Dafio en el idiosoma 15 2,3 0,001
Dafo en gnatosoma 10 8,5 0,172
Dafio en el cuerpo 0 2,0 0,369

Dafio multiple 5 20,6 0,062
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Figura 28. Fotografias donde se observan los diferentes patrones de dafio en los dcaros V.
destructor. Las flechas indican las lesiones en el cuerpo, las patas y los queliceros del acaro. (A, B)
Vista dorsal y ventral de dcaros no dafiados, (C) escudo dorsal dafiado + gnatosoma dafiado y patas
faltantes + queliceros, (D, E) patas faltantes + queliceros, (F) escudo dorsal dafiado + gnatosoma
dafiado. La clasificacién del dafio a los acaros fue descrita previamente por Corréa-Marques et al.
(2000). Todas las fotos se tomaron con un microscopio Olympus BX40 con un aumento de 40x.
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El dafio en patas (pérdida total o parcial de una o mas patas) fue el tipo de lesidn fisica predominante
en los acaros de ambas poblaciones, y se presentd en porcentajes totales similares (Cuadro 5). Sin
embargo, se detectaron diferencias significativas en la proporcién de acaros que presentaron mas de
2 patas dafiadas entre poblaciones (M: 63,3%; S: 10,5%; Chi-cuadrado (1) = 20,98; P < 0,001). Ademds,

el 52,7% de los acaros danados de las colonias M presentaron 4 o mas patas dafiadas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentaje de dcaros danados de las colonias M y S de acuerdo al nimero de patas

dafiadas (1 a 8).

# de patas dafadas S M
1 57,89 22,78
2 31,58 13,91
3 5,26 10,65
4 0,00 8,58
5 0,00 8,58
6 0,00 6,80
7 5,26 10,06
8 0,00 18,64

1.3.6. Supervivencia invernal de las colonias
El porcentaje de supervivencia durante el invierno (de marzo a septiembre de 2017) fue mayor para

la poblacién M (81,8%) que para la S (45,4%) (Chi-cuadrado (1) = 4,59; P = 0,032).
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1.4. DISCUSION

La caracterizacién a campo de la poblacidn de abejas meliferas que sobrevive naturalmente a los
acaros y su comparacién con una poblacidon comercial susceptible permitié comenzar a explorar el
impacto del comportamiento de grooming en la dindmica de la parasitacion y la sobrevida de las
colonias.

Nuestros resultados revelaron que la poblacién de abejas sobreviviente a Varroa (M) expresé un
mayor comportamiento de grooming que la poblacion control susceptible (S). Esto se evidencio en el
mayor nimero de acaros dafiados colectados en los pisos técnicos de las colmenas M en comparacion
con las colmenas S. El porcentaje medio de dano a los dcaros producido por las abejas de la poblacidn
M durante la primavera (34,5%) presentd valores intermedios en comparaciéon con los registros
previos en A. m. ligustica (26,4%) (Fries et al., 1996) y en poblaciones africanizadas de A. mellifera
(38,5%) (Moretto et al., 1991).

Respecto al andlisis de la dinamica de las poblaciones de V. destructor en las colonias, observamos una
variacion en el porcentaje de infestacidon de dcaros en abejas adultas (Varroa forética) y en la cria a
través de la temporada apicola en ambos stocks. Particularmente, a principios del otofio el stock S
presentod valores de infestacion 2,2 (adultas) y 2,6 (cria) veces mayor que el stock M. La diferencia en
la infestacién de Varroa entre los stocks observada a principios de otoio, probablemente influencié
en gran medida la supervivencia invernal y |a fortaleza de las colonias al principio de la temporada.

El alto porcentaje de acaros dafiados, la mayor intensidad del dafio infligido a los 4caros (discutido
abajo), y el menor porcentaje de infestacidén tanto en abejas adultas como en cria observado durante
la temporada apicola en el stock M sugieren que el comportamiento de grooming podria aumentar la
mortalidad de los dcaros y, por tanto, modular su crecimiento poblacional dentro de las colonias. Estos
resultados estdn en linea con trabajos ya publicados (Morse et al.,1991; Moosbeckhofer, 1992;
Ruttner y Hanel, 1992; Boecking y Ritter,1993; Moretto et al.,1993; Russo et al., 2018; Bienefeld et
al.,1999; Arechavaleta-Velasco y Guzman Novoa, 2001; Guzman Novoa et al, 2012; Invernizzi et al.,
2015; Nganso et al., 2017) y apoyan que el comportamiento de grooming puede ser un mecanismo
importante que confiere resistencia a las colonias de A. mellifera hacia V. destructor. En este sentido,
este rasgo, aun poco explorado en comparacién con el comportamiento higiénico hacia celdas
parasitadas, puede evolucionar por seleccidon natural (como muestran los presentes resultados) y ser
usado como blanco selectivo para la obtencién y mejora de poblaciones de abejas resistentes al acaro.
Al respecto, Hunt et al. (2016) llevaron a cabo un programa de cria selectiva para la obtencién de
lineas de abejas resistentes a Varroa que tiene como caracteristica un alto comportamiento de
grooming (denominadas “mordedoras de acaros”, del inglés, mite biters). Producto de una seleccién

de 8 afios sobre este caracter, lograron incrementar significativamente la proporcién de acaros
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dafiados en las poblaciones de abejas seleccionadas, iniciando con un promedio de 3% de acaros
lesionados al inicio de la seleccidon (2007), hasta llegar a cerca del 50 % hacia el final del proceso
selectivo (2015) (Hunt et al., 2016). Estos autores sugirieron que, el dafio infringido es un rasgo
importante porque aunque no necesariamente provoque la muerte del acaro, lo incapacita para poder
aferrarse a las abejas, dificulta su movilidad dejando de ser una amenaza para la colmena.
Recientemente se detectd que esta linea seleccionada presenta abejas con una estructura mandibular
diferente respecto a abejas de colmenas no seleccionadas, que podria explicar la mayor capacidad de
dafar a los acaros (Smith et al., 2021). Para continuar con la caracterizacién de nuestro stock M,
consideramos relevante analizar en un futuro posibles diferencias morfolégicas y/o fisioldgicas
respecto al material no seleccionado.

Nuestros resultados indicaron variacidn estacional en el porcentaje de dcaros dafiados, como se habia
sugerido previamente para el comportamiento de grooming (Blchler, 1994; Moosbeckhofer, 1997).
En concreto, las colonias M mostraron un alto porcentaje de acaros dafiados durante la primavera
cuando la infestacién forética es baja, coincidiendo con las observaciones previas de Mondragon et al.
(2005). En este sentido, las colonias M (a diferencia de las S) responderian estratégicamente a la
parasitacion manteniéndola por debajo de un umbral de dafio, conteniendo el crecimiento
poblacional del dcaro durante la temporada, y asegurando una carga parasitaria que no comprometa
la supervivencia invernal de la colonia. Esta respuesta estratégica de regulacién de las cargas
parasitarias se observé también en colonias resistentes caracterizadas por Mendoza et al. (2020). Los
mencionados autores compararon colonias de A. mellifera resistentes y susceptibles a V. destructor
de dos regiones de Uruguay, y detectaron que las resistentes mostraban mayor cantidad de acaros
dafiados en pisos, sugiriendo que este caracter seria un factor importante en la regulaciéon de la
poblacion del dcaro en esos materiales.

Aunque en Kruitwagen et al. (2017) sugirieron que el grooming estaria asociado a la carga parasitaria
de la colonia y que solo seria util a niveles altos de parasitacién, este patrén fue observado
especificamente en colonias control no seleccionadas (como nuestras colonias S) y de baja carga
parasitaria. Por un lado, nuestros resultados resultan Utiles para determinar el momento especifico
de la temporada en el que estimar con precision la eficiencia del comportamiento de grooming de las
colonias. Por otro lado, estan en linea con las observaciones sobre colmenas seleccionadas para alto
comportamiento higiénico, que resultan eficientes en la limpieza de la cria infestada por Varroa a
bajos niveles de parasitacion (Spivak y Reuter, 1998; 2001; Ibrahim y Spivak, 2006). Seria interesante
poner a prueba esta hipdtesis mediante la realizacidn de ensayos controlados en mini-colmenas donde

se evalle la respuesta de grooming frente a diferentes cargas de acaros.
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La caida de acaros en los pisos de las colonias ha sido descripta como una variable alternativa mas
sencilla y menos laboriosa para evaluar el comportamiento de grooming de una colonia en
comparacion con la proporcidn de acaros dafiados (Rosenkranz et al., 1997; Bienefeld et al., 1999;
Aumeier, 2001; Kruitwagen et al., 2017). Los presentes resultados evidenciaron una correlacién
positiva entre el porcentaje de dcaros caidos y daflados en la poblacidn M, pero no en la poblacién S,
por lo tanto, la validez de utilizar solo el porcentaje de caida como medida para seleccionar colonias
con alto comportamiento de grooming deberia evaluarse exhaustivamente en diferentes poblaciones.
Para las poblaciones no seleccionadas, como nuestro stock S, la caida de acaros puede reflejar
principalmente una caida pasiva (consistente con su uso como estimador de la infestacion de acaros
a nivel de colonia [Branco, Kidd y Pickard, 2006; Guzman-Novoa et al., 2012; Hunt et al., 2016]) y no
representar estrictamente una medida del grooming.

Para caracterizar las diferencias en la intensidad del comportamiento de grooming entre las
poblaciones, analizamos los patrones de dafio en los 4caros utilizando la clasificacion previamente
descrita por Corréa-Marques et al. (2000). De acuerdo con estudios previos (Ruttner y Hannel, 1992;
Lodesani et al., 1996; Rosenkranz et al. 1997; Corréa-Marques et al., 2000; Stanimirovic¢ et al., 2003),
se encontré que los dafios en las patas fueron las heridas mas frecuentes en los acaros de las colonias
de ambos origenes. Aunque el porcentaje de este tipo de dafios no difirid entre éstos, el nimero de
patas dafadas fue mayor en los acaros de las colonias del origen M respecto a las colonias S. De hecho,
mas del 50% de los acaros de las colonias M presentaron dafio en 4 o0 mas patas. Esto, junto con una
aparente mayor frecuencia de lesiones miultiples (patas y dafios en el gnatosoma o el escudo dorsal)
en los dacaros de las colonias M, refleja que las abejas adultas de este origen exhiben un
comportamiento de grooming mas intenso. Nganso et al. (2017) detectaron el mismo tipo de lesiones
combinadas en los dcaros de colonias de abejas de origen africano y europeo, con una mayor
frecuencia en las primeras. En general, la alta tasa de mutilaciones en los dcaros observada en las
colonias M apoya la robustez del dafio de los dcaros como medida del nivel de grooming de una
colonia. Aunque esta medicidén es laboriosa para los estudios de campo, representaria, de acuerdo a
estudios previos y los presentes, el Unico rasgo fenotipico confiable para la seleccidn de colonias de
alto comportamiento de grooming. De acuerdo a lo propuesto por Emsen y colaboradores (2012), la
estimacion del crecimiento de la poblacidn de acaros foréticos, estimado mediante la diferencia entre
mediciones a lo largo del tiempo, podria representar un método mads simple y que requiere menos
tiempo para predecir la resistencia a Varroa en las poblaciones de abejas meliferas, que no involucre
la seleccidn sobre un comportamiento especifico.

En relacion al linaje mitocondrial de las colonias bajo estudio (europeo para ambos stocks My S), y

consideramos publicaciones previas que muestran que la regién geografica donde estan establecidas
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las colonias representa una zona hibrida en la que coexisten poblaciones de abejas meliferas
africanizadas y europeas (Sheppard et al., 1991; Agra et al., 2018; Calfee et al., 2020), es posible que
nuestra poblacién sobreviviente sea un ecotipo local adaptado que porte genes de ambos origenes.
De hecho, observamos diferencias en el temperamento de las poblaciones durante los relevamientos
a campo, los que mostraron un comportamiento mas excitable en las abejas de las colonias M respecto
a las abejas S. En relacidn a esto, estudios anteriores revelaron que las subespecies de A. mellifera
descritas como mas excitables o incluso agresivas diferian de otras subespecies respecto al
comportamiento grooming en ensayos de laboratorio (Aumeier 2001; Wilde et al., 2003; Bgk y Wilde,
2015). Consideramos que otros marcadores, como los microsatélites y SNPs (single nucletoide
polymorphisms), asi como herramientas de la morfometria geométrica, pueden ser de utilidad para
analizar la introgresion de los linajes africanos en nuestros materiales (Agra et al., 2018; Calfee et al.,
2020; Porrini et al., 2020).

Es importante sefalar que el comportamiento de grooming puede no ser el Unico rasgo sanitario
implicado en la regulacién de la parasitacion de Varroa en las colonias M. De hecho, esta poblacidon
expreso un mas alto comportamiento higiénico hacia la cria muerta en comparacién con la poblacién
comercial (S) durante el comienzo del otofio, cuando el porcentaje de infestacién de la cria resultd
elevado. Este resultado sugiere que las abejas de la poblacién superviviente muestran una mayor
higiene general y pueden responder conductualmente al estado de parasitacion de la colonia. Ademas,
es consistente con lo obtenido por Mendoza et al. (2020) quienes observaron que el comportamiento
higiénico es mayor en colmenas resistentes respecto a colmenas susceptibles al dcaro en Uruguay. Sin
embargo, dado que el método utilizado aqui para estimar el comportamiento higiénico puede
sobrestimar su expresion (Espinosa-Montafio et al., 2008), estos resultados deben tomarse con
precaucién y confirmarse en futuras investigaciones que utilicen métodos mads robustos para analizar
el efecto de este comportamiento complejo. Adicionalmente, a pesar de que el comportamiento
higiénico frente a crias muertas no implica necesariamente una mayor resistencia al acaro (por
ejemplo, Danka et al., 2013), estaria vinculado a otros comportamientos asociados como el
comportamiento higiénico dirigido a Varroa (VSH del inglés, Varroa Sensitive Hygiene; Spivak, 1996;
Vizintini, 2018; Vizintini et al., 2021), que no fueron medidos durante la caracterizacidon a campo. En
este sentido, el analisis de otros rasgos que pueden determinar conjuntamente el fenotipo
sobreviviente de nuestra poblacion M (como se ha evidenciado previamente en otras poblaciones
sobrevivientes de forma natural: Fries et al., 2006; Locke y Fries, 2011; Harris et al., 2010; Panziera et
al., 2017; Oddie et al., 2018) es necesario.

El comportamiento de grooming puede estar influenciado por factores ambientales (Stanimirovic et

al., 2003; Currie y Tahmasbi, 2008), y los umbrales de dafo de Varroa pueden cambiar bajo diferentes
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condiciones climaticas (Meixner et al., 2014; Giacobino et al., 2017). El analisis del desempefio
comportamental de las colonias M y S en diferentes ambientes permitiria ayudar a entender la
influencia de la interaccién genotipo x ambiente (Blchler et al., 2014; Meixner et al., 2014) sobre el
comportamiento de grooming. Asimismo, el desarrollo de programas regionales de cria de abejas
meliferas resistentes a los dcaros, que incluyan el uso de las poblaciones adaptadas localmente

merece ser considerado, especialmente en Argentina, donde coexisten en una misma region apicola

subregiones o ecorregiones altamente contrastantes.

1.5. CONCLUSION

A partir de la caracterizacidn integral de una poblacién de A. mellifera susceptible a V. destructor (S) y
colonias sobrevivientes al acaro (M) establecidas en clima subtropical (Reconquista, Santa Fe)
proponemos al comportamiento de grooming hacia V. destructor como un rasgo clave en la
supervivencia diferencial de las colonias del stock M. Esta propuesta se sustenta en que pudimos
evidenciar una regulacion estratégica (acciones en momentos especificos de la temporada) de las
cargas parasitarias dentro de las colonias que permitiria minimizar el impacto de la parasitosis. De esta
manera, concluimos que la poblacién sobreviviente muestra comportamientos de resistencia activa al
acaro, que pueden haber evolucionado como respuesta a la seleccién en un ambiente sin uso de
acaricidas. Nuestros resultados ponen de relieve la importancia de considerar el grooming, al igual
gue el comportamiento higiénico dirigido a celdas parasitadas, como un caracter relevante a ser
incluido en los programas de mejoramiento genético apicola que proponen conservar y multiplicar
stocks de abejas resistentes a V. destructor. Nuestros resultados exhiben, ademas, la necesidad de
continuar profundizando el estudio de este comportamiento social relativamente poco explorado en
A. mellifera, de su dinamica grupal e individual para entender y explicar lo observado a nivel de la
colmena en el campo y a la vez analizar el impacto del ambiente sobre su expresidn. Finalmente,
consideramos clave iniciar estudios sobre la abundancia y diversidad de virus, asi como la tolerancia
viral en estos materiales para entender en mayor profundidad la interaccidén entre la abeja y el 4caro,

considerando el rol activo de este ultimo como vector viral.



CAPITULO 2.

Caracterizacion del comportamiento de
grooming de Apis mellifera en arenas

experimentales
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2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Generalidades del comportamiento de grooming

El comportamiento de grooming (CG) es una caracteristica que se observa en varios taxones del reino
animal, ya que ha sido descripto en artrépodos, vertebrados, e incluso en pulpos, y tiene origenes
evolutivos muy antiguos (Sachs 1988; Spruijt et al., 1992; Mather y Alupay, 2016). Constituye una
respuesta generalizada para remover objetos extranos de la superficie corporal y se lo ha asociado
también a funciones tales como la distribucién de sustancias a través de la superficie del cuerpo, la
guimio-comunicacion, la interaccidon social, la reduccidén de estrés y la locomocién (revisado en De
Roode y Lefevre, 2012). Se cree que el cuidado de la superficie corporal es importante para la
prevencion de enfermedades mediante la eliminacidn de patégenos, parasitos y parasitoides
(Yanagawa et al., 2007; Wilson-Rich et al., 2009; Vincent y Bertram, 2010). Por ejemplo, las secreciones
hidrofdbicas y bacteriostaticas esparcidas por la superficie del cuerpo mejoran las propiedades de
barrera contra patégenos del tegumento y también actian como firmas quimicas tanto en
vertebrados como en artrépodos (Zhukovskaya et al., 2013). Asimismo, el CG es la primera linea de
defensa de algunos mamiferos frente a la infestacidon por garrapatas, y se ha demostrado que los
individuos con un comportamiento de grooming deficiente son vulnerables a la garrapatosis (Mooring
et al., 2009).

El CG ha sido descrito en detalles en insectos (p. ej., Farish, 1972; Basibuyuk y Quicke, 1999). Estos
estudios se han dedicado a la descripcidn, clasificacidén y secuencia de los movimientos involucrados y
de la variedad de estructuras especializadas utilizadas en la limpieza de la cuticula (revisado en
Zhukovskaya et al., 2013). Por ejemplo, se sabe que en Drosophila melanogaster, la eliminacion del
polvo mediante grooming comienza por los ojos y ocurre de manera jerarquica siguiendo una
secuencia que procede en el orden: ojos > antenas > abdomen > alas > notum, de manera
independiente uno de otros (Hampel et al., 2017). También se ha discutido su rol clave como

comportamiento adaptativo dentro de este clado (revisado en De Roode y Lefevre, 2012).

2.1.2. Comportamiento de grooming en abejas meliferas

En abejas meliferas, el CG involucra el uso de piezas bucales, asi como también el movimiento de patas
pro y/o mesotoracicas para la remocién de polvo, polen, u algin agente extrafio, tal como
ectoparasitos (Jander, 1976; Pettis y Pankiw, 1998; Boecking y Spivak, 1999; Micholson, 2022). En
particular, el CG hacia el acaro V. destructor implica la habilidad de las abejas obreras de detectar y
remover los acaros de la superficie corporal propia (auto-grooming) o de sus compafieras de nido

(allo-grooming), muchas veces dafidndolos en el proceso (Peng et al., 1987). En este ultimo caso, las


https://sciprofiles.com/profile/1906471

67

abejas obreras que necesitan ser limpiadas pueden reunir a una o mds compafieras de nido mediante
una danza especifica de invitaciéon (Haydak, 1945; Land y Seeley, 2004).

La danza de invitacidn a realizar el CG fue descrita por primera vez por Haydak (1945) y, mas tarde,
caracterizada por Milum (1955). Posteriormente este comportamiento fue cuantificado y analizado
en mayor detalle (Schenider et al., 1986, 1987, 2001; Land y Seeley, 2004). Para realizar esta danza,
las abejas obreras balancean todo su cuerpo de un lado al otro con movimientos vibratorios
estimulando a otras compafieras de nido para que se acerquen y limpien a quien esta realizando el
baile (Land y Seeley, 2004). Estos autores demostraron que abejas de A. mellifera a las que estimularon
con polvo de tiza ejecutaban mas danza en comparacidén con abejas control, y confirmaron que el
factor principal que desencadena la danza es la acumulacién de pequenas particulas en la base del ala
(Land y Seeley, 2004). Por su parte, Pettis y Pankiw (1998) llevaron a cabo ensayos en A. mellifera
utilizando colmenas de observacién y realizando infestaciones artificiales con acaros traqueales de la
especie Acarapis woodi. Detectaron que el nimero de abejas que realizaban la danza de invitacién
aumento significativamente a medida que se incrementd el porcentaje de infestacidn por el acaro (0,
50y 70 % de infestacidn). Recientemente, Cini et al. (2020) no detectaron diferencias en los perfiles
de proteinas quimiosensoriales expresadas en antenas entre abejas que realizaban allo-grooming
respecto a abejas que no, y sugirieron que la deteccién de las abejas que necesitan ser limpiadas

podria desencadenarse mediante estimulos visuales y mecdnicos a través de este baile.

2.1.2.1. Diferencias entre A. mellifera y A. cerana

En Apis cerana Fabricius, hospedador original de V. destructor, el CG es uno de los principales
mecanismos de regulacién de las poblaciones del acaro dentro de las colonias. Es considerado un rasgo
de inmunidad social muy importante en esta especie, ya que permite mantener la poblacién de acaros
en umbrales bajos, evitando dafios significativos a la colonia y contribuyendo al equilibrio en la
relacién parasito-hospedador (Blichler et al., 1994; Peng et al., 1987; revisado por Pritchard, 2016).
Las abejas obreras de esta especie son capaces de localizar, morder y eliminar los acaros que se
encuentran sobre la superficie corporal con una alta eficiencia. En efecto, Peng (1988) detectd que el
CG en A. cerana induce la eliminacién de mas del 99% de los acaros en tan sélo dos horas, y que mas
del 70% de éstos presentan lesiones fisicas visibles. La eficiencia con que se expresa el
comportamiento en esta especie podria explicar la resistencia hacia V. destructor que presentan sus
colonias, producto de un largo periodo de coevolucién (Evans y Spivak, 2009).

En el caso de A. mellifera, el CG también se ha observado, aunque expresado en menor frecuencia
(Boecking y Ritter, 1993; Fries et al., 1996). Por ejemplo, Buchler y colaboradores (1992), encontraron

que A. cerana removié de forma exitosa el 75% de los acaros en comparacién con A. mellifera que
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exhibiéd una remocion del 48%. Otros estudios han demostrado una variacidn significativa en la
eficiencia e intensidad del CG entre diferentes subespecies de A. mellifera (revisado en Pritchard,
2016). Asimismo, las abejas africanizadas serian mads eficientes en el acicalamiento de los acaros
respecto a las subespecies europeas (Aumeier, 2001; Guzman-Novoa et al., 2012; Moretto et al., 1993;
Morfin et al., 2020). Por su parte, Rinderer et al. (2001) observaron que las abejas originarias de la
region de Primorsky en Rusia realizaban con mayor intensidad este comportamiento en relacién con
las abejas originarias de Luisiana, EE.UU. Asimismo, en Thakur et al. (1997) durante un ensayo de
grabacion en A. mellifera carnica Pollman encontraron que, de todas las abejas que realizaban allo-
grooming ninguna fue capaz de quitar el dcaro a alguna de sus compafieras de nido. Por dltimo, un
estudio reciente detectd diferencias en la intensidad del CG entre abejas de A. mellifera provenientes

de poblaciones resistentes y susceptibles a V. destructor (Dadoun et al., 2020).

2.1.2.2. Especializacidn del comportamiento hacia el acaro

Una cuestion que ha sido poco explorada en los estudios de laboratorio es si el CG hacia V. destructor
es una actividad especifica de ciertas abejas dentro de la colonia (“especialistas”) o de abejas de una
determinada edad, asi como se observa para otros comportamientos de inmunidad social como el
comportamiento higiénico (por ej. Panasiuk et al., 2010; Scannapieco et al., 2016; Spivak y Danka
2021).

A partir de trabajos pioneros en A. mellifera, se observé que dentro de las colonias de abejas hay
grupos de obreras que no tendrian ninguna tarea “asignada” y en cambio estarian a la espera de
alguna sefial o estimulo ambiental especifico (Kolmes, 1989; ver Robinson, 1992). Estos individuos
estarian disponibles para compensar la deficiencia en alguna tarea, o para responder a emergencias,
y solo una pequefia proporcion de abejas se volveria especialista, incluyendo aquellas que hacen allo-
grooming (ver Kolmes, 1989). En efecto, Winston y Punnett (1982) observaron abejas que realizaron
allo-grooming durante toda su vida. Mas tarde, Moore y colaboradores encontraron un cierto nivel de
especializacion en el CG entre las 200 abejas de A. mellifera observadas, detectando que una abeja
habia realizado actividades de acicalamiento a sus compaiieras de nido el 84% de las veces en que fue
observada, desplegando esta tarea casi de forma exclusiva desde los 4 hasta los 21 dias de edad
(Moore et al., 1995). Los factores involucrados en el desarrollo de obreras especialistas en
comportamiento de allo-grooming hacia V. destructor estarian asociados al despliegue del baile de
invitacidn por parte de las abejas parasitadas, a la densidad poblacional de acaros dentro de la colonia
y la heredabilidad del caracter (revisado en Pritchard, 2016).

Por otro lado, Pettis y Pankiw (1998) estudiaron el comportamiento de grooming en A. mellifera en

funcién de la edad de las obreras, y observaron que el 90% de las actividades de acicalamiento era
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realizado por abejas que tenian entre 5 y 15 dias. Recientemente en Dadoun et al. (2020) detectaron,
en un ensayo con abejas de A. mellifera, que si bien las obreras de diferentes edades estaban
involucradas en el CG, las de 21 dias de edad lo hacian en menor proporcién respecto a las mas

jovenes.

2.1.2.3. Factores que influencian el grooming

Entre los factores que pueden influir en el comportamiento de acicalamiento se han descripto el
entorno ecolégico (por ejemplo, la disponibilidad de alimento y/o la competencia) y social (por
ejemplo, la tasa de interaccion y las sefiales de comunicacién entre individuos dentro de la colonia)
(Jandt et al., 2013). Asimismo, se ha postulado que factores abidticos podrian modular la expresion
del CG hacia V. destructor. Por ejemplo, Currie y Tahmasbi (2008) encontraron diferencias
significativas en el nimero de acaros caidos al someter a abejas a distintos regimenes térmicos (25 °C
y 34 °C). Ademds, observaron que a baja humedad, las abejas eran mas exitosas limpiando vy
eliminando una mayor proporcién de acaros (Currie y Tahmasbi, 2008). Por otro lado, se ha propuesto
que la susceptibilidad de los acaros a la desecacidon aumentaria la eficiencia del CG en condiciones de

baja humedad (Micholson, 2022).

2.1.2.4. Evaluacién del comportamiento en el laboratorio

Para caracterizar la intensidad y efectividad del CG de A. mellifera hacia V. destructor es necesario
recurrir a estudios de gran complejidad en colmenas completas o colmenas de observacion (Bozic y
Valentincic, 1995; Fries et al., 1996; Moretto et al., 1993, 1997; Peng et al.,1987), que implican el
desarrollo de ensayos por largos periodos que no necesariamente garantizan el registro continuo del
comportamiento de una abeja en particular frente al acaro (Bichler et al., 1992; Peng et al., 1987;
Thakur et al., 1997). Es por ello, que se han desarrollado métodos de observacion del CG en abejas
individuales o grupos de abejas utilizando cajas de Petri. La evaluacion del CG empleando abejas
confinadas permite descartar factores ambientales, del entorno ecoldgico o social no controlados en
condiciones de campo (ingreso de néctar, grado de infestacion, temperatura ambiente, tamafio de la
colonia). Dichos métodos incluyen la observacién focal de las reacciones de las abejas frente a la
infestacidn artificial con V. destructor (Arechavaleta-Velasco y Guzman-Novoa, 2001; Aumeier, 2001;
Currie y Tahmasbi, 2008; Andino y Hunt, 2011; Guzman-Novoa et al., 2012; Invernizzi et al., 2016). Por
ejemplo, en un estudio pionero, Aumeier (2001) desarrollé un método para describir y cuantificar
varios componentes del CG en un corto intervalo de tiempo y bajo condiciones controladas en abejas
africanizadas y europeas, mediante el uso de placas de petri. La investigadora reporté cinco reacciones

de las abejas asociadas a este comportamiento frente al acaro: (1) Limpieza o sacudida débil, que lo
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defini6 como refregarse vagamente las antenas y sacudir el abdomen por un periodo muy breve
(menos de 5 segundos); (2) Limpieza o sacudida intensa, en el que la abeja sacude el abdomen de
forma mas vigorosa durante un periodo mas prolongado (mas de 5 segundos), y ejecuta la danza de
invitacidn al CG, en este caso la limpieza abarca todo su cuerpo no solo las antenas; (3) Intento de
morder, que la abeja realiza con la intencidn de desprenderse el dcaro mediante el uso de sus
mandibulas; (4) Comportamiento de rodar, que la abeja despliega y consiste en movimientos de rodar
sobre su zona dorsal intentando sacarse el acaro; (5) Intento de volar, que consiste en vuelos muy
cortos, que imitan saltos. Por su parte, en el afio 2016, Invernizzi y su grupo de trabajo llevaron a cabo
un ensayo en cajas de Petri que tenia como objetivo evaluar el CG en abejas africanizadas e italianas
a nivel individual, de grupo y colonia. Las reacciones que observaron a nivel individual se asemejaron
a las postuladas por Aumeier (2001), aunque se consideraron por separado las reacciones de limpieza
y sacudir el abdomen, otorgando dos niveles, intenso y débil (Invernizzi et al., 2016).

Otra propuesta para observar directamente el CG fue la implementada por Espinosa-Montafio et al.
(2004), quienes usaron cuadros con un panal plastico cubierto por una placa de acrilico a la que se le
hicieron dos aberturas para poder introducir las abejas y realizar las infestaciones artificiales con los
acaros (Figura 29). En este trabajo, los autores evaluaron dos genotipos de abejas diferentes

(africanizadas y europeas) e intentaron proveer un ambiente mas natural para la evaluacién del CG.

PR

Figura 29. Esquema del cuadro de observacion montado para la evaluacion del CG de acuerdo a
Espinosa-Montafio et al. (2004).
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Este dispositivo fue posteriormente utilizado para seleccionar abejas que responden de manera casi
inmediata a la infeccidn artificial con V. destructor y usarlas de insumo en estudios de mapeo de QTL
(Arechavaleta-Velasco et al., 2012).

En funcién de los resultados obtenidos en el capitulo anterior, en el cual se evidencid la importancia
del CG de las colonias de A. mellifera de linaje europeo en la resistencia a V. destructor, y con el
objetivo de entender mas profundamente este comportamiento a nivel individual, en este capitulo
presentaré los resultados de ensayos de laboratorio. Los mismos se realizaron en arenas
experimentales especialmente disefiadas para observar y describir el CG en abejas de diferentes
edades y genéticas (sobrevivientes y susceptibles). Las observaciones focales realizadas me permitiran
describir las reacciones desplegadas por las abejas frente a la infestacién artificial con V. destructor,
analizando potenciales diferencias en la intensidad de acicalamiento y el tiempo de inicio de la
respuesta. Discutiré los resultados obtenidos en las abejas de cada stock genético y su asociacién con

el fenotipo de grooming observado a nivel de la colonia.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Materiales

2.2.1.1. Colonias de A. mellifera

Se evaluaron los stocks de A. mellifera previamente descritos en el capitulo 1: (1) una poblacién de
abejas resistentes a V. destructor (M) que exhibe altos niveles de comportamiento de grooming a nivel
de colonia, y (2) una poblacidn de abejas comerciales susceptible al dcaro (S) que fue considerada
como control para este ensayo. Para los experimentos se usaron tres colmenas de cada stock (M y S)
que exhibieron los fenotipos de grooming mas contrastantes respecto al porcentaje de acaros
dafiados colectados en los pisos técnicos (promedios: M= 25% y S=9%). De cada colonia, se
seleccionaron dos cuadros que contenian cria operculada (pupa con cabeza pigmentada de coloracién
marrdn y ojos oscuros). Veinticuatro horas antes de la emergencia de las abejas, cada cuadro se colocd
individualmente en una colmena de observacién y se mantuvo en cdmara de cria a temperatura (33 =
0,5 °C) y humedad (75 + 2%) controlada. Una vez emergidas, se marcé a las abejas en el térax, usando
un marcador de abeja reina (Figura 30). Se utilizaron diferentes colores a fin de identificar con facilidad
la edad y el origen genético (M y S) de cada abeja. Para cada stock se obtuvieron cohortes de
aproximadamente 100 abejas obreras de la misma edad. Una vez marcadas, las abejas fueron
devueltas a las colonias correspondientes (Figura 30). A la edad de seis, diez y catorce dias, se visitd
nuevamente el apiario para la colecta de las abejas marcadas en las colonias, haciendo uso de un
aspirador. Las abejas colectadas se transportaron al laboratorio para realizar los ensayos

comportamentales (Figura 30). La seleccidn de edades a evaluar se baso en estudios previos sobre el
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rango etario en el que las abejas pueden potencialmente realizar el comportamiento de grooming

(Kolmes, 1989; Robinson, 1992; Moore et al., 1995).



Apiario Experimental

Se marcaron abejas recién
emergidas
(Identificacion por edad y stock)

|

=
3 Colmenas M ¢ | Se retiraron cuadros con
: cria operculada

2 cuadros por colonia en colmenas de
observacidn dentro de camara de cria (33°C
y 75% HR)

Se devolvieron las abejas obreras marcadas a las colmena de
origen hasta el dia del ensayo

Abejas de 6 dias

= I =

3 min para
aclimatacion

Abejas de 10 dias

- o =
Se observaron abejas infestadas con V. destructor
y abejas control en arenas experimentales

Variables registradas

Abejas de 14 dias

3 min de
observacion

O Tiempo de inicio de limpieza

[ Ne total de intentos de limpieza

Se colectaron las abejas marcadas con un
aspirador

0 Ne de patas involucradas en el primer
intento

O Ansiedad (si/no)

O Intensidad de limpieza(débil /intensa)

O Rueda (si/no)

Una abeja marcada
' |+ 10 abejas nodrizas
no marcadas

Observaciones en condiciones controladas
(33°C y 65% HR)

O Se quita el &caro (si/no)

Figura 30. Esquema descriptivo de las etapas del bioensayo realizado para la evaluacion del comportamiento de grooming en abejas individuales.
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2.2.1.2. Muestras de V. destructor

Para las infestaciones artificiales se colectaron dcaros de colonias de A. mellifera con altas cargas de
Varroa forética (>5%), a las que se denominaron “colmenas dadoras”, utilizando el método del azlcar
impalpable (Dietemann et al., 2013). Dichas colonias se encuentran en el apiario experimental del
Instituto de Genética (INTA-Castelar). Los 4caros foréticos recolectados fueron colocados sobre un
papel tissue himedo y limpiados con un pincel fino humedecido con agua destilada para remover los
restos de azucar. Aquellos acaros que presentaron dificultad para moverse o agarrarse de las cerdas
del pincel, se consideraron no aptos y se descartaron. Los dcaros activos se transfirieron a placas de
Petri cubiertas con papel tissue himedo que contenian también larvas de abejas obreras. Estas placas
se llevaron a una sala con temperatura controlada (33 + 0,5 °C) y se usaron dentro de las dos horas de
la colecta para realizar la infestacion artificial de las abejas. Pasadas las dos horas, los acaros se

descartaron.

2.2.2. Métodos

2.2.2.1. Ensayos en cuadros experimentales

Se prepararon cuadros de observacidn para registrar el comportamiento de grooming. Se realizaron
modificaciones significativas al método previamente descrito por Espinosa-Montafio et al. (2004) y
Arechavaleta-Velasco et al. (2012) de forma que permitiera la evaluacién del CG en dos abejas en
simultdneo, y a la vez que reprodujera un ambiente lo mds similar posible al entorno natural de la
colonia. Brevemente, se colocd un marco de madera sobre un cuadro estandar de tipo Langstroth
(42x20 cm) que contenia miel en la parte superior. Estos cuadros provenian de la misma colmena de
donde eran las abejas a ser evaluadas. Se incrustaron en la cera dos aros de acetato (9 cm de
didmetro), que sirven como arenas experimentales pareadas (Figura 31). Sobre el marco de madera
se colocd una tapa de acrilico que dispone de dos perforaciones. Estas perforaciones tienen, cada una,
una tapa de acetato que facilita la manipulacion de las abejas y los dcaros al momento de la infeccién
y recambio de las abejas (Figura 31).

Se realizaron dos tratamientos sobre abejas de las distintas edades y stocks: (i) abejas infestadas con
V. destructor, en las que se colocd un acaro en la parte dorsal del térax usando un pincel fino, v (ii)

abejas control, a las que se las toco con el pincel en la parte dorsal del torax.



Abejas no marcadas de la colonia de origen

Abejas nodrizas
sin marcar (10)

Tapa de acetato Abeja marcada Marco de madera
en ensayo

\

Aro de acetato *
Tapa de acrilico perforada

sobre marco de madera

INCHERS G InEh el

Figura 31. Fotografia del cuadro experimental disefiado para la medicidn del CG. Se observan las dos arenas experimentales donde se realizaron las
observaciones en las abejas marcadas sometidas a los tratamientos control y de infestacién con V. destructor. Los ensayos se llevaron a cabo bajo luz rojay
en condiciones controladas de temperatura.
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Se colocé una abeja marcada en cada arena experimental junto con diez abejas nodrizas (sin marcar)
de la misma colonia y se las dejé durante tres minutos para que se aclimataran antes de comenzar las
observaciones. Luego, en una de las arenas se infestd a la abeja marcada con un 4caro (“tratamiento
Varroa”) y en la otra, se tocd a la abeja marcada con un pincel (“tratamiento control”). Una vez
aplicados los tratamientos, se comenzd la observacion de la abeja marcada. Durante la observacion
de 3 minutos, se registraron diferentes respuestas de acicalamiento, que ya habian sido descriptas en
estudios previos realizados por Aumeier (2001), Invernizzi et al. (2016) y Hamiduzzaman et al. (2017).
Las variables observadas fueron: el tiempo en que demora la abeja en iniciar la limpieza, el nimero
de patas involucradas en este primer intento de limpieza, el nUmero total de intentos realizados
durante el tiempo de observacidn y la intensidad de la limpieza. La limpieza se clasific6 como una
variable dicotdmica seguln cudn vigorosos o débiles fueran los movimientos del cuerpo (Aumeier,
2001). Una quinta variable “Ansiedad”, que fue registrada y categorizada de acuerdo a Bak y Wilde
(2015) como: “sin ansiedad” (permanecer quieta); o “ansiedad” (que implica una actividad motora
intensa con agitacion rapida del cuerpo). Durante el tiempo de observacién, también se registro si la
abeja marcada rodaba vy si efectivamente se quitaba el acaro del cuerpo (Aumeier, 2001). Entre 15y
20 abejas marcadas fueron evaluadas individualmente por stock (M y S), edad (6, 10 y 14 dias) y
tratamiento (acaro y control), alcanzando un total de 584 abejas estudiadas. Las observaciones se
realizaron en oscuridad en una sala de laboratorio iluminada con luz roja y acondicionada a

temperatura controlada (33+0,5 °C) (Figura 31).

2.2.2.2. Andlisis estadistico

Las posibles diferencias en las variables respuesta se analizaron, de forma independiente, con un
modelo lineal generalizado mixto (GLMM) considerando la edad, el stock y el tratamiento como
factores fijos, y el dia de evaluacion, la colonia y las abejas pareadas como factores aleatorios. Las
variables, “tiempo de respuesta del primer intento” y “nimero de intentos” se ajustaron a
distribuciones Gamma y Poisson, respectivamente. La variable “nimero de patas utilizadas durante el
primer intento de grooming” se ajusté a una distribucién binomial (numero de patas utilizadas vs.
numero de patas no utilizadas). El resto de las variables (nivel de ansiedad, intensidad de limpieza y
comportamiento de rodar) se ajustaron a una distribucién de Bernoulli, en estos casos los modelos se
probaron mediante la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow. Para obtener la estructura
de varianza mads adecuada se utilizd el criterio de informacidn de Akaike. Para comparar las variables
respuesta entre factores (edades, stocks y tratamientos) se realizaron analisis post-hoc utilizando la
prueba de Fisher de diferencia minima significativa (LSD) (a = 0,05). Para evaluar las diferencias en la

efectividad del grooming entre los stocks, las frecuencias de abejas que pudieron quitarse con éxito
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el acaro de sus cuerpos se compararon mediante el test exacto de Fisher sobre tablas de contingencia.
Todos los analisis se realizaron con la funcidn glmer del paquete R "Ime4" (Bates, 2015; R Core Team,
2017). Se realizd un analisis de componentes principales (CP) para describir la relacidn entre las
variables de grooming (solo para las estadisticamente significativas en el andlisis GLMM) y comparar
en un espacio multidimensional abejas Ry S infestadas con los acaros. Este analisis se realizé utilizando

InfoStat 2016 (Di Rienzo et al., 2016).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Tiempo de inicio del comportamiento de grooming

Se detectaron diferencias significativas en el tiempo tomado por las abejas para iniciar el
comportamiento de grooming entre los tratamientos (infestacién con acaro y control), stocks (M y S)
y edades (6, 10 y 14 dias), encontrdndose interacciones significativas entre dichos factores
(Tratamiento: F1572= 223,55, P < 0,001; Genética: F1572= 73,31, P <0,001; Edad: F257,= 8,70, P =0,002;
Genética x Edad: F,s72 = 1,75, P = 0,17; Genética x Tratamiento: Fi572 = 22,84, P < 0,001; Edad x
Tratamiento: F,572= 0,91, P < 0,401; Tratamiento x Genética x Edad: F,s7,= 4,85, P =0,008). Las abejas
infestadas artificialmente con V. destructor comenzaron a limpiarse significativamente antes que las
abejas a las que se les aplico el tratamiento control, para todas las edades analizadas y para ambos
stocks (P < 0,05; comparaciones post-hoc, prueba Fisher LSD; Figura 32). Especificamente, entre las
abejas que fueron infestadas con un acaro, los individuos del stock resistente (M) comenzaron a
limpiarse significativamente antes (con un valor medio de 8,8 segundos para todas las edades) en
comparacién con las abejas del stock susceptible (S) (valor medio de 32,4 segundos para todas las
edades) (P < 0,05; comparaciones post-hoc, prueba Fisher LSD; Figura 32). Para el stock M, se
detectaron diferencias significativas en el tiempo de inicio del CG hacia el dcaro entre las edades
evaluadas, siendo las abejas mas jévenes (6 dias de edad) las que respondieron mas rapido a la
infestacion que las abejas mas viejas (10 y 14 dias de edad) (P < 0,05; comparaciones post-hoc, Prueba
LSD de Fisher; Figura 32). En el caso del stock S, el tiempo del primer intento de grooming fue menor

en las abejas de 6 y 10 dias en comparacion con las abejas de 14 dias (Figura 32).
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Figura 32. Tiempo medio (segundos * SE) de la primera respuesta de grooming realizada por las
abejas expuestas al tratamiento con V. destructor (infestacidon con un acaro) y al tratamiento control
(togue de pincel). Los valores se muestran para las poblaciones de A. mellifera susceptibles (S) y
resistentes (M), en las tres edades analizadas. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre edades, stocks y tratamientos por Fisher LSD (a = 0,05).

2.3.2. Nivel de respuesta del comportamiento de grooming

Se encontraron diferencias significativas en el nimero de intentos de grooming realizados por las
abejas entre tratamientos, stocks y edades (Tratamiento: Fi1,s60 = 138,97, P < 0,001; Genética: Fi, 560 =
84,46, P<0,001; Edad: Fys69 = 9,115, P = 0,001; Genética x Edad: F;, 569 = 10,47, P < 0,001; Genética x
Tratamiento: Fiseo = 5,22, P < 0,227; Edad x Tratamiento: F1, 569 = 1,77 P = 0,1711; Tratamiento x
Genética x Edad: F3, 569 = 2,63, P = 0,072) (Cuadro 6). Las comparaciones post-hoc revelaron que las
abejas de ambos stocks y de todas las edades, realizaron un mayor nimero de intentos de limpieza
en respuesta a la infestacién con el dcaro en comparacidn con el tratamiento de control (Figura 33).
Ademas, cuando se compararon los stocks, las abejas resistentes M exhibieron un mayor niumero
medio de intentos contra el acaro que las abejas S, mostrando las primeras casi el doble de intentos
de limpieza a todas las edades (Figura 33). Analizando el factor edad, observamos que las abejas M
mostraron un mayor nimero de intentos de grooming contra el acaro en edades mas jovenes (6 y 10
dias de edad) en comparacidn con las abejas mas viejas (14 dias de edad) del mismo stock (Figura 33).

Este patrén no fue evidente para las abejas del stock S.
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Figura 33. Numero medio de intentos (+SE) que realizaron las abejas en respuesta al tratamiento con
V. destructor (infestacién con un acaro) o al tratamiento control (toque de pincel). Cada barra
representa los valores para abejas de diferentes edades de los stocks de A. mellifera resistente (M) y
susceptible (S). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las edades de las abejas, los
stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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Cuadro 6. Numero de intentos que realizaron las abejas marcadas durante el tiempo de observacion
en respuesta al tratamiento de Varroa (infestacién con un 4caro) y al tratamiento control (toque de
pincel). Los valores se muestran para las abejas de las poblaciones de A. mellifera Sy M, a diferentes
edades. Letras diferentes indican diferencias significativas entre edades, stocks (origen genético) y
tratamientos por Fisher LSD (o = 0,05).

Stock Susceptible (S) Stock Resistente (M)
Edad de las Infestacidn Infestacion
) Control . Control o
Abejas Artificial Artificial
6 2,4 (0,21) DE 3,5 (0,25) CD 2,3(0,29) DE 6,0 (0,45) A
10 1,2 (0,15) F 2,3(0,2) DE 2,6 (0,26) DE 5,6 (0,35) AB
14 1,8(0,17) EF 2,8(0,22) D 2,5(0,23) DE 4,2 (0,29) BC

Se encontraron diferencias significativas en la probabilidad de que las abejas utilicen todas sus patas
durante el primer intento de limpieza entre tratamientos, stocks y edades, con interacciones
significativas entre los factores (Tratamiento: F; ses = 290,23, P < 0,001; Genética: Fy ses = 19,88, P <
0,001; Edad: F;,s6s= 7,29, P = 0,0007; Genética x Edad: F,s6s= 3,50, P = 0,031; Genética x Tratamiento:
F1,s6s= 53,90, P < 0,001; Edad x Tratamiento: F;, ses = 14,88, P < 0,001; Tratamiento x Genética x Edad:
F2,s6s= 13,67, P <0,001). Especificamente, la probabilidad del uso de la totalidad de las patas durante
la limpieza difirié entre los tratamientos: las abejas exhibieron entre un 75 % y 99 % menos de
probabilidad de usar todas sus patas en respuesta al tratamiento de control en comparacion al
tratamiento de infestacidn, independientemente de la edad o la genética (P < 0,05; comparaciones
post-hoc) (Archivo Suplementario Sla). Cuando se comparo el origen genético, observamos que la
probabilidad de que las abejas S de 6 y 10 dias usaran la totalidad de sus patas en la limpieza hacia el
acaro fue menor respecto a la de las abejas M de la misma edad (Archivo Suplementario S1b). En
relacidn a la edad, las abejas mas jévenes del stock M mostraron una mayor probabilidad de usar la
totalidad de sus patas en la limpieza hacia el dcaro en comparacidn con las abejas mas viejas del mismo
grupo (Archivo Suplementario S1c). No se detectaron diferencias en el uso de las patas entre las
edades para el caso de las abejas S (Archivo Suplementario Sic).

No se detectaron diferencias significativas en la intensidad de limpieza entre los tratamientos, stocks
o edades de abejas (Tratamiento: F1, ss0= 0,000017, P = 0,9967; Genética: F1,s60= 0,00002, P = 0,9965;
Edad: F; se0 = 0,000028, P > 0,9999; Genética x Edad: Fy, s¢o = 0,000017, P > 0,9999; Genética x
Tratamiento: Fis60 = 0,000000022, P = 0,9999; Edad x Tratamiento: F, seo = 0,000013, P >0,9999;
Tratamiento x Genética x Edad: F;, seo= 0,00000012, P >0,9999) (Archivo Suplementario S2).
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2.3.3. Nivel de ansiedad

Se detectaron diferencias en la proporcidon de abejas que exhibieron ansiedad entre tratamientos,
stocks y edades de las abejas, con una triple interaccidn significativa entre los factores (Tratamiento:
F1,s67= 67,10, P < 0,001; Genética: Fy,s67= 13,05, P < 0,001; Edad: F3,s67= 1,36, P = 0,258; Genética x
Edad: F3,567= 2,92, P = 0,055; Genética x Tratamiento: F1 s¢7= 1,15, P = 0,284; Edad x Tratamiento: F;,
s67= 2,55, P = 0,079; Tratamiento x Genética x Edad: F;, s¢7= 4,26, P = 0,015). Las comparaciones post-
hoc revelaron que las abejas de ambos stocks mostraron niveles similares de ansiedad hacia el acaro,
pero una proporcién significativamente mayor de abejas de 10 dias de edad expresaron ansiedad en
la poblacién M en comparacién con la poblacion S (Figura 34). Ademas, el doble de la proporcion de
abejas M (media de 62% de las abejas en todas las edades) evidencié ansiedad cuando se aplicé el

tratamiento control en comparacion con las abejas S (media de 32% de las abejas en todas las edades)
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Figura 34. Proporcién media (+SE) de abejas que expresaron ansiedad en respuesta al tratamiento
con V. destructor (infestacion con un acaro) o al tratamiento control (toque de pincel). Se observan
los datos obtenidos para abejas de diferentes edades de las colonias de A. mellifera resistentes (M) y
susceptibles (S). Las diferentes letras indican diferencias significativas entre las edades de las abejas,
los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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2.3.4. Comportamiento de rodar

Una mayor proporcién de abejas del stock M (25 %) realizd el comportamiento de rodar frente a la
infestacidn con el 4caro en comparacion con las abejas del stock S (12 %), aunque esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (Figura 35). El comportamiento de rodar en las abejas sometidas al
tratamiento control fue minimo, lo que sugiere que esta reaccidn seria especifica hacia el acaro (Figura

35).
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Figura 35. Proporcidn media (+ SE) de abejas que mostraron un comportamiento de rodar en
respuesta al tratamiento con V. destructor y tratamiento control (toque de pincel). Los valores se
muestran para las abejas de origen Sy M de A. mellifera, a diferentes edades.

2.3.5. Eficiencia del comportamiento de grooming

Una baja proporcién de abejas fue capaz de quitarse el acaro de su cuerpo durante los 3 minutos de
observacién. Especificamente 3 de 118 abejas M (2,5 %) eliminaron con éxito los acaros colocados en
sus cuerpos, mientras que ninguna de las abejas S (0 de 173 abejas) se pudo quitar el acaro. Esta
diferencia en la eficiencia del grooming entre stocks fue marginalmente significativa (Test Exacto de

Fisher; P=0,0657).
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2.3.6. Andlisis de componentes principales

Para entender globalmente la respuesta de limpieza de las abejas hacia los dcaros, y poder compararla
entre los stocks, se realizé un analisis de Componentes Principales (CP) considerando las variables que
resultaron significativas en los andlisis de GLMM. Los resultados indicaron que los dos primeros
componentes explican el 77 % de la variabilidad total de los datos (CP1: 62 % y CP2: 15 %,; Figura 36;
Archivo Suplementario S3). El nimero de intentos de limpieza hacia el dcaro y el nimero de patas
involucradas en esta actividad estdn asociados de manera negativa con el tiempo en que las abejas
inician la respuesta de grooming, y estas tres variables mostraron una contribucion significativa al
primer componente (Figura 36). La ansiedad contribuye significativamente al CP2, se correlaciona
negativamente con el tiempo en que se inicia la respuesta y positivamente con el nimero de intentos
y el nimero de patas utilizadas contra el acaro. Es decir, aquellas abejas que exhibieron bajos tiempos
de reaccion frente al tratamiento de infestacién, también presentaron alta ansiedad y desplegaron
mayores intentos para limpiar el dcaro (Figura 36). En cuanto a la diferenciacidn entre stocks, se
evidencid una separacion parcial en el espacio bidimensional (Figura 36). Las muestras
correspondientes al stock M muestran la tendencia a distribuirse en valores mds altos en ambos
componentesy a formar un grupo relativamente homogéneo donde casi todas las abejas evidenciaron
un CG intenso (Figura 36). Por el contrario, las muestras pertenecientes al stock S parecen organizarse
en dos grupos, uno con abejas que exhibieron reacciones de limpieza "débiles" y un segundo grupo

con abejas de respuesta mas intensa a la infestacién con el acaro (Figura 36).
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Figura 36. Andlisis de componentes principales (CP) basados en las siguientes variables: tiempo de la
primera respuesta, nimero de intentos, nimero de patas involucradas en el primer intento y nivel
de ansiedad de las abejas frente a la infestacion con el acaro (tratamiento V. destructor). Estas
variables se incluyeron en el analisis de CP en funcidn de su significacion estadistica en los resultados
de GLMM. Los datos se muestran para abejas de todas las edades de los stocks resistente (M, puntos
negros) y susceptible (S, puntos blancos) de A. mellifera.



85

2.4. DISCUSION

En el presente capitulo se caracterizaron, mediantes estudios observacionales en arenas
experimentales, diferentes reacciones asociadas al comportamiento de grooming (CG) hacia V.
destructor en abejas obreras de A. mellifera de distintas edades y genéticas. Se documentaron
diferencias en el tiempo de inicio y la intensidad de las reacciones de grooming entre las genéticas
(susceptible y superviviente o resistente a Varroa) y las edades analizadas, y se observé una asociacién
entre las medidas del CG a nivel de colonia (p. ej., nUmero de acaros dafiados) y la performance a nivel
individual.

Varios autores han caracterizado las reacciones de grooming ejecutadas por abejas individuales al ser
infestadas por V. destructor. En un estudio pionero, Aumeier (2001) identificd cinco reacciones ligadas
al CG en abejas africanizadas y carniolas, y de forma similar, Invernizzi et al. (2016) registré su
ocurrencia en abejas europeas y africanizadas. Cuando estos autores agruparon todos los
comportamientos encontraron que, en general, las abejas africanizadas reaccionan mads intensamente
a V. destructor que las abejas europeas. En este capitulo, a pesar de que se compararon dos
poblaciones de abejas meliferas de origen europeo, detectamos diferencias entre las poblaciones
resistentes a Varroa (M) y las susceptibles (S) en algunas de las variables asociadas al CG y una
respuesta general mas intensa hacia el dcaro en las colonias M. Especificamente, las abejas resistentes
(M) exhibieron un menor tiempo de respuesta de limpieza hacia el acaro, utilizaron con mayor
probabilidad todas sus patas durante el primer intento de limpieza y realizaron un mayor nimero de
intentos durante todo el periodo de observacidn. Estos resultados sugieren la existencia de
variabilidad genotipica en la respuesta de grooming de las abejas contra V. destructor, en forma
consistente a estudios previos en los que se detectd variacidn entre lineas o stocks en el porcentaje
de abejas que realizaron el CG y el tiempo de inicio de la respuesta (Aumeier, 2001; Vandame et al.,
2002). Ademas, se evidencié una asociacidon entre la respuesta de grooming a nivel individual y a nivel
de colonia (descripta en el capitulo anterior), ya que las abejas de las colonias M, un genotipo de
abejas con niveles mas bajos de infestacidon y proporcién mas altas de dcaros dafados en sus colonias,
fueron las que lograron desprender en mayor medida los dcaros durante los ensayos de laboratorio
en comparacién con las abejas del stock S. Esta evidencia esta en linea con los resultados obtenidos
previamente por Guzman-Novoa et al. (2012) y Dadoum et al. (2020) y apoya la propuesta de que el
porcentaje de dcaros dafados representa un adecuado indicador del CG a nivel de la colonia, tal como
fue sugerido por estos y otros autores. Observamos que el 2,5% de las abejas M (3 de 118) se quitaron
el 4caro del cuerpo durante el tiempo de observacion, mientras que ninguna de las abejas S pudo
eliminarlo con éxito. A pesar de ser bajo, el éxito de remocién de los acaros observado en nuestro

stock M (resistente) es similar al obtenido por Invernizzi et al. (2016), quienes encontraron 3 de 48
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abejas (6,3%) que lograron quitarse el dcaro (2 abejas italianas y 1 africanizada). De manera similar,
Guzman-Novoa et al. (2012) encontraron un 29,4 % y 4,3 % de abejas “exitosas” en la remocidon de
Varroa de origen africanizado e italiano, respectivamente, mientras que Aumeier (2001), obtuvo
porcentajes de 18,3 % y 9,1 % para abejas africanizadas y carniolas, respectivamente. Por el contrario,
Dadoun et al. (2020) observaron que mas del 60 % de las abejas de un stock resistente se quitaron el
acaro de sus cuerpos, siendo el valor mas alto encontrado en estudios previos y recientes. Las
diferencias en el éxito de remocidén entre los distintos estudios podrian explicarse por diferencias en
la metodologia utilizada para evaluar la respuesta de grooming (placas de Petri vs. cuadros de
observacién), asi como por la genética de las abejas meliferas estudiadas y su tendencia a realizar el
CG, o el método de obtencidn de los acaros. Kirrane et al. (2012) sugirieron que el éxito de grooming
de las abejas contra V. destructor en ensayos de laboratorio en cajas de Petri, se vio afectado por la
edady el estado reproductivo de los acaros. Especificamente, detectaron una mayor caida de hembras
hijas en comparacion con hembras fundadoras. En nuestro ensayo se usaron hembras fundadoras de
V. destructor para infestar artificialmente a las abejas experimentales, por lo que esto podria estar
explicando la baja proporcién de dcaros removidos con éxito durante los 3 minutos de observacion.
Cabe destacar que durante la infestacion artificial se colocé el dcaro en el térax de la abeja
experimental, lugar de dificil acceso para la remocién de los acaros por parte de las abejas (Bak y
Wilde, 2016). En este sentido, la ubicacién del 4caro también pudo haber influido en la efectividad de
su eliminacidn por parte de las abejas en este ensayo.

El desempefiio general de las abejas resistentes (stock M) analizadas en esta Tesis se puede considerar
como un “grooming intenso”, que consiste en movimientos vigorosos y sacudidas que involucran el
uso de mas de dos patas, como fue descrito previamente por Guzman-Novoa et al. (2012) para abejas
de genotipos resistentes a V. destructor. Observamos que las abejas resistentes se vuelven muy activas
inmediatamente después de la colocacién del acaro sobre sus cuerpos e inician la respuesta de
grooming en menos de 30 segundos, con un tiempo medio de respuesta sobre todas las edades de
26,16 segundos. Este comportamiento también se ha observado en poblaciones seleccionadas de
abejas Tellian resistentes al acaro (Dadoun et al., 2020), lo que indica que la seleccion de colonias para
la resistencia a V. destructor puede afectar el comportamiento individual de las abejas frente a la
infestacion.

Nuestros resultados aportan nueva informacién sobre las asociaciones entre las variables (reacciones)
de grooming y qué tan informativa es cada una en la diferenciacién entre lineas resistentes y
susceptibles al acaro. Observamos, mediante el andlisis de componentes principales, que el tiempo
hasta el inicio de la respuesta de grooming esta negativamente asociado tanto con el nimero de patas

involucradas en el primer intento como con el nimero total de intentos realizados contra el 4caro, y
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gue estas tres variables contribuyeron de forma significativa a la diferenciacidn de los stocks en los
ensayos de laboratorio. Podemos especular que un mayor nimero de intentos contra Varroa y una
mayor intensidad en dichos intentos aumentarian la probabilidad de eliminacidn del dcaro por parte
de las abejas a nivel individual. Ademas, nuestras observaciones permitieron detectar a las abejas
infestadas caminando dentro de la arena experimental con diferentes intensidades, alcanzando y
tocando a sus compaiieras. Este comportamiento se observd especificamente en aproximadamente
el 50 % de las abejas resistentes y con frecuencias mas bajas en las abejas susceptibles (18-20 %), y
podria representar un estimulo para que las abejas compaferas ubicadas dentro de la arena
experimental ayuden en el acicalamiento. Si estas observaciones indican un posible signo de allo-
grooming, es algo que debe evaluarse en futuros estudios.

Consistentemente con los resultados descriptos arriba, observamos que una mayor proporcion de
abejas del stock resistente (M) expresaron ansiedad y exhibieron un comportamiento de rodar en
todas las edades evaluadas e independientemente del estimulo (control o infestacidn artificial). Estas
observaciones a nivel individual estan en linea con las descripciones previas del comportamiento en
las colonias del stock M en el campo (capitulo 1) y sugieren que una colonia “groomeadora" estaria
compuesta por abejas “groomeadoras" con alta capacidad de respuesta, no solo al 4caro sino también
a otros estimulos. De todas maneras, esto debe evaluarse mas a fondo analizando a nivel genético la
capacidad de respuesta de las abejas groomeadoras, como se explord previamente para el
comportamiento higiénico (por ejemplo, Boutin et al., 2015; Mondet et al., 2015; Scannapieco et al.,
2017).

Ademas de la diferenciacidn entre los stocks para el CG a nivel individual, encontramos diferencias en
algunas de las variables de grooming entre abejas de diferentes edades, especificamente para las
abejas del stock M. Las abejas resistentes mds jovenes realizaron un mayor nimero de intentos y
utilizaron una mayor proporcién de patas en comparacién con las abejas mas viejas de este stock.
Resulté evidente una disminucién en la intensidad de la respuesta de grooming a través del rango de
edad analizado, lo que sugiere que las abejas mas jovenes estarian mas involucradas en las actividades
de acicalamiento hacia el dcaro. Estos resultados estan en linea con un estudio pionero que encontré
que el 90% del CG contra A. woodi en A. mellifera fue realizado por abejas que tenian entre 5y 15 dias
de edad (Pettis y Pankiw, 1998). Segun estos autores, la edad y el genotipo de una obrera influyen
significativamente en la tendencia a realizar el CG por parte de las abejas. Recientemente, Dadoun et
al. (2020) analizaron en cajas de Petri la eficiencia de remocidn de V. destructor en abejas resistentes
y susceptibles de 4, 7, 15 y 21 dias de edad. Encontraron que las obreras de todas las edades estan
involucradas en la respuesta frente a la infestacidn artificial, aunque el porcentaje mas bajo de

remocion se observé en las abejas de 21 dias de edad en ambas poblaciones (resistente y susceptible).
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A diferencia de estos autores, nosotros detectamos diferencias en la intensidad del grooming
dependiendo de la edad especificamente en las abejas de las colonias resistentes. Nuestros resultados
sugieren que una mas estructurada divisién etaria de estas actividades entre las abejas M podria
generar una mayor eficiencia en la respuesta de grooming a nivel de la colonia, tal como se ha
evidenciado para el comportamiento higiénico (Scannapieco et al., 2016). Al respecto, Moore vy
colaboradores (1995) observaron el comportamiento de grooming de una abeja obrera de A. mellifera
(“Red 93”), y la describieron como una “acicaladora” social altamente especializada que realizd
grooming casi exclusivamente durante las observaciones. Teniendo en cuenta estos resultados
(Moore et al., 1995) y nuestras observaciones, seria interesante evaluar nuestras abejas resistentes a
lo largo de la vida para determinar si se vuelven especialistas en el acicalamiento o cambian su

capacidad de respuesta hacia el 4caro a medida que se hacen mayores.

2.5. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este capitulo permiten evidenciar que un grooming intenso es clave para
maximizar la probabilidad de una eliminacién exitosa de los dcaros por parte de las abejas resistentes
(stock M) e identificar las reacciones de acicalamiento que contribuyen mayormente a la
diferenciacidn entre los stocks aqui analizados. Los ensayos individuales demostraron ser utiles para
determinar el fenotipo de grooming de las colonias de A. mellifera en un entorno controlado y a la vez
mas natural respecto a los experimentados en cajas de Petri previamente realizados. Sin embargo, su
utilidad en la determinacién del nivel de CG de las colonias en el marco de un programa de
mejoramiento es discutible debido a la complejidad metodolégica y el tiempo requerido.
Consideramos que este tipo de ensayo puede ser Util para seleccionar abejas que exhiben fenotipos
de acicalamiento contrastante (en tiempo real) y poder explorar las bases genéticas de estas
diferencias. Si bien se han realizado avances mediante la identificacién de algunos genes candidatos
asociados al comportamiento de grooming (Arechavaleta-Velasco et al., 2012; Hamiduzzaman et al.,
2017; Morfin et al., 2020), consideramos fundamental avanzar en la caracterizacion genética
especifica de nuestros materiales y explorar si los genes que confieren una alta capacidad de respuesta
de acicalamiento frente al dcaro son los mismos entre diferentes poblaciones resistentes. Esto
representaria el primer paso para, ademas de explorar las vias moleculares asociadas a la expresion
del CG, desarrollar marcadores especificos aplicables a la seleccién asistida por marcadores, y la

obtencién y mantenimiento de poblaciones de abejas meliferas locales resistentes al acaro.



CAPITULO 3.

Analisis de expresion de genes
candidatos asociados al comportamiento

de grooming en Apis mellifera
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3.1. INTRODUCCION

3.1.1. El comportamiento y los genes

Darwin en su obra “El origen del hombre” (1871) ya mencionaba que “los rasgos del temperamento
de los animales pueden ser heredados”. Hoy en dia sabemos que, en rasgos generales, el
comportamiento de los animales posee un componente genético significativo. Dado que el
comportamiento representa la integracion de muchos de los sistemas corporales, un cambio a nivel
genético puede tener efectos perceptibles en algin aspecto de la conducta animal y las diferencias
genéticas entre las poblaciones pueden determinar comportamientos distintos en sus integrantes
(Parra, 2011), determinando asi su evolucidn (Krebs y Davies, 1996). Un cierto comportamiento puede
ser caracterizado mediante el estudio de la variacién genética natural, su naturaleza multigénica, el
impacto de genes individuales sobre multiples rasgos, la interaccién entre genes, y la existencia de
efectos sexo-especificos (Kendler y Greenspan, 2006). Ademas, el estudio de las bases genéticas de
los comportamientos animales y su interaccién con el ambiente permite comprender los procesos
fisiolégicos involucrados y su evolucion (York, 2018).

Para conocer en mayor profundidad los despliegues conductuales de los organismos, se requiere de
un trabajo integral, siendo el estudio del comportamiento y la identificacidn y analisis de la expresion
de genes asociados, un aspecto clave. En efecto, se considera que cambios en la regulacién génica
subyacen la evolucién de fenotipos animales novedosos (Stern, 2000; Carroll et al., 2001; Davidson,
2001; Carroll, 2005). Particularmente entre los insectos, los modelos de regulacion génica son mas
complejos en especies sociales respecto a los que estan involucrados en la fisiologia y el
comportamiento de especies solitarias (Johnson y Linksvayer, 2010; Linksvayer, 2015; Warner et al.,
2019). Esta caracteristica se manifiesta en una mayor complejidad de las conexiones funcionales entre
genes, y una mayor divisién tanto espacial de la expresidn génica (por ejemplo, patrones de expresion
especificos de sexo, casta y tejido) como temporal (por ejemplo, patrones de expresion diferenciales
a lo largo del tiempo de desarrollo, como el que subyace al polietismo) (Lemanski et al., 2019; Kocher
et al., 2018). Asi, las colonias de insectos sociales pueden responder a retos ecolégicos de forma no
lineal, mediante la expresién de genes que influyen en la fisiologia especifica de los tejidos de los
drganos sensoriales y el procesamiento central en el cerebro (Lemanski et al., 2019; Kocher et al.,
2018; ver Alaux et al., 2009).

Numerosos estudios han mostrado que varios de los comportamientos sociales de las abejas meliferas
estdn determinados genéticamente (comportamiento defensivo, comportamiento higiénico,
comportamiento de grooming, etc.) y también poseen un importante componente ambiental
(Frumhoff y Baker, 1988; Breed et al., 1991; Pritchard, 2016, Leclercq et al., 2017). Ademas, se ha

descripto la existencia de variacidon genética entre poblaciones en el desempefio de tareas como la
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recoleccidn de agua, néctar y polen (Robinson y Page, 1989a; Oldroyd et al., 1992a; Page et al., 2000),
la vigilancia (Robinson y Page, 1988), y la distancia de pecoreo (Oldroyd et al., 1993), entre otras. La
variacion genética no es Unicamente evidente entre diferentes poblaciones de abejas meliferas. El
hecho de que la reina se aparee con multiples zdnganos posibilita la variacién genética dentro de la
colonia (es decir, las obreras pueden ser hermanas enteras o medio hermanas), pudiendo dar lugar a
diferencias entre abejas de una misma colmena en el desempeno o participacion en diferentes
comportamientos (Jandt et al., 2014). Page y Robison (1991) encontraron que las abejas que eran
hermanas enteras se inclinaban a especializarse en tareas especificas, por ejemplo, algunas
subfamilias se volvian colectoras de polen mientras que otras, de néctar.

Los primeros estudios de expresion génica en abejas meliferas sugirieron que las diferencias en la
fisiologia y el comportamiento serian factores importantes en la tolerancia o resistencia hacia V.
destructor (Navajas et al., 2008). Otros estudios sefialaron ademas que la tolerancia del hospedador
al 4caro puede caracterizarse por diferentes procesos metabdlicos y de sefializacién nerviosa (Zhang
et al., 2010). En este sentido, las tecnologias de analisis de la expresion génica ofrecen un recurso
integrado y completo para la exploracidn de las vias moleculares involucradas en la interaccion entre

A. mellifera y V. destructor (Robinson et al., 2006).

3.1.2. Bases genéticas del comportamiento de grooming

El grooming es un comportamiento conservado entre diferentes especies animales, lo que apoya que
tiene una base genética y es importante para la supervivencia (Sachs 1988; Zhukovskaya et al., 2013).
En roedores, se ha propuesto que genes asociados con los niveles basales de ansiedad o actividad y la
coordinacion motora modularian el comportamiento de grooming (CG) a través de multiples
mecanismos (Roth et al., 2013). En D. melanogaster, los genes candidatos para el CG estan
involucrados con el desarrollo o funcién del sistema nervioso, asi como con el desarrollo de tejidos,
incluyendo patas y musculos (Yanagawa et al., 2020).

Existen escasas referencias sobre las bases genéticas y moleculares del CG en abejas meliferas (ver
Arechavaleta-Velasco et al., 2012). Se considera que la expresidn de este rasgo esta relacionada con
la capacidad del individuo de percibir estimulos de su entorno (Zhukovskaya et al., 2013). Los acaros
proporcionan estimulos mecdanicos y quimiosensoriales, que son reconocidos por su hospedador y
pueden estimular el inicio del CG por parte de la abeja afectada (Roode y Lefevre, 2012). Estudios
precursores establecieron que la base genética del grooming es poligénica con diferentes grados de
dominancia (Fuchs et al., 1996; Villa y Rinderer, 2008) y abordaron el estudio de la heredabilidad del
caracter, con resultados variables y poco concluyentes (Moretto et al., 1993; Ehrhardt et al., 2007;

Stanimirovitz et al., 2010; revisado en Alphen y Fernhout, 2020).
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3.1.3. Genes candidatos para el comportamiento de grooming en A. mellifera

En un trabajo pionero publicado en el afio 2012, Arechavaleta-Velasco y su grupo de trabajo
propusieron, mediante el mapeo de loci de rasgo cuantitativo (QTL, del inglés Quantitative Trait Loci),
27 genes candidatos que mapean dentro de una regiéon gendmica que presentd una asociacion
significativa con el tiempo que le tomaba a las abejas de A. mellifera iniciar el CG. Entre éstos, los
genes atlastin, ataxin y neurexin-1 (Nrx1) tienen funciones predichas asociadas al desarrollo neuronal
y el comportamiento. Recientemente, Morfin et al. (2020) encontraron que la expresion de Nrx1 fue
significativamente mayor en colonias de abejas con alto grooming respecto a colonias control, y que
ademas, el nivel de expresidn de este gen se correlaciond positivamente con la proporcién de acaros
dafiados en las colonias. Por su parte, Hamiduzzaman et al. (2017) detectaron una correlacidn entre
la expresion de Nrx1 y laintensidad del CG, y propusieron también otros genes candidatos, tales como
poly(U)-binding-splicing factor half pint (pUf68), con funciones reguladoras en el control de la
produccién de diversas proteinas posiblemente asociadas con actividades fisicas del insecto, de
acuerdo a Bourgeois et al., 2004), y cytochrome P450 9e2 (CYP9Q3), involucrado en el metabolismo
de xenobidticos; Nauen et al., 2021). Otro gen potencialmente involucrado en el CG es el que codifica
para el receptor de octopamina (Oal), un neuromodulador involucrado en la percepciéon y memoria
olfativa en la abeja melifera (Farooqui et al., 2003), que fue propuesto como gen candidato para el
comportamiento higiénico (Scannapieco et al., 2017; ver Spivak et al., 2003). Todos los antecedentes
descriptos apoyan la idea de que hay multiples genes implicados en el CG y que su regulacién podria
tener efectos en la intensidad de limpieza de las abejas hacia el acaro.

En el presente capitulo, presentaré los principales resultados sobre el andlisis de expresion de genes
candidatos para el CG descritos en la bibliografia. Analizaré la asociacidn de la expresidn de cada gen
con el fenotipo de grooming desplegado por las abejas de las colonias bajo estudio. Los ensayos
permitirdn comparar las posibles diferencias de expresion génica entre los dos stocks caracterizados
en los capitulos previos (resistente, susceptible a Varroa) en distintos tejidos (cuerpo, cabeza).
Discutiré las posibles vias metabdlicas involucradas en la expresidén de este comportamiento complejo
y el uso potencial de estos genes como marcadores moleculares que asistan a la seleccién de colmenas

con altos niveles de acicalamiento
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Materiales

Durante el ensayo de observacién del grooming en arenas experimentales presentado en el capitulo
2, seretird, al finalizar el tiempo de observacién de 3 minutos, cada una de las abejas ensayadas. Estas
fueron colocadas individualmente en tubos de 1,5 ml para su conservacién en un ultrafreezer de -70
°C (Ultrafreezer RIGHI, modelo UF386-86LV) y su posterior andlisis de expresidn génica. Si bien los
ensayos observaciones se realizaron en abejas de diferentes edades, en este capitulo sdlo se
analizaron las abejas mas jovenes (6 dias) de ambas genéticas (M y S) sometidas a los dos tratamientos
(infestacion artificial con Varroa y estimulacién con pincel) y seleccionadas al azar en cada grupo
evaluado, dado que fueron las que mostraron comportamientos mas contrastantes respecto a las

abejas de mayor edad (ver Capitulo 2).

3.2.3. Métodos

3.2.3.1. Extraccion de ARN y obtenciéon de ADNc

El ARN total se aislé de abejas individuales de dos tejidos diferentes (cabeza y resto del cuerpo). La
eleccién del tejido “cabeza” se basd en bibliografia previa (Le Conte et al., 2011; Mondet et al., 2015;
Scannapieco et al., 2017; Morfin et al., 2020) ya que la mayoria de los estudios de expresidén de genes
candidatos asociados a la inmunidad social detectaron diferencias en cerebros y/o antenas de abejas.
Nosotros planteamos analizar también otro tejido (que denominamos “cuerpo” en referencia al resto
del cuerpo) para evaluar si la expresidn de estos genes es tejido-especifica. Brevemente, cada muestra
se homogeneizd en 500 uL de Trizol® (Thermo Fisher Scientific) con un equipo TissueLyser y perlas de
acero inoxidable de 7 mm (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) (4 x 30 s a 30 Hz). Después de 5 minutos de
incubacién a temperatura ambiente, se afiadieron 150 uL de cloroformo. Las muestras se agitaron
vigorosamente durante 15 segundos y se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Luego, se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. La fase acuosa superior se transfirio
a un tubo limpio que contenia 300 ul de isopropanol y 1 ul de glicégeno (20 mg/ml). Cada tubo se
mezclé suavemente por inversidn y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente para lograr la
precipitacion del ARN. Los tubos se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. De cada
tubo, se descarté cuidadosamente el sobrenadante y se agregd 400 pl de etanol frio al 70 %. Los tubos
se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y luego, el etanol se descarté
cuidadosamente. Este ultimo paso se realizd dos veces para mejorar el lavado. Finalmente, se retiré
el etanol y las muestras se dejaron secar en flujo laminar. Una vez secas, se resuspendieron en 20 pl

de agua DEPC (/nvitrogen), y se las incubd a temperatura ambiente en agitador durante 10 minutos.


https://resjournals.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Le+Conte/Y.
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La pureza y concentracion del ARN extraido se midid utilizando un espectrofotémetro de volimenes
reducidos NanoDrop (Thermo Scientific Nanodrop 1000), y su integridad y calidad se determinaron
mediante electroforesis en gel de agarosa (1% P/V) con formamida. Las muestras se almacenaron a -
70 °C.

Posteriormente, se usé 1 pg de ARN total como molde para sintetizar el ADN copia (ADNc) usando la
enzima ImProm-Il Reverse Transcriptase (Promega) y oligonunéotidos con cola de poli-T (Oligo Dt

primers, Promega), siguiendo el protocolo del fabricante.

3.2.3.2. Andlisis de la expresidn génica

3.2.3.2.1 Seleccién de genes candidatos

En base a una exhaustiva revision bibliografica se seleccionaron genes candidatos asociados al
comportamiento de grooming para realizar el ensayo de expresién génica en nuestros materiales. Esta
seleccidn se realizé particularmente sobre los genes citados que tenian relacién con la respuesta de
las abejas frente a Varroa. Los genes candidatos seleccionados fueron aquellos que codifican para:
una proteina de adhesién presinaptica, neurexin-1 (Nrx1), una enzima del complejo P450 denominada
cytochrome P450 9e2 (CYP9Q3), un regulador de la traduccion, poli(U)-binding-splicing factor half pint
(pUf68), una GTPasa denominada atlastin (at/1) (Arechavaleta-Velasco et al., 2012; Hamiduzzamann
etal., 2017; Morfin et al., 2020), y el receptor de la octopamina (Oal) (Spivak et al., 2003; Scannapieco
et al., 1017) (Cuadro 7).

3.2.3.2.2. Expresion diferencial de genes

Los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) se realizaron en un ciclador LightCycler 96
(Roche), utilizando el ADNc como templado y cebadores especificos para la amplificacion de los genes
candidatos y de referencia. Algunos de los cebadores se tomaron de bibliografia, mientras que otros
se disefiaron usando Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) y se analizaron
con Oligo Analyzer de IDT (https: //www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Se probd la
amplificacidon por gPCR de 3 pares de cebadores para cada gen. En funcién de los resultados de las
curvas de melting, la eficiencia y el rango de amplificacidn, se selecciond el mejor cebador para cada
gen (Cuadro 7).

Cada reaccion se realizé en un volumen final de 10 uL, que contenia 5 uL de Fast Start Essential DNA
Green Master (Roche), 0,25 pL (50 mM) de cada cebador (forward y reverse), 4 uL de dH20 y 0,5 L
de molde de ADNCc. Los pardmetros de ciclado fueron: 95 °C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95

°C por 10 segundos y 60 °C por 45 segundos, finalizando con una amplificacién del producto y la


http://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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obtencién de las curvas de melting. Todas las reacciones de gqPCR se realizaron por triplicado (es decir,
tres réplicas técnicas).

La expresidon de los genes que codifican para el factor de elongacién (EF-1) y la enzima gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa 2 (GAPD2) se utilizaron para normalizar la expresion de los genes candidatos
(Cuadro 7). Estos genes se describieron previamente como genes de expresion estables en A. mellifera
(Lourenco et al., 2008 y Jeon et al., 2020). De todas maneras, la estabilidad y la idoneidad de dichos
genes de referencia en las muestras obtenidas se evaluaron con la herramienta RefFinder (Xie et al.,
2012).

Para analizar los perfiles de expresion de los genes candidatos, aplicamos el modelo NRQ, que consiste
en convertir los valores del nimero de ciclos de cuantificacién (Ct) en cantidades relativas
normalizadas (en inglés: NRQ por normalized relative quantities), ajustando las diferencias en la
eficiencia de la gPCR entre los amplicones (Pfaffl et al. 2001), y normalizando los datos usando
multiples genes de referencia (Hellemans et al., 2007). Las cantidades relativas y los datos
normalizados se obtuvieron siguiendo las férmulas descritas en Hellemans et al., (2007). Para cada
gen candidato, se evaluaron las diferencias en log (NRQ) entre grupos (abejas susceptibles y
resistentes al acaro) y tratamientos (infestacién artificial con Varroa y estimulacién con pincel) con un
modelo de minimos cuadrados generalizados (GLS) con funcidén Varldent. Todos los analisis

estadisticos se realizaron usando el paquete R ‘nlme’ (Pinheiro et al., 2013).


https://stackoverflow.com/questions/69571122/nlmegls-r-code-on-applied-longitudinal-analysis-2nd-edition-website-needs-s
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Cuadro 7. Cebadores especificos usados para la amplificacién por gPCR de los genes candidatos
asociados al comportamiento de grooming y los genes de referencia.

Tamaifo
Nombre N* de Acceso a Secuencia del cebador 5°-3° de:l , Referencia
del Gen GeneBank amplicon
(pb)
CCTCTCCACCTCCACAACAG Disefiado en esta
pUf68 XM_393194.5 117 Tesis
CAGGACCAACCATGTTACGC
ACGCCCACCACAGAGATGAC Hamiduzzaman
Nrx1 FJ580046 137 et al. (2017)
CCGATTATTAAGGCAGCGTTCT )
GTTCCGGGAAAATGACTAC Hamiduzzaman
CYP9Q3 XM_006562300 296 etal. (2012,
ACTCTCGACGCACATCCTG 2017)
GCTATCGATCGGCACGAGAA DiseRado en esta
at/1 XM_006557226.2 188 Tesis
ACAGGGTGTCCTAAGTCCGA
GTTCATCCTCTGCTGGCTTC Scannapieco et
Oal AJ547798.1 103 al ;017
GCCTAGCCAAAACAGTACGC "
GATGCACCCATGTTTGTTTG Thompson et al.
GAPD2 GB14798 203 Hamic&fl(z)ga?nan ot
TTTGCAGAAGGTGCATCAAC al. (2012, 2017)
GGAGATGCTGCCATCGTTAT Hinshaw et
EF-1 NM_ 001014993 154
- al.,2021

CAGCAGCGTCCTTGAAAGTT
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Extraccion de ARN de muestras de A. mellifera

Se logré la extraccién exitosa del ARN de A. mellifera de cada tejido, obteniendo concentraciones para
la cabeza de entre 20,8 y 255,5 ng/ul y de entre 100,1 y 500,2 ng/ul para el resto del cuerpo. Las
muestras de ARN obtenidas resultaron de la calidad adecuada para ser utilizadas en los andlisis
genéticos posteriores. Especificamente, los resultados de los indices de calidad y concentracion del
ARN extraido se muestran en el apéndice como S4. En total, se realizé la extraccién de ARN de 46
obreras de A. mellifera que habian sido conservadas en -70 °C luego de las observaciones realizadas
en el capitulo 2. Estas incluyeron muestras de abejas de 6 dias de edad de colonias resistentes (M) y

susceptibles (S), sometidas a los dos tratamientos (infestacién con Varroa y toque de pincel).

3.3.1 Eleccidn de cebadores para amplificacion por gPCR

Antes de iniciar los ensayos de expresidn sobre las abejas seleccionadas mediante el ensayo
comportamental, se realizaron pruebas y ajustes técnicos para la eleccidon del mejor par de cebadores
para la amplificacién de cada gen candidato mediante gPCR. Los resultados mostraron en general,
adecuadas pendientes de amplificacién y curvas de melting para los cebadores analizados, con algunas
variaciones. Entre éstos, y considerando el rango de amplificacién y la eficiencia, se selecciond el mejor
par de cebadores para cada gen. Las eficiencias de los pares de cebadores elegidos variaron entre 1,72

y 1,96 (Cuadro 8).



Cuadro 8. Valor de la eficiencia del par de cebadores elegidos para cada gen, calculado en base al algoritmo del programa LinRegPCR. Se muestra el rango
de amplificacion en Ct (niumero de ciclos).

Gen Nrx1 CYPI9Q3 Oal pUf68 atl1 EF-1 GAPD2
Eficiencia 1,840 1,826 1,889 1,894 1,797 1,964 1,716
Cabeza 23,56-28,72 21,65-28,31 21,77-27.06 >37 >37 19,52-28,08 26,87-32,35

Rango de

amplificacion (Ct)
Cuerpo 23,47-30,23 18,73-25,48 21,36-26,24 21,15-26,15 25,53-32.50 16,24-21,12 18,64-24,66
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3.3.1 Anadlisis de expresidn de genes

3.3.1.1 Neurexin-1 (Nrx1)

El andlisis de expresion del gen Nrx1 en cabeza reveld una interaccidn significativa entre los factores
tratamiento (infestacién con Varroa vs. control) y genética (M vs. S) (Tratamiento: Fi, 33= 0,56,
P=0,4585; Genética: F1,33=1,72, P=0,1988; Genética x Tratamiento: Fy 33= 4,82, P=0,0353). Analizando
los contrastes, observamos que las abejas de colonias M expresaron mayores niveles del gen respecto
de las susceptibles cuando fueron sometidas al tratamiento con Varroa. Asimismo, se detectaron
diferencias significativas en el nivel de expresién del gen entre los tratamientos en las abejas del stock
M; particularmente las abejas sometidas al tratamiento de infestacion con el acaro presentaron
mayores niveles de expresidon respecto a las sometidas al estimulo con el pincel (Figura 37). Cuando
comparamos los tratamientos en las abejas de origen S, no detectamos diferencias significativas en la

expresion de Nrx1 (Figura 37).
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Figura 37. Perfiles de expresion obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infestacion artificial con
Varroa y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen neurexin-1 en
cabezas de abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras

indican diferencias significativas entre los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).



100

El analisis de expresion del gen Nrx1 en el cuerpo mostré diferencias significativas entre las abejas de
los stocks resistente (M) y susceptible (S) para ambos tratamientos (Tratamiento: F 1,3:= 1,96, P =
0,1714; Genética: F1, 31 = 10,98, P = 0,0023; Genética x Tratamiento: Fy, 33 = 0,65, P = 0,4261).
Especificamente, el nivel de expresion de este gen fue mayor en las abejas M respecto a las abejas del
stock S, tanto para el tratamiento de infestacion con el 4caro como para el control (Figura 38). No se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos para las abejas de ninguno de los dos
stocks, es decir que el nivel de expresidon de Nrx1 en el cuerpo de la abeja no varid frente a la aplicacién

de los estimulos (Figura 38).
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Figura 38. Perfiles de expresidn obtenidos por gPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al acaro) expuestas a los dos tratamientos (infeccion artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresidn génica relativa (NRQ) del gen Nrx1 en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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3.3.1.2. Cytochrome P450 9e2 (CYP9Q3)

El nivel de expresion del gen CYP9Q3 en la cabeza de las abejas no difirid entre stocks ni entre
tratamientos (Tratamiento: F1,34= 0,03, P = 0,8529; Genética: F1,3a= 1,182, P = 0,2847; Genética x
Tratamiento: F1,34= 1,27, P = 0,2670; Figura 39). Las abejas del stock M parecen expresar mayores
niveles del gen frente a la infestacidn con el dcaro respecto al tratamiento control, patrén no evidente
para las abejas del stock S. De todas maneras, estas diferencias no resultaron significativas en el GLM.
Al comparar los stocks, podemos observar una tendencia hacia una mayor expresion del gen en las
abejas M respecto a las abejas S frente al tratamiento de Varroa, aunque nuevamente, esta diferencia

no resultd estadisticamente significativa (Figura 39).
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Figura 39. Perfiles de expresidn obtenidos por gPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al acaro) expuestas a los dos tratamientos (infestacién artificial con
Varroa y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen CYP9Q3 en cabezas
de abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia.
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Los resultados obtenidos del andlisis de expresidn del gen CYP9Q3 en el cuerpo de la abeja indicaron
gue existen diferencias significativas tanto entre los tratamientos como entre los stocks (Tratamiento:
Fi, 32= 8,29, P = 0,0071; Genética: F1, 3= 4,16, P = 0,0497; Genética x Tratamiento: Fy, 3= 2,24, P =
0,1441; Figura 40). Al comparar las genéticas, observamos que la expresién del gen fue mayor en
abejas de origen S en relacion con las de origen M solamente en el caso del tratamiento de infestacidn
con el acaro (Figura 40). El nivel de expresion del gen en las abejas del stock M fue similar frente a
ambos tratamientos (Figura 40). Un patrdn diferente se observé en las abejas del stock S, las cuales
mostraron una mayor expresion del gen frente al tratamiento de infestacion respecto al tratamiento

control (Figura 40).
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Figura 40. Perfiles de expresidn obtenidos por gPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccidn artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen CYP9Q3 en el cuerpo de las

abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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3.3. 1. 3 Octopamine receptor-1 (Oal)

El analisis de la expresién del gen que codifica para el receptor de la octopamina (Oal) en el tejido
cabeza no evidencio diferencias significativas ni entre genéticas ni tratamientos (Tratamiento: Fy,34=
0,17, P = 0,6861; Genética: Fi,34=1,21, P = 0,791; Genética x Tratamiento: Fy, 34 = 2,18, P = 0,1490;
Figura 41). Sin embargo, en términos descriptivos podemos ver que en respuesta al tratamiento con
Varroa, las abejas de la genética M tienden a expresar un mayor nivel del gen en comparacién con las
abejas del stock S, patrén no evidente al considerar el tratamiento control (Figura 41). Asimismo, se
puede observar que las abejas del stock resistente tienden a expresar mayores niveles de Oal cuando

son sometidas al tratamiento de infestacidn respecto al tratamiento control (Figura 41).
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Figura 41. Perfiles de expresidn obtenidos por gPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infestacion artificial con
Varroa y control). Se muestra el nivel de expresidon génica relativa (NRQ) del gen Oal en cabezas de
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia.
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Contrariamente a lo observado en cabeza, se detectaron diferencias significativas en la expresién del
gen Oal en el cuerpo de la abeja, tanto entre tratamientos como entre genéticas (Tratamiento: Fy, 3;
=7,43, P =0,0103; Genética: F1,32= 7,05, 0,0122; Genética x Tratamiento: F,3,= 1,81, P=0,1877; Figura
41). Especificamente, las abejas del stock M mostraron un mayor nivel de expresién del gen frente al
tratamiento con Varroa respecto a las abejas del stock S (Figura 42). En cambio, no se detectaron
diferencias en los niveles de expresion de Oal entre las genéticas frente al tratamiento control (Figura
42). Al comparar la respuesta de las abejas frente a los tratamientos, observamos que Unicamente
para las abejas del stock S, hay diferencias en el nivel de expresidon del gen, mostrando una sub-

expresion frente a la infestacion respecto al tratamiento control (Figura 42).
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Figura 42. Perfiles de expresidn obtenidos por gPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al 4caro) expuestas a los dos tratamientos (infeccidn artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen Oal en el cuerpo de la
abeja. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican diferencias
significativas entre los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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3.3.2.4. Poli (U)-binding-splicing factor half pint (pUf68)

En los ensayos de gPCR realizados utilizando como templado ADNc obtenido de cabeza de abejas y
cebadores obtenidos de bibliografia (Hamiduzzaman et al., 2017), no se logré la amplificacion positiva
del gen pUf68, presentando las muestras analizadas valores de Ct superiores a 37. En relacion al
analisis de expresién de este gen en el resto del cuerpo, se detectd una interaccidn significativa entre
los factores genética y tratamiento (Tratamiento: Fy 35 = 14,72, P=0,0005; Genética: Fy,35= 6,50, P =
0,0153; Genética x Tratamiento: F; 35 = 6,34, P = 0,0166; Figura 43). Al comparar las genéticas,
podemos observar que las abejas de las colonias M expresaron mayores niveles de expresion del gen
respecto a las abejas de las colonias S, solo frente al tratamiento Varroa (Figura 43). Al considerar la
comparacion entre tratamientos, detectamos que las abejas de las colonias M expresaron similares
niveles de este gen frente a ambos estimulos (Figura 43). Contrariamente, se detectaron diferencias
significativas en los niveles del gen entre tratamientos para las abejas S (Figura 43). Especificamente,
las abejas de dicho stock mostraron una sub-expresion del gen frente a la infestacidn con el acaro en

comparacioén al tratamiento control (Figura 43).
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Figura 43. Perfiles de expresion obtenidos por qPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al acaro) expuestas a los dos tratamientos (infeccion artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen pUf68 en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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3.3.2.5. Atlastin (atl1)

Aligual que lo obtenido para el gen pUf68, no se logré amplificacién para el gen at/1 para las muestras
de ADNc obtenidas del tejido cabeza, con valores de Ct superiores a 37. En el caso de las muestras de
cuerpo, se logré una correcta amplificacion del fragmento, resultados que se sometieron a analisis
descriptivos y estadisticos. Detectamos una interaccion significativa entre los factores de variacion,
genética y tratamiento (Tratamiento: Fy, 23 = 6,27, P = 0,0198; Genética: Fy 23 = 0,75, P = 0,3958;
Genética x Tratamiento: Fy 35= 7,14, P =0,0136; Figura 44). Al considerar la comparacién entre stocks,
no se detectaron diferencias significativas entre M y S frente al tratamiento de infestacién con Varroa,
aungque si se observé que las abejas M muestran mayor nivel de expresién del gen Puf68 que las abejas
S frente al tratamiento control. Por otro lado, las abejas de las colonias M presentaron un patrén de
expresion similar del gen frente a ambos tratamientos (Figura 44). Contrariamente, las abejas del stock
S exhibieron un mayor nivel de expresidn al ser sometidas al tratamiento de infestacién con el acaro

en comparacion con el tratamiento control (Figura 44).
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Figura 44. Perfiles de expresidn obtenidos por gPCR en abejas de A. mellifera de los stocks M
(resistente) y S (susceptible al acaro) expuestas a los dos tratamientos (infeccion artificial con Varroa
y control). Se muestra el nivel de expresion génica relativa (NRQ) del gen at/1 en el cuerpo de las
abejas. Se utilizaron GAPD2 y EF-1 como genes de referencia. Las diferentes letras indican
diferencias significativas entre los stocks y los tratamientos con Fisher LSD (a = 0,05).
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3.4. DISCUSION

En este capitulo analizamos los perfiles de expresidén de cinco genes candidatos (Nrx1, CYP9Q3, Oal,
pUf68 y atl1l) previamente descriptos como asociados al comportamiento de acicalamiento y/o
higiénico en A. mellifera, comparando abejas de los stocks M y S evaluadas a nivel fenotipico en el
Capitulo 2. En lineas generales, detectamos diferencias en los niveles de expresidn de algunos de los
genes analizados entre stocks (M/S) y también entre tratamientos (pincel/acaro), lo que sugiere que
éstos podrian explicar parte de las diferencias observadas en la intensidad del comportamiento de
grooming (CG) a nivel individual, y que su expresién estaria influenciada por el tipo de estimulo que la
abeja percibe para iniciar el acicalamiento.

Los resultados obtenidos del andlisis de expresion del gen neurexin-1 evidencian diferencias
significativas entre los stocks comparados, apoyando el rol que tendria este gen en la transmisiéon
neuronal asociada a la estimulacién del CG en A. mellifera. En particular, detectamos que las abejas
del stock resistente, sometidas a la infestacidn con V. destructor, expresan mayores niveles de este
gen respecto a las abejas del stock susceptible, tanto a nivel de la cabeza como a nivel del cuerpo. Las
abejas resistentes (que presentan un CG intenso) tendrian una mayor sensibilidad frente al acaro (por
ejemplo, mediante un rapido reconocimiento sensorial del mismo), que podria resultar en una
expresion aumentada de genes como el de neurexin-1, la cual sugiere la presencia de consolidacién
sinaptica (Biswas et al., 2008; 2010; Ramirez et al., 2016; Grosso et al., 2018). Nuestros resultados son
consistentes con los obtenidos previamente por Hamiduzzaman et al. (2017), quienes trabajando con
colmenas de alto CG, observaron mayores niveles de expresién del gen neurexin-1 en abejas que
desplegaban un acicalamiento “intenso” respecto a abejas de acicalamiento “débil” frente a V.
destructor. Por su parte, y en linea con los presentes resultados, Morfin et al. (2020), detectaron una
mayor expresion del gen en pooles de cabezas de abejas de colonias seleccionadas (poblacién de
abejas seleccionadas por su alta tasa de acaros dafados debido al comportamiento “mordedor”
asociado al grooming; conocida como “Indiana mite-biter’) respecto de abejas de colonias
susceptibles. En conjunto, todas estas evidencias sugieren el rol clave de este gen en la modulacién
del CG, aun en distintos stocks con historias de seleccidn y background genéticos diferentes. En este
sentido, nuestros resultados aportan una evidencia mas para considerar este gen como un marcador
molecular promisorio a ser usado en sistemas de seleccidn asistida por marcadores para la obtencion
de stocks de A. mellifera resistentes a V. destructor. Al respecto, recientemente Morfin et al. (2020)
encontraron una correlacién positiva entre la expresidon de Nrx1 y la proporcion de acaros dafiados
recolectados en los pisos de las colmenas, aunque no detectaron la misma relacién al considerar el

crecimiento poblacional de V. destructor dentro de la colonia.
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Ademas de las diferencias observadas en el patrén de expresion del gen neurexin-1 entre los stocks,
observamos que, especificamente en la cabeza de las abejas M, la infestacidon con el 4caro indujo una
mayor expresion del gen respecto al tratamiento control. Estos resultados sugieren que la regulacién
de la expresion de este gen seria estimulo-especifica, particularmente en el caso de las abejas del
stock resistente. Es decir, las abejas del stock que exhibe un intenso CG podrian ser capaces de
discriminar, a nivel de la cabeza, el estimulo causado por el dcaro con una alta especificidad y asi
desencadenar una respuesta comportamental diferencial frente a éste respecto a otro estimulo, como
puede ser restos de polen o polvo. Ademas, nuestras evidencias son consistentes con las
observaciones de Morfin et al. (2020) quienes detectaron que Nrx1 presenta un nivel de expresidn
basal bajo y solo se expresa durante la sinapsis en el sistema nervioso. En efecto, Biswas et al. (2010)
informé que la expresion de este gen, y su contraparte la neuroligina (NGL), esta afectada por la
experiencia sensorial de las abejas, la que puede jugar un rol en el desarrollo de las conexiones
sindpticas e influenciar, de esta manera, el aprendizaje y la expresion de caracteres comportamentales
en esta especie. Las neurexinas son proteinas de membrana pre-sindptica que se unen a las
neuroliginas (proteinas post-sinapticas) para formar complejos neurexina/neuroligina dependientes
de Ca% que participan en la formacion o establecimiento de la sinapsis (Servian Morilla, 2012). Este
complejo es necesario para una neurotransmision eficaz y participa en la formacidon de contactos
sinapticos (Cortés et al., 2022). Las neurexinas estan codificadas por tres genes en mamiferos (Nrx1, 2
y 3), con dos promotores alternativos que dan lugar a las isoformas largas (a-neurexinas) o las
isoformas cortas (B-neurexinas) (Ushkaryov et al., 1992; Missler et al., 1998). En invertebrados, se ha
descripto que el gen que codifica para Nrx1 también tiene funciones neuronales, aunque se desconoce
aun la existencia de isoformas en este caso (Cortés et al., 2022). Estas proteinas estan relacionadas
con el autismo y la esquizofrenia en humanos (Lowther et al., 2017; Tromp et al., 2021), con el
aprendizaje por asociacion en Drosophila (Zeng et al., 2007) y con el CG en ratones (Grayton et al.,
2013). Por ejemplo, en ratones knockout para Nrx1-a se incrementa el comportamiento de auto-
grooming en comparacién con ratones control (Etherton et al., 2009). En funcién de esta informacién
previa y de nuestros resultados, podemos concluir que el gen neurexin-1 tendria un rol importante en
el despliegue de limpieza de la abeja, y que la regulacion de su expresidén podria ser uno de los aspectos
de diferenciacion entre las abejas de los stocks analizados, mas aun considerando que las abejas de
grooming intenso (M) presentan mayores niveles de expresion del gen (en cuerpo) frente a ambos
tratamientos en comparacidn con las abejas de grooming débil (S). Desconocemos si la seleccidn sobre
el CG a nivel de la colonia pudo haber impactado en el nivel de reactividad de las abejas
(especificamente hacia el acaro), por ejemplo, a través de un cambio en los niveles basales o inducibles

de este gen. Proximos estudios que aborden la caracterizacidn funcional de neurexin-1, por ejemplo,
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a través de ensayos de silenciamiento génico, asi como eco-quimicos y fisiolégicos que permitan
entender mas acerca de los estimulos involucrados en la regulacién de su expresién, son necesarios
para profundizar sobre las vias moleculares y bases fisioldgicas asociadas al CG.

Las abejas meliferas, al igual que otros insectos, poseen genes que codifican para moléculas
involucradas en las vias metabdlicas de detoxificacién, como los del complejo enzimatico citocromo
p450 (Mao et al., 2011). En particular, la subfamilia CYP9Q esta altamente expresada en los tubulos
de Malpighi, el ventriculo y el cerebro de la abeja melifera, lo que coincide con el hecho de que en
estos tejidos es donde normalmente tendria lugar la detoxificacién de xenobidticos (Manjon et al.,
2018; Vannette et al., 2015). En particular, el gen CYP9Q3, ha mostrado patrones de expresion
alterados cuando las abejas estdn expuestas a diferentes tipos de sustancias quimicas o estrés
nutricional (Mao et al., 2011; Macri et al., 2021), o cuando realizan actividades de limpieza como el
comportamiento higiénico (Boutin et al., 2015). En este capitulo, analizamos los patrones de expresién
de este gen en abejas de 6 dias de edad, de ambos stocks y sometidas a los estimulos de limpieza
mencionados. Nuestros resultados indican una tendencia hacia una mayor expresion del gen en
cabezas de abejas M respecto a las de abejas S frente al tratamiento de infestacion artificial, aunque
dichas diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas (probablemente por la gran
variacion entre las muestras). Evidencias similares fueron reportadas por Jiang et al. (2016), quienes
detectaron mayores niveles de expresidn de CYP9Q3 en abejas adultas de colonias tolerantes a V.
destructor respecto a colonias susceptibles al acaro, y por Hamiduzzaman et al. (2017) quienes
encontraron el mismo patrén al comparar abejas de CG intenso respecto a abejas control.

Al analizar la expresién de CYP9Q3 en el cuerpo de las abejas, detectamos un patrén contrario al
evidenciado en la cabeza, con una sobreexpresion significativa del gen en las abejas del stock S
respecto a las de la poblacion M, también frente al tratamiento con Varroa. Es mas, las abejas S
mostraron una expresiéon génica aumentada frente a la infestacion con el acaro respecto al
tratamiento control. Boutin et al. (2015) encontraron que los genes de la citocromo p450 estaban
sobreexpresados en abejas no higiénicas en comparacién con abejas higiénicas, y propusieron que los
productos de estos genes podrian degradar las feromonas y sefiales quimicas asociadas a la presencia
de cria enferma, haciendo que estas abejas sean menos eficientes en su deteccién. Es posible que la
expresion del gen CYP9Q3 esté influenciada por sefiales quimicas producidas por la presencia del
acaro sobre el cuerpo de la abeja, ya que éste puede proporcionar tanto estimulos mecanicos como
guimiosensoriales (Zhukovskaya et al., 2013; ver Hamiduzzaman et al.,, 2017). En este sentido,
estudios previos han mostrado que la parasitacidn con el acaro puede inducir cambios en los perfiles
quimicos cuticulares de las abejas (Salvy et al., 2001; Annoscia et al., 2012; McDonnell et al., 2013) y

gue éstos pueden ser censados por las abejas guardianas para detectar pecoreadoras foraneas que se
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encuentran parasitadas (Cappa et al., 2016). De todas maneras, es necesario avanzar en el estudio del
tipo de estimulo y las vias involucradas en su percepcién para entender un poco mas acerca de
posibles disparadores del CG frente al dcaro y su efecto a nivel comportamental.

El gen que codifica para el receptor de la octopamina (octopamine receptor; Oal) se expresa
abundantemente en células del cerebro de las abejas meliferas, incluyendo los denominados
mushroom bodies (copora pedunculata) y el sistema nervioso central, estructuras cerebrales que se
proponen como involucradas en la locomocion de los insectos (Martin et al., 1998; Strauss y
Heisenberg, 1993). La activacidn de este receptor conduce a oscilaciones en los niveles intracelulares
de Ca?* (Grohmann et al., 2003) y estd asociado al procesamiento de estimulos sensoriales, respuestas
motoras antenales y funciones cerebrales de orden superior (Hammer 1993,1997; Hammer y Menzel
1998; Menzel et al., 1999). En este capitulo evaluamos el perfil de expresion de este gen en abejas de
alto y bajo CG, tanto a nivel de la cabeza como del resto del cuerpo. Observamos que el nivel de
expresion de Oal resulté mayor en las abejas del stock resistente respecto a las abejas del stock
susceptible cuando fueron sometidas al tratamiento de infestacién con el acaro, con diferencias
estadisticamente significativas a nivel del cuerpo. Estos resultados apoyan la evidencia de que la
octopamina puede tener efectos no solo a nivel del cerebro y el ganglio toracico (Linn et al., 1994)
sino también a nivel de la periferia, actuando en las uniones neuromusculares (Kutsukake et al., 2000;
Nagaya et al., 2002). Ademas, son consistentes con estudios pioneros en A. mellifera que demostraron
gue cambios en los niveles de esta proteina se correlaciona con modificaciones en el comportamiento
y tareas que realizan las obreras dentro de la colmena y también fuera de ella (Bozic y Woodring, 1998;
Harris y Woodring, 1992; Schulz y Robinson, 1999; Wagener-Hulme et al., 1999; ver Giray et al., 2007),
apoyando su rol clave en la modulacién de comportamientos complejos y ritmicos, tal como los de
inmunidad social. Como ocurre con el comportamiento higiénico, la expresién de Oal estaria
modulada por los estimulos que experimenta la abeja, por ejemplo, cuando es parasitada por un
acaro. En este sentido, tanto las abejas altamente higiénicas (Scannapieco et al., 2017) como las que
exhiben intenso CG (presentes resultados), serian capaces de responder al estimulo experimentado
(frente a la cria enferma o a un acaro sobre el cuerpo) induciendo mayores niveles de octopamina y
de su receptor, y generando asi una respuesta comportamental de limpieza. Dado que evidencias
previas sostienen que la octopamina tiene un rol clave en la modulacion de la informacién sensorial,
y afecta tanto la percepcién olfativa como mecanosensorial (Erber y Kloppenburg, 1995; Kutsukake et
al., 2000; Scheiner et al., 2002; Widmer et al., 2005), queda pendiente entender cudles son los
estimulos (mecanicos, sensoriales) que genera el acaro y que son censados por las abejas, y asi
explorar las vias involucradas en desencadenar esta respuesta comportamental. Por otro lado, se ha

demostrado que la aplicacion de inyecciones con octopamina u otras aminas biogénicas tiene efectos
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en los niveles de agresion (Robinson et al., 1999; ver Roeder et al., 2003 y Acevedo-Gonzélez et al.,
2022) o el CG en abejas meliferas (Fussnecker et al., 2006). Estos ultimos autores, detectaron que
abejas inyectadas con diferentes dosis de octopamina aumentaron el tiempo dedicado al
acicalamiento en detrimento de otras actividades motoras (como volar, permanecer en reposo). Para
explorar mas profundamente el impacto de la expresién del gen Oal y su posible funcién, se podrian
realizar ensayos similares a los presentados en los capitulos 2 y 3, incorporando inyecciones con
distintas dosis de octopamina y evaluando su efecto en el CG de las abejas M y S hacia el acaro.

El gen poli (U)-binding-splicing factor (pUf68) también conocido como half-pint desempefia
importantes funciones reguladoras en el control de la sintesis de proteinas complejas (Bourgeois et
al., 2004). Este gen es conocido por su papel en el empalme de pre-ARNm y la proliferacion de células
madre (Wang et al., 2013), y se lo propuso como un gen asociado con la inmunidad, la detoxificacion
y la longevidad (Tarek et al., 2018). En este trabajo encontramos que el nivel de pUf68 difiere entre
abejas resistentes y susceptibles cuando son expuestas al tratamiento de infestacion artificial con el
acaro. Particularmente, pudimos observar que el nivel de este gen disminuyd en las abejas
susceptibles respecto a las abejas resistentes en presencia del dcaro, sugiriendo que su expresiéon
podria verse afectada por la actividad de acicalamiento. Resultados similares fueron obtenidos por
Hamiduzzaman et al. (2017), quienes encontraron que la expresion de pUf68 aumentd
significativamente en las abejas con grooming intenso y débil en relacién con las abejas sin grooming
y control. Si bien poco se sabe sobre la funcién o la expresidon de pUf68 en A. mellifera, estos autores
propusieron que la actividad fisica, como la involucrada durante el CG, podria tener un impacto en el
splicing de pUf68 y en la proliferacion del transcrito en las células a través del sistema nervioso
periférico (Hamiduzzaman et al., 2017). En este sentido, es posible que la alta actividad fisica de las
abejas groomeadoras conduzca a cambios fisioldgicos que resultan en una mayor expresion de pUf68.
También es posible que la expresiéon de este gen, junto con la activacion de neuromoduladores,
desencadenen una respuesta de mayor actividad fisica a través de mecanismos neuromotores
estimulados por la presencia del 4caro sobre el cuerpo de la abeja. Se sabe que los comportamientos
ritmicos como volar, caminar o acicalarse son controlados por circuitos neuromotores centrales
(revisado en Marder y Bucher, 2001; Marder et al., 2005; Katz, 2016). Los patrones basicos de estos
movimientos repetitivos estereotipados estan frecuentemente generados en el ganglio toracico, sin
embargo, el ritmo puede ser modulado por retroalimentacién sensorial en respuesta a nuevos
estimulos recibidos (Blischges, 2005; Marder et al., 2005; Ridgel y Ritzmann, 2005). Nuestros
resultados suman evidencia a la relaciéon entre la abundancia de ARNm de pUf68 y el CG, que
permitirdn seguir explorando las rutas metabdlicas involucradas en este comportamiento en A.

mellifera.
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Al comparar los tratamientos (control vs. Varroa), el nivel de pUf68 fue menor en las abejas sometidas
a la infestacidn artificial respecto a las que recibieron el estimulo control solo en el caso del stock S.
Previamente, Koleoglu et al. (2017) ya habian sugerido que la presencia de Varroa podia inhibir la
expresion de este gen. Estos autores, encontraron que abejas obreras recién emergidas inyectadas
con un homogenato de varroas, presentaron un menor nivel de expresién del gen pUf68 en
comparaciéon a abejas inyectadas con una solucidn control (buffer PBS). Otros autores también
demostraron que la expresién de pUf68 estaba suprimida por el parasitismo de Varroa en abejas
adultas (Yang y Cox Foster, 2005) y crias (Dainat et al., 2012; Hamiduzzaman et al., 2012). La deteccién
de genes de A. mellifera que se sub-expresan en presencia de V. destructor no resulta llamativo. Por
ejemplo, Navajas et al. (2008) hallaron 30 genes con niveles de expresidn reducida en crias de abejas
parasitadas respecto a crias sanas. Algunos genes reportados como sub-expresados debido a la
presencia de V. destructor forman parte de la via JAK/STAT, involucrada en la respuesta inmune
humoral y la respuesta antiviral (Evans et al., 2006; Navajas et al., 2008). Se sabe que, durante su
alimentacién, el acaro inocula inmunosupresores a través de su saliva (Yang y CoxFoster, 2007,
Richards et al., 2011) pudiendo inducir la supresidn de ciertos genes de inmunidad (Yang y Cox-Foster
2005; Navajas et al., 2008; Hamiduzzaman et al., 2012; Le Conte et al., 2011). Sin embargo, es
importante destacar que en nuestros ensayos las abejas estuvieron expuestas al acaro solamente
durante 3 minutos, por lo que es poco probable que la disminucidn de la expresidn de pUf68 en abejas
susceptibles expuestas a V. destructor esté vinculada a la capacidad de éste de suprimir la expresién
de genes asociados a la inmunidad en las abejas. Futuros estudios que involucren aproximaciones de
secuenciacién masiva, permitirdn entender mas profundamente el rol de éste y otros genes asociados
a las vias moleculares involucradas en la respuesta inmediata de acicalamiento de la abeja hacia el
acaro.

La atlastina es una proteina integral de membrana que pertenece a la familia de las GTPasas
dinaminas; esta embebida en el reticulo endoplasmatico de células eucariotas y es fundamental para
la formacién de la red tubular del mismo, la biogénesis del aparato de Golgi, la funcién de los
microtubulos, el trafico de proteinas; ademas es critica en los eventos de endocitosis y el desarrollo
axonal (Hu et al., 2009; Pawar et al., 2017; Ibacache Chia, 2018). Se ha asociado a esta proteina con
el desempefio motor tanto en Drosophila como en humanos, ya que en estos ultimos, la mutacion del
gen esta vinculada con la paraplejia espastica en miembros inferiores (Ferguson et al., 2012). En
nuestro estudio no logramos una amplificacion positiva del gen at/1 en las muestras de cabeza de
abejas, aunque si al analizar el resto del cuerpo. Para este tejido, no encontramos variacion en el nivel
de expresién del gen entre las abejas M tratadas con Varroa respecto a las expuestas al estimulo

control. Contrariamente, las abejas S mostraron diferencias en el nivel de expresidon de at/1
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dependiendo del estimulo recibido, siendo mayor frente al tratamiento de infestacion respecto al
tratamiento control. En Drosophila, el gen atl/l estd altamente expresado en el sistema nervioso
central de la larva y en las paredes musculares del cuerpo (O’Sullivan et al., 2013) y su sobre o sub-
regulacion en las neuronas motoras resultan en una disminucién de la frecuencia de contraccién en
larvas y de la capacidad de trepar en moscas adultas (De Gregorio et al., 2017). El hecho de que las
abejas de grooming intenso (M) expresen la misma cantidad de ARNm de at/1 independientemente
del estimulo, y que ésta sea similar a los niveles expresados por las abejas de grooming débil sélo
cuando son tratadas con el acaro, sugeriria un mayor nivel de reactividad basal y/o despliegue motor
frente a los estimulos por parte de las abejas M, independientemente del tipo de los mismos. El
analisis de expresion de at/1 desarrollado en este capitulo es el primero realizado en A. mellifera y
considerando dos tejidos, por lo que los resultados obtenidos representan valiosos avances para
entender el posible rol de este gen en los mecanismos moleculares que se activan frente a los

estimulos generados por el dcaro y que desencadenan el CG.

3.5. CONCLUSION

Los andlisis de expresiéon de los genes candidatos evaluados y los antecedentes sobre sus posibles
funciones bioldgicas nos permitieron iniciar la exploracién de las vias genético-moleculares
subyacentes al GC. Las principales funciones potencialmente asociadas a dicho comportamiento en
nuestros materiales serian las involucradas en la transmision y modulacién neuronal y la regulacion
de la expresion de proteinas. Estas funciones podrian ser las impulsoras de respuestas tanto motoras
como fisioldgicas, como las relacionadas con la reaccidn instantdnea ante estimulos quimio y mecano-
sensoriales y las asociadas con la locomocion y movimiento. Dada la complejidad de medir el dafio de
los acaros a nivel de la colonia y los esfuerzos que conlleva su seleccidn a gran escala, la identificacién
y estudio de genes asociados al grooming contribuye al desarrollo de herramientas de seleccion
asistida por marcadores que permite agilizar la tarea de seleccion de colonias resistentes a Varroa
(Guarna et al., 2017; Grozinger y Robinson, 2015, Mondet et al., 2020). En este sentido, si bien
iniciales, nuestros resultados aportan informacion significativa sobre las bases genéticas del
comportamiento de grooming y sugieren que diferencias en la regulacion de estos genes permitiria
explicar en parte la intensidad diferencial con que abejas de distintos stocks despliegan la respuesta
de acicalamiento frente al acaro. Sin embargo, consideramos que la informacidn obtenida debe ser
profundizada mediante un abordaje transcriptémico que permita describir globalmente la expresion
de genes y vias metabdlicas involucradas en este cardcter de inmunidad social. Ademas, seria
interesante abordar estudios comparativos de expresion génica frente a la presencia de diferentes

estimulos irritativos.



CAPITULO 4.

Discusion y conclusiones generales
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4.1. DISCUSION GENERAL

Este trabajo de Tesis de Doctorado estuvo enfocado en el estudio integral de colonias de A. mellifera
gue sobreviven de forma natural a V. destructor con los objetivos de caracterizar aspectos sanitarios,
comportamentales y genéticos de esta poblacion seleccionada altamente promisoria en términos
apicolas, entender la contribucidon del comportamiento de grooming al fenotipo de resistencia, y
explorar las bases conductuales y genéticas de este caracter.

En las ultimas décadas, el acaro ectopardsito V. destructor se ha asociado con la muerte de
millones de colonias de abejas meliferas en todo el mundo. Este fendmeno ha impactado
negativamente en la produccién de miel y la polinizacién de cultivos, generando pérdidas econdmicas
de miles de millones de ddlares (Sanford, 2001; Rinderer et al., 2010; Popovska Stojanov et al., 2021).
Actualmente, el control quimico es la principal estrategia implementada por los apicultores para
minimizar los efectos de la varroosis y garantizar la sobrevida de las colonias manejadas de A. mellifera
(revisado en Noél et al., 2020). Esta forma de control tiene varias desventajas, tales como la
persistencia en el ambiente de los productos quimicos utilizados, y su acumulacién en propdleos, miel
y ceras (Tremolada et al., 2004; Premrov Bajuk et al., 2017). Ademas, su uso inadecuado puede
conducir a la aparicidn de focos de resistencia en las poblaciones del dcaro (revisado en Mitton et al.,
2022). La identificacién y utilizaciéon de poblaciones de abejas meliferas que logran sobrevivir en
ausencia de tratamientos acaricidas, mediante la expresidn de rasgos de resistencia a V. destructor,
representa una alternativa sustentable para el manejo de la parasitosis en las colonias (revisado en
Locke, 2016). Para la implementacidon de esta estrategia, es necesaria la identificacion de los
mecanismos que subyacen a la resistencia en colmenas adaptadas a una determinada regiéon, que
permitan el desarrollo de planes de mejoramiento apicola a nivel local (revisado en Mondet et al.,
2020). Uno de los mecanismos comportamentales de defensa natural que tiene A. mellifera hacia V.
destructor es el comportamiento de grooming, que involucra el desprendimiento y dafio de los acaros
en estado forético por parte de las abejas obreras (revisado en Pritchard, 2016). A diferencia del
comportamiento higiénico, el grooming ha sido un caracter menos estudiado, tanto a nivel individual
como de colonia, ampliamente cuestionado como mecanismo de resistencia significativo en A.
mellifera, y por tal motivo, pobremente incluido como blanco de seleccion en programas de
mejoramiento apicola a nivel mundial.

Durante la primera etapa de esta Tesis (Capitulo 1), se realizd la caracterizacion a campo de
las colonias de A. mellifera con rasgos promisorios de resistencia a V. destructor, como una alta caida
de acaros en pisos técnicos y sobrevida en ausencia de tratamientos acaricidas. Los resultados
obtenidos (vinculados al objetivo especifico 1) permitieron determinar que el comportamiento de

grooming es un caracter fenotipicamente variable entre las colmenas de abejas analizadas, y que se
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expresa con alta intensidad en las colonias sobrevivientes al dcaro (M) respecto a las susceptibles (S).
Observamos que el daino producido por las abejas de las colonias sobrevivientes presenta valores
intermedios entre los informados previamente para poblaciones europeas (Fries et al., 1996) y
africanizadas (Moretto et al., 1991) de A. mellifera. El alto porcentaje de acaros dafiados, y el bajo
porcentaje de infestacidn tanto en abejas adultas como en cria observado en el stock M sugieren que
el comportamiento de grooming aumentaria la mortalidad de los acaros y modularia asi su
crecimiento poblacional dentro de las colonias, como habia sugerido Mondragoén et al. (2005) en
estudios pioneros sobre abejas africanizadas. La regulacion de las cargas parasitarias en las colmenas
M impactaria positivamente en las condiciones durante la invernada y consecuentemente en el
desarrollo y fortaleza poblacional de las colonias durante la primavera. Estos hallazgos permiten
concluir que el stock M es resistente a V. destructor y que el comportamiento de grooming seria uno
de los mecanismos de resistencia activa desplegados por estas abejas frente a la parasitacién, tal como
se ha propuesto en trabajos previos sobre abejas de origen africanizado (Boecking y Ritter, 1993;
Moretto et al., 1993; Invernizzi et al., 2016; Nganso et al., 2017) y europeo (Moosbeckhofer, 1992;
Ruttner y Hanel, 1992; Bienefeld et al., 1999; Arechavaleta-Velasco y Guzman Novoa, 2001; Guzman
Novoa et al, 2012). Ademds, pudimos determinar que la proporcion de 4caros dafiados es un buen
indicador para determinar el nivel de acicalamiento de una colonia a campo, en forma consistente con
discusiones previas y analisis de colmenas africanizadas y europeas de otras regiones (Guzman Novoa
et al., 2012; Dadoun et al., 2020). En conjunto, la informaciéon obtenida en esta primera etapa permitio
sustentar el estatus promisorio de este material genético apicola, entender el rol del comportamiento
de grooming en la resistencia a V. destructor, y sentar las bases para el desarrollo futuro de un
programa local de seleccidn de colonias resistentes al dcaro, con una buena aptitud para la invernada
y apropiado desarrollo poblacional al inicio de la temporada apicola.

La caracterizacion a campo de un comportamiento de inmunidad social, tal como el
comportamiento de grooming, si bien permite explorar su vinculo y potencial efecto sobre variables
sanitarias y poblacionales de interés, asi como considerar el contexto ambiental externo e interno de
la colonia, no permite describir las acciones de limpieza que despliegan las abejas frente al acaro, ni
caracterizar la intensidad y efectividad del comportamiento a nivel individual. Para ello, es necesario
realizar estudios en colmenas de observaciéon que implican ensayos de alta complejidad (Blichler et
al., 1992; Peng et al., 1987; Thakur et al., 1997). En los ultimos afios se ha recurrido al uso de un
método de observacidon mas simple, que involucra la documentacién del comportamiento individual
de las abejas frente al dcaro u otro estimulo en cajas de Petri (Aumeier, 2001; Andino y Hunt, 2011;

Guzman-Novoa et al., 2012; Invernizzi et al., 2016). A pesar de ser un método simple y rapido para
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medir el grooming, conlleva un alto estrés para las abejas ensayadas y contrasta significativamente
con el ambiente natural de las colonias (discutido en Espinosa-Montafio et al., 2004).

En la segunda etapa de esta Tesis (Capitulo 2) se realizaron ensayos de laboratorio para
caracterizar el comportamiento de grooming de abejas individuales frente a la infestacidn artificial
con V. destructor. Logramos disefiar y establecer un dispositivo (cuadro de observacion) para describir
las reacciones de limpieza de las abejas frente al acaro en un entorno relativamente natural, que
previamente no se habia implementado. De esta manera, evaluamos diferencias en la intensidad y
tipo de despliegue conductual de las abejas de distintas genéticas (resistentes, susceptibles) y edades.
Los resultados obtenidos (vinculados al objetivo especifico 2) permitieron determinar que las abejas
resistentes, a diferencia de las susceptibles, iniciaron el acicalamiento casi inmediatamente luego de
ser infestadas con el dcaro y presentaron un despliegue de limpieza intenso, usando la totalidad de
sus patas y realizando un gran nimero de intentos. Estos resultados son los primeros en la bibliografia
gue documentan diferencias en el despliegue de la respuesta de acicalamiento frente al 4caro entre
abejas de colonias resistentes y susceptibles. Si bien, observaciones previas en cajas de Petri indicaron
que las abejas de origen europeo reaccionan menos intensamente a V. destructor que las abejas
africanizadas (Aumier, 2001; Invernizzi et al., 2016), nuestras abejas resistentes de linaje mitocondrial
europeo (stock M) expresaron un grooming “intenso”, de acuerdo a lo descrito previamente por
Guzman-Novoa et al. (2012). Mediante los ensayos realizados también pudimos confirmar un efecto
de la edad de las abejas sobre la respuesta de limpieza hacia el dcaro, previamente sugerido por Pettis
y Pankiw (1998) y mas recientemente por Dadoun et al. (2020). Estos hallazgos permiten proponer la
presencia de polietismo en el comportamiento de grooming en A. mellifera y de un cierto grado de
especializacion en estas tareas de limpieza, que merece ser explorado en mayor profundidad en
futuros estudios.

En conjunto, los resultados obtenidos en los Capitulos 1 y 2 estan en linea con lo observado
por Guzman-Novoa et al. (2012) en otro material genético apicola, y sugieren que una colmena de alto
comportamiento de grooming estaria conformada por abejas con mayor predisposicidén genética hacia
la limpieza y la respuesta especifica a V. destructor. Podemos concluir entonces, que el fenotipo de las
abejas en el laboratorio es un buen indicador del nivel de acicalamiento de una colonia a campo
(independientemente del fondo genético y la historia selectiva del material), que puede ser utilizado
en trabajos posteriores tanto de investigacién como de cria selectiva. Una vez corroborado que el
comportamiento de grooming, tanto a nivel colonia como individual, impacta sobre la dindmica de la
parasitacion, se realizaron ensayos de laboratorio para explorar las bases genéticas de este

comportamiento y explicar las diferencias observadas entre las abejas de los stocks analizados.
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En la tercera y ultima etapa de esta Tesis, realizamos ensayos de biologia molecular para
caracterizar los perfiles de expresién de cinco genes candidatos asociados al comportamiento de
grooming de acuerdo a bibliografia previa (objetivo especifico 3). Pudimos corroborar la variacién en
la expresion de algunos de los genes candidatos en presencia y ausencia de V. destructor, resultado
qgue sugiere que la expresidon de dichos genes seria estimulo-especifica. Ademds, observamos en
algunos casos que los patrones de expresién difieren segun el tejido analizado, informacion adicional
para la exploracidon de los posibles estimulos y vias fisiolégicas involucradas en la respuesta de
acicalamiento. Estos resultados son novedosos, y no se habian explorado antes en la bibliografia, por
lo que merecen ser profundizados y complementados con ensayos de eco-quimica y neurofisiologia.
Detectamos también diferencias en los niveles de expresién en la mayoria de los genes estudiados
entre abejas de grooming intenso y abejas de grooming débil, resultado que sugiere su participacion
en la modulacién del fenotipo de acicalamiento y demuestra que diferencias genéticas subyacen a la
diferenciacion de los stocks analizados. En este sentido, nuestros resultados coinciden con las
evidencias obtenidas por Arechavaleta-Velasco et al. (2012), quienes mediante un andlisis de mapeo
de QTL, propusieron que multiples genes estarian involucrados en la expresion del grooming.
Especificamente, las abejas del stock resistente (grooming intenso), sometidas a la infestacidn con V.
destructor, expresan mayores niveles del gen neurexin-1 tanto en el tejido correspondiente al cuerpo
como al de la cabeza. Estos resultados sugieren que las abejas de dicho stock tienen una mayor
sensibilidad a la presencia del dcaro, y estan en linea con los resultados obtenidos por Hamiduzzaman
et al. (2017) y Morfin et al. (2020), quienes detectaron una mayor expresion de este gen en pooles de
cabezas de abejas de una poblacidn seleccionada por su alta tasa de acaros daifados. De acuerdo a los
antecedentes previos y a nuestros resultados, sugerimos que el gen neurexin-1 tendria un papel
esencial en la ejecucidn de la limpieza de la abeja, y lo consideramos como un marcador molecular
promisorio a ser usado en sistemas de seleccién asistida por marcadores para la obtencidn de stocks
de A. mellifera resistentes a V. destructor.

Si bien en otras regiones del mundo se han descripto colonias de abejas con diferentes grados
de resistencia a V. destructor como consecuencia de respuestas fisiolégicas y comportamentales
(revisado en Mondet et al., 2020), no se habian identificado ni caracterizado hasta el momento
materiales apicolas resistentes al dcaro en Argentina. La realizacidn de esta Tesis permitié describir la
relacién pardsito-hospedador en un material local resistente y adaptado a clima subtropical,
identificar al comportamiento de grooming como un caracter estrechamente asociado con la
supervivencia diferencial, y caracterizarlo en términos fenotipicos y genéticos. Ademas, durante el
desarrollo de este trabajo, se incorporaron elementos claves que nos permitieron abordar la

complejidad del sistema en estudio de una manera integral, tales como el desarrollo y ajuste de



119

protocolos que incluyen diferentes escalas de aproximacion y diferentes niveles de andlisis basados
en el conocimiento previo (Aumeier, 2001; Invernizzi et al., 2016; Hamiduzzaman et al., 2017) pero
también involucrando ensayos concatenados en ambientes naturales y de laboratorio que
contemplan la biologia de A. mellifera y su interaccion con V. destructor.

Consideramos que el material apicola aqui caracterizado y el protocolo seguido para su
obtencién representan herramientas claves para el establecimiento de un programa de seleccién
regional, que considere las particularidades del ambiente subtropical. Asimismo, el desarrollo de
programas regionales de cria de abejas meliferas resistentes a los acaros, que incluyan el uso de las
poblaciones adaptadas localmente, merece ser considerado, especialmente en Argentina, donde

coexisten en una misma regién apicola ecorregiones altamente contrastantes.

4.2. CONCLUSIONES

Se logrd caracterizar integralmente una poblacién de A. mellifera de linaje europeo establecida en
clima subtropical que muestra resistencia activa a V. destructor mediante la expresién de un alto
comportamiento de grooming respecto a colmenas comerciales utilizadas cominmente en la region.
Se demostrod asi que existe variabilidad fenotipica en este comportamiento entre colmenas adaptadas
a clima subtropical en Argentina. De esta manera, podemos apoyar las hipdtesis N°1 y N°2 planteadas
en esta Tesis. Los ensayos de observacidon en arenas experimentales permitieron comprender en
detalle las reacciones de grooming a nivel individual y describir las diferencias en tiempo de reaccién
e intensidad de acicalamiento entre abejas de colmenas pertenecientes a los stocks evaluados,
evidenciando una alta consistencia con lo observado a nivel de las colmenas a campo. En base a estos
resultados, podemos apoyar las hipotesis N°3 y N°4. Por ultimo, se detectd variacion en la expresion
de genes candidatos para el comportamiento de grooming y se lograron reconocer funciones
biolégicas potencialmente asociadas, que se relacionan con mecanismos neuronales de recepcién y
procesamiento de estimulos externos y la subsecuente regulacion de vias moleculares y respuestas de
movimiento, testeando de esta manera las hipdtesis N°5 y N°6.

En esta Tesis se exploraron conceptos novedosos en el estudio de la complejidad en un
organismo eusocial y su relacién con un parasito critico. A través de enfoques multidisciplinarios,
basados en conocimientos contextuales preexistentes, se integrd informacién de evaluaciones de
colmenas en su ambiente, de arenas experimentales -donde se trabajo con individuos de dichas
colmenas- y de laboratorio de biologia molecular -explorando la expresion de genes candidatos de
grooming en estos individuos. Los resultados, ademas de ampliar el conocimiento de los procesos
involucrados en la respuesta de limpieza de A. mellifera hacia V. destructor, permiten proponer

parametros de evaluacion que constituirdn herramientas para la seleccion de colmenas resistentes al
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acaro. Los protocolos establecidos, los experimentos puestos a punto y la informacién generada y

discutida en esta Tesis son relevantes para implementar mejoras en los programas regionales de

mejoramiento genético apicola, y como tales, contribuirdn a la sustentabilidad de la apicultura

nacional, actividad que produce alimentos naturales y contribuye, mediante la polinizacién, a la

produccién de gran parte de los productos frutihorticolas.

4.3. PERSPECTIVAS A FUTURO

En base a los resultados obtenidos y las herramientas generadas a partir de la presente Tesis Doctoral,

se proponen las siguientes acciones a futuro:

1.

Conservar y poner en valor el material vivo resistente a V. destructor aqui caracterizado, y
poner a disposicion su uso para apicultores locales una vez finalizada su evaluacién
productiva.

Realizar estudios que implementen aproximaciones fisioldgicas y eco-quimicas para
comprender la naturaleza de los principales estimulos que inducen la respuesta de
acicalamiento de las abejas frente al acaro.

Explorar la contribucion del comportamiento de allo-grooming (acicalamiento entre abejas
obreras) para profundizar su entendimiento como caracter de inmunidad social y su impacto
en la dinamica de la parasitosis dentro de la colonia.

Profundizar los estudios comportamentales para determinar la existencia de polietismo en el
grooming en A. mellifera y explorar su contribucién a la inmunidad organizacional.

Iniciar estudios transcriptdmicos comparativos para identificar nuevos genes candidatos y
explorar las potenciales vias moleculares involucradas en el comportamiento de grooming y
otros comportamientos de inmunidad social relacionados.

Complementar los estudios transcriptomicos con analisis a nivel genédmico que permitan
caracterizar la variabilidad genética e identificar mutaciones puntuales en el stock resistente
a V. destructor para identificar potenciales marcadores moleculares asociados a la resistencia

y asistir al mejoramiento genético de los materiales.
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S1. Odds ratios (O.R.) que predicen qué grupos de abejas tienen mas probabilidades de usar todas sus
patas en presencia del acaro V. destructor o del tratamiento control, a diferentes edades (6, 10 y 14
dias). (a) Comparaciones entre tratamientos. (b) Comparaciones entre stocks. (c) Comparaciones
entre edades. I.C.: intervalo de confianza; %: porcentaje de incremento de probabilidad. Los valores P
gue resultaron significativos estan en negrita.

a.

Comparacién
entre Edades Stock O.R. I.C. % P-valor
tratamientos

Susceptible 0.24 0.17-0.35 -75.51 0.0001
6
Resistente 0.004 0.0009-0.018 -99.59 0.0001
Control/ 0 Susceptible 0.19 0.13-0.27 -81.17 0.0001
V- destructor Resistente 0020  0.0095-0.044  -97.94  0.0001
Susceptible 0.22 0.16-0.31 -77.73 0.0001
14
Resistente 0.16 0.098-0.249 -84.34 0.0001
b.
Comparacion
entre Edades Tratamientos O.R. I.C. % P-valor
stocks
Control 1.40 0.66-2.99 40.10 0.38
6
V. destructor 0.02 0.004-0.11 -97.66 <0.0001
] Control 0.75 0.36-1.55 -24.78 0.44
Susceptible/ 10
Resi
esistente V.destructor  0.08 003021  -91.76  <0.0001
Control 0.76 0.38-1.52 -24.14 0.44
14

V. destructor 0.53 0.26-1.10 -46.66 0.09
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Comparacion

entre Stocks Tratamiento O.R. I.C. % P-valor
edades
Control 2.34 0.96-5.72 134 0.066
Susceptible
V. destructor 1.80 0.72-4.5 79.9 0.29
6/10
Control 1.26 0.58-2.73 26.5 0.77
Resistente
V. destructor 6.32 0.93-43.12 531.9 0.063
Control 1.68 0.69-4.08 67.7 0.36
Susceptible
V. destructor 1.52 0.61-3.81 52.5 0.53
6/14 Control 091  0.42-1.95 9.2 0.95
Resistente 5.75-
V. destructor 34.69 209.14 3369.3 0.0001
Control 0.72 0.29-1.75 -28.3 0.65
Susceptible
V. destructor 0.85 0.34-2.08 -15.2 0.90
10/14
Control 0.72 0.38-1.37 -27.7 0.46
Resistente
V. destructor 5.49 2.08-14.46 449 0.0001
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1.0+ - - Il 6 dias
-|— 10 dias
I B 14 dias

D.D' T T T T

M-Varroa S-Varroa M-Control S-Control

Proporcion de abejas
o
i

Tratamientos

S2. Proporcion media de abejas que expresaron una alta intensidad de limpieza en respuesta al
tratamiento con Varroa (infestacion con un acaro) o al tratamiento control (toque de pincel). Los
valores se muestran para abejas de diferentes edades de las poblaciones de A. mellifera resistentes

(M) y susceptibles (S).
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S3. Andlisis de componentes principales (CP) de abejas obreras de las colonias de A. mellifera
resistentes (M) y susceptibles (S) a los dcaros para las variables de grooming (tiempo de la primera
respuesta, nimero de intentos, nimero de patas involucradas en el primer intento y nivel de

ansiedad). Se muestran los autovalores y autovectores.

Datos estandarizados

Casos leidos 291

Casos omitidos 2

Variables de clasificacion

Genética

Autovalores

Lambda Valor Proporcion Prop.
Acumulada

1 2,47 0,62 0,62

2 0,62 0,15 0,77

3 0,56 0,14 0,91

4 0,36 0,09 1
Autovectores
el e2

Tiempo -0,51 0,33
Intentos 0,48 -0,26
Patas 0,54 -0,20

Ansiedad 0,46 0,89
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S4. Concentracidn e indices de calidad del ARN de A. mellifera. Se muestran las concentraciones de

ARN (ng/ul) extraidas para cada individuo analizado, por tejido y stock (M y S). Como pardmetro de

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

(que dptimamente debe ser superior a 2).

Stock Tejido Tratamiento ng/ul 260/280 260/230
M Varroa Cabeza 1153 1,94 1,66
M Varroa Cabeza 27,8 2,06 1,85
M Varroa Cabeza 57,7 1,84 1,41
M Varroa Cabeza 29,2 2,15 2,09
M Varroa Cabeza 83,2 1,83 1,09
M Varroa Cabeza 84,2 1,98 1,42
M Varroa Cabeza 109,9 1,78 1,18
M Varroa Cabeza 127,8 1,83 1,25
M Varroa Cabeza 91,3 1,95 1,45
M Varroa Cabeza 107,5 1,8 1,11
M Varroa Cabeza 90,5 1,87 1,63
M Varroa Cabeza 98,8 1,93 1,45
M Varroa Cabeza 84,9 191 1,32
M Varroa Cuerpo 221.,8 2,02 2,33
M Varroa Cuerpo 230,6 2 2,3
M Varroa Cuerpo 248,7 2,02 2,27
M Varroa Cuerpo 200,2 2,03 2,39
M Varroa Cuerpo 172,9 2 2,33
M Varroa Cuerpo 210,3 2,01 2,42
M Varroa Cuerpo 199,7 1,98 2,35
M Varroa Cuerpo 197,1 1,96 2,32
M Varroa Cuerpo 204,8 1,97 2,3
M Varroa Cuerpo 304,9 2,02 2,32
M Varroa Cuerpo 220,2 2,01 2,46
M Varroa Cuerpo 2115 2,04 2,25
M Varroa Cuerpo 197,5 2,03 2,38
M Control Cabeza 115 1,98 1,47
M Control Cabeza 87,8 1,85 1,45
M Control Cabeza 46,5 1,83 1,14
M Control Cabeza 1911 1,92 1,65
M Control Cabeza 59 181 1,21
M Control Cabeza 255,5 191 1,5
M Control Cabeza 119,1 1,89 1,55
M Control Cabeza 99,4 1,88 1,52



Stock Tejido Tratamiento ng/ul 260/280 260/230
M Control Cabeza 64,7 1,7 0,99
M Control Cabeza 158,6 1,82 1,26
M Control Cuerpo 100,1 2 2,38
M Control Cuerpo 147,8 1,99 2,41
M Control Cuerpo 139,9 2,02 2,45
M Control Cuerpo 2144 1,98 2,48
M Control Cuerpo 173,3 2 25
M Control Cuerpo 165,7 1,98 2,51
M Control Cuerpo 193,6 1,9 2,32
M Control Cuerpo 195,7 1,89 2,14
M Control Cuerpo 143,4 1,85 2,32
M Control Cuerpo 226,3 1,97 2,32
S Varroa Cabeza 123,6 1,88 1,46
S Varroa Cabeza 104,8 1,98 1,51
S Varroa Cabeza 122,4 1,84 1,29
S Varroa Cabeza 72,4 1,92 1,45
S Varroa Cabeza 116,9 1,89 1,61
S Varroa Cabeza 111,7 1,95 1,29
S Varroa Cabeza 87,5 1,92 1,46
S Varroa Cabeza 71,4 2,04 1,35
S Varroa Cabeza 1111 191 1,62
S Varroa Cabeza 75,8 1,9 14
S Varroa Cabeza 98,4 1,9 1,51
S Varroa Cabeza 80,9 1,99 1,52
S Varroa Cabeza 60,3 1,96 1,35
S Varroa Cuerpo 236,5 2,02 2,32
S Varroa Cuerpo 233,5 1,99 2,41
S Varroa Cuerpo 236,6 2 2,38
S Varroa Cuerpo 220,1 2,03 2,16
S Varroa Cuerpo 250,5 2,07 2,4
S Varroa Cuerpo 274,1 2,04 2,39
S Varroa Cuerpo 293,4 2,02 2,43
S Varroa Cuerpo 304,8 2,04 2,45
S Varroa Cuerpo 347,9 2,03 2,34
S Varroa Cuerpo 317,5 2,03 2,41
S Varroa Cuerpo 269,2 2,05 2,31
S Varroa Cuerpo 217,7 2,01 2,38
S Varroa Cuerpo 208,8 2,01 2,36
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Stock Tejido Tratamiento ng/ul 260/280 260/230
S Control Cabeza 165,8 1,86 1,3
S Control Cabeza 20,8 1,75 1,17
S Control Cabeza 161,2 1,89 1,41
S Control Cabeza 110,1 1,88 1,62
S Control Cabeza 161,2 1,86 1,49
S Control Cabeza 98,3 1,86 1,54
S Control Cabeza 120 1,88 1,56
S Control Cabeza 87 1,86 1,62
S Control Cabeza 102,2 1,86 1,29
S Control Cabeza 128,5 1,89 1,62
S Control Cuerpo 300,3 2,03 2,48
S Control Cuerpo 240,1 191 2,17
S Control Cuerpo 451,7 2,03 2,4
S Control Cuerpo 280 2,02 2,42
S Control Cuerpo 241,2 2,01 2,46
S Control Cuerpo 275,1 2,04 2,46
S Control Cuerpo 212,3 2,01 2,26
S Control Cuerpo 500,2 2,1 2,24
S Control Cuerpo 339,3 2,04 2,49
S Control Cuerpo 220,2 2,02 2,41
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