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ALTERACION DE LA RESPUESTA CONDUCTUAL DE NODRIZAS DE APIS
MELLIFERA L. INFECTADAS CON LA VARIANTE A DEL VIRUS DE LAS ALAS
DEFORMADAS (DWV-A)

ALTERATION ON THE BEHAVIORAL RESPONSE BY NURSES OF APIS
MELLIFERA L. INFECTED WITH VARIANT A OF THE DEFORMED WINGS VIRUS
(DWV-A)

Palabras indice adicionales: Abejas meliferas, feromonas, conducta, proteinas
OBP, Neurexinas, Neuroliginas.

RESUMEN

El polietismo temporal de Apis mellifera L. distribuye tareas segun la edad, siendo
las abejas nodrizas (5-15 dias) responsables de labores internas en la colmena. La
conducta de estos insectos esta coordinada por el olfato. Sin embargo, en abgjas
infectadas por la variante A del virus de las alas deformadas (DWV-A), se observa
una disminucion en la capacidad olfativa y en la expresidén de genes que codifican
para proteinas de union a odorantes (OBP), lo que podria alterar su
comportamiento. Por tanto, se evalud la respuesta conductual de A. mellifera
infectadas con DWV-A ante diferentes estimulos. Abejas recién emergidas (1 dia)
fueron inoculadas y no inoculadas (control) con DWV-A. A los 5, 10, 15 y 20 dias
post-inoculacion, se realizaron pruebas en tubos Y con estimulos de alcohol
bencilico (componente de feromona de larvas) y etanol. En A. mellifera inoculadas
y evaluadas a los 10, 15 y 20 dias, el 60%, 73% y 53% no mostraron preferencia
por ningun estimulo, mientras que solo un 10%, 13% y 23% prefirié el componente
de feromona de larvas. En contraste, las A. mellifera control mostraron una
preferencia mayor al componente de feromona. Estos resultados sugieren que la
infeccion con DWV-A afecta la respuesta conductual, comprometiendo la cohesion

de la colmena.



SUMMARY

The temporal polyethism of Apis mellifera L. involves task distribution based on age,
with nurse bees (5 - 15 days old) primarily responsible for internal hive tasks. The
behavior of these insects is coordinated by olfaction. However, bees infected with
the variant A of the deformed wing virus (DWV-A) exhibit reduced olfactory capacity
and OBP gene expression, potentially altering their behavior. This study evaluated
the behavioral response of A. mellifera infected with DWV-A to different stimuli.
Newly emerged bees (1 day old) were inoculated and not inoculated (control) with
DWV-A. At 5, 10, 15, and 20 days post-inoculation, Y-tube tests were conducted
using stimuli of benzyl alcohol (larval pheromone component) and hexane. In bees
inoculated with DWV-A and evaluated at 10, 15, and 20 days, 60%, 73%, and 53%
showed no preference for any stimulus, while only 10%, 13%, and 23% preferred
the larval pheromone component. In contrast, control bees showed a higher
preference for the pheromone component. These results suggest that DWV-A

infection affects behavioral response, potentially compromising hive cohesion.

INTRODUCCION

La polinizacion de los cultivos es un proceso crucial para los ecosistemas y la
produccion agricola (Aguilar et al., 2006; Potts et al., 2016) ya que permite la
viabilidad de plantas con flor, estando directamente relacionada a la cantidad,
calidad y diversidad de semillas producidas y la obtencion del fruto (Chauta-Mellizo
et al., 2012; Vergara y Badano, 2009; Vilhena et al., 2012).

Existen distintos métodos de polinizacion, puede ser de forma abidtica, mediante
el transporte del polen por el viento o el agua, o de forma bidtica, transportado por
animales (Bonilla, 2016). La polinizacion bidtica es de gran importancia econdmica
en el mundo, de ella dependen el 87% de las especies cultivadas, lo cual representa
el 35% del suministro global de alimentos (Hoehn et al., 2008; Klatt et al., 2013;
Mallinger y Gratton, 2014).

Se estima que el 60,3% de todas las polinizaciones son efectuadas por los
insectos, imponiéndose como el grupo de polinizadores mas importantes tanto para

especies cultivadas como silvestres (Bonilla, 2016., Frind et al., 2013). Entre los
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insectos polinizadores, se destaca el rol que cumplen las A. mellifera como insecto
polinizador, el cual cumple un papel fundamental en la agricultura que ha sido
ampliamente demostrado para todo tipo de cultivo (Rader et al., 2013; Garibaldi et
al., 2013).

Una caracteristica esencial de las A. mellifera es su agudo sentido del olfato que
le permiten desarrollar un comportamiento social altamente cooperativo, con
funciones bien definidas dentro y fuera de la colmena como son el cuidado de crias,
forrajeo, mantencion de la colmena, limpieza, entre otros. El sistema olfativo de las
A. mellifera ubicado en las sensilas de las antenas (Groot et al., 2016) es
fundamental para la deteccidén quimiosensorial de feromonas y aromas que dan
lugar a la gestion y mantencion de la cohesion interna de la colonia (Li y Liberles,
2015; Groot et al., 2016). No obstante, algunos patdgenos que afectan a A. mellifera
son perjudiciales para su comportamiento individual y el funcionamiento de la
colmena.

Entre los patégenos que afectan a A. mellifera, se encuentra el virus de las alas
deformadas (DWV, Deformed wing virus), un virus con 3 variantes conocidas a dia
de hoy (A, B y C), todas de gran relevancia en el mundo. En los ultimos 40 anos se
ha propagado rapidamente y ha sido reportado en mas del 50% de todas las
colonias en 32 paises, ademas de afectar a 8 6rdenes de artrépodos (Martin y
Brettell., 2019), siendo la variante B la predominante en Europa (Kevill et al., 2019;
McMahon et al., 2016). En Chile, la variante A es la predominante (Vargas et al.,
2017) y a pesar de estar descrita la variante B, su prevalencia y cargas virales son
bajas (Riveros et al., 2020).

Este patdogeno causa deformacién de las alas, distension abdominal,
alteraciones del sistema nervioso central y periférico (Igbal y Mueller, 2007),
alteraciones del comportamiento (Lanzi et al., 2006; Grozinger et al., 2019) y
compromete el correcto funcionamiento del sistema olfativo asociado a la
sensibilidad e interpretacion de los aromas (Forét y Malezka, 2006; Silva et al.,
2021), afectando a funciones fisioldgicas vitales como la deteccién de comida, evitar
depredadores y patdgenos (Groot et al., 2016). Recientemente se demostré la
capacidad de la variante A del virus (DWV-A) de replicarse en regiones basales del
epitelio antenal (Kim et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que la presencia del
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acaro Varroa destructor A. genera aumentos en las cargas virales de DWV-A,
provocando disminuciones en la expresién de genes responsables de la memoria y
el aprendizaje, como la proteina postsinaptica neurexina (AmNrx-1) y presinaptica
neuroligina (AmNIg-1) (Morfin et al., 2020). Sin embargo, la disminucion de estos
genes se ha observado en la interaccion de estos patdogenos, sin determinar si el
virus por si solo es capaz de alterar su expresion.

Recientemente, Silva et al. (2021) demostraron que la presencia de este
patdgeno se asocia a una disminucion de la expresion génica de proteinas de union
a odorantes (OBPs, del inglés Odorant-Binding Proteins). En A. mellifera, se han
encontrado 21 OBPs de las cuales 9 son de expresion especifica en antenas (Forét
y Malezka., 2006; Silva et al., 2021). Se ha documentado la contribucion de estas
proteinas en la sensibilidad del sistema olfativo (Leal, 2013) y su rol en la realizacién
de actividades dentro de la colmena. La OBPS5 se asocia particularmente al proceso
de cuidado de larvas (Pelletier et al., 2010). Esta proteina es de gran importancia
pues se relaciona directamente con la labor nodriza de A. mellifera. Asi mismo, las
OBP5 y OBP11 tienen afinidad con los compuestos volatiles generados por larvas
enfermas que solicitan ser cuidadas por A. mellifera nodrizas (Zhao et al., 2013).
Algunos de los volatiles especificos generados por crias enfermas son el acetato de
fenetilo, etanol fenilico y alcohol bencilico (Plettner et al., 2017), siendo de estos
tres el alcohol bencilico el compuesto mas competitivo por el sitio de reconocimiento
de la proteina OBP5 (Zaho et al., 2013). La OBP2 es una proteina asociada a la
selectividad de aromas vegetales (Briand et al., 2001) y al rol de las A. mellifera
nodrizas y al cuidado interno de la colmena. Por otra parte, la OBP12 se expresa en
las antenas en todos los estadios de A. mellifera, 1o que sugiere un importante rol
de reconocimiento de aromas dentro y fuera de la colmena (Nie et al., 2018). Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que la expresion génica de estas
proteinas se ve disminuida en presencia de altas cargas virales en las antenas, junto
a lo cual se evidencié una disminucién de la sensibilidad olfativa a diferentes aromas
en las A. mellifera infectadas (Silva et al., 2021).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de DWV-A sobre la

conducta de nodrizas de A. mellifera
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frente a un estimulo de la feromona de alarma de las larvas y la expresiéon de

genes asociados a la preferencia olfativa.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del inéculo

Se obtuvo un aislado DWV-A desde colonias infectadas. Un grupo de 20 A. mellifera
se homogeneizo en una bolsa stomacher con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) (1x PBS) durante 90 s a alta velocidad en un equipo stomacher 80 (Seward,
Londres, Reino Unido).

Las muestras se centrifugaron a 1.500 g durante 10 min, seguido de 10.000 g
durante 10 min, ambos a 4 °C. El sobrenadante se purifico por filtracion con un filtro
de 0.22 ym (PES, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Posteriormente, se
utilizaron 200 uL del sobrenadante para la extraccion de ARN, la sintesis de ADNc

y la cuantificacion posterior de la carga viral del indculo.

Inoculacién de A. mellifera

Los ejemplares de A. mellifera adultas para el ensayo fueron obtenidos del apiario
experimental ubicado en el centro experimental "El Nogal" (36 ° 35'568.25"S -72 °
04'51.77 " W), Universidad de Concepcidén, Chillan, Chile.

Los marcos de cria se mantuvieron en condiciones controladas en una sala de
cria (30 °C = 1; 60% % 3 HR). Posteriormente, las A. mellifera obreras recién
emergidas (24 h de edad) fueron cuidadosamente recolectadas y confinadas al azar
en jaulas de plastico.

Se establecieron dos tratamientos. Un grupo de A. mellifera inoculadas
(tratamiento I-DWV) oralmente con 5 pL de una suspension viral (1.0 x 10° nimero
de copias por abeja) en una solucién de sacarosa al 50%. Otro grupo de A. mellifera
no inoculadas con la suspensién viral (tratamiento N-DWV), como control. Luego,
50 A. mellifera obreras se mantuvieron en jaulas de plastico (3 réplicas por
tratamiento) con 3 g de sustituto de polen y se suministré jarabe de sacarosa 60%
ad libitum. Posteriormente, a los 5, 10, 15 y 20 dias post inoculacién viral (dpi) se
realizaron los ensayos de eleccién, tomando a 30 A. mellifera al azar de las tres

repeticiones.



Preparacion de estimulos

Para los ensayos conductuales se utilizaron como estimulos, el aceite esencial de
Mentha piperita L. y un estandar puro de alcohol bencilico, los cuales se obtuvieron
de manera comercial.

Bioensayos olfatométricos

La respuesta conductual de A. mellifera a los volatiles del aceite esencial de M.
piperita y el alcohol bencilico se realizé utilizando un olfatdmetro de tubo en Y de
vidrio (21 cm de largo con un diametro interno de 3 cm), con camaras de olor de
vidrio (15 cm de largo con un diametro interno de 3 cm) que se conectaron al
extremo de los brazos del tubo en Y para administrar el estimulo utilizando aire
filtrado a 280 mLmin~' con una bomba de aire de presion positiva. Se aplicd un
volumen de 10 pyL de cada estimulo diluido en etanol a una concentracion de 100
uLmL-" (Liu et al., 2023) a una tira de papel de filtro (1 x 7,5 cm). Se dejaron evaporar
los solventes durante 30 s y luego se colocaron dentro de una camara de olor. Se
utilizaron treinta A. mellifera obreras de 5, 10, 15y 20 dias de edad (120 A. mellifera
obreras en total) por ensayo y condicion de salud (I-DWV o N-DWV) (n=320). A cada
abeja obrera se le permitid moverse liboremente dentro del olfatdbmetro durante 6
minutos. La primera eleccion de cada insecto en ese periodo de tiempo en
cualquiera de los brazos del tubo en Y se considerd una eleccién. La distribuciéon de
eleccion se definié como: eleccion positiva al brazo donde se aplico el estimulo,
eleccion negativa al brazo sin estimulo y no elecciéon cuando al final del tiempo de
evaluacion el insecto no elige las zonas anteriormente mencionadas. Las A.
mellifera obreras fueron sometidas a pruebas de eleccién entre alcohol bencilico
versus aire y aceite esencial versus alcohol bencilico (n total = 640). Después de la

eleccion de cada abeja, se almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Para la cuantificacion de la carga viral (DWV) y la expresion de los genes
neuronales, AmNrx-1 y AmNIg-1 y los genes que codifican OBP 5y 11, se extrajo
ARN desde muestras individuales. Se seleccionaron entre 2 - 5 A. mellifera
dependiendo de la distribucion de estos en las elecciones realizadas en el ensayo

olfatométrico. Posterior a ello cada individuo fue diseccionado en tres; cuerpo,
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cabeza y antena. La extraccidn de los acidos nucleicos se realizé a cada érgano
antes nombrado. La extraccion de ARN desde cabeza y antena se llevo a cabo
segun Kim et al. (2019) y Mondet et al. (2015) con modificaciones dependiendo del
organo. En resumen, tanto las cabezas como las antenas se enfriaron a -80 °C y
luego se molieron agregando 200 yL de Trizol™ (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y 1 y 5 puL de Carrier RNA para cabeza y antena,
respectivamente, de acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Al homogeneizado se le afiadi6
etanol absoluto (100%) y 200 pL de cloroformo, y se incub6 a 4 °C por 10 min. Luego
se centrifugd dos veces, durante 5 miny 7 min a 10.000 x g a 4 °Cy, finalmente, se
recolecto el sobrenadante para la extracciéon de ARN. Por otra parte, la extraccion
de ARN desde cuerpo de A. mellifera se realizdé segun lo descrito por Vargas et al.
(2017). En resumen, cada cuerpo de abeja (sin antena ni cabeza) fue macerado en
una solucion tampén salina PBS, se colectaron 200 uL del macerado que fueron
utilizados para la extraccion de ARN. La extraccion del ARN se realizé siguiendo las
instrucciones proporcionadas por E.Z.N.A. Kit de ARN total | (Omega Bio-Tek,
Norcross, GA, EE. UU.). La calidad y el rendimiento del ARN se determinaron en un
espectrofotometro (Infinite 200 PRO NanoQuant, Tecan Group, Mannedorf, Suiza).
El ARN extraido se utilizé posteriormente para la sintesis de la primera cadena de
ADNCc, mediante el uso de la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las muestras de ADNc se almacenaron a -20 °C para su uso posterior.
Analisis de expresiéon génica

Para cuantificar la carga viral y la expresiéon de los genes neuronales, AmNrx-1'y
AmNIg-1 y los genes OBPs, se utilizaron cebadores especificos (Tabla 1). La
reaccion de qPCR se llevé a cabo utilizando 1x de KAPA SYBR FAST Universal 2x
gPCR Master Mix (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EE. UU.), siguiendo las
instrucciones del proveedor. Las muestras se llevaron a un volumen de reaccién de
15 uL, incluidos 20 ng de ADNc, 530 nM de cada cebador y agua de grado molecular
filtrada estéril para alcanzar los 15 L. Las condiciones de reaccion térmica fueron:
95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 15 s
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y 72 °C d urante 30 s. Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en un
termociclador Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.
UU.) y los datos se analizaron con el software MxPro (Stratagene, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). La expresion relativa de cada gen se
calculd6 después de la normalizacibn con un gen enddgeno (B-actina), como
describe Pfaffl (2001). De igual forma, para determinar la carga viral en cada
segmento de las A. mellifera (cuerpo, cabeza y antenas) se realizé la cuantificacion
absoluta de DWV-A. En resumen, se utilizé una curva estandar que utiliza un
producto de PCR purificado (Wizard®VR SV gel and PCR clean-up system,
Promega, Madison, WI, EE. UU.), perteneciente a la secuencia diana viral (Riveros
et al, 2020). Luego, el amplicon purificado se cuantifico mediante
espectrofotometria (EpochTM Microplate Spectrophotometer, BioTek, Winooski,
VT, EE. UU.) para calcular el numero de copias, segun Wu et al. (2017). Luego se

generaron c urvas estandar lineales (95-100% de eficiencia) utilizando una dilucién

Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados en la cuantificacion de la
expresion génica mediante PCR en tiempo real (QPCR)

Partidor Secuencia Referencia

AmNrx-1 F- CTGCTTCGAGCGACGACTAT Morfin et al., 2019
R- ACGACCGGATGGATGATTGG

AmNIg-1 F- ATGTCGAGGATGCTGCGACTGGA Biswas et al., 2008
R-CTACCTGTGCACTATCTCCTGTTGTA

DWV-A F-TATCTTCATTAAAGCCACCTGGAA  Yang y Cox-Foster,
R-TTTCCTCATTAACTGTGTCGTTGAT 2005

AmelOBP5 F- ATGCGGAAATCGTGCTTGCA Li et al., 2015

R- TGCCATTACTCACGGGAAGA

AmelOBP11 F- TGAGGATGTCGAAGCTACGGAA Li et al., 2015
R- CACGGAGCAATAAACGCTATGG

B-actina F- ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG Yang y Cox-Foster,
R- GACCCACCAATCCATACGGA 2005

Los datos se expresaron como el numero de copias de DWV-A por abeja considerando las diluciones
que se realizaron en la sintesis de ADNc y la reaccion de gPCR.
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en serie (1,0 x 10" a 1,0 x 10°) del nUmero de copias virales de ADNc purificado.
Posteriormente, los valores de Ct se representaron frente a los valores del numero
de copias (log10).

Por lo tanto, el numero de copias de la muestra se estimé utilizando los valores

de Cty las comparaciones con la ecuacion lineal de la curva estandar y los valores

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos olfatométricos

En las A. mellifera que fueron sometidas a la prueba de preferencia olfativa al
componente de la feromona (alcohol bencilico) versus etanol (F vs E) se observa
que la respuesta al ensayo fue superior en el dia 20 para A. mellifera N-DWV y muy
similares para el dia 5 (Figura 1). Por otra parte, se observa que en el ensayo del
componente de la feromona versus aceite esencial (F vs AE), para A. mellifera N-
DWYV, la mayor respuesta a la feromona fue el dia 10 frente a las A. mellifera I-DWV,
en cambio el dia 5 y 20 las respuestas fueron muy similares (Figura 2).

Por otra parte, para ambos ensayos (Figura 1 y 2), en A. mellifera inoculadas
con la suspension viral se observaron valores menores a 0,5 en el indice de
respuesta, indicando que las A. mellifera no prefieren ningun estimulo.

En tanto, para A. mellifera no inoculadas con la suspensién viral se observo un
indice de respuesta superior a 0,5, indicando que los compuestos evaluados
(Alcohol bencilico y aceite esencial de M. piperita) eran atractivos para el insecto.
No obstante, para el aceite esencial solo se observaron valores de indice superiores
a 0,5alos 10 y 15 DPI viral (Figura 2). Silva et al. (2021), lograron relacionar altos
niveles de carga del virus DWV-A y su efecto en el funcionamiento antenal de A.
mellifera, donde se encontr6 una disminucion significativa de la respuesta
electrofisiologica de la antena luego de 8 dpi viral, frente a un estimulo de aceite
esencial de M. piperita. Por otra parte, Shah et al. (2009) encontraron que el virus
altera la estructura celular en regiones criticas del cerebro, incluidos los neuropilos
responsables de la vision y el olfato, lo cual también estaria comprometiendo
funciones fisioldégicas. Ademas, se sabe que el DWV-A altera la expresion de

distintos genes, asi como es capaz de replicarse en distintas secciones de los
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I6bulos de percepcion sensorial, a la vez que afecta el metabolismo energético del
cerebro incidiendo en su memoria a largo plazo (Chen et al., 2021). Por lo tanto, hay
evidencia robusta que sostiene que el virus es capaz de afectar las capacidades y
el funcionamiento fisiologico de 6rganos sensoriales de la abeja, lo que podria ser
la explicacion del porqué se observa esta alteracion en las respuestas conductuales
del presente estudio (Figura 1y 2).

Por otra parte, se puede observar que A. mellifera N-DWV muestran conductas
correctamente relacionadas al polietismo temporal, donde A. mellifera con bajas
cargas virales (N-DWV) perciben mayoritariamente el componente de la feromona
entre los dias 10 y 15, relacionado a la conducta nodriza (Figura 2). A partir del dia
15 las A. mellifera comenzarian sus labores de recolectoras, por lo tanto, las A.
mellifera dejan de trabajar dentro de la colmena para dedicarse a la recoleccion de
néctar y polen, percibiendo mayoritariamente aromas florales. Finalmente, en el
dia20 dejan de preferir al componente de la feromona, por lo que los resultados de

las A. mellifera N-DWV demuestran conductas correctamente relacionadas al

Figura 1. indice de preferencia olfativa para A. mellifera no inoculadas (N-DWV) e
inoculadas (I-DWV) con la variante A del virus de las alas deformadas al alcohol
bencilico versus etanol en ensayo de tubo Y

0,8
0,7 P =0.008

P =0.005 P =0.008
0,6 x/{}
P=0.76

0,5 b4
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

—e—|-DWV
—-—N-DWV

indice de respuesta

5 10 15 20
Dias post inoculacion viral

P < 0,05, segun la prueba de Chi-cuadrado, junto al eje X indican diferencias significativas entre A.
mellifera no inoculadas e inoculadas para cada edad. IC 95%: Intervalo de confianza 95%.
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Figura 2. indice de preferencia olfativa para A. mellifera no inoculadas (N-DWV) e
inoculadas (I-DWV) con la variante A del virus de las alas deformadas al alcohol
bencilico versus aceite esencial de M. piperita en ensayo de tubo Y

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

P=0.004 P=0.008

indice de respuesta

5 10 15 20
Dias post inoculacion viral

P < 0,05, segun la prueba de Chi-cuadrado, junto al eje X indican diferencias significativas entre A.
mellifera no inoculadas e inoculadas para cada edad. IC 95%: Intervalo de confianza 95%.

desarrollo fisiologico de las A. mellifera.

En resumen, el ensayo olfatométrico permiti6 comparar la respuesta sensorial
de las A. mellifera 1-DWV y N-DWV y muestra con precision como potencialmente
el virus afecta la respuesta conductual en ensayos de olfatometria y como podria
afectar a nivel de campo.
Analisis de la carga viral y la expresiéon de genes
Carga viral del DWV-A. Respecto al analisis de la carga viral en las distintas
secciones del cuerpo de la abeja, se observé que todas aquellas A. mellifera I-DWV
presentan un aumento en las cargas virales desde el dia de inoculacién hasta el dia
final del ensayo. Si bien la carga viral detectada en las A. mellifera vario
significativamente entre las A. mellifera I-DWV y N-DWV para la cabeza, también
fueron influenciados por la edad de las A. mellifera (Wilks A = 0,09 ; F = 157,76; df
=6/414; P < 0,001 ) (Figura 3y 4).

Para el andlisis de las cargas virales en la cabeza de las A. mellifera (Figura 3),

estas fueron significativamente mas altas (P <0,05) en las A. mellifera I-DWV,
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Figura 3. Carga viral de DWV-A en cabeza de A. mellifera a diferentes edades en
que fuero n inoculadas (I-DWV) y no inoculadas (N-DWV)
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Letras diferentes indica diferencias significativas de acuerdo con pruebas de Bonferroni (P < 0.05)

(n=216).

Figura 4. Carga viral de DWV-A en antena de A. mellifera a diferentes edades en
que fueron inoculadas (I-DWV) y no inoculadas (N-DWV)
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Bonferroni (P < 0.05) (n=216).
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observandose un aumento de un 73% mayor del numero de copias virales por abeja,
en edades entre 10 y 20 dias de edad, en comparacion con las A. mellifera N-DWV,
donde se observo una carga viral basal al inicio del ensayo de 1,0 x 10*a 1,0 x 10°
numero de copias virales por abeja hasta el fin del experimento, sin reportar cambios
en la carga viral (Figura 3). Asi también, las cargas virales en antenas (Figura 4) de
A. mellifera variaron entre los tratamientos, donde se detectaron cargas virales
paraantenas I-DWV de 1,0 x 10% en el dia 5 a 1,0 x 10° numero de copias por abeja
en los dias 10, 15 y 20 dpi, representando un aumento de un 65% en comparacion
con A. mellifera N-DWV, que mostraron cargas virales de 1,0 x 10% namero de

copias por abeja a lo largo de todo experimento.

Expresion de genes OBP. En el analisis de |la expresion de los genes que codifican
para las OBP en las antenas de las A. mellifera, se observé que para el gen
AmelOBP5, a los dias 10, 15y 20 se redujo la expresion génica en todas aquellas
A. mellifera I-DWV con el virus comparado con las A. mellifera N-DWV (Figura 5).
Por otra parte, para los genes que codifican la OBP 11 se observé una disminucién
de la expresion relativa del gen para los dias 10, 15 y 20, observandose la mayor
diferencia para los dias 15y 20 de un 41% y 39% respectivamente, respecto a las
A. mellifera N-DWV (Figura 6).

Las OBP se han descrito como algunas de las moléculas mas importantes para
el reconocimiento de aromas, actuando como el primer puente entre el ambiente y
los insectos (Nakamura et al., 2016). A su vez, la respuesta conductual de las A.
mellifera es influenciada por la capacidad de percibir aromas, lo cual estaria
vinculado a los niveles de expresién de los genes que codifican las OBP. El
odorante, unido a una OBP es reconocido por un receptor de membrana neuronal
que transduce una sefial quimica en eléctrica, la cual se interpreta en el cerebro de
las A. mellifera. Por otra parte, la disminucion o el silenciamiento de las proteinas
OBP afectan la respuesta al compuesto asociado a esta OBP, tal como observaron
Zhou et al. (2004) donde se determiné que mutantes de Drosophila melanogaster
M. con deficiencia en la expresion del gen de la OBP LUSH, generé cambios en su
comportamiento, provocando una atraccion hacia el etanol, difiriendo de las

especies silvestres. Por otra parte, las OBPs son clave en la comunicacion de los
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Figura 5. Expresiéon de genes codificantes para OBP5 en antenas de adultos de A.
mellifera a diferentes edades y que fueron inoculadas (I-DWV) y no inoculadas (N-
DWV) con el virus DWV-A.
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en expresion relativa de genes de AmelOBP5 (OBP5)

Figura 6. Expresion de genes codificantes para OBP 11 en antenas de adultos de
A. mellifera a diferentes edades y que fueron inoculadas (I-DWV) y no inoculadas
(N-DWV) con el virus DWV-A.
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15

insectos. En efecto, se han encontrado en altos niveles en las sensilas de las
antenas de Bombyx mori L., y se ha demostrado que BmorPBP2, BmorGOBP2 y
BmorABPX, 3 proteinas OBP, se unen al componente de feromonas sexuales (Zhou
et al., 2009). En Culex quinquefasciatus S., la OBP CquiOBP1 se logra unir a
feromonas de oviposicion formando un ligando con esta proteina (Faro de Brito et
al., 2016).

Silva et al. (2021) demostraron que DWV-A condujo a una disminucion de la
expresion de los genes OBP 5 y 11, lo cual se relaciona directamente con la
disminucién de los genes que codifican las OBPs evaluadas en este estudio.

Por tanto, las disminuciones de la preferencia olfativa hacia el alcohol bencilico
observadas en este estudio pueden estar siendo generadas por la disminucién de
la expresion de los genes que codifican las proteinas OBP5 y OBP11. Esta
disminuciéon comprometeria el normal funcionamiento de las colmenas dado que las
OBPs son claves para coordinar la conducta de las nodrizas. El que las nodrizas no
prefieran el alcohol bencilico, indicaria un cambio en su conducta normal e
implicaria que dejan de atender de forma correcta a las larvas. Asi, este estudio
senala como la conducta de A. mellifera se veria comprometido antes del dia 20.
Expresion de genes neuronales, AmNrx-1 y AmNIg-1. Al analizar los genes
neuronales en cabeza de A. mellifera se logré identificar que A. mellifera inoculadas
con el patégeno presentaron una disminucion de la expresion génica para el gen
post-sinaptico AmNrx-1, donde se observd una disminucion para los dias 10, 15y
20 de 16%, 16% y 35% respectivamente, en comparacion con las A. mellifera no
inoculadas (Figura 7) , observandose la mayor diferencia de la expresion relativa el
dia 20.

Asi mismo, para el gen pre-sinaptico AmNIg-1 (Figura 8) se observé que para
los dias 10, 15 y 20 aquellas A. mellifera que fueron inoculadas con el virus pres-
entaron una disminucion en la expresion génica del 18%, 8% y 9%, respectivamente
(Figura 8). Las proteinas AmNrx-1 y AmNIg-1 se encargan de la sinapsis neuronal
de las A. mellifera y de procesos claves como el aprendizaje y la memoria,
demostrado en ensayos de respuesta de extension de la probdscide (PER) (Igbal y
Mueller 2007).
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Figura 7. Expresion relativa de genes codificantes de Neurexina (AmNrx-1) para
proteinas neuronales en cabezas de adultos de A. mellifera inoculadas (I-DWV) y
no inoculadas (N-DWV) con el virus DWV-A a diferentes edades.
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Figura 8. Expresion relativa de genes codificantes de Neuroligina (AmNIg-1) para
proteinas neuronales en cabezas de adultos de A. mellifera inoculadas (I-DWV) y
no inoculadas (N DWV) con el virus DWV-A a diferentes edades.
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Estas proteinas se pueden asociar a la respuesta conductual ya que participan
en el traspaso de informacion una vez que esta llega como estimulo al cerebro (Faro
de Brito et al., 2016). Ademas, la disminucién en la expresidn de estos genes podria
comprometer la salud de la colmena. Andino y Hunt (2011) informaron que los
acaros dafados (presuntamente masticados por las A. mellifera obreras) es un buen
indicador del comportamiento de acicalamiento. Por otra parte, Morfin et al. (2019)
demostraron que la proporcién de acaros dafiados esta ligado a la expresion de
AmNrx-1 en A. mellifera, por lo que una regulacion a la baja de este gen, como lo
observado en esta investigacion, provocaria disminuciones en conductas de
acicalamiento, empobreciendo la sanidad y comprometiendo la salud de la colmena.

Ademas, Morfin et al. (2020) encontraron regulaciones a la baja de AmNrx-1y
AmNIg-1 como efecto del patdgeno V. destructor en las colmenas y concluyeron
que la disminucion de estos genes podria explicar posibles alteraciones en el
comportamiento de las A. mellifera. Adicionalmente, en el presente estudio hemos
demostrado que en ausencia del acaro, la expresion de estos genes y la conducta
de las A. mellifera también pueden verse alterados, solo por la presencia del virus.

Si un patégeno cémo el DWV-A disminuye la expresién de los genes que
codifican para proteinas OBP, que son claves para la percepciéon olfativa, y
proteinas pre y post sinapticas, que son relevantes para el procesamiento de la
informacion, entonces la capacidad de coordinar conductas del insecto se veran
alteradas por los aumentos de las cargas virales de DWV-A en los distintos érganos
del insecto, en particular, en las antenas y cabeza como demuestra este estudio.

Se sugieren nuevos estudios para relacionar la conducta de las A. mellifera con

la expresidn de estos genes.

CONCLUSIONES

1. La variante A del virus de las alas deformadas (DWV-A) altera la respuesta
conductual de nodrizas de A. mellifera al componente alcohol bencilico, de la

feromona de alarma de las larvas.
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2. La variante A del virus de las alas deformadas (DWV-A) provoca una
regulacion a la baja de la expresion de los genes codificantes de las proteinas
de union a odorantes OBP 5y OBP 11, en antenas de A. mellifera

3. La variante A del virus de las alas deformadas (DWV-A) provoca una
regulacion a la baja de la expresidn de los genes codificantes para la proteina
presinaptica neurexina y postsinaptica neuroligina, en cabezas de A.

mellifera
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