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IDENTIFICACION DE HAPLOTIPOS DE VARROA DESTRUCTOR EN
DIFERENTES REGIONES DE CHILE Y SU RELACION CON LA INFECCION DEL
VIRUS DE LAS ALAS DEFORMADAS (DWV) EN APIS MELLIFERA.

IDENTIFICATION OF VARROA DESTRUCTOR HAPLOTYPES IN DIFFERENT
REGIONS OF CHILE AND THEIR RELATIONSHIP WITH DEFORMED WING
VIRUS (DWYV) INFECTION IN APIS MELLIFERA

Palabras indice adicionales: Acaro ectoparasito, abejas meliferas, virus

RESUMEN

El acaro Varroa destructor es un ectoparasito que infesta a Apis mellifera L., y es el
principal vector del Virus de alas deformadas (DWV) en abejas meliferas. Solo dos
haplotipos del acaro parasitan a A. mellifera, el haplotipo japonés (J) y el haplotipo
coreano (K). Se desconoce la relacion entre los haplotipos de V. destructor
presentes en Chile, y las variantes de DWV (DWV-A y DWV-B) que infectan a las
abejas. Se colectaron muestras de abejas meliferas y V. destructor, en colmenas
de diferentes regiones: Coquimbo, Metropolitana, Nuble y Los Rios. El analisis de
ADN mediante PCR-RFLP mostré que, en Coquimbo y Los Rios, el 100 % de los
acaros correspondian al haplotipo J, mientras que en la regién Metropolitana y
Nuble estaban presentes ambos haplotipos, predominando el haplotipo J con 97,5
% y 92,5 %, respectivamente. En un segundo muestreo se colectaron abejas
parasitadas con el acaro, se determino los haplotipos y mediante gPCR las variantes
y cargas virales de DWYV. Solo fue detectada DWV-A en abejas parasitadas por
ambos haplotipos. Las abejas parasitadas por acaros de haplotipo J presentaron
mayor carga viral que las abejas parasitadas por acaros de haplotipo K. La cadena
negativa de DWV-A solo se detect6 en acaros del haplotipo J, demostrando que
esta variante se replica en V. destructor. La variante DWV-B no fue detectada en

ninguna de las muestras analizadas.

SUMMARY
The Varroa destructor mite is an ectoparasite that infests Apis mellifera L. and is the



primary vector of Deformed Wing Virus (DWV) in honeybees. Only two haplotypes
of the mite parasitize A. mellifera, the Japanese haplotype (J) and the Korean
haplotype (K). The relationship between the V. destructor haplotypes in Chile and
the DWYV variants (DWV-A and DWV-B) infecting bees is unknown. Honeybees and
V. destructor samples were collected from hives in different regions: Coquimbo,
Metropolitan, Nuble, and Los Rios. DNA analysis using PCR-RFLP showed that, in
Coquimbo and Los Rios, 100 % of the mites were of the J haplotype. In contrast,
both haplotypes were present in the Metropolitan and Nuble regions, with the J
haplotype predominating at 97,5 % and 92,5 %, respectively. In a second sampling,
parasitized bees were collected, haplotypes were determined, and DWV variants
and viral loads were assessed using gPCR. Only DWV-A was detected in bees
parasitized by both haplotypes. Bees parasitized by mites of haplotype J had a
higher viral load than bees parasitized by mites of haplotype K. The negative strand
of DWV-A was only detected in mites of haplotype J, demonstrating that this variant
replicates in V. destructor. DWV-B was not detected in any of the analyzed samples.

INTRODUCCION
La abeja europea Apis mellifera L. es un agente polinizador universal con gran
eficacia, lo cual la convierte en un factor clave para la agricultura mundial. Es por
esto que las abejas cumplen un rol crucial en la produccion de alimentos para el
consumo humano (Aizen et al., 2008; Aizen y Harder, 2009; Garibaldi et al., 2013).
Sin embargo, estos insectos son afectados por distintos parasitos y patégenos que
afectan su salud e incrementan la pérdida de colonias en la temporada de invierno.
Entre los numerosos patdégenos que afectan la salud de A. mellifera (Genersch,
2010) se encuentra el acaro ectoparasito Varroa destructor, el cual se reproduce en
las celdas de cria, alimentandose del cuerpo graso de A. mellifera en distintos
estadios de su crecimiento (Ramsey et al.,, 2019). V. destructor originalmente
parasitaba solo a Apis cerana en el este asiatico, pero debido al alto indice de
polinizacion y produccion de miel de A. mellifera, esta abeja fue introducida en la
agricultura en diversas regiones del mundo (Moritz et al., 2005; Pirk et al., 2016), lo

que propicio el contacto con las abejas endémicas del este de Asia y sus acaros



parasitarios (Anderson y Morgan, 2007).

Se estima que a mediados del siglo veinte V. destructor realizé un salto de
hospedero a A. mellifera, propagandose alrededor del mundo (Rosenkranz et al.
2010), convirtiendose en una gran amenaza para la agricultura y produccion de
alimentos a nivel mundial (Anderson y Trueman, 2000; Rosenkranz et al., 2010;
Thoms et al., 2019).

En las colmenas existen variaciones en los rangos de infestacion provocados
por V. destructor (Mortensen et al., 2015). Sin embargo, aunque no hay un
consenso, la genética de este acaro y de A. mellifera se consideran los principales
factores de esta variacion (Guzman-Novoa et al., 2012; Mortensen et al., 2015).

Anderson y Trueman (2000) evaluaron la morfologia y genética de 18 haplotipos
de V. destructor de distintas regiones del mundo, pero solamente el haplotipo
coreano (K) y japonés (J) fueron reportados parasitando A. mellifera.

Se ha reportado que el haplotipo K se diseminé por Asia del norte, medio oriente,
Africa, Europa, Centroamérica y norte América. Por otra parte, el haplotipo J se
propagd por Asia del sur, Tailandia y Sudamérica (Anderson y Trueman, 2000;
Solignac et al., 2005; Navajas et al., 2009), actuando como vectores de multiples
virus (Genersch y Aubert, 2010), principalmente el virus de las alas deformadas
(DWV) (Amdam et al., 2004).

Tanto el &caro V. destructor, como DWYV son causantes de grandes pérdidas
de colonias, principalmente en la temporada de invierno en todo el mundo (Carreck
et al., 2010; Genersh et al., 2010; Guzman-Novoa et al., 2010; Le Conte et al., 2010;
McMahon et al., 2016; Natsopoulou et al., 2017).

El virus de las alas deformadas (DWV) es un virus de ARN monocatenario de
sentido positivo, que pertenece a la familia Iflaviridae del orden Picornavirales
(Bailey y Ball, 1991). Los sintomas que se observan en las abejas infectadas por
este virus incluyen abdémenes inflamados en abejas adultas y alas deformadas.
Ademas, se ha observado que la infestacion con el DWV afecta el proceso de
memorizacion y altera el sistema nervioso central y periférico de A. mellifera (Lanzi
et al., 2006; Benaets et al., 2017; Grozinger y Flenniken, 2019). En ausencia del

acaro, DWV se transmite horizontalmente (Yue et al., 2007; Chen et al., 2006;



Gisder et al., 2009) y verticalmente (Yue et al., 2007; De Miranda y Fries, 2008).
Estos métodos de propagacién principalmente conllevan a infecciones de caracter
asintomatico (De Miranda y Genersch, 2010; Forsgren et al., 2012).

Se han reportado diferentes variantes de DWV (DWV-A, DWV-B, y DWV-C)
(Wilfert et al., 2016; Martin et al., 2012; Mordecai et al., 2016; Ryabov et al., 2019).
Sin embargo, en Chile solo se han reportado las variantes DWV-A y DWV-B
(Riveros et al., 2019). A la fecha aun se discute si estas variantes difieren en su
virulencia para las colmenas y si las distintas variantes del virus se replican tanto en
A. mellifera como en V. destructor.

Diversos estudios que utilizaron distintos enfoques moleculares basados en
PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) reportaron la cadena negativa de DWV en
acaros, la cual correspondia a la variante DWV-B, lo que indicaria la replicacion
activa de DWYV en el acaro (Gisder et al., 2009; Campbell et al., 2016; Gusachenko
et al., 2020; Annoscia et al., 2019). Por otra parte, Gisder y Genersch (2020)
demostraron, mediante andlisis de hibridacion in situ con fluorescencia, la infeccion
de DWV-B en distintos tejidos de V. destructor, pero no la presencia de DWV-A.
Ademas, se demostré que DWV-B es mas virulento que DWV-A para las colonias
de abejas en Europa (Gisder et al., 2018; McMahon et al., 2016; Natsopoulou et al.,
2017). Sin embargo, se desconoce si existe una relacion entre: los haplotipos del
pardsito y la replicacion de las diferentes variantes del virus de las alas deformadas
en el 4caro.

Dado los antecedentes presentados, el objetivo principal de esta investigacion
fue identificar los haplotipos de V. destructor presente en los apiarios chilenos y

determinar la relacién entre haplotipos y la infeccion por DWV en abejas.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de muestras y disefio de ensayos experimentales

Las muestras de A. mellifera y V. destructor fueron suministradas por apicultores de
territorios de la zona norte, centro y sur del pais. Las cuales correspondieron a las
regiones de Coquimbo; Metropolitana; Nuble y Los Rios. Para el anélisis de

identificacion de haplotipo de V. destructor se extrajo ADN de 40 acaros al azar,



provenientes de cada region. En un siguiente andlisis se extrajo ARN para la
cuantificacion de la carga viral de abejas de cada region mediante qPCR y se
determind la variante del DWV presente en las colmenas utilizando los partidores
descritos por McMahon et al. (2016).

Posteriormente, en un segundo muestreo se colectaron individualmente 70
abejas parasitadas por el &caro en la regiéon de Nuble y 80 de la region de Los Rios,
a fin de relacionar directamente el haplotipo del acaro, la carga y variante viral de
DWYV en cada acaro y su abeja parasitada. Para esto, se extrajo el ARN de las
abejas para cuantificar la carga viral e identificar la variante del DWV, luego a los
acaros asociados se les extrajo el ADN para la identificacion de haplotipo y ARN
para la cuantificacion de la carga viral e identificacion de la variante de DWV. De
estas muestras se seleccionaron 10 de cada haplotipo (J y K) para detectar la
cadena negativa correspondiente a DWV y determinar si existe replicacion viral
dentro del &caro.

Extraccion de ADN e identificacion de haplotipo por RFLP

Para identificar los haplotipos Ky J de V. destructor, se utiliz6 el marcador molecular
RFLP para el estudio de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion.
Para esto, se extrajo el ADN total de V. destructor utilizando el kit comercial
E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit, siguiendo el protocolo del fabricante, el ADN extraido
fue almacenado a -80 °C. Posteriormente se realiz0 la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) amplificando la regién mitocondrial citocromo oxidasa 1 (Cox1),
utilizando los partidores especificos disefiados por Solignac et al. (2005); F- 5’-TAC
AAA GAG GGA AGA AGCAGCC-3' y R-5-GCC CCT ATT CTT AAT ACATAG TGA
AAATG-3’ (Tabla 1). La mezcla de PCR contenia 1 uM de ADN gendmico, 0,5 uM
del partidor oligonucleétido y 12,5 uM de Dream Tag Green PCR Master Mix (2X)
(Thermo Fisher Scientific, Berlin, Alemania) en un volumen total de 25 pM. La
condicién de ciclos de PCR se realizé segln lo descrito por GajiC et al. (2013).
Luego, los fragmentos generados fueron tratados por una enzima de restriccion. En
resumen, el mix de digestion enzimatica contuvo 10 pM del PCR mix, 16 puM de
agua libre de nucleasas, 10 uM de 10 X Buffer Sacl y 3 uM de la enzima Sacl

(Thermo Scientific, USA). La mezcla se incub6 a 37 °C por 1 hora, el producto se



carg6 en un gel de TBE con agarosa al 1 % y se visualizo con luz ultravioleta. Para

una identificacion positiva, se consideraron dos fragmentos (128/124 bp y 252/256

bp) para el haplotipo J y un solo fragmento (376 bp) para el haplotipo K (Solignac et

al., 2005).

Tabla 1. Partidores utilizados para analisis de cuantificacion génica y cuantificacion

de carga viral.

-B-actin R

R-GACCCACCAATCCATACGGA

Nombre partidor | Secuencia Referencia

SACI F- TAC AAA GAG GGAAGAAGCAGCC Solignac et
R-GCC CCT ATT CTT AAT ACATAG TGAAAATG | @ 2005

Adapter-DWV | CTTGGTTAGCTGTGTTGCAGTTGCTGTAGTCA | Ryabov et

CP (4917-4939), | AGCGGTTACTTGAG al., 2014

F

Adapter-VDV-1 | CTTGGTTAGCTGTGTTGCAGTTGCTGTAGTTA | Ryabov et

CP (4890-4912), | A 3CGGTTATTAGAA al., 2014

F

- Adapter, F F- CTTGGTTAGCTGTGTTGCAGTTG Ryabov et

- DWVCP (5013- | p_ GGAGCTTCTGGAACGGCAGGT al., 2014

4993), R

~Adapter, F F-CTTGGTTAGCTGTGTTGCAGTTG Ryabov et

-VDV-1 CP | R- GGTGCTTCTGGAACAGCGGAA al., 2014

(4986-4966), R

“DWV-F2MOD | F - TATCTTCATTAAAGCCACCTGGAA McMahon

-DWV-R2a R — TTTCCTCATTAACTGTGTCGTTGAT etal., 2016

VDV-F2 F-TATCTTCATTAAAACCGCCAGGCT McMahon

-VDV-R2a R- CTTCCTCATTAACTGAGTTGTTGTC etal, 2016

“B-actin F F- ATGCCAACACTGTCCTTTCTGG Yang et al.,

2005




Los fragmentos de ADN amplificado fueron enviados a secuenciar al laboratorio de
secuenciacion automéatica de la Universidad Catdlica de Chile, Santiago. Una vez
obtenida la secuencia, estas fueron evaluadas mediante la comparacion de
nucleodtidos mediante un alineamiento mdultiple con secuencias tipo obtenidas de
NCBI. El haplotipo J y haplotipo K de V. destructor fueron identificados
positivamente mediante la presencia de la secuencia de la regién de corte de la
enzima de restriccion Sacl (Introvergen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.)
con puntos de reconocimiento 5°...GAGCTC...3" y 3...CTCGAG...5" (Anderson y
Fuchs, 1998).

Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Para la cuantificacion de la carga viral (DWV) se extrajo el ARN total de individuos
adultos de A. mellifera y de sus acaros montados, que fueron colectados en cada
punto de muestreo. En resumen, las abejas y &caros fueron maceradas
individualmente en PBS, posteriormente se colectaron 200 pL y 100 pL del
macerado de abejas y varroa, respectivamente y se utilizaron para la extraccion de
ARN. La extraccion de ARN se realiz6 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 con un espectrémetro (Infinite 200 PRO
NanoQuant, Tecan Group MAnnedorf, Suiza). EI ARN extraido se utilizd
posteriormente para la sintesis de la primera cadena de ADNc, mediante el uso de
la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Introvergen, Life Technologies, Carlsbad,
CA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras de
ADNCc se almacenaron a -20°C para su posterior uso.

Andlisis de carga viral

Para cuantificar la carga viral, se utilizaron cebadores especificos (Tabla 1). La
reaccion de gPCR se llevo 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 pL, incluidos 20 ng de ADNc, 530 nM de cada cebador y agua de grado molecular
filtrada estéril. Las condiciones de reaccion térmica que se utilizaron fueron de: 95

°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 s; 60 °C durante 15 sy



72 °C durante 30 s. Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en un
termociclador Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.
uu.).

Para determinar la carga viral en cada abeja y Varroa se realizo la cuantificacion
absoluta de DWV-A. En resumen, se utilizé una curva estandar que usa un producto
de PCR purificado (Wizard®VR SV gel and PCT clean-up system, Promega,
Madison, WI, EE. UU.), perteneciente a la diana viral. A continuacién, el amplicon
purificado se cuantific6 mediante espectrofotometria (EpochTM Microplate
Spectrophotometer, BioTek, Winooski, VT, RR. UU.) para calcular el nimero de
copias del virus, segun Wu et al. (2017). Luego se generaron curvas estandar
lineales (95-100 % de eficiencia) utilizando una dilucién en serie (1,0 x 10ta 1,0 x
10° del nimero de copias virales de ADNc purificado. Consecutivamente, los
valores de Ct se representaron frente a los valores del nimero de copias (Logzo). El
ndamero de copias de la muestra se estimo utilizando los valores de Ct y las
comparaciones con la ecuacion lineal de la curva estandar y los valores de
normalizacion del gen B- actina (Yang et al., 2005). Luego, los datos se expresaron
como el numero de copias de DWV-A por muestra considerando las diluciones que
se realizaron en la sintesis de ADNc y la reaccion de qPCR.

Identificacidén y cuantificacion de la cadena negativa de DWV

Para identificar y cuantificar la cadena negativa del DWV, tanto en abejas como en
acaros, el ARN extraido se utiliz6 para la sintesis de ADNc segun las
recomendaciones de Ryabov et al. (2014). En resumen, la sintesis de ADNc se llevo
a cabo utilizando la enzima transcriptasa inversa Superscrit 11l (invitrogen) siguiendo
las recomendaciones del fabricante, utilizando los partidos especificos para la
cadena negativa de ARN de DWV-A (Tabla 1). Luego para la cuantificacion de la
hebra negativa se utiliz6 1x de KAPA SYBR FAST Universal 2x qPCR Master Mix
(Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Las muestras se llevaron a un volumen de reaccion de 15 pL, incluidos
20 ng de ADNCc, 530 nM de cada cebador especifico para la deteccién de la hebra

negativa (Tabla 1) y agua de grado molecular filtrada estéril, para alcanzar los 15
ML.



Analisis estadistico
Las diferencias estadisticas en las cargas virales en las abejas se estimaron
mediante ANOVA. Luego se utilizé la prueba HSD de Tukey (p < 0,05) para separar

las medias entre los tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de haplotipos de V. destructor, utilizando el marcador RFLP, indicé una
predominancia en la distribucién del haplotipo J por sobre el haplotipo K (Figura 1).
En efecto, en las regiones de Coquimbo (n=40 acaros) y Los Rios (n=40), el 100 %
de las muestras de V. destructor correspondieron al haplotipo J, mientras que en las
regiones Metropolitana y Nuble estan presentes ambos haplotipos, donde el 97,5 %
y 92,5 % corresponden al haplotipo J y el 25 % y 7,5 % al haplotipo K,
respectivamente (Tabla 2). En cuanto al porcentaje de infestacion del acaro sobre
las colmenas analizadas, el mayor indice se reporta en la regiéon de Coquimbo (14,9
%), mientras que el menor indice lo presenta la region de los Rios (3,8 %), ambos
presentando el 100 % de muestras de &caros identificados como haplotipo J (Tabla
2), mientras que el haplotipo K solo se identific6 en las regiones Metropolitana y
Nuble, con baja prevalencia.

En un estudio previo, el 95 % de los acaros provenientes de Chile, (n=128)
correspondieron al haplotipo K (Solignac et al., 2005). Estudios similares realizados
en distintas provincias de Argentina indican que el 100 % de sus muestras
corresponden al haplotipo K (Maggi et al., 2012; Muntaabski et al., 2020), al igual
que lo reportado en Uruguay (Mendoza et al., 2020). Con las multiples entradas de
colonias provenientes de distintas partes del mundo a Sudamérica la distribucion de
las poblaciones de haplotipos de V. destructor puede variar en el tiempo, como lo
reportado en Brasil, en donde previamente el haplotipo J era el mas prevalente
(Garrido et al., 2003). En estudios posteriores, se demostré la predominancia del
haplotipo K en regiones con distintas caracteristicas climaticas y geograficas a lo
largo de Brasil (Pinto et al., 2022; Strapazzon et al., 2009), exceptuando areas con
barreras geograficas que probablemente han retrasado o impedido la diseminacion

del haplotipo K.
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Figura 1. Patrones RFLP de la secuencia Cox1 representando los haplotipos de V.
destructor.

Haplotipo

Dos bandas correspondenientess al haplotipo J (250 y 120 bp) y banda Unica correspondiente al
haplotipo K (370 bp). M:100 bp ladder

Tabla 2. Haplotipos de V. destructor en diferentes regiones del pais.

Redqién N.° cmeha Infestacién | N.°de Haplotino
9 Colmenas (%) Acaros plotip
colecta

Coquimbo 59 Noviembre | 0,2-14,9 40 100 % (J)
2021

Santiago 29 Marzo 1,1-7,9 40 97,5 % (J)

2022 2,5 % (K)

Nuble 49 Noviembre | 0,8-7,7 40 92,5 % (J)

2021 7,5 % (K)

Los Rios 25 Enero 0,7- 3,8 40 100 % (J)
2022

En Chile debido a la existencia de barreras geograficas presentes a lo largo del
territorio, como lo son, la cordillera de Los Andes, el océano Pacifico y el desierto
de Atacama, posiblemente se de origen a un efecto de “isla geografica” en la
propagacion del haplotipo K, lo que favoreceria la prevalencia del haplotipo J en el
territorio. Estos resultados contrastan con lo reportado previamente por Solignac et
al. (2005), lo que puede deberse a que estos apiarios se encuentren en zonas con
diferentes caracteristicas geograficas, o con un bajo intercambio de material
biolégico entre apicultores de la zona con territorios aledafios y las muestras
encontradas en la region de Nuble y Metropolitana identificadas como haplotipo K
sean provenientes de poblaciones aisladas.

El alineamiento de secuencias multiple del gen Cox1 (Tabla 3) de 3 secuencias
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del haplotipo J (Sec.Nuble, japonés), determinadas por PCR-RFLP, indic6 que
comparten un 100 % de homologia de secuencia con la secuencia tipo de V.
destructor haplotipo J (GQ379069.1). A su vez, las secuencias (n=3) determinadas
como haplotipo K (Sec.Nuble, Coreano), difieren en la region de reconocimiento de
la enzima Sac/ (5°...GAGCTC...3"), en donde el nucleétido Adenina es reemplazado
por el nucledtido Guanina (5'..GGGCTC..3") (Tabla 3), lo que valida los resultados
obtenidos usando el marcador RFLP y confirma la presencia de ambos haplotipos

de V. destructor en Chile.

Tabla 3. Alineamiento de secuencias de V. destructor correspondiente al gen Cox1
segun Blast (NBCI).

GQ379069.1 |T|G|T|A|T|G|A|G|C|T|C|A|T|C|IA|T|A|T|A|T
V. destructor

()

SecNuble’ * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
japonés
SeC.NubIe,******G*************
coreano

AF1068991 * * * * * * G * * * * * * * * * * * * *
V. destructor

(K)

KU1967841 * * * * * * G * * * * * * * * * * * * *
V. destructor

(K)

* Indica similitud de nucleétido. J indica haplotipo Japones, K indica haplotipo Coreano.

Los resultados de la cuantificacion de carga viral en las abejas indican que las
muestras provenientes de la region de Nuble poseen una carga viral de 10,7 (logio
namero de copias virales por abeja) siendo esta la region donde se detecto la mayor
carga viral. Por otra parte, para el resto de las regiones analizadas no se observaron
diferencias significativas en la cuantificacion viral (Figura 2). Esto podria deberse a
que, en la region de Nuble, se detectd el mayor porcentaje de acaros del haplotipo
K (Tabla 3), y se ha descrito que este haplotipo es mas infeccioso (De Guzman et

al., 1997; Anderson y Trueman, 2000), Sin embargo, nuevos estudios son
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necesarios para validarlo.

En relacion con la deteccion de las variantes de DWV, solo identifico la variante
A, en las muestras de abejas seleccionadas al azar. La variante B no fue detectada
en ninguna de las muestras analizadas. Esto podria deberse a que la variante B ha
sido recientemente detectada en apiarios del pais y en una muy baja prevalencia (3
% aproximadamente), en contraste con la variante A, que se encuentra en el 71 %

de los apiarios analizados por Riveros et al. (2019).

Figura 2. Carga viral de la variante A del virus de las alas deformadas (DWV-A) en
A. mellifera provenientes de apiarios de diferentes regiones de Chile.
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Letras diferentes indica diferencia significativa entre medias segin prueba de Tukey (p < 0,05)

Relacion entre el haplotipo de Varroa destructor y la infeccion del virus de las
alas deformadas (DWV) en sus hospederos.

Respecto de la carga viral detectada en Varroa destructor, se observd que los
acaros de haplotipo J provenientes de la region de los Rios y de la regién de Nuble,
presentaron una mayor carga viral que los acaros de haplotipo K de la region de
Nuble (Figura 3). A su vez, las abejas asociadas a los acaros del haplotipo J
presentaron una carga viral de DWV-A significativamente superior a la carga viral

en abejas asociadas a los &caros de haplotipo K (Nuble K) (Figura 3).
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Figura 3. Carga viral de la variante A del virus de las alas deformadas (DWV-A) en
A. mellifera y haplotipos de V. destructor.
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Por otra parte, solo se detecto la cadena negativa de DWV-A en acaros del haplotipo
J (10/10) (Figura 4), lo cual indica que esta variante se esta replicando en el &caro,
aumentando su carga viral. Esto tiene una implicancia epidemiolégica, ya que un
aumento de carga viral esta asociado a una mayor severidad de sintomas en las
abejas y una transmision mas efectiva y dafiina (De Miranda y Genersch, 2010;
Forsgren et al., 2012).

Estos resultados difieren de los de Gisder y Genersch (2020), quienes
determinaron que el DWV-A no se replica en Varroa. Estos autores detectaron
mediante un analisis FISH (fluorescence in situ-hybridization) solo a la variante
DWYV-B en tejidos celulares en Varroa. No obstante, este estudio no caracteriza los
haplotipos del acaro, es decir, no se determina si las Varroas utilizadas para la
deteccion del virus son haplotipo J o K.

En el presente estudio, la cadena negativa de DWV-A no se detectd en varroas
del haplotipo K (0/10) (Figura 4). Los resultados de la presente investigacion dan
evidencia de que la variante DWV-A no se replica en varroas del haplotipo K y solo

se replica en varroas del haplotipo J.
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Aun cuando Gisder y Genersch (2020), no determinan el haplotipo de acaro
utilizado en su investigacion, es probable que este presuntamente fuera del
haplotipo K, que es el mas prevalente en Europa (Traynor et al., 2020). Esto podria
explicar porqué no detectan a la variante DWV-A replicandose en las varroas y solo

detectan a la variante DWV-B.

Figura 4. Deteccion de cadena negativa de DWV-A.

Control + Haplotipo J Haplotipo K

s

——— - G A @ G .

M: Marcador de 100 bp; Control +: A. mellifera infectadas con DWV-A; Haplotipo J: Varroa destructor
haplotipo Japones, Haplotipo K: Varroa destructor haplotipo Coreano

Este estudio demuestra por primera vez que la variante DWV-A se replica en V.
destructor y que esta replicacion es dependiente del haplotipo del acaro.
Para dar robustez a estos resultados, se sugiere realizar nuevos estudios con un

mayor numero de muestras del acaro y con ambas variantes de DWV.

CONCLUSIONES
1. En las colmenas analizadas estan presentes los haplotipos Coreano (K) y

Japonés (J) de Varroa destructor.

2. El haplotipo prevalente en las colmenas analizadas es el haplotipo Japonés (J).

3. Se detecta la cadena negativa de la variante A del Virus de las alas deformadas
(DWV-A) en acaros del haplotipo J, demostrando que DWV-A se replica en Varroa

destructor.
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