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Résumé

L’acarien ectoparasitaire Varroa Destructor fait partie des menaces les plus nuisibles pour les
colonies d’abeilles Apis Mellifera. Son infestation provoque un déclin de la survie des colonies a
travers le monde. L’utilisation de la génétique peut permettre de caractériser les populations d’acariens
afin de comprendre son histoire de colonisation et d’appliquer une lutte adaptée contre ce parasite.
Nous avons réalise une revue et une méta-analyse de 1’ensemble des données génétiques disponibles
sur Varroa Destructor ainsi qu’une cartographie de leur distribution a travers le monde. Une analyse
de la diversité genétique de colonies d’abeilles originaires de France, de Suisse, de Nouvelle-Zélande,
des Etats-Unis et des Pays-Bas a été réalisée. L’analyse du séquengage de I’ADN mitochondrial a
révélé la repartition des haplotypes de Varroa en France avec la mise en lumiére d’une diversité

génétique particuliére en Corse par rapport au reste du territoire.

Mots clefs : Varroa Destructor - France - haplotype - Apis Mellifera - ADN mitochondrial

Abstract

The ectoparasitic mite Varroa Destructor is one of the most harmful threats to the honeybee
(Apis Mellifera) colonies. Its infestation causes a fall in the survival of colonies across the world. The
use of genetics can be very useful to characterize mite populations in order to understand the history
of colonization of the mite and apply an adapted strategy against this parasite. We carried out a review
and a meta-analysis of all the data available on Varroa Destructor genetic diversity. Its distribution
around the world is also presented. An analysis of the genetic diversity of bee colonies from France,
Switzerland, New Zealand, the United States and the Netherlands has been carried out. Analysis of the
mitochondrial DNA sequencing revealed the distribution of haplotypes in France with the highlighting

of a particular genetic diversity in Corsica compared to the rest of the territory.

Keywords: Varroa Destructor - France, haplotype - Apis Mellifera - mitochondrial DNA



1. Introduction

Le déclin du nombre de pollinisateurs menace I’économie mondiale en raison de leur
importance pour ’agriculture. Il est estimé que 35% des cultures sont dépendantes de I’action des
pollinisateurs (Klein et al. 2006). Parmi les espéces pollinisatrices, 1’abeille mellifere (Apis mellifera)
est considérée comme une des plus importante du fait de sa forte contribution aux cultures agricoles a
travers le monde (LaSalle and Gauld 1993). L’abeille assure le transport du pollen et permet ainsi la
reproduction des plantes a fleur. Etant I’espéce la plus domestiquée, elle a été dispersée a travers les
continents (Moritz et al. 2005) dans des localités a la biodiversité parfois bien différente de son

environnement européen d’origine.

En Asie, son utilisation pour I’apiculture I’a exposé a de nouvelles menaces. En effet, les deux
especes d’abeille majoritairement utilisées sur le continent sont Apis mellifera et Apis Cerana, avec
parfois la présence simultanée des colonies dans les mémes localités. A. Cerana est une espéce
tolérante a I’acarien ectoparasite Varroa Destructor. Pour la premiere fois dans les années 60, ce
pathogene est découvert parasitant A. mellifera aux Philippines (Delfinado 1963). Cette sympatrie
aurait fortement favorisé le changement d’hote observé (Beaurepaire et al 2015, Rosenkranz et al
2010). Varroa destructor a ensuite été dispersé a travers le monde par I’homme pour son utilisation en
apiculture (Sammataro et al. 2000) et est maintenant présent sur tous les continents (Ruttner et al.
1983, De Jong 1982). En quelques dizaines d’années, Varroa destructor est aujourd’hui devenu la
menace biotique la plus nuisible pour A. mellifera (Boeking et al. 2008) contribuant de maniére
significative a la disparition des colonies dans le monde (Genersch et al. 2010). L’infestation entraine
en effet une diminution de la durée de vie de 1’abeille occidentale (Amdam et al. 2004) et il est estimé
que les individus infectés par Varroa ont une baisse des performances de vol (Duay et al. 2002). Le
parasite se nourrit et se reproduit dans les cellules de couvain (Rosenkranz et al. 2010) et entraine une
baisse de leur développement. L’impact majeur de Varroa sur 1’abeille occidentale (A. Mellifera) est
d au Deformed Wing Virus (DWV) dont il est vecteur (Wilfert et al. 2016). L’infestation de 1’abeille
par ce pathogene peut entrainer des symptomes ayant un impact drastique sur la survie d’une colonie
d’abeille comme la paralysie des ailes et le raccourcissement de 1’abdomen (Boecking and Genersch
2008).

La lutte contre le parasite et ses effets néfastes sur les colonies peut étre menée par 1’utilisation
de la génomique et par la compréhension de la diversité genétique de Varroa. Surveiller cette diversité

peut permettre de comprendre I’histoire démographique de 1’acarien et sa colonisation sur A. Mellifera



par I’observation de son évolution récente. Dans un deuxieme temps, la génomique peut aider a mieux

évaluer ses capacités d’adaptation.

Dans ce rapport, une revue et une métanalyse des publications scientifiques qui ont interrogé
la diversification génétique des populations de Varroa chez différentes espéces d’abeille seront
présentées. Il sera également réalisé une analyse de la diversité génétique des acariens infestant des
colonies Frangaises, Néo-Zélandaises, Américaines et Suisses. L’objectif est de comprendre la
dynamique d’infestation de varroa et ainsi d’identifier comment 1’acarien se propage. Il sera discuté
des outils moléculaires utilisés ainsi que des résultats des analyses qui améneront a s’interroger sur les

limitations actuelles de ces études et les perspectives d’amélioration dans les années futures.

2. Matériels et méthodes

Méta-analyse

Une étude bibliographique a permis d’identifier 20 publications ayant produit des données sur

la diversité génétique de Varroa Destructor dans différentes populations d’abeille.

Les séquences produites par ces études ont été récupérées sur Genbank et ont ensuite été
alignées sur la séquence de référence du génome mitochondrial de Navajas et al. (2002) (numéro
d’accession Genbank : AJ493124.2). L’alignement des séquences a été réalisé avec le logiciel Mega
en utilisant la méthode Clustal W. La matrice a été réalisée avec les 4 genes les plus utilisés dans la
littérature (cytochrome oxydase 1(cox1), cytochrome oxydase Il (cox3), ATP synthase 6 (atp6) et
cytochrome b (cytb)) et présente tous les différents haplotypes observés chez Varroa Destructor
(Anderson et Trueman 2000, Navajas et al. 2010, Gajic¢ et al. 2013, Muntaabski et al. 2020).

Pour la réalisation des différentes cartes, des données regroupant les haplotypes connus ainsi
que leurs positions géographiques ont été intégrées dans le systeme d'information géographique Arcgis

et cartographiées a deux échelles, internationale et régionale pour 1'Asie et I’Europe.

Echantillonnage de Varroa Destructor

Des abeilles de 1’espéce Apis Mellifera ont été récoltées a travers 1500 colonies localisées en
Europe et aux Etats Unis. Ces abeilles ont été prélevées par des apiculteurs, certaines étant porteuses
de I’acarien Varroa phorétique. L’ADN a été extrait et sequencé en mélange de facon a obtenir une

profondeur de 30x du génome de I’abeille. Cette méthode d’extraction a permis de récupérer I’ADN
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de Varroa Destructor qui parasitait son hote. A la sortie du séquenceur, les fichiers fastq obtenus ont
été alignés avec BWA de la suite de logiciel Samtools. L’alignement a été réalisé sur le génome de
référence de I’abeille auquel a été rajouté le génome de référence de la mitochondrie de Varroa
Destructor (numéro d’accession genbank : NC_004454.2).

Analyse de I’ADN mitochondrial

Cette étude a éte faite a partir de 153 alignements récupérés sous format BAM ainsi que de
méta données associées a I’¢chantillonnage des colonies telles que leur localisation géographique. En
utilisant la suite de logiciels Samtools, il a été extrait la séquence complete du génome mitochondrial
pour chaque colonie a I’aide de la commande bcftools mpileup -f . Une liste des variations de ces

nouvelles séquences par rapport a celle de référence a été réalisée avec la commande bcftools call -cv.

3. Résultats
Méthodes d’identification de la diversité génétique

L’ADN mitochondrial (ADNmt) de Varroa Destructor a été largement utilisé a travers
différentes méthodes pour analyser la diversité génétique de I’acarien (Annexe: Table 1). La
technique d’amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD) a permis d’obtenir un apercgu de la
structure des populations de Varroa Destructor collectées dans les colonies d'A Mellifera et A. Cerana.
L’amorce la plus utilisée est OPE-07 (5’ AGATGCAGCC) (Kraus et Hunt, 1995). Cette méthode
permet I’identification de deux haplogroupes, le « Russian » (R), caractérisé par 3 bandes (866, 766 et
671 pb) lors de la migration sur gel des produits RAPD, et le « Japan » (J) caractérisé par 2 bandes
(866 et 671 pb) (De Guzman et al. 1997). L haplogroupe R sera renommé « Korean » (K) par Anderson

et Trueman (2000) en raison des différentes hypothéses faites sur le pays d’origine de 1’haplogroupe.

L’amplification par PCR d’un fragment du géne codant pour coxl de ’ADNmt permet de
distinguer les deux haplogroupes J et K apres digestion par I’enzyme de restriction Sacl et
I’endonucléase Xhol (Anderson and Fuchs 1998). Les produits PCR sont analysés sur gel d'agarose,
les deux haplogroupes possédent le site de clivage de I'enzyme Xhol. Seul 1’haplogroupe J subit un
clivage par I'enzyme Sacl. On obtient donc deux fragments si I’haplogroupe est J, et 1 seul fragment
si I’haplogroupe est K. Cette technique sera la plus utilisée pour établir la diversité de 1’acarien

(Solignac et al. 2005, Garrido et al. 2003, Zhou et al. 2004, Warrit et
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al. 2006, Strapazzon et al. 2009, Mufios et al. 2008, Kelomey et al. 2017, Farjamfar et al. 2018, Ogihara
et al. 2020).

Le séquencage du géne cox1 de I’ADN mitochondrial (Anderson et Trueman 2000, Solignac
et al. 2005, Rasolofoarivao et al. 2013, Dietemann et al. 2019, Muntaabski et al. 2020) permet
¢galement de caractériser les haplogroupes. L’identification se fait par comparaison avec les séquences
disponibles sur Genbank, a 1’aide de 1’outil Blast de NCBI.

Différences génétiques entre les populations de Varroa

Les Varroas présents sur les colonies d’Apis Mellifera sont uniquement représentés par les
haplogroupes K et J, on les retrouvera dans tous les pays ou I’apiculture est développée (Solignac
2005). Chez les acariens parasitant leur hote d’origine, Apis Cerana, on retrouve 7 haplogroupes J1,
K1, C1, C2, C3, V1, N et S (table 2) (Solignac et al. 2005, Zhou et al. 2004, Navajas et al. 2010). lls
possedent donc une diversité génétique plus importante. En 2002, I’ADNmt de Varroa destructor a
été entierement séquencé (Navajas et al. 2002, Evans et Lopez et al. 2002) et permet de déceler des
régions plus variables de I’ADNmt. L utilisation de ces nouveaux marqueurs mitochondriaux sensibles
(cox1, cox3, atp6 et cytb), entraine la découverte d’haplotypes sur A. Mellifera et Apis Cerana a travers
toute I'Asie (table 2) (Navajas et al. 2010). Il n’a été observé aucune différence le long des séquences

K1-2 et K1-2, pour la suite ces deux haplotypes seront nommés K1-1/1-2.

Chez A. Mellifera, ces mémes marqueurs permettent 1’observation de deux nouveaux
haplotypes (S1 et P1) en Europe (Gaji¢ et al. 2013). Un nouvel haplotype est identifié en Argentine, il
est nommé KArg-N2 (Muntaabski et al. 2020). Il differe par un SNP au niveau de la séquence du géne
codant pour la sous unité 4 de la NADH déshydrogénase (ND4) par rapport au génome de référence
(numéro d’accession Genbank : AJ493124.2). Ces trois nouveaux haplotypes ont chacun été découvert

dans une région unique et ne semblent pas s’étre propagés sur d’autres localisations pour le moment.

Distribution des haplotypes

La diversité des haplotypes n’est pas homogéne a travers le monde (figure 2). L’Asie est le
continent qui posséde la plus grande diversité haplotypique (figure 3). Quand les colonies sont
infestées par les deux haplogroupes, c’est le Coréen qui est majoritaire (Solignac et al. 2005, Ogihara

et al. 2020). En suivant temporellement les données publiées, on peut constater une augmentation des



infestations des colonies d’A. Cerana et A. Mellifera par ’haplogroupe K. Ce phénomeéne est observé
au Brésil (De Guzman et al. 1997, Guerra et al. 2010, Strapazzon et al. 2009), aux Philippines
(Beaurepaire et al. 2015) et au Japon (Ogihara et al. 2020). Au Japon, 20 ans séparent les populations
de V. Destructor analysées pour leur diversité genétique chez A. Mellifera et A. Cerana. La plus récente

[ ] Apis Meliifera
V//A Apis Mellifera et Apis. Cerana
- Apis. Cerana

Abcde Haplotype pour I'hote Apis. Mellifera
Abede Haplotype pour I'héte Apis. Cerana

K, K1-1/1-2, Karg-N2 : -

-

Figure 2. Distribution géographique des haplotypes mitochondriaux de Varroa destructor sur ses deux hotes Apis
cerana et Apis mellifera. Les haplotypes utilisés ainsi que le nom des auteurs qui les ont découverts sont regroupés

table 1.

des études menees au Japon suggere une augmentation de la fréquence de 1’haplogroupe K par rapport
a I’haplogroupe J depuis 1’étude de Navajas et al. (2010). Ce phénomeéne est accompagné d’une
diminution de la diversité de I’haplogroupe J observée chez les deux especes héte (Ogihara et al. 2020).
Quatre haplotypes Japonais (J1-2, J1-3, J1-4, J1-6) (figure 3) étaient recensés contre seulement un

toujours présent (J1-3).

L’haplotype K1-1/1-2 a été decouvert en 2010 (Navajas et al.) chez des varroa infestant A.
Mellifera. Cette haplotype a également été observé en Argentine (Muntaabski 2020), a Madagascar
(Rasolofoarivao et al. 2013) et en Iran (Farjamfar et al. 2018) (figure 2). Au Japon, pour la premiere
fois ces haplotypes sont retrouvés sur les colonies d’A. Cerana (Ogihara et al. 2020). Jusque-13a, les
haplotypes identifiés d’aprés les variations de leurs séquences cox1, cox3, atp6, cytb, étaient propres

a chacune des especes hétes

En Europe, tous les sites échantillonnés présentent 1’haplogroupe K. La Serbie est le seul pays
ou de nouveaux haplotypes ont eté identifiés (Gaji¢ et al. 2013). Il est suppose dans cette étude que

plusieurs types mitochondriaux soient présents chez un méme individu. Le séquencage individuel des
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acariens basé sur I’analyse de quatre génes mitochondriaux (cox1, atp6, cox3 et cytb) révéle la
présence des différents haplotypes appartenant a 1’haplogroupe Coréen : S1, P1 et K1-1/1-2. Il est
également observé des individus hétéroplasmiques pour le site coxl, avec des sequences
correspondantes a I’haplotype K1-1/1-2 et d’autres a S1. 1l est aussi identifié des individus possédant
a la fois des séquences du gene cytb représentative de 1’haplotype P1 et d’autre de I’haplotype K1-1/1-

2. Ce phénomene d’hétéroplasmie a également été observé chez des populations de Varroa Destructor

en Argentine (Muntaabski et al. 2020).
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Figure 3. Répartition des haplotypes connus de Varroa Destructor infestant Apis Mellifera et Apis

Cerana en Asie (Navajas 2010, Zhou 2004, Ogihara 2020).
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Figure 4. Répartition des haplotypes connus de Varroa Destructor infestant Apis Mellifera en Europe (Solignac et al. 2005,
Mufios et al. 2008, Gaji¢ et al. 2013-2019). Les pays en vert sont ceux pour lesquels il a été observé I’haplotype K. Les
localisations précises connues sont indiquées par des carrés verts. * L’haplotype Japonais n’a été retrouvé que sur un

individu parmi les 575 échantillonnés en Espagne (Mufios et al. 2008). 11
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Table 3. Matrice des SNP et INDEL séquencés pour chaque colonie (BSXX-XXX + numéro d’identification des
villes voir figure 4) V. Destructor échantillonnés en France (jaune), Suisse (violet), Etats-Unis (vert), Nouvelle
Zélande (bleu), Pays-Bas (rouge). Une majuscule indique un site homozygote pour le nucléotide concerné. Une
minuscule un site hétérozygote nucléotide alternatif et nucléotide de référence (REF). AF1 indique la fréguence

allélique des nucléotides alternatifs.

Séquencgage Varroa

Dans le cadre d’une analyse de la diversité des populations d’abeilles frangaises, des
échantillons d’ouvriéres récoltées sur 1500 colonies ont été séquencés pour estimer leurs compositions

génétiques. Le séquencage a été effectué sur de I’ADN extrait d’un broyat de 500 abeilles.
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Figure 5. Distribution géographique des colonies échantillonnées et utilisées dans cette étude. Cabriés (1) Monieux (2) Giroussens
(3) Caumont sur Durance (4) Chantepie (5) Plougonven (6) Istres (7) Locmelar (8) Crozon (9) Guipavas (10) Mosgiel (11) Moriéres
les Avignon (12) Brumath (13) Reillane (14) Ferrassiéres (15) Beaufort en Vallée (16) Ogeu les Bains (17) Verlhac Tescou (18)
Lapenne (19) Altiani (20) Berne (21) Mas Blanc des Alpilles (22) Arles (23) L'Houmeau (24) Le Grand-Lucé (25) Villaines-sous-
Lucé (26) Morizés (27) Tallone (28) Vallaurie (29) Pruille leguille (30) Volvic (31) Esparron de verdon (32) Avignon (33) Le

revest les eaux  (34) Brandenbourg (35) Boxmeer (36) Baton rouge (37) Barras (39).

14



Comme certaines de ces abeilles étaient potentiellement porteuses de Varroa adulte (dit phorétique),
I’analyse des séquences produites a inclus la recherche d’ADN mitochondrial de Varroa (cf.
méthodes). Sur les 1500 colonies échantillonnées, 153 ont conduit a une profondeur de séquengage
supérieure & 5x pour le génome mitochondrial de Varroa. Ce sont ces colonies qui ont été retenues
pour cette étude. Elles proviennent de France, de Suisse, des Etats Unis, des Pays Bas et de Nouvelle

Zelande. Les localisations geographiques des colonies échantillonnées sont présentées figure 5.

Pour cette etude, seulement les SNPs pour lesquels Samtools donne un indice de qualité (ALT)
de 999 ont été retenus. Il est constaté que tous les nucléotides aux positions présentés table 4 sont
différents de la séquence de référence. Parmi toutes les séquences des 153 colonies échantillonnées,
aucune diversité nucléotidique n’est observée. Ces observations remettent en doute 1’exactitude de la
séquence de référence.

Les autres SNPs identifiés sont présents sur la séquence des genes codant pour cox1, cox3,
nd4 et cytb. Une nouvelle partie du génome mitochondrial est identifiée comme variable pour
I’ensemble des colonies (de la position 13575 a 1553pb). D’apres les données disponibles sur la

séquence de référence (Navajas et al. 2002), cette portion d’ADN ne code pas pour une protéine.

Aux positions 1465 et 1465, il est retrouve des variations entre les nucléotides C et T dans la
majorité des colonies. Cette portion de la séquence codant pour cox3 repose sur un alignement non
certain par rapport a la séquence de référence, ainsi il semble difficile d’utiliser cette information. Un
SNP commun avec les études précédentes est observé a la position 1716. Il fait partie des variations
propres aux haplotypes Chinois et Vietnamiens, mais les autres SNPs qui les caractérisent ne sont
jamais observés. Les haplotypes de I’ensemble des sites échantillonnés sont identifiés comme étant
Coréens et particulierement de I’haplotype K1-1/1-2. Néanmoins pour certaines colonies du sud de la
France et de Corse, a la position 1983, on retrouve une variation nucléotidique qui a souvent été prise
dans la littérature pour différencier les haplotypes Japonais des Coréens. Tous les autres SNP identifiés
n’ont jamais été présentés dans la littérature. Ce qui ressort le plus de cette analyse est la forte diversité
observée le long de la séquence cox1 dans les colonies frangaises. Cette forte variabilité varie entre 2
et 4% de fréquence allélique (table 3). Les colonies échantillonnées sur les sites 20, 24, 28, 29 et 4
semblent former un groupe différent du reste des sites échantillonnées et étre composées de nouveaux
haplotypes non identifiés précédemment dans la littérature.
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Table 4. Séquence alternative a la séquence de référence Navajas et al 2002 15



4. Discussion

Dynamique d’infestation

La méta-analyse montre que seulement deux haplotypes de Varroa destructor infestant
I’abeille mellifére ont été répartis dans le monde entier. La structure presque clonale des deux
haplotypes suggére un fort phénoméne de goulot d’étranglement a 1’origine de leur expansion a travers
tous les continents (Solignac et al. 2005). La faible diversité génétique observée est en accord avec le
mode de reproduction de Varroa Destructor. En effet chez cet acarien, les ceufs sont pondus au sein
des cellules de couvain d’ouvriéres. Le premier ceuf est un male, les suivants sont des femelles.
L’accouplement a lieu par la suite au sein des individus de la méme fratrie (Fries et al. 1996). La
distribution des haplogroupes J et K (figure 2) ainsi que leur divergence d’un point de vu génétique
(table 2) laissent a penser que deux éveénements de changement d’hotes sont a 1’origine de cette
répartition. Cette hypothese est en accord avec Sakai et al. (1973) et Crane et al. (1978), qui relatent
un premier changement d’hote des acariens infestant Apis Cerana vers A. Mellifera au Japon en 1957,
ainsi qu’un deuxiéme événement de changement d’hote en Russie ou A. mellifera a été infestée par

des V. Destructor Coréens.

L’étude de diversité génétique de Varroa sur les populations d’A. Mellifera et A. Cerana en
Asie, montre une différence en termes de nombre d’haplotypes présents chez chaque héte, (12 et 6
haplotypes respectivement) (Navajas et al. 2010) (table 2). Aucun des variants d'acariens trouves sur
A. cerana n'a été observé sur A. mellifera et inversement. Ces résultats sont en faveur de 1’hypothése
selon laquelle il existerait deux réservoirs distincts de Varroa a partir desquels les haplotypes se
seraient dispersés. Néanmoins on note que 1’étude de la diversité dans la plupart des pays hors Asie se

contente d’identifier I’haplogroupe, les haplotypes restant encore inconnus.

L’absence d’haplotypes identiques entre les deux especes hotes suggérent une absence de flux
de gene entre les populations infestant A. cerana et A. mellifera. La récente découverte de I’haplotype
K1-1/1-2 de Varroa sur les deux espéces hotes de 1’acarien (Ogihara et al. 2020) engendre quelques
interrogations. En premier lieu, il est possible que I’haplotype K1-1/1-2 ait toujours parasité Apis
Cerana mais que I’échantillonnage réalisé n’ait pas été suffisamment abondant pour avoir été détecté
auparavant. Il est également possible que I’apparition de cet haplotype résulte d’un nouveau
changement d’hote récent. Navajas et al (2010) suggérent qu’il est probable que la colonisation d' A.
mellifera par de nouveaux haplotypes puisse dépendre de leur durée d'exposition a 1’hdte. On peut
supposer que c’est selon cette dynamique que K1-1/1-2 a réussi a coloniser A. cerana grace au mode

d’apiculture sympatrique des deux espéces hotes. Cette hypothése suggére que de nouveaux haplotypes
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risquent de parasiter Apis mellifera en Asie. Ce phénoméne engendrerait de vrais problemes pour le

maintien des colonies utilisées en apiculture ainsi que leur gestion.

L’apparente disparition des haplotypes japonais ainsi que leur perte de diversité observée au
Japon (Ogihara et al. 2020) peuvent étre expliquées par une virulence supéricure de 1’haplogroupe K
qui serait plus adapté a 1’infestation que I"haplogroupe J. L’envahissement de 1’haplotype K peut étre
le résultat du hasard de 1’échantillonnage qui n’a pas été exhaustif. On peut également supposer que la
dérive génétique est a ’origine de cette répartition et qu’elle n’est donc pas la conséquence d’une
adaptation des acariens. 1l serait intéressant de tester et de comparer les capacités de reproduction des
deux haplotypes sur leur hote pour essayer de déterminer si 1’haplogroupe Coréen est un meilleur

compétiteur que I’haplogroupe Japonais.

Identification de pattern d’haplotypes en France

Un séquengage de I’ADNmt afin d’analyser la diversité génétique chez V. Destructor n’avait
été réalisé en France que par Navajas et al. (2002) lorsqu’ils ont publié le génome complet de Varroa.
Les seules variations connues sur les acariens du territoire étaient dues aux analyses par enzymes de
restriction qui permettaient de classer les acariens selon 2 haplogroupes : J et K. Les études réalisées
en Asie (Navajas et al. 2010, Ogihara et al. 2020) et en Serbie (Gajic¢ et al. 2013, 2019) portaient sur
les variations observées sur 4 genes mitochondriaux (cox1, cox3, atp6 et cyth). D’apres les résultats
obtenus dans cette étude, I’ensemble des sites variables observés se concentrent sur 4 génes (cox1 et
cox3 principalement, cytb et nd4 dans une moindre mesure (1 seul nucléotide dans chaque séquence
est alternatif)). La nouvelle portion variable de I’ADNmt identifiée dans notre étude est probablement
une région neutre, ce qui expliquerait sa forte variabilité sur I’ensemble des séquences analysées. Les
données récoltées suggerent la présence d’individus d’haplotype Japonais en Corse, dans le sud-est de
la France ainsi qu’en Charente Maritime. Ce sont également dans ces régions que la plus forte
variabilité de la séquence coxl est observee, elle est d’ailleurs plus variable que ce qui a été

précédemment identifié dans la littérature.

L’homogénéité des séquences de I’haplotype K1-1/1-2 sur I’ensemble du territoire francais
comparée a la présence de nombreux SNPs en corse et au sud-est du pays laissent apparaitre deux
groupes de colonies possédant une richesse haplotypique différente. L’importation des colonies en
Corse a probablement engendrée un goulot d’étranglement sévére qui pourrait expliquer la diversité
génétique particuliere observée sur I’Tle et qui a pu étre accentuée par la limitation des flux de genes

entre les colonies due la gestion apicole stricte des abeilles AOP Corses.
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Le séquencage de I’ADNmt a été réalisé en mélange. Lorsqu’un individu est dit hétérozygote,
cela signifie qu’il y a un mélange de plusieurs souches de Varroa dans la colonie avec des individus
portant I’alléle alternatif, d’autres un alléle identique a la référence. Comme 1’ont suggéré précédentes
publications (Muntaabski et al. 2020, Gaji¢ et al. 2013, 2019), il se peut également que les individus
soient hetéroplasmiques, c’est-a-dire qu’ils possédent différentes versions de la séquence d’un méme

gene.

Limitations de I’étude

Pour certaines colonies échantillonnées dans cette étude, la profondeur obtenue n’a pas été
estimeée suffisante. La faible quantité d’ADN récoltée peut étre due a 1’absence de ’acarien ou a la
période d’échantillonnage. En effet celui-ci repose sur la récolte de Varroa phorétique, or lors du cycle
de reproduction de Varroa Destructor (Fries et al.1996) les individus peuvent n’étre présents que dans

les cellules de couvain et n’ont donc pas pu étre récoltés par cette méthode.

Trente-six sites variables ont été observés. Les résultats obtenus sont quelque peu limités par
le logiciel utilisé. Samtools travaille avec des individus diploides, or I’étude ici porte sur le génome
mitochondrial haploide. 1l est possible que certains SNP aient pu ne pas avoir été retenus a cause de la
méthode d’identification choisie (ALT > 999) qui a permis d’un autre c6té de filtrer drastiquement les

éventuelles erreurs de séquencage.

Possibilité d’utilisation de marqueurs nucléaires

Le génome mitochondrial est non recombinant et offre des possibilités de reconstruction
démographique assez limitées. Un des enjeux de ’analyse de la diversité de Varroa Destructor serait
de pouvoir conduire des études avec des marqueurs nucléaires. Des marqueurs microsatellites
nucléaires ont déja été développés en utilisant la méthode de « Screening of genomic libraries » (Evans
et al. 2000, Solignac et al. 2003). Le séquengage complet du génome de I’acarien en 2010 par Corman
et al. et en 2019 par Techer et al. permet aussi I’identification de nouveaux marqueurs microsatellites.
Chez Apis Mellifera, le faible polymorphisme observé au sein des types J et K, conduit les auteurs a
conclure que chaque type posséde une structure quasi-clonale (Solignac et al. 2005). L’utilisation de
ces marqueurs permet de déceler une isolation reproductive complete entre les deux haplotypes. Des
analyses en composantes principales (Beaurepaire et al. 2015) ont permis d’observer 2 groupes

d’haplotype également isolés reproductivement K1-1, V1-1/C1-1. La coévolution héte-parasite a

18



conduit rapidement les haplotypes a une isolation reproductive totale (Beaurepaire et al. 2015). Ce
phénomene est dl aux goulots d’étranglement engendrés par le changement d’hote de Cerana vers
Mellifera. Le mode de reproduction particulier de Varroa a permis une forte différenciation des
haplotypes. On peut alors se demander si cette isolation reproductive va mener a une spéciation des
haplotypes. L’étude des marqueurs microsatellites semble essenticlle pour comprendre la dynamique
des haplotypes de V. Destructor. On notera tout de méme que 1’identification d’hybrides par cette
méthode (Beaurepaire et al. 2015, Dietemann et al. 2019) pose des problémes d’interprétation étant
donné qu’il existe un risque important que les alléles trouvés résultent d’histoire évolutive différentes,
et non d’une origine ancestrale commune. Le séquencage complet du génome de Varroa ouvre des
possibilités de génomique. Avec le développement des nouvelles technologies de séquencage, cette

base va permettre une étude plus élargie de la diversité du génome de 1’acarien.

Association héte parasite

Comprendre la spécificité des interactions hotes parasites permettrait de déceler la présence
d’un éventuel réservoir de résistance chez I’abeille mellifére et en particulier en termes de types
génétiques. A la suite d’un phénoméne d’importation humaine de la sous-espéce Apis mellifera
scutellata en Amérique du sud, un nouveau type est créé par son hybridation avec des abeilles
domestiques du continent (Schumacher et al. 1995). Ces abeilles sont alors dites africanisées. Il est
remarque une différence de virulence des acariens faces aux différents types d’abeilles melliféres.
Plusieurs facteurs sont mis en cause. Tout d’abord, les abeilles africanisées ont un comportement de
nettoyage des acariens tres efficace, et notamment plus développé que celui de la sous-espéce Apis
mellifera ligustica (Moretto et al. 1993). Il est également observé chez les abeilles africanisées une
capacité a reconnaitre et a éliminer les abeilles en développement dans les cellules de couvains

parasitées par l'acarien, freinant ainsi la propagation de celui-ci (Moretto et al. 2006).

En Argentine, des différences de virulence entre les acariens de plusieurs colonies ont été
observées (Maggi et al. 2012). Aucune relation entre les haplotypes et la résistance de 1’abeille a varroa
n’a été détectée. L ’échantillonnage en Argentine décéle uniquement la présence de I'haplotype coréen
(Anderson et Trueman 2000, Solignac et al. 2005, Guerra et al. 2010, Muntaabski et al. 2020). Les
différences de virulences de Varroa observées chez A. mellifera, pourraient étre dues au type d’abeilles

formant la colonie (africanisées ou non), mais cette hypothése n’a pas encore été testée.

La différence de résistance des colonies a ’acarien pourrait avoir d’autres origines. Entre les

populations d’abeilles présentes au Mexique et au Breésil (Guzman et al. 1999), la différence du degré
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de virulence n’est pas due au type d’abeille mellifere, les deux populations étant africanisées dans
chaque pays (VVandame et al. 2000). 11 a d’abord été supposé que cet écart de virulence pouvait étre di
au type d’haplotype de Varroa infectant les abeilles melliféres, or les acariens présentent tous le méme
pattern d’haplotype (K) (Anderson et Trueman 2000, Garrido et al. 2003, Guerra et al. 2010,
Strapazzon et al. 2009). Pour definir les haplotypes, la séquence de quatre génes mitochondriaux (cox1,
atp6, cox3, cytb) a été principalement utilisée (Navajas et al. 2010). Cette méthode regroupe une faible
quantité de données du fait premi¢rement de la faible quantité de SNP observé et également car I’ADN
mitochondrial est non recombinant. Une analyse d’association hote parasite a été réalisée en Serbie.
L’étude a été basée sur I’utilisation des haplotypes identifiés sur la séquence codant pour I’ ARN¢t'®!-
cox2 de I’abeille, analysés en association avec les haplotypes de Varroa (Gaji¢ et al. 2019). Aucune
association hote parasite n’a été détectée. Ces résultats pourraient résulter du manque d’informations

transmis par ces haplotypes.

Il semble nécessaire d’utiliser un panel plus important de données génétiques chez les deux
especes impliquées dans cette relation phorétique. Approfondir I’étude des différents types génétiques
de I’abeille en association avec ceux de ’acarien est un enjeu essentiel pour déceler la présence d’un
réservoir possible de résistance a Varroa Destructor et permettre de mener une lutte réfléchie contre

ses effets néfastes sur les colonies.
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Table 1. Regroupement des techniques utilisées pour I’identification de la diversité génétique de

Varroa Destructor.

PAYS d’échantillonnage de

Numéro d’accession

Haplotype

Hote Varroa Dg’sat:;r;it:r:)(Nombre Genbank (cox1) mitochondrial Méthode
ARTICLE
CHINE AF106900 C1l
COREE AF106899 K
Apis. Cerana JAPON /THAILAND AF106897 J
NEPAL AF106898 N
VIETNAM AF106901 \Y%
SRI LANKA AF106896 S
ARGENTINE NA K
BELGIUM NA K
BRAZIL NA J+K
CANADA NA K
CHINA NA K
COSTARICA NA K
DENMARK NA K
EGYPT NA K
FRANCE NA K
GERMANY NA K
GREECE NA K
2000 Anderson et INDONESIA NA K RAPD
Trueman ISRAEL NA K Enzymes de restriction Sac | et
ITALY NA K Xho |
JAPAN NA J+K
Apis. Mellifera MEXICO NA K
NETHERLANDS NA K
PHILIPINES NA K
PORTUGAL NA K
RUSSIA NA K
SOUTH AFRICA NA K
SOUTH KOREA NA K
SPAIN NA K
SWITZERLAND NA K
THAILAND NA J+K
UKRAINE NA K
UNITED KINGDOM NA K
UNITED STATES NA J+K
URUGUAY NA K
VIETNAM NA K
YUGOSLAVIA NA K
Apis. Mellifera GERMANY (19) NA K
Carnica e
2003 Garrido et al. Africanized A. | BRAZIL (38) NA K Enzymes de restriction Sac | et
. Xho |
Mellifera
AHB BRAZIL (1-5) NA J+K
Apis. Mellifera CHINE NA K Enzymes de restriction Sac | et
2004 Zhou et al. Apis. Cerana CHINE C2: AY372063 V+C1+ C2 Xho |
FRANCE (38) NA K
POLAND (8) NA K
ENGLAND (2) NA K
SCOTLAND (2) NA K
ALGERIA (12) NA K
SOUTH AFRICA (10) NA K Enzymes de restriction Sac | et
2005 Solignac et al. Apis. Mellifera CHILE (3-132) NA J+K Xho |
ARGENTINA (13) NA K
FRENCH GUYANA (6-4) NA J+K
MEXICO (23) NA K
USA (32) NA K
NEW ZEALAND (6) NA K
ISRAEL (12) NA K
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. PHILIPPINES (17) NA K
Suite table 1. CHINE (20) NA m
TAIWAN (12) NA J
JAPAN (7-41) NA J+K
NEPAL (5) NA J
Apis. Cerana Japan (3-6) NA J+K
THAILAND NA Vi Enzymes de restriction Sac | et
2006 Warrit et al. Apis. Cerana . Xhol ,
Comparaison avec séquences
cox1 publiées (NCBI BLASTn)
2009 Strapazzon et Apis. Mellifera BRAZIL (30-160) NA J+K Enzymes de restriction Sac | et
al. Xho |
CHINA K1-2: GQ379058 K1-2 + K1-4
K1-4: GQ379060
JAPAN K1-1: GQ379056 J1-6+K1-1
J1-6: GQ379074
Apis. Mellifera KOREA K1-1: GQ379056 K1-1
RUSSIA K1-1: GQ379056 K1-1
TAIWAN J1-1: GQ379069 J1-1 , ,
THAILAND J1-5: GQ379073 15 Sequencage sequence
concaténée : cox1, atp6, cox3,
VIETNAM K1-2: GQ379057 K1-2 cytb
CHINA C1-1: GQ379065 Cl-1+Cl-2+ +
2010 Navajas et al. C1-2: GQ379066 C2-1+C3-1+ Comparaison avec séquences
C2-1: GQ379067 V1-2+K1-3 cox1 publiées (alignement de
C3-1: GQ379068 séquence)
V1-2: GQ379062
. K1-3 : GQ379059
Apis. Cerana JAPAN 11-2: GQ379070 112 +113 +11-
J1-3: GQ379071 4
J1-4: GQ379072
THAILAND V1-3: GQ379063 V1-3+V1-4
V1-4: GQ379064
VIETNAM V1-1: GQ379061 Vi1-1
BRAZIL (10-68) NA J-K
ARGENTINA (20) NA K
VENEZUELA (10) NA K
) ) CUBA (7) NA K
2010 Guerra et al. Apis. Mellifera CHILE (10) NA K RAPD
URUGUAY (15) NA K
COLOMBIA (5) NA K
MEXICO (15) NA K
SERBIA (17-26-1) S1:JX970938 +K+P1* Comparaison avec séquences COI
P1:JX970939 publiées (NCBI BLASTn)
2013 Gajic et al. Apis. Mellifera fes * .
Séquengage séquence
concaténée : cox1, atp6, cox3,
cytb
2013 Rasolofoarivao . _ Madagascar (13) IX827474-86 K1-1 Comparai.s’on avgc séquences
et al. Apis. Mellifera cox1 publiées (alignement de
séquence)
SPAIN K, J
NA -
2008 Mufios et al. Apis. Mellifera | PORTUGAL NA K Enzymes de re;t”“'on saclet
Balearic Islands NA K Xhol
El Hierro NA K
2017 Kelomey et al. Apis. Mellifera BENIN (24) NA K Enzymes de r;;:)r:ctlon Sacl et
2018 Farjamfar et al. Apis. Mellifera IRAN (~100) NA K1-1/1-2 Enzymes de r;s;r:ctlon Sacl et
2019 Dietemann et Apis. Mellifera THAILAND MN179648 K Comparaison avec séquences COI
al. Apis. Cerana THAILAND MN179654 K publiées (NCBI BLASTn)
2020 Muntaabski et : . ARGENTINA NA K1-1/K1-2 + Comparaison avec séquences COI
Apis. Mellifera i
al. KArg-N2 publiées (NCBI BLASTn)
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Apis. Mellifera

JAPAN

NA

K1-1/1-2

Enzymes de restriction Sac | et
Xho |
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