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RESUMO

O acaro Varroa destructor distribuiu-se pelo mundo parasitando abelhas da espécie Apis
melifera; e atualmente é considerado a principal ameaca para a apicultura. Ele é responsavel
pelos sintomas clinicos da varrose. Estudos sobre a variabilidade genética do acaro V.
destructor, demonstraram que a viruléncia da varrose também esta relacionada a diferentes
haplétipos do ectoparasito. Com base na sequéncia do gene da citocromo C oxidase (COIl)
presente no DNA mitocondrial, pesquisadores dividiram Varroa jacobsoni em duas espécies:
V. jacobsoni e V. destructor. Mesmo dentro da espécie V. destructor, existem variacdes na
sequéncia do gene supracitado, o que permite a diferenciacdo da espécie nos haplétipos Japonés
(J) e Coreano (K). Esta diferenciagdo ndo é apenas genética, mas também em grau de viruléncia.
O haplotipo K tende a ser mais virulento que o haplotipo J, fato importante para futuros
programas de monitoramento e possivel controle do &caro. E possivel observar a diferenciacio
dos haplétipos pela clivagem dos produtos de amplificagdo do gene COl. Ambos os haplétipos
possuem sitio de clivagem para a enzima Xhol, mas apenas o hapldtipo J possui sitio para a
enzima Sacl. Contudo, o tempo necessario para analise € alto, mostrando-se inapropriado
guando analisamos varias amostras simultaneamente. Assim, propomos a utilizacdo da técnica
de High Resolution Melting (HRM), que visa distinguir estes polimorfismos observando-se a
curva de desnaturacdo da dupla fita de DNA. Este trabalho tem como objetivo estabelecer a
técnica de HRM para identificacdo dos dois haplétipos citados, comparando-a com a
metodologia padrdo utilizada. As sequéncias de DNA do gene COI de V. destructor foram
selecionadas em funcdo das regides polimdrficas dos haplétipos J e K; os fragmentos
selecionados foram sintetizados artificialmente (gBlocks, Integrated DNA Technologies). A
partir destas sequéncias foram desenhados primers para HRM e para reacdes de clivagem. Os
fragmentos artificiais foram submetidos a reacdo de PCR para padronizacdo das condicdes
experimentais, utilizando primers para HRM e para posterior clivagem. Apoés a reacdo de PCR,
os fragmentos amplificados foram submetidos a reagéo de clivagem com as enzimas de
restricdo Sacl e Xhol. Apés a padronizacao, procedemos para as rea¢6es de clivagem utilizando
as enzimas de restricdo Sacl e Xhol tanto para os produtos de amplificagdo oriundos das
amostras de DNA sintético quanto para de DNA de varroas amostradas em colmeias de A.
melifera. Os resultados obtidos foram observados por eletroforese em gel de agarose. Apos, as
amostras foram submetidas a reacdo de HRM. Observamos que houve a amplificacdo dos
amplicons com o tamanho e com o padrédo de clivagem esperados. Também foi identificado o
haplotipo da amostra ambiental, que foi classificado como haplétipo K. Na analise de HRM, as

duas amostras que compreendem a variante 2 (K) demonstram um comportamento padréo, com



curvas de desnaturacdo semelhantes, diferenciando-se apenas na intensidade. Concluimos que
este método pode ser potencialmente utilizado para as anélises de segregagéo dos haplétipos K
e J. A partir do uso desta técnica a analise torna-se mais rapida e precisa, podendo ser utilizada
em projetos de avaliacdo de distribuicdo de haplotipos, cujos resultados podem ser utilizados

para 0 monitoramento de infestacGes e o controle deste parasito.

Palavras-chave: Varroa destructor, Apis mellifera, haplétipos, HRM, varrose.



ABSTRACT

The Varroa destructor mite has spread worldwide parasitizing bees of the species Apis
mellifera, and is currently considered the major threat to beekeeping. It is responsible for the
clinical symptoms of varrose. Studies on the genetic variability of V. destructor mite showed
that the virulence of varrose is also related to different haplotypes of the ectoparasite. Based on
the sequence of the cytochrome C oxidase gene (COIl) present in the mitochondrial DNA,
researchers divided Varroa jacobsoni into two species: V. jacobsoni and V. destructor. Even
within the species V. destructor, there are variations in the sequence of the above-cited gene,
which allows differentiation of the species Japanese haplotypes (J) and Korean (K) haplotypes.
Such differentiation is more than a genetic trait. Both haplotypes differ in their virulence, as the
K haplotype is more virulent than J haplotype. It is possible to identify the haplotypes with PCR
reaction followed by cleavage reaction. Both COI gene amplicons have cleavage site for Xhol
enzyme, but only the J haplotype has cleavage site for the Sacl restriction enzyme site for the
enzyme. However, the time required in this technique is high, and hampers high-throughput
analysis. Therefore, we propose the use of High Resolution Melting technique (HRM), which
aims to distinguish these polymorphisms observing the denaturation curve of double-stranded
DNA, for fast and large-scale analysis. This study aims to establish the HRM technique in order
to distinguish the K and J haplotypes, and compare the results with the standard method used.
The DNA sequences of the V. destructor COIl gene were selected based on haplotype of
polymorphic regions J and K; the selected fragments were synthesized artificially (gBlocks,
Integrated DNA Technologies). From these sequences, primers were designed for HRM and
cleavage reactions. Artificial fragments were subjected to PCR for standardization of
experimental conditions using primers for HRM and subsequent cleavage. After the PCR
reaction, the amplified fragments were subjected to cleavage reaction with Sacl and Xhol
restriction enzymes. After standardization, cleavage reactions were conducted using the
restriction enzymes Sacl and Xhol for both amplification products from the synthetic DNA and
environmental samples. The results obtained were observed by electrophoresis in agarose gel.
After, the samples were subjected to HRM. The resulting amplicons presented the expected size
and cleavage pattern. Was also identified the environmental sample haplotype, which has been
identified as K haplotype. In HRM haplotype analysis, the two samples comprising the variant
2 (K) showed the same melting curve pattern, differing only in the intensity. We conclude that

this method could potentially be used for V. destructor haplotypes J and K identification. This



technique improves the current method for J and K haplotypes identification, rendering a more
fast and precise method, which can be used for V. destructor monitoring and control programs.

Keywords: Varroa destructor, Apis mellifera, haplotypes, HRM, varrose.
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1. INTRODUCAO

1.1. Varroa destructor

Varroa destructor € um acaro ectoparasita de abelhas, que originalmente tinha como
hospedeiro abelhas da espécie Apis cerana e era restrito a regido asiatica. Devido a pratica
de apicultura migratoria e transito de rainhas e/ou colmeias infestadas, o &caro foi levado a
outras regides do globo durante a primeira metade do século passado e passou a ocupar um
novo nicho, parasitando abelhas da espécie Apis mellifera. A partir deste contato, o parasita
se dispersou por todo o mundo e é atualmente considerado a principal ameaca para a
apicultura. Alguns fatores, como as mudancas climéticas e a presenca de inseticidas, sdo
capazes de interferir na atividade normal das abelhas, pois podem causar a diminuicao do
numero de individuos nas col6nias. Essas condi¢cdes desfavoraveis geram estresse nos
individuos, levando a um enfraquecimento no seu sistema imunolégico e permitindo
condicBes favoraveis ao desenvolvimento de patdgenos e parasitos nas abelhas que podem
causar sérios problemas (ROSENKRANZ, AUMEIER & ZIEGELMANN, 2010).

O acaro é considerado um fator crucial para os numeros decrescentes de polinizadores
naturais, fato que pode trazer problemas futuros para a polinizacdo de diversos cultivares.
Uma das principais raz0es para assegurar a manutencdo de populac@es viaveis de abelhas é
a sua importancia como agentes polinizadores de muitas espécies de plantas cultivadas e
silvestres. O &caro V. destructor é responsavel pelos sintomas clinicos da varrose em A.
mellifera. Danos causados pela varrose sdo um dos principais motivos para as perdas
periddicas de colbnias. Em paises da Europa e nos Estados Unidos tratamentos regulares
para V. destructor sdo essenciais para evitar uma perda de um namero ainda maior de
col6nias. Os problemas com este acaro sdo mais graves em regides de clima temperado, que
tém abelhas de origem europeia (DE JONG & GONCALVES,1998). Uma alta mortalidade
devido a este acaro tem sido relatada em coldnias de abelhas europeias em muitos paises da
Europa, Asia e América do Norte (BAILEY AND BALL, 1991). No entanto, em regides
tropicais do Brasil, onde héa as abelhas africanizadas, o efeito do &caro sobre as coldnias de
acaros parece ser reduzida ao ponto em que ndo sdo necessarias medidas de controle e ndo
ha perdas de col6nias em numeros tdo elevados quanto na Europa (DE JONG &
GONGALVES, 1998; MORETTO, GONCALVES & DE JONG, 1991). Diferentes fatores
contribuem para o crescimento da populacéo de &caros, 0 que eventualmente pode levar ao
colapso da coldnia (BOOTA, CARMENATE & DE LA TORRES, 2004).
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Os efeitos causados dependem do grau de infestacdo alcancado pelo acaro e
compreendem desde o enfraquecimento até a morte das colonias de abelhas (MORETTO,
GONCALVES & DE JONG, 1991). Entre os principais sintomas esta a reducao do peso e
da longevidade das operarias e zangdes, comprometendo a populacdo do enxame (DE
JONG & GONCALVES, 1998; DUAY, DE JONG & ENGELS, 2003). Existem, ainda,
casos em que a infestagcdo acarreta ma formacgdo em diversos 6rgdos, como asas, pernas,
abdome e térax e reducdo da viabilidade de cria (AKRATANAKUL & BURGETT, 1975).
Segundo Ball e Allen (1988), o acaro também pode servir como vetor ao transmitir bactérias
e virus pela succao da hemolinfa e ocasionar vérias doencas. Considerando que o &caro V.
destructor (ANDERSON & TRUEMAN, 2000) recentemente iniciou o parasitismo nas
abelhas da espécie Apis mellifera, considerando o tempo de coevolucao destas espécies, a
praga varrose tornou-se um dos principais problemas da apicultura em todo o0 mundo, uma
vez que a nova espécie parasitada ndo possui comportamento higiénico adequado para
defender-se do parasita (BOOTA, CARMENATE & DE LA TORRES, 2004).

1.2. Haplotipos J e K

Estudos sobre a variabilidade genética do acaro V. destructor demonstraram que a
viruléncia da varrose também esta relacionada a diferentes haplétipos de Varroa (KRAUS &
HUNT, 1995; ANDERSON & FUCHS, 1998; DE GUZMAN & RINDERER, 1999; WARRIT
etal., 2004; SOLIGNAC etal., 2003, 2005). Segundo Anderson e Trueman (2000), pelo menos
nove haplétipos estdo descritos, todos parasitando A. cerana. Com base nas sequéncias do gene
da Citocromo C Oxidase (COI) analisados no DNA mitocondrial (mtDNA), Anderson e
Trueman (2000) dividiram Varroa jacobsoni em duas espécies: Varroa jacobsoni e Varroa
destructor. A variacao no Citocromo C Oxidase existe mesmo dentro da espécie V. destructor;
e com base nesta variacdo foram descritos dois haplotipos: o haplétipo Coreano (K) e Japonés
(J), que tornaram-se amplamente distribuidos em A. mellifera. A diferenciacdo de haplétipos é
importante para futuros programas de controle do acaro, uma vez que tais haplétipos possuem
graus de viruléncia diferentes, sendo o haplotipo K mais agressivo que J.

A identificacdo dos haplétipos Japonés e Coreano do acaro V. destructor foi realizado
com base em produtos de digestdo com enzimas de restricdo Xhol e Sacl. Ambos os haplétipos
tém o local de clivagem para a enzima Xhol, mas apenas o haplétipo Japonés mostra clivagem
pela enzima Sacl (ANDERSON & FUCHS, 1998).



18

E interessante observarmos as diferencas entre esses dois hapldtipos através de analises
que identifiqguem diferencas em polimorfismos de base Unica (SNPs), que sdo uma varia¢do na
sequéncia de DNA que afeta somente uma base. Devido a ampla utilizacdo de SNPs como
marcadores de mutacdo, a técnica de High Resolution Melting (HRM), que visa distinguir estes
SNPs, tem sido desenvolvida e disponibilizada (SOUZA & FALCAO, 2012).

1.3. Andlise de dissociacdo em alta resolucéo (HRM)

A andlise de dissociacdo em alta resolugdo (High Resolution Melting - HRM) é um
método utilizado para detectar alteracdes na sequéncia do DNA. Esse método foi introduzido
em 2002 através da colaboracdo entre a academia (Universidade de Utah, UT, EUA) e a
industria (Idaho Technology, UT, EUA) (REED, KENT & WITTWER, 2007).

O HRM é um método simples, rapido e de baixo custo para identificar mutagdes. Sua
vantagem é o fato de que a amplificacdo de PCR e a anédlise de curva de dissociacdo sdo
realizadas dentro do mesmo tubo, sem qualquer processamento p6s-PCR, o que resulta em
menor risco de contamina¢do das amostras. Essa técnica é baseada na analise computacional de
DNA, através do controle da mudanca da fluorescéncia que resulta de uma libertacdo
progressiva de um corante de ligacdo ao DNA em funcao da temperatura a medida que a dupla
fita for sendo desnaturada (NORAMBUENA et al., 2009).

Apos a amplificacdo do DNA, uma curva de dissociacdo é gerada e, para isso, a
amostra é aquecida ao longo de um gradiente de temperatura, enquanto a fluorescéncia €
continuamente coletada. Conforme a temperatura é elevada, a fluorescéncia decresce,
refletindo a desnaturagdo do DNA em fitas simples. A partir da curva de dissociacdo, a
temperatura de dissociacdo (Tm) da amostra pode ser obtida, a qual é definida como a
temperatura em que 50% de cada molécula de DNA esta desnaturada (REED, KENT &
WITTWER, 2007).

Os marcadores tém sido desenvolvidos com a propriedade de uma maior fluorescéncia
qguando ligados ao DNA fita dupla do que na forma de fita simples. A temperatura na qual 0s
fragmentos de DNA fita dupla se separam em componentes individuais de fita simples é
extremamente sensivel a sequéncia dos nucleotideos constituintes. Isto é referido em como a
temperatura de fuséo se comporta e pode ser usada para identificar a presenca de uma mutagéo
em um fragmento amplificado de DNA (CUI et al., 2013).

Em resumo, esta técnica, utilizando um corante fluorescente de ligagdo ao DNA, permite
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a genotipagem, sem a necessidade de sondas marcadas, dependendo da capacidade de gravar e
avaliar intensidades de fluorescéncia. A obtencdo de curvas de dissociacdo com alta
resolucdo € possivel devido a utilizacdo de fluoréforos intercalantes saturantes, que nao
inibem a PCR mesmo presentes em altas concentracgdes, e de instrumentos com altas taxas de
aquisicdo de dados (REED, KENT & WITTWER, 2007).

O perfil de dissociacdo de um produto de PCR depende de seu contetdo GC, do
comprimento do fragmento, da sequéncia de nucleotideos e da heterozigosidade. A analise
HRM ¢é baseada na diferenca entre a forma das curvas de dissociacdo e na diferenca entre
valores de Tm das amostras. A Tm de um produto de PCR é uma medida conveniente, porém
¢ apenas um ponto da curva de dissociacdo (GRAHAM et al., 2005).

Finalmente, os produtos de PCR amplificados que diferem no Gnico nucleotideo para
cada resultado de SNP em diferentes curvas de fusdo podem ser identificados. Diferentes
genotipos séo identificados pelo Tm (LIEW et al., 2004; PALAIS, LIEW &WITTER, 2005) ou
pelas diferencas na curva de fusdo (GRAHAM et al., 2005). Uma vez que esta técnica tem se
mostrado bastante sensivel e eficiente, a anadlise com HRM ¢ altamente adequada para a
deteccdo de variagdes de uma Unica base e pequenas inser¢des ou delecdes.

Tendo em vista as implicagfes causadas por Varroa destructor e o fato de seus
haplotipos ja serem conhecidos, o uso da técnica de HRM para uma comparacao de sequéncias
se torna importante, podendo abrir novos conhecimentos tanto sobre a funcionalidade da técnica
guanto aos haplétipos da espécie. Até entdo, ndo se tem conhecimento da utilizacdo desta
técnica para a identificacdo destes diferentes hapl6tipos. Assim, propomos a utilizagdo da
técnica de HRM no estudo em questdo, pois esta técnica € um método adequado para a
deteccdo de alteracBes na sequéncia de DNA e apresenta vantagens, como facilidade de
execucdo e rapidez na obtencdo dos resultados através de uma analise rapida, precisa e com

grande numero de amostras em paralelo.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a importancia da apicultura como atividade econémica que vem ocupando
espaco no mercado, tanto com a comercializacdo do mel quanto de outros produtos da colmeia,
e também a importancia das abelhas ndo apenas para determinada atividade, o desenvolvimento
deste estudo pode ser de grande relevancia para a area, considerando-se que podera diminuir o
tempo de processo do desenvolvimento da analise, mantendo a confiabilidade dos resultados.
Esta técnica podera ser utilizada em projetos de avaliacdo de distribuicdo de haplotipos, cujos
resultados podem ser de grande importancia visando o monitoramento e o controle deste
parasito. A distincdo destes dois haplétipos é fundamental na verificacdo do estado sanitario
dos apiarios e no controle do parasito, resultando em col6nias mais saudaveis, que possam
desenvolver suas atividades de polinizacdo, producdo de mel, entre outros, de maneira que ndo

sejam prejudicadas e ainda assim, satisfazendo os apicultores e também consumidores.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Estabelecimento da técnica de dissociacdo de alta resolucdo (HRM) para identificacéo

dos hapldétipos J e K de Varroa destructor.

3.2. Objetivos Especificos:

- Implementar e validar a técnica de dissociacdo de alta resolucdo para a detecgédo dos
hapldtipos J e K de Varroa destructor.
- Comparar os resultados da técnica de HRM com os resultados obtidos pela técnica

padréo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Selecéo das sequéncias de DNA a serem utilizadas:

As sequéncias de DNA do gene COI de espécimes de V. destructor dos haplotipos J e
K coletadas no Brasil foram gentilmente cedidas pela Dr. Erica Weinstein Teixeira (Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegocios — SP) e a partir destas, sequéncias de DNA foram
sintetizadas artificialmente (gBlocks, Integrated DNA Technologies).

4.2. Desenho de primers:

A partir das sequéncias, foram desenhados 3 pares de primers para HRM (cox_HRM 1,
cox_HRM_2; cox HRM_3) e 1 par de primer para reacdes de clivagem (V_dest BR). Os
primers de HRM foram desenhados para ancorar em uma distancia préxima que seja capaz de
amplificar a sequéncia de DNA contendo os SNPs. J& o primer V_dest BR foi desenhado
baseado em sequencias de DNA de V. destructor brasileira, que amplifica uma sequéncia de

DNA mais extensa, mas que contém os sitios de clivagem.

Tabela 1. Primers utilizados nas reacdes de PCR e clivagem.

Primer? Sequéncia (5’- 3) Tamanho Tamanho do
(pb) amplicon

(pb)

V_dest BR.D GATTACAAAGAGGGAAGAAG 20

V_dest BR.R ACCCATTTTCACTATGTATTAAG 23 380

Cox HRM 1.D TCTTGATTAGCAACAATTCATGG 23

Cox HRM_1.R AATTAGCTAAAATTACACCAGTAATAC 27 124

Cox_HRM_2.D CTAGAGGTGGTGGTGATCC 19

Cox HRM 2.R GTTATTATAGCGTAAATTATCCC 23 105

Cox HRM 3.D GGGATAATTTACGCTATAATAAC 23

Cox_HRM_3.R GAACCATGAATTGTTGCTAATC 22 175

1D, direto; R, reverso.
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4.3. Reagdo em Cadeia da polimerase (PCR):

Os fragmentos artificiais foram submetidos a reacdo de PCR para padronizacdo das
condicdes experimentais, utilizando primers para HRM e para posterior clivagem (Tabela 1).
Cada reagéo teve um volume final de 20uL contendo 1U de enzima Tag- DNA polimerase e a
concentracdo dos demais componentes segundo instrugdes do fabricante (Invitrogen).

Foram utilizadas as seguintes condicdes de ciclagem para a PCR: desnaturacéo inicial a
95 °C durante 5 min; 30 ciclos de desnaturagédo a 95 °C durante 45 seg, hibridizacdo a 48 °C
durante 45 seg e extensdo a 72 °C por 45 seg. Ap0s a ciclagem, a reagdo foi concluida por uma
fase de extensao final durante 5 min a uma temperatura de 72 °C. O resultado obtido a partir
das reacfes de PCR foi observado em gel de agarose 0,8% utilizando como corante GelRed
(Biotium).

4.4. Clivagem:

Apo6s a reacdo de PCR (primers V_dest BR), os fragmentos amplificados foram
submetidos a reagé@o de clivagem com as enzimas de restricdo Sacl e Xhol separadamente. A
sequéncia de nucleotideos que determina o sitio de clivagem para a enzima de restricdo Sacl é
5’ —GAGCTC - 3’; jaa sequéncia que determina o sitio de clivagem para a enzima de restricao
Xhol é5” - CTCGAG - 3".

Cada reacdo teve um volume final de 20pL contendo 15,5 pL de agua ultrapura; 2 pL
de tampdo concentrado 10 x; 2 pL de DNA amplificado a partir da reacdo de PCR e 0,5 pL da
enzima de restricdo. A reacdo foi incubada a 37°C durante 3 horas. O resultado foi analisado
por eletroforese em gel de agarose 2 % utilizando GelRed (Biotium) como corante. Os

fragmentos obtidos com os demais primers foram armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

4.5. High Resolution Melting (HRM):

Para a reacdo de HRM, foram utilizadas as amostras dos primers cox_ HRM_1;
cox_HRM_2; cox_HRM_3. Cada reagédo teve um volume final de 20uL. Todas as reacoes
contendo 19 pL foram completadas com 1 pL de EvaGreen 20x. Os reagentes foram colocados

em tubos fechados, e a partir de entdo foram submetidas a analise de HRM, utilizando 7500 fast
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Real-Time PCR System (Applied Biosystem), nas condi¢Ges default do equipamento. Os
resultados obtidos foram analisados através do software 7500 software VV2.0.6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

Para analise dos haplétipos, tanto por clivagens onde foram utilizadas as enzimas de
restri¢cdo Sacl e Xhol, quanto por HRM, foi necessario padronizar as rea¢fes de PCR com todos
o0s pares de primers utilizados (Figura 1). Nesta primeira reacdo de PCR, foram utilizados os
primers V_dest BR e cox_HRM _ 1, onde observamos que ocorre a amplificacdo em ambas as
reacOes de PCR, utilizando os moldes referentes aos dois haplo6tipos analisados. Como descrito
anteriormente, os produtos de amplificacdo possuem um nimero de pares de base diferentes

devido as regides nas quais eles ancoram na sequéncia do DNA (Figura 1).

Figura 1. Padronizacéo dos primers utilizados para analise de haplétipos por clivagem e HRM. M — marcador
Ladder 100 pb; 1 — haplétipo K primers cox HRM_1; 2 — haplétipo J primers cox HRM_1; 3 — controle sem
DNA molde primers cox HRM_1; 4 — haplétipo K primers V_dest_BR; 5 — hapl6tipo J primers V_dest BR; 6 —
controle sem DNA molde primers V_dest_ BR. Gel de agarose 0,8 %.

M 1 2 3 4 S 6

500 pb

200 pb
100 pb

Apos, foi feita uma segunda padronizacdo utilizando somente os pares de primers
cox_HRM 1, cox HRM_2 e cox HRM_3 (Figura 2). Foram analisados todos os primers para
HRM com os haplotipos J e K, um controle negativo e uma amostra de DNA néo sinteético.
Podemos observar através desta analise que os primers cox_HRM_1 e cox_HRM_3 tiveram

todas as suas amostras amplificadas como o esperado. Porém, quando utilizamos os primers de
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cox_HRM_2, este somente amplificou a amostra de DNA de Varroa, uma vez que estes primers

ndo ancoravam nas sequéncias sintéticas.

Figura 2. Padronizacdo dos primers utilizados para analise de haplétipos por HRM. M — marcador Ladder 100
pb; 1 — haplétipo K primers cox_HRM_1; 2 — haplétipo J primers cox_HRM_1; 3 — DNA V. destructor primers
cox_HRM_2; 4 — haplétipo J primers cox_HRM_2; 5 — haplétipo K primers cox_HRM_2; 6 — controle sem DNA
molde primers cox HRM_2; 7 — DNA V. destructor primers cox HRM_3; 8 - hapl6tipo J primers cox HRM_3
;9 - haplotipo K primers cox_ HRM_3 ;10 — Controle sem DNA molde primers cox_HRM_3. Gel de agarose 0,8%.

M 12 3 4 56 7 89 10

500 pb —
300 pb -

100 pb -

5.2. Clivagem:

Ap0s a padronizacdo da reacdo de PCR, procedemos as reacOes de clivagem utilizando
as enzimas de restricdo Sacl e Xhol tanto para os produtos de amplificacdo oriundos das
amostras de DNA sintético (Figura 3) como também para amostras de DNA de Varroa (Figura
4).
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Figura 3. Identificacdo dos hapldtipos J e K de amostras de DNA sintéticas do gene COIl. M — marcador Ladder
100 pb; 1 — haplétipo K néo clivado; 2 — haplétipo K clivado com Sacl; 3 — haplétipo K clivado com Xhol; 4 —
haplétipo J ndo clivado; 5 — hapl6tipo J clivado com Sacl; 6 — haplétipo J clivado com Xhol. Gel de agarose 2,0%.

M 1 2 3 5 5 6

500 pb
~ 400 pb
380 pb
~ 250 pb
200 pb
~ 150 pb
100 pb

Na Figura 3 € analisada a clivagem dos hapl6tipos J e K sintéticos com as enzimas de
restricdo. O haplotipo K sintético segue o padrdo esperado, ndo sendo clivado com a enzima
Sacl e sendo clivado com a enzima Xhol. Ja o haplétipo J mostra uma diferenca no nimero de
pb quando clivado com a enzima Sacl, ja que este hapl6tipo possui o sitio de clivagem para tal
enzima de restricdo. Segundo Anderson e Fuchs (1998), ambos os hapl6tipos possuem sitio de
clivagem pra enzima de restricdo Xhol e apenas o haplétipo J possui sitio de clivagem pra
enzima de restrigdo Sacl. Com base nestes achados, conclui-se que os resultados encontrados
nas reacOes de clivagem com tais enzimas confirmam as informagdes relacionadas a clivagem

dos haplétipos encontradas na literatura.



28

Figura 4. Identificacdo dos haplétipos J e K de amostra ambiental de V. destructor. A amostra foi identificada
como haplétipo K. M — marcador Ladder 100 pb; 1 — amostra ndo clivada; 2 — amostra clivada com Sacl; 3 —
amostra clivada com Xhol. Gel de agarose 2%.

M 1 2 3

500 pb 500 pb

~ 300 pb
300 pb ~ 250 pb
200 pb

Na Figura 4, observa-se a analise de uma amostra ambiental de V. destructor, onde a
amostra ndo clivada e a amostra clivada com Sacl manttm o mesmo numero de pb,
demonstrando que ndo houve clivagem da sequéncia de DNA por esta enzima de restrigéo.
Observa-se também que esta amostra mantem o padrao de clivagem para a enzima de restricao
Xhol. Este padrdo de clivagem classifica determinada amostra como haplétipo K. Foi
observado, nestes resultados, que houve a amplificacdo somente dos amplicons com o tamanho

e com o padrao de clivagem esperados.

5.3. High Resolution Melting (HRM):

De alguns anos pra cé, houve um aumento no numero de artigos que tem sido publicados
com a utilizagdo do HRM para a identificagdo de SNPs em estudos de larga escala. Apenas em
2014, foram 263 artigos publicados (PUBMED, 2015). Devido a sua eficiéncia, rapidez e baixo
custo, esta técnica se tornou uma importante ferramenta (SOUZA & FALCAO, 2012). Neste
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estudo, utilizamos a técnica de HRM para uma anélise das sequéncias de DNA de V. destructor
com o intuito de tornar mais rapida a identificacdo do haplétipos J e K. Para tal, utilizou-se
sequéncias de DNA sintéticas dos haplétipos J e K e uma amostra de DNA de V. destructor ndo
sintética. A Figura 5 esquematiza a ancoragem dos primers utilizados para os experimentos de
HRM desenhados neste estudo. Os locais onde estes primers ancoram e 0s SNPs encontrados
dentro destas sequéncias dos haplétipos J e K também estdo representados na Figura 5.

Figura 5. Desenho esquematico dos primers utilizados na analise de HRM nos haplétipos J e K. Os quadros em
vermelho indicam os polimorfismos encontrados entre cada um dos dois haplotipos. A — adenina, G — guanina, T
—timina, C — citosina, - — gap.

HRM1 J 0 - |
124 pb K ! o '
HRM2 J _.P:-:— = TTTTT

[ T[-- T[CTAAI Tl GTAl [AAAAAl |
105 pb K -
HRM3 J 00— |
175pb K ! d <

Podemos observar gque o par de primers cox_HRM _1 ndo amplifica a regido que possui
0 sitio da enzima de restricdo, ainda assim este primer apresenta um polimorfismo entre as
sequéncias utilizadas. Este polimorfismo seria a delecéo de uma base da sequéncia de DNA do
haplo6tipo K ou a adicdo de uma base na sequéncia de DNA do hapl6tipo J. O par de primers
cox_HRM _ 2 foi desenhado baseado em alinhamentos onde foram encontrados mais de um
polimorfismo. Como mostrado na Figura 2, este primer ndo amplificou as sequencias sintéticas,
portanto ndo se mostrou adequado para a padronizacao da técnica de HRM. Né&o testou-se o par
de primers cox_HRM_2 uma vez que ndo foi possivel obter amostras de DNA do hapl6tipo J
isolado de V. destructor. Ja o par de primers cox_ HRM_3, ainda que apresente somente um
SNP em sua sequéncia, quando analisado com a técnica de HRM demonstrou resultados néo
confiaveis, apesar de flanquear a transicdo A/G responsavel pela presenca ou auséncia do sitio
de restricdo para a enzima Sacl. A partir destes resultados, decidiu-se analisar os resultados
obtidos com o par de primers cox_HRM_1, que se mostrou mais adequado nas condic¢oes

avaliadas.
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A Figura 6 demonstra o resultado obtido com esta analise, onde pode-se observar o
comportamento das amostras das sequéncias de DNA com o par de primers cox HRM_1
durante as variacOes de temperatura para HRM. Foram utilizadas como padréo a “variante 1”,

que é referente ao haplotipo J, e a “variante 2” referente ao haplotipo K. Como teste, utilizou-

se o DNA de V. destructor ndo sintético.

Figura 6. Analise de dissociagdo de alta resolugdo (HRM) de amostras sintéticas e ambiental com o primer
cox_HRM_1. A curva de amostra é subtraida a partir de uma curva de referéncia, este ponto de vista acentua
diferencas entre as curvas de fusdo semelhantes. Variant 1 — haplétipo J; Variant 2 — haplétipo K; 1 — haplétipo J
(DNA sintético), padréo; 2 — haplétipo K (DNA sintético), padrdo; 3 — haplétipo K (DNA ambiental), amostra.
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Podemos observar nesta analise que as sequéncias que fazem parte da variante 2
possuem um comportamento similar. As duas amostras demonstraram um comportamento
padrdo, com picos semelhantes entre si, diferenciando-se apenas na sua intensidade. E
interessante ressaltarmos que o pico de maior similaridade é encontrado em 69,5 °C. E

podemos observar também que elas demonstram exatamente 0 mesmo comportamento entre as

temperaturas 74,0°C e 74,5°C, e entre 76.0 e 76,5°C.

Este método tem sido bastante desenvolvido na identificagcdo de mutac6es, com custos
menores. Considerando economia de tempo e recursos, a vantagem do HRM vem da
simplicidade, sensibilidade e especificidade (NORAMBUENA et al., 2009). Neste trabalho,
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pudemos identificar os haplétipos por reacdo de PCR seguida de reagdo de clivagem. Contudo,
0 tempo necessério é alto, mostrando-se inapropriado quando um grande nimero de amostras
é analisado. Além disso, custos com insumos como agarose e enzimas de restricdo podem
encarecer 0 processo caso 0 numero de amostras seja elevado. A partir do uso da técnica de
HRM, a anélise tornou-se mais direta e rapida, mantendo-se, ainda, a confiabilidade, desde que
haja padronizacdo dos experimentos. Apds feito o PCR, pode se proceder a analise de HRM
imediatamente, no mesmo tubo fechado, evitando até mesmo algum tipo de contaminacéo, ja
que nao requer nenhum manejo das amostras. Posto isso, neste trabalho foi possivel padronizar
a técnica de HRM para identificacdo dos haplétipos J e K de V. destructor utilizando como
padrées DNA sintético e como teste uma amostra ambiental. Os resultados do HRM
padronizado foram comparaveis aos da metodologia padrdo (PCR aliada a clivagem), o que

demonstra a confiabilidade da metodologia desenvolvida.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1. Conclusoes:

Com este trabalho confirmamos que, ainda que nem todos 0s pares de primers tenham
obtido o resultado esperado, a técnica se mostra adequada ap6s padronizagéo, tendo em vista 0
objetivo do estudo em questdo. O HRM é uma ferramenta que vem cada vez mais ganhando
espaco pelas suas vantagens e simplicidade. Esta técnica faz uma anélise precisa e confiavel,
especialmente quando a sequéncia de DNA analisada contém somente um SNP, o que aumenta

a precisdo da técnica.

Concluimos que este método pode ser potencialmente utilizado para analises de mutacao
e também ser utilizada na identificacdo dos hapl6tipos J e K, como os utilizados neste estudo.
A partir do uso da técnica de HRM, a anélise se torna mais simplificada e rapida, mantendo a
precisdo. Esta técnica podera ser utilizada em projetos de avaliacdo de distribuicdo de

haplotipos, cujos resultados podem ser de grande importancia visando o controle deste parasito.

6.2. Perspectivas:

- Coletar amostras ambientais do hapl6tipo J, para subsequente teste com 0s primers
cox_HRM_2.

- Repetir o experimento de HRM com amostras dos hapl6tipos J e K ambientais,
utilizando os pares de primers cox HRM_ 1, cox HRM_2 e cox HRM_3 com o

objetivo de comparar os resultados obtidos com estes trés pares de primers.

- Coletar amostras representativas do estado do Rio Grande do Sul e fazer um

levantamento do hapl6tipo com maior abundéancia utilizando a técnica desenvolvida.
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