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RESUMO

Nos ultimos anos, tem-se visto um declinio acentuado e preocupante em nivel global
das populacdes de abelhas, fendbmeno atualmente conhecido como Colony Collapse
Disorder (CCD), que vem ameagando seriamente a apicultura e os cultivos que
dependem das abelhas para a polinizagcdo. Dentre os motivos apontados como
suspeitos para esta diminuicdo estdo os virus. Pelo fato dos enxames serem
densamente populosos e terem uma taxa elevada de contato entre os membros das
colénias, relacionando-se para comunicacao e alimentacdo, as colonias de abelhas
fornecem grandes oportunidades para a transmissao viral. Os virus podem afetar
todos os estagios de desenvolvimento das abelhas, incluindo ovos, crias e adultos, e
diminuindo drasticamente a producdo melifera e polinizacdo. Dentre as familias de
virus que afetam as abelhas encontra-se a familia Iflaviridae, ainda sem registros
cientificos de atuacdo nas colméias de Apis mellifera no estado do Rio Grande do
Sul. Este trabalho teve como objetivo fazer a identificacdo dos virus desta familia
atuantes em colméias de diferentes cidades do estado. Operarias de Apis mellifera
adultas e crias mortas foram recolhidas de seis colméias de dois apiarios. Estes
individuos foram levados ao laboratorio de biologia molecular da Universidade
Federal do Pampa campus Séo Gabriel, onde foram realizados os processos de
extracdo de RNA total, sintese de cDNA e PCR com primers especificos para a
deteccédo viral, bem como um primer multiespecifico para trés Iflavirus (Deformed
Wing Virus, Kacugo Virus e Varroa Destructor Virus). Obteve-se resultados positivos
para a presenca de Varroa Destructor Virus (VDV-1) com o primer especifico para
este, bem como amplificacdo viral, em diferentes amostras, com o primer
multiespecifico, sugerindo a presenca de outros virus. Este € o primeiro registro de
VDV-1 em colméias da América do Sul. Estes resultados possibilitam um melhor
entendimento dos problemas que acometem ou podem acometer os apiarios da

regido, bem como fornece subsidios para novas detecc¢des virais em Apis mellifera.

Palavras-chave: CCD, Apicultura, Apis mellifera, Varroa Destructor Virus, Abelhas.



ABSTRACT

In recent years, we have seen a sharp and worrying decline of the global bee
populations, a phenomenon known as Colony Collapse Disorder (CCD), that is
seriously threatening beekeeping and crops that depend on bees for pollination.
Among the reasons cited for this decline as suspects, are the viruses. Because the
swarms are densely populated and have a high rate of contact between the colony
members, relating each other for communication and feeding, bee colonies provide
great opportunities for viral transmission. The virus can affect all developmental bee
stages, including eggs, brood and adults, and drastically reducing honey production
and pollination. Among the family of viruses that affect the bees is the Iflaviridae
family, with no scientific records in the hives of Apis mellifera in the state of Rio
Grande do Sul. This study aims to identify the viruses of this family that are present in
beehives of different state cities. Adult workers of Apis mellifera and dead pups were
collected from six hives of two apiaries. These individuals were processed at
molecular biology laboratory of the Federal University of Pampa, Séo Gabriel
campus, where we performed extraction of total RNA, cDNA synthesis and PCR with
specific primers for viral detection, as well as a multispecies primer that detects three
Iflavirus types (Deformed Wing Virus, Kacugo Viruses and Varroa Destructor Virus).
Positive results were obtained for the presence of Varroa destructor virus (VDV-1)
with a specific primer for this one, as well as viral amplification in different samples
using the multispecific primer, suggesting the presence of other viruses. This is the
first record of VDV-1 in South America hives. These results allow a better
understanding of the problems that affect or may affect the region apiaries, as well as

provides subsidies for new viral detections in Apis mellifera.

Key-words: CCD, Apiculture, Apis mellifera, Varroa Destructor Virus, Bees.
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1 Introducéo

As abelhas surgiram h& 100 milh6es de anos nas regides aridas do entdo
supercontinente Gondwana, acredita-se atualmente que o0 surgimento e a
proliferacao destas tenha relagdo com o aparecimento das angiospermas (SANTOS,
2010 apud FONSECA et. al., 1993). Atualmente existem dez familias de abelhas,
com aproximadamente 700 géneros e 20 mil espécies, destas, a grande maioria tem
hébitos solitarios, e cerca de 1000 espécies sao sociais. (FONSECA e SILVA, 2010).

Estes insetos possuem grande importancia biologica e financeira, devido ao
seu grande potencial polinizador. A maior eficiéncia das abelhas como polinizadoras,
comparando-se com outros insetos, da-se pelo seu grande numero na natureza e
pela sua grande adaptacdo a complexas estruturas florais, aumentando de forma
muito eficaz o rendimento de sementes e frutos, sendo, em algumas regides,
responsaveis por 90% da polinizacéo local (CARVALHO, 2010).

Além disso, sua importancia também é atribuida ao fato de produzirem
variados produtos que podem ser utilizados como matéria prima na industria
farmacéutica, no mercado de cosmeéticos, bem como serem consumidos como
alimento pelo seu alto valor nutricional. Dentre esses produtos estdo o mel, cera,
prépolis, pdlen apicola, geléia real e apitoxina.

O homem utiliza o mel como alimento desde a pré-historia, e por muitos
séculos o retirava dos enxames de forma predatoria, muitas vezes causando danos
e matando as abelhas. Nessa época o alimento ingerido era uma mistura de mel,
polen, crias e cera, pois 0 homem ainda ndo sabia como separar os produtos do
favo. Os enxames, muitas vezes, morriam ou fugiam, obrigando o homem a procurar
novos ninhos cada vez que necessitasse retirar o mel para consumo. Com o tempo,
passou-se a aprender a lidar com 0os enxames sem mata-los, protegé-los, e instala-
los em colméias de forma a aumentar a producdo do mel e ndo matar as abelhas.
Mas a chave para a apicultura racional foi a invencéo da colméia de quadros moveis,
pelo Reverendo Lorenzo, em 1851. Esta permitiu a criacdo racional de abelhas,
favorecendo o avanco tecnolégico da atividade como a conhecemos hoje.
Atualmente sdo conhecidas 20 mil espécies de abelhas, dentre as quais,
aproximadamente 3 mil podem ser encontradas no Brasil, mas acredita-se que

existam aproximadamente 40 mil espécies ainda ndo descobertas. Dessas, apenas
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2% sao sociais e produzem mel. Entre as espécies produtoras de mel, as do género
Apis sdo as mais conhecidas e difundidas (SEBRAE 2009).

Estas sdo originarias da Europa e foram introduzidas no Brasil no século
XVIII, no Sul do pais, por Jesuitas, e no Rio de Janeiro (1839), para suprir apiarios
na producgéo de mel e cera.

Dentre as abelhas Apis que foram trazidas ao Brasil, houve um destaque a
Apis mellifera (Linnaeus, 1758), principalmente a subespécie de origem africana,
pela maior producdo de mel. Antes da introducdo destas no Brasil, as subespécies
responsaveis pela producao melifera no pais eram: a alema [Apis mellifera mellifera
L.] e aitaliana [Apis mellifera ligustica Spinola] muito mansas mas com produtividade
nao compativel com o que ofereciam as floradas da regidao (CARVALHO, 2010).

Atualmente no Brasil, todas as abelhas Apis encontradas na natureza séo
mesticas, polihibrido denominado por Gongalves (2006) de abelha africanizada, que
foi formado pelo cruzamento entre as racas européias e a africana.

As abelhas africanizadas encontram-se distribuidas desde o sul do Brasil até
o Sul do EUA e sdo mais adaptadas ao meio ambiente tropical do que as
subespécies européias, mostrando-se melhores produtoras de mel nas condi¢des
tropicais e com maior tolerancia as pragas e doencas (BRASIL et al. 2010.)

A producédo de mel obtida de floradas silvestres esta se tornando cada vez
mais escassa no mundo. Por esse motivo, atualmente, a exploracdo da apicultura
esta cada vez mais dependente das culturas agricolas que, na maioria dos sistemas
produtivos, utilizam os agroquimicos de maneira inadequada. Essa situacao
prejudica a qualidade do mel e dos demais produtos apicolas, pois ocasiona a
contaminacao da producdo com residuos que podem ser tdxicos para 0 homem.

No Brasil, ocorre o contrario. As floradas silvestres tém se tornado cada vez
mais importantes para o setor apicola, gracas as vastas areas disponiveis, as
caracteristicas especiais de flora e clima que, aliados a presenca da abelha
africanizada, conferem ao pais um potencial fabuloso para a atividade apicola. O
Brasil figura como o 11° maior produtor de mel e ocupa a 52 posi¢cao no ranking
mundial de exportacdo. Em maio de 2012 foram exportadas 1.975 toneladas de mel,
gerando uma receita de US$ 5,9 milhdes. O valor médio pago pelo quilo do mel
exportado foi de US$ 3,02. (SEBRAE 2006; 2012)

No cenario apicola mundial o Brasil € reconhecido pelo dominio da

metodologia de controle e manejo das abelhas africanizadas. Essas abelhas
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oferecem ao pais uma vantagem competitiva em relacdo aos seus concorrentes,

pois sao rusticas e mais tolerantes a doengas que as abelhas européias.

1.1 A Apis mellifera L.

O habitat das abelhas Apis mellifera é bastante diversificado e inclui savana,
florestas tropicais, deserto, regides litoraneas e montanhosas. Essa grande
variedade de clima e vegetacao acabou originando diversas subespécies ou racas
de abelhas, aproximadamente 26, com diferentes caracteristicas e adaptadas as
diversas condicbes ambientais (RAMOS, e CARVALHO, 2007). A abelha
africanizada do Brasil possui um comportamento agressivo, porém, menos que as
africanas, tém grande facilidade de enxamear, alta produtividade, toleréncia a
doencas, alto comportamento higiénico e de grooming (processo em que 0 grupo
ajuda a remover parasitas uns dos outros) e adapta-se a climas mais frios,
continuando o trabalho em temperaturas baixas, diferente das européias, que se
recolhem nessa época (GRAMACHO e JESUS, 2009)

Sao insetos sociais que vivem em colbnias organizadas em que os individuos
se dividem em castas, possuindo funcbes bem definidas que sdo executadas
visando sempre a sobrevivéncia e manutencdo do enxame. Numa col6nia, em
condi¢cBes normais, existe uma rainha, cerca de 5.000 a 100.000 operérias e de 0 a
400 zangbes (EMBRAPA 2003)

A rainha tem por funcdo a postura de ovos e a manutencdo da ordem social
na colméia. A larva da rainha é criada num alvéolo modificado, bem maior que os
das larvas de operarias e zangbes, de formato cilindrico, denominado realeira,
sendo alimentada pelas operarias com a geléia real, produto rico em proteinas,
vitaminas e hormonios sexuais. A rainha adulta possui quase o dobro do tamanho de
uma operaria e é a unica fémea fértil da colméia. Quando a rainha morre, ou ainda
guando o0 enxame esta muito populoso e falta espaco na colmeia, as operarias
escolhem ovos recentemente depositados ou larvas de até 3 dias de idade. Em caso

de populagcéo grande, a rainha velha enxameia com, aproximadamente, metade da
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populacdo antes do nascimento de uma nova rainha. Também pode ocorrer que a
nova rainha elimine a rainha antiga, logo apés o nascimento.

As abelhas operérias sdo responséaveis por todas as tarefas dentro e fora da
colméia. Suas atividades obedecem a uma escala de trabalho que, normalmente,
esta associada a idade do individuo. As operarias ndo apresentam os 6rgaos
reprodutivos completamente desenvolvidos, por terem nascido em bergos pequenos
e ndo terem sido alimentados com geléia real. (CARVALHO, 2010).

Geneticamente, uma rainha € idéntica a uma operaria. Ambas se
desenvolvem a partir de ovos fertilizados. Entretanto, fisiologica e morfologicamente
essas castas séo diferentes em razdo da alimentacdo diferenciada que as larvas
recebem. Mesmo tendo recebido um alimento menos nutritivo, uma larva de, no
maximo, 3 dias pode transformar-se em rainha se passar a receber a alimentacéao
adequada. Entretanto, quanto mais nova for a larva, melhor sera a qualidade da
rainha e sua capacidade de postura.

O zangao é a abelha macho, ndo possui ferrdo e, nasce de ovos nao
fecundados, depositados pela rainha. A Unica funcédo dos zangdes € a fecundacao
das rainhas virgens. As larvas de zangdes sdo criadas em alvéolos maiores que 0s
alvéolos das larvas de operéarias. Durante o acasalamento, o 6rgdo genital do
zangao (endofalo) fica preso no corpo da rainha e se rompe, ocasionando sua
morte. (RAMOS e CARVALHO, 2007).

1.2 Disturbio do Colapso das Col6nias (CCD-Colony Colapse Disorder)

Visando a maximizacado dos indices de produtividade, a agricultura moderna
vém utilizando técnicas que afetam de forma muito negativa a populacdo de
polinizadores, em especial as abelhas. Em anos recentes, as populacdes de abelhas
vém sofrendo uma severa diminuicdo, causando uma preocupacdo em nivel global.

Estudos afirmam que o declinio pode ser devido a uma combinacdo de
fatores, incluindo doencas, perda de habitat ou ainda serem causadas por

intoxicacbes de pesticidas e agrotoxicos, que as atingem por ocasido das suas
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visitas as floras e frutos das culturas vegetais. Entretanto, as perdas aumentaram
muito em anos recentes, com 0sS sSintomas novos, ameacando seriamente a
apicultura e os cultivos que dependem das abelhas para a polinizagdo. Este novo
fenbmeno tem sido chamado de "Colony Collapse Disorder" (CCD) (Disturbio do
Colapso das Colbdnias) e vem assolando as colméias ha alguns anos. Segundo 0s
primeiro relatos, o CCD originou-se na Flérida espalhando-se rapidamente pelos
Estados Unidos, atingindo o Canadé, Europa e Taiwan (De JONG, 2010)

Colbnias com CCD podem ter a aparéncia de saudaveis poucas semanas
antes de entrar em colapso. Entretanto, as abelhas adultas, de repente, comecam a
desaparecer das caixas originando a “doenca de desaparecimento”. As abelhas
deixam caixas cheias de mel, pdlen, cria operculada, uma rainha e, as vezes, um
punhado de operarias, na maioria recém saidas da pupa. Abelhas mortas ndo séo
encontradas dentro de colméias com CCD nem encontradas no chdo perto das
caixas. Muitas vezes, por terem restado tdo poucas operarias para coletar alimento e
cuidar das crias, a col6nia rapidamente definha e morre.

O desaparecimento das abelhas ja € um fenbmeno mundial, que preocupa
tanto os apicultores, que perdem as suas colmeéias, bem como o0s agricultores, pois
se sabe que 70% dos alimentos de origem vegetal consumidos pelo homem sé&o
polinizados pelas abelhas. (GONCALVES, 2012).

1.3 Doencas da Apis mellifera L

Nos EUA e na Europa, pesquisadores tém focado em algumas doencas,
deficiéncias e contaminacfes que possam estar associadas ao CCD. Estes incluem
infestacGes com o acaro parasita Varroa destructor (Anderson & Trueman, 2000),
varios virus, alguns associados com o acaro, Nosemose, nutricdo deficiente,
pesticidas e agrotéxicos. (De JONG, 2010).

Por outro lado, algumas possibilidades como transportar polen de plantas
geneticamente modificadas, a radiacédo de telefones celulares, e, talvez, até mesmo
estresse em si, podem ser descartadas como causas contribuintes para o Colony
Colapse Disorder (WATANABE, 2008)
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1.3.1 O 4caro Varroa destructor

Um fator comum a todos os casos de CCD nos EUA e também para a
apicultura no Brasil é o 4caro Varroa destructor. Este acaro suga a hemolinfa das
abelhas adultas e crias, enfraquece o sistema imunolégico das abelhas e também
transmite virus. Ja matou milhdes de colméias em todo o mundo e eliminou
completamente as colméias silvestres e qualquer outra colméia que néo foi tratada
nos EUA e Canada nos anos 90. A doenca causada pelo acaro Varroa € a Varroose
e seu dano varia com a raca de abelhas e as condi¢des climaticas. Embora, ao
parasitar uma abelha, o acaro possa por ela transportar-se e assim infectar novas
colméias, os niveis de infestacdo sdo relativamente baixos e estaveis, causando
poucos danos as abelhas africanizadas do Brasil (MORETTO, GUERRA et al.,
2006; SHEN et al., 2005)

Quando o Varroa foi descoberto em nosso pais em 1978, houve uma grande
preocupacao porque era conhecido como mortal. Em 1981, encontraram-se altos
indices de infestacdo, mais de 60 acaros para cada 100 abelhas em algumas das
colméias africanizadas. Apesar disto, observou-se que colméias da espécie Apis
mellifera africanizada podem sobreviver ao acaro e, felizmente, as infestacoes
comecaram a diminuir ao ponto que em 1984 a infestacdo média era de menos de
cinco acaros para cada 100 abelhas. As abelhas africanizadas do Brasil haviam se

adaptado a esta nova praga em poucos anos (De JONG, 2010).

1.3.2 A Nosemose

7

A Nosemose € causada por um microsporideo, podendo ser um destes,
Nosema apis (Zander, 1909). Desenvolvem-se nas células da mucosa do intestino
médio de abelhas adultas: operarias, zangdes e rainhas. Os ovos, pupas e larvas
nao sao afetados. Ao atacar o sistema digestivo da abelha danifica-o e 0 expde a

numerosas bactérias e virus, causando o encurtamento de vida util da abelha. E
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uma doenca que tem ressurgido em tempos recentes e € suspeita como uma das
causas de CCD (ALAUX, FOLSCHWEILLER et. al., 2011; De JONG, 2010).

1.3.3 Virus

Embora com maior tolerancia, a abelha africanizada também esta sujeita aos
virus, eles afetam todos os estagios de desenvolvimento das abelhas (ovos, crias e
adultos), assim como podem estar presentes em todas as castas.

Pelo fato dos enxames serem densamente populosos e terem uma taxa
elevada de contato entre os membros da colonias, relacionando-se para
comunicacdo e alimentacdo, as coldénias de abelhas fornecem grandes
oportunidades para a transmissao viral. Além disso, as colbnias de abelhas podem
ser atacadas por mais de um virus simultaneamente (CHEN et al. 2006).

A caracteristica mais crucial na dinamica das infeccdes virulentas é o modo
de transmissao do virus. Em geral, a transmissao de virus pode ocorrer atraves de
duas vias: transmisséo horizontal e vertical. Na transmissdo horizontal, os virus séo
transmitidos entre individuos da
mesma geracédo, de forma direta através da alimentacéo, fezes, acasalamento e, de
forma indireta, por parasitas. A transmissao vertical ocorre de rainha infectada ou
zangao infectado para sua prole.

A transmissdo horizontal é fortemente dependente do numero de agentes
patogénicos. Quanto maior for o numero de agentes parasitas, maiores as
oportunidades para a exploracdo destes na col6nia e, assim, uma maior taxa de
transmissao (CHEN et al. 2006)

Como os acaros se alimentam e se movem regularmente entre ninhada e
abelhas adultas, eles possuem grande potencial para atuarem como vetores virais,
mas também podem atuar como uma incubadora de replicacdo, ampliando e
potencializando seus efeitos sobre as abelhas e colméia. Segundo Fievet, J. et. al.
(2006) apud Allen & Ball (1996) ja foram encontrados 18 virus atuantes em abelhas,
destes mais de 15 tém sido descritos para Apis mellifera até a data. Os seguintes

virus podem ser citados como 0s mais comuns: Sacbrood Virus (SBV), Black Queen
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Cell Virus (BQCV), Deformed Wing Virus (DWV), Chronic Bee Paralysis Virus
(CBPV), Acute Bee Paralysis Virus (ABPV), Kashmir Bee Virus (KBV), Kakugo Virus
(KV), Israeli Acute Paralysis Virus (IAPV) e Varroa Destructor Virus (VDV-1).

Com excec¢do dos virus da familia Iridoviridae, que possui DNA no seu
genoma, os virus que atuam em abelhas possuem RNA de senso positivo e fita
simples e sdo pertencentes as familias Iflaviridae, Cripaviridae e Dicistroviridae, as
quais estdo dentro da superfamilia de virus denominados Picorna-like. A estrutura
viral consiste em uma molécula de RNA revestida com proteinas do capsideo. O
genoma de RNA é covalentemente ligado por uma proteina chamada VPG (viral
protein genome-linked) na extremidade 5 e uma cauda poliA na extremidade 3’
(ONGUS, ROODE et. al. 2006)

A replicacédo do virus ocorre no citoplasma da célula hospedeira. A particula
de virus prende-se na superficie da célula hospedeira e interage com um receptor na
membrana celular e injeta o seu genoma de RNA na célula hospedeira. Uma vez no
interior da célula hospedeira, o0 genoma de RNA é traduzido em uma Unica
poliproteina, que é subsequentemente clivada em proteinas estruturais e proteinas
funcionais para replicacdo do RNA por uma protease propria do virus de nominada
C3 (CHEN et al. 2006)

Muitos virus podem comumente ocorrer em populacdes de abelhas, sem
resultar em infeccdo latente. Tal baixo nivel, porém crénico, leva a infeccdes
persistentes que podem ser mantidas nas populacbes durante muitas geracoes,
causando pouco ou henhum dano, ou ainda em determinadas circunstancias, podem
ser estimulados ou ativados para replicar-se rapidamente ou para infectar as fases
sensiveis ou 6rgdos e iniciar as agudas e frequentes infeccdes fatais (RIBIERE et.
al. 2008; GENERSCH e CARTER, 2008).

1.4 Pesticidas e Agrotoxicos

Nos ultimos anos vem aparecendo com bastante destaque os pesticidas
agrotoxicos do grupo neonicotinoides. Estes pesticidas sdo altamente téxicos para

as abelhas. Eles apresentam atividade enzimatica que atuam fisiologicamente no
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olfato e na memoria das abelhas, bem como no comportamento de vbéo das
mesmas, em especial nas atividades de forrageamento, o que explica, em parte, o
desaparecimento das abelhas sem deixar vestigios de morte (GONCALVES, 2012)

No Brasil, os pesticidas e agrotoxicos também sao apontados como
responsaveis por uma doenga conhecida como “Mal do Outono”. Muitos cultivos que
florescem no outono recebem pulverizacao de inseticidas para minimizar os efeitos
dos cortes pelas formigas, que estdo se preparando para estocagem de alimentos
antes da chegada do inverno. Essa pratica acaba refletindo na criacdo de abelhas,
que visitam as flores dos cultivos na busca de mel e pélen (SILVA, 2010)

A ocorréncia de doencas nas colméias acarreta prejuizos diretos pela
diminuicdo da produtividade, uma vez que o aumento da mortalidade, tanto de crias
como de abelhas adultas, leva a uma reducdo da populacdo da colméia com
consequente reducdo da producdo (EMBRAPA, 2003). Além disso, 0 uso das
abelhas na polinizagéo de cultivos também se vé afetada com grandes perdas.

Lamentavelmente, o CCD ja esta presente no Brasil. Segundo Goncalves,
(2012) o primeiro caso de desaparecimento de abelhas no pais ocorreu em 2008, no
estado de Sao Paulo, porém ja existem varios casos pontuais detectados
recentemente nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, onde em Floriandpolis, no ano de 2012, apicultores registraram perda de
50% a 90% de suas colbnias, com Serios prejuizos econdmicos.

O CCD é um fenébmeno de importancia global, que ameaca seriamente a
populacdo de abelhas, porém por ser algo ainda pouco conhecido e devido a falta de
pesquisas especificas para comprovar as causas ja registradas, o problema continua
e tende a se agravar.

Por todos os motivos acima citados, o estudo de eventos que levam a morte
das abelhas € de grande importancia para a ecologia e economia mundial, e o

conhecimento cientifico destes € de suma importancia.
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2 Objetivos

Com base na problemética abordada, o presente trabalho visa alcancar os

seguintes objetivos:

- ldentificar, através de ferramentas moleculares, na regido do Pampa gaudcho, os
principais virus da familia Iflaviridae que afetam a saude das abelhas Apis mellifera.
-Desenhar primers especificos para o virus Varroa destructor Virus e estabelecer
sua deteccao através da técnica de Reacdo em Cadeira da Polimerase.

-Estabelecer em laboratério as técnicas de identificacdo dos virus DWV e KV
utilizando os primers descritos na literatura.

-Avaliar a presenca de Iflavirus em abelhas da regido do pampa em: cabeca da

abelha, corpo (térax e abdémen) e em crias mortas.
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3 Material e Métodos

3.1 Amostras

As amostras sdo provenientes de seis colméias, distribuidas em trés apiarios,
e a coleta foi realizada de forma a priorizar colméias com sinais de enfraquecimento.
Os apiarios eram de propriedade de colaboradores localizados em dois municipios
diferentes do pampa, no estado do Rio Grande do Sul: S&do Gabriel (Fig. 1) e

Alegrete.

Figura 1 - Imagens de um dos apiarios de Sdo Gabriel, onde foram realizadas as coletas.

Para estabelecimento das técnicas foram usadas abelhas de apiario
experimental mantido em colaboracdo com o apicultor Aldo Machado dos Santos,
em S&o Gabriel.

O material foi coletado entre o periodo de Junho de 2012 e Fevereiro de 2013
e levado ao Laboratoério de Biologia Molecular da Universidade Federal do Pampa,
campus Sao Gabriel/RS.

Foram coletadas 6 abelhas por caixa, abelhas com sintomas de doencas e
sem sintomas aparentes, exceto a coleta de uma Unica caixa, onde foi recolhido um
zangao, uma operaria assintomatica e uma operaria sintomatica.

Cada amostra foi composta de 3 individuos (sintomaticos ou assintomaticos)

gue foram coletados diretamente da caixa de abelhas num microtubo de 2ml e
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colocados em caixa de isopor com gelo, mantendo as abelhas neles até a chegada
ao laboratério onde foram mantidas no inibidor de RNAses (Invitrogen, EUA) a -20°
C até o momento da extracdo de RNA.

3.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para andlise de patdégenos virais foi extraido RNA, e também se realizou
extracdo de DNA para detec¢éo de patdgenos nao virais.

Para a extracdo de RNA, cada abelha foi dividida separando a cabeca do
resto do corpo (térax e abdémen). Assim, as cabecas e os corpos foram levados ao
TissueLyser 11t onde foram triturados em tubos de 2ml na presenca de 2 esferas de
aco de 3 mm em 1ml de RNALater. (Invitrogen, EUA).

Para extracdo de RNA foi usado 300ul da amostra processada.

A extracdo de RNA foi realizada com kit especifico para tal finalidade (Pure
Link TM RNA) usando colunas cromatograficas, seguindo as especificacbes do
fabricante (Ambion, EUA).

Apés a extracdo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria em
luz UV 260/280 nm no espectrofotdmetro Nanovue (GE Healthcare, USA) para
verificacdo da concentracdo de RNA e foram estocadas em freezer -80°C.

Apés a quantificacdo, parte da amostra (1ug de RNA total) foi usada como
molde para sintese de cDNA usando um oligonucleotideo poli dT como primer e
MMLV como transcriptase reversa, seguindo as recomendacf6es do fabricante da

enzima (Invitrogen, EUA). O cDNA foi estocado a -20°C até uso.

3.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de cDNA foram analisadas por PCR para avaliar a presenca ou

auséncia de patégenos.

1 Mais informag6es em <http://www.giagen.com/Products/Catalog/Automated-Solutions/Sample-
Disruption/TissueLyser-ll#orderinginformation>
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No caso de primers previamente publicados, as condi¢des de ciclo seguiram

as recomendadas na publicacdo. No caso dos oligonucleotideos desenhados para
este trabalho, foram usadas as seguintes condigoes:
- Fase de Desnaturacéo Inicial a 95°C durante cinco minutos, seguida de 40 ciclos
de fase de Desnaturacdo a 95°C durante 50 segundos, fase de Hibridizagéo, a 58°C
durante um minuto e extensdo a 72°C por um minuto. Apés a ciclagem a reacao foi
concluida por uma fase de Extensdo final, durante seis minutos a uma temperatura
de 72°C.

Foram utilizados primers especificos para cada virus, bem como um primer
multiviral capaz de amplificar 3 virus (tab. 1)

Foi utilizado o primer do gene endogeno “Beta-actina” para verificar a
gualidade das amostras obtidas.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5%, corados com
GelRed (Biotium) e visualizados sob luz UV. As imagens foram obtidas em

fotodocumentador (ChemiBis).

Tabela 1 - S&o apresentados todos os primers que foram usados, os virus que estes amplificam e a
citacdo do trabalho do qual foram obtidos.

Patégeno Nome Sequéncia Citacao
DWYV F TCGACAATTTTCGGACATCA Chen et al
DWV DWV R ATCAGCGCTTAGTGGAGGAA (2006)

Multi-virus VP1a F CTCGTCATTTTGTCCCGACT Williams et al.,

DWV/VDV1/Kakugo | Multi-virus VP1a-R TGCAAAGATGCTGTCAAACC (2009)
) Actin-F ATGAAGATCCTTACAGAAAG Williams et al.,
Beta Actina Actin-R TCTTGTTTAGAGATCCACAT (2009)
Desenhados
VDV-F CGAAACGAAGAGAGCATGTA para este
VDV-1 T trabalho.

VDV-D CGACTCTTCCCCAGCTAAG
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4 Resultados e Discusséao:

Dos trés apiarios amostrados, registrou-se presenca viral em dois, sendo
estes localizados no municipio de S&o Gabriel.

Obteve-se resultado positivo para a presenca de virus da familia Iflaviridae
em trés colméias analisadas:

Varroa Destructor Virus foi detectado em duas amostras; (fig.2)

A analise de Deformed wing virus ndo apresentou bandas quando foram
usados os primers potencialmente especificos para detecta-lo, porém o primer
multiviral (que apresenta produto da PCR quando DWV esta presente na amostra)

amplificou em cinco amostras.(fig.3)

Figura 2 - Gel de agarose 1,5% com primer para VDV-1 mostrando as amostras que
amplificaram para este primer, sendo (n) o controle negativo,

(LM) amostra contendo larva morta e (AB) amostra de abelha sintomatica.

Marcador molecular: Law Range DNA Ladder

Figura 3 — Gel de agarose 1,5% com primer multiviral, mostrando as amostras que
amplificaram para este primer. Sendo (n) o controle negativo, (LM) amostra contendo
larva morta, (CB) cabegas de caixa com DWYV, (CP) corpos de caixas com DWYV, (AS)
operaria com asas deformadas e (NE) abelha ndo eclodida e com asas deformadas.
Marcador molecular: Law Range DNA Ladder.
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Na tabela 2 observa-se os primers utilizados e as amostras que amplificaram

para cada um deles.

Tabela 2 - Primers utilizados nas rea¢des de PCR e as amostras que amplificaram
registrando presenca viral para cada um deles.

Primer Multiviral ~ Primer especifico VDV-1

Larva Morta X
Cabeca (caixa com DWYV) " «
Corpo (caixa com DWV) "
Operaria com asas deformadas X «

Abelha nao eclodida escura e
com asas deformadas

Anteriormente aos testes virais, as amostras foram testadas com o primer
para amplificar um fragmento do gene de Beta-actina, para verificacdo da sua
gualidade (Fig. 4), onde mostraram que a técnica de macerar o material coletado
diretamente no inibidor de RNAses e usa-lo para estocagem do material até seu uso
em laboratdrio € eficaz, pois conservou as amostras com sucesso e qualidade, e que
as amostras negativas para infeccdo viral ndo eram amostras com problemas no seu

processamento.

Figura 4 - Gel de agarose 1,5% mostrando com Beta Actina as amostras capazes de
amplificar. As amostras negativas para o teste A, foram submetidas a um segundo teste (B) com 2l
de Beta Actina. As que ap0s o segundo teste ndo amplificaram, ndo foram submetidas ao teste de
PCR com iniciadores virais e foram descartadas.
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Apéds observado o resultado das amostras para o teste PCR multiespecifico,
apenas os resultados positivos para este foram submetidos ao teste com o primer
especifico para DWV, resultando negativamente para este em todas as repeticdes.

(fig. 5)

Figura 5- Gel de agarose 1,5% mostrando auséncia de amplificacdo de PCR para DWV. Law
Range DNA Ladder.

Para avaliar se houve erro no processo de PCR, foi realizado mudanca do
tampéao e de temperatura de hibridizagdo, uma vez que os testes iniciais foram feitos
com tampao contando KCI e a temperatura era de 58°C, entdo utilizou-se tampéao
contendo MgSo4 e temperatura 56°C, resultando novamente negativo aos testes
para DWV.

Apesar dos dados negativos para PCR, presenca do virus DWV nas amostras
amplificados com primer multiespecifico poderia ser esperada, pois foram recolhidas
abelhas com asas deformadas (fig. 6), e a relacdo DWV e deformacdo das asas €&
aceita pela comunidade cientifica e amplamente documentada, como por exemplo
em Lanzi, G. et. al. (2006). Supfe-se entdo que a ndo amplificacdo deste virus nos
testes de PCR pode ser devido a algum erro no primer especifico, pois as amostras
positivas para virus no primer multiviral foram as amostras de abelhas sintomaticas.
Poderia-se também supor que tais resultados positivos seriam amplificacdo para
Kakugo Virus, pois o primer multiviral também é capaz de detectar este. Porém,
além de ndo evidenciar sintomas nas asas como o DWV, KV é encontrado apenas
no cérebro de opérarias, tornando-as muito agressivas, como relatado por Fujiyuki,
T. et. al (2004).

Para esclarecer a ndo amplificacdo especifica do virus DWV em nossos
resultados, as amostras positivas para DWV serdo analisadas com novos primers e

as bandas obtidas com DWV multi serdo submetidas a sequenciamento.
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Figura 6 — Trés (3) abelhas amostradas, possuindo as duas (2) primeiras,
visivel deformacao nas asas. Foto: Ledncio Batista.

A técnica de RT-PCR foi utilizada pois, levando em consideracdo que 0s
métodos soroldgicos sdo muitas vezes pobres em especificidade e sensibilidade, e a
reacdo em cadeia da polimerase revolucionou o diagndstico da infeccdo por virus,
além de oferecer um método padrdo para o diagnéstico especifico e sensivel de
infeccao viral (CHEN, Y. et al. 2004). Esta técnica também foi utilizada por varios
autores como Teixeira, E. W. et. al. (2008), Chen, Y. et. al. (2005), Yue, C. et. al.
(2005), Reynaldi, J. F et. al (2010) mostrando-se muito eficaz para este tipo de
abordagem experimental.

No entanto, um Unico ensaio de RT-PCR com primers especificos permite a
deteccdo de apenas um virus por reacao, e a deteccao de varios virus exigiria varios
ensaios de RT-PCR. Assim, sempre que possivel é aconselhavel a utilizacdo de
primers multiespecificos ou uso da técnica de PCR Multiplex que permite a deteccéo
de varios tipos de virus na mesma reacdo, excluindo as amostras sadias e
reanalizando as amostras infectadas com primers especificos. Isto permite a
deteccdo simultanea de virus diferentes numa Unica reacéo e pode reduzir o tempo
e os custos de diagnéstico (CHEN et al., 2004), como pode ser observado neste
trabalho.

As amostras vindas do apiario localizado no municipio de Alegrete nao
apresentaram resultado viral positivo. Este resultado provavelmente se deve ao fato
de que, como relatado pelo apicultor local, este apiario estava a mais de dois anos
sem haver sofrido retirada melifera. No momento da coleta também pode-se
observar que as caixas estavam extremamente seladas com muito prépolis e o

enxame estava muito forte.



27

Estes dados reforcam que a maior incidéncia de patologias nas colméias da-
se quando os enxames estdo enfraquecidos, o que geralmente ocorre durante o
inverno, devido ao frio e/ou baixa oferta de alimento. As abelhas coletadas neste
local séo provindas de um enxame que provavelmente ndo sofreu com falta de
alimento nos dois Ultimos invernos e entdo encontravam-se assim muito fortes e
resistentes as patologias, apresentando dados negativos para o testes virais.

A analise das amostras com primers especificos para o virus VDV-1
apresentou dados positivos em amostras de cabeca de abelhas com asas
deformadas, que também apresentaram banda quando amplificadas com primers
DWYV multi, estes dados concordam com os resultados de Zioni et. al. (2011) que
encontraram replicagdo ativa de DWV e VDV-1 apenas nas cabecas de abelhas
sintomaticas que recentemente haviam surgido com asas mutiladas, e ndo nas
cabecas de abelhas assintomaticas que recentemente haviam surgido.

Dentre os resultados positivos para o primer Multiviral, pode-se observar
também uma amostra de cria morta. Esta larva no momento da coleta ja estava
morta e desoperculada.

E um dos sintomas do CCD encontrar favos onde ha, na parte de crias,
algumas mortas e desoperculadas, pois devido ao fato das abelhas africanizadas
terem um alto comportamento higiénico, as operarias retiram crias que percebem
estarem doentes.

Esta acdo pode ser uma das grandes vias de transmissao viral. Como
relatado por Shen et al. (2005) onde foi observado com o virus Sacbrood que,
abelhas operarias ao retirarem do alvéolo larvas mortas mas com virus ainda ativo,
contaminavam-se com este, uma vez que, ingeriam partes da larva infectada.
Posteriormente, voltavam a alimentar o restante das larvas com secre¢des de suas
glandulas hipofaringeas e com isso propagavam o virus a outras abelhas.

Este fato pode explicar a amplificacdo positiva com o primer multiviral para o
corpo (térax e abdémen) de uma operaria sintomatica. Esta amostra foi recolhida de
um enxame onde também foi retirado um zangdo e uma operaria assintomatica. O
zangao mostrou-se negativo ao teste, bem como a operéria assintomatica. Isso nos
leva a propor a contaminacdo da operaria pela via horizontal, por alimentacdo
provinda de alguma operéaria contaminada, quando esta ainda era larva ou por

contaminacgao via Varroa, mas nao pela via vertical.
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4.1 O Varroa Destructor Virus

Virus recentemente descrito (ONGUS et al. 2004), encontrado pela primeira
vez no acaro Varroa destructor.

Por ser um virus que esta comecando a ser estudado, ndo existe até o
momento muita literatura sobre este, porém os estudos ja realizados mostram que o
genoma de VDV-1 é muito similar ao de outros Iflaviridaes, e devido a essas
semelhancas foi atribuido ao género Iflavirus.

Baseando-se em dominios da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),
Ongus, et al. (2004) construiram uma arvore filogenética entre os virus e suas
respectivas familias (fig. 7). Nela mostram que VDV-1 é um parente proximo de
DWV e KV e afirmam que possivelmente os trés virus tenham evoluido de um
ancestral em comum.
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Figura 7. Arvore filogenética construida por Ongus, J. R. et al. (2004) com base nos dominios de RdRp,
mostrando a proximidade entre VDV-1, DWV e KV.

Ao descrever VDV-1, Ongus et al. (2004), verificaram que este e DWV
possuem 84% de identidade em suas sequencias de acido nucléico e 95% de

identidade de aminoacidos. Seu genoma codifica um Unico polipeptideo grande, que
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€ clivado para originar as proteinas virais ndo estruturais e estruturais (MIRANDA e
GENERSCH, 2010).

A principal diferenca entre DWV e VDV-1 esta localizada na UTR 5 do
genoma viral, embora existam também vérias diferencas de nucleotideos entre as
regides codificantes desses virus, que resultam em alterac6es de aminoacidos nas
suas proteinas. Verificou-se também que ambos os virus podem coexistir na abelha
e no &caro (ONGUS et al., 2004).

Devido ao elevado grau de semelhancga, Miranda e Genersch (2010) bem
como Lanzi (2006) consideram que VDV-1 pode ser uma variante genética de DWV,
embora os virus possam ser distinguidos por RT-PCR com iniciadores especificos
para cada um. Contudo, nossos dados mostram que DWV poderia ser detectado
tanto em cabeca quanto no corpo das abelhas, mas o VDV1 somente foi detectado
na cabeca, isto demostra que este virus apresentam tropismos diferentes e por tal
motivo se fundamenta a ideia de que sao virus diferentes.

Embora os sintomas sejam uma rapida forma de detecc¢ao viral em enxames,
os diagnosticos de virus em abelhas com base apenas nestes
nem sempre sdo confiaveis, pois como relatado por Shen, M. et al. (2005), as
abelhas infectadas podem ndo apresentar sintomas e 0S virus sao capazes
de permanecerem dormentes por longos periodos de tempo sem
gualquer dano aparente para o anfitrido.

As populacdes de abelhas Apis mellifera do Brasil, embora mais rusticas e
tolerantes a doencas, estdo sendo cada vez mais acometidas por estas, o que
atinge diretamente a ecologia e economia do nosso pais, e ameaca seriamente o
avanco da apicultura brasileira. Esta atividade em nosso pais € de suma
importancia, pois a insercao da abelha africanizada no Brasil foi a responsavel pelo
resgate social de numerosas familias que encontraram na atividade uma forma de
trabalho e fonte de renda.

A Apicultura € uma das poucas atividades que contempla topicos importantes
da sustentabilidade, como o econdmico, por gerar renda para os produtores; o social
por criar oportunidade de ocupacdo da méo de obra familiar no campo, reduzindo o
éxodo rural; e o ecoldgico, por ndo poluir, contribuindo para a preservacdo do
ecossistema existente, além dos produtos apicolas servirem até mesmo de

monitores de contaminagdo do meio ambiente (PIRES, 2011)
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Um diagnéstico rapido e preciso para a infeccado viral em abelhas € um
componente critico para a vigilancia de doencas e programas de controle, pois a
combinacdo de acaros e virus causa a imunossupressdo nas abelhas e aumenta a
susceptibilidade a outros patdégenos oportunistas, levando assim a uma progressiva
reducéo no desempenho das col6nias (CHEN et al. 2004; LANZI, 2006).

Dentro das atividades que diversos paises estdo desenvolvendo para atacar
de frente estes problemas estao os programas de sanidade apicola.

No Brasil, este teve sua primeira portaria publicada no ano de 2006, mas
somente no ano de 2008 é que o Programa Nacional de Sanidade Apicola (PNSAp)
foi instituido, no a&mbito do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Este programa visa o fortalecimento da cadeia produtiva apicola, e tem por
objetivo e funcéo a vigilancia epidemiolégica dos apiarios brasileiros, com controle,
prevencdo e erradicacdo das principais enfermidades infecciosas, organicas e
parasitoses que acometem as abelhas.

No Rio Grande do Sul ainda ndo existe um programa de sanidade apicola
estabelecido; porém, no dia 5 de julho do ano de 2012 realizou-se a primeira reunido
para criacdo deste programa no estado, na qual o Programa de Pesquisa e
Extensdo em Biotecnologia Apicola da UNIPAMPA fez-se presente, onde atuara
junto ao Programa visando a identificacdo e erradicacdo das doencas que
acometem as abelhas no estado. Desta forma os dados aqui apresentados séo
pioneiros para a regido e permitirdo um melhor entendimento dos problemas que
acometem ou podem acometer aos apiarios da regido e a partir destes estabelecer
politicas publicas que tragam beneficios sociais e econdémicos para os apicultores e

a nossa regido de abrangéncia.
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5 Concluséao

Levando em consideracéo os trabalhos de autores que se concentraram na
deteccéo viral que acometem abelhas Apis mellifera, como Teixeira et. al. (2008) em
Séo Paulo, onde houve deteccdo de ABPV, BQCV, e DWV, Reynaldi et al. na
Argentina (2010), relatando presenca de ABPV, CBPV e SBV, e Antlunez et al.
(2005) no Uruguai com CBPV e ABPV, este trabalho reporta a presencga do Varroa
Destructor Virus (VDV-1) no Rio Grande do Sul, sendo portanto, a primeira descri¢cdo
da presenca do virus para a América do Sul, pois anteriormente, este apenas havia
sido relatado para Holanda (ONGUS; PETERS et al. 2004), Israel (ZIONI et al.
2011), Reino Unido (BAKER e SCHROEDER, 2008) e Bélgica (GRAAF et al. 2008).

Além disso, o primer desenhado para esta pesquisa funcionou com sucesso,
e permite detectar VDV-1 de forma especifica.

Observou-se também, a presenca de abelhas sintomaticas para o virus
Deforming Wing Virus. Embora a auséncia da evidéncia molecular deste, nos
individuos sintomaticos coletados a amplificacdo em amostras com primer Multiviral,
com iniciadores para DWV, permitira relatar a sua presenca no Rio Grande do Sul,
somente apos 0 sequenciamento das amostras.

Houve registros virais em distintas partes das abelhas: cabecas e corpos
(térax e abdémen).

A verificacdo de ocorréncia de virus em nosso estado, fornece subsidios para
pesquisar os possiveis causadores do CCD no Rio Grande do Sul, mais pesquisas
relacionadas ao tema serdo feitas, iniciando-se assim uma corrida contra o tempo

para tentar impedir 0 avanc¢o desta patologia no estado.
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