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RESUMO

SOUZA, Amanda Martins da Cruz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2018. Virus que afetam Apis mellifera Linnaeus 1758 (Hymenoptera:Apidae)
em apiarios de Minas Gerais. Orientadora: Juliana Lopes Rangel Fietto.
Coorientadores: Gustavo Costa Bressan, Marcia Rogéria de Almeida Lamégo,
Raphael de Souza Vasconcellos e Weyder Cristiano Santana.

Na abelha Apis mellifera sédo identificados 24 virus, que persistem de forma natural
nas colénias, em baixos titulos e sem sintomas aparentes. Porém, esta infeccéo
silenciosa, associada a outros tipos de perturbacgdes individuais, pode ser prejudicial
e levar a morte de toda a coldnia, como relatada no CCD. Varios virus de abelhas
foram descritos em A. mellifera, mas somente alguns sao considerados como
capazes de causar doengas, assim sendo, estes virus estudados com mais
frequéncia: Virus da Paralisia Crénica (CBPV), Virus da Paralisia Aguda (ABPV),
Virus Deformador da Asa (DWV), Virus da Realeira Negra (BQCV), Virus da Cria
Ensacada (SBV), Virus Caxemira (KBV), SBPV (Slow Bee Paralysis Virus), VDV1
(Virus V. destructor -1) e, mais recentemente, o Virus Israelense da Paralisia Aguda
(IAPV). Baseando-se na importancia da apicultura no Brasil, além do valor ecoldgico
das abelhas como polinizadoras, o presente trabalho buscou verificar a ocorréncia
de virus que afetam A. mellifera no estado de Minas Gerais, em treze cidades de
sete Mesorregioes. As amostras foram coletadas em col6nias distintas, em apiarios
cujo numero variou entre 1 e 3 por mesorregido. O RNA total presente em seis
abdémens (pool) de operarias por apiario foi extraido e feita a sintese de DNA
complementar. O cDNA obtido foi utilizado para a amplificacdo por reacao de
polimerizagdo em cadeia (PCR) com primers ja previamente publicados.
Posteriormente, cada fragmento gerado foi purificado e inserido no vetor pGEM-T
Easy para sequenciamento. Neste trabalho pode-se detectar a presenca de trés
tipos virais: ABPV, BQCV e CBPV. Dois na cidade de Passa Quatro no Sul (ABPV e
BQCV) e um (CBPV) nas cidades de Vigosa, Caratinga, Divindpolis e Diamantina.
Para os virus DWV, IAPV, KBV, SBV, SBPV e VDV1 né&o foram obtidos amplicons. A
presenga do CBPV se da em maior frequéncia (30,76%), sendo registrada em quatro
cidades mineiras; ABPV e BQCV a 7,69% em uma localidade; das cidades

analisadas 61,55% nao apresentaram amplicons para os virus analisados.



ABSTRACT

SOUZA, Amanda Martins da Cruz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2018. Virus that affecting Apis mellifera Linnaeus 1758 (Hymenoptera:Apidae)
in apiaries of Minas Gerais. Adviser: Juliana Lopes Rangel Fietto. Co-advisers:
Gustavo Costa Bressan, Marcia Rogéria de Almeida Lamégo, Raphael de Souza
Vasconcellos and Weyder Cristiano Santana.

Honey bee Apis mellifera can be identified by 24 viruses, which persist naturally in
the colonies, low titers and no apparent symptoms. However, this infection,
associated with other types of individual disorders, can be harmful and lead to the
death of the entire colony, as reported in CCD. Several bee viruses have been
described in A. mellifera, but only some are considered to be capable of causing
diseases, so these, viruses are most frequently studied: Chronic Bee Paralysis Virus
(CBPV), Acute Bee Paralysis Virus (ABPV), Deformed Wing Virus (DWV), Black
Queen Cell Virus (BQCV), Sacbrood Virus (SBV), Kashmir Virus (KBV), SBPV (Slow
Bee Paralysis Virus), VDV1 (Virus V. destructor -1) and more recently, the Israeli
Acute Paralysis Virus (IAPV). Based on the importance of beekeeping in Brazil, in
addition to the ecological value of bees as pollinators, the present work sought to
verify the occurrence of viruses that affect A. mellifera in the state of Minas Gerais, in
thirteen cities of seven Meso-regions. The samples were collected in distinct
colonies, in apiaries whose number varied between 1 and 3 per mesoregion. The
total RNA present in six abdomens (pool) of workers per apiary was extracted and
the synthesis of complementary DNA was made. The obtained cDNA was used for
amplification by polymerization chain reaction (PCR) with previously published
primers. Subsequently, each generated fragment was purified and inserted into the
pGEM-T Easy vector for sequencing. In this work we can detect the presence of
three viral types: ABPV, BQCV and CBPV. Two in the city of Passa Quatro in the
South (ABPV and BQCV) and one (CBPV) in the cities of Vigosa, Caratinga,
Divinépolis and Diamantina. For the viruses DWV, IAPV, KBV, SBV, SBPV and
VDV1 no amplicons were obtained. The presence of CBPV occurs more frequently
(30.76%), being registered in four cities in Minas Gerais; ABPV and BQCV at 7.69%
in one locality; of the analyzed cities 61.55% did not present amplicons for the virus

analyzed.
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1 INTRODUGAO

A abelha € um inseto pertencente a ordem Hymenoptera, com cerca de 20 mil
espécies diferentes conhecidas, sendo este o maior grupo de insetos polinizadores
(MICHENER, 2000). Apis mellifera Linnaeus 1758 (Apidae) € uma espécie que foi
levada para outras regides do planeta, onde n&o ocorria de forma espontanea, a fim
de produzir mel, geléia real, cera, propolis, pdlen e polinizagdo na agricultura
(CICCO, 2016).

Com origem na Europa, Asia e Africa, essa espécie pode ser encontrada em
diferentes Biomas (incluindo savanas, regides litoraneas e montanhosas). Com clima
e vegetagdo flexiveis, o habitat original da espécie colaborou para o
desenvolvimento de diversas subespécies ou racas de abelha A. mellifera, com
caracteristicas distintas e adaptadas a diferentes condi¢gdes ambientais (RUTTNER,
1987).

Distribuida em todo territorio brasileiro A. mellifera esta presente em todos os
Biomas e tipos de ambientes (urbanos, agricolas e naturais, preservados ou
degradados) (OLIVEIRA; CUNHA, 2005). Contudo, esta populagéo se originou de
um cruzamento entre abelhas de subespécies europeias trazidas pelos imigrantes
como Apis mellifera mellifera (abelha alema), Apis mellifera ligustica (abelha
italiana), Apis mellifera carnica (abelha carniola) com uma subespécie trazida da
Africa em 1956, Apis mellifera scutellata (abelha africana), sendo conhecida
atualmente como abelha africanizada ou A. mellifera africanizada (SHEPPARD et al,
1991).

No Brasil, os pequenos agricultores lideram a producédo de mel, com a regiao
Sul sendo a maior produtora com 49%, Parana com 16,2% e Santa Catarina com
12,9%, com destaque também para Minas Gerais e Sao Paulo, totalizando 350 mil
produtores, cuja maioria de agricultores familiares (90%). De acordo com a
Associagéao Brasileira dos Exportadores de MEL— ABEMEL, em 2016, em relagdo ao
volume mundial de mel exportado, o Brasil subiu 3 posi¢des no ranking de maiores
exportadores ocupando o 7° lugar no ranking de exportagbes. Em volume foram
aproximadamente 33.931 toneladas (ABEMEL,2016).



Ocupando a quinta colocagao na produgao de mel no pais, Minas Gerais,
segundo dados da Federagdo Mineira de Apicultura (FEMAP), possui a Mesoregiao
Jequitinhonha/Mucuri com 22,7% do total da producdo, Central (15,2%), Sul de
Minas (14,5%), Rio Doce (12,8%), Zona da Mata (11,3%), Norte de Minas (9,3%),
Centro Oeste (6,4%), Triangulo (4,2%), Alto Paranaiba (2,3%) e Noroeste (1,2%).
Com cerca de quatro mil toneladas de mel produzidas por ano, com geragéo de 13
mil empregos geralmente associados a economia de pequenas familias. Sao 4,5 mil
apicultores, organizados em varias associagbes e cooperativas que asseguram
condigdes ideais para a garantia de produtos de qualidade. (FEMAP, 2016).

Os principais problemas na criagdo de abelhas sdo a aplicagcao de forma
descontrolada de pesticidas (doses letais e sub-letais), alteragcées climaticas,
desmatamentos, desastres ambientais (secas), queimadas, déficit nutricional e
doengas causadas por diversos tipos de patdogenos, como acaros, em especial o
Varroa destructor (Anderson & Trueman, 2000), nematoides, insetos, protozoarios,
bactérias, fungos e virus. (SUMPTER, 2004, FRAZIER, 2011).

Varroa destructor € um acaro que apesar de ndo causar muitos danos as
colonias de abelhas africanizadas no Brasil (DE JONG, 1982), em associagdo com
determinados virus pode causar comprometimento da sanidade das colmeias, de
forma que quando se alimenta, causa perfuracdo na cuticula da abelha,
transgredindo a barreira de protecao do inseto e permitindo que diversos patégenos
entrem, incluindo virus. Se uma abelha esta infectada por um virus e o acaro suga a
sua hemolinfa, se contamina e transmite-o a outro inseto, tornando-se um vetor viral.
Numa col6nia infestada pelo acaro ha o aparecimento de abelhas com ma-formacéao
nas asas, pernas, abdémen e térax (GARCIA, 2014).

Varias espécies de virus podem parasitar abelhas africanizadas, embora elas
possuam maior resisténcia a doengas. Esses virus persistem de forma natural nas
colbnias, em baixos titulos e sem sintomas aparentes. Porém, esta infecgao
silenciosa, associada a outros tipos de perturbacgdes individuais, pode ser prejudicial
e levar a morte de toda a colénia (AUBERT et al., 2008; DE MIRANDA et al., 2013).
Por serem insetos polinizadores, impactos causados ao meio ambiente que
acarretariam diminuicdo drastica ou perda das abelhas levaria a uma série de
mudang¢as em nichos ecoldgicos, como em animais que dependem das cadeias
alimentares relacionadas (ECODEBATE, 2014).



Baseando-se na importancia da apicultura no Brasil, além do valor ecoldgico
das abelhas como polinizadoras, o presente trabalho buscou um levantamento de
virus que afetam A. mellifera no estado de Minas Gerais, uma vez que problemas
sanitarios da apicultura mundial vém se agravando, tornando necessaria a adogao

de medidas de maior protegao a saude das abelhas.



2.REVISAO E FUNDAMENTAGCAO

2.1 Abelha africanizada no Brasil

No Brasil, a introducdo da abelha africanizada ocorreu ap6s o ano de 1956,
quando devido a baixa produtividade das abelhas européias, algumas rainhas de
abelhas da Africa do Sul foram introduzidas pelo geneticista Prof. Dr. Warwick
Estevan Kerr, com o objetivo de aumentar a produtividade de mel no pais em um
programa de melhoramento (Kerr, 1957). Apdés um incidente, estas colbnias
enxamearam e iniciaram um rapido processo de hibridizagcdo (Kerr, 1967), com as
abelhas de origem européia (A. mellifera mellifera, A. mellifera ligustica e A. mellifera
carnica ) que ja haviam sido introduzidas anteriormente no pais (Nogueira-Neto,
1972 e Gongalves, 1994). A partir destes cruzamentos, originaram-se as abelhas
polihibridas, as quais apresentavam caracteristicas predominantes da subespécie
africana (Apis mellifera scutellata), sendo denominadas abelhas africanizadas
(Goncgalves, 1974).

Com grande capacidade de defesa, de adaptacdo a ambientes
tropicais/subtropicais, alta capacidade de crescimento populacional, reproducéo e
enxameacdo, aliado ao ciclo de desenvolvimento mais curto que as demais
subespécies existentes no Brasil, estas caracteristicas das abelhas africanizadas
muito se assemelham a abelhas africanas nativas (Oliveira & Cunha, 2005). Tais
caracteristicas permitram a rapida ocupacdao dos ambientes Neotropicais
(Gongalves, 1994). Todos esses fatores contribuiram para ocupagao de quase todo
continente americano, pelas abelhas africanas, do sul da Argentina até o sudeste de
Nevada, Estados Unidos, percorrendo cerca de 110 Km/ano (Gongalves, 2001).

Apesar da alta produtividade, essa abelha africanizada causou um impacto
negativo muito grande ao disseminar. Devido a agressividade que apresentavam e
as deficiéncias técnicas dos apicultores e da populacdo em geral para trabalhar e
conviver com elas, levou no inicio ao abandono da atividade apicola. Entretanto,

houve adequacéo e reformulagao das técnicas para o manejo da abelha



africanizada, fazendo com que o Brasil passasse da 27° colocagao para a 7° em

relagdo a producdo mundial de mel (SOARES, 2012).

2.2 Apicultura no Brasil

A atividade apicola iniciou-se no pais em 1839, quando algumas colbnias de
abelhas da espécie A. mellifera da regidao do Porto, em Portugal, foram trazidas pelo
padre Anténio Carneiro para o Rio de Janeiro. Subsequentemente houve introdugao
de outras racas da mesma espécie nas regides Sul e Sudeste, por imigrantes
europeus (Alemaes e lItalianos). Com a introducao da abelha africana (Apis mellifera
scutellata) em 1956, houve mudangas na apicultura do Brasil, de maneira acidental:
apos a fuga dessas abelhas do apiario em que eram realizados os experimentos,
elas se acasalaram com abelhas europeias formando um hibrido natural chamado
de abelha africanizada. Por serem agressivas, geraram problemas no manejo de
apiarios, causando abandono da atividade apicola. Técnicas adequadas surgiram
apés os anos 70, acarretando o retorno do crescimento da apicultura e sua
expansado para as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste (NOGUEIRA-NETO,
1970; SOARES,2012). Deste modo pode se resumir a histéria da apicultura em trés
etapas:

A chegada das abelhas A. mellifera de origem europeia que correspondeu ao
periodo de implantagdo da apicultura no pais — entre 1839 a 1955.

A africanizagdo dos apiarios e das col6nias na natureza — apos a chegada
dos primeiros enxames africanos, cuja importacdo iniciou-se em1956 de forma
intensa e depois reduziu-se ao longo dos anos.

E por fim foi quando a apicultura brasileira se recuperou e expandiu-se, em
1970, no ano do Primeiro Congresso Brasileiro de Apicultura (SEBRAE, 2015).

2.3 CCD (Colony Collapse Disorder) ou SINDROME DO COLAPSO DE
DESORDEM DA COLONIA

Conforme vanENGELSDORRP et al. (2007, 2008, 2010, 2011), entre os anos

de 2006 e 2010, estudos consecutivos realizados em colmeias manejadas de A.



mellifera, registraram perda de cerca de 30% de coldnias nos Estados Unidos e em
determinados paises da Europa (Laurent et al., 2015). No inverno de 2006—2007
foram feitos os primeiros registros, nos quais colénias apresentavam caracteristicas
bem definidas de colapso, embora n&o se conhecesse a causa (Pires et al., 2016).

Através de um conjunto de sintomas e pelo reconhecimento do fenébmeno sé
apdés o acontecimento, ele passou a ser tratado como uma sindrome e recebeu a
denominagéo de CCD (Disturbio do Colapso das Colbnias). Os sintomas sao: perda
acelerada de abelhas operarias, com enfraquecimento ou morte da col6nia que
possui numero maior de crias do que de abelhas adultas; o exterior e interior da
colmeia sem crias e abelhas adultas mortas; pragas, como por exemplo, tracas
deixam de invadir a colmeia de forma imediata. Em associagdo a CCD esta o
estresse causado por agentes patogénicos, manejo de forma incorreta das colbnias,
uso indiscriminado de agrotoxicos, ma nutrigdo e todos estes fatores combinados
(vanENGELSDOREP et al., 2009).

Em 2007, a Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegdcios, da Secretaria
de Agricultura e Abastecimento de Sao Paulo (Apta, SAA- SP), em colaboragdao com
a Universidade Federal de Vigosa enviou as primeiras amostras de abelhas A.
mellifera africanizadas, vindas Sudeste brasileiro, colénias com sintomas de
enfraquecimento e produgao apresentando queda , ao Bee Research Laboratory,
USDA, Beltsville, EUA, , para que patdégenos fossem identificados com a utilizagao
das mesmas técnicas moleculares utilizadas nas amostras diagnosticadas com CCD
nos EUA. Os dados dos patdgenos e caracteristicas observadas nessas colbnias,
naquele periodo nao relacionaram mortalidades registradas nos apiarios brasileiros
a CCD (Pires et al., 2016).

A possibilidade de que patégenos e parasitas estejam envolvidos nas causas
do CCD foram focos de pesquisas desenvolvidas no Brasil (Teixeira et al., 2008a,
2008b, 2012, 2013; Santos et al., 2014; Schwarz et al., 2014); além do aumento da
vulnerabilidade das abelhas, devido a redugdo de mecanismos de defesa em casos
de coinfecgéo (Cox- Foster et al., 2007; vanEngelsdorp et al., 2009).

Contudo, o escasso conhecimento sobre onde estao localizados os apiarios,
impede um levantamento sobre os patégenos de abelhas existentes no pais. No
Brasil, ndo se monitora os produtores, dificultando o acesso a informacgdes

disponiveis como por exemplo: localizag&o de colénias, como 0 manejo € feito nos
6



apiarios; o quanto a flora e culturas nos pais sédo diversas , o uso de agrotoxicos

adotado nas praticas agricolas (Pires et al., 2016)

2.4 Acaro Varroa destructor

O acaro Varroa destructor (Varroidae) é um ectoparasita que se fixa no térax
e abdébmen de zangdes e operarias de abelhas Apis melllifera L, para nutrir-se da
hemolinfa (DE JONG et al.,1982; DI PRISCO et al., 2011), o que gera danos a
sanidade das abelhas, por comprometer a quantidade de proteinas corporais
absorvidas e armazenadas, comprometendo a ag¢do do sistema imune e
longevidade, bem como no crescimento e desenvolvimento normal das crias,
gerando ma formagdo em individuos adultos com redugdo de peso e tamanho
(AMDAM et al., 2004; GAREDEW et al., 2004; ROSENKRANZ et al., 2010;
CAPPELARI, 2011). Ele pode ser um transmissor de virus de forma vertical e
horizontal (SUMPTER; MARTIN, 2004; CHEN et al., 2006; KEVAN, et al., 2006;
MATTOS, 2011).

Sua introducdo no Brasil ocorreu na década de 70 (DE JONG et al.,1982). A
existéncia de diferentes haplotipos do acaro, evidenciada por estudos moleculares,
esta relacionada a viruléncia: Em lugares onde os niveis de infestagcdo é alta o
haplétipo K (Coreano) é encontrado, por exemplo na Europa. Em lugares onde a
taxa de infestacdo € menor, como no Brasil, ha o predominio do haplétipo J
(Japonés) (ANDERSON e TRUEMAN, 2000; PINTO, 2012).

De quatro fases se constitui o periodo de desenvolvimento do V. destructor,
dentro da célula de cria: ovo, protoninfa, deutoninfa e adulto (VIDAL, 2013). A
entrada de um acaro fémea antecede a operculacao, e por volta de trés dias apods, o
primeiro ovo gera um macho e consecutivamente até quatro ovos de fémeas sao
colocados. Conforme o periodo, até dois acaros filhos desenvolvidos deixardo a
célula de cria, com o acaro fémea que os gerou e a abelha recém-eclodida
(ROZENKRANZ 2010).
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Figura 1 - Ciclo de vida do acaro Varroa destructor.Fonte: PASCOAL(2012).

A acgao de V. destructor pode ocorrer de forma direta ou indireta. Danos como
redugdo protéica da hemolinfa, diminuicdo do tempo de vida das abelhas (50%),
larvas deformadas; surgimento de abelhas defeituosas com encurtamento do
abdémen, redugdo no tamanho, falta de asas ou deformagéo delas, que geram
abelhas que nao serdo aptas para realizar as atividades da colmeia, sendo
eliminadas, sdo chamados de danos diretos (TAPIA, 2010). Ja a queda da
resisténcia a produtos quimicos aplicados na agricultura, acarretada pela diminuigao
protéica na hemolinfa, a entrada de agentes patogénicos pela perfuragdo causada
pelo acaro ao sugar a hemolinfa, gerando uma via de entrada para virus, bactérias e

fungos sao chamados danos indiretos (TAPIA, 2010).



2.5 Virus em Apis mellifera

Vinte e quatro tipos de virus foram identificados em A. mellifera (BAILEY e
BALL, 1991; RIBIERE et al, 2008) (Tabela 1). Estudos realizados a partir do
sequenciamento massivo de RNA e DNA de extratos integrais de abelhas (FUJIYUKI
et al, 2004; COX-FOSTER et al, 2007; CORNMAN et al., 2010; RUNCKEL et al.,
2011), evidenciaram que existe semelhanga entre os virus ja descritos e virus
descritos recentemente. Por estarem correlacionados varios virus sdo considerados
como membros de um unico complexo de mesma espécie (DWV / VDV-1 / EBV;
ABPv / KBV / IAPV; SBV / TSBV; BVX / BVY e LSV-1 / LSV-2), sendo 16-18 virus
verdadeiramente unicos (DE MIRANDA et al.,2013).

Varias espécies de virus podem parasitar abelhas africanizadas, embora elas
possuam maior resisténcia a doencas. Esses virus persistem de forma natural nas
colénias, em baixos titulos e sem sintomas aparentes. A principal maneira de
detectar as doengas nos apiarios € através dos sintomas, mas eles nao sao
aparentes, principalmente em titulos virais baixos, o que pode diminuir a longevidade
das abelhas em diferentes niveis (DE MIRANDA et al.,2013).



ViRUS PROPRIEDADES FiSICAS

FORMA TAMANHO |PROTEINAS DO CAPSIDEO |ACIDO NUCLEICQ TAMANHO DO GENOMA |TAXONOMIA
Virus da Paralisia Aguda ABPV Icosaedro 30nm  |35-9-33-24KDa ssRNA 9.5KB Dicistroviridae
Virus da Caxemira KBV Icosaedro 30nm 37-6-34-25KDa ssRNA 9.5KB Dicistroviridae
Virus Israelense da Paralisia Aguda IAPV Icosaedro 30nm 35-7-33-26KDa ssRNA 9.5KB Dicistroviridae
Virus da Realeira Negra BQCV Icosaedro 30nm  |31-14-29-30KDa ssRNA 9.5KB Dicistroviridae
Aphid lethal paralysis virus ALPD Icosaedro 30nm 25-7-32-28KDa ssRNA 10KB Dicistroviridae
Big Sioux River Virus BSRV Icosaedro 30nm 28-5-29-30KDa ssRNA 10KB Dicistroviridae
Virus Deformador da Asa DwWV Icosaedro 30nm 32-2-44-28KDa ssRNA 10KB Iflaviridae
Virus Varroa destructor-1 VDV1 Icosaedro 30nm 32-2-46-28KDa ssRNA 10KB Iflaviridae
Virus Egipsio EBV Icosaedro 30nm 32-2-41-25KDa ssRNA NI Iflaviridae
Virus da Cria Ensacada SBV Icosaedro 30nm 31-2-32-30KDa ssRNA 9KB Iflaviridae
Virus da Cria Ensacada Tailandés/Chinés |TSBV Icosaedro 30nm 31-2-32-30KDa ssRNA 9KB Iflaviridae
Slow bee paralysis virus SBPV Icosaedro 30nm  |27-2-46-29KDa ssRNA 9.5KB Iflaviridae
Virus da Paralisia Cronica de Abelha CBPV Icosaedro 30-60nm |23-(30/50/75?)Kda ssRNA 2.3KB/3.7KB Nao Classificado
Chronic bee paralysis satellite virus CBPSV |Anisométrico 17nm 15KDa ssRNA (3x)1.1KB satellite
Cloudy wing virus Cwv Icosaedro 17nm 19KDa ssRNA 1.4KB NI
Bee virus-X BVX Icosaedro 35nm 52KDa ssRNA NI NI
Bee virus-y BVY Icosaedro 35nm 50KDa ssRNA NI NI
Lake Sinai virus-1 LSV-1 NI NI 63KDa* ssRNA 5.5KB N&o Classificado
Lake Sinai virus-1 LSV-2 NI NI 57KDa* ssRNA 5.5KB N&o Classificado
Arkansas bee virus ABV Icosaedro 30nm 43KDa ssRNA 5.6KB NI
Berkely bee picorna-like virus BBPV Icosaedro 30nm 37-?-35-32KDa ssRNA 9KB NI
Varroa destructor Macula-like virus VdMLV  |lcosaedro 30nm 24KDa* ssRNA 7KB Tymoviridae
Apis mellifera filamentous virus AmFV Linear 150x450nm [12x(13-70KDa) dsDNA NI Baculoviridae
Apis irridescent virus AlV Poliedro 150nm (NI dsDNA NI Iridoviridae

*Genoma Predito NI=N&o Informado (Incerto)

Tabela 1 - Propriedades fisicas dos virus de Apis mellifera conhecidos. Modificado de De Miranda et al. (2013).
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Varios virus de abelhas foram descritos em A. mellifera, mas somente alguns
sao considerados como capazes de causar doengas, assim sendo estes virus
estudados com mais frequéncia: Virus da Paralisia Crbénica (CBPV), Virus da Paralisia
Aguda (ABPV), Virus Deformador da Asa (DWYV), Virus da Realeira Negra (BQCV),
Virus da Cria Ensacada (SBV), Virus Caxemira (KBV), SBPV (Slow Bee Paralysis
Virus), VDV1 (Virus V. destructor -1) e, mais recentemente, o Virus Israelense da
Paralisia Aguda (IAPV) (BACANDRITSOS et al., 2012). Estes virus estdo associados a
perdas de colénias em varios locais do mundo, como o virus ABPV, KBV, IAPV e o
grupo de virus deformador da asa (DWV) (BACANDRITSOS et al., 2012).

2.5.1 ABPV (Virus da Paralisia Aguda), Virus Caxemira (KBV) e Virus Israelense
da Paralisia Aguda (IAPV)

O Virus da Paralisia Aguda das abelhas (ABPV), o Virus Caxemira (KBV) e o
Virus da Paralisia Aguda Israelense (IAPV) estédo incluidos num complexo de virus
intimamente relacionados pertencentes a familia Dicistroviridae, Estes virus estao
associados a perdas de colénias de abelhas, especialmente quando as coldnias estao
infestadas com o acaro parasita V. destructor (MIRANDA, CORDONI, & BUDGE,
2010).

Além de sua estreita relacdo genética, tais virus compartilham uma série de
caracteristicas biolégicas, como as principais vias de transmissdo, uma prevaléncia
baixa e generalizada com uma etiologia predominantemente subclinica, que contrasta
fortemente com a patologia extremamente virulenta encontrada em titulos elevados,
induzidos artificialmente ou encontrados naturalmente (MIRANDA et al., 2010). Esses
virus sao altamente variaveis, complicando tanto o diagndstico como a classificagao de
maneira confiavel (MIRANDA et al., 2010) e possuem distribuicdo mundial como pode
ser visto na figura 2 (ALLEN & BALL, 1996; ELLIS & MUNN, 2005).
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Figura 2 - Distribuigdo mundial de ABPV, KBV e IAPV por pais. Fonte: de Miranda et al. (2010).

O ABPV foi descoberto de forma involuntaria durante estudos de transmissao do
Virus da Paralisia Crénica de Abelhas (CBPV) (BAILEY et al., 1963; RIBIERE et al.,
2010). O KBV foi de forma semelhante, descoberto em 1974, como um contaminante
nas preparagdes de Apis iridescente, virus da abelha asiatica (Apis cerana), que se
multiplicou quando injetados ou alimentados por operarias de A. mellifera (BAILEY et
al.,1976, 1979). O IAPV foi inicialmente purificado em 2002 a partir do extrato de uma
unica abelha vinda de um conjunto de abelhas mortas encontradas em frente a
colméias em Alon Hagalil em Israel (MAORI et al., 2007a, b).

A doenca viral causada pelo o ABPV tem sintoma bem definido: as abelhas se
movem de maneira brusca e tremida, principalmente o corpo e as asas, nao permitindo
0 seu vOo. Apresentam aparéncia de cor cintilante, devido a falta de pelos. (CAP —

Departamento Técnico, 2007).

2.5.2 DWV (Virus Deformador da Asa)

O Virus Deformador da Asa (DWV, Iflaviridae), € um dos muitos virus que
infectam A. mellifera e um dos mais investigados devido a sua estreita associagdo com
a Sindrome do Colapso de Col6nias (CCD) de abelhas, induzida por V. destructor. Na

auséncia de infeccado por DWV, ndo ha sintomas visiveis ou aparentes impactos
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negativos na condicéao fisica do hospedeiro. No entanto, por razdes que ainda ndo sao
totalmente compreendidas, a transmissao de DWV por V. destructor para pupas em
desenvolvimento causa sintomas clinicos, incluindo a morte pupal e abelhas
emergentes com asas deformadas, abdémen inchado e descoloragdo. Essas abelhas
nao sao viaveis e morrem logo apoés o surgimento (MIRANDA & GENERSCH, 2010).

DWV foi primeiramente chamado de Virus da Abelha do Egito (EBV), foi isolado
de abelhas adultas assintomaticas no Egito em 1977 (BAILEY et al.,1979). Logo apos,
em 1982, no Japao, um virus isolado de abelhas adultas deformadas foi encontrado,
distantemente relacionado a EBV por sorologia, e brevemente chamado de isolado
japonés de EBV, sendo renomeado Virus Deformador da Asa pelos sintomas com que
estava intimamente associado ( MIRANDA & GENERSCH, 2010).

© Michael J. Traynor 2007

Figura 3 - Exemplo de uma abelha adulta apresentando asas deformadas. Um dos acaros que

parasitou a pupa ainda apegado a ela. Fonte: de Miranda & Genersch et al. (2010).

2.5.3 CBPV (Virus da Paralisia Cronica)

CBPV é um virus nao classificado filogeneticamente que esta entre a Familia
Nodaviridae de virus de insetos e peixes e a Familia Tombusviridae de virus de plantas
(RIBIERE et al., 2010;GISDER & GENERSCH, 2017). E um virus bastante incomum de
abelhas que possui um genoma constituido de duas cadeias simples de RNA de senso
positivo (GISDER & GENERSCH, 2017).

Foi isolado pela primeira vez em 1963 a partir de abelhas doentes, apresentando
sintomas de paralisia como incapacidade de voar, ataxia e tremor (BAILEY et al.,1963).

O virus mostra neurotropismo por A. mellifera (OLIVIER et al.,2008), o que explica os
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sintomas neurolégicos encontrados nas abelhas infectadas. Esta distribuido
mundialmente nas populag¢des de A. mellifera (RIBIERE et al., 2010), mas também foi
encontrado em Apis cerana (WANG et al., 2015), em Bombus terrestris (CHOI et al.,
2010) e Bombus impatiens (SACHMAN-RUIZ et al., 2015). Além disso, o CBPV é
capaz de infectar formigas (Formica rufa, Camponotus vago) e V. destruidor (CELLE et
al., 2008), o qual serve como vetor de virus na populacdo de abelhas (GISDER &
GENERSCH, 2017).

2.5.4 BQCYV (Virus da Realeira Negra)

O Virus da Realeira Negra (BQCV) foi pela primeira vez isolado na Australia, a
partir de larvas e pulpas de rainhas que foram encontradas mortas em suas células. O
BQCYV é classificado no género Cripavirus dentro da familia Dicistroviridae e seu nhome
€ devido as areas escurecidas das paredes das células em que haviam pulpas
infectadas, Figura 4 (Bailey e Woods, 1977). As particulas desse virus possuem um
genoma com RNA de fita simples de 8550 nucleotideos, composto de 2 (ORFs): a ORF
5" proximal (ORF1) que codifica uma possivel replicase e uma ORF 3’ proximal (ORF2)
que codifica uma poliproteina do capsideo (Leat et al., 2000). BQCV é frequentemente
associado a um parasita Microsporidian, Nosema apis (ALLEN & BALL, 1996; BAILEY

et al., 1983) e pode ocasionar a mortalidade de abelhas infestadas com esse parasita.

Figura 4 - Célula da rainha infectada com o BQCV. Fonte: Rob Snyder BeeAWere (2017).
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2.5.5 SBPV (Slow Bee Paralysis Virus).

O SBPV (Slow Bee Paralysis Virus) € um dos varios virus de abelhas (A.
mellifera) ligados a alta mortalidade de colénias infestadas com o acaro V. destructor
(CARRECKET al., 2010; MARTIN et al., 1998).

SBPV foi descoberto pela primeira vez na Inglaterra em 1974, em um
experimento feito por Bailey & Woods apds injeta-lo em abdomens de abelhas adultas,
dez dias apos a injecao, ele induziu a paralisia nos dois pares de pernas anteriores,
com alto acumulo de virus na cabecga, glandulas hipofaringeas, mandibulares e
salivares, intestino médio, reto e torax (DENHOLM, 1999). SBPV é um virus de RNA
que possui forma icosaédrica de 30 nm, cujo genoma possui trés proteinas principais
do capsideo: 46, 29 e 27 kDa (BAILEY & BALL, 1991).

Por outro lado, ao contrario de outros virus de abelhas, o SBPV parece ser
extremamente raro, tendo sido apenas encontrado na Gra-Bretanha, Fiji e Samoa
Ocidental (ALLEN & BALL, 1996; ANDERSON, 1990; CARRECK et al., 2010; MARTIN
et al., 1998), apesar de serem incluidos nas pesquisas da Australia (HORNITZKY,
1987), Nova Zelandia (TODD et al., 2007), Escandinavia (NORDSTROM et al., 1999) e
Polénia (TOPOLSKA et al., 1995). Somente na Gra-Bretanha ja foi associado a
mortalidade das colénias (CARRECK et al., 2010).

2.5.6 SBV (Virus da Cria Ensacada).

O Virus da Cria Ensacada (SBV) é caracterizado pela sua capacidade de rapida
propagacdo e em amplos territérios (YAN & HAN, 2008; LIU et al., 2010). Este foi
identificado pela primeira vez em A. mellifera nos Estados Unidos em 1913, e esta
presente em coldnias de abelhas em todo o mundo (ALLEN & BALL, 1996). O SBV
infecta principalmente larvas de 2-3 dias e leva-as a morte (SUN, LI, FEI, HU & MA,
2017). E um virus de RNA de cadeia simples de senso positivo da ordem
Picornavirales; pertence ao género de flavirus, da familia recentemente estabelecida
Iflaviridae (KING et al., 2011). O sintoma clinico tipico do SBV é um acumulo de liquido
rico em particulas de SBV em bolsas sub-cuticulares, que gera inchago, formando o

saco caracteristico que da o nome a doenga, Figura 5 (BLANCHARD et al., 2014).
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Figura 5 - Sintomas tipicos da Cria Ensacada em larvas de operarias. Fonte: ADA (2018).

2.5.7 VDV1 (Virus V. destructor -1)

O Virus V. destructor 1 (VDV-1) compartiiha 84% de identidade de seu
genoma e 94% de seus aminoacidos com o virus DWV (ONGUS et al., 2004). O seu
genoma codifica um unico polipeptidio grande que é clivado para produzir proteinas
nao estruturais e estruturais (MIRANDA & GENERSCH, 2010). A principal diferenca
entre DWV e VDV-1 esta localizada na regiao 5' UTR do genoma viral, embora também
existam varias diferengas entre nucleotideos das regides codificadoras destes virus,
gue resultam em alteragdes de aminoacidos em suas proteinas. Devido ao alto grau de
similaridade com DWV, VDV-1 pode ser considerado uma variante genética dele
(MIRANDA & GENERSCH, 2010). Nao esta claro se VDV-1 é patogénico para a A.
mellifera ou V. destructor (ZIONI, SOROKER, & CHEJANOVSKY, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar a ocorréncia de virus que acometem A. mellifera africanizadas em

apiarios de Minas Gerais.

3.2 Objetivos Especificos

e Coletar abelhas de apiarios de sete mesorregides de Minas Gerais.

e Padronizagao da PCR para identificagdo molecular de nove virus de
abelhas.

e |dentificacado e analise de frequéncia dos virus em abelhas de apiarios de

Minas Gerais.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta de amostras de Apis mellifera africanizada

A coleta de amostras de A. mellifera foi feita em sete mesorregides do estado de

Minas Gerais, totalizando treze cidades, mostrada no mapa da Figura 6.

Cidades

Q Lontrs

Y Rio Vermelho

Q rassa Quatro

Q itabica

9 Dywvindpodis
Dramanting

9 Aracual

Q Congonhas
Carmo da Cachosua
Trés Pomtas

Q pom Joaquim

@ vicosa

V caratinga

Figura 6 - Cidades do Estado de Minas Gerais onde foram coletadas as abelhas. Fonte: Google maps.

As amostras foram coletadas em coldnias distintas, em apiarios cujo numero
variou entre 1 e 3 por mesorregidao. Tubos tipo Falcon estéreis e frascos de alcool
etilico absoluto foram enviados do Laboratério de Infectologia Molecular Animal,
instalado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), localizado
na Universidade Federal de Vigosa (UFV) a apicultores para que estes fizessem a
coleta de operarias adultas e as enviassem novamente ao laboratorio para as analises.
Cada apicultor enviou as amostras pelas agéncias de Correios. A figura 7 mostra as
Mesoregides de MG e as cidades de onde foram enviadas as abelhas. Os dados sobre

as coletas estdo sumarizados na Tabela 2.
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Figura 7 - Mesoregides do estado de Minas Gerais onde foram feitas as coletas de abelhas, os pinos

verdes indicam as cidades. Fonte: Mapas para colorir.

MESOREGIAO CIDADE DATA DA COLETA
NORTE LONTRA 03/10/2017
SUL PASSA QUATRO 01 e 03/08/2017

TRES PONTAS 31/07/2017
CARMO DA CACHOEIRA | 31/07/2017
METROPOLITANA DE DOM JOAQUIM 24/08/2017
BELO HORIZONTE CONGONHAS 10/08/2017
ITABIRA 26 e 28/09/2017
JEQUITINHONHA/MUCURI | DIAMANTINA 14/12/2017
RIO VERMELHO 19/09/2017
ARAGUAI 22/10/2017
RIO DOCE CARATINGA 23/11/2017
ZONA DA MATA VICOSA 26/04/2017
CENTRO- OESTE DIVINOPOLIS 20/11/2017

Tabela 2 - Datas das coletas em cada cidade do estado de Minas Gerais.



4.2 Extracao de RNA total de A. mellifera

O RNA total presente em seis abdbmens (pool) de A. mellifera por
apiario/localidade foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com
as recomendacoes do fabricante e eluido em 40 pL de H,;O estéril RNAse free. A
sintese do DNA complementar (cDNA) foi feita com FIREScript RT cDNA Syntesis®
KIT (Solis Biodyne) a partir de 5 uyg de RNA total, exceto para a cidade de Vigosa em
que foi utilizado o kit Platus Transcriber RNase H-cDNA First Strand Kit® (Sinapse inc).

A figura 8 mostra as etapas de preparacao para a extragdo do RNA.

Passo 1 Passo 2 Passo 3

Figura 8 - Etapas prévias para a extragdo de RNA de abelhas antes de ser adicionado o reagente Trizol.
O passo 1 equivale a separagao de seis abelhas, seguido da retirada dos seus abdémens (passo 2) e

maceragao com pipeta de 1 mL (RNAse frre) ou pistilo de plastico (passo 3).

4.3 Identificagao de virus presentes em A. mellifera por RT-PCR

O cDNA obtido foi utilizado para a amplificacdo por reagao de polimerizagao em
cadeia (PCR) (VeritiTM Thermal Cycler®, Applied Biosystems). Foram utilizados 10
pares de primers em reacgdes feitas de forma individual, nas quais nove pares foram
especificos para virus e um par para amplificagdo de gene enddgeno controle (Tabela
3), sendo estes: Virus da Paralisia Aguda (ABPV), da Realeira Negra (BQCV), da
Paralisia Cronica (CBPV), Slow Bee Paralysis Virus (SBPV), da Asa Deformada (DWV),

o Virus Israelense da Paralisia Aguda (IAPV), o Virus Caxemira (KBV), Virus Varroa
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Destructor -1 (VDV-1), da Cria Ensacada (SBV) e actina de A. mellifera (controle
enddégeno). Cada reacao teve um volume final de 20 pL: 12,5 yL de mix contendo a
enzima Tag-polimerase (Invitrogen™), 3,5 yL de H,O (EQUIPLEX), 1,0 uL de cada
primer (R e F) a 10 uM e 2,0 yL de cDNA, cuja concentragdo variou entre 50 e 200
ng/uL. As configuragcbes da reacdo de PCR, feita a partir de primers ja publicados
previamente, foram estabelecidas de acordo com a literatura (Tabela 3): desnaturagao
inicial a 95°C durante 5 minutos; 40 ciclos de desnaturagdao a 95°C durante 50
segundos; hibridizagdo a 58°C durante 1 minuto (para os virus VDV1 e SBPV), a 55°C
(para os virus CBPV, ABPV, BQCV, SBV), a 50°C (para o virus KBV), a 51.5°C (para o
virus DWV/VDV1/KV) e a 60°C (para o controle Actina), seguida de extensédo a 72°C
por 1,5 minutos. No fim do ciclo, a reagao concluiu-se com uma fase de extensao final
durante 10 minutos a uma temperatura de 72°C. Para o virus IAPV a configuracéo de
ciclagem da PCR foi: desnaturagéo inicial a 94°C durante 1 minuto; com a temperatura
de hibridizacdo reduzindo 1°C durante os primeiros 15 ciclos de 65°C para 51°C e
depois continuando com 25 ciclos com um perfil de ciclagem de 94°C por 1 minuto,
50°C por 1 minuto e extensdo de 72°C durante 1 minuto. Apds a amplificagdo, os
produtos da PCR foram visualizados sob luz UV em eletroforese de gel de agarose 1%,

corado com GelRed™.
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ViRUS PRIMERS (5—3) TAMANHO DO FRAGMENTO REFERENCIA N2 DE ACESSO AO GENBANK
ABPV -F TTATGTGTCCAGAGACTGTATCCA
O e
ABPV ABPV - R GCTCCTATTGCTCGGTTTITCGGT 900 CHEN et al 2006 AFIS0629
BQCV 208 S TEGTCAGCTCCCACTACCTIAME 700 BENJEDDOU et al., 2001 JIN542437 IN542438 IN542438
BQCV -R GCAACAAGAAGAAACGTAAACCAC
ooy CBPV - F TCAGACACCGAATCTGATTATTG 570 ol 2008
CBRV -R ACTACTAGAAACTCGTCGCTICG
APV -F CGATGAACAACGGAAGGTTT
= COX-FOSTER et al_2007-BLANCHARD et al . 2008:PALACIOS et al., 2008 NC-009025
APV -R ATCGGCTAAGGGGTITGTIT 767 s oAl R e ek
oy KBV - F GATGAACGTCGACCTATTGA - w2012
KBV -R CAGTTAAGGGGTGTTGTTGC
VOVI-F CGAAACGAAGAGAGCATGTAT
VDVA SR e 1128 GARCIA et al 2014 KC.786222
sav SBV -F ACCAACCGATTCCTCAGTAG . el 201
SBV-R TCTTCGTCCACTCTCTCATCAC
SBPV - F AGCGCTTTAGTTCAATTGCC
sBRV — T e e 623 GARCIA et al_ 2014 GU-938761
ACTINAF TGCCAACACTGTCCTTTCTG
ACTINA ACTINAR AGAATTGACCCACCAATCCA 156 LOURENCO et al.. 2008 ABIZIZS
DWV-VPT aF CTCGTCATTTTGTCCCGACT
DWWV AT oo s SATETA T As T 424 WILLIAMS et al 2009 AB721535.1

Tabela 3 - Primers utilizados na reacao de PCR. Modificado de GARCIA et al. (2014).
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4.4 Clonagem dos produtos de PCR e extragao de DNA plasmidial

Apos a amplificagdo por PCR, cada fragmento gerado foi purificado com o kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Bioscinences), de acordo
com recomendacgdes do fabricante e, posteriormente inserido no vetor pGEM-T Easy
(Promega). A inser¢ao no vetor foi feita da seguinte maneira: em um microtubo de 200
pL foi adicionado 5 pL de 2X Rapid Ligation Buffer (Promega), 1 uL pGEM-T Easy
(50ng), com até 3 pL do produto purificado da PCR, 1 uL T4 DNA ligase, e a reagao
incubada por 1 hora a temperatura ambiente. O vetor com o inserto foi inserido em
células competentes de Escherichia coli DH5a, por meio de transformagao com choque
térmico, com a mistura de células ao vetor por 1 min a 42°C, logo depois 2 min em
gelo. Foi adicionado 1mL de meio de cultura, meio Luria-Bertani (LB) (Fisher) liquido e
as bactérias incubadas sob agitacdo por 1 hora a 37°C. O meio com as bactérias foi
centrifugado a 13.000 g, e aproximadamente 900 uL do sobrenadante foi descartado.
As bactérias foram suspendidas em 100 uL de meio Luria-Bertani (LB) (Fisher) liquido
e plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB) solido (Fischer), com ampicilina (100 ug mL"
"), X-gal (80ug mL") e IPTG a 0,5 mM e incubadas a 37°C, por 16 horas. Apds o
crescimento, as colénias brancas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) (Fisher)
liquido por 14 horas a 37°C, sob agitagcdo de 180 rpm e por fim foi feita a purificacdo
dos plasmideos, com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante, para que fossem enviadas para
sequenciamento. A confirmagéo dos clones com o fragmento gerado foi feita repetindo-

se a PCR do item 4.3 sob as mesmas condigdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extragao de RNA total de A. mellifera

ApoOs a maceragdo de seis abdémens de A. mellifera (pool) e extragdo de
RNA total com o reagente Trizol (Invitrog.e) de acordo com recomendagdes do
fabricante, foi feita a quantificacdo do RNA presente nas abelhas utilizando o
Nanodrop® TM (Thermo Fisher Scientific), conforme feita a quantificacdo, o
rendimento da extragdo de seis abdomens variou entre 700 e 3000 ng/uL a partir do
protocolo de extragéo utilizado (Tabela 4) . Para a sintese de cDNA foram utilizados
5 ug de RNA total de cada cidade.

MESOREGIAO CIDADE Q”a"t;if;? d°(')e RNA
NORTE LONTRA 1146,3 ng/uL
PASSA QUATRO 2,567,8 ng/uL
SuL TRES PONTAS 945,6 ng/pL
CARMO DA CACHOEIRA 3000 ng/pL
DOM JOAQUIM 783,1,3 ng/pL
Mséfg T—l%lklsz?NAT[E)E CONGONHAS 1122,2 ng/uL
ITABIRA 1853,5ng/uL
DIAMANTINA 1258,5ng/uL
JEQUITINHONHA/MUCURI | RIO VERMELHO 1786,5ng/uL
ARAGUAI 2049 ng/uL
RIO DOCE CARATINGA 1348,1 ng/uL
ZONA DA MATA VIGOSA 2550,6 ng/pL
CENTRO- OESTE DIVINOPOLIS 2120,9 ng/pL

Tabela 4 — Analise da quantidade de RNA total extraido de A. mellifera. A quantidade & por cada pool

de 6 abdébmens de abelhas.

5.2 Identificagao de virus presentes em A. mellifera por RT-PCR

Inicialmente pretendia-se analisar amostras de trés cidades por Messorregiao.
Tubos falcons estéreis de 50 mL foram enviados a apicultores que se
disponibilizaram a fornecer as amostras de abelhas. Devido a dependéncia do envio

por parte dos apicultores, nao foi possivel cobrir o objetivo inicial de atingir trés
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cidades por mesorregido. Apenas trés Mesorregioes tiveram apiarios de trés cidades
analisadas, sendo elas: Metropolitana de Belo Horizonte, Jequitinhonha/Mucuri e Sul
do estado. As demais: Rio Doce, Norte, Zona da Mata e Centro-Oeste tiveram uma
cidade de cada uma analisada e o Noroeste, Vale do Mucuri, Triangulo e Alto
Parnaiba nao tiveram cidades analisadas.

No total foram coletadas amostras de treze cidades de sete Mesorregides
diferentes (Figura 7). Em cada cidade, o numero de apiarios foi igual a um e o
numero de coldnias por apiario variou entre um e trés. A primeira cidade onde foi
feita a identificagdo de virus presente em A. mellifera foi Vigosa, localizada na Zona
da Mata Mineira. O fato do Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa estar
localizado préximo ao local de execucdo do presente trabalho facilitou a coleta de
amostras que serviram para padronizagcao da metodologia. Apds extracdo de RNA,
sintese de cDNA e PCR, um amplicon para o virus CBPV foi gerado com tamanho
entre 500 e 600 pares de bases (bp). De acordo com referéncia prévia
(BLANCHARD et al., 2008), o tamanho do amplicon gerado utilizando estes primers
foi de aproximadamente 570 bp, evidenciando a possivel presengca do CBPV (Figura
9).

Actina (C+)

1C0bp

Figura 9 — Gel de Agarose a 1% dos produtos de PCR de amostra de Apis mellifera, corado com
Gel Red ™. M-Marcador de peso molecular (100- 12000 bp).
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Em seguida foram feitas as demais extragcbes de RNA total, sinteses dos
respectivos cDNAs e reagdes de PCR com todas as amostras enviadas para este
trabalho. A figura 10 mostra a sintese dos resultados obtidos a partir da analise da
presenga viral nas treze cidades mineiras de sete Mesorregides. Verificou-se a
presenca do virus ABPV e BQCV na cidade de Passa Quatro. Amplicons para o
virus CBPV também foram gerados nas cidades de Vigosa, Dom Joaquim, Araguai,
Caratinga, Divinopolis e Diamantina (Figura 11). Para os virus DWV, |IAPV, KBV,
SBV, SBPV e VDV1 nao foram obtidos amplicons.

MESOREGIAD CIDADE  acrtma | aspv | Bacv | caev m WPV | KBV | SBPV | SBV | VDV1
R ones 7] NN I 1 O O O B
rassa ausreo [ ] [ [ I O O
an weseonnss [ ([ I I D B
ovoum -~ | 1 1 1 | 1 0 | |
CACHOEIRA
oonsorcun [l [N 0 [ I O I I
covconvas [ N N 1 1 I I A IO O
mors [l (NN 1 NN N O O O N
owrs (S0 I N I O I I I
I ] ] i | B
ppteds RIO VERMELHO =
sevae | ) J=] | | 1| | | |
movoce onunncs [ NN I N N I I
comonm oo [l I O I
conmo.cesre  owmeeouss [l I I 3 I N I I I I

Figura 10 - Analise da presenga dos virus ABPV, BQCV, CBPV, Multi- Virus VP1a, IAPV, KBV,
SBPV, SBV e VDV-1 em 13 cidades do estado de Minas Gerais. O RNA foi extraido e foi feita a

sintese de cDNA seguida da PCR. Como controle positivo foi utilizado a Actina de Apis mellifera e a

METROPOLITANA DE
BELO HORIZONTE

visualizagéo foi feita sob luz UFV em gel de Agarose 1% corado com GelRed™.

Apos a obtencao de reagdes positivas para os virus ABPV, BQCV e CBPV
ilustradas na Figura 10, foi feita a repeticdo da PCR usando os CDNAs das cidades
de Passa Quatro, Vigosa, Dom Joaquim, Araguai, Caratinga, Divindpolis e

Diamantina como mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Analise da presenga dos virus ABPV, BQCV e CBPV em sete cidades mineiras. A
visualizagao foi feita em gel de agarose 1%, sob luz UV corado com GelRed™ apés PCR. (M) -
Marcador Molecular; (1) - Controle (+) (Actina) - 156 bp; (2) - ABPV em Passa Quatro - 900bp; (3) -
BQCV em Passa 4 - 700 bp; (4) - CBPV em Vigosa - 570 bp; (5) - CBPV em Dom Joaquim - 570 bp
; (6) - CBPV em Araguai - 570 bp; (7) - CBPV em Caratinga- 570 bp; (8) - CBPV em Divinopolis -
570 bp; (9) - CBPV em Diamantina - 570 bp.

Além do amplicon do controle positivo (Actina), mais 8 amplicons foram
gerados: um para o ABPV, um para o BQCV, e seis para o CBPV, apenas os
enumerados de 2 a 6 da Figura 11 foram clonados no vetor pGEM®-T Easy e
enviados para sequenciamento. Os demais (7,8 e 9) por serem das ultimas cidades
que tiveram as amostras analisadas nao foram enviados para serem sequenciados.

Pode-se notar que o amplicon numero 5 na Figura 11, gerado para o virus
CBPV na cidade de Dom Joaquim, da mesoregido Metropolitana de Belo Horizonte
do Estado tem tamanho entre 400 e 500 pb. De acordo com as referéncias, o
tamanho do amplicon deve possuir aproximadamente 570 bp. O amplicon numero 6
da mesma figura, da cidade de Aracuai do Vale Jequitinhonha/Mucuri apresentou
duas bandas de tamanho também entre 400 e 500 bp. Neste caso uma possivel
causa, até que se tenha o resultado do sequenciamento é que o par de primers

tenha se anelado de forma inespecifica, outra possibilidade € que haja um
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polimorfismo interno na populagdo de virus ou alguma variante genética ainda
desconhecida.. As duas cidades n&o foram inclusas na analise estatistica como
positivas para o virus CBPV.

Nos amplicons 7, 8 e 9 gerados para o virus CBPV nas cidades de Caratinga,
Divindpolis e Diamantina, respectivamente, além de uma banda de coloragdo mais
forte entre 500 e 600 bp, outras bandas aparentemente menores aparecem no gel,
comparadas ao primeiro resultado da cidade de Vigosa (Figura 9) em que a banda é
unica. O que mudou na metodologia de Vigosa para as demais cidades foi a sintese
do DNA complementar (cDNA) que foi feita com o kit Platus Transcriber RNase H-
cDNA First Strand Kit (Sinapse inc), enquanto que nas outras foi feito com
FIREScript RT cDNA Syntesis KIT (Solis Biodyne), podendo ser esta uma das
causas da diferenga. As trés cidades foram inclusas como positivas para presenca
do virus CBPV.

Abelhas apresentando sintomas tipicos de ABPV (Virus da Paralisia Aguda)
foram encontradas em amostras provenientes da cidade de Passa Quatro no Sul do
estado. Com um aspecto luzidio e brilhante, consequéncia da falta de pelos. Esta
doenca é bastante conhecida pela visibilidade deste sintoma, sendo este estado do
enxame infectado conhecido por Abelhas Negras (CAP — Departamento Técnico,
2007).

Figura 12 - Comparagéo entre abelhas encontradas em diferentes cidades mineiras. Do lado
esquerdo uma abelha encontrada em Passa Quatro no Sul do estado. Abelha com aspecto luzidio e
brilhante, sintoma caracteristico causado pelo Virus da Paralisia Aguda (ABPV). Do lado direito uma
abelha proveniente de Lontra, no Norte do estado onde, no presente trabalho ndo se identificou a

presenca de virus de abelhas.
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Para analise estatistica, o calculo de frequéncia de ocorréncia dos virus

considerou que ha possibilidade da presencga de virus nas seguintes localidades:

DISTR\EUIC.AU DE FREQUENCIAS * DE VIRUS DE ABELHAS NAS 13 CIDADES MINERAS :

’i Histograma = Poligene de frequéncia I

(MNP DE CIDADES)

61,55% 7,69% 30,76%
NENHUM ViRUS ABPVIBOCY CBRV

Figura 13 - Distribuicao de frequéncia de Virus de Abelhas nas treze cidades mineiras. Em 8 cidades
nao houve presenca de virus. CBPV apresentou a maior frequéncia, ocorrendo em quatro cidades.
ABPV e BQCV ocorrem em uma cidade.

Se comprovada por sequenciamento, o que tudo indica é que a presenca do
CBPV se da em maior frequéncia (30,76%), sendo registrada em quatro cidades
mineiras: Vigosa, Caratinga, Divindpolis e Diamantina. A possivel presenga de ABPV
e BQCV se da em uma cidade mineira, Passa Quatro, que equivale a 7,69% da
amostragem. Cerca de 61,55% das cidades analisadas ndo apresentaram amplicons

para nove virus testados.

5.3 Clonagem dos produtos de PCR e extragcao de DNA plasmidial

Amplicons gerados para os virus ABPV (1) e BQCV (2) em Passa Quatro e
para CBPV em Vicosa (3), Dom Joaquim (4) e Araguai (5), foram realizadas
clonagens em vetor de amplificagdo de E. coli, obten¢cdo de transformantes
purificacbes dos plasmideos resultantes, seguidas de PCR para confirmacao da
presenga dos insertos nos clones (Figura 14). Todos estes foram enviados para
sequenciamento. Os amplicons gerados para o virus CBPV nas cidades de
Caratinga, Divinopolis e Diamantina ndao foram clonados e enviados para
sequenciamento por terem sido das ultimas cidades recebidas para analises e sem

tempo habil para que fosse apresentado aqui.
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1000 bp

500 bp

100 bp

Figura 14 - Analise dos produtos de PCR apés clonagem e purificagdo do DNA plasmidial. Gel de
agarose 1% corado com GelRedTM visualizado sob luz UV.(M) Marcador;(1) ABPV -Passa
Quatro;(2) BQCV-Passa Quatro ;(3) CBPV-Vigosa;(4) CBPV-Dom Joaquim;(5) CBPV Araguai.

Poucos estudos para a determinacdo do estado sanitario das abelhas
africanizadas foram feitos no Brasil, onde ainda faltam dados sobre mortalidade de
abelhas meliferas manejadas e nativas efetivamente registrados, no que diz respeito
a presencga de patdgenos, exposi¢cao a agrotéxicos ou a combinagao dos dois. (Pires
et al., 2016).

Fazem-se necessarias medidas governamentais que visem o monitoramento
de colbnias, sejam elas em apiarios ou em ambientes naturais, a fim de avaliar a
sanidade apicola do pais, devido ao importante papel ecolégico e econdmico que as

abelhas desenvolvem.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho pode-se detectar a presenca de trés tipos virais: ABPV, BQCV
e CBPV. Dois na cidade de Passa Quatro no Sul do Estado de Minas Gerais (ABPV
e BQCV) e um (CBPV) nas cidades de Vigosa, Caratinga, Divindpolis e Diamantina.
Para os virus DWV, IAPV, KBV, SBV, SBPV e VDV1 nao foram obtidos amplicons.
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7. PERSPECTIVAS

Espera-se que a medida que novas amostras forem chegando dos apiarios,
sera dada continuidade nas analises para que se possa obter uma maior
amostragem e, assim, contribuir para o melhor entendimento da diversidade viral no
Estado de Minas Gerais.

De posse dos resultados das amostras que foram enviadas para o
sequenciamento e daquelas que ainda serao enviadas, espera-se que os dados
encontrados possam confirmar as analises realizadas neste trabalho e contribuir

para o entendimento de mortalidade de abelhas no estado.
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APENDICES

Distribuicao das frequéncias de Virus que acometem Apis mellifera em treze

cidades do Estado de Minas Gerais

Amostra original

00.ABPV/BQCV Passa Quatro
75.CBPV Diamantina
75.CBPV Divinopolis 75.CBPV
Vigosa

75.CBPV Caratinga
10.Araguai

10.Dom Joaquim

10.Rio Vermelho

10.Lontra

10.Trés Pontas

10.Carmo da Cachoeira
10.Itabira

10.Congonhas

distribuicdo de frequéncias - Critério de Scott(1974)

LI LS Ponto Médio FOi Fri

-18.75000 |--- 18.75000 0.00000 8.00000 0.61538



18.75000 |--- 56.25000 37.50000 1.00000

56.25000 |--- 93.75000 75.00000 4.00000

0.07692

0.30769

Estatisticas descritivas

n: 13

Média: 32.307692
Variancia: 1010.897436
Desvio padrao: 31.794613
Coeficiente variacgao: 98.411898
Erro padrado da média: 8.818239
Coef. de assimetria: 0.554180
Coef. de Curtose: 1.431926
Minimo: 0.000000
Maximo: 75.000000
Amplitude total: 75.000000
Mediana: 11.718750
Moda: 1.250000

47



