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1. INTRODUCAO

A espécie Apis mellifera contribui diretamente na polinizagdo de inumeras
plantas utilizadas como alimento (MALERBO-SOUZA et al., 2003; VIDAL et al.,
2010), o que torna esses insetos essenciais a sobrevivéncia humana e animal.
Além disso, representa uma importante fonte de renda, fornecendo produtos como
o mel, propolis e cera, 0 que impacta a economia brasileira desde niveis de subsis-
téncia até larga escala (GIANNINI et al., 2015). Entretanto, desde o inicio do século
XXI, perdas em colonias de abelhas meliferas vém preocupando apicultores e pes-
quisadores (NEUMANN; CARRECK, 2010). Ja descritas na América do Norte
(CURRIE et al., 2010), paises da Africa (PIRK et al., 2014), América do Sul (PIRES
et al., 2016) e Europa (LAURENT et al., 2015), as mortes em massa de operarias
seguem sem explicacao definitiva.

A manutencdo da espécie na natureza e em apiarios de producao, portanto,
tornou-se uma prioridade, unindo pesquisadores de todo o mundo na busca por
respostas e solucfes frente a esse problema (EVANS; CHEN, 2021). Dentre as
causas envolvidas na perda de abelhas estéo incluidas as infec¢des virais, como o
virus da paralisia aguda israelense (IAPV, do inglés Israeli Acute Paralysis Virus)
(CHAGAS et al., 2019). Nesse contexto, o Laboratério de Virologia e Imunologia da
Universidade Federal de Pelotas (LABVIR/UFPEL) realiza regularmente o diagnos-
tico de diversas enfermidades que acometem A. mellifera, fomentando a vigilancia
epidemiologica da espécie.

Relacionado ao Disturbio do Colapso de Coldnias, uma grave ocorréncia que
culmina no desaparecimento e/ou morte das operarias (COX-FOSTER et al., 2007),
o IAPV ainda nédo havia sido detectado no sul do Brasil. De genoma RNA, esse
virus faz parte da familia Dicistroviridae (ICTV, 2021) e provoca sinais clinicos liga-
dos a paralisia de membros e asas (MAORI et al., 2007). Além disso, ja foi relatado
evento de spillover para espécies de abelhas sem ferrdo (WANG et al., 2018). O
presente relato tem como objetivo descrever sua deteccéo, o que acende um sinal
de alerta para a apicultura do sul brasileiro.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas, de forma aleatdria, abelhas de col6nias de Apis mellifera,
provenientes de apiarios distribuidos nos estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina. As amostras foram mantidas refrigeradas até a chegada ao laboratério,
guando foram submetidas a congelamento sob a temperatura de -80°C. Congela-
das, seccionou-se 0 abdomen de seis abelhas adultas de cada colmeia, gerando
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um pool a partir do qual se realizou a extragdo de RNA, utilizando o reagente TRI-
zol® (Life Technologies, Carlsbad, CA), conforme as instrucées do fabricante. Apés
quantificacdo com o kit RNA High Sensitivity Assay, através do fluorimetro QuBit®
3.0 (Thermo Fischer Scientific, USA), as amostras foram submetidas a sintese do
DNA complementar (cDNA), com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems®), etapa necessaria para posterior realizacdo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR).

As amostras foram, entdo, submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(GoTag® Colorless Master Mix), utilizando o par de primers IAPV F: AGACACCA-
ATCACGGACCTCAC e IAPV R: AGATTTGTCTGTCTCCCAGTGCACAT), ge-
rando um amplicon de 475 pares de bases (HOU et al., 2014). Como controle de
extracdo, foi utilizado o gene endogeno Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) (SCHARLAKEN et al., 2008) e na PCR foram utilizados fragmentos de
gBlock® (Integrated DNA Technologies) como controle positivo e agua ultrapura
como controle negativo. As condi¢des do termociclagem foram: desnaturagéo ini-
cial a 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por
30 segundos e 72°C por 40 segundos. Ao fim dos ciclos, a extenséo final foi reali-
zada a 72°C por 7 minutos. Os resultados foram visualizados em transiluminador,
apos eletroforese a 120V por 40 minutos, com gel de agarose sob concentracéo de
1,5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na PCR uma das amostras analisadas apresentou-se positiva para o virus da
paralisia israelense (IAPV), algo inesperado, uma vez que o virus nunca havia sido
descrito em colmeias da regido. A ausente ou baixa ocorréncia de IAPV em col-
meias de Apis mellifera, no entanto, pode ser em consequéncia de falhas no diag-
nostico, uma vez que esse Virus apresenta uma alta taxa de mutacdo (REDDY et
al., 2014), o que dificulta a eficacia de métodos diagnosticos.

A identidade do virus detectado foi confirmada através de reacédo de sequen-
ciamento (Sanger dideoxy sequencing) e analisada utilizando a ferramenta de ali-
nhamento BLASTn (Geneious by Dotmatics). Houve maior similaridade (>99%)
com a cepa BJ2 do IAPV (NCBI No: MG599488.1), semelhante aos resultados en-
contrados por Truong et al. (2019), em estudo realizado na Coreia do Sul. O IAPV
foi descrito pela primeira vez em 2004, ocasido em que perdas severas assolaram
a apicultura israelense (MAORI et al., 2007). Em pouco tempo, pesquisadores en-
contraram uma correlacéo entre a infec¢do pelo virus e casos de disturbio do co-
lapso de colbnias (CCD, do inglés Colony Collapse Disorder) (COX-FOSTER et al.,
2007).

O CCD ¢ caracterizado pela perda massiva e repentina de abelhas adultas,
comumente deixando uma colmeia com ninho e reserva alimentar abandonados ou
mantidos apenas pela rainha e poucas operarias recém emergidas dos alvéolos.
Culmina na ruina da colmeia, afetando diretamente a producao apicola e/ou polini-
zacao da area (CHEJANOVSKY, 2020; HRISTOV et al., 2020). A causa, no en-
tanto, ainda néo foi elucidada. A correlacéo de grandes perdas apicolas com infec-
¢cOes virais (COX-FOSTER et al., 2007), por microsporidios (VEJSNAES et al.,
2010) e uso de pesticidas (HRISTOV et al., 2020) indicam que o CCD possa ter
origem multifatorial.

Dados recentes publicados pela Associacao Brasileira de Estudos das Abe-
lhas (A.B.E.L.H.A.) mostram que a producéo brasileira de mel subiu 8,5% em 2019,
0 que, juntamento de outros dados, demonstra que a atividade apicola esta em
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expansao no Brasil (MALISZEWSKI, 2020). Os estados do Sul ttm se mantido em
destaque ao longo dos anos na producao e exportacéo de produtos advindos da
apicultura (KLOSOWSKI et al., 2020), no entanto, produtores do sul brasileiro rela-
taram, recentemente, a morte de milhdes de abelhas (GRIGORI, 2019), afetando a
cadeia produtiva local. Além dos fatores econdémicos, a presenca de abelhas im-
pacta diretamente na manutencéao e biodiversidade de inUmeros alimentos (VIDAL
et al., 2010). Nesse contexto, ameacas a sobrevivéncia da espécie, assim como a
produtividade e rendimento da cadeia apicola, devem ser tratadas com seriedade.

4. CONCLUSOES

A deteccdo de um agente patogénico como a IAPV, sobretudo em regido de
forte atividade apicola, representa um alerta. Relatos na literatura indicam o possi-
vel envolvimento desse virus em casos de morte de abelhas, o que pode contribuir
na busca pelas causas de perdas recentes enfrentadas pela cadeia apicola brasi-
leira. A busca por respostas e solucfes frente a esse problema deve manter-se
como uma prioridade, estimulando novos estudos aplicados as A. Mellifera.
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