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1. INTRODUCAO

As abelhas séo polinizadores que contribuem com a manutencéo de diversas
culturas agricolas em todo o mundo (ROCHA et al., 2023). Sua atividade é
essencial para proporcionar variabilidade bioldgica, reproducdo e aumento de
produtividade em diferentes conjuntos agricolas (GARRATT et al., 2014). Diante
disso, tornou-se comum o aluguel de colmeias, deslocando-as periodicamente de
uma cultura ou regido para outra, 0 que se caracteriza como apicultura migratoria
(PILATI & PRESTAMBURG, 2016). Apesar das vantagens econdmicas, essa
pratica expde as abelhas a maiores niveis de estresse, provocado pelas mudancas
de local, temperatura, qualidade e diversidade de alimentos disponiveis (SIMONE-
FINSTROM et al., 2016).

Esses desafios e o contato que as abelhas migratérias tém com diferentes
colénias contribuem na transmissdo de doencas, ndo s6 entre outras colmeias
migratorias, mas também para as abelhas selvagens que partilham a forragem
(MARTINEZ-LOPEZ et al., 2022). Dentre as doencas que ameacam a salde das
abelhas estédo as enfermidades de origem viral, como o Virus da Asa Deformada
(DWV), Virus da Paralisia Aguda das Abelhas (ABPV), Virus da Paralisia Aguda
Israelense (IAPV), Virus da Paralisia Cronica das Abelhas (CBPV), Virus da
Realeira Negra (BQCV) e o Virus da Cria Ensacada (SBV) (CHAGAS et al., 2019).

O Brasil € lider mundial na area agricola e muitas culturas dependem ou tém
sua producao aumentada pela polinizacao das abelhas (DOS SANTOS et al, 2018;
GIANNINI et al., 2015). Entre os estados brasileiros, o Rio Grande do Sul tem sido
listado como um dos mais significativos contribuintes para o mercado apicola
(KLOSOWSKI; KUASOSKI; BONETTI, 2020) e é o lider do pais na produgéo de
mel (IBGE, 2022). Considerando isto, a saude e produtividade das colmeias
regionais sao cruciais para acompanhar este ambiente econdmico crescente. O
Laboratorio de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de Pelotas
(LABVIR/UFPEL) oferece o diagnostico de virus que afetam as Apis mellifera,
participando no monitoramento da saude da espécie. O presente resumo tem por
objetivo descrever a deteccao de diferentes agentes virais em colmeias de abelhas
migratdrias do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas, de maio a julho de 2022, 135 amostras provenientes de
colmeias migratorias que realizaram atividade entre os anos de 2021 e 2022. As
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amostras foram compostas de seis abelhas adultas por caixa, coletadas em potes
aerados e mantidas refrigeradas até chegada ao LABVIR/UFPEL, quando foram
submetidas ao congelamento em ultra freezer (-80°C). Apds, cada amostra foi
submetida a extracdo de RNA, com o reagente TRIzol® Reagent (Life Technologies,
Carlsbad, CA), seguindo as recomendacgdes do fabricante.

As amostras de RNA passaram, entdo, pelo processo de sintese de DNA
complementar (cDNA), através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems®). As condi¢Ges de termociclagem aplicadas foram: 25°C
por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 94°C por 5 minutos. As amostras de cDNA
foram utilizadas na realizacdo da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), conforme segue: 2uL de cDNA (50 - 100ng), 1x GoTaq® Colorless Master
Mix, 0.4uM de cada primer (CHAGAS et. al., 2022) volume total de 25uL. Foram
realizadas duas RT-PCR, em multiplex de trés virus cada (M1: SBV, CBPV e ABPV;
M2: DWV, BQCV e IAPV - Tabela 1), sob termociclagem padronizada pelo grupo
de pesquisa (dados ainda nao publicados).

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese (110V/60 minutos) em
gel de agarose a 1.5%, corados por brometo de etideo e visualizados em luz UV.
As amostras foram testadas com o gene endogeno GAPDH (glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase). Foram utilizados fragmentos de gBlock como controle
positivo e agua livre de nucleases como controle negativo. Amostras positivas
foram purificadas, utilizando o kit GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit —
(CYTIVA, USA) e enviadas para sequenciamento.

As amostras foram sequenciadas em duplicata e os resultados foram
organizados, alinhados e criados consensos das duplicatas por meio do software
uGene v. 47.0 (UNIPRO, RUSSIA). As sequéncias-consenso foram comparadas
por meio da ferramenta Standart Nucleotide (NCBI) contra o banco de dados de
nucleotideos, GenBank (NCBI, USA), confirmando a identidade dos alvos virais
avaliados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo dos dois Multiplex na técnica de RT-PCR proporcionou a
amplificacdo de fragmentos correspondentes aos seis virus avaliados. Amostras
aleatérias consideradas positivas foram sequenciadas e por meio da ferramenta
Standart Nucleotide Blast (NCBI) foram encontradas paridades de 100% com a
sequéncias de referéncia de cada virus avaliado. Todas as sequencias avaliadas
foram depositadas no GenBank e estdo acessiveis por meio dos codigos de
acesso: BR-DWV22 OR102902; BR-BQCV22 OR102903; BR-SBV22 OR102904;
BR-CBPV22 OR102905; BR-IAPV22 OR125570; BR-ABPV22 OR381782. Dentre
as 135 coldnias migratorias analisadas, 12 (8.9%) foram positivas para ABPV, 124
(91.8%) para BQCV, 85 (63.0%) para CBPV, 123 (91.1%) para DWV, 3 (2.2%) para
IAPV, e 96 (71.1%) foram positivas para SBV. Os resultados estdo expostos na
Tabela 1.
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Numero de Numero de Percentagem
Virus Amostras Amostras (%) de Amostras

Avaliadas Positivas Positivas
SBV 135 96 71,1%
CBPV 135 85 63,0%
ABPV 135 12 8,9%
DWV 135 123 91,4%
BQCV 135 124 91,8%
IAPV 135 3 2,2%

Tabela 1. Nimero e porcentagem de colbnias positivas para Virus da Cria Ensacada (SBV), Virus
da Paralisia Crénica das Abelhas (CBPV), Virus da Paralisia Aguda das Abelhas (ABPV), Virus das
Asas Deformadas (DWV), Virus da Realeira Negra (BQCV), e Virus da Paralisia Aguda Israelense
(IAPV) em colbnias migratérias no sul do Brasil.

Os resultados apresentados demonstram a alta ocorréncia de BQCV (91,8%),
DWV (91,4%), SBV (71,1%) e CBPV (63,3%) em colbnias migratérias no sul do
Brasil. Esses resultados, com énfase nos virus BQCV e DWV, corroboram com
PFEIFFER; CROWDER (2022), em que relatam a alta distribuicdo destes virus em
todo o mundo, principalmente em apiarios comerciais. Entretanto, um estudo
previamente realizado pelo LABVIR/UFPEL, analisando apiérios dos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, relatou menor presenca de BQCV (36%) e
DWV (1%) (CHAGAS et al., 2022). E valido destacar que os apiarios analisados no
estudo de CHAGAS et al. (2022) eram fixos, 0 que corrobora com a hipotese de
que colmeias migratérias sejam mais suscetiveis a infec¢des virais (SIMONE-
FINSTROM., 2016).

Os virus ABPV e IAPV foram encontrados em menores niveis (8,9% e 2,2%
respectivamente). Apesar de ser encontrado em baixos niveis, o IAPV e o ABPV
representam significativa ameaca as abelhas, aparentemente relacionado a
desordem do colapso das colénias (COX-FOSTER et al., 2007; MAORI et al.,
2007).

O maior niumero de amostras positivas encontrado neste estudo, comparado
ao estudo anterior (CHAGAS et al.,, 2022), pode estar associado a atividade
migratoria das abelhas. A movimentacdo das colénias pode ser um fator
estressante para as abelhas, tornando-as mais suscetiveis a patdgenos e
parasitas, além de facilitar sua disseminacdo em diferentes locais e
consequentemente aumento da transmissdo entre colénias (MARTINEZ-LOPEZ;
RUIZ & DE LA RUA, 2022).

4. CONCLUSOES

Os presentes resultados reiteram a alta incidéncia de virus em abelhas
migratorias, que podem representar uma ameaca a apicultura e meliponicultora
brasileira. A duracdo, gravidade e consequéncias desta e de outras infeccbes
identificadas neste estudo devem ser analisadas futuramente, enfatizando a
necessidade de vigilancia e pesquisa na area.
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