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1. INTRODUCAO

Os virus afetam a saude das abelhas e causam perdas econbmicas na
indastria apicola (McMAHON et al., 2016). Até o momento, aproximadamente 24
virus foram identificados em abelhas (De MIRANDA et al., 2013; REMMANT, 2017).
O virus da realeira negra (Black queen cell virus - BQCV) € um virus nao
envelopado, de genoma RNA de cadeia positiva de 9,5kb, pertencente ao género
Triatovirus e a familia Dicistroviridae (SPURNY et al., 2017). Originalmente foi
isolado em amostras de pupas de rainhas decompostas com manchas pretas,
dando-lhe o nome de "realeira negra" (De MIRANDA et al., 2013). Atualmente, é um
dos virus de abelhas mais comuns e abundantes em todo o mundo (GAJGER et al.,
2014; ROBERTS et al., 2017; MOHARRAMI & MODIRROUSTA, 2018). No entanto,
poucos relatos de infec¢des virais em abelhas sdo descritos no Brasil (TEIXEIRA et
al., 2008).

Os principais sinais clinicos do BQCV ocorrem nas larvas, que apresentam
uma aparéncia amarela e um tegumento duro e aspero, na fase inicial da infeccéo
(De MIRANDA et al., 2013). Embora apenas as larvas sejam visivelmente afetadas
por esta doenca, o0s adultos também podem ser infectados, mas de forma
assintomética (De MIRANDA et al., 2013; MUZ & MUZ, 2017). A transmissao do
BQCV ocorre principalmente pela via fecal-oral (ONGUS et al.,, 2017). Tem sido
relatada a replicacdo ativa do virus em zangbes e a transmissdo pelo sémen
(ALGER et al., 2019; PRODELALOVA et al., 2019). O BQCV esta amplamente
associado ao fungo Nosema sp., um parasita intestinal de abelhas que causa a
Nosemose, sendo que ha evidéncias de que a coinfec¢do resulta em aumento da
mortalidade de abelhas (FURST et al., 2014).

Neste estudo, relatamos a alta ocorréncia de BQCV em apiarios no Sul do
Brasil. O Rio Grande do Sul (RS) é o maior produtor apicola do pais e responde por
15% da producdao brasileira de mel. Nos ultimos anos, extensas perdas de colonias e
declinio populacional de abelhas foram relatados na regido. Diversos fatores podem
contribuir para essas perdas, dentre elas diferentes tipos de patégenos, incluindo os
virus.

2. METODOLOGIA

Amostras foram coletadas de 13 apiarios (66 colbnias) de Apis mellifera
(abelhas africanizadas), localizadas nos municipios de Piratini, Cangucu e Arroio do
Padre, no Sul do Brasil. As amostras foram coletadas durante os meses de abril a
junho de 2019. Para obter as larvas e pupas, foi retirado cerca de 10 cm? do favo de
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cada colbnia. Abelhas adultas (=20) foram coletadas em potes. Todas as amostras
foram mantidas refrigeradas durante o transporte. No Laboratério de Imunologia e
Virologia da Universidade Federal de Pelotas (LabVir/UFPel), as larvas e pupas
foram removidas do favo, homogeneizadas com 1mL do reagente TRIzol® (Thermo
Fisher) e congeladas a -70°C. Os potes contendo as abelhas adultas foram
imediatamente congelados a -70°C. Posteriormente, apenas o abddmen das abelhas
adultas foi utilizado para a extracdo de RNA. Apés a extracdo, o DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado utilizando o kit iScript™ (Bio-Rad). O cDNA foi submetido ao
ensaio de PCR para o gene da proteina do capsideo, utilizando os primers
BQCV_11: 5-AGTGGCGGAGATGTATGC-3 ‘e BQCV_12:
5'GGAGGTGAAGTGGCTATATC-3' (TSEVEGMID et al.,, 2016). O produto
amplificado foi de 294pb.

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25uL, utilizando 100-
200ng de cDNA, 1x GoTaq® Master Mix Colorless (Promega) e 0,4uM de cada
primer. As condi¢des foram: 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94, 55 e 72°C por 30, 30 e
40 segundos, respectivamente, e 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram
analisados utilizando eletroforese em gel de agarose 2%. Todas as amostras de
cDNA foram testadas com o controle enddgeno (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase - GAPDH) (SCHARLAKEN et al. 2008) para verificar a eficiéncia de
todo o processo. O RNA extraido de um pool de abelhas foi usado como controle
negativo e o gBlock® Gene Fragment (Integrated DNA Technologies) foi usado como
controle do BQCV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O BQCV foi identificado em 37,9% (26/66) das colbnias de Apis mellifera
coletadas em 13 apiarios do Sul do Brasil. O maior niumero de colbénias positivas foi
observado no municipio de Cangucu (16/32 - 50%), seguido por Arroio do Padre
(6/18 - 33,3%) e Piratini (3/16 - 18,7%). A presenca de RNA viral foi identificada
apenas em amostras de abelhas adultas. No Brasil, em 2007, o BQCV foi detectado
em 37% das abelhas coletadas em 10 apiarios da regido Sudeste do pais
(TEIXEIRA et al., 2008).

Estudos em outros paises também demonstraram a alta ocorréncia de BQCV
em abelhas adultas, 29,3% na Croacia (GAJGER et al., 2014), 65% na Australia
(ROBERTS et al., 2017) e 25,6% no Ira (MOHARRAMI & MODIRROUSTA 2018). Na
Franca, amostras coletadas em apiarios durante a primavera, verdo e outono, 0
BQCYV foi detectado em abelhas adultas em 86% dos apiarios (TENTCHEVA et al.,
2004). Vargas et al. (2017) demostraram uma maior ocorréncia de BQCV na
primavera-verao, considerando o ciclo de Nosema. Além disso, Furst et al. (2014)
demonstraram que a associacdo de Nosema sp. e o0 BQCV causa um aumento na
mortalidade de abelhas. Nosema sp. tem alta ocorréncia na regido Sul do Brasil, o
gue pode estar associado ao elevado niumero de amostras positivas para o BQCV
relatada neste estudo.

Em contraste aos dados comumente observados na literatura, Shumkova et
al. (2018) detectou apenas um caso de BQCV na Bulgaria. Na Argentina, apenas 8%
das amostras foram positivas para o virus (MOLINERI et al., 2017). Esses dados
demonstram que, embora a alta ocorréncia de BQCV seja frequentemente relatada,
a presenca desse virus pode ser menor em alguns locais, o que reforca a
importancia de estudos em diferentes regides do mundo, especialmente no Brasil,
onde os estudos sobre os virus de abelhas séo escassos (TEIXEIRA et al., 2008).
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4. CONCLUSOES

O BQCV apresenta elevada ocorréncia no Sul do Brasil, o0 que pode resultar,
dentre outros fatores, na perda de coldnias e declinio populacional das abelhas.
Assim, nossos achados incluem informacfes importantes sobre o BQCV na regido
Sul do Brasil, e certamente contribuirdo para o conhecimento da epidemiologia
desse virus. Mais estudos estdo sendo realizados para verificar a relacdo entre o
BQCV e o fungo Nosema sp.
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