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RESUMO

Melipona quadrifasciata € uma abelha sem ferrdo nativa do Brasil, chamada popularmente de
“mandagaia”. Uma doencga acomete esta espécie todos os anos no final de marco em Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, conhecida pelos meliponicultores como “mal de margo”.
Diversos fatores estdo relacionados a sindrome anual da mandacaia, que ocasionam a queda da
imunidade dos individuos. As abelhas adultas sdo encontradas rastejando com a probdscide
evertida, com sintomas de paralisia ou mortas no interior ou no entorno da colonia. Dentre 0s
virus que infectam as mandacaias, o virus da familia Dicistroviridae Melipona quadrifasciata
Virus 1 b (MgV1b) é encontrado em individuos da cidade de Boqueirdo do Ledo (RS), local
onde também foram detectados sintomas em mandacaias. Sintomas similares sao relatados em
abelhas Apis mellifera infectadas pelos virus Israeli Acute Paralisys Virus (IAPV) e Acute Bee
Paralisys Virus (ABPV), da mesma familia. O proposito deste estudo foi caracterizar o
mecanismo de transmissdo viral do virus MgV1b entre os estagios de desenvolvimento da
abelha mandacaia e o papel dos recursos alimentares na transmissao horizontal. Uma coldnia
de M. quadrifasciata foi coletada na cidade de Boqueirdo do Le&o (RS), a qual se encontrava
debilitada, apresentando sintomas caracteristicos do “mal de margo”. Extraiu-se RNA de 47
amostras representando todos os estagios de desenvolvimento da mandacaia, bem como o mel
e pélen estocados na colonia. A detec¢do do virus MgV1b foi executada por PCR. Todos os
estagios de desenvolvimento apresentaram infecgdo viral (29 de 45 amostras) e o virus esteve
presente no mel e no pdlen estocados na coldnia. A transmissdo do virus MgV1b pode ocorrer
horizontalmente entre as abelhas adultas, provavelmente por trofalaxia e pela ingestdo do mel
e polen estocados. Outro mecanismo de transmissdo horizontal pode acontecer por meio do
alimento larval, em que as abelhas nutrizes transferem particulas virais para a prole em
desenvolvimento. Além disso, a rainha pode transmitir o virus verticalmente depositando ovos
com particulas do virus MgV1b e causando a infeccdo da prole. Desta forma, col6nias de
mandacaia acometidas pelo “mal de mar¢o” estdo suscetiveis a infec¢des virais que podem
agravar a sindrome e ocasionar o colapso da col6nia. A presenca do virus MqV1b nos potes de
mel e polen estocados é um mecanismo de permanéncia do virus na col6nia, representando uma
fonte recorrente de transmisséo horizontal.

Palavras-chave: Dicistrovirus. Melipona quadrifasciata. MqV1b. Transmisséo viral.



ABSTRACT

Melipona quadrifasciata is a stingless bee native to Brazil, popularly known as “mandagaia”.
A disease affects this species every year at the end of March in Santa Catarina and Rio Grande
do Sul, known by beekeepers as “evil of March”. Several factors are related to the annual
mandacaia syndrome, which causes a decrease in the immunity of individuals. Adult bees are
found crawling with the everted probocis, showing symptoms of paralysis or dead inside or
nearby the colony. Among the viruses that infect Melipona quadrifasciata, a virus from the
Dicistroviridae family Melipona quadrifasciata Virus 1 b (MqV1b) is found in individuals from
the city of Boqueirdo do Ledo (RS), the same place where symptoms were detected in
mandacaia stingless bees. Similar symptoms have been reported for Apis mellifera infected by
the Israeli Acute Paralisys Virus (IAPV) and Acute Bee Paralisys Virus (ABPV) viruses from
the same family. The purpose of this study is to characterize the transmission mechanism of the
MqV1b virus between developmental stages of Melipona quadrifasciata and the role of food
resources in horizontal transmission. One weakened colony of M. quadrifasciata showing
symptoms of the “evil of March” was collected in the city of Boqueirdo do Ledo (RS). RNA
was extracted from 47 samples representing all developmental stages as well as honey and
pollen resources stored inside the colony. The detection of MqV1b virus was performed by
PCR. All developmental stages showed viral infection (29 out of 45 samples), and the virus was
present also in the honey and pollen stored inside the colony. Viral transmission of MqV1b
occurs horizontally among adult bees, probably by trophalaxis and by feeding on stored
resources. Another mechanism of horizontal transmission takes place through the larval food,
by which adult bees transmit viral particles to the developing offspring. Moreover, the queen
may transmit the virus vertically to the offspring, by lay eggs containing MqV1b particles.
Thus, mandacaia colonies affected by the "evil of March" disease are susceptible to viral
infections that may aggravate the syndrome and cause the colony to collapse. The presence of
MqgV1b virus in the stored honey and pollen pots constitutes a persistence mechanism,
representing a recurrent source of horizontal virus transmission.

Keywords: Dicistrovirus. Melipona quadrifasciata. MqV1b. Stingless bee. Viral transmission.
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1 INTRODUCAO

Melipona quadrifasciata, conhecida popularmente como mandacaia, € uma
abelha sem ferrdo da tribo Miliponini (CAMARGO e PEDRO, 2013). O seu corpo €
robusto e apresenta quatro listras amarelas no dorso do abdémen (BATALHA-FILHO et
al., 2009). Como método de coleta do pdlen, as abelhas mandacaias realizam uma
vibracdo sobre as anteras das flores com os musculos toracicos (HARTER et al., 2002;
SILVA; HRNCIR; FONSECA, 2010). Sendo muito eficazes para a polinizacdo de
tomate, em que a M. quadrifasciata € mais eficiente que a Apis mellifera Linnaeus 1758
(SANTOS et al., 2009).

A mandacaia é a segunda abelha sem ferrdo nativa mais cultivada no Brasil,
seguindo apenas a Tetragonisca angustula (Latreille 1811) (nome comum: jatai) (JAFFE
et al., 2015). Na pesquisa realizada com 251 meliponicultores de 20 regifes do Brasil, 13
das 19 espécies cultivadas pertencem ao género Melipona Illiger, 1806 (JAFFE et al.,
2015). Os meliponicultores utilizam os produtos das coldnias para consumo proprio,
venda de mel e venda de coldnias. As abelhas nativas também sdo utilizadas para a
polinizacdo de cultivares agricolas (SLAA et al., 2006).

A érea de ocorréncia da mandacaia no Brasil abrange os estados desde a Paraiba
até o Rio Grande do Sul, incluindo a regido das missdes no Paraguai e na Argentina
(CARMARGO e PEDRO, 2013). No Brasil, os meliponicultores observaram uma
reducdo populacional das abelhas nativas nos ultimos 50 anos (JAFFE et al., 2015). No
estado do Rio Grande do Sul a M. quadrifasciata esta ameacada de extincéo, classificada
como em perigo (EN = “endangered”) (RIO GRANDE DO SUL, 2014).

Todos os anos, no final do verdo, coldnias de mandacaias de diversos
meliponicultores no Rio Grande do Sul e Santa Catarina sdo afetadas sincronicamente por
uma sindrome que eventualmente as leva ao colapso (Figura 1). Observa-se que as
abelhas operarias se tornam incapazes de voar, rastejam com a proboscide evertida,
apresentam tremores e paralisia, além da alta taxa de mortalidade na colénia (CAESAR
et al., 2020; DIAZ et al., 2017). Essa sindrome ¢é conhecida como “mal de margo”.
Estudos caracterizando a microbiota das abelhas saudaveis e doentes ndo encontraram
diferencas consistentes na composi¢cdo da comunidade bacteriana, e ndo implicaram
nenhuma bactéria ou outro patégeno como agente causador da sindrome (DIAZ et al.,
2017).
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Figura 1- Abelhas mandagaia mortas dentro da col6nia e no chéo, proximo a colonia
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Fonte: Caesar (2020)

A partir de estudo prévio, verificou-se que no periodo que antecede a sindrome
(Janeiro a margo), as colbnias de mandacaia debilitadas apresentaram um aumento na
umidade e uma baixa da temperatura interna do ninho (CAESAR et al., 2020). No mesmo
periodo, as abelhas forrageiras apresentaram uma reducdo constante da sua massa
corporal, e a composicdo do pélen estocado da colbnia alterou de Myrtaceae para,
principalmente, Mimosa bimucronata (De Candole) Otto Kuntze. Evidenciou-se que os
genes ligados as respostas metabolicas da imunidade, nutricdo e ao metabolismo
xenobidtico foram inibidos, provavelmente por agroquimicos (CAESAR et al., 2020).
Assim sendo, a sindrome anual da mandagaia pode ocorrer por diversos fatores externos
que sdo subletais aos individuos e afetam o sistema imune das abelhas (CAESAR et al.,
2020).

Ademais, a caracterizagdo de viromas de mandagaias doentes e sadias, com
amostras de Boqueirdo do Ledo (RS), permitiu identificar alguns novos virus em M.
quadrifasciata. Sendo que os virus Melipona quadrifasciata cyclovirus (MqC) (familia:
Circoviridae), Melipona quadrifasciata densovirus (MgD) (familia: Parvoviridae) e
Melipona quadrifasciata virus la (MgV1a) (familia: Dicistroviridae) apresentaram a
maior associacdo a abelhas doentes, embora tenham sido encontrados também em abelhas
saudaveis (CAESAR et al., 2019). Caesar et al. (2019) ndo encontraram relacdes diretas
das viroses com a sindrome anual da mandacaia, porém a alta prevaléncia do virus indica
gue 0s virus sdo oportunistas e podem aumentar a mortalidade de individuos.

Os virus da familia Dicistroviridae (Figura 2) sdo caracterizados por apresentarem
uma cadeia unifilamentar de RNA positiva, com capsideo e sem envelope. O material
genético dos virus apresenta duas fases de leitura aberta (ORF) separadas por uma regiao

ndo codificadora (UTR), com dois sitios de entrada do ribossomo (IRES), uma cauda de
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adenosina na extremidade 3’ do genoma para prevenir degradacao, e uma proteina (VPg)
na extremidade 5’ do genoma (CHEN et al., 2014; DE MIRANDA, et al., 2012). A ORF
1 codifica as proteinas ndo estruturais, como a VPg, a helicase, a protease, replicase de
RNA e um supressor de silenciador de RNA, enquanto que a ORF 2 codifica as proteinas
estruturais, ou seja, as proteinas que fazem parte do capsideo do virus (CP1, CP2, CP3 e
CP4) (BONNING; MILLER, 2010).

Figura 2 — Representacdo dos virus da familia Dicistroviridae. CP1, CP2, CP3 e CP4 —
proteinas do capsideo; IRES - sitios de entrada do ribossomo; ORF1 e ORF2 - fases de
leitura aberta; VPg — proteina ligada ao genoma.

IRES IRES
0

e ORF1 ORF2

OO
REPa [cP2lePs] .3
CP4

Fonte: ViralZone (Swiss Institute of Bioinformatics)

Caesar et al. (2019) identificaram dois contigs virais da familia Dicistroviridae no
viroma das mandacaias, que foram chamados de o MgVla e MqV1lb. O genoma
sequenciado do MqV1a corresponde & ORF 1, a qual codifica proteinas ndo estruturais,
apresentando os dominios RNA_dep_RNAP (cd01699) e RNA helicase (pfam00910),
que, respectivamente, correspondem as enzimas replicase de RNA e helicase de RNA.
Por outro lado, o genoma parcial do MgV 1b corresponde a ORF 2, que codifica proteinas
estruturais do capsideo do virus, evidenciando os dominios proteicos encontrados
RHV _like (cd00205) e Dicistro_CP4 (cl13011), caracteristicos de proteinas do capsideo
de picornavirus/calicivirus e a proteina CP4 de dicistrovirus. Ha a possibilidade de as
duas sequéncias virais representarem o mesmo virus, entretanto as tentativas de conecta-
las por PCR ndo foram eficazes (CAESAR et al., 2019). Representantes de ambas
sequéncias foram encontradas em abelhas doentes nos meliponarios de Boqueirdo do

Ledo (RS), mas apenas o virus MgV1b foi encontrado também em abelhas saudaveis.
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Os virus MgV1a e MgV1b (familia: Dicistroviridae) identificados por Caesar et
al. (2019) s&o filogeneticamente relacionados aos virus da familia Dicistroviridae que
infectam A. mellifera - Israeli Acute Pararlisys Virus (IAPV), Acute Bee Paralisys Virus
(ABPV) e Kashmir Bee Virus (KBV) (CHEN et al., 2012; NAZZI et al., 2012;
VANENGELSDORP et al., 2009). Os sintomas da sindrome anual em mandacaias séo
semelhantes aos sintomas de IAPV e ABPV, em que as abelhas perdem a capacidade de
voar e comegam a rastejar, por conseguinte apresentam paralisia e em seguida morrem
(BAILEY; GIBBS; WOODS, 1963; MAORI et al., 2007). As abelhas infectadas com
KBV sofrem de uma morte precoce, ndo havendo descricdo de sintomas em abelhas
infectadas (BAILEY; WOODS, 1977; DE MIRANDA et al., 2013).

1.1 TRANSMISSAO VIRAL

H& mais de 30 virus conhecidos para Apis mellifera, sendo que IAPV, ABPV,
KBV, Black Queen Cell Vius (BQCV), Deformed Wing Virus (DWV) e Sacbrood Virus
(SBV) apresentam mais estudos por estarem relacionadas a desordem do colapso da
colonia (CCD = “Colony Collapse Disorder”) (YANEZ et al., 2020). A CCD é
caracterizada pelo rapido declinio de abelhas adultas, ndo sendo evidenciadas abelhas
mortas no entorno ou dentro da coldnia, levando a tal ao colapso (VANENGELSDORP
et al., 2008, 2009). As perdas de colbnias devido a CCD podem ocorrer por diversos
fatores que agem em conjunto, tais como: viroses, mudancas climaticas, agroquimicos e
patdgenos (NAZZI et al., 2012; VANENGELSDORRP et al., 2009).

A permanéncia dos virus em insetos depende da infectividade do virus e da
biologia do hospedeiro (SPARKS; BARTHOLOMAY; BONNING, 2008). O virus pode
permanecer de forma latente nos individuos da col6nia, ocorrendo a transmissdo viral
entre eles, mas sem apresentar sintomas (HAILS; BALL; GENERSH, 2008; NAZZI et
al., 2012). Fatores externos, como mudancgas climaticas e agroquimicos, causam um
estresse nas abelhas, resultando numa diminuicgdo da resposta imune do organismo. Com
a imunidade do individuo baixa, os virus passam do estado latente para o virulento —
maior replicacdo viral - causando o aumento da taxa de mortalidade e possivelmente o
colapso da colénia (HAILS; BALL; GENERSH, 2008; NAZZI et al., 2012;
VANENGELSDORP et al., 2008).

A transmissao viral entre os individuos de uma col6nia pode ocorrer por duas vias,

a vertical ou a horizontal. Pelo mecanismo de transmisséo vertical, a rainha deposita ovos
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com particulas virais (Figura 3). Exemplos de virus que utilizam essa rota de transmisséo
na abelha melifera (A. mellifera) sdo o DWV, IAPV, SBV, BQCV, KBV e CBPV (AMIRI
etal., 2018; CHEN et al., 2006; CHEN et al., 2014; DE MIRANDA e FRIES, 2008; YUE
et al., 2007). A transmissdo vertical pode ser transovariana, quando o virus esta presente
dentro do ovo, ou transovum, em que as particulas virais sdo transmitidas passivamente
na superficie do ovo (AMIRI et al., 2018). Apesar de ndo haver estudos sobre diferengas
entre a capacidade de infeccdo da prole através dessas duas vias, a transovum ocorre com
maior frequéncia (AMIRI et al., 2018). De qualquer maneira a carga viral presente no
ovo, bem como a porcentagem de ovos infectados, depende da carga viral presente no
ovario da rainha (AMIRI et al., 2018).

Figura 3— Representacdo dos mecanismos de transmissao vertical e horizontal em Apis
mellifera. As setas indicam o sentido da transmissdo viral. A - abelha rainha; B — células
de cria com ovos; C- zangdo; D — estoque de mel e polen com abelhas adultas se
alimentando; E — abelha adulta; F — células de cria com abelhas adultas depositando
alimento larval.
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Fonte: Autor (2021)

A transmissdo horizontal do virus presente nos zangdes para a rainha (Figura 3)

pode ocorrer durante a copulagcdo mediante o esperma contaminado (AMIRI; MEIXNER,;
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KRYGER, 2016; YUE et al., 2007). Amiri et al. (2016) identificaram a presenca do virus
DWYV na cabega, torax, abdémen, ovario e espermateca das rainhas de A. mellifera apds
terem acasalado naturalmente com zangdes infectados para o virus DWV (transmissao
horizontal), e observaram que elas posteriormente depositaram ovos infectados
(transmissdo vertical).

Os recursos alimentares (mel e pdlen) estocados na colbnia podem estar
contaminados com particulas virais de IAPV, DWV, SBV e KBV (CHEN et al., 2014;
SHEN et al., 2005; SINGH et al., 2010). Assim sendo, é provavel a transmissdo
horizontal do virus pelo compartilhamento do alimento entre as abelhas (Figura 3). Da
mesma forma, o mel e o pélen contaminados, que sao utilizados para compor o alimento
larval, podem infectar as larvas em desenvolvimento (CHEN et al., 2014; SHEN et al.,
2005). Outra forma de transmissdo viral é através das secrecdes salivares no alimento
larval (Figura 3), de modo que a presenca do virus SBV nas glandulas salivares de abelhas
operérias e a presenca da actina no alimento larval contestam a transmissdo do virus
horizontalmente das abelhas adultas para a prole (BAILEY, 1969; SHEN et al., 2005).

A trofalaxia € a transferéncia do alimento presente no tubo digestivo de um
individuo para outro. Em abelhas, essa atividade é realizada por adultas para a
alimentacdo da rainha e outras abelhas (CRAILSHEIM, 1998). Para identificar a
possibilidade de transmissdo horizontal de virus por trofalaxia, Amiri et al. (2019)
impediram o acesso de rainhas de A. mellifera ao alimento de forma que sé pudessem se
alimentar através de trofalaxia com abelhas infectadas por IAPV. O estudo constatou que
tais rainhas se tornaram positivas para o virus. No mesmo estudo, as rainhas foram ainda
mantidas isoladas do alimento, porém com a opc¢éo de receber alimento por trofalaxia de
operarias infectadas ou ndo infectadas com IAPV. Como resultado deste segundo
experimento, a maioria das rainhas ndo foi infectada através da alimentacéo, sugerindo
que a trofalaxia pode ser um meio de transmissao horizontal do virus, em que as rainhas
aparentemente preferem interagir com as abelhas néo infectadas (Figura 3). Outra forma
de transmissdo horizontal, é através da infeccdo causada pela higienizacao da colonia. As
abelhas que realizam esta atividade sdo expostas a virus encontradas nas fezes das rainhas
(BQCV, DWV e KBV) e estdo sujeitas a infeccGes virais (CHEN et al., 2006; HUNG,
2000; SHEN et al., 2005).

A transmissdo horizontal entre abelhas e outros polinizadores pode acontecer
através do compartilhamento de recursos florais. Singh et al. (2010) demonstraram que

as abelhas forrageiras de A. mellifera transportavam para dentro da colonia “pellets” de



16

polen com particulas virais (BQCV, DWV e SBV) mesmo quando elas ndo estavam
infectadas, sugerindo que o pélen contaminado pode ser uma forma de entrada dos virus
na colbnia. Esse mecanismo de transmisséo foi reafirmado em um experimento em que
abelhas europeias positivas para IAPV e mamangavas livres do virus (Bombus impatiens
Cresson, 1863) foram mantidas na mesma estufa apenas compartilhando recursos florais
(SINGH et al., 2010). Por consequéncia, as abelhas mamangavas se infectaram pelo
IAPV, comprovando a ocorréncia de transmisséo viral entre os individuos das distintas
espeécies através do compartilhamento dos recursos.

Acredita-se que os virus ndo atuem diretamente na doen¢a “mal de margo” que
atinge a abelha mandagaia. N&o obstante, a debilidade do sistema imune das abelhas,
causada por fatores subletais, as torna suscetiveis aos virus oportunistas que agravam a
situacdo da doenca, podendo levar a tal ao colapso (CAESAR et al., 2019, 2020). Como
a M. guadrifasciata é ameacada de extingdo no estado do Rio Grande do Sul (RIO
GRANDE DO SUL, 2014) e possui importancia econdmica e cultural no Brasil (JAFFE
etal., 2015), é de suma importancia entendermos melhor a sua ecologia e as simbioses
gue ocorrem com outros organismos, bem como esclarecer a sindrome anual que afeta
esta espécie. Desta forma, sera possivel aprimorar as acdes de manejo para a preservagao

da abelha mandacaia.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o mecanismo de transmissao viral, vertical e/ou horizontal, do virus

MqV1b (familia: Dicistroviridae) em mandagaias.

1.2.2 Objetivos especificos

e Averiguar a presenga do virus MqV1b nas fases de desenvolvimento da
abelha mandagaia.
e Verificar a presenca do virus MqV1b no mel e no pélen estocados da

colbnia.

e Inferir os mecanismos de transmiss@o do virus MgqV1b nas mandagcaias.
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2 METODOLOGIA

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Uma col6nia de M. quadrifasciata apresentando sintomas do “mal de marco” foi
coletada em Boqueirdo do Ledo (RS) (Figura 4) com a autorizacdo do proprietario, no dia
23 de marco de 2019. Esta colonia apresentou abelhas adultas com sintomas de paralisia
e alta taxa de mortalidade. Seu alto grau de debilidade foi reconhecido pelo
meliponicultor como um forte sinal de que poderia entrar em colapso (comunicacao
pessoal)!. A abelha rainha, ovos, larvas, pupas, abelhas adultas e abelhas recém-
emergidas, bem como o mel e 0 pdlen estocados na coldnia, foram coletados. As amostras
foram armazenadas a -80°C no Departamento de Genética do Campus do Vale
(UFRGS/IB).

Figura 4 - Area de ocorréncia e local de coleta dos individuos de M. quadrifasciata

Legenda:

@ Boqueirdo do Ledo —RS
Area de ocorréncia de
Melipona quadrifasciata

Fonte: Adaptado de Camargo e Pedro (2013)

2.2 EXTRACAO DE RNA

Extracdes de RNA foram realizadas, individualmente, em 23 abelhas adultas, oito

abelhas recém-emergidas, abelha rainha, cinco larvas e cinco pupas da coldnia de

! Informacéo recebida pelo meliponicultor Valmir Zage durante a coleta da coldnia de Melipona
quadrifasciata.
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Boqueirdo do Ledo (RS), enquanto que os ovos foram homogeneizados em trés “pools”
contendo sete ovos cada. No total, 45 extracbes de RNA foram realizadas para os
diferentes estagios de desenvolvimento de Melipona quadrifasciata. A superficie
corporal dos individuos adultos foi lavada com 500ul de PBS 1x (tampéo fosfato-salino)
para remover particulas virais externas no corpo. Os individuos foram homogeneizados
por 1min utilizando um pistilo esterilizado em um microtubo de 1,5ml (ambion™) com
TRIzol™ Reagent (Invitrogen), e ap6s procedeu-se a extracdo do RNA de acordo com o
protocolo do fabricante.

Para a extracdo de RNA de uma amostra de mel e uma amostra de polen, seguiu-
se o protocolo adaptado de Gismondi, Di Marco e Canini (2017). Adicionou-se 100mg
de pdlen e de 250ul de mel em tubos separados de 2ml (ambion™). Em seguida,
acrescentou-se 250l de tampéo de lise (Applied Biosystems) em cada tubo, seguido de
incubacdo a 37°C por uma hora. Posteriormente procedeu-se com a extracdo de RNA com
TRIzol™ Reagent (Invitrogen), seguindo recomendagdes do fabricante. Os acidos
nucleicos de todas as amostras foram quantificados por espectrofotometria no
equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific).

Para a remocdo de moléculas de DNA, as amostras foram submetidas ao
tratamento com TURBO™ DNase (ambion™) em reagdo de 50ul, contendo 44ul da
amostra em concentragéo inferior a 200ng.pl?, 1ul da TURBO DNase e 5ul de tampéo
de reacdo 10X. A reacdo foi incubada por 30min a 37°C. Por fim, a DNase foi desativada
com a adicédo de 1,55ul de EDTA 0,5M, para uma concentracdo final de 15mM na reacao,
seguido de uma incubagéo a 75°C por 10min.

O RNA foi novamente quantificado por espectrofotometria no equipamento
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), e a sua integridade foi verificada por eletroforese
em gel de agarose na concentracdo de 1%, corado com brometo de etideo, na qual foi
utilizado como marcador de peso molecular o DNA do fago lambda digerido com HindllI
(Invitrogen™).

A cadeia simples de DNA complementar (cDNA) foi sintetizada com a enzima
High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Applied Biosystems), seguindo o protocolo
do fabricante e utilizando 500ng de RNA em reacOes de 20ul por amostra, numa
concentracéo final de 25ng.pl™. A reacio ocorreu a 25°C por 10min, 37°C por 120min e
85°C por 5min.
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2.3 DETECCAO DO VIRUS POR PCR

Para detectar a presenga do virus MqV1b (Genbank: MH340500.1), os “primers”
foram desenhados no programa Primer3 do GeniousR11 (https://www.geneious.com/)
baseados no genoma do virus MgV1b (Genbank: GCA _001276565.1), sendo o MqV1b F
(ACGCATCGCTACAGTTCCTA) e 0 MgV1lb R (GCTAGCCCATTTCCAAACGT),
que geram um produto de PCR de 130pb (comunicacdo pessoal)?. Para verificar a
qualidade do RNA foi amplificado um gene de expressdo constitutiva em M.
quadrifasciata (rps5 Genbank: MN687947.1), utilizando os primers rps5 F
(ATAATTCACCTGTTGACCGGGG) e rps5 R (TTACTCGTAGCGGAGAAACQ),
desenhados no programa Primer3 do GeniousR11 (https://www.geneious.com/) baseados
no genoma da mandacaia (Genbank: GCA _001276565.1), que geram um “amplicon” de
148 pb (CAESAR et al., 2020).

As reagbes de PCR foram realizadas com 0,1pl de Platinum™ Tag DNA
Polymerase 5U.pl (Invitrogen), tampéo para PCR 1X, 3mM de MgCls, 0,2mM de cada
dNTP, 20pmol de cada primer e 250ng de cDNA com um volume total de 25ul. O PCR
do virus MgV 1b procedeu-se em uma desnaturacao inicial de 2min a 94°C, seguido de 45
ciclos de 30seg a 94°C, 30seg a 56°C e 30seg a 72°C. Similarmente, o ciclo de temperatura
para a PCR do gene enddgeno rps5 decorreu em 2min a 94°C, seguido de 45 ciclos de
30seg a 94°C, 30seg a 60°C e 30seg a 72°C. Duas reacdes extras para o controle positivo
e o controle negativo (agua ultra destilada) foram adicionadas para cada PCR. Para o virus
MqV1b o controle positivo consistiu em um “amplicon” de fragmentos longos do virus
(comunicacéo pessoal)®. Ja para o gene rps5, o controle positivo foram amostras de RNA
de abelhas adultas da col6nia PAL, criada no Departamento de Genética (IB/UFRGS).

Os produtos de PCR foram verificados por eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo, em que se adicionou como marcador de peso molecular o
100bp DNA ladder (Ludwig biotecnologia). O virus MgV1b e o gene rps5 foram
considerados positivos para as amostras que nao apresentaram banda no controle negativo

e estavam coerentes com o controle positivo.

2 Dado fornecido pela Dr. Lilian Caesar por troca de mensagens por meio eletronico.
3 Amplicon disponibilizado pelo Laboratério de Gendmica Evolutiva e Parasitismo (Departamento de
genética/IB/UFRGS).
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4 RESULTADOS

O virus MqV1b foi detectado em todos os estagios de desenvolvimento da abelha
mandacaia na col6nia de Boqueirdo do Ledo (RS) (Tabela 1), sendo a abelha rainha (1/1),
“pool” de ovos (1/3), larvas (3/5), pupas (3/5), abelhas recém-emergidas (8/8) e abelhas
adultas (13/23) (Figuras 5 e 6; Tabela 1), totalizando 29 de 45 amostras positivas. Da
mesma forma, foi detectado a presenga do virus MqV1b para o mel e para o p6len (Figura
7; Tabela 1).

Dentre as 45 amostras dos estagios de desenvolvimento, 37 se mostraram positivas
para o gene rps5 (abelha rainha, um “pool” de ovos, 5 larvas, 5 pupas, 8 abelhas recém-
emergidas e 17 abelhas adultas) (Figuras 5 e 8; Tabela 1). Dentre as 8 amostras que se
mostraram negativas para o gene rps5, 6 eram de abelhas adultas e 2 eram de “pools” de
ovos (ovos 1 e 3). Uma vez que o gene rps5 é de expressdo constitutiva, o resultado
negativo da PCR para esse gene indica a baixa qualidade do RNA extraido destas
amostras. Curiosamente, a PCR de detecc¢do do virus foi consistente com os resultados da
PCR para rps5 em apenas 4 das 6 abelhas adultas negativas para rps5 e 1 dos 2 “pools”
de ovos negativos para rps5 (Tabela 1). Por outro lado, detectou-se o virus MqV1b em
duas amostras de abelhas adultas (amostras 18 e 19) bem como na amostra de ovos n° 3,

as quais foram negativas para o gene rps5.

Figura 5 — NUmero de amostras positivas para o gene rps5 e para o virus MgV1b nos
estagios de desenvolvimento de M. quadrifasciata.
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Fonte: Autor (2021)
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Figura 6 - Perfis eletroforéticos exemplificando a detec¢do do virus MgV1b nos estagios
de desenvolvimento de M. quadrifasciata. Os nimeros das amostras correspondem aos
apresentados na Tabela 1. Controles negativos e positivos estdo indicados por + e -,
respectivamente; M = marcador de peso molecular.

Abelha rainha e ovos
+ M1 2 3 4M -

200pb
100pb

Larvas e pupas

+ M5 6 7 8 9101112 1314M -

Abelhas recém-emergidas

+ M1516 17 18192021 22 M -

200pb

Abelhas adultas

+ M 23242526 2728 2930 313233 - M
—=200pb

100pb

+ M 34 3536 37 38 39 40 41 42 4344 45 - M

200pb

100pb

Fonte: Autor (2021)

Figura 7 - Perfis eletroforéticos exemplificando a detec¢édo do virus MgqV1b no
mel e pdlen estocados na col6nia de M. quadrifasciata. Os nimeros das amostras
correspondem aos apresentados na Tabela 1. Controles negativos e positivos estdo
indicados por + e -, respectivamente; M = marcador de peso molecular.

Mel e pélen

+ M 46 47M -
200pb

100pb

Fonte: Autor (2021)
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Figura 8 — Perfis eletroforéticos exemplificando a amplificacdo do gene enddgeno rps5
nos estagios de desenvolvimento de M. quadrifasciata. Os nimeros das amostras
correspondem aos apresentados na Tabela 1. Controles negativos e positivos estdo
indicados por + e -, respectivamente; M = marcador de peso molecular.

Abelha rainha e ovos
+ 1 2 3 4 -

200pb
100pb

Larvas e pupas
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Fonte: Autor (2021)



Tabela 1- Resultado da PCR para o virus MqV1b e para o gene enddgeno rps5 nos
estagios de desenvolvimento de M. quadrifasciata, bem como para o mel e polen

estocados na colonia

NUMERO AMOSTRA rps5 MqV1b

1 Abelha rainha + PRESENTE
2 “Pool” de ovos — 1 - AUSENTE
3 “Pool” de ovos — 2 + AUSENTE
4 “Pool” de ovos — 3 - PRESENTE
5 Larva—-1 + PRESENTE
6 Larva -2 + PRESENTE
7 Larva -3 + PRESENTE
8 Larva-4 + AUSENTE
9 Larva-5 + AUSENTE
10 Pupa-1 + PRESENTE
11 Pupa -2 & PRESENTE
12 Pupa -3 + AUSENTE
13 Pupa -4 + AUSENTE
14 Pupa-5 + PRESENTE
15 Abelha recém-emergida — 1 + PRESENTE
16 Abelha recém-emergida — 2 + PRESENTE
17 Abelha recém-emergida — 3 + PRESENTE
18 Abelha recém-emergida — 4 + PRESENTE
19 Abelha recém-emergida — 5 + PRESENTE
20 Abelha recém-emergida — 6 + PRESENTE
21 Abelha recém-emergida — 7 + PRESENTE
22 Abelha recém-emergida — 8 + PRESENTE
23 Abelha adulta -1 + PRESENTE
24 Abelha adulta - 2 + PRESENTE
25 Abelha adulta - 3 + PRESENTE
26 Abelha adulta — 4 + PRESENTE
27 Abelha adulta -5 + PRESENTE
28 Abelha adulta — 6 + PRESENTE
29 Abelha adulta — 7 + PRESENTE
30 Abelha adulta -8 + PRESENTE
31 Abelha adulta — 9 + PRESENTE
32 Abelha adulta — 10 + PRESENTE
33 Abelha adulta - 11 + PRESENTE
34 Abelha adulta — 12 + AUSENTE
35 Abelha adulta — 13 + AUSENTE
36 Abelha adulta — 14 + AUSENTE
37 Abelha adulta — 15 + AUSENTE
38 Abelha adulta — 16 + AUSENTE
39 Abelha adulta — 17 + AUSENTE
40 Abelha adulta — 18 - PRESENTE
41 Abelha adulta — 19 - PRESENTE
42 Abelha adulta — 20 - AUSENTE
43 Abelha adulta — 21 - AUSENTE
44 Abelha adulta — 22 - AUSENTE
45 Abelha adulta — 23 - AUSENTE
46 Mel PRESENTE
47 Pélen PRESENTE

TOTAL 37 31

Fonte: Autor (2021)
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5 DISCUSSAO

A presenca do virus em todos os estagios de desenvolvimento, bem como nos
recursos alimentares da colbnia, indica que o virus MqV1b pode ser transmitido
verticalmente da rainha para o ovo, e horizontalmente via trofalaxia, alimentacao larval e
compartilhamento dos recursos estocados na colmeia. Ademais, a detec¢do do virus nos
individuos de diferentes fases de desenvolvimento demonstra que uma colénia debilitada
é suscetivel a infecgBes virais que podem agravar a situacdo da colbnia durante a
sindrome, o que pode levéa-la ao colapso. O virus MqV1b é filogeneticamente relacionado
aos virus ABPV e IAPV, caracterizados para A. mellifera, os quais também causam
tremores e paralisia (BAILEY; GIBBS; WOODS, 1963; MAORI et al., 2007), sintomas
observados nas mandacaias durante o “mal de margo”. Seria possivel investigar se 0s
sintomas sdo de fato causados pelo virus MqV1lb em futuros estudos, inoculando
particulas virais em diferentes concentracdes nas abelhas mandacaia e observando as
manifestacdes da infeccdo, bem como eventualmente a taxa de mortalidade.

A presenca do virus MqV1b na abelha rainha de mandagaia, bem como nos ovos,
sugere uma provavel transmissao vertical (Figura 9), em que a abelha rainha infectada
deposita ovos com particulas virais que posteriormente causam a infeccdo da prole. Nao
foi possivel diferenciar as vias da transmissdo vertical, transovariana ou transovum, uma
vez que as superficies dos ovos ndo foram esterilizadas. Pela superficie dos ovos néo ter
sido esterilizado, é plausivel que o virus estivesse presente no alimento larval presente
nas células de cria, visto que o alimento larval € depositado pelas operéarias antes do ovo
(NOGUEIRA-NETO, 1997). Um experimento para comprovar a via da transmissao
vertical pode ser desenvolvido. Para tanto seria necessario coletar ovos de abelhas rainhas
infectadas com MqV1b, obtidas de coldnias com a presenca do virus, ou através da
inoculacdo de particulas virais nas rainhas. Posteriormente seria possivel comparar a
carga viral, através de PCR em tempo real, de amostras de ovos com as superficies
esterilizadas e ndo esterilizadas, como ja demonstrado para o virus DWV em A. mellifera
(AMIRI et al., 2018).

Trés larvas, 3 pupas e 8 abelhas recém-emergidas foram positivas para o virus,
bem como o mel e o poélen, indicando que o alimento larval é uma possivel via de
transmissdo horizontal do virus MqV1b em M. quadrifasciata (Figura 9). Esta via de
transmisséo para o virus MqV1b é validada pela presenca do virus nos componentes do
alimento larval, que sdo os recursos alimentares da colénia (mel e polen) (VOLLET-

NETO et al., 2010). Outro mecanismo de contaminacdo do alimento larval séo as
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secrecOes salivares das abelhas que o depositam nas células de cria. Bailey (1969)
detectou carga viral de SBV nas secre¢des de glandulas hipofaringeas de A. mellifera,
constatando a transmiss@o horizontal da abelha adulta para a prole. Nutrizes infectadas
podem também ser uma causa da transmissdo do virus MqV1b para os estagios de

desenvolvimento mais jovens (larva, pupa e abelhas recém-emergidas).

Figura 9 — Representacdo das possiveis formas de transmissdo para a prole de M.

quadrifasciata. A — disco de cria; B — pote de p6len com uma abelha adulta; C —

pote de mel com uma abelha adulta; D — abelha adulta de mandagaia; E — célula
de cria com alimento larvar e um ovo; F — abelha rainha de mandacaia.

====-» Transmissao vertical

- o ;
B C Transmissao horizontal

Fonte: Compilagdo do autor (2021)*

O mel e o polen contaminados pelo virus MqV1b podem servir como um
reservatorio viral da coldnia, estando envolvidos no processo de transmissdo horizontal
entre os individuos (Figura 10). As abelhas adultas, ao ingerirem mel ou pdlen com
particulas virais, estdo passiveis a infeccdo pelo virus MgV1b. Para comprovar a
infectividade a longo prazo do virus MqV1b presente no mel e no pélen armazenados na
col6nia, seria possivel armazenar aliquotas de mel e pélen contaminados, e apds distintos
intervalos de tempo, utiliza-lo na alimentacdo de abelhas adultas. Ent&o seria necessario
aguardar alguns dias para verificar se as abelhas apresentariam sintomas e confirmar a
infeccdo por PCR. Essa abordagem foi utilizada por Singh et al. (2010), demonstrando
que o virus DWV se manteve infeccioso para A. mellifera por seis meses no mel e pélen

estocado a temperaturas entre -6°C e 32°C. Durante o manejo, os meliponicultores

4 llustragdes cedidas por Bruno Ribeiro
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utilizam seringas para coletar o mel (JAFFE et al., 2015), o que seria uma possivel via de
transmissdo de particulas virais de uma colbnia para outra, caso ndo haja cuidado o

suficiente na esterilizacdo dos materiais.

Figura 10 — Representacao de pote de pdlen e de mel estocados com M. quadrifasciata
se alimentando. A — pote de p6len com duas abelhas adultas; B — pote de mel com duas
abelhas adultas.
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Fonte: Compilagéo do autor (2021)°

O polen contaminado deixa em aberto a possibilidade de transmissdo horizontal
entre os individuos de diferentes colonias de abelhas sem ferrdo através do
compartilhamento de recursos florais. Neste mecanismo de transmissdo, abelhas
infectadas depositam particulas virais nas flores durante a coleta de néctar e pdlen
(ALGER; BURNHAM; BRODY, 2019). Para testar essa via de transmissdo, abelhas
forrageiras das colbnias criadas na cidade de Boqueirdo do Ledo (RS) podem ser
capturadas para verificar a presenca dos sete virus identificadas por Caesar et al. (2019),
bem como os pellets de pélen carregados, da mesma forma que demonstrado para os virus
DWYV, BQCV e SBV em abelhas A. mellifera (SINGH et al., 2010). Além disso, as flores
visitadas pelas abelhas podem ser amostradas para a detec¢do dos mesmos virus.

A abelha rainha e 13 abelhas adultas foram positivas para o virus MgV1b. Apesar
de néo ter sido possivel diferenciar as abelhas forrageiras das abelhas nutrizes, é provavel
que a rainha tenha sido infectada por trofolaxia, mostrando que a transmisséo horizontal

do virus MqV1b pode ocorrer entre as castas da abelha mandagaia (Figura 11). Para

5 llustragGes cedidas por Bruno Ribeiro
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comprovar a transmissdo por trofolaxia seria necessario realizar um estudo similar ao
realizado por Amiri et al (2019), descrito anteriormente, em que foi evidenciado o
mecanismo de transmissdo via trofalaxia para o virus IAPV em A. mellifera. Seria
possivel desenhar um experimento com mandacaias em que algumas abelhas sadias e a
abelha rainha fossem privadas do contato direto com o alimento e recebessem a
alimentacdo de abelhas infectadas com o virus MqV1b por meio da trofalaxia. Seria
necessario observar, posteriormente, a presenca ou auséncia do virus nas abelhas por

PCR, bem como acompanhar o aparecimento ou ndo de sintomas.

Figura 11 — Representagdo de trofalaxia entre abelhas mandagaia. A - Representacéo de
trofalaxia entre abelha adulta e abelha rainha de mandagcaia; B — representacao de
trofalaxia entre duas abelhas adultas de mandacaia.

A B

«[I

Fonte: Compilacdo do autor (2021)°

A degradacdo do RNA por RNases pode ter sido a causa de oito amostras terem
se mostrado negativas para deteccdo do gene rps5 (Tabela 1). Dessas amostras, duas
abelhas adultas (abelha adulta 18 e 19) apresentaram infecgéo viral do MqV1b. E possivel
que o material genético do virus esteja protegido da acdo de RNases pela proteina
supressora de silenciador de RNA do hospedeiro, caracteristica de virus da familia
Dicistroviridae (BONNING; MILLER, 2010). Outra possibilidade, ¢ a presenca de
particulas virais no corpo da abelha, em que o0 seu material genético se manteve protegido
das a¢des das RNases pelo seu capsideo até o momento da extragdo de RNA. De qualquer
maneira, uma possivel contaminacgdo por particulas virais do MqV1b presentes no ninho

durante o manuseio das amostras no momento da coleta ndo pode ser descartada.

® llustragGes cedidas por Bruno Ribeiro
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E notavel uma diferenca nas intensidades das bandas para as amostras que
apresentaram infeccdo viral do virus MqV1b (Figura 6, 7 e 8), sugerindo que as amostras
possuem distintas cargas virais. Desta forma, as 11 amostras que ndo apresentaram
infeccdo viral do virus MqV1b, mas foram positivas para o0 gene endoégeno rsp5, podem
apresentar infeccdo viral caso o experimento seja realizado por PCR quantitativa em
tempo real (qPCR), que possui um limite de detec¢do maior que a PCR “endpoint”. Por
questBes de logistica, a carga viral do MqV1b nédo foi quantificada por qPCR, entretanto,
os futuros estudos podem utilizar essa técnica para aumentar o poder de discriminacéo e

quantificacdo do virus nas mandacaias e seus recursos alimentares.
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6 CONCLUSAO

A transmissdo do virus MqV1b entre os estagios de desenvolvimento da abelha
mandacaia pode ocorrer verticalmente, da rainha para a prole, ou horizontalmente, por
trofalaxia, alimento larval e alimentacdo. O mel e o pdlen contaminados sdo estoques
virais que favorecem a permanéncia do virus na colonia.

A presenca do virus MgV1b em todos os estagios de desenvolvimento em uma
col6nia debilitada de mandacaias indica que o virus é oportunista, sugerindo que o virus
estd contribuindo para o colapso final da colonia que sofre da doenga “mal de margo”.
Dois mecanismos contribuem para a prevaléncia de MgqV1b em uma colbnia: 1) a
infeccdo da prole em desenvolvimento pelos mecanismos de transmisséo vertical (da
rainha) ou horizontal (pelo alimento larval), levando a permanéncia do virus nas abelhas
recém-emergidas; 2) a infeccao de abelhas saudaveis ao ingerirem mel ou pélen estocado
contaminados com particulas virais.

Com a confirmacdo da presenca de particulas virais do MqV1b no mel e no pélen,
é importante que os equipamentos utilizados por meliponicultores sejam devidamente
esterilizados e trocados ao manejar diferentes colénias de mandacaia durante 0 manejo e
extracdo do mel. E necessério evitar a transferéncia de recursos entre as diferentes
coldnias. Estes procedimentos poderao evitar a entrada do virus em uma colénia saudavel.

O presente trabalho abre novas questfes para futuros estudos visando um melhor
entendimento da transmissao viral em abelhas mandacaias, abelha acometida anualmente
pela doenga “mal de marg¢o”, bem como para outras espécies de abelhas nativas sem

ferrdo, por possuirem um comportamento e estrutura da coldnia similares.
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