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APRESENTAGAO

As abelhas sdo insetos sociais da ordem Hymenoptera que possuem
habitos e comportamentos bem diversificados e estdo distribuidas por todo
mundo. Na polinizagao, tém um papel fundamental favorecendo a reproducao
sexuada de varias angiospermas e desta maneira, aumentando a variabilidade
genética e contribuindo para a biodiversidade de muitos ecossistemas. No
Brasil, encontramos cinco biomas e o estado do Tocantins, em toda sua
extensdo, abrange trés desses biomas, a floresta amazbnica, o cerrado
(savana brasileira) e a caatinga (semi-deserto), além de areas de transicao
entre eles, os chamados ecoétonos, que apresentam uma biodiversidade
singular. A apicultura tem um grande impacto social e econémico no estado,
pois € praticada, principalmente, por pequenos produtores a fim de
complementarem suas rendas. Nos ultimos anos, a apicultura norte-americana
e europeia vem sofrendo uma grande perda de colbnias de abelhas Apis
mellifera devido a um fendbmeno denominado como CCD (Colony Colapse
Desorder), chamando a atengcdo de pesquisadores e 6rgaos governamentais
nesses paises devido ao declinio desses polinizadores. Varios virus, bactérias
e parasitas ou ainda, a associacao entre eles tém sido relacionados como
causas do problema. No Brasil, os impactos ainda n&do foram contabilizados
oficialmente, no entanto, ja foram descobertos alguns virus que estao

associados ao CCD. Avaliamos a incidéncia, no Estado do Tocantins, dos virus



da Paralisia Aguda (ABPV), da Realeira Negra (BQCV), da Paralisia Crdnica
(CBPV), da Asa Deformada (DWV), o virus Israelense da Paralisia Aguda
(IAPV), Caxemira virus (KBV) e virus da Cria Ensacada (SBV) que
possivelmente, estdo relacionados com o desaparecimento das abelhas no
Estado e em todo o mundo. Investigamos, também, a expressdo do gene
AmToll-7 e analisamos o proteoma diferencial entre individuos infectados com
o virus DWV e co-infectados com ABPV/DWV. O gene 7o/ tem papel
fundamental no sistema imune dos insetos, pois s&o receptores de
reconhecimento padrdo (PRR) os quais medeiam respostas celulares como a
fagocitose, melanizagao ou sintese e secre¢ao de peptideos antimicrobianos.
Detectamos a presenca dos virus da Paralisia Aguda (ABPV) e da Asa
Deformada (DWV) ja disseminados na regidao norte, no estado do Tocantins.
Nas abelhas infectadas e co-infectadas com DWV e ABPV/DWYV, a expresséo
do gene Am-Toll-7 foi maior em relagdo as nao infectadas, mostrando que a
expressdo desse gene é modulado por infecgdo viral. Os resultados do
proteoma diferencial mostram que em abelhas infectadas ocorre aumento de
expressdo de proteinas em resposta a infeccdo viral. Esses resultados
acrescentam dados sobre o sistema imune das abelhas Apis mellifera e
demonstram, também, que os virus ja estdo dispersos na reigao Norte, além da

regiao Sudeste do Brasil.
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1. Abelhas africanizadas

As abelhas sao insetos sociais da ordem Hymenoptera que possuem
habitos e comportamentos bem diversificados. Aproximadamente 20.000
espécies de abelhas encontram-se distribuidas em todo mundo, polinizando e
favorecendo a reproducédo sexuada de varias angiospermas e desta maneira,
aumentando a variabilidade genética da maioria das plantas floriferas e
frutiferas, contribuindo para a biodiversidade de muitos ecossistemas.

(Genersch, 2010; Klein et al., 2007; Van Engelsdorp & Meixner, 2010).

As abelhas africanizadas representam o tipo predominante em areas
tropicais e subtropicais das regides da América do Sul, América Central e em
algumas regides da América do Norte (Mendonca ef a/., 2008; Mistro et al.,
2005).

No Brasil, as abelhas Apis mellifera sao polihibridos das abelhas
européias (Apis mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera
caucasica e Apis mellifera carnica) com a abelha africana Apis mellifera
scutellata (Pereira et al, 2003; Winston, 1994). Um fator para o sucesso
adaptativo desses hibridos parece ser o seu elevado nivel de tolerancia a
acaros e resisténcia a patogenos (Aumeier, 2001; Correa-Marques et al., 2002;
Guzman-Novoa ef al., 1996; Mondragon ef al., 2005; Moretto & Mello Jr., 1999;
Moretto & Leonidas, 2003; Rosenkranz, 1999).

A apicultura brasileira reflete nossa grande biodiversidade, distribuida

nos biomas aqui existentes, Amazébnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
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Pampa e Pantanal, onde a producdo de mel se da durante todo ano
considerando as diferentes épocas de floracdo dos diferentes biomas (CBA,

2011).

2. Patologia Apicola

Seu crescimento vem se destacando no mercado mundial, até abril de
2011 o Brasil exportou, aproximadamente, oito toneladas (7.976.487 Kg) de
mel e se enquadra no 11° lugar em producdo de mel e o 5° em exportagéo
(Rangel, 2011). Segundo a Confederagao Brasileira de Apicultura (CBA), esse
crescimento se deu devido a grande mortalidade das abelhas nos Estados
Unidos e Europa nesses ultimos anos. A alta taxa de mortalidade recebeu o
nome de Disturbio do Colapso da Colbnia (Colony Collapse Disorder - CCD)
(Blanchard ef al., 2008; Cox-Foster ef al., 2007; Van Engelsdorp et al., 2007;
Van Engelsdorp et al., 2008).

As abelhas sao alvo de varios patdgenos, como bactérias, fungos e
virus, além de outros parasitas como acaros, nematdides, insetos
endoparasitas, amebas, etc, acometendo desde larvas a individuos adultos

(Ellis & Munn, 2005; Ribiere ef al., 2008).

2.1. Bactérias

Entre as bactérias que acometem as abelhas estdo Melissococcus
pluton e Paenibacillus larvae, que atingem as crias através de alimento
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contaminado, dando origem a cria putrida europeia (CPE) e cria putrida
americana (CPA), respectivamente. A associagdo com outras bactérias ocorre
no trato intestinal das crias e atinge outros tecidos, levando a cria a morte.
Caracteristicas sintomaticas da doenca sao favos falhados, com crias murchas
e de coloragao diferenciada, que varia do amarelo ao marrom, além de forte

odor (Budge et al., 2010; Genersch, 2010; Lopes ef al., 2004).

2.2. Fungos

Em relagdo as doengas micéticas, sdo encontrados fungos que atingem
adultos e crias de abelhas, como o caso do Ascosphaera apis, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger entre outros, provocando, na cria, a chamada cria giz,
na qual a cria morta apresenta-se com coloragao branca ou cinza escuro com
um aspecto rigido, dai o nome da doencga, no entanto, diferentemente das
doencas relacionadas a bactérias, essa nao apresenta odor. Os favos com as
crias apresentam-se com falhas e normalmente encontram-se opérculos
perfurados (Aronstein & Murray, 2010; Lopes et al., 2004).

Nas abelhas adultas e larvas, os fungos como o A. flavus, causam
aspergilose, onde o alimento contaminado com esporos acomete o trato
digestivo levando-as a morte (Aronstein & Murray, 2010).

Outros fungos que acometem apenas abelhas adultas sido os
microsporideos MNosema apis e Nosema ceranae 0s quais causam a

nosemose. Seus esporos se desenvolvem dentro das células do intestino



meédio das abelhas causando lesbes intestinais, dificultando a digestédo e
diminuindo seu tempo de vida. As campeiras doentes quando tentam voar para
o forrageamento caem e morrem proximo ao alvado (Forsgren & Fries, 2010;

Paxton, 2010).

2.3. Parasitas

A amebiase € outra patologia que acomete as abelhas adultas, sendo
causada pelo protozoario Malpighamoeba mellificae, que se desenvolve nos
tubos de Malpighi. Um inchago nos tubos é caracteristico, devido ao
desenvolvimento do protozoario, com posterior destruicdo do tecido epitelial
pelas formas trofozoitas. Normalmente, a infeccao pelo M. mellificae esta
associada a nosemose, apresentando-se a dupla infeccdo com maior perda
paras as colméias (Bailey, 1968; Liu, 1985).

O acaro endoparasita Acarapis woodi, agente etiolégico da acariose é
outro parasita das abelhas adultas. Eles se alojam nas traquéias toracicas das
abelhas, onde alimentando-se de hemolinfa, se desenvolvem e reproduzem,
assim, diminuem o tempo de vida das abelhas, e consequentemente a
producao de mel (Lopes ef al., 2004; Peng & Nasr, 1985).

Outro acaro que ataca as abelhas A. mellifera em todo o mundo € o
Varroa destructor um ectoparasita que nao se restringe apenas a abelhas
adultas, mas também as crias. Nas abelhas adultas se alojam no térax e
abdome e entre os segmentos do abdome sugam a sua hemolinfa. A

reproducao ocorre nas crias com a infestacdo acontecendo pouco antes das
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crias serem operculadas, reduzindo o peso das abelhas e sua longevidade

(Lopes et al., 2004; Rosenkranz ef al., 2010).

2.4. Virus

Em 1963, uma patologia que causava tremor e paralisia entre as abelhas
adultas levando-as a morte foi descoberta, os agentes causadores desta
enfermidade foram isolados e nomeados como virus da paralisia aguda (ABPV)
e virus da paralisia cronica (CBPV) (Bailey et al., 1963). Um total de 18 virus ja
foi identificado em abelhas do género Apis (Bailey ef al., 1963; Cox-Foster ef
al., 2007; Ribiere et al., 2008).

Esses virus que vem causando tanto impacto na apicultura mundial séo
virus de fita simples de RNA, excetuando-se o virus filamentoso (FV) e
Irisdescent Virus (IV) que séo virus de DNA (Ribiére ef al., 2008).

Foi publicado por Runckel e colaboradores (2011) a detec¢ao de outros
quatro virus Aphid Lethal Paralysis Virus (ALPV), Big Sioux River Virus (BSRV),
Lake Sinai Virus 1 (LSV-1) e 2 (LVS-2).

Dentre os virus de RNA que estdo sendo extensivamente estudados por
infectarem abelhas em todo o mundo, estdo o virus da paralisia aguda (Acute
bee paralysis virus - ABPV), da realeira negra (Black queen cell virus - BQCV),
da paralisia crbénica (Chronic bee paralysis virus - CBPV), da asa deformada
(Deformed wing virus - DWV), virus israelense da paralisia aguda (/srael acute

paralysis virus — |IAPV), Kashmir virus (Kashmir bee virus - KBV) e da cria
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ensacada (Sacbrood virus - SBV) (De Miranda & Genersch, 2010; Govan ef
al., 2000; Lanzi et al., 2006; Leat ef al., 2000; Maori ef al., 2007b; Ribiere ef al.,
2008)

O virus da paralisia aguda (ABPV) foi descoberto por Bailey e
colaboradores (1963) em seus estudos a respeito do virus da paralisia crénica
(CBPV), que causava paralisia e tremores no corpo e nas asas das abelhas
adultas. Entretanto, as abelhas que eram acometidas com o APBV morriam
mais rapido que as abelhas infectadas com o CBPV. O virus se acumula na
cabecga, cérebro e glandulas hipofaringeas das abelhas e suas fezes contém
particulas infecciosas do ABPV (Bailey & Gibbs, 1964; Bailey & Milne, 1969).

Na Europa, o virus ABPV ainda ndo havia sido diretamente detectado,
mas com a propagacao do acaro V. destructor ele passou a ter um ciclo de
incidéncia anual (Bailey ef a/, 1981; Ball, 1985; Faucon ef al., 2002), e os
experimentos demonstraram que fémeas de acaros conseguiam transmitir o
virus a abelhas saudaveis (Brodsgaard ef a/., 2000).

Bailey (1976) demonstrou que o virus ABPV pode ser transmitido
horizontalmente, espalhando-se na natureza através das secrecbes da
glandula salivar de abelhas adultas como uma infecgao inaparente.

As sequéncias virais do ABPV foram detectadas em sémen de zangodes
aparentemente saudaveis, indicando pode, também, ser transmitido

verticalmente (Yue ef al., 2006).



O virus da realeira negra, (BQCV) interfere, principalmente, o
desenvolvimento de rainhas e, em alguns casos, de operarias. As pupas
infectadas morrem, ficam com coloragdo mais escura e nas paredes da célula
de cria aparecem manchas pretas, o que dd4 o nome a patologia (Bailey &
Woods, 1977).

Estudos realizados na Gra-Bretanha demonstraram que o virus BQCV
segue o0 mesmo ciclo regular de incidéncia anual do parasita intestinal
microsporideo N. gpis, com picos de infecgdes na primavera e inicio do verao,
indicando associacédo desse fungo com o virus (Bailey ef a/., 1983a; Bailey ef
al., 1983b).

Leat e colaboradores (2000) em suas pesquisas com virus BQCV,
isolado em abelhas da Africa do Sul, demonstraram a semelhanca das
proteinas desse virus com outros virus de RNA que infectam varios tipos de
insetos, como drosd&filas (Drosophila C virus - DCV), pulgdes (Rhopalosiphum
padi virus - RhPV), cigarrinhas (Himetobi P virus - HiPV) e percevejos (Plautia
stall intestine virus - PSIV).

Cepas do virus BQCYV isoladas de abelhas coletadas na Polénia, Austria
e Hungria demonstraram recombinagao viral, pois quando comparados com
virus de outros paises eles apresentam mudancas em diferentes regides do
genoma, através de insergdes e delecdes (Tapaszti ef al., 2009).

O virus da paralisia cronica (CBPV) foi descoberto nos EUA quando

Burnside (1945) utilizando extratos de abelhas com paralisia e livres de
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bactérias conseguiu, por meio da alimentagdo, injecao e pulverizacdo destes
extratos, reproduzir a doenga em abelhas saudaveis, concluindo que o agente
responsavel pela patologia era um virus, mas somente em 1963 o virus foi
isolado e caracterizado (Ribiere ef a/., 2008).

A paralisia € uma das viroses que apresenta sinais clinicos visiveis,
distinguindo entre dois tipos, de acordo com os sintomas (Ball & Bailey, 1997).
Na sindrome do tipo I, as abelhas apresentam um tremor anormal das asas e
do corpo, quando saem para forragear ndo conseguem voar e ficam rastejando
proxima a colméia. Apresentam abdome dilatado e morrem poucos dias apos a
infeccdo deixando a rainha com poucas operarias na colméia (Ribiere ef al.,
2000; Ribiére ef al., 2008; Ribiere ef al., 2010).

Na Sindrome do Tipo Il, as abelhas infectadas podem voar, no entanto,
ficam com poucos pelos, com térax de aparéncia escura e brilhante,
aparentando-se menores em relagao as outras abelhas e sdo atacadas pelas
abelhas saudaveis da colméia, por meio de mordiscadas. Ambas as sindromes
podem ocorrer na mesma colméia e as diferencas dos sintomas entre elas sédo
tdo caracteristicos, que possibilita diagnéstico visual (Ball & Bailey, 1997;
Ribiere et al., 2008).

Experimentos realizados por Bailey (1965) demonstraram, através de
injecdo, aplicacdo toépica e alimentagdo, que as operarias adultas eram

suscetiveis a infecgcdo com o CBPV, mostrando os sintomas da paralisia.
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Técnicas moleculares para deteccao direta do virus CBPV em rainhas e
em todas as fases de desenvolvimento de sua prole, incluindo ovos tem sido
comprovadas, demonstrando também a transmissao vertical (Chen ef al,
2005a; Chen et al., 2006a).

Outro virus que ataca as abelhas € o da asa deformada (DWV) que
recebe este nome pelo sintoma caracteristico que implica nas abelhas, a
deformacio de suas asas ou o seu mau desenvolvimento nas abelhas recém-
emergidas (De Miranda & Genersch, 2010).

No inicio, acreditava-se que a malformagdao das asas e 0 pequeno
tamanho das abelhas eram imputados apenas a alimentagdo ou a atividades
do acaro V. destructor (Akratanakul & Burgett, 1975; Koch & Ritter, 1991).

Pesquisas posteriores demonstraram que abelhas emergentes, com
pouco ou nenhum acaro podiam apresentar a mesma deformidade enquanto
abelhas parasitadas podiam apresentar-se sem nenhuma deformidade, o que
sugeria que o parasitismo pelo acaro nao era a principal causa da malformacéao
das asas (Marcangeli ef al, 1992). H4 uma associagdo sistematica entre
abelhas com deformidades e a infecgao pelo virus DWV (Bowen-Walker ef al.,
1999; Chen ef al., 2005b; Tentcheva ef al., 2006).

Allen e Ball (1996) infectando pupas com o virus demonstraram que elas
desenvolviam a malformagao das asas. Outro trabalho comprovou a presenca
do virus DWV em abelhas Bombus terrestris que nao estavam infestadas por

acaros (Genersch et al., 2006).
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O virus DWV tem sido intensivamente investigado, pois € uma das
muitas viroses que infecta as abelhas, estando relacionado ao colapso da
colénia das abelhas devido a alta associacdo e transmisséo, pelo acaro V.
destructor (De Miranda & Genersch, 2010).

Na auséncia do V. destructor o virus persiste em baixos niveis entre as
abelhas sem causar baixas na colméia, sendo encontrado desde os estagios
de ovos até o individuo adulto e detectado, também, nas secrec¢des da glandula
mandibular usadas para alimentar larvas e rainhas (Chen ef al., 2005a; Chen ef
al.,, 2006a; Chen ef al., 2006b; Yue & Genersch, 2005). O virus DWV pode ser
transmitido por via horizontal, através de alimentacdo e contato com fezes
contaminadas, bem como verticalmente, entre os parentais e sua prole (Chen
et al., 2006a; Chen ef al., 2006b; De Miranda & Fries, 2008; Yue ef al., 2007).

O virus Kashmir (Kashmir bee virus — KBV), outro virus que figura como
candidato ao colapso da colénia, é extremamente relacionado ao ABPV
quando comparados sua sorologia, biologia e genética (Anderson, 1991; De
Miranda ef al., 2004; Evans, 2001). Em laboratério eles matam rapidamente as
abelhas, adultas ou pupas, quando sao infectadas, porém, ele ndo provoca

sintomas clinicos aparentes como o virus da paralisia crénica (Hornitzky, 1987).

Naturalmente, esse virus tem sido detectado em abelhas adultas e crias
que foram coletadas em diversas areas da Australia (Bailey ef al., 1979). Sua
transmissao se faz das abelhas adultas para as larvas, através da alimentacao,

visto que ja foram encontrados virus em varias fontes de alimento como mel,
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polen, geléia real (Shen et al, 2005) ou através de fezes contaminadas,

quando da limpeza da colméia pelas operarias (Hung ef al/,, 2000).

Outra via de transmissdo dessa virose foi comprovada por Chen e
colaboradores (2004) em seus experimentos com pupas saudaveis e o acaro
V. destructor contaminado com o virus KBV, demonstrando que esses acaros

tinham a capacidade de infectar as pupas.

O virus KBV (Dicistroviridae), forma um complexo com o virus da
paralisia (ABPV) e o recentemente descoberto, virus israelense da paralisia
aguda (/sraeli acute paralysis virus — |APV), tanto quanto ao aspecto genético
como por possuirem rotas de transmissao semelhantes (Genersch & Aubert,

2010; Maori et al., 2007b).

O virus IAPV foi descoberto apos a infeccdo em larvas de abelhas
saudaveis com extratos de abelhas mortas que se encontravam préximas a
colméia, em Israel e por esse motivo foi hnomeado como virus israelense da
paralisia aguda (Maori ef al., 2007a; Maori ef al., 2007b). Existem poucos
estudos devido a sua recente descoberta, no entanto, ele como outros virus
encontram-se na lista dos provaveis responsaveis pelo CCD (Maori et al.,

2009).

Como a maioria dos dicistrovirus, o IAPV apresenta baixas taxas de
infeccdo, mostrando ser uma doenca silenciosa, sem sintomas evidentes. No
entanto, a evolugao da doencga até a morte da abelha é precedida por paralisia,
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tremores e dificuldade no voo (Bailey ef al,, 1963; Maori ef al., 2007b; Ribiéere ef
al., 2008).

O IAPV tem sua prevaléncia no Oriente Médio, Australia e Estados
Unidos, no entanto, ja foi encontrado em paise europeus, como Franga e
Espanha (Blanchard et al,, 2008; Cox-Foster et al., 2007; Kukielka, 2010; Maori
et al., 2007b; Palacios ef al., 2008).

Outro virus relacionado a CCD é o da cria ensacada (SBV), que como o
nome diz, infecta as larvas das abelhas, nao permitindo a muda da larva para
pupa. Normalmente, as larvas sofrem metamorfose dentro de quatro a cinco
dias ap6s a operculagcao dos alvéolos, no entanto, quando estdo infectadas
pelo virus, ha formacao de liquido entre a epiderme e o corpo da larva,
formando um saco (Bailey ef al, 1964; Ribiére ef al, 2008). A cor branca
perolada das larvas muda para um amarelo palido ao marrom escuro quando
finalmente morrem (Bailey ef al., 1964).

Em uma colbnia contaminada, quando as abelhas jovens removem as
larvas mortas infectadas, elas entdo adquirem o virus contido no liquido,
através de ingestdo, acumulando-se nas glandulas hipofaringeanas desses
individuos, que o transmitem para as larvas pela secrecdo glandular quando
passam a ser nutridoras (Bailey, 1969).

O polen, recém coletado por forrageiras infectadas, também pode se

contaminar e a partir dai ha transmissao entre as proprias abelhas adultas e
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entre elas e as larvas, pois todos os recursos alimentares ficam contaminados
pelo virus (Shen ef al., 2005).

Outra forma de transmissdo do SBV é pelo acaro V. destructor que,
comprovadamente, possui virus em sua saliva (Shen ef a/, 2005). Utilizando
técnicas moleculares Tentcheva e colaboradores (2004) encontraram em varios
apiarios franceses o virus SBV em acaros V. destructor.

Vaérios trabalhos tem demonstrado, também, a infeccdo de rainhas.
Outra observacao € a de que pode ocorrer infeccdo em todos os estagios de
desenvolvimento, inclusive em ovos (Chen ef a/., 2005a; Chen ef al., 2006a;
Chen ef al, 2006b; Shen et al, 2005). Chen e colaboradores (2006b)
observaram ovarios de rainhas que estavam contaminados com virus, no
entanto, a espermateca nao apresentava infecgdo, sugerindo transmisséo
transovariana.

O virus SBV esta amplamente distribuido e em varias areas, sendo
considerada a infeccdo mais comum entre os virus de abelhas. Nas larvas, a
infeccdo apresenta sintomas clinicos caracteristicos facilitando o diagnéstico,
contudo, nas abelhas adultas ela € assintomatica e essas abelhas podem ser
grandes fontes de disseminacao da doenca (Allen & Ball, 1996).

Informagdes quanto as infecgdes, silenciosas ou evidentes, se simples
ou multiplas e como combaté-las sdo necessarias. Entretanto, o que é
necessario € aprender a lidar com todas essas enfermidades e tentar ao

maximo resguardar essas importantes polinizadoras.

16



Os virus estao espalhados pelo mundo todo, e teremos que aprender a
lidar com eles. No momento, atividades de extensdo com os apicultores e
divulgacédo de técnicas de manejo para sele¢cdo de rainhas de colbnias
resistentes, por meio de troca de rainhas sdo os uUnicos meios de que o
prejuizo no Brasil ndo seja tdo impactante como foi na Europa e Estados

Unidos.
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CAPITULO II

DETECCAO MOLECULAR DE VIRUS EM
ABELHAS Apis mellifera NO ESTADO DO
TOCANTINS
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Resumo

O Estado do Tocantins apresenta trés biomas, cerrado, floresta Amazénia e
caatinga, além de regides de transigdo entre eles, abrigando uma diversidade
de espécies incluindo varios polinizadores como as abelhas. Com o fendmeno
da Colony Collapse Disorder (CCD), pesquisadores em todo mundo buscam
uma resposta para a grande mortalidade das abelhas, colocando os virus como
uma delas. Detectamos a presenca de sete virus no Estado do Tocantins
através de RT-PCR. Nossa analise confirmou a presenca de dois virus, Virus
da paralisia aguda (ABPV) e da Asa deformada (DWV) mostrando que a regiao
norte ja se encontra contaminada e medidas profilaticas devem ser tomadas
pelos apicultores a fim de evitar perdas significativas como ocorreu nos

Estados Unidos e Europa.

Palavras-chave: Virus, Abelha, CCD, Tocantins.
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Abstract

In Brazil the Tocantins' State has three biomes, savannah, Amazon forest and
caatinga, beyond transitional regions between them. These biomes harbor a
diversity of species including several pollinators as bees. With the phenomenon
of Colony Collapse Disorder (CCD), researchers worldwide are seeking an
answer to the high mortality of bees and they claim that viruses could be as one
of them. We are looking for seven viruses in the State by RT-PCR. Our analysis
confirmed the presence of two viruses ABPV and DWV, showing that the
northern region is already contaminated and prophylactic measures should be
taken by beekeepers to avoid significant losses as occurred in the United States

and Europe.

Keywords: Virus, Colony Collapse Disorder , Bee, Tocantins-Brazil
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1. Introducao

O Estado doTocantins tem uma area de 277.621,858 km? (IBGE, 2011)
abrigando a bacia hidrografica Tocantins — Araguaia. Em toda sua extensao
sdo encontrados trés importantes biomas, a floresta amazobnica, o cerrado
(savana brasileira) e a caatinga (semi-deserto) além de areas de transigcéo
entre eles, os chamados ecoétonos, que apresentam uma biodiversidade

singular, constituindo-se em verdadeiros laboratorios vivos (Silva, 2007).

Segundo a Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
Tocantins (SEAGRO-TO, 2011), o estado possui 139 municipios, dos quais, 81
sédo produtores de mel, distribuidos em seis sub-regides apicolas (Figura 1),
com uma produgdo aproximadamente de 214 toneladas/ano, constituindo-se
em uma das atividades agropecuarias de grande potencial no Tocantins. A
apicultura tem grande impacto social no estado, pois é praticada,
principalmente, por pequenos produtores a fim de complementarem suas

rendas.
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Figura 1 — Sub-regides apicolas no estado do Tocantins segundo Seagro — TO
(1 — Bico do Papagaio; 2 — Araguaina; 3 - Colinas do Tocantins; 4 -

Barrolandia; 5 — Palmas; 6 — Gurupi).

A conservagao e o uso racional das areas de transicao representam a
manutencdo da biodiversidade dos biomas. O papel das abelhas na
conservacgao € imprescindivel, pois sdo importantes agentes polinizadores das
plantas silvestres ou cultivadas (Morse & Calderone, 2000; Nogueira-Neto,
1977). A polinizagao intensiva, realizada pelas abelhas do género Apis, tem
favorecido a manutencao da biodiversidade, impactando positivamente na
sustentacdo de ecossistemas e na economia, através de ganhos de

produtividade em diversas culturas (Klein ef al., 2007).
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A apicultura possibilita a geracado de renda para as familias e impede
que, por falta de alternativa para a sobrevivéncia, degradem o ambiente com a
retirada de lenha, desmatamentos e queimadas (Santos & Ribeiro, 2009;

Souza, 2002).

A perda de colbnias de abelhas em todo o mundo levou a preocupacao e
conscientizagdo sobre o futuro das abelhas. Devido a sua importancia, os
cientistas de muitos paises foram unindo esforgos para quantificar a incidéncia

e as causas da perda (Cox-Foster ef al., 2007; Giray et al., 2010)

Uma das possiveis causas desse acontecimento € a ocorréncia de virus.
Um total de dezoito virus, a maioria pertencentes a Dicistroviridae ou Iflaviridae,
foram identificados e caracterizados para abelhas do género Apis. A aplicagao
das técnicas moleculares tém revelado infec¢gées por um ou varios desses virus
(Bailey et al., 1981; Bakonyi ef al., 2002; Chen et al., 2005a; Forgach et al.,

2008; Gauthier et al., 2007; Mayo, 2002; Tentcheva ef al., 2004a).

Este estudo teve por objetivo avaliar a incidéncia de sete virus, entre
eles o virus da paralisia aguda (ABPV), virus da realeira negra (BQCV), da
paralisia cronica (CBPV), da asa deformada (DWV), virus israelense da
paralisia aguda (IAPV), Kashmir virus (KBV) e virus da cria ensacada (SBV)
nas abelhas Apis mellifera no Estado do Tocantins, que podem estar
relacionados com a inesperada queda na populacdo das abelhas em todo o

mundo, no fenbmemo que foi denominado Colony Colapse Disorder (CCD).

31



2. Material e Métodos

2.1. Material Biolégico

O material bioldégico analisado foram as abelhas Apis mellifera
(Hymenoptera, Apidae) coletadas em 32 apiaros de diferentes regides do
Estado do Tocantins (Figura 2), com amostras de 68 colméias coletadas nas
cidades de Palmas (n=5), Porto Nacional (n=4), Barrolandia (n=10), Colinas do
Tocantins (n=10), Alianga do Tocantins (n=10), Jau do Tocantins (n=10), Ponte
Alta do Tocantins (n=9) e a regido do Bico do Papagaio (n=10). Os
experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Genética e
Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade

Federal de Uberlandia.
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Figura 2 — Cidades onde foram realizadas as coletas das abelhas. Em verde

regiao denominada Bico do Papagaio e suas respectivas cidades de coleta.

2.2. Extragao de RNA total

Um grupo de cinco abelhas foi utilizado para a extragcao de RNA, o qual
foi extraido utilizando-se o método do Trizol (INVITROGEN) segundo

recomendacoes do fabricante. O RNA total foi ressuspendido em 20uL de agua
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ultra pura contendo dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1%. Para evitar
contaminagdo com DNA, o RNA tratado com enzima DNAse (PROMEGA) e,
em seguida, foi quantificado em espectrofotometro NANODROP (ND-1000) e

armazenado em ultrafreezer (Sanyo) - 80°C até o momento do uso.

2.3. Transcrigao Reversa

A transcrigao reversa foi realizada a partir de 1ug de RNA total utilizando
a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (USB) segundo recomendagdes do
fabricante. O gene rmp49 (GenBank AF441189), codificador de proteina
ribossomal, foi utilizado para testar a qualidade do DNA complementar (cDNA)

(Lourenco et al., 2008).

2.4. Reagdo em Cadeia da Polimerase para diagnéstico viral
Sete virus de RNA foram analisados por meio de primers especificos

sintetizados para cada tipo de virus como segue na Tabela I.
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Tabela I: Sequéncias dos primers de genes de virus de RNA, temperatura de

anelamento (T.A.), fragmento esperado em pares de base e referéncias.

T.A.| Fragmento
Virus Sequéncia do primer 5’ - 3’ (°C)| esperado | Referéncias
(pb)
F - GAGATTGAAGCGCATGAACA Teixeira ef
DWV 54 129
R - TGAATTCAGTGTCGCCCATA al., 2008
F - TCTGATGATGCTGAAGAGAGAAA Teixeira ef
ABPV 54 500
R - AATCATCATTGCCGGCTCTA al., 2008
F - TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAACI Benjeddou
BQCV 54 700
R - GCAACAAGAAGAAACGTAAACCACI etal., 2001
F - AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG Ribiere et
CBPV 55 455
R - TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG al., 2002
F - GGATGAAAGGAAATTACCAG Tentcheva
SBV 56 426
R - CCACTAGGTGATCCACACT etal., 2004a
F - GATGAACGTCGACCTATTGA Stoltz et al.,
KBV 55 414
R-TGTGGGTTGGCTATGAGTCA 1995
F - AGACACCAATCACGGACCTCAC Maori et al.,
IAPV 58 457
R - AGATTTGTCTGTCTCCCAGTGCACAT 2007

A amplificacdo para os diferentes virus foi realizada em termociclador e
padronizada para um volume final de 20 yL com as seguintes concentragoes:
10 pmol de primer, 0,2 mM de dNTP, 1X tampao da enzima e 1U de Taq
polimerase (INVITROGEN). As condicbes da reacdgo de PCR foram
padronizadas para os diferentes virus sendo 2 min a 95°C de etapa inicial,
seguido de 35 ciclos de amplificacdo: 30s a 95°C, 1 minuto a T.A.°C, e 1
minuto a 72°C, seguido de 10 minutos a 72°C para completar a polimerizacao.

A temperatura de anelamento (T.A.°C) variou de 54°C a 58°C de acordo com
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as reagOes para os primesr utilizados (Tabela I). Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em foto-documentador (IMAGEQUANT 150,
GE). A migracdo dos fragmentos foi acompanhada, para identificacdo, com

marcador de peso molecular de 100pb (INVITROGEN).

2.5. Clonagem e Sequenciamento

Os amplicons obtidos por PCR foram purificados pelo do QlAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN), quantificados em espectrofotometro NANODROP
(ND-1000). Os fragmentos foram entéo inseridos em vetor plasmidial pGEM-T

Easy (Promega) seguindo as instrucdes do fabricante.

Foram utilizados 3 pL da reagao de ligagcdo para 200 pyL de células
eletrocompetentes E£. coli XL1Blue e eletroporados em cuveta gelada, em
Eletroporador Bio-Rad. ApoOs eletroporagdao adicionou-se, rapidamente, a
cuveta, TmL de meio SOC (triptona, extrato de levedura, NaCl, glicose e MgCl>)
lavando-a com o meio por duas vezes. O material coletado foi incubado por 1
hora a 37°C, em agitacdo a 250 rpm e plaqueado 100 pyL em meio LB sélido
contendo 100 pg/mL de ampicilina e uma proporgédo de 1:10 de IPTG e X-Gal

(Maranhao, 2003).

As col6nias transformadas (clones positivos ou colénias brancas) foram

replicadas em 5 mL de meio LB liquido adicionado de ampicilina (100 pg/mL) e
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incubadas a 37°C por 16-24h, sob agitagao. Centrifugou-se 1,5 mL a 6000 g,
descartando o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 200 uL de
GET (glicose 20%; EDTA 0,5M, pH 8,0; Tris-HCI 1M, pH 7,4) e incubadas em
gelo por 5 minutos. Em seguida foram adicionados 200 pL de solugéo Il (NaOH
2M, SDS 10%) recém preparada e homogeneizada por inversao. Apos lise
celular foram adicionados 150 pL de solugéo Il (KoAC 3M) e 2 pL de RNase
(10 mg/mL) sendo incubado por 10 minutos. Apos centrifugacéo de 15 minutos
a 13000 g, 4°C, o sobrenadante foi transferido para novo tubo, ao qual foram
adicionados 500 pL de isopropanol. O precipitado foi lavado com 600 uL de
etanol 70% gelado e ressuspendido em 20 pL de agua ultra pura. O plasmideo
foi quantificado a 260 nm em espectofotdmetro (CG Analitica) e visualizado em
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL). Os clones
positivos foram sequenciados em sequenciador automatico MegaBace

(AMERSHAM) utilizando protocolo padrao.

2.6. Analise de bioinformatica

As sequéncias de nucleotideos dos produtos amplificados foram
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados do MNatfional
Center for Biotechnology Information (NCBI) através da ferramenta BLAST

disponivel em: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.

O programa CAP3 Sequence Assembly Program (Huang & Madan,

1999) foi utilizado para formar um contig entre as repeticbes de
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sequenciamento dos amplicons gerados. O programa ClustalW (Larkin ef al.,

2007) foi utilizado para alinhar as sequéncias.

2.7. Analise estatistica

As anadlises estatisticas e as arvores filogenéticas geradas foram

realizadas através do programa estatistico MEGA 5 (Tamura ef al,, 2011).
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3. Resultados e Discussao

Entre os virus pesquisados no Estado do Tocantins obtivemos resultado
positivo para o virus da Paralisia aguda (ABPV) e da Asa deformada (DWV),
sendo que dos 32 apiarios 63,2% das colméias estavam infectadas pelo ABPV
(Tabela Il) e 97% pelo DWV (Tabela 1ll), bem como 55,9% apresentaram co-

infeccdo com esses dois virus (Tabela V).

Tabela Il — Taxa de prevaléncia do virus da Paralisia aguda (ABPV) em 68

colméias instaladas em 32 apiarios de diferentes regides do Estado do

Tocantins.
N° de N° de
Apiarios Total de infecgao
Localidade colméias colméias
coletados (%)
amostradas infectadas
Alianca do Tocantins 3 10 9 13.2
Barrolandia 3 10 2 29
Bico do Papagaio 6 10 9 13.2
Colinas do Tocantins 5 10 0 0
Jau do Tocantins 3 10 10 14.7
Palmas 5 5 5 74
Ponte Alta 4 9 5 7.4
Porto Nacional 3 4 3 4.4
Total 32 68 43 63.2
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Tabela Ill — Taxa de prevaléncia do virus Asa deformada (DWV) em 68

colméias instaladas em 32 apiarios de diferentes regides do Estado do

Tocantins.
Localidade Apiarios  N°de colméias N° de colméias Total de
coletados amostradas infectadas infecgdo (%)

Alianca do Tocantins 3 10 9 13.2
Barrolandia 3 10 10 14.7
Bico do Papagaio 6 10 10 14.7
Colinas do Tocantins 5 10 10 14.7
Jau do Tocantins 3 10 9 13.2
Palmas 5 5 5 7.3
Ponte Alta 4 9 9 13.2
Porto Nacional 3 4 4 5.9
Total 32 68 66 97.1

Tabela IV — Taxa de prevaléncia (%) de viroses simples ou multiplas por

colméias infectadas para os virus avaliados no Estado do Tocantins.

Virus N° de colméias infectadas Porcentagem de Infecgéo
ABPV 1 1.49
CBPV 0 0.0
DWV 24 35.82
KBV 0.0
ABPV*CBPV 0 0.0
ABPV*DWV 38 56.82
ABPV*KBV 0 0.0
CBPV*DWV 0 0.0
CBPV*KBV 0 0.0
DWV*KBV 0 0.0
ABPV*CBPV*DWV 1 1.49
ABPV*DWV*KBV 3 4.48
ABPV*CBPV*DWV*KBV 0 0.0
67 100.0
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Os virus da paralisia aguda (ABPV) e da asa deformada (DWV)
geralmente apresentam baixos niveis de expressao entre as abelhas (Bakonyi
et al., 2002; Chen et al., 2005a; Ribiére ef al., 2008; Yue & Genersch, 2005),
assim, conseguem permanecer entre elas como uma infecgdo inaparente. O
que poderia justificar o alto indice de colméias infectadas com ambos os virus
no Estado (63,2 e 97,1%, respectivamente) passando despercebidos pelos

apicultores.

O ABPV é um virus pertencente a familia Dicistroviridae e ao género
proposto Aparavirus (Bonning & Miller, 2010). Ele € transmitido por secre¢des
da glandula salivar de abelhas adultas, sémen de zangdes, ovario de rainha,
além do acaro Varroa destructor (Chen ef al., 2006a; Chen et al.,, 2006b; Gisder
et al., 2011; Yue et al, 2006). Assim, suas variadas formas de transmissao

contribuem para a alta taxa encontrada entre as colméias do Estado.

No caso do DWV, um virus do género /flavirus pertencente a familia
Iflaviridae, que provoca como sintomas clinicos a deformidade nas asas,
inchaco no abdome e perda de coloragdo nas abelhas infectadas, ou ainda,
infeccbes assintomaticas (Bowen-Walker ef al., 1999; Chen et al., 2005c; De
Miranda & Genersch, 2010; Gauthier ef al., 2007; Gisder ef al., 2009; Yue &

Genersch, 2005).

Sua transmissao pode acontecer verticalmente via sémen e ovario da

rainha, ou horizontalmente, por meio de trofalaxis entre abelhas infectadas e
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via o acaro V. destructor (Chen ef al., 2005b; Chen ef al., 2006a; Chen et al.,
2005c; De Miranda & Fries, 2008; Yue ef al., 2006), assim como o ABPV, suas
variadas formas de transmissdo garantem a ele altas taxas de incidéncia,
sendo comprovado no Estado do Tocantins com 97,1% de ocorréncia entre as

colméias avaliadas.

Varios trabalhos na Europa e EUA tem demonstrado a alta incidéncia do
virus DWV entre as abelhas (Chen ef al.,, 2005c; Chen et al., 2004; DeGrandi-
Hoffman ef al/, 2010), o que podemos observar, também, no Estado do

Tocantins, onde 97% das colméias apresentaram-se contaminadas.

A ocorréncia do virus DWV no Estado do Tocantins pode estar
associado aos acaros como V. destructor, V. jacobsoni, Tropilaclaps
mercedesae, o que tem sido relacionado como responsavel pela transmissao
do DWV em abelhas meliferas (Bowen-Walker ef al., 1999; De Miranda &

Genersch, 2010; Forsgren et al., 2009; Yue & Genersch, 2005).

A presencga do acaro V. destructor, parasitando as colméias, foi relatada
por apicultores de algumas sub-regides do Estado do Tocantins. Nova forma de
disseminagao de virus ocorre através do polen, acometendo ndo apenas as
abelhas, mas outros himendpteros polinizadores (Singh ef al, 2010),

aumentando as possibilidades de disseminacgao viral.

Mockel e colaboradores (2011) demonstraram que a transmissao do
virus DWV, via V. destrucfor, pode acarretar o desenvolvimento de asas
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deformadas em pupas e abelhas emergentes, bem como, aumentar a
transmissao do virus entre abelhas adultas que, na tentativa de limpar a

colméia, se contaminariam.

Entre as colméias analisadas encontramos apenas uma infectada com
virus CBPV (1,49%, Tabela IV) associado com os virus ABPV e DWV,
localizada em Porto Nacional e na época da coleta o apicultor informou que a
mesma encontrava-se saudavel. Outras trés colméias, em Alianga do
Tocantins, estavam acometidas pelo virus KBV (4,48%, Tabela V) e também
associadas aos virus ABPV e DWV. Esses dois virus ndo foram confirmados

por sequenciamento.

O CBPV é um virus encontrado em todas as estacbes do ano na
Europa, com surtos esporadicos de infecgao, ainda nao claramente explicados,
mas que pode ser associados a uma queda na imunidade das abelhas, em um
periodo em que ficam em confinamento, como no inverno ou mesmo em
periodos de chuva. Ele se mantem em alguns individuos na colmeia, sem
nenhum sintoma aparente, em baixos niveis, fazendo com que colbnias
infectadas muitas vezes sejam vistas como saudaveis pelos apicultores
(Aubert, 2008; Tentcheva ef al., 2004a; Tentcheva ef al., 2004b), isso pode
estar acontecendo na colméia notificada como saudavel pelo apicultor em

Porto Nacional.
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O virus KBV é muito semelhante ao ABPV quando se trata da sorologia,
biologia e genética (Anderson, 1991; De Miranda ef al., 2004; Evans, 2001).
Em laboratdrio, esse virus mata rapidamente as abelhas adultas e pupas
infectadas, no entanto, ele ndo apresenta sintomas clinicos aparentes como o
virus da paralisia cronica (Hornitzky, 1987) o que dificulta para o apicultor fazer

um controle e manter a colméia.

A analise por bioinformatica, tanto das sequéncias de nucleotideos dos
produtos amplificados para o virus ABPV e DWV, quando comparadas com
sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI através da ferramenta
BLAST mostraram sua similaridade com sequéncias desses virus (Tabelas V,
VI), confirmando a presenga desses virus nas colméias do Estado do

Tocantins.

Tabela V - Relacao entre as sequéncias encontradas para o virus ABPV em A.
mellifera no Estado do Tocantins e sua identidade com as sequéncias

depositadas no banco de dados do NCBI.

Blastn
. Fragmento
Localidade _ _

obtido (pb) Identidade (%) N° de acesso
Alianga do Tocantins 515 95 EU292210.1
Bico do Papagaio 522 97 EU292210.1
Jau do Tocantins 520 96 EU292210.1
Palmas 558 91 EU292210.1
Ponte Alta 521 97 EU292210.1
Porto Nacional 519 95 EU292210.1
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Tabela VI — Relagao entre as sequéncias encontradas para o virus DWV em A.
mellifera no Estado do Tocantins e sua identidade com as sequéncias

depositadas no banco de dados do NCBI.

Fragmento Clustal W

Localidade gerado (EU292212.1) Blastn
(pb) Identidade (%) Identidade (%) N° de acesso
Alianga do Tocantins 94 92 93 EU292212.1
Barrolandia 188 87 92 GU108222.1
Bico do Papagaio 198 98 96 GU108222.1
Colinas do Tocantins 142 97 95 EU292212.1
Jau do Tocantins 131 77 95 GU108222.1
Palmas 131 95 96 GU108222.1
Ponte Alta 188 84 98 AB070959.1
Porto Nacional 185 96 94 GU108222.1

A analise filogenética foi realizada pelo método da maxima parciménia
(Software Mega 5, TAMURA et al., 2011) com a analise estatistica baseada no
bootstrap de 500 repeticoes foi feita para ambos os virus, ABPV e DWV

(Figuras 3 e 4, respectivamente).
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Figura 3. Arvore filogenética entre as populagdes de virus ABPV encontradas

no Tocantins baseada na analise da maxima parcimdnia com booftstrap de

1000 repeticdes. Japao DWV (AB070959.1) usado como grupo externo e

demais sequéncias retiradas do Genebank com seus respectivos numeros de

acesso.

46



Poland - DQ224289.2
Nepal - DQ224305.2

16 L Hungary - DQ224295.2
75 Slovenia - DQ224300.2
Germany - DQ224294.2
43 Sri lanka - DQ224306.2
29 76 Austria - DQ224284.2
Canada - DQ224311.2
Taiwan - GU108222.1
Brazil - EU292212.1

64

34

7

36

17
Bico do Papagaio
x [
30 i
-0 Porto Nacional
73 Palmas

Colinas do Tocantins

Alianga do Tocantins

Barrolandia

5 Jau do Tocantins

99 Ponte Alta do Tocantins

China SBV - GU108220.1

Figura 4. Arvore filogenética entre as populagdes de virus DWV encontradas no
Tocantins baseada na analise da maxima parciménia com bootstrap de 1000
repeticdes. China SBV (GU108220.1) usado como grupo externo e demais

sequéncias retiradas do Genebank com seus respectivos numeros de acesso.

A arvore filogenéitca para o virus ABPV mostrou dois ramos distintos, no
entanto, era de se esperar que as sequéncias dos virus no Estado estivessem
mais proximas a sequéncia brasileira. Quando analisamos a vegetacao do
Estado do Tocantins observamos 3 grandes biomas, cerrado, floresta
amazobnica e caatinga, além de areas de transicdo entre eles (Silva, 2007).

Durante o ano, o Estado passa por duas estagdes bem definidas, uma quente e
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seca e outra quente e umida. Talvez o clima e a vegetacdo tocantinense

estejam exercendo pressao seletiva sobre os virus.

Como observado para o virus ABPV, a arvore filogenéitca do virus DWV
também separa as sequencias encontradas no Estado do Tocantins e Brasil

com as sequencias para o virus encontrado em outros.

As analises desse trabalho comprovaram que o Estado do Tocantins
apresenta alto indice de infestacdo pelos virus ABPV e DWV, demonstrando a
contaminagdo nessa regido norte do pais. A apicultura no Estado ainda é
realizada como agronegocio familiar e, talvez, por esse motivo, os pequenos
apicultores distribuidos nas seis sub-regides amostradas, apesar de
perceberem a mortalidade de suas abelhas, ndao comunicam as autoridades

responsaveis.

No caso das abelhas, combater os virus existentes ainda é dificil e a
unica forma viavel, no momento, seria a selecdo massal, a fim de selecionar
linhagens resistentes. Para os apicultores, o sacrificio de rainhas em colméias
infectadas e sua substituicdo por rainha de colmeia saudavel seria uma

alternativa geneticamente aconselhavel.

Outras formas de controle seria o combate aos acaros, visto sua alta
relacdo na disseminacdao de virus, bem como de bactérias, fungos e

protozoarios que acometem as colméias e depreciam, assim, o sistema imune
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das abelhas (Bromenshenk ef al, 2010; Dainat ef al., 2009; Forsgren ef al.,

2009; Mockel et al., 2011).

Estudos para tratamento de abelhas com mecanismo de RNA de
interferéncia (RNAIi) tendo como alvo os virus podera resultar em um
mecanismoo de combate a infeccido, visto que a maquinaria de RNAI foi
evolutivamente selecionada para controle intracelular viral especialmente em

plantas (Aliyari & Ding, 2009; Sabin ef al., 2010).

Hunter e colaboradores (2010), alimentando com um produto contendo
dsRNA (Remebee-l) 160 colméias da Flérida e Pensilvania infectadas com o
virus IAPV, obtiveram resultados positivos com um aumento da populagao nas
colméias, demonstrando o uso de RNAi como tratamento preventivo para uma
doenca de insetos. Pesquisas nessa area devem ser realizadas no pais na

tentativa de controlar os virus instalados nas colméias de abelhas.
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CAPITULO il

CLONAGEM E CARACTERIZAGAO DO GENE
AmToll-1 EM ABELHAS Ap/s mellifera INFECTADAS
COM OS VIRUS DA PARALISIA AGUDA (ABPV) E
DA ASA DEFORMADA (DWV)
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Resumo

Os insetos, que compdem um grupo extremamente bem sucedido devido ao
seu sistema imune inato altamente elaborado, tém colonizado todos os habitats
terrestres. Nesse trabalho caracterizamos e quantificamos transcritos por PCR
em tempo real do gene AmT7oll-1 em abelhas infectadas pelo virus da Asa
deformada (DWV) e co-infectadas com o virus da Paralisia aguda (ABPV) e
DWV. As andlises /n silico mostraram que esse gene possui dominio rico em
leucina, tipico de receptor 7o/, O filograma mostrou formacdo de
agrupamentos entre os Hymenoptera e Diptera. A quantificacdo de transcrito
revelou que esse gene é significativamente mais expresso nos individuos com
co-infecgao, mostrando que co-infeccao viral modula os niveis de transcritos do

gene AmToll-1.

Palavras-chave: Apis mellifera, ABPV, DWV, Receptor 7o//
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Abstract

Insects are a group extremely successful over time, due including their highly
developed innate immune system and have colonized all the terrestrial habitats.
In this study, we characterized and quantified transcripts by real-time PCR of
the AmToll-1 gene in bees infected with deformed wing virus (DWV) and co-
infected with acute bee paralysis virus (ABPV) and DWV. The analysis "in
silicd" showed that this gene has domain leucine-rich typical of Toll receptor.
The quantification of transcripts of Toll gene revealed increased their

expression significantly in individuals with co-infection. These data show that

viral co-infection can modulate levels of gene transcripts Am7o//-1.

Keywords: Apis mellifera, ABPV, DWV, Toll receptor
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1. Introducéao

Os insetos compdéem um grupo extremamente bem sucedido ao longo
do tempo e colonizaram todos os habitats terrestres. Contudo, com toda essa
diversidade de habitats os expbe a uma variedade de patégenos, incluindo
bactérias, fungos, protozoarios e virus, que sdo controlados devido ao seu
sistema imune, permitindo que sobrevivam as diversas patologias e sigam

colonizando novos ambientes (Michener, 2000; Morse & Calderone, 2000).

Invertebrados possuem sistema imune inato altamente elaborado, o qual
se apresenta como uma variedade de reacgbOes celulares e humorais
coordenadas, como a sintese de peptideos antimicrobianos, moléculas de

adesao celular e proteinases inibidoras (Jiang, 2008; Luo ef al., 2003).

A imunidade celular € realizada pelos hemdcitos, células de defesa
suspensas na hemolinfa, através da fagocitose, nodulagcdo e encapsulacao
(Lavine & Strand, 2002). Eles reconhecem organismos estranhos como
bactérias e fungos e quando ocorre uma infeccdo, um dos primeiros
mecanismos de defesa €& a fagocitose, como mostrado por Amaral e

colaboradores (2010) em Meljpona scutellaris.

A imunidade humoral, responde pelos processos de coagulagao da

hemolinfa, melanizacdo e producado de proteinas, que diferencia o que é
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“préprio” do “ndo-préprio” no organismo, e a partir dai uma cadeia de reagdes

quimicas ocorre ativando o sistema de defesa (Murphy ef al., 2010).

Uma forma de reconhecimento, empregada por insetos e outros
artropodes e vertebrados, encontra-se nos denominados padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPs — Pathogen associated molecular patterns)
que sao polimeros presentes exclusivamente em microrganismos e sao
essenciais a sua sobrevivéncia, como o0s peptideoglicanos (PGLC),
lipopolissacarideos (LPS) de paredes bacterianas e o 3-1,3-glucano de fungos

(Akira et al., 2006; Ferrandon ef al., 2007; Teixeira et al., 2002).

Os PAMPs sao reconhecidos por receptores de reconhecimento padrao
(PRR — Pattern recognition receptors) os quais fazem com que o organismo
hospedeiro comece se defender dos invasores, desencadeando varias
respostas imunolégicas — celulares através da fagocitose e humorais, com a
sintese e secrecao de peptideos antimicrobianos (AMP) ou com a melanizagao
através da cascata de serino-proteases (Akira ef al., 2006; Ferrandon ef al.,

2007; Kavanagh & Reeves, 2004; Murphy et al., 2010).

Entre os PRR conhecidos, destaca-se a familia 7o/, primeiramente
descoberto em Drosophila como receptores essenciais ao desenvolvimento
dorso-ventral dos embrides (Hashimoto et al, 1988) e, posteriormente,

relacionados ao seu sistema imune (Lemaitre et a/., 1996).
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Os receptores do tipo 7o// sao proteinas transmembrana, conservadas
ao longo da evolugéao, caracterizadas por dois dominios, um extracelular, rico
em regides repetidas de leucina (LRR - Leucine rich repeal) e outro,
intracelular ou citoplasmatico, homodlogo ao receptor de interleucina (IL-1R)
caracterizado como dominio 7ol/IL-1R homololgy (TIR). Ambos os dominios
sdo responsaveis por reconhecer os PAMPs de diferentes microrganismos
(Akira et al., 2006; Ferrandon ef al., 2007; Hoffmann, 2003; Raetz & Whitfield,

2002).

Nove familias de 7o/l foram identificadas em Drosophila, (Toll, 18-
Wheeler e Toll 3 a 9) (Ooi et al., 2002). Em A. mellifera foram identificados
cinco receptores Tolf Toll1, Toll2l 18w, Toll6, Toll8 Trexi Tollo e Toll70 (Evans et

al., 2008).

Estudos em Drosophila tem demonstrado que frente a uma infecgao ha
uma resposta rapida através de duas vias de sinalizagdo produzindo varios
peptideos antimicrobianos por via 7o/, quando deparam com fungos e
bactérias gram-positivas, e por via /md (/Immune deficiency ) quando ocorrem

bactérias gram-negativas (Tanji & Ip, 2005).

Evans e colaboradores (2006) mostraram que A. mellifera possui menos
genes relacionados a imunidade quando comparada ao genoma de Drosophila
e Anopheles, sugerindo que o comportamento social, também, contribui para a

defesa contra patégenos na colméia.
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Estudos relacionados ao gene 7o/ em relagdo a doengas virais ainda
sdo poucos quando comparados a bactérias e fungos. Nessa investigagao foi
caracterizado o gene predito 7o//-7 e avaliada a expressao do gene Am7oll-1
em abelhas Apis mellifera infectadas e co-infectadas com os virus DWV e
ABPV/DWYV, respectivamente, para analisar a resposta do sistema imune das

abelhas meliferas.
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2. Material e Métodos

2.1. Material Biolégico

O material bioldégico analisado foram as abelhas Apis mellifera
(Hymenoptera, Apidae) coletadas em diferentes regides do Estado do
Tocantins, cobrindo 68 colmeias e ainda 19 abelhas coletadas em col6nias
naturais em Uberlandia, Minas Gerais. Os experimentos foram conduzidos nos
laboratérios de Genética e Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e de

Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

2.2. Extragdo de RNA

Um grupo de cinco abelhas foi utilizado para a extracdo de RNA pelo
método do Trizol (INVITROGEN) segundo recomendagdes do fabricante. O
RNA total foi ressuspendido em agua ultrapura tratada com DEPC 0,1%. O
RNA foi tratado como o Kit RQ1 DNAse (PROMEGA), seguida por
quantificacdo em espectrofotometro NANODROP (ND-1000) e armazenado em

ultrafreezer -80°C até o momento do uso.

2.3. Transcrigdo Reversa

A transcricao reversa foi realizada a partir de 1ug de RNA utilizando a
enzima M-MLV Reverse Transcriptase (USB), segundo recomendacgbes do

fabricante. O gene 49 (GenBank AF441189), codificador de proteina
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ribossomal, foi utilizado para testar a qualidade do DNA complementar (cDNA)

(Lourenco et al., 2008).

2.4. Reacdode PCR

Para sequenciamento do gene AmToll-7 foram desenhados, pelo
programa Oligo Explorer 1.4, cinco pares de primers (Tabela |) que se
sobrepunham, com base na sequéncia do gene predito 7o//-7 de A. mellifera

(GeneBank: XM_396158.2).

A amplificacdo por RT-PCR, foi processada nas condi¢cdes: 5 min a
95°C, 30 ciclos (30s a 95°C, 40 s a 58°C, e 30 s a 72°C), seguidos por 10

minutos a 72°C para completar a polimerizagao.

Tabela | — Sequéncia dos primers para clonar o gene predito 7o//-7 e o

respectivos fragmentos em pares de bases.

Primers Sequéncia Fragmento (pb)

F: 5-CCGAAGGAGTTTTTGAGATAC-3’
Primer 1 702
R: 5-CGAGGAAAAGTTGTTCCAGG-3’

F: 5-TTGGACGTGAGCAGCAATCA-3’
Primer 2 739
R: 5-GAGTTACAAGCCAATCACCAA-3

F: 5-ACCAAGCTACGCATTGCAAAA-3
Primer 3 734
R: 5-CCAATTTCTGTCAAAGATGGC-3’
F: 5-ATTTGACAAGTGTGCCACGAA-3’
Primer 4 734
R: 5-TATCCATTCTCCAGCTAACCA-3
Primer F: 5-GCTGGAGAATGGATACCAACACA-3

gPCR R: 8 -CGTCCCCAAACACTTTCCAA-3

150
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2.5. PCR para diagnéstico viral

A fim de selecionar individuos negativos e positivos para os virus ABPV,

BQCV, CBPV, DWV, IAPV, KBV e SBV foram feitas reacbes de amplificacao

utilizando primers especificos desenhados para cada tipo de virus como segue

na Tabela Il.

Tabela II: Sequéncias dos primers de genes de virus de RNA, temperatura de

anelamento (T.A.), fragmento esperado em pares de base e referéncias.

T.A.| Fragmento
Virus Sequéncia do primer 5’ - 3’ (°C)| esperado | Referéncias
(pb)
F - GAGATTGAAGCGCATGAACA Teixeira ef
DWV 54 129
R - TGAATTCAGTGTCGCCCATA al., 2008
F - TCTGATGATGCTGAAGAGAGAAA Teixeira ef
ABPV 54 500
R - AATCATCATTGCCGGCTCTA al, 2008
F - TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAACI Benjeddou
BQCV 54 700
R - GCAACAAGAAGAAACGTAAACCACI etal., 2001
F - AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG Ribiere et
CBPV 55 455
R - TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG al., 2002
F - GGATGAAAGGAAATTACCAG (Tentcheva
SBV 56 426
R - CCACTAGGTGATCCACACT et al., 2004)
F - GATGAACGTCGACCTATTGA Stoltz et al.,
KBV 55 414
R-TGTGGGTTGGCTATGAGTCA 1995
F - AGACACCAATCACGGACCTCAC Maori et al.,
IAPV 58 457
R-AGATTTGTCTGTCTCCCAGTGCACAT 2007

A amplificacao, para os diferentes virus, foi padronizada para um volume

final de 20 uL com as seguintes concentragdes: 10 pmol de primer, 0,2 mM de

dNTP, 1X tampao da enzima e 1U de Taq polimerase (Ludwing Biotec). As
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condicbes da reacao de PCR foram padronizadas para os diferentes virus
sendo 2 min a 95°C de etapa inicial, seguido de 35 ciclos de amplificagao (30s
a 95°C, 1 minuto a X°C, 1 minuto a 72°C) e 10 minutos a 72°C para completar
a polimerizagdo. A temperatura de anelamento (X°C) foi variavel entre as
reacbes como demonstrado na Tabela Il. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com brometo de
etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em foto-documentador (IMAGEQUANT 150,
GE). A migragdo dos fragmentos foi acompanhada por marcador de peso

molecular de 100pb (INVITROGEN).

2.6. Sequenciamento da regido codificante (cds) do gene Am7ol/ -1

Os amplicons obtidos do gene 7o/ por PCR foram purificados pelo
QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), quantificados por espectrofotdmetro
NANODROP (ND-1000) e submetidos a sequenciamento automatico em

MegaBace (AMERSHAM).

2.7. Andlises in silico

As sequéncias de nucleotideos dos produtos amplificados foram
confirmadas usando a ferramenta BLAST do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), disponivel em: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, para
comparagao com a sequéncia do gene predito 7o/ de A. mellifera (GenBank:

XM_396158.2).
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A busca por sequéncias homélogas tanto para nucleotideos como para
aminoacidos foi realizada através do programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) contra o banco de dados do GenBank.

O software Clustal W (Larkin ef a/., 2007) foi utilizado para alinhamentos
multiplos com o gene Am7ol/ -1. Motivos conservados foram analisados pelo
Prosite (Hulo ef al., 2006) e dominios homoélogos com o ProDom (Servant ef al.,

2002).

2.8. PCR em tempo real (QRT-PCR)

A quantificacdo de transcritos do gene AmT7ol/-1 obtidos das abelhas
controle (sem infecgdo), infectadas apenas pelo virus DWV, e co-infectadas
com os virus ABPV e DWV foi realizada pela técnica de PCR Tempo Real, a
qual é baseada no monitoramento da fluorescéncia da amplificacdo de DNA,

ciclo a ciclo.

As reagdes de qRT- PCR foram realizadas simultaneamente para os
genes Toll e p49, em placa de leitura optica de 96 pocos, em ftriplicata. Cada
reacao continha 1X SYBR Green PCR Master Mix (Apllied Biosystem), 3 pmol
de cada primer especifico, 2uL cDNA, completado com agua ultra pura para

um volume final de 10pL.

Os primers para os genes AmToll-1 e 49 foram desenhados usando

Primer Express Software (Applied Biosystem), com base na seqiiéncia do gene
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predito 7o/l de A. mellifera (GenBank: XM_396158.2) sendo, Forward: 5’
GCTGGAGAATGGATACCAACACA 3 e Reverse 5
CGTCCCCAAACACTTTCCAA 3'. O gene codificador da proteina ribossomal
(rp49) foi utilizada como gene enddgeno para normalizagdo da reacao

(Lourenco et al., 2008).

As reacgdes de PCR foram feitas com 40 ciclos em ABI 7700 Sequencer
Detector (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: 50°C por 1min, 95°C

por 10min seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1min.

O primeiro ciclo (Ct), detectado na reagdo de PCR, foi definido como o
ciclo no qual ocorre aumento significativo na amplitude do sinal gerado. Os
valores do Ct foram calculados pelo real-timer sequencer detection software
(Applied Biosystems) e foram empregados para calcular a expressdo do mRNA
do gene 7ol relativo ao mRNA do gene normalizador rp49. Os niveis de
expressao foram calculados relativos ao controle (negativo para infecgao viral)

usando a equacgédo 2-24Ct (Livak & Schmittgen, 2001).

A especificidade dos produtos de PCR foi verificada por analise de curva
de dissociacao do gene enddgeno rp49 que, nesse caso, deve apresentar um
pico unico, devido aos primers flanquearem um intron (Lourencgo ef al., 2008).
Sendo satisfatorio o resultado, foi processada a reacao de qRT - PCR com as

amostras dos grupos controle e experimental (infectado).
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2.9. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo programa PRISMA 5.0, utilizando

ANOVA com teste Bonferroni para analise da significancia entre os grupos.
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3. Resultados e Discussao

As amplificagdes utilizando primers especificos, desenhados baseado no
gene predito de A. mellifera, resultaram em bandas com o tamanho esperado
(Tabela ). Apds sequenciamento dos amplicons as sequéncias foram
alinhadas para formar config utilizando o programa CAP3 Contig Assembly
Program (Huang & Madan, 1999). Os contig foram utilizados no alinhamento
com a sequéncia predita no genoma de Apis utilizando programa Clustal W.

Até o momento, 74% do gene encontra-se sequenciado (Figura 1).
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»>Gene Toll 1 - Apis mellifera XM 396158.2
TERRCETTGCATCTAT
TGTTTCGATTATTER

uTTERATTATACGAACGTATTGGGATTGAATGTGTAEATTTTCCAEEATGGATTG
ACTTTCCARCGARTGTGTTACCACCTGARR A TGTARCTCTATTGTATTTCAAGATGTGCGAATTACCAGT
A CCRGRGTTTRAARTGAGATTTCGARCARACTCGETGCTCARARCATAGAGARARACTGATATTCCATTCA
TATGECARATTATCTGTTCTGRAATAGGAAGCAT CTACARGGTTTTCCARAATTTAGARTATCTGAGCCTGA
CATGTRAATARCTTGRACCAATTTTAGCRAATGATATTTTCGCGGATGTACCACGATTGAAGAATCTCAATTT
A G CCRA R T A TATTTATTCATTATCTGARATTTTCARTTACATACCCAATTTAGRAATACTTGRAACTT
GETEATARATANGCTERARGERARRTAGACGTGALMCACATTTARRCOSTTAARAGCATTGARAATGTTARATR
TETEEEEEAATARGTTCACAGRAGTTCAAATCGRAATATATTCGACARTCTTGTGTCATTGAATTCCTTIGEA
CETGAGCAGCAATCATTTAR A TACT TTGCOCTAATGATATTTTCGCGARATTGGTAARTTTGARAATTATTA
CATTTGGCCTGERACRACTTTTCCTCGTTACCAGARGSTCTACTGCAGCACAATGTTARATTARATAAAG
TAR N TTATCTAR T AR TAGARTARGCATGAAGACATTACCGAATGGATTGTTTGCCGAATTTGARGAATCT
AR AGRGATAGAGCTAR AT AR TARTGATTTGATAGRATTGCCTGAT CTATTTCATGATTCCATATCGETT
GRA LT CATCEATTTETCTTTCAAT R ATCTTGAGTCTCTTCCTGAATATCTITTTGCGARATTTGETGAATT
TARRCA R R TTA A TARTTAGTARCARCR AR TTGACATCATTGCCTGATGGAATCTTCTCARAATTGAAGAR
ATTeATTATATTAGATTTETCTCACARTAR TCTTACTTCARTATCTCGATATCTTTTTAGTGATTTAATA
TCRCTTC AR TTTARATATGEARL A GARTCARTTAAAGATTATAGRARGRARRCARGTTTCARTTTCTTAR
CCALGCTACGCATTGC AR A TTTTCTAACA A TCAACTTACATTCARTACTTCGATARATAGCTATATTGA
TEARTATGEART GAGAT CACCTITTCARAGTTGTTCAT CTCTAGALAGRAATTGTATCTGGATAARAATAAT
ATTTCGGRACATATTTGETGATTGECTTGTAACTCATGTARAGCTGARGARATTARATCTTCAATTTAATC
A ERATACAR RN A TATCART CCEAGATTTACARTTTTTAT CARATTCARTTGRAAGTGRATCTCACARATAR
TARn TR O TATAR R CTTGARTGRAGCTARRGRA R TTGCAAGATTTCARCARCGATTCTCGGARTGTA
ATGRATATATATT AR AT A TCCTATCGAATGTGACT GTGATATATTTAATTTTCTTICTTITATTTGGARG
GRANATTGEATCCTARCGTTTACARATATTTTCACATCATGCCAGGATGCTTGACATGTCARARTCCACA
AR RGTTTARRGG AR AL A TAGTAR R ATTAGRARTCAR R GRRRTTTATCTGTCARATATCTAATCCTTGT
CCTAATGAGTGCACATGTTATTCACARCAR AGTAATARGRAATTCACGGTARATTGTTCGGAARDRARTT
TERACARGTGTGCCACGARATATCAR AR CATTACTARATTATARACTTGTGATAGATCTTACGGATAATAR
ATTAAGTGRRATGCCATCTTTGACAGRARTTGGTTTAGATARCATACAGATATCCARGTTACTATTATCA
AR TR TGATATTCATGARGTATCARTGGAT GGATTACARTCGRAACATAGAGTTGGACTTACACAACARTA
ATATCAGTARATTAGRACC AR A TETTTTACAATTTCTARACAATAGTTCSTCGTTARCSTTGCATGGARR
TCCATGGATATGCGAT TGT GATACRAGAGATTTACTTAGCTTTATACAARACGAAGATTTCAGACATTCGET
A TTCTTCCCTARTTACT T GC A AR GATATGAATATTTCGATGATARARATGACAGARGCAGATTTCTSTC
CTACTTATACTACGTTARTTATATTATTARGTTTGTCTTTAGCTGTCTCAGSCATGATAATTGETCTGCT
AGCAGCAATTTATTATRGATATCAAEGRGAEATTEAAGTTTGGCTRTRTGCﬁCﬁTChﬂTTTTGCTTRTGG
TTAATAACAGQAGRTG&ATTAGRTAEAGRTEﬂATTGTRTGﬁT"" TTTAT

G
L ITJTJT TSCA
RAGRATC T:JGCGA

ACGATAGTAGTTTTATCACCCARTTTTTTGGRARGTGTTTGGGGRC"““ SSérTTTl

Figura 1 — Regides sequenciadas do cDNA do gene predito 7o//-7 de Apis
mellifera. Em negro, regides flanqueando inicio e término da regido

codificadora (cds).

As sequéncias de aminoacidos para o fragmento maior do gene Am7oll-

7 foram deduzidas pelo programa Expasy Translate (Gasteiger ef a/., 2003) e
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fazer a analise “/n silico’ na busca de dominos protéicos para o fragmento do
gene entre o banco de dados do ProDom, que encontrou trés dominios
(PD946710, PD709061, PD705153) (Figura 2), todos relacionados com

precursores ligados ao 7o/l

Banco de dados ProDom

>PD709061 (Closest domain: Q8MQU8 AEDAE 566-705)

[Number of domains in family: 10

Commentary (automatic):

TOLL TOLL-RELATED RECEPTOR REPEAT DEVELOPMENTAL MEMBRANE ADHESION POLYMORPHISM ENSANGP00000016637 PRECURSOR
Length = 140

Score = 162 (67.0 bits), Expect = le-10

Identities = 34/109 (31%), Positives = 57/109 (52%), Gaps = 8/109 (7%)

Query: 97 IKHINLNEAKEIARFQQDSRNVMETIYIENNPIECDCDIFNFLLYLEGKLDPNVYKYFHI 156
E XL bk + X Q+ + +Y+ +NP+ C+C IF+F+ YL +LD VY+
Sbjct: 566 ISEIDLKDMEPIITSQRSQDDSKIYVYVNDNPLNCNCVIFSFVQYLLNELDSAVYRRIQF 625
Query: 157 METPGCLTCQNPQKFKGKEIVKLESKKFICQISNP—————— CPNECTCY 199
+ LC PQ +G + KL++K +CQ+ P CP. CiC+
Sbjct: 626 VADD--LRCSEPQNLEGVHVSKLQTKDLLCQLDQPGTEIKHCPANCSCH 672

>PD946710 (Closest domain: Q8MQUS AEDAE 465-542)

Number of domains in family: 2

Commentary (automatic):

REPEAT DEVELOPMENTAL MEMBRANE ADHESION POLYMORPHISM TOLL TOLL-RELATED PRECURSOR LEUCINE-RICH TRANSMEMBRANE
Length = 78

Score = 129 (54.3 bits), Expect = 8e-07

Identities = 30/70 (42%), Positives = 46/70 (65%), Gaps = 1/70 (1%)

Query: 31 SPFQSCSSLEELYLDKNNISDIFGDWLVTHVKLKKLNLQFNQIQEISIRDLQFLSNSIEV 90
+PFQ L L+L N+IS IF DW + +++L+ L+L FN++ +S LQF SN I +
Sbjct: 466 TPFQVLQKLRILHLRNNSISTIFQDWYINNLELQSLDLSFNKLPLLSYTQLQFQSN-ITL 524
Query: 91 NLTNNKIKHI 100
NL+NN+I +
Sbjct: 525 NLSNNEISKV 534

>PD705153 (Closest domain: Q8MQU8 AEDAE 511-564)

Number of domains in family: 2257

Commentary (automatic):

REPEAT LEUCINE-RICH RECEPTOR PRECURSOR GLYCOPROTEIN SIGNAL TRANSMEMBRANE TOLL-LIKE MEMBRANE DOMAIN
Length = 54

Score = 105 (45.1 bits), Expect = 0.0004

Identities = 24/54 (44%), Positives = 35/54 (64%), Gaps = 8/54 (14%)

Query: 42 LYLDKNNISDIFGDWLVTHVKLKKLNLQFNQIQEISIRDLQFLSNSIEVNLTNN 95
L L N+I+ IF DW ++ L++L+L +N I +S LQFLS + VNLT+N
Sbjct: 511 LNLRNNSITTIFRDWNYNNLHLRELDLSYNNISTLSYLSLQFLSQDVRVNLTHN 564

Figura 2 - Analise de dominio do fragmento seqliienciado do cDNA do gene

AmToll-17 utilizando o programa ProDom.

O dominio PD946710 esta relacionado a proteina 7o/ em D.
melanogaster, onde estabelece o desenvolvimento embrionario dorso-ventral e

atua no sistema imune através da ativacdo da proteina spaiz/e na hemolinfa,
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controlando a expressao de peptideo antifungico drosomicina (Drs) (Hashimoto
et al., 1988; Keith & Gay, 1990; Lemaitre ef al., 1996; Weber ef al., 2003). Os
dominios PD709061 e PD705153 relaciona-se com o dominio intracelular TIR
de Aedes aegypti (Luna ef al., 2003).

A busca por dominios conservados utilizando programa Prosite
(http://expasy.org/prosite/) e Search Conserved Domains on a Protein (NCBI -
CDD) demonstraram similaridade com regides ricas em leucina (Figura 3) em
ambos os bancos de dados. Essas regides sao tipicas de receptores 7o/ (Akira

et al., 2006; Bowie & O'Neill, 2000; Raetz & Whitfield, 2002).
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Banco de dados Prosite

PRLRIANFLTIHLLPYFDNSYIDEYGMRSPFQSCSSLEELYLDKNNISDI FGDWLVTHVKIRKBNG
EIARFQQDSRNVMIYIENNPIECDCDIF
NFLLYLEGKLDPNVYKYFHIMPGCLTCQNPQKFKGKEIVKLESKKFICQISNPCPNECTCYSQQSK

Hits by PS51450 LRR Leucine-rich repeat profile

USERSEQ1 s% (198 aa)

36 - 57: score = 7.050

SLEELYLDEKNNISDIFGDWLVT

60 - 83: score = 7.573

KLKKLNLQFNQIQEISirDLQFLS

84 - 104: score = 4 824 [level tag: R]
NSIEVNLTNNKIKHI-NLNEAK A
Banco de dados NCBI
1 15 30 45 60 bl 20 195
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Figura 3 - Analise de dominio do fragmento seqlenciado do cDNA do gene
AmToll-1 utilizando os programas, Prosite (A) e NCBI - CDD (B).

Nos alinhamentos multiplos com o programa Clustal W entre as
proteinas 7o// de outros insetos e humano, o filograma demonstrou trés
ramificagdes definidas, uma bem distinta com o Homo sapiens, outra entre D.
melanogaster e A. aegypti (diptera) e uma com os himenépteros, A. mellifera ,
Acromyrmex echinatior , Nasonia vitripennis e Solenopsis invicta. Entretanto,
entre os himendpteros houve uma maior semelhanca entre os de vida social,

abelhas e formigas (Figura 4).
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Figura 4 — Filograma gerado através de alinhamentos multiplos (Clustal W)
entre as proteinas do 7o/ entre Nasonia vitripennis (XP_001604871.1), Aedes
aegypti (AAMO7775.1), Drosophila melanogaster (AAN14086.1), Solenopsis
invicta (EFZ19053.1), Acromyrmex echinatior (EG170800.1), Homo sapiens
(NP_059138.1).

A vida em sociedade, com cuidado da prole, sobreposi¢cao de geragdes
e diferenciacdo de castas, garante a muitos insetos, como formigas, térmitas,
algumas vespas e abelhas, incluindo A. mellifera, sobreviver e dominar

diferentes habitats (Wilson, 1971).

Esses insetos sociais desenvolveram uma forma de defesa coletiva
contra patogenos, criando um sistema de imunidade social, visto que a
sociabilidade também aumenta os riscos de transmissdo de doencgas entre a
populacdo. As defesas coletivas baseiam-se em medidas profilaticas, com
adaptagdes comportamentais, fisioldégicas e organizacionais entre os membros
da colbnia na tentativa de impedir a entrada e o desenvolvimento de patégenos

(Cremer et al., 2007; Evans & Spivak, 2010).

A analise da expressao do gene AmT7oll-1, por qRT- PCR, em abelhas
infectadas apenas com o virus DWV e com co-infecgao por ABPV e DWV

mostrou maior expressdo do que nas abelhas do grupo controle (Figura 5).
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Houve diferenga significativa apenas entre individuos que estavam co-
infectados e o controle (Bonferroni, p<0,05). Para os individuos infectados
apenas pelo virus DWV ocorreu aumento do numero de transcritos, porém sem
diferenca significativa (p>0,05). Como ndo foram encontradas abelhas
infectadas somente com ABPV, ndo foi possivel quantificar os transcritos do

AmToll-1 nessas abelhas.
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Figura 5 — Quantificagdo relativa de transcritos do gene Am7ol/-1 por qRT -
PCR. Control — abelhas sem infec¢cao; DWV — abelhas infectadas apenas com
o virus da deformidade da asa; ABPV/DWV - abelhas co-infectadas pelo virus
da paralisia aguda e deformidade da asa. *Diferenca significativa (Bonferroni
p<0,05).

O fato das abelhas infectadas apenas com o DWV nao apresentarem

expressao significativa de transcritos do gene 7o/ pode ser devido ao fato de
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que esse virus, para manter-se no hospedeiro apresente uma taxa menor de
infeccao, evitando a morte da abelha (Bowen-Walker ef a/., 1999; Chen ef al.,
2005a; Chen ef al,, 2006; Chen ef al., 2005b; De Miranda & Genersch, 2010;
Yue & Genersch, 2005).

No entanto, quando ha co-infecgdo, os virus provavelmente estariam
expressando suas proteinas para a replicacido, o que aumentaria os niveis de
sinalizagcado para os receptores 7o/, tornando sua expresséo significativa em

relagdo a abelhas nao infectadas na tentativa de sobreviver a infecgéo.

Experimentos analisando a expressao dos receptores T7oll-like (TLR)
TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5 e TLR-9 em camundongos co-infectados com
Streptococcus pneumoniae e o virus da influenza evidenciaram maior
expressao de transcritos de TLR-2 e 4 quando comparados com infec¢ao unica

(Seki et al., 2004).

Estudos demonstraram que humanos co-infectados com plasmodios e
helmintos, com infec¢des sucessivas, sdo uma fonte continua de ligantes TLR,
que pode resultar em estimulagado repetida desses receptores (Hartgers &

Yazdanbakhsh, 2006).

Zambon e colaboradores (2005) demonstraram em estudos com
Drosophila, que a via Toll esta envolvida na resposta antiviral, onde genes de
peptideos antimicrobianos (AMP) sao ativados em resposta a infecgao viral,

assim como ocorre em infecgdes com Escherichia coll.
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Muitos séo os trabalhos sobre sistema imune em insetos, especialmente,
Drosophila, sendo a maioria relacionada a infec¢gdo por bactérias e fungos
(Akira & Takeda, 2004; Ferrandon ef al., 2007; Shia ef al., 2009; Tanji & Ip,

2005).

A identificacdo de novos virus em A. mellifera (Aphid Lethal Paralysis
Virus (ALPV), Big Sioux River Virus (BSRV), Lake Sinai Virus 1 (LSV-1), Lake
Sinai Virus 2 (LSV-2)) (Runckel et al., 2011), e a escassa literatura a respeito
de seu sistema imune frente a infecgcao viral, demonstram a necessidade de
mais pesquisas. Este trabalho acrescenta mais dados a literatura relacionados
ao sistema imune desse organismo em relagao a infecgao viral, visto que novos

virus ja foram identificados e, ocorrem nas coldnias de A. mellifera .

78



4. Referéncias Bibliograficas

Akira, S. & Takeda, K. (2004). Toll-like receptor signalling. Nat Rev Immunol 4,
499-511.

Akira, S., Uematsu, S. & Takeuchi, O. (2006). Pathogen recognition and innate
immunity. Cel/124, 783-801.

Amaral, I. M. R., Neto, J. F. M., Pereira, G. B., Franco, M. B., Beletti, M. E.,
Kerr, W. E., Bonetti, A. M. & Ueira-Vieira, C. (2010). Circulating
hemocytes from larvae of Meljpona scutellaris (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini): Cell types and their role in phagocytosis. Micron 41, 123-
129.

Benjeddou, M., Leat, N., Allsopp, M. & Davison, S. (2001). Detection of Acute
bee paralysis virus and black queen cell virus from honeybees by
reverse transcriptase PCR. App/ Environ Microbiol 67, 2384-2387.

Bowen-Walker, P. L., Martin, S. J. & Gunn, A. (1999). The transmission of
Deformed wing virus between honeybees (Apis mellifera L.) by the
ectoparasitic mite Varroa jacobsoniOud. J Invertebr Patho/ 73, 101-106.

Bowie, A. & O'Neill, L. A. (2000). The interleukin-1 receptor/Toll-like receptor
superfamily: signal generators for pro-inflammatory interleukins and
microbial products. J Leukoc Biol 67, 508-514.

Chen, Y., Pettis, J. S. & Feldlaufer, M. F. (2005a). Detection of multiple viruses
in queens of the honey bee Apis mellifera L. J Invertebr Patho/ 90, 118-
121.

Chen, Y., Evans, J. & Feldlaufer, M. (2006). Horizontal and vertical transmission
of viruses in the honey bee, Apis mellifera. J Invertebr Pathol 92, 152-
159.

Chen, Y. P., Higgins, J. A. & Feldlaufer, M. F. (2005b). Quantitative real-time
reverse transcription-PCR analysis of Deformed wing virus infection in
the honeybee (Apis mellifera L.). App! Environ Microbiol 71, 436-441.

Cremer, S., Armitage, S. A. & Schmid-Hempel, P. (2007). Social immunity. Curr
Bio/17, R693-702.

79



De Miranda, J. R. & Genersch, E. (2010). Deformed wing virus. J /nvertebr
Patho/103 Suppl 1, S48-61.

Evans, J. D. & Spivak, M. (2010). Socialized medicine: individual and communal
disease barriers in honey bees. J /nvertebr Patho/ 103 Suppl 1, S62-72.

Evans, J. D., Aronstein, K., Chen, Y. P., Hetru, C., Imler, J. L., Jiang, H.,
Kanost, M., Thompson, G. J., Zou, Z. & other authors (2006). Immune
pathways and defence mechanisms in honey bees Apis mellifera. Insect
Mol Biol 15, 645-656.

Ferrandon, D., Imler, J. L., Hetru, C. & Hoffmann, J. A. (2007). The Drosophila
systemic immune response: sensing and signalling during bacterial and
fungal infections. Nat Rev Immunol 7, 862-874.

Gasteiger, E., Gattiker, A., Hoogland, C., Ivanyi, |., Appel, R. D. & Bairoch, A.
(2003). ExPASYy: the proteomics server for in-depth protein knowledge
and analysis. Nucleic Acids Res 31, 3784-3788.

Hartgers, F. C. & Yazdanbakhsh, M. (2006). Co-infection of helminths and
malaria: modulation of the immune responses to malaria. Parasite
Immunology 28, 497-506.

Hashimoto, C., Hudson, K. L. & Anderson, K. V. (1988). The Toll gene of
drosophila, required for dorsal-ventral embryonic polarity, appears to
encode a transmembrane protein. Cel/52, 269-279.

Hoffmann, J. A. (2003). The immune response of Drosophila. Nafure 426, 33-
38.

Huang, X. & Madan, A. (1999). CAP3: A DNA sequence assembly program.
Genome Res 9, 868 - 877.

Hulo, N., Bairoch, A., Bulliard, V., Cerutti, L., De Castro, E., Langendijk-
Genevaux, P. S., Pagni, M. & Sigrist, C. J. (2006). The PROSITE
database. Nucleic Acids Res 34, D227 - D230.

Jiang, H. (2008). The biochemical basis of antimicrobial responses in Manduca
sexta. Insect Science 15, 53-66.

Kavanagh, K. & Reeves, E. P. (2004). Exploiting the potential of insects for in
vivo pathogenicity testing of microbial pathogens. FEMS Microbiol Rev
28, 101-112.

80



Keith, F. J. & Gay, N. J. (1990). Drosophila membrane receptor Toll can
function to promote cellular adhesion. EMBO J9, 4299-4306.

Larkin, M. A., Blackshields, G., Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P. A,,
McWilliam, H., Valentin, F., Wallace, I. M., Wilm, A. & other authors
(2007). Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics 23, 2947-
2948.

Lavine, M. D. & Strand, M. R. (2002). Insect hemocytes and their role in
immunity. /nsect Biochemistry and Molecular Biology 32, 1295-13009.

Lemaitre, B., Nicolas, E., Michaut, L., Reichhart, J. M. & Hoffmann, J. A. (1996).
The dorsoventral regulatory gene cassette spatzle/Toll/cactus controls
the potent antifungal response in Drosophila adults. Ce//86, 973-983.

Livak, K. J. & Schmittgen, T. D. (2001). Analysis of relative gene expression
data using real-time quantitative PCR and the 2-[Delta][Delta] CT method.
Methods 25, 402-408.

Lourengo, A., Pedro, Mackert, A., dos Santos Cristino, A. & Simdes, Z., Luz
Paulino (2008). Validation of reference genes for gene expression
studies in the honey bee, Apis mellifera, by quantitative real-time RT-
PCR. Apidologie 39, 372-385.

Luna, C., Hoa, N. T., Zhang, J., Kanzok, S. M., Brown, S. E., Imler, J. L.,
Knudson, D. L. & Zheng, L. (2003). Characterization of three Toll-like
genes from mosquito Aedes aegypti. Insect Mol Biol 12, 67-74.

Luo, T., Zhang, X., Shao, Z. & Xu, X. (2003). PmAV, a novel gene involved in
virus resistance of shrimp Penaeus monodon. FEBS Lett551, 53-57.

Maori, E., Lavi, S., Mozes-Koch, R., Gantman, Y., Peretz, Y., Edelbaum, O.,
Tanne, E. & Sela, I. (2007). Isolation and characterization of Israeli acute
paralysis virus, a dicistrovirus affecting honeybees in Israel: evidence for
diversity due to intra- and inter-species recombination. J Gen Viro/ 88,
3428-3438.

Michener, C. D. (2000). 7he bees of the world. . Baltimore: John Hopkins
University Press.

Morse, R. A. & Calderone, N. W. (2000). The value of honey bees as pollinators
of U.S. crops in 2000. Bee Culture Magazine 128, 1-14.

81



Murphy, K., Travers, P. & Walport, M. (2010). /munobiologia de janeway, 7 edn.
Porto Alegre: Artmed.

Ooi, J. Y., Yagi, Y., Hu, X. & Ip, Y. T. (2002). The drosophila Toll-9 activates a
constitutive antimicrobial defense. EMBO Rep 3, 82-87.

Raetz, C. R. & Whitfield, C. (2002). Lipopolysaccharide endotoxins. Annu Rev
Biochem 71, 635-700.

Ribiere, M., Triboulot, C., Mathieu, L., Auriére, C., Faucon, J. P. & Pépin, M.
(2002). Molecular diagnosis of chronic bee paralysis virus infection.
Apidologie 33, 339-351.

Runckel, C., Flenniken, M. L., Engel, J. C., Ruby, J. G., Ganem, D., Andino, R.
& Derisi, J. L. (2011). Temporal analysis of the honey bee microbiome
reveals four novel viruses and seasonal prevalence of known viruses,
nosema, and crithidia. PLoS One 6, e20656.

Seki, M., Yanagihara, K., Higashiyama, Y., Fukuda, Y., Kaneko, Y., Ohno, H.,
Miyazaki, Y., Hirakata, Y., Tomono, K. & other authors (2004).
Immunokinetics in severe pneumonia due to influenza virus and bacteria
coinfection in mice. European Respiratory Journal 24, 143-149.

Servant, F., Bru, C., Carrere, S., Courcelle, E., Gouzy, J., Peyruc, D. & Kahn,
D. (2002). ProDom: Automated clustering of homologous domains.
Briefings in Bioinformatics 3, 246-251.

Shia, A. K., Glittenberg, M., Thompson, G., Weber, A. N., Reichhart, J. M. &
Ligoxygakis, P. (2009). Toll-dependent antimicrobial responses in
Drosophila larval fat body require Spatzle secreted by haemocytes. J
Cell Sci122, 4505-4515.

Stoltz, D., Shen, X. R., Boggis, C. & Sisson, G. (1995). Molecular diagnosis of
Kashmir bee virus infection. Journal of Apicultural Research 34, 153-160.

Tanji, T. & Ip, Y. T. (2005). Regulators of the Toll and Imd pathways in the
Drosophila innate immune response. 7rends Immunol 26, 193-198.

Teixeira, E. W., Chen, Y., Message, D., Pettis, J. & Evans, J. D. (2008). Virus
infections in Brazilian honey bees. J Invertebr Patho/ 99, 117-119.

82



Teixeira, M. M., Almeida, I. C. & Gazzinelli, R. T. (2002). Introduction: innate
recognition of bacteria and protozoan parasites. Microbes Infect 4, 883-
886.

Tentcheva, D., Gauthier, L., Zappulla, N., Dainat, B., Cousserans, F., Colin, M.
E. & Bergoin, M. (2004). Prevalence and seasonal variations of six bee
viruses in Apis mellifera L. and Varroa destrucfor mite populations in
France. App/ Environ Microbiol 70, 7185-7191.

Weber, A. N., Tauszig-Delamasure, S., Hoffmann, J. A., Lelievre, E., Gascan,
H., Ray, K. P., Morse, M. A,, Imler, J. L. & Gay, N. J. (2003). Binding of
the drosophila cytokine spatzle to Toll is direct and establishes signaling.
Nat Immunol 4, 794-800.

Wilson, E. O. (1971). The insect societies. Cambridge. MA: Belknap Press.

Yue, C. & Genersch, E. (2005). RT-PCR analysis of Deformed wing virus in
honeybees (Apis mellifera) and mites (Varroa destructor). J Gen Virol 86,
3419-3424.

Zambon, R. A., Nandakumar, M., Vakharia, V. N. & Wu, L. P. (2005). The Toll
pathway is important for an antiviral response in drosophila. Proc Nat/
Acad Sci U S A102, 7257-7262.

83



CAPITULO IV

INFECCAO VIRAL: ANALISE PRELIMINAR DO
PROTEOMA DIFERENCIAL
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Resumo

Varias metodologias s&o utilizadas para identificar e quantificar os diferentes
patdogenos que acometem as abelhas. Avaliamos por meio da analise por gel
bidimensional SDS-PAGE, a expressao de proteinas em abelhas infectadas
com o virus da asa deformada (DWV) e co-infectadas com o virus da paralisia
aguda (ABPV). Os resultados preliminares mostraram que houve alteragao no
perfil protéico quando comparadas abelhas ndo infectadas e infectadas, com

aumento de transcritos nas infectadas e co-infectadas pelos virus.

Palavras-chave: Proteoma diferencial, Virus, Abelha.
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Abstract

Several tools are used to identify and quantify the different pathogens that
attack the bees. We evaluated gene expression in infected bees with deformed
wing virus (DWV) and bees co-infected with acute bee paralysis virus (ABPV)
by analyzing two-dimensional gel SDS-PAGE. The preliminary results showed
that there was a change in protein profile when compared to uninfected bees,
with an increase of transcripts between bee infected and co-infected by the

virus.

Keywords: Differential proteomics, Virus, Bee.
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1. Introducao

A deteccao dos diferentes virus que vem acometendo as abelhas é
realizada por uma variedade de técnicas moleculares; entre elas a reagcdo em
cadeia da polimerase — PCR, simples ou multiplex, € habitualmente usada
pelos pesquisadores para um diagnéstico rapido (Blanchard ef al, 2008;
Kukielka, 2010; Nielsen, 2008; Teixeira ef al., 2008).

Outras técnicas para identificacdo de virus também usadas sdo a PCR
em tempo real (Chantawannakul ef al., 2006; Maori ef al., 2007; Singh et al.,
2010), o teste de imunodifusdo em gel de agarose (AGID) (Ribiere ef al., 2002)
e a hibridizacédo in situ de fluorescéncia (FISH) (Mockel et al, 2011) que,
normalmente estdo associadas a RT-PCR, além de técnicas sorolégicas como
Elisa (Shen ef al.,, 2005; Todd et al., 2007).

Com o objetivo de se obter resultados multiplos e acurados, além de
poupar tempo, técnicas como microarray estdao sendo usadas para identificar
varios virus ao mesmo tempo (Zhang et al, 2010). Glover e colaboradores
(2011) fazendo uso dessa técnica detectaram nove virus.

As novas técnicas de sequenciamento abrem caminhos para a definigao
rapida e precisa de genomas e transcriptomas. Runckel e colaboradores
(2011), utilizando o sequenciador /flumina Genome Analyzer [l encontraram
quatro novos virus em Apis mellifera, Aphid Lethal Paralysis Virus (ALPV), Big

Sioux River Virus (BSRV), Lake Sinai Virus 1 (LSV-1) e 2 (LVS-2).
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Esta geracdo de ferramentas moleculares contribui com novas
abordagens de estudos transcricionais, para entendimento da expresséo
génica diferencial em abelhas infectadas (Johnson ef a/., 2009; Navajas ef al.,
2008).

Estudos que abordem anadlise da expressdo génica a nivel pos
traducional ainda sdo poucos (Bromenshenk ef al., 2010; Foster, 2011). Esse
trabalho analisou o proteoma diferencial de abelhas A. mellifera infectadas com
o virus da asa deformada (DWV) e co-infectadas com o virus da paralisia

aguda (ABPV).

88



2. Material e Métodos

2.1. Material Biolégico

O material biolégico analisado foram as abelhas Apis mellifera
(Hymenoptera, Apidae) coletadas em diferentes regides do Estado do
Tocantins e em Uberlandia, Minas Gerais. Os experimentos foram conduzidos
nos laboratorios de Genética e de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e
Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia e o sequenciamento, na

Universidade Federal de Minas Gerais.

2.2. Extragdo de proteina e RNA

Foi macerado em nitrogénio liquido um grupo de 5 abelhas para
extracdo concomitante de RNA e proteina. Extraiu-se RNA de metade do
macerado pelo método do Trizol (INVITROGEN), segundo recomendagdes do
fabricante. O RNA total foi ressuspendido em agua ultrapura tratada com
dietilpirocarbonato 0,1%. Para eliminar contaminantes RNA foi tratado pelo Kit
RQ1 DNAse (PROMEGA), seguida por quantificagdo em espectrofotdmetro
NANODROP (ND-1000). O material foi armazenado em ultrafreezer -80°C até o

momento do uso.

2.3. Extragdo de proteina

A outra metade do macerado (item 2.2) foi utilizada para a extragao

protéica dos seguintes grupos: controle (C), infeccao por DWV (D) e co-
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infeccdo por ABPV/DWV (AD). Os macerados foram reconstituidos em tampéo
de extracdo para proteina total (Tris-HCI 20mM pH7,2, EDTA 10mM, EGTA
2mM, sacarose 250mM, DTT 1mM, Benzamidina 1mM). Posteriormente, foram
submetidos a centrifugagcéo a 15000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi retirado, novamente centrifugado por 2 minutos, sendo o sobrenadante
desta ultima centrifugagéo considerado o extrato de proteinas soluveis totais.

A dosagem protéica foi realizada pelo método de Bradford (1976). A
absorbancia foi lida a 595 nm em espectrofotbmetro Hitach U-2000 e a
concentracido média dos extratos de proteina foi determinada a partir de uma
curva padrao utilizando albumina sérica bovina. Os extratos foram entao
armazenados em aliquotas contendo 500 pg de proteina total a -80°C para

posterior analise em gel bidimensional.

2.4. Transcricdo Reversa

A transcricao reversa foi realizada a partir de 1ug de RNA utilizando a
enzima M-MLV Reverse Transcriptase (USB), segundo recomendagbes do
fabricante. O gene rmp49 (GenBank AF441189), codificador de proteina

ribossomal, foi utilizado para testar a qualidade do DNA complementar (cDNA).

2.5. PCR para diagnéstico viral

Sete virus de RNA foram analisados por meio de primers especificos

desenhados para cada tipo de virus como segue a Tabela I.
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Tabela |: Sequéncias dos primers de genes de virus de RNA, temperatura de

anelamento (T.A.), fragmento esperado em pares de base e referéncias.

T.A.| Fragmento
Virus Sequéncia do primer 5’ - 3’ (°C)| esperado | Referéncias
(pb)
F - GAGATTGAAGCGCATGAACA Teixeira ef
DWV 54 129
R - TGAATTCAGTGTCGCCCATA al., 2008
F - TCTGATGATGCTGAAGAGAGAAA Teixeira ef
ABPV 54 500
R - AATCATCATTGCCGGCTCTA al., 2008
F - TGGTCAGCTCCCACTACCTTAAACI Benjeddou
BQCV 54 700
R - GCAACAAGAAGAAACGTAAACCACI etal., 2001
F - AGTTGTCATGGTTAACAGGATACGAG Ribiere et
CBPV 55 455
R - TCTAATCTTAGCACGAAAGCCGAG al., 2002
F - GGATGAAAGGAAATTACCAG (Tentcheva
SBV 56 426
R - CCACTAGGTGATCCACACT etal., 2004)
F - GATGAACGTCGACCTATTGA Stoltz et al.,
KBV 55 414
R-TGTGGGTTGGCTATGAGTCA 1995
F - AGACACCAATCACGGACCTCAC Maori et al.,
IAPV 58 457
R - AGATTTGTCTGTCTCCCAGTGCACAT 2007

A amplificagao para os diferentes virus foi padronizada para um volume
final de 20 uL com as seguintes concentragées: 10 pmol de primer, 0,2 mM de
dNTP, 1X tampao da enzima e 1U de Taq polimerase (Ludwing Biotec). As
condigdes da reacdo de PCR foram padronizadas para os diferentes virus
sendo 2 min a 95°C de etapa inicial, seguido de 35 ciclos de amplificagdo (30s
a 95°C, 1 minuto a T.A.°C e 1 minuto a 72°C) e 10 minutos a 72°C para
completar a polimerizacdo. Somente a temperatura de anelamento (T.A.°C) foi

variavel entre as reagdes, como mostrado na Tabela I.
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Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em foto-
documentador (IMAGEQUANT 150, GE). A migracdo dos fragmentos foi

acompanhada por marcador de peso molecular de 100pb (INVITROGEN).

2.6. Eletroforese Bidimensional em Gel SDS-PAGE

Para a analise em gel bidimensional, 500 pg do extrato protéico entre os
grupos analisados (C, D e AD) foram precipitados com o Kit 2-D Clean-up (GE
Healthcare), conforme especificagdes do fabricante. Os precipitados secaram
por, no maximo, 10 minutos e foram imediatamente ressuspensos em 200 uL
tampao de re-hidratacdo (6M uréia; 2M Thiouréia; 2% ASB-14 (p/v); 15 mM
DTT; 0,002% azul de bromofenol 1%) acrescidos de 0,5% (v/v) de tampéo IPG,
pH 3-10 (GE Healthcare). A re-hidratagao foi realizada em bandeja do sistema
IPGPhor Ill (GE Healthcare) durante a noite. Foram utilizadas tiras de
poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado (Immobiline DryStrip) com faixa
de pH 3-10 e 11 cm de comprimento (GE Healthcare). Apds a re-hidratagao, as
tiras foram submetidas a focalizagao isoelétrica (IEF) no sistema IPGphor Il
(GE Healthcare), em um programa com total de 20933 V/h.

As tiras focalizadas foram equilibradas em duas fases, em 5 mL de
solugdo de equilibrio por 15 minutos (1,5M Tris-HCI pH 8,8; 6M Uréia; 30%
Glicerol; 2% w/v SDS; 0,002% azul de bromofenol 1% w/v). Na primeira fase

foram adicionados 10 mg/mL de DTT (USB) a solugdo de equilibrio e na
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segunda foram adicionados 25 mg/mL de iodocetomida (Sigma). As tiras foram
submetidas, posteriormente, a eletroforese em gel SDS-PAGE 12,5% (GE
Healthcare) no sistema Multiphor Il, de acordo com o programa sugerido pelo
manual do fabricante. O padrao de massa molecular utilizado foi o Sigma
marker S8445 (Sigma Aldrich).

Os géis foram corados com Comassie Blue coloidal (2% (w/v)
Coomassie G-250), por 72 horas, descorados com agua destilada e mantidos
em agua até digitalizacao.

A digitalizacdo dos géis foi feita no scanner Image Scanner (GE
Healthcare), utilizando-se o programa Image Master LabScanTM v 5.0 (com
resolugao de 300 dpi). As analises foram feitas visualmente e também pelo
programa Image Master 2D Platinum v 6.0 (GE Healthcare), conforme
recomendagdes do manual. Os spots diferenciais foram recordados dos géis e
enviados para analise de espectrometria de massa na Universidade Federal de

Minas Gerais.
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3. Resultados e Discussao

Entre as 19 abelhas coletadas em Uberlandia, 17 foram positivas para
DWV e nove positivas para ABPV. Um total de 89,5% das abelhas encontrava-
se infectadas, com 47,4% apresentando co-infecgao pelos virus. Apos selecao

de individuos controle e infectados foi feito o proteoma diferencial.

A eletroforese bidimensional em gel SDS-PAGE mostrou diferengca de
expressao no padrao de proteina total entre o grupo controle (C) (Figura 1),
infectados com DWV (D) (Figura 2) e co-infectados com ABPV e DWV (AD)

(Figura 3).
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Figura 1 — Perfil de proteina total presente em abelhas ndo infectadas com
virus (Controle). Gel bidimensional SDS-PAGE 12,5%, com variagéo de pl de 3
a 10, corado com Comassie Blue coloidal. M — Padrdo de massa molecular
(SIGMA).
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Figura 2 — Perfil de proteina total presente em abelhas infectadas com virus da
Asa deformada (DWV). Gel bidimensional SDS-PAGE 12,5%, com variagdo de
pl de 3 a 10, corado com Comassie Blue coloidal. M — Padrédo de massa
molecular (SIGMA).
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Figura 3 — Perfil de proteina total presente em abelhas co-infectada com virus
da Paralisia aguda (ABPV) e da Asa deformada (DWV). Gel bidimensional

SDS-PAGE 12,5%, com variagao de pl de 3 a 10, corado com Comassie Blue

coloidal. M — Padrao de massa molecular (SIGMA).

A analise do proteoma através do programa Image Master 2D Platinum

v6.0 (GE Healthcare) mostrou 89 spofs bem definidos para o grupo Controle,

132 spofs para as abelhas infectadas com DWV, com aumento de 60% na

97



expressao de proteinas. Para as abelhas co-infectadas com ABPV e DWV, 178
spofts foram selecionados, com aumento de 74% das proteinas em relagado ao

Controle.

Os géis mostram que houve aumento da expressao de proteinas nos
individuos infectados e co-infectados em relagdo ao Controle, sugerindo que o
sistema imune da abelha respondeu a infeccdo com aumento da expressao

protéica.

Nao € possivel inferir nada concreto até que todos os resultados de
espectrometria de massa em andamento e analise de bioinformatica sejam
realizados. Esses resultados representam um passo significativo para melhor
entendimento, a nivel molecular, de como o organismo das abelhas se

comporta frente a uma infecgao viral.
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CONSIDERAGCOES FINAIS




Conclusdes gerais

1. O Tocantins, Estado da regidao norte do Brasil, encontra-se contaminado

com o virus da paralisia aguda (ABPV) e da asa deformada (DWV);

2. A expressao do gene AmToll-1 aumenta significativamente em abelhas co-
infectadas com o virus ABPV/DWV quando comparadas a abelhas sem

infecgao;
3. Infecgao viral modula resposta no sistema imune, via 7o/, em Apis mellifera;

4. O perfil protéico em abelhas infectadas com o virus DWV e co-infectadas
com o virus ABPV e DWV apresentou uma maior expressao em relagao ao

perfil de abelhas nao infectadas;
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