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FILOGENETSKA ANALIZA SEVOV VIRUSA
DEFORMIRANIH KRIL UGOTOVLJENIH PRI CEBELAH

IN VAROJAH V SLOVENIJI
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Izvlecek

Virus deformiranih kril (DWV) je eden izmed najpogosteje ugotovljenih virusov v ¢ebeljih druzinah, njegovo prisotnost
pa so dokazali tudi pri varojah. Prenasa se lahko neposredno preko hrane, iztrebkov, zraka in pri prasenju med matico in
trotom. Posredno se prenasa preko varoj, ki kot vektorji s sesanjem hemolimfe pri okuZenih ¢ebelah uspe$no prenasajo
virus na neokuZene Cebele. DWV pri Cebelah povzroca klinicne znake obolenja, Cebele imajo deformirana krila in po-
vecan zadek, lahko pa povzroci tudi paralizo in skrajSano Zivljenjsko dobo delavk in trotov. Od leta 2007 do 2013 smo
47 DWYV pozitivnim vzorcem ¢ebeljih druZin in 13 DWYV pozitivnim vzorcem varoj z metodo RT-PCR pomnoZili RNA
na dveh odsekih virusnega genoma, na genu za L protein in genu za helikazo. Na genu za L protein smo pomnozili 504
nt dolg odsek, na genu za helikazo pa je bil odsek na genomu dolg 716 nt. V Sloveniji so prisotni genetsko zelo hetero-
geni virusi DWYV, ki so posledica kroZenja vec razli¢nih sevov DWYV, ki se prenaSajo znotraj panjev istega ¢ebelnjaka in
med razli¢nimi ¢ebelnjaki. Filogenetske analize na obeh odsekih virusnega genoma so pokazale, da se tako pri varojah
kot pri cebelah hkrati pojavljajo genetsko enaki sevi, kar dokazuje, da je varoja pomembna za prenos virusa DWV med
¢ebeljimi druZinami. Pri primerjalni analizi odseka gena za helikazo se je le en virusni sev, ki smo ga ugotovili pri varoji
mocno razlikoval od ostalih DWV sevov ugotovljenih pri ¢ebelah in varojah v Sloveniji in je bil genetsko zelo podoben
sevu virusa varoje destructor (VDV). Iz tega sklepamo, da v tem primeru najverjetneje ne gre za virus DWV, temvecC za
ugotovitev virusa VDV.
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF DEFORMED WING VIRUS IN
SLOVENIAN HONEYBEES AND VARROA MITES

Abstract

Deformed wing virus (DWV) is one of the most wide-spread viruses infecting the honeybee and is also detected in var-
roa. The route of infection is directly through contaminated food, faeces and air or indirectly through the varroa mite,
which acts as a vector. 47 positive DWV samples of bee colonies and 13 positive DWV samples of varroa mites were
obtained between 2007 and 2013 during a survey throughout Slovenia. DWV RNA was amplified by RT-PCR method in
two segments of the viral genome - in the gene for L protein (504 nt) and the gene for helicase (716 nt). The survey reve-
aled the presence of genetically very heterogeneous DWYV in Slovenia, as a result of the circulation of multiple strains of
DWYV, which are transmitted within the same hive or between the apiaries. Phylogenetic analysis of both segments of the
viral genome have shown that DWV in varroa and bees are genetically very similar. This confirms the fact that varroa
is important for the transmission of the virus between colonies. Interestingly, the comparative analysis of the helicase
segment revealed that one viral strain from varroa (SLO 197-varoja) is significantly different from other DWV strains
found in bees and varroa in Slovenia and is genetically very similar to the varroa destructor virus (VDV).
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UVOD

Do danes je bilo pri ¢ebelah ugotovljenih 24 razli¢nih vi-
rusov. Eden izmed najpogosteje ugotovljenih virusov v
¢ebeljih druZzinah je virus deformiranih kril (DWV). DWV
spada med RNA viruse in je uvr$éen v rod Iflavirus, v
druzino Iflaviridae. Njegovo prisotnost povezujejo z inva-
diranostjo ¢ebelje druzine z varojo (Ball, 1983). DWV je
pogosto ugotovljen Cebelji virus tako v Evropi, kot tudi
drugod po svetu (Tentcheva in sod., 2004; Chen in sod.,
2005a; Teixeira in sod., 2008; Baker in Schroeder, 2008;
Nielsen in sod., 2008; Sanpa in Chantawannakul, 2009;
Reynaldi in sod., 2010). Virus pri ¢ebelah povzroca kli-
ni¢ne znake obolenja, ¢ebele imajo deformirana krila in
povecan zadek, lahko pa povzroci tudi paralizo in skrajSa-
no Zivljenjsko dobo delavk in trotov (Ball, 1993; Kovac in
Crailsheim, 1988).

OkuZzba se po navadi izrazi Sele pozno poleti, ko se popu-
lacija varoj poveca in skupaj z DWV povzroc¢i zmanjSanje
Stevila zdravih, mladih ¢ebel. Na ta nacin se zmanjSa po-
pulacija zimskih ¢ebel, kar lahko povzroci propad druZine
7Ze pozimi ali zgodaj spomladi (Martin, 2001). Zaradi viso-
ke stopnje organizacije dela v ¢ebelji druZini in socialnih
stikov med Cebelami ter velike gostote cebel v panju lahko
okuZena Cebelja druZina predstavlja veliko nevarnost za
Sirjenje virusov. Zato je zelo pomemben del preucevanja
dinamike okuZb in Sirjenja okuzb s cebeljimi virusi po-
znavanje nacinov prenosov virusov. Virusi se med posa-
meznimi ¢ebelami in med cebeljimi druZinami prenaSajo
na dva nadina, horizontalno in vertikalno. Pri horizontal-
nem nacinu prenosa virusov poznamo dve vrsti prenosa:
neposredni in posredni. Pri neposrednem nacinu se viru-
si prenasajo preko hrane, iztrebkov, zraka in pri praSenju
med matico in trotom. Pri posrednem nacinu prenosa pa
se virusi prenasajo preko vektorja (varoje) (Chen in sod.,
2006).

Varoje kot vektor pri prenosu virusov s sesanjem hemo-
limfe pri okuZenih cebelah uspeSno prenaSajo virus na
neokuZene Cebele. Prisotnost DWV so dokazali tako pri
Cebelah kakor tudi pri varojah (Bowen-Walker in sod.,
1999; Nordstrom, 2003). Nekateri raziskovalci trdijo, da
varoja s sesanjem hemolimfe sproZi razmnozevanje DWYV,
ki je Ze prisoten v Cebeli (Ball, 1983; Bailey in Ball, 1991),
medtem ko drugi trdijo, da se DWV pomnoZuje v varoji
(Bowen-Walker in sod., 1999). Kot dokaz za to navajajo
prisotnost negativno polarne RNA virusa, ki so jo z mole-
kularnimi metodami dokazali pri varojah (Ongus in sod.,
2004; You in Genersch, 2005). Kljub temu, da je varoja
potrjen prenaSalec in aktivator virusnih okuZzb, pa meha-
nizem prenosa $e ni popolnoma pojasnjen.

MATERIAL IN METODE

V letih od 2007 do 2013 smo odbrali 47 DWV pozitivnih
vzorcev Cebeljih druZin in 13 DWYV pozitivnih vzorcev
varoj. Pozitivne vzorce smo odbrali s celotnega podrocja
Slovenije, odvzeli pa so jih specialisti za zdravstveno var-
stvo Cebel iz Nacionalnega veterinarskega inStituta Veteri-
narske fakultete v Ljubljani.

Vzorce smo obdelali in jim izolirali nukleinsko kislino.
Za celokupno izolacijo RNA smo uporabili komplet ke-
mikalij QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen, Nemcija)
in postopek izvedli po navodilih proizvajalca. Pozitivhim
vzorcem DWYV smo z metodo RT-PCR pomnoZili RNA
na dveh odsekih virusnega genoma (na genu za L protein
in genu za helikazo) z dvema razli¢nima paroma zacetnih
oligonukleotidov. Za pomnoZevanje na genu za L protein
smo uporabili zacetne oligonukleotide DWV-F/DWV-R
(Cizej in Gregorcic, 2004), na genu za helikazo pa DWV-
S/DWV-A (spremenjeno od Chen in sod., 2005b). Metodo
RT-PCR smo izvedli s kompletom kemikalij One-Step RT-
PCR kit (Qiagen, Nemcija) po navodilih proizvajalca. Na
genu za L protein smo pomnozili 504 nt dolg odsek, na
genu za helikazo pa 716 nt.

Pozitivnim specifi¢nim produktom smo dolocili nukleoti-
dno zaporedje v obe smeri tako na genu za L protein (424
bp), kot tudi na genu za helikazo (574 bp) in v obeh regi-
jah tudi naredili primerjalne analize s programom MEGA
6.06 (Tamura in sod., 2013). Na podlagi evolucijskega
modela Kimura-2 (Kimura, 1980) smo iz njih dolocili
genetske razlike in z metodo povezovanja sosedov (angl.
Neighbor-Joining) izdelali filogenetska drevesa (Saitou in
Nei, 1987). Zanesljivost filogenetskih dreves smo ocenili
z metodo samovzorcenja.

REZULTATI Z RAZPRAVO

V naSi raziskavi smo naredili filogenetsko analizo po-
zitivnih vzorcev virusov DWV iz Slovenije na podlagi
nukleotidnih zaporedij, ki smo jih dolocili v dveh odse-
kih virusnega genoma DWYV, pri ¢ebelah in pri varojah.
Na genu za L protein smo naredili analize 47 slovenskih
DWYV virusov pri ¢ebelah in 14 slovenskih DWV virusov
pri varojah, ter jih primerjali z 46 objavljenimi zaporedji
DWYV iz genske banke in VDV virusom (varoa destructor
virus) (Slika 1). Na genu za helikazo pa smo z 18 DWV
zaporedji iz genske banke in virusom VDV iz genske ban-
ke primerjali 37 slovenskih DWV virusov pri ¢ebelah in
13 slovenskih DW'V virusov pri varojah (Slika 2). Na obeh
filogenetskih drevesih je mogoce opaziti, da so virusni
sevi DWV iz Slovenije, tako pri ¢ebelah, kakor tudi pri va-
rojah, razporejeni po celotnem drevesu. To pomeni, da so
v Sloveniji prisotni genetsko zelo heterogeni virusi DWYV,
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Slika 2: Filogenetsko drevo
nukleotidnih zaporedij sevov DWV

v regiji gena za helikazo 7 metodo
povezovanja sosedov (NJ) po modelu
Kimura-2. Na razvejitvah so navedene
statisticne podpore posameznih
cepitev pri 1000 samovzorcenjih, ki so
visje od 800.
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Pri primerjalni analizi odsekov gena za helikazo smo ugo-
tovili, da so tudi tukaj slovenski sevi DWV tako pri Cebe-
lah, kot tudi pri varojah razporejeni po celotnem filogenet-
skem drevesu. Kljub temu lahko pri primerjavi s filogenet-
skim drevesom gena za L protein opazimo vecjo genetsko
raznolikost, saj je DWV virusni sev SLO 197-varoja, ki
smo ga ugotovili pri varoji najbolj podoben virusnemu
sevu vdv-1, ki je objavljen v genski banki. Med njima smo
ugotovili 99,8-% ujemanje nukleotidnega zaporedja, kar
kaZe na to, da pri pozitivnem vzorcu SLO 197-varoja ne
gre za ugotovitev virusa DWYV, temvec smo v tem primeru
pri varoji prvi¢ v Sloveniji dokazali prisotnost virusa VDV
(Slika 2). Zato smo nadaljevanje primerjalne analize viru-
snih sevov DWV pri ¢ebelah in varojah v Sloveniji izvedli
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brez upostevanja seva SLO 197-varoja.

Med slovenskimi sevi DWV smo pri ¢ebelah ugotovili od
96,9 do 100-% ujemanje nukleotidov, medtem ko je bilo
ujemanje nukleotidov DWV virusov pri varojah od 97,5 do
100-%. Med slovenskimi DWV sevi pri ¢ebelah in sloven-
skimi DWYV sevi pri varojah je bilo ugotovljeno od 96,9 do
100-% nukleotidno ujemanje. Ujemanje med slovenskimi
DWYV sevi pri cebelah in DWV sevi iz genske banke je
bilo od 95,2 do 100-%, med slovenskimi DWYV sevi pri
varoji in sevom virusa VDV pa od 77 do 77,8-%.

Pri primerjavi virusov DWV ugotovljenih pri varojah smo
ugotovili, da so le-ti v obeh regijah virusnega genoma po-
dobni tistim pri ¢ebelah, kar potrjuje, da DWV prehaja iz
¢ebel na varoje in obratno.

Pri genetski primerjavi nukleotidnih zaporedij virusov
DWYV ugotovljenih pri varojah smo ugotovili, da so le-ti v
regiji gena za helikazo in gena za L protein podobni tistim
pri Cebelah, kar potrjuje, da isti sevi DWV prehajajo iz
Cebel na varoje in obratno. Pri primerjalni analizi odseka
gena za helikazo se je le en virusni sev, ki smo ga ugotovili
pri varoji mocno razlikoval od ostalih DWV sevov ugoto-
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