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RESUMO 

Em insetos sociais, a sobrevivência dos indivíduos amostrados nem sempre é levado em 
consideração. No entanto, a amostragem letal pode ser problemática quando colônias 
pequenas são estudadas. O objetivo deste trabalho foi comparar seis protocolos de extração 
não letal de DNA em abelhas Melipana utilizando as extremidades da asa e do tarso para 
verificar a qualidade e quantidade de DNA extraído. Foram utilizados os protocolos (1) 
Tampão A; (2) Tampão B; (3) Tampão C; (4) Chelex; (5) Chelex + proteinase K; e (6) Kit 
de Extração de DNA Puregene (Gentra0). A amplificação do DNA extraído nos seis 
protocolos foi efetuada através da técnica de PCR onde se utilizou como primer a região 
LSUrRNA do DNA mitocondrial (mtDNA). Após a PCR, os protocolos 1, 2 e 3 não 
apresentaram nenhum resultado satisfatório. O material extraído pelos protocolos 4, 5 e 6 
apresentaram bandas distintas sem a presença de amplificação não específica. Observando-
se o custo e rapidez, o melhor protocolo foi o 4. Quanto ao melhor desempenho, o 
protocolo 5 mostrou um DNA de alto peso molecular e sem padrão de rastro ("smear"). 
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INTRODUÇÃO 

Entre as abelhas sociais, além da conhecida Apis mellifera, estão as da tribo 
Meliponini, que agrupam vários gêneros de abelhas sem ferrão também conhecidas como 
abelhas indígenas com grande heterogeneidade de cor, tamanho, forma, hábitos de 
nidificação e população dos ninhos (Pereira, 2005). Habitantes das regiões tropicais e 
subtropicais do mundo, estima-se que, só no Brasil, existam mais de 300 espécies de 
abelhas sem ferrão (Coletto-Silva, 2005). Neste grupo, as mais conhecidas são a jandaíra 
(Melipona subnitida), uruçu-amarela (Melipona rufiventris), uruçu (Melipona 
flavolineata), tiúba (Melipona compressipes), e manduri (Melipona marginata), sendo 
todas típicas da região nordeste. 

Algumas espécies são pouco agressivas, adaptam-se bem a colméias racionais e ao 
manejo. Além de produzirem mel de excelente qualidade, que possui potencial terapêutico, 
essas abelhas podem fornecer pólen, cerume, geoprópolis e os próprios enxames para 
exploração comercial. A polinização é outro recurso importante fornecido pelos 
meliponideos (Pereira, 2005). 

Geralmente a amostragem de DNA de abelhas baseia-se em métodos letais ou 
invasivos (Châline et ai, 2002). A amostragem não-letal para identificar o DNA está se 
tornando cada vez mais importante para estudos populacionais, de conservação e de 
comportamento (Gerken et al., 1998; Lushai et al., 2000; Starks e Peters, 2002). 

Em insetos sociais, a sobrevivência dos indivíduos amostrados nem sempre é 
importante. Em espécies com um grande número de operárias como a do gênero Apis, os 
indivíduos podem ser sacrificados para fornecer as amostras necessárias para vários tipos 
de análises genéticas, tais corno a determinação de parentesco (proximidade) e a relação 
entre a geração (prole) (Châline et al., 2002; Foster et al., 2001; Bourke et al., 1997). No 
entanto, a amostragem letal pode causar problemas quando colônias pequenas são 
estudadas, como é o caso das abelhas do gênero Melipona. Este tipo de analise também é 
inadequado para a genotipagem de rainhas destinadas a liderar colônias ou operárias cujo 
comportamento subseqüente deve ser estudado (Starks e Peters, 2002). Além disso, a 
amostragem prolongada de urna população pode alterar a estrutura da população 
subseqüente (Starks e Peters, 2002). 

Para animais pequenos como insetos, um desafio metodológico é o desenvolvimento 
de métodos de amostragem de tecidos que não afetem a sobrevivência dos indivíduos 
enquanto ainda fornecem DNA de qualidade adequada para análise genética (Gerken et al., 
1998). Os protocolos tradicionais de extração de DNA para o estudo de diversidade 
genética de Melipona comprometem o desempenho da colméia. No entanto, estudos 
revelam que a utilização das extremidades das asas e da porção terminal da perna (tarso) 
não afeta a performance dessas abelhas. 

OBJETIVOS 

O propósito deste trabalho foi identificar a viabilidade de protocolos de extração não 
letal de DNA em abelhas Melipona utilizando o tarso e a extremidade da asa, e verificar a 
qualidade do material extraído para reações de polimerase em cadeia (PCR), 
especificamente uma região do DNA mitocondrial constantemente utilizada em estudos de 
evolução molecular. 



METODOLOGIA 

Foram coletadas espécimens de abelhas jandaíra (Melipona subnitida), uruçu-
amarela (Melipona rufiventris), uruçu (Melipona flavolineata), tiúba (Melipona 
compressipes), e manduri (Melipona marginata) na Embrapa Meio-Norte. As amostras 
foram armazenadas em álcool absoluto à temperatura ambiente e processadas no 
Laboratório de Biologia Molecular e Biotecnologia em Teresina (PI), onde protocolos de 
extração de DNA foram testados. Os protocolos utilizados são descritos no item 
"Desenvolvimento". O DNA extraído foi utilizado como molde para amplicifação da 
região LSUrRNA do DNA mitocondrial para verificação da viabilidade do material 
extraído. 

DESENVOLVIMENTO 

Para todos os protocolos de extração, foram retiradas uma porção de 10% da asa do 
indivíduo (Figura 1) e o tarso das espécies de abelha mencionadas acima. O material foi 
macerado em nitrogênio líquido com auxílio de pestfio tendo em vista o rompimento da 
camada de quitina e a exposição das células para melhor atuação dos reagentes, 
especificamente a protease. A asa inteira e o tórax foram usados como padrão de 
comparação. 

Os protocolos 1, 2 e 3, descritos por Waldschmidt et al. (1997), diferiram entre si 
apenas pelo tampão utilizado nos primeiros passos da extração: 

o Protocolo I: tampão A (2% CTAB, 100mM tris-pH 8, 20mM de EDTA, 1,4 M 
de NaCI, proteinase K); 

o Protocolo 2: tampão B (1% CTAB, 50mM tris-pH 8, 10mM de EDTA, 0,75 M 
de NaC1, proteinase K); 

o Protocolo 3: tampão C (2% SDS, 50mM tris-pH 8, 10mM de EDTA, 0,75 M de 
NaC1, proteinase K). 

Em cada amostra macerada em nitrogênio foram adicionados 300 1.t1 do tampão de 
extração (A, B ou C). O material foi homogeneizado em vortex por alguns minutos e, em 
seguida, adicionou-se 20 p1 de proteinase K incubando a 55°C, por 3 horas, para a 
digestão completa das proteínas. Em seguida adicionou-se 300 j..tL de clorofórmio-álcool 
isoamilico (24:1) e 300 pt de fenol (Sambrook et al. 1989). Cada tubo foi homogeneizado 
em vortex por lOs e, em seguida, misturado por 30 min em agitador. Centrifugou-se a 
18600 x g, por 15 mm, transferiu-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionou-se 300 

de clorofórmio-álcool isoamilico. As amostras foram novamente homogeneizadas em 
vortex por 10s, misturadas em agitador por 15 min e centrifugadas a 18600 g por 10 min. A 
fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde se adicionou 1 mL de isopropanol e 3 
pl de acetato de sódio 3M. 

O tubo foi invertido 10 vezes e então colocado no frezer por 30 min. Centrifugou-se a 
7 700 x g por 20 min. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com 1 ml de etanol 
70%. Após centrifugar a velocidade máxima por 15 mm, descartou-se o etanol e secou-se o 
pellet à temperatura ambiente por 30 min. Em seguida adicionou-se 100 pt de tampão de 
eluição (Invitrogeng). 



o Protocolo 4: ChelexC100 (Walsh et al., 1991) 

Quantidades diferentes de solução chelex ® 100 10 ou 20% foram adicionadas de 
acordo com a natureza da amostra: 1001.11, foram adicionados às amostras do tarso e 50 µL 
foram adicionados às amostras da ponta da asa. As amostras foram então encubadas a 55°C 
por 3 horas com constante agitação, passadas através do vortex por 20 s, aquecidas de 95 a 
100°C, por 30 min, e passadas novamente pelo vortex, por 20 s. Após 2 min de 
centrifugação à velocidade máxima, transferiu-se 20 gl do sobrenadante para um tubo de 
200µL. 

o Protocolo 5: Chelex 

 

100 com adição de proteinase K (Walsh et al., 1991) tL 

 

Antes de seguir com o protocolo original, acrescentou-se proteinase K nas amostras. 
Quantidades diferentes de solução chelex C 100 10 ou 20% foram adicionadas de acordo 
com a natureza da amostra: 100 p1 foram adicionados às amostras do tarso e 501..tL foram 
adicionados às amostras da ponta da asa. As amostras foram então encubadas a 55°C 
overnight e misturadas através do vortex por 20 s. Em seguida as mesmas foram fervidas a 
95 - 100°C por 15 min e misturadas novamente em vortex por 10 s. Após 3 min de 
centrifugação a 7 700 x g, transferiu-se 20 µI., do sobrenadante para um tubo de 200 µL. 

o Protocolo 6: Kit de Extração de DNA Puregene (Gentrag) 

Os procedimentos de extração do kit encontram-se descritos em detalhes pelo 
fabricante em manual próprio. Resumidamente, adicionou-se 300 µI., de solução de lise 
celular e 20 IIL de proteinase K, incubou-se por 3 horas a 55°C. Acrescentou-se 100 p.i., de 
solução de precipitação de proteínas seguido de vortex e centrifugação por 16000 x g, por 
3 min. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 300 IA de 
isopropanol. O material foi novamente lavado com etanol a 70% e centrifugado. 
Descartou-se o sobrenadante e 50 pt de TRIS foi adicionado ao pellet. 

Após a extração, a quantidade e qualidade do DNA obtido foi visualizada por meio 
de eletroforese em gel de agarose 1%. A viabilidade do DNA extraído como molde para 
reações de PCR foi verificada através da amplificação da região LSUrRNA do DNA 
mitocondrial, para todas as abelhas amostradas, com os seguintes iniciadores 
(primers): 	16S-ar (5 '-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3") e 	16S-br (5 
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3"), previamente descritos por Palumbi (1996). Em 
um volume de reação de 20 j..IL usou-se 2,0 µ1_, de DNA extraído, tampão para PCR 1 x, 
1,75 rnM de MgCl2, 0,5 1./M de cada primer, 800 mM de cada dNTP e 1 unidade de Taq 
DNA polimerase (Thermoprime plus, Advanced Biotechnologies). Todas as reações foram 
imediatamente desnaturadas a 94°C, por 4 min, seguido de 35 ciclos de desnaturação de 
94°C por 1'; 50°C de anelamento por 1' e elongação de 72 °C por 1 ', e por último a 
elongação final durante 7 min a 72°C. 

Após PCR, o DNA amplificado, obtido a partir de cada protocolo, foi visualizado em 
eletroforese em gel de agarose a 1% onde o DNA foi corado com 3 IA de brometo de 
etídio (Sambrook et al. 1989). Utilizou-se 10 !AL de cada amostra para a realização da 
eletroforese. 



RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A extração de DNA a partir da extremidade da asa e do tarso de abelhas do gênero 
Melipona mostrou-se eficaz para alguns protocolos utilizados (Tabela 1). Dos protocolos 
testados somente os que utilizaram o polímero Chelex® 100 (Walsh et al., 1991) 
mostraram resultados satisfatórios. A digestão com proteinase K mostrou ser um passo 
eficiente no processo de extração. A extração de DNA através dos protocolos utilizando 
soluções tampões (A, B e C) não apresentou resultados positivos, provavelmente em razão 
da degradação do material genômico ou da sua perda durante o processo de extração. 

O resultado das amplificações da região LSUrRNA do mtDNA tendo como molde o 
DNA genômico extraído a partir de 10% da asa pelos protocolos Chelex® 100 e Chelex® 
100 + proteinase K em concentrações de 10 e 20 %, tendo como controle o DNA extraído a 
partir da asa inteira mostrou-se satisfatório. Observou-se que o DNA obtido com este 
método permitiu a visualização de material de boa qualidade onde houve a formação de 
bandas sem padrão de "smear". Entretanto nas amostras 5A e 5B observou-se a presença 
de algumas bandas que podem ter sido ocasionadas por um anelamento parcial dos primers 
em decorrência da diminuição da temperatura durante a PCR (Figura 2). 

A extração de DNA do tarso usando o protocolo Chelex® 100 + proteinase K 
(Figura 2). Apresentou DNA de boa qualidade, no entanto a amplificação só ocorreu em 
urna espécie, isso pode ter ocorrido devido ao processo de maceração do material, que 
pode não ter sido suficientemente eficaz, ou à quantidade de DNA extraído não ter sido 
suficiente para a amplificação nas outras espécies. 

Na extração pelo Kit Puregene obteve-se amplificação de apenas duas das amostras 
testadas, onde na P observou-se a presença de bandas não específicas que também podem 
ter sido amplificadas em decorrência da baixa temperatura de anelamento durante a PCR A 
não amplificação das demais amostras pode ter ocorrido pela perda de DNA durante os 
procedimentos de extração, onde houve constante troca de tubos. (Figura 3). 

Os métodos de amostragem não letal de DNA de indivíduos de abelhas do gênero 
Melipona são requeridos tanto por estudos de conservação genetica como de 
comportamento. Verificou-se que a região LSUrRNA do DNA mitocondrial poderia ser 
amplificado confiavelmente da ponta da perna (tarso) e da asa de abelhas Melipona. 

Figura 1. Vista inferior da asa de um espécime de abelha sem-ferrão demonstrando o 
corte do material utilizada para a extração de DNA. 
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Figura 2. Amplificação do DNA mitocondrial (região LSUrRNA) tendo como molde 
DNA extraído a partir dos protocolos Chelex® 100 e Chelex® 100 + proteinase 
K em concentração de 10 e 20%. Os números 1, 2, 3, 4 e 5 correspondem, 
respectivamente, à Uruçu-amarela, Tiúba, Manduri, Jandaíra, e Uruçu. A e B 
correspondem à porção de 10% da asa e asa inteira, respectivamente, de cada 
espécie citada acima. T, corresponde ao tarso de Jandaíra. 1 e 2 utilizou 
Chelex® 100. 3, 4, 5 e T utilizou Chelex® 100 + proteinase K. 

Figura 3. Amplificação do DNA mitocondrial (região LSUrRNA) tendo como molde 
DNA extraído a partir do Kit Puregene. Os números 6 e 7 correspondem às 
espécies, Uruçu e Manduri, respectivamente. A corresponde ao tórax e B à 
porção de 10% da asa das espécies citadas acima. 



Tabela 1. Comparação dos protocolos utilizados. O sinal positivo (+) indica a ocorrência 
de amplificação de DNA. O sinal de negativo ( -) indica a ausência de 
amplificação. 

Espécie Parte do corpo 
Protocolos 

1 2 3 4 5 6 

Jandaíra 
Ponta Asa - - - - + - 
Asa inteira - - - - + - 
Tarso _ - - - + - 

Uruçu-
amarela 

Ponta Asa - - - + - - 
Asa inteira - - - + .. _. 
Tarso - - - - - - 

Uruçu 
Ponta Asa - - - - + 
Asa inteira - - - - + - 
Tarso - - - - - - 

Tiúba Ponta Asa - - - - - - 
Asa inteira - - - + - - 
Tarso - - - - - - 

Manduri Ponta Asa - - - - - + 
Asa inteira - - - - - - 
Tarso - - - - - - 

CONCLUSÃO 

Os protocolos Chelex® 100 e Chelex® 100 + proteinase K extraíram DNA de 
qualidade e em quantidade suficiente para a utilização do material como molde para 
reações de PCR. O protocolo Chelex® 100 apresenta grande vantagem uma vez que o 
tempo de extração é extremamente curto em relação aos demais, alem de baixo custo. No 
entanto a amplificação não ocorreu com todas as espécies de abelhas citadas, o que nos 
leva a continuar o estudo na busca pela otimização desse protocolo. 
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