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1.Introdugao

O podlen apicola € uma das principais fontes de alimentagdo de uma colméia de abelhas sem ferrao
amazonicas e é constituido por podlen floral, néctar e substancias salivares da abelha (Brasil, 2001). Depois
de coletado e armazenado em potes de cerume no interior da colméia(Nogueira-Neto, 1997), as abelhas
regugitam substancias salivares para que este fermente e seja consumido por elas (Kerr et al., 1996). Esta
fermentagédo pode ser causada pela agédo de leveduras (Carvalho et al., 2005) e microorganismos(Bellini,
2006), pois além de fermentagéo alcoodlica também ha indicios de fermentacéo acética(Rebelo, 2011). Assim,
para a determinacdo de uma possivel diversidade microbiana no pdlen, foi feito um estudo do metagenoma
deste. Para isso, uma das técnicas utilizadas foi a amplificacdo de uma regido do gene 16S do rDNA do DNA
total de bactéria encontrado no pdélen seguida de digestao enzimatica a fim de identificar polimorfismos entre
as amostras.

2.Materiais e Métodos

Foram coletados trés amostras de duas espécies de abelhas sem ferrdo da amazdnia (Melipona seminigra e
M. interrupta) provenientes do Meliponario do Grupo de Pesquisas em Abelhas (GPA) no Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazodnia (INPA) . A extragdo do DNA total de bactéria do polen foi baseado no método de
Lise Alcalina de Sambrook (Sambrook, 2001), com modificacdes, e aferido sua concentragdo com o auxilio
do Nanodrop 2000. Em seguida a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada utilizando os primers
530F e 1492R (descritos por Borneman e Triplett, 1997) para a amplificagdo do gene 16S do rDNA.
Aplicou-se a técnica de eletroforese em gel de agarose 1% corado com gelRed para analise dos produtos
PCR. Em seguida, os produtos foram submetidos a digestdo molecular pelas enzimas Pmll e Sau3Al nas
seguintes condigbes reacionais: NE Buffer | a 1X, BSA a 0,1mg/mL, agua milli-Q, DNA a 1mg/mL, 5U de
cada enzima. A digestéo ocorreu a 37°C para ambas as enzimas. O tempo de reagao foi de cinco horas para
Pmll e de duas horas para Sau3Al.

3.Resultados e Discussao
1..1  Extragdo do DNA de bactéria:
As quantidades 6timas de podlen para extragao do DNA de bactéria estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1: Quantidade 6tima de pélen utilizado para extragao de DNA de cada amostra.

Amostra Quantidade
)

Melipona interrupta — amostra 1 (Mi1) 0,316
Melipona interrupta — amostra 2 (Mi2) 0,311
Melipona seminigra - amostra 1 0,315
(Ms1)

Melipona seminigra — amostra 2 0,301
(Ms2)

3.2  Quantificagdo do DNA extraido:

Por leitura em Nanodrop 2000, a concentragdo média de DNA extraido por amostra de polen foi de 288,84
ng/uL (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragdao de DNA extraido em cada amostra de pélen de Melipona

interrupta (Mi) e M. seminigra (Ms).

Amostra Concentragao (ng/pL)

Mi1 319,7
Mi2 2234
Ms1 154,3
Ms2 295,5

1..3 Integridade do DNA extraido:
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O DNA extraido estava integro como pode ser visualizado na Figura 1, indicando, assim, que a extragdo do
DNA de bactéria foi realizada com sucesso.

Figura 1 - Integridade do DNA extraido das amostras de pdlen de abelhas sem ferrdo amazénicas
em gel de agarose 1% corado com gelRed. Ms1 e Ms2 — amostras 1 e 2 de Melipona seminigra;
Mi1 e Mi2 — amostras 1 e 2 de M. interrupta.

1.4 PCR:
A amplificacéo de parte da regido 16S do rDNA, por PCR, produziu um fragmento de aproximadamente 1200
pb (Figura 2).

[
%]
7%}

4 5 .

sl 3V A |

L

Figura 2 — Produto de PCR da regido 16S do rDNA em amostras de polen de Melipona interrupta (Mi) e de
M. seminigra (Ms). M: Marcador 100pb (Ladder, Invitrogen). 1 e 2: amostra Ms1; 3 e 4: amostra Ms2; 5 e 6:
amostra Mi1.

3.5 Digestao do DNA:

A analise de polimorfismos entre as amostras de pdlen das espécies de abelhas, foi realizada por digestéao
enzimatica dos produtos de PCR da regido 16S do rDNA com as enzimas Sal3Al (enzima de corte freqliente)
e Pmll (corte em regido especifica da regido 16S).

Das quatro amostras digeridas com a enzima Sal3Al, apenas duas funcionaram e das que funcionaram a
enzima cortou o DNA em dois lugares formando trés fragmentos. No entanto, nao se observou polimorfismos
(Figura 3).

Figura 3 — Perfil eletroforetico em gel de agarose a 1% corado com gelRed da digestdo enzimatica dos
produtos PCR da regido 16S do rDNA amplificados a partir do pélen de abelhas Melipona interrupta (Mi) e M.
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seminigra (Ms). M: Marcador; 1 e 6: amostras sem restricdo (Ms1 e Ms2, respectivamente); 2, 3 e 7, 8:
amostras Ms1 e Ms2, digeridas com Pmll; 4, 5 e 9,10: amostras Ms1 e Ms2 digeridas com a enzima Sal3Al.
Com a enzima Pmll, o DNA digerido apresentou dois fragmentos, mas nao foi digerido completamente. Da
mesma forma, néo foi observado polimorfismo entre as amostras digeridas com esta enzima (Figura 4).

Figura 4 - Perfil eletroforetico em gel de agarose a 1% corado com gelRed da digestao enzimatica da regido
16S do rDNA do DNA amplificado a partir do pélen de abelhas Melipona interrupta e M. seminigra com
enzima Pmll. M: Marcador; 1: amostra sem restricdo; 2, 3, 4 e 5: amostras Mi1, Mi2, Ms1 e Ms2,
respectivamente

5.Concluséo

A extragéo e a amplificacdo da regido do 16S do rDNA indicou a presenga de microrganismos mostrando a
possibilidade da diversidade microbiana contida no pélen que pode ser responsavel pelas fermentagdes. Nao
foi detectado polimorfismos intra e interespecifico entre as sequéncias de DNA das amostras analisadas.
Estudos mais aprofundados sobre esta questdo serdo realizados posteriormente usando-se a técnica de
sequénciamento do DNA a fim de permitir a identificacdo de possiveis espécies de bactérias contidas no
polen potencialmente responsaveis pela fermentagao alcodlica e acética deste.
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