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RESUMO 

As abelhas africanizadas são as maiores responsáveis pelo desenvolvimento da 
atividade apícola brasileira. Conhecer a variabilidade genética, através da análise do 
DNA, de colônias que são utilizadas em programa de melhoramento genético, é de 
extrema importância para obter ganhos genéticos. Neste sentido, o objetivo do 
presente trabalho foi o de padronizar um protocolo de extração de DNA de abelhas 
africanizadas Apis mellifera provenientes de programa de melhoramento genético 
conduzido na Universidade Tecnológica Federal do Paraná - Câmpus Dois Vizinhos. 
Foram utilizadas rainhas e operárias, sendo realizado protocolos com a ponta das 
asas das rainhas e com todo o corpo das operárias para a extração de DNA. As 
extrações foram feitas utilizando um kit comercial ‘’Wizard genomic DNA Purification 
kit’’, e foram testados 5 protocolos diferentes (1, 2, 3, 4 e 5), sendo que para os quatro 
primeiros protocolos foram utilizadas asas de abelha para realizar a extração de DNA, 
e no último protocolo foi utilizado a abelha inteira para realizar a extração do DNA 
genômico total. Os marcadores SSRs utilizados nesse trabalho para padronização 
através da PCR (Polymerase Chain Reaction) foram: mrjp3, mrjp5, Ap243, Ap049 e 
Ap288 que foram amplificados pelo programa de amplificação Touchdown e 
submetidos a eletroforese para verificar a qualidade da amplificação. Dos protocolos 
analisados, apenas o nº 5 gerou material de qualidade para amplificação via PCR, 
sendo que para os demais protocolos não foi possível obter uma quantidade de DNA 
genômico total para realizar as reações de PCR, que são essenciais para realizar a 
genotipagem de locos SSRs, que serão empregados em um estudo futuro de 
diversidade genética. 

 
 
Palavras chaves: Abelha africanizada, apicultura, operária, PCR, rainha. 
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ABSTRACT 

Africanized bees are the main responsible for the development of Brazilian beekeeping 
activity. Knowing the genetic variability, through DNA analysis, of colonies that are 
used in a genetic breeding program, is extremely important to obtain genetic gains. In 
this sense, the aim of this study was to standardize a DNA extraction protocol of 
Africanized bees Apis mellifera from a breeding program conducted at Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná Campus Dois Vizinhos. Queen and workers were used 
and protocols were carried out with the queens wing tip and the whole body of the 
workers for the DNA extraction. The extraction will be done using a commercial kit 
‘’Wizard genomic DNA Purification kit’’, and were tested five different protocols (1, 2, 
3, 4 e 5), being that for the first four protocols were used bee wings to perform the DNA 
extraction and in the last protocol the entire bee was used to perform the total genomic 
DNA extraction. The SSR markers used in this study for standardization through 
Polymerase Chain Reaction (PCR) were: mrjp3, mrjp5, Ap242, Ap049 and Ap288 that 
were amplified by touchdown amplification program and exposed to electrophoresis to 
verify the amplification quality. After the protocols analyze, only No. 5 generated quality 
material for amplification, and it was not possible to obtain an amount of total genomic 
DNA of the other protocols to perform the PCR reactions wich are essential to perform 
the genotyping of SSRs locus, wich will be used in a future study of genetic diversity. 

Keywords: Africanized bee, beekeeping, PCR, queen, workers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A apicultura é arte do manuseio das abelhas com o propósito de produzir mel, 

cera, ou outros produtos derivados para consumo pessoal ou industrial. Essa atividade 

tem grandes impactos sociais e econômicos, podendo de gerar lucros direta e 

indiretamente, ao mesmo tempo que desenvolve a flora local através da polinização 

(ABEMEL, 2018).  

As abelhas, principalmente Apis mellifera são conhecidas como uma das 

espécies de maior sucesso no reino animal devido a sua excelente habilidade de 

adaptação (MASUKU, 2013). Além de boas produtoras de mel, são também eximias 

polinizadoras, sendo consideradas as principais e mais eficientes a realizar essa 

atividade (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2013). 

A extração do DNA das abelhas vem sendo utilizado em diversas análises 

genéticas, e é de grande importância para programas que utilizem dados moleculares 

para realizar estudos que permitam verificar quais são os níveis de diversidade 

genética das colônias para promover o melhoramento genético. Grande parte dessas 

técnicas de extração de DNA são fatais (CHÂLINE et al., 2004), entretanto, busca-se 

hoje por maneiras que não sejam invasivas para esse procedimento, para que o 

indivíduo consiga voltar a desempenhar seu papel na colônia. 

O uso de marcadores moleculares microssatélites vêm crescendo dentro de 

diversas análises genéticas. A vantagem do uso desses marcadores é que os mesmos 

apresentam polimorfismo alto, codominância, heterozigosidade, mostram padrão de 

herança mendeliana e também não sofrem influência ambiental, ou seja, a diversidade 

que é mensurada na análise avalia somente o genótipo. Os microssatélites são 

também conhecidos como SSRs (repetições de sequências simples), são unidades 

de repetição de 2 até 6 nucleotídeos e são amplamente encontradas no genoma. Além 

disso, a análise pode ser feita a partir de qualquer tecido, independente do seu estágio 

de desenvolvimento, sendo necessário apenas uma pequena quantidade de DNA 

(OLIVEIRA et al., 2006); (GRIFFITHS et al., 2008). 

No ano de 2011, na Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus 

Dois Vizinhos começou-se o desenvolvimento de um programa de melhoramento 

genético em populações de abelhas A. mellifera africanizadas selecionadas por meio 

de avaliação genética para produção de mel, entretanto, ainda não se utilizam dados 
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moleculares para realizar essas avaliações. Os dados moleculares têm por objetivo 

deixar as avaliações genéticas mais precisas e acuradas, proporcionando ganhos 

elevados. Com isso, mostra-se a importância de se padronizar um método para 

extração de DNA, assim sendo possível obter dados moleculares para serem 

utilizados nesse programa. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Padronizar a extração do DNA de Apis mellifera através da utilização de 

diferentes protocolos de extração. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a qualidade do DNA extraído; 

 Avaliar o método mais efetivo para se realizar a extração do DNA; 

 Padronizar a amplificação do DNA com a utilização de marcadores 

moleculares do tipo SSRs. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1. Apis mellifera  

 

As abelhas são pertencentes ao Reino Animalia, Filo Arthropoda, Classe 

Insecta, Ordem Hymenoptera, Superfamília Apoidea, Gênero Apis, com diversas 

subespécies, como: A. mellifera mellifera, A. mellifera lingustica e A. mellifera 

scutellata (GALLO et al., 2002). A abelha africanizada presente no Brasil, é resultante 

do cruzamento da A. mellifera scutellata com as outras subespécies de origem 

europeia e difere das mesmas pela maior produção de mel, mas também por serem 

mais reativas, sendo conhecidas como ‘’abelhas assassinas’’ (TRIPLEHORN; 

JOHNSON, 2013). 

As abelhas-de-mel são facilmente diferenciadas das outras espécies pela sua 

pelagem marrom dourada e sua forma característica. São muito importantes para o 

ecossistema, pois encontram-se como as principais e mais eficientes polinizadoras, 

além de serem muito valiosas, pois produzem aproximadamente $300 milhões em 

produtos relacionados a cera e mel, e sua polinização vale mais de 100 vezes esse 

valor (TRIPLEHORN; JOHNSON, 2013). 

As abelhas se organizam em três castas dentro da colônia: rainha, operária e 

zangão (GALLO et. Al., 2002), e sua origem é controlada pela fertilização dos ovos: 

ovos fertilizados dão origem a fêmeas operárias ou a rainhas. As rainhas são 

originadas do mesmo tipo de larvas que as operárias, o que as diferencia é a 

alimentação, onde a larva que dará origem a rainha tem uma alimentação mais rica, 

com a utilização da geleia real. Já os ovos não fertilizados originarão os zangões. 

(TRIPLEHORN; JOHNSON, 2013). 

 

3.2. Histórico e importância econômica 

 

Desde sua implantação em 1839, a atividade apícola brasileira passou por 

muitas mudanças para chegar na sua conjuntura atual. A partir da implantação de 

abelhas de origem europeia até após o processo de africanização, essa atividade 

sofreu grande impacto tecnológico, biológico, econômico e social (MARTINEZ; 

SOARES, 2012). Apesar de ser uma atividade favorável a ser realizada no Brasil 
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(devido a ótima flora e clima), a produtividade nacional ainda é aquém do esperado, e 

é explicada pela baixa utilização de recursos tecnológicos pelos apicultores (SEBRAE 

AGRONEGÓCIO, 2018). 

Segundo Martinez e Soares (2012), as abelhas africanizadas são as maiores 

responsáveis pelo desenvolvimento da atividade apícola brasileira. Ainda segundo os 

autores, por serem mais resistentes e adaptadas ao clima do país, se desenvolveram 

de forma a não sofrerem por pragas e doenças que são comuns em todo o mundo, 

alavancando a produção e fazendo com que a atividade tenha conquistado cada vez 

mais o mercado mundial.  

A apicultura é uma excelente alternativa de exploração agrícola, pois 

apresenta-se como uma atividade com baixo investimento e boa lucratividade. Além 

do mais, proporciona diversificação na produção, tendo produtos como o mel, própolis, 

cera entre outros, fazendo com que o produtor possa escolher qual melhor se adapta 

ao mercado consumidor local (ALMEIDA; CARVALHO, 2009). 

 

3.3 Importância da avaliação da diversidade genética para programas de 

melhoramento genético 

 

Segundo Frankham, Ballou e Briscoe (2008), a diversidade genética é a 

diferença nas sequências do DNA, que podem ser expressas a nível de fenótipo, como 

em cor, pelagem entre outros. Seu estudo em populações remete ao fim do século 

XIX, com Francis Galton, que começou analisando as diferenças hereditárias em 

humanos (HARTL; CLARK, 2010). 

O controle dos dados de genealogia (pedigree) tem grande propósito para a 

genética. Através deles é possível avaliar a base genética da população, e também 

características como grau de endogamia e de parentesco (WILLIAMS-BLANGERO; 

BLANGERO, 2006). Além da endogamia, a diversidade genética está estritamente 

ligada à performance (WOYKE, 1980); procura por alimento (OLDROYD et. Al, 1992); 

(MATTILA; SEELEY, 2007) e resistência a doenças, parasitas e pestes; (JI; YIN; 

CHEN, 2011). 

Grandes populações geralmente contêm alta variabilidade genética 

(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008), mas, ao se iniciar um programa de 

melhoramento genético em dada população, a tendência é que a diversidade diminua, 
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pois, ao se realizar a seleção de animais a população irá se tornar cada vez menor e 

as próximas gerações irão descender de poucos indivíduos, que sofreram um rígido 

processo de seleção (KINGHORN; WERF; RYAN, 2006). 

Kinghorn, Werf e Ryan (2006) também dizem que, ao se diminuir o tamanho 

da população, provoca-se aumento da endogamia. A endogamia ou consanguinidade 

é o acasalamento entre indivíduos com algum grau de parentesco (KINGHORN; 

WERF; RYAN, 2006) (PEREIRA, 2012). Lopes et al. (2005) também diz que pode 

haver consanguinidade em uma população quando as chances de acasalamento 

entre parentes são mais altas do que com outros indivíduos. Caso a endogamia não 

seja controlada, os indivíduos da população estarão altamente relacionados, tornando 

impossível o acasalamento entre indivíduos não relacionados (FRANKHAM; BALLOU; 

BRISCOE, 2008). 

A endogamia irá acentuar a homozigose e diminuir a heterozigose (PEREIRA, 

2012) e promover a diferença genética entre linhagens, mas com uniformidade gênica 

dentro das mesmas. Quando em grau elevado, podem ocasionar redução na 

fertilidade, sobrevivência e vigor dos indivíduos, a perca desse vigor é dita como 

depressão endogâmica (LOPES et al., 2005) (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 

2008). Por aumentar a homozigose também pode aumentar o número de indivíduos 

afetados por defeitos genéticos, pois essas mutações tendem a ocorrer com maior 

frequência em homozigotos. Por esse motivo é de extrema importância o controle de 

genealogia nos programas de melhoramento, pois os indivíduos mais distantes 

proporcionam maior ganho genético (KINGHORN; WERF; RYAN, 2006). 

 

3.4 Análise de diversidade genética em abelhas utilizando marcadores moleculares 

 

Durante muitos anos, a única alternativa para medir a variação entre abelhas 

era através da morfometria, mas, apesar de ser uma ferramenta muito importante, a 

técnica tem algumas falhas, o que prejudica o seu uso em estudos genéticos. Com o 

desenvolvimento dos marcadores moleculares em outras espécies, viu-se que os 

mesmos se encaixariam favoravelmente no estudo das abelhas e de suas 

características especificas (ESTOUP et al., 1995). 

Com o aumento da diversidade genética em colônias de abelhas aumenta-se 

a variedade e frequência das tarefas que são realizadas pelas operárias, por isso, 
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determinar as variações genéticas usando marcadores moleculares é de suma 

importância, e pode fornecer informações valiosas para a seleção de características 

desejáveis dentro de programas de melhoramento genético (RAHMI et al., 2014). 

A diversidade genética é essencial para a sobrevivência da colônia como um 

todo. As abelhas rainha fecundam com mais de um zangão para que a colônia tenha 

uma variabilidade genética alta, assim gerando indivíduos geneticamente diferentes. 

Ao conceber indivíduos mais distantes geneticamente, a rainha impede que toda a 

colônia seja acometida severamente por algum agente infeccioso, pois algum zangão 

pode ter genes mais resistentes a certos patógenos que outros (TARPY, 2003). 

Segundo Mattila, Bruke e Seeley (2008), estudos recentes mostram que a 

diversidade genética dentro da colônia tem benefícios na produtividade, como maior 

estocagem de comida e maior ganho de peso. Os autores também viram que, as 

colônias com maior diversidade genética, trouxeram alimentos de distâncias mais 

longas do que as colônias em que a rainha foi fecundada por apenas um zangão, 

criando baixa diversidade genética, isso se deu porque a maior diversidade aumentou 

a produção e a comunicação das abelhas operárias. Atualmente, não há muita 

informação na literatura especializada sobre trabalhos de análise da diversidade 

genética dentro de programas de melhoramento genético de abelhas. 

 

3.5 Marcadores microssatélites 

 

As diferenças na sequência de DNA ao longo do genoma de uma determinada 

espécie são quantificadas pelos marcadores moleculares. Estas variações são 

chamadas de polimorfismos, sendo originadas por rearranjos cromossômicos, como 

inserções, duplicações, deleções, mutações, entre outros. O polimorfismo dos 

marcadores moleculares pode ser herdado de forma Mendeliana e ser acompanhado 

através das gerações (GRIFFITHS et al., 2008).  

Os marcadores moleculares têm sido utilizados em análise genética com as 

mais variadas finalidades, como por exemplo: identificação de clones, linhagens, 

híbridos, cultivares, estudo de fluxo gênico, estimativas de taxas de cruzamento e 

parentesco, análise da diversidade genética entre indivíduos, construção de mapas 

genéticos e na seleção assistida por marcadores. Atualmente existe uma grande 

variedade de marcadores moleculares, cuja escolha dependerá de uma série de 
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fatores, relacionados ao objetivo da pesquisa, recursos financeiros e infraestrutura 

disponível (Borén e Caixeta, 2006). 

O estudo genético de abelhas com o uso de marcadores SSRs teve início com 

Estoup et. al (1993), quando desenvolveram primers que amplificam regiões de SSRs 

para A mellifera e B. terrestris. Desde então, o gênero tem sido estudado ao redor do 

mundo, com diversos trabalhos que avaliam a diversidade genética de populações de 

diferentes tamanhos. 

Kaskinova et al. (2015) avaliaram populações de Apis mellifera melífera L. da 

parte sul da República de Bashkortostan (Rússia), utilizando cinco SSRs diferentes e 

após as análises dos dados, notaram que, apesar de uma intensa relação inter 

pedigrees, ocorre deficiência de heterozigose em todos os locos estudados. Esses 

dados demonstraram que há um alto grau de endogamia na região estudada e 

sugerem que há uma fronteira entre a população de A. m. mellifera L. pura e as 

populações híbridas de outras subespécies. 

Rahimi et al. (2014), ao analisar a diversidade de três diferentes populações 

de A. mellifera meda também usando cinco marcadores SSRs, notou que as três 

populações, apesar de serem distintas entre si, tinham baixa variabilidade, indicando 

a existência de uma única estrutura populacional. 

Parpinelli (2011) ao avaliar abelhas africanizadas provenientes de seleção 

para geleia real utilizando marcadores SSR específicos para geleia real, encontrou 

um grau de heterozigosidade média (0,4905) indicando alto grau de diversidade 

genética. Esses índices se devem grande parte pelos zangões, pois as rainhas foram 

fecundadas por pelo menos dois zangões, chegando ao máximo de cinco. 

 

3.6  Extração do DNA de Apis mellifera 

 

Existem diferentes métodos descritos na literatura para a extração do DNA de 

Apis mellifera. Essa técnica é de grande importância para diversas avaliações 

genéticas, por isso a grande variedade da mesma.  

Essas técnicas podem usar um conjunto de reagentes específicos, como 

descrito por Issa et al. (2013), ou também usando um kit de extração, que são mais 

comumente usados, como mostrado por Ahn et al. (2015); Hamiduzzaman, Guzman-

novoa e Goodwin (2010); Françoso, Gomes e Arias (2015). 
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O DNA extraído pode ser utilizado em diversas análises, como no estudo da 

filogenia (GONÇALVES, 2011), identificação de doenças (HAMIDUZZAMAN; 

GUZMAN-NOVOA; GOODWIN, 2010), análise de diversidade genética (KASKINOVA 

et al., 2015); (PARPINELLI, 2011), entre outras, e, para que se tenha um material 

amplificado de boa qualidade, é necessário haver uma quantidade mínima de DNA, 

como descrito por Solignac et al. (2003) 

Geralmente os métodos de extração do DNA de abelhas consistem em 

métodos invasivos ou muitas vezes letal, pois as colônias possuem inúmeras 

operárias que podem ser usadas sem que o seu funcionamento seja afetado, 

entretanto, quando se fala em colônias menores, ou no uso de rainhas para estudos, 

o uso dessas técnicas não é efetivo pois esses indivíduos são necessários, fazendo 

com que um método em que o indivíduo permaneça ativamente dentro da colônia seja 

requerido (CHÂLINE et al., 2004). Por isso a extração de DNA onde os indivíduos 

ainda conseguem permanecer ativos na colônia está sendo cada vez mais usada, e 

se tornando importante em estudos de populações que devem ser conservadas 

(STARKS; PETERS, 2002).
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização do local  

 

O presente trabalho foi realizado na Unidade Ensino e Pesquisa (UNEPE - 

Apicultura), da Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus Dois Vizinhos 

(UTFPR - DV). Foi utilizada uma população de abelhas africanizadas, formadas por 

matrizes vindas dos Estados do Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, 

selecionadas no programa de melhoramento genético para produção de mel. 

 

4.2 Material biológico 

 

Para a realização do trabalho, foram utilizadas rainhas e operárias presentes 

na UNEPE – Apicultura.  

O material genético foi proveniente das pontas das asas das rainhas, para que 

a mesma pudesse continuar na colônia normalmente; também foram utilizadas 

operárias inteiras. O material foi coletado a campo, com a ajuda de uma pinça e uma 

tesoura curva, armazenados em um tubo de eppendorf devidamente identificado e 

autoclavado. Os eppendorfs foram congelados em freezer comum, à -20ºC até a 

realização da extração do DNA.  

 

4.3 Extração do DNA genômico total 

 

A extração de DNA foi realizada com Kits comerciais, “Wizard genomic DNA 

Purification kit” (Promega). Os protocolos adotados foram testados e adaptados para 

gerar material de qualidade para a amplificação com marcadores SSRs.  

4.3.1 Protocolos utilizados 

Para a realização da extração utilizou-se cinco diferentes protocolos, sendo 

os quatro primeiros a partir da ponta da asa da abelha rainha e o quinto a partir de uma 

operária inteira. Os reagentes e equipamentos utilizados estão presentes na tabela 1. 
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Tabela I. Protocolos utilizados para a extração do DNA. 

Passos Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 

Cell Lysis 

Solution 

- - 500 μL 300 μL  900 μL 

Banho Maria - - 10 minutos 

35º C 

- 30 minutos 

65º C 

Centrifuga - - 15.000 RPM 

30 segundos 

- - 

Nuclei Lysis 

Solution 

600 μL 600 μL 300 μL 300 μL -- 

Vórtex 10 segundos 10 segundos - - - 

Banho maria 30 minutos 

65º C 

30 minutos 

65 º Cs 

30 minutos 

37º C 

- - 

RNAse 

Solution 

- - 1,5 μL - - 

Banho Maria - - 15 minutos 

37º C 

- - 

Protein 

Precipitation 

Solution 

- -  

100 μL 

- - 

Proteinase K 17,5 μL 17,5 μL  20 μL 17,5 μL 

Banho Maria - - - 3 horas 

55º C  

- 

Protein 

Precipitation 

Solution 

- - -  

100 μL 

- 

Congelamento 5 minutos  

-20 º C 

5 minutos 

-20º C 

- - 5 minutos 

-20º C 

Vórtex - - 30 segundos 20 segundos - 

Centrifuga - 15.000 RPM 

5 minutos 

15.000 RPM 

25 minutos 

15.000 RPM 

10 minutos 

15.000 RPM 

5 minutos 

Isopropanol 600 μL 600 Μl 300 μL  300 Μl 600 μL 

centrifuga 15.000 RPM 

10 minutos 

15.000 RPM 

10 minutos 

15.000 RPM 

15 minutos 

15.000 RPM 

10 minutos 

15.000 RPM 

10 minutos 

Etanol 600 μL 600 Μl - - 600 μL 

Centrifuga - - - - 15.000 RPM 

10 minutos 

Rehydratation 

Solution 

100 μL 100 μL 100 μL 100 μL 100 μL 
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4.4 Caracterização com marcadores SSRs. 

 

Para realizar a amplificação dos marcadores SSRs selecionados (Tabela I) 

utiliza-se as seguintes quantidades de cada reagente: 1,5 microlitros de água milliq (Kit 

MasterMix da Promega), 7,5 microlitros de Master Mix, 1,0 microlitro de cada primer 

(direito e reverso) à uma concentração de 10 ng/µL, 4,0 microlitros de DNA genômico 

total, em um volume final de reação de 15 microlitros. O programa utilizado foi de 94ºC 

por 2 minutos, touchdown de 60ºC à 55ºC e 72ºC por 7 minutos, totalizando 35 ciclos 

com um tempo total de duração de 1 hora, 20 minutos e 34 segundos. Para verificar a 

qualidade das amplificações, os produtos das reações de amplificação foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% (, corado com GelRed™ 1X (Biotium, 

Inc. Hayward, CA) para visualização dos produtos da amplificação. Para analisar o 

tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado Ladder de 100 pares de bases 

(Marca: Ludwig).  

 

Tabela II. Marcadores SSRs que foram utilizados para padronização da reação de PCR.  

N0 
Loco 
SSR Sequências do primer 5´- 3´ 

Temperatura 
de 

Anelamento 
(oC) 

Referência 
Bibliográfica 

1 mrjp3 
F: ATG TAA TTT TGA AGA ATG 
AAC TTG 54 

Albert et al., 
1999b 

    
R: TGT AGA TGA CTT AAT GAG 
AAA CAC     

2 mrjp5 
F: AGA CTC TTC AAA CGG TCG 
TTG C 54 

Albert et al., 
1999a 

    
R: CTG TAA TTT CAT ACT TAA 
AGC CAT     

3 Ap049 F: CCA ATA GCG GCG AGT GTC 58 
Solignac et al., 

2003 

    R: GGG CTT CGT ACG TCC ACC     

4 Ap243 F: AAT GTC CGC GAG CAT CTG  50 
Solignac et al., 

2003 

    
R: TGT TTA CGA GAA TTC GAC 
GGG     

5 Ap288 F: GTT AGT TCG TCG TCG ACC G  48 
Solignac et al., 

2003 

    
R: TCT TAG CTT TAT AAC GAG 
CAC G     

     



21 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Ao realizar os protocolos de extração 1, 2, 3 e 4, os quais utilizaram a asa da 

abelha como material genético para a extração do DNA, não foi possível obter material 

de qualidade para que fosse possível realizar amplificação por PCR, como mostrado 

na figura 1. 

 

Figura 1 – Exemplo de extração malsucedida. De F1 à F9 amostras pós processo de extração de DNA 

da ponta da asa de abelhas rainhas diferentes. 

 

Fonte: O autor. 

 

 Ao analisar a imagem 1, não foi possível identificar nenhuma banda de DNA, 

indicando que o processo de extração não ocorreu de forma adequada. Algumas 

razões que podem justificar o corrido são a presença de pouca quantidade de material 

genético nas amostras, ou da perca do mesmo durante o processo de extração. 

 Ao contrário dos resultados encontrados, Gonçalves (2011) teve êxito na 

extração do material genético proveniente da asa da abelha, utilizando um protocolo 

similar ao protocolo 4, mostrando assim que é possível a realização da prática. Já 

Amorim et al. (2007), só obteve êxito ao extrair DNA da asa de abelhas do Gênero 

Melipona ao utilizar o polímero Chelex® 100. 

 Apesar de não ter sido possível a identificação de material genético extraído, 

realizou-se à amplificação dessas e de outras amostras através de PCR, sendo os 

resultados obtidos os mostrados a seguir. 
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Figura 2 – Resultado da amplificação de 12 amostras de DNA da asa da abelha rainha utilizando o 

marcador microssatélite MRJP3. Na figura, em ordem da esquerda para a direita, Ladder de 100 pares 

de base e amostras de diferentes rainhas. 

 

Fonte: O autor. 

 

Figura 3 – Resultado da amplificação da extração do DNA do protocolo 4. a figura, da esquerda para 

a direita, Ladder de 100 pares de bases e as amostras de diferentes rainhas. 

 

Fonte: O autor. 

Como é possível verificar nas figuras 2 e 3, os produtos da extração, após 

passarem por processo de amplificação, não mostraram nenhum produto amplificado, 
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sendo possível apenas notar a presença de restos de primers nas amostras, 

evidenciando assim os resultados já observados anteriormente. 

Com isso, utilizou-se o protocolo de extração 5, que consiste na extração do 

DNA utilizando todo o corpo da abelha. Os resultados obtidos estão na figura 4. 

 

Figura 4 – Resultado da extração de DNA através do protocolo 5. Nota-se a presença de bandas nas 

duas amostras. Ai1 – Utilizando a Abelha inteira (número 1); Ai2 – Utilizando a Abelha inteira (número 

2). 

 

Fonte: O autor. 

 

Ao contrário dos outros protocolos, nesse foi possível extrair DNA genômico 

total de boa qualidade, como evidenciado pela presença das bandas. Outros 

protocolos semelhantes foram utilizados por Waldschmidt et al. (1997) e Rowe et al. 

(1997).  Essas amostras DNA foram utilizadas para amplificação por meio da PCR 

com 5 microssatélites (MRJP3, MRJP5, Ap 243, Ap 049 e Ap 288). Os resultados 

obtidos encontram-se na figura 5. 
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Figura 5 – Produtos da extração amplificados utilizando marcadores moleculares do tipo SSRs. 

Amplificou-se duas amostras para cada marcador. Usou-se duas amostras diferentes (Ai1 e Ai2) para 

cada marcador. 

 

Fonte: O autor. 

 

É possível observar que todos os primers SSRs amplificaram fragmentos com 

tamanho entre 55 a 100pb. Também ressaltamos a presença de polimorfismo, pois é 

evidente a diferença do tamanho de amplificação para uma mesma região entre os 

indivíduos, sendo este requisito fundamental para realizar o estudo de variabilidade 

genética entre os indivíduos de uma mesma espécie.
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6 CONCLUSÕES 

 

O protocolo 5 mostrou-se o mais eficaz neste trabalho, sendo possível extrair 

um material de qualidade e posteriormente amplifica-lo via PCR. Mais protocolos 

podem ser testados para que seja possível realizar a extração a partir da asa da 

abelha, pois, por ser um método não-letal, tem muito a contribuir para estudos 

genéticos. Contudo, no programa de melhoramento genético das abelhas da UTFPR-

DV, o protocolo 5 será empregado para realizar a extração de DNA genômico total de 

abelhas operárias das colônias de A. mellifera da Unidade Ensino e Pesquisa (UNEPE 

- Apicultura). O presente trabalho foi de suma importância para que seja possível dar 

continuidade no projeto de análise de diversidade genética utilizando marcadores 

SSRs das colônias da UNEPE-Apicultura, sendo possível verificar que uma nova 

metodologia de seleção e coleta terá de ser analisada, levando em consideração o 

número de abelhas operárias de cada colônia será utilizado.
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