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Zootecnia/ Genética e melhoramento dos animais domésticos.
Palavras-chave: abelha rainha, genotipagem, Mrjp3.

Resumo: As colbnias de Apis mellifera africanizadas detém caracteristicas
produtivas as quais sdo transmitidas em parte pela rainha. Objetivou-se produzir
abelhas rainhas e avaliar as colénias matrizes selecionadas para producao de geleia
real. Foram utilizadas para extragcdo de DNA as seguintes coldnias matrizes: M9,
M11, M12, M14, M31, M35, M39 e M40. Crias pré-emergentes foram coletadas para
analises em genotipagem dos Alelos de Mrjp3. A etapa de extracdo de DNA
consistiu em trés fases: quebra das membranas celulares, limpeza de possiveis
contaminantes e precipitacdo do DNA. As coldnias recrias foram manejadas e larvas
foram transferidas para cupulas de producéo de rainhas. No entanto poucas rainhas
emergiram, devido as dificuldades de visualizacdo das larvas. Com a chegada do
inverno, ocorreram dificuldades para a producédo de rainhas durante os dias de
estiagem e frio. As coletas destinadas a extracéo e genotipagem dos alelos de Mrjp3
foram realizadas, as amostras foram armazenadas em freezer. Foram realizados os
manejos e a extracdo do DNA, ndo sendo possivel concluir as analises devido a
pandemia, a disponibilidade do laboratorio por fila de agendamento e limite de
pessoas para uso, 0 que acarretou atrasos na concluséo.

Introducao

As colbnias de Apis mellifera africanizada detém caracteristicas como a
producdo de mel, prépolis e geleia real as quais sdo transmitidas em parte pela
abelha rainha. O melhoramento genético se faz necessario a melhoria da
produtividade e deve ser realizado por meio da produgcéo de zangdes e abelhas
rainhas selecionadas (KERR,1972). Entre as varias ferramentas de selecdo, podem
se destacar a selecdo massal ou a que se utiliza meios genéticos, como marcadores
moleculares.

Entre os varios marcadores utilizados para as abelhas A. mellifera utiliza-se os alelos
da Mrjp3. Por meio da extracdo de DNA de amostras e, posteriormente, a
genotipagem, pode-se avaliar a aptiddo de cada col6nia e, consequentemente,
descobrir seus alelos (HOISINGTON; KHAIRALLAH e GONZALEZ-DE-LEON, 1994).
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A determinacdo do gendtipo de uma colbnia, contribui para a classificagdo de sua
aptidao. Direcionando assim a producéo desejada conforme os alelos (PARPINELLI;
RUVOLO-TAKASUSUKI; TOLEDO, 2013). Objetivou-se no presente trabalho o
manejo de manutencédo das colbnias matrizes, a extracdo de DNA de crias pupas de

operarias pré-emergentes e a realizacdo da genotipagem dos marcadores Mrjp3 das
amostras.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental de Iguatemi, no
Laboratério de Apicultura e Meliponicultura. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Genética Animal. Ambos da Universidade Estadual de Maringa.

Para a producdo de rainhas, utilizou-se quatro col6nias recrias, com sobreninhos,
cada colbnia contendo dois quadros porta-cUpulas compostos por dois sarrafos,
contendo 28 cupulas cada um. A producédo de rainhas foi de acordo com o método
Doolittle (1889). O procedimento para a transferéncia das larvas ocorreu no
laboratério o qual teve a temperatura controlada de 34°C a 36°C e umidade entre
60% e 70%. Para as coletas destinadas a extracdo de DNA e genotipagem, estas
foram realizadas em matrizes identificadas com um codigo interno M9, M11, M12,
M14, M26, M31, M32, M35, M39 e M40, coletando abelhas operarias em periodo de
crias pupas pré-emergéncia. As amostras foram obtidas em triplicatas contendo 10
individuos em cada tubo Falcon, com alcool 70°.

Foram utilizadas as seguintes solucdes tampédo para extracdo de DNA:
hidroximetilaminometano — acido cloridrico (TrisHCI); acido etilenodiaminotetracético
(EDTA); Cloreto de Sédio (NaCl) e Dodecil sulfato de soédio (SDS). A extragdo do
DNA consistiu na quebra das membranas celulares das amostras, em cada micro
tubo identificado foi adicionado o térax da abelha juntamente com 400 pL de
Tampao de Extracéo (Tris HCI, EDTA, NaCl e SDS). As amostras foram maceradas
e, apos, adicionados 8 pL de proteina K, para digerir as proteinas existentes. As
amostras foram incubadas em banho maria a 55°C por 60 minutos sendo agitadas a
cada 15 minutos e, posteriormente, centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm.

A segunda etapa ocorreu com a limpeza de possiveis contaminantes (proteinas e
outras moléculas) foi realizada a pesagem dos micro tubos e a centrifugacdo das
amostras a 12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionado
1 mL de Etanol 70% gelado e feito a pesagem dos micro tubos. Apos o periodo,
ocorreu a novamente a purificagdo do material com Cloroférmio: Alcool Isoamilico
(24:1) e Isopropanol gelado, as amostras permaneceram em overnight no freezer (-
20°C). Seguiu-se 0s mesmos passos anteriores, ao final as amostras foram
armazenadas a 4°C durante 3 dias para ocorrer a precipitacdo do DNA.

O DNA extraido estocado a -80°C até ser utilizado para amplificacdo na Reacdo em
Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). Por meio de
espectrofotometro Nanodrop® e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
eletroforese em gel de agarose.

A reacdo de PCR a fim de determinar o tamanho da regido Mrjp3 amplificada com os
primers forward (ATG TAATTT TGA AGA ATG AAC TTG) e reverse (TGT AGA TGA
CTT AAT GAG AAA CAC). A reacao de amplificagdo de cada amostra consiste de
20 uL de uma solucdo com agua Milli-Q, tampé&o de reacdo 1x Ludwig, 1,75 mM de
MgCI2, 0,5 mM de uma mistura de dNTPs, 0,5 uM de cada primer, 1 U de Taq
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polymerase (Promega) e 20 ng de DNA. O protocolo de amplificagdo é uma
desnaturacao inicial de 2 minutos a 94 °C, seguidos por 30 ciclos de 30s a 94 °C,
30s a 54 °C e 1 min. a 72 °C. Assim a reacao finalizada ap6s 10 minutos a 72 °C.
Para determinar o tamanho da regido amplificada, 10 pL da aliquota do produto da
PCR foram utilizadas na eletroforese em gel de agarose 1,7%.

Resultados e Discussao

Durante as revisbes das matrizes foram observados favos com presenca de
alimento e crias. Ao longo do experimento as quatro colénias recrias receberam
suplementacdo energética (agua + agulcar) para simular a entrada de néctar, para
manter e aumentar a populacdo. Apés o periodo de adaptacdo e alimentacdo, um
favo vazio foi inserido no centro de cada colbnia matriz, para que a rainha realizasse
a postura, assim tornando-se possivel encontrar larvas entre zero e 24h.

Realizou-se a diluicdo de geleia real em agua destilada (1:1), depositada uma gota
em cada cupula com uma pipeta Pasteur e uma lanterna, foram selecionadas larvas
de até 24h e por fim a transferéncia das larvas do favo para as cupulas com ajuda
de um transferidor chinés. Apos todas as cupulas preenchidas o quadro porta-
cupulas foi devolvido para a coldnia recria envolto em um pano para evitar choque
térmico das larvas com o0 ambiente externo e o0s quadros porta-cipulas
permaneceram 10 dias dentro da colmeia de producao de rainhas.

Poucas rainhas emergiram, devido a dificuldades de visualizacdo das larvas. Foram
comprados O6culos apropriados que funcionam como lupa. Com a chegada do
inverno, ocorreram dificuldades para a producédo de rainhas durante os dias de
estiagem e frio.

As coletas realizadas e armazenadas, a extragcéo e genotipagem dos alelos de Mrjp3
foram realizadas, em cada colénia e foram armazenados em freezer. O protocolo de
extracdo de DNA foi realizado e obteve-se material para realizacdo do PCR (Figura
1).

Figura 1 — a. Identificacéo de crias pré- Figura 2 — a. Micro tubos identificados contendo

emergente. b. Amostras coletadas. c. Micro as amostras de DNA,; b. Equipamento de
tubos contendo amostras e a solugédo tampéao realizacdo de PCR; c. Gel de agarose com as
para extracdo de DNA. d. Amostras na amostras de DNA; d. Gel com as bandas dos

centrifuga. alelos em etapa final da eletroforese.
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O treinamento da realizacdo do PCR e da eletroforese foram concluidas por meio do
acompanhamento de analises similares a deste trabalho, conforme Figura 2.

Conclusoes

Foram realizados os manejos e a extracdo do DNA, ndo sendo possivel
concluir as analises devido a pandemia, a disponibilidade do laboratério, por fila de
agendamento e limite de pessoas para uso, 0 que acarretou atrasos na concluséo
das analises.
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