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Qualquer caminho é apenas um caminho e nio constitui insulto
algum - para si mesmo ou para os outros - abandona-lo quando
assim ordena o seu coracdo. (..) Olhe cada caminho com
cuidado e atenciio. Tente-o tantas vezes forem necessarias...
Entio, faca a si mesmo uma pergunta: possui esse caminho um
coraciio? Em caso afirmativo, o caminho ¢ bom. Caso contrario

esse caminho ndo possui importancia alguma.

Carlos Castafieda, The Teachings of Don Juan
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RESUMO

A abelha Melipona scutellaris, pertence a subfamilia Meliponinae, e em
geral, ¢ facilmente distinguivel das outras, principalmente pela auséncia do
ferrdo. Ao longo de seu periodo evolutivo, elas conquistaram Varios habitats,
encontrando-se desde savanas até mata mesofilas, porém sua maior
diversidade e abundincia encontra-se nos tropicos do hemisfério sul. A
associagdo entre bactérias do género Bacillus e abelhas se mostra COmo uma
simbiose obrigatoria. Estas bactérias estdo relacionadas com a conversao,
fermentagdo e preservagdo do alimento estocado no interior da colméia. O
objetivo deste trabalho foi identificar as bactérias presentes no mel, polen e
contendo intestinal de M. scutelaris, e detectar a presenca de uma
interferéncia na amplificacdo do fragmento 16S do RNAr mt desta abelha
por bactérias simbidticas. Nos isolamos e identificamos nove espécies de
bactérias, sendo 4 do genéro Bacillus e 3 Enterobacteriacea. Escherichia coli,
Bacillus anthracis e B. laterosporus foram isoladas do polen, E. coli, B. alvei
e B. macerans do mel e Enterobacter € Klebsiella do intestino. Foram feitas
reacdes de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), utilizando
separadamente DNA da abelha inteira, somente do torax (sem o aparelho
digestivo) e das bactérias. Foi detectada a amplificagdo do fragmento 16S do
RNAr mt nas amostras de abelha e um fragmento de tamanho similar, e outro
de 790 pb nas amostras de bactérias. O fragmento amplificado nas bactérias
talvez ndo corresponda ao fragmento 168 do RNAr mt, porém, 0s primers
encontraram sitios de anelamento no genoma bacteriano. A presenca desses
sitios associada 2 alta sensibilidade da técnica de PCR, torna-se um problema
quando utiliza-se tecidos contaminados na extragio. Esse problema ainda
pode ser agravado por técnicas que usam baixas temperaturas de anelamento
(RAPD), néo correspondendo  portanto, a real distdncia genética dos
organismos em questao. Sendo assim, este trabalho mostrou inadequado o

uso de individuos inteiros (possivelmente contaminados) nas extragdes de
DNA para o uso em PCR.
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INTRODUCAO

No reino Animallia, os artropodes tém cerca de 34.000.000 espécies
das quais 80% pertencem a classe Insecta, sendo portanto, 0 grupo com maior
numeros de individuos, superando todos os outros grupos animais reunidos (Adis,
1990). Dentre a classe Insecta, a superfamilia Apoidea destaca-se por exibir
grande diversidade de habitats e pela complexidade de comportamentos que
culminaram em uma alta organizagéo social. A familia Apidae subdivide-se em
quatro subfamilias : Apinae (as abelhas meliferas), Bombinae (os primitivos
Bombus eussociais), Euglossinae (as mamangavinhas coloridas) e Meliponinae
(as abelhas meliferas sem ferrdo).

As abelhas da subfamilia Meliponinae, em geral, sdo facilmente
distinguiveis das outras, ptincipalmente pela auséncia do ferrdo e por ndo possuir
pélos nos olhos. Ao longo de seu periodo evolutivo, os meliponineos
conquistaram varios habitats, encontrando-se desde savanas até¢ matas mesofilas.
Contudo, sua maior diversidade e abundéncia encontra-se nos tropicos (regido
Neotropical e Indo-Malaia), porém certos taxa estdo restritos as zonas
subtropicais do hemisfério sul (Moure, 1961; Kerr & Maule, 1962; Camargo,
1989; Michener, 1990; Camargo & Pedro, 1992).



A importancia dessas abelhas reside no fato de apresentarem uma grande
associacdo com plantas e outros animais, inclusive o homem. Contudo, o
principal papel dessas abelhas ¢ serem as mais eficientes polinizadoras
conhecidas para a flora americana.

Desde a antigilidade, os Homens das Cavernas e, também nossos
indios, mesmo ndo dispondo das modernas técnicas de produgio e separagio dos
produtos das abelhas, simplesmente abocanhavam € saboreavam os pedagos dos
favos, que, além do mel, também continham: propolis, polen, geléia-real e larvas
de abelhas e, até conseguir tal objetivo, levavam como receita extra para resolver
seus problemas reumaticos € artriticos, centenas de ferroadas (Facchini,1996). Na
apicultura atualmente, extracm-se comercialmente de Apis mellifera, o propolis
que possui propriedades antibactericidas; geléia real com um alto valor nutritivo,
superior a0 leite normal e a0 colostro dos mamiferos ; pdlen que possui grande
utilidade como suplemento na dieta humana e um saboroso mel (Silva, 1996).
Contudo, no Brasil, a pratica da meliponicultura tem crescido consideravelmente
nos ualtimos anos. Além da maior especificidade dessas abelhas para com a flora
nativa, o mel dos meliponineos - menos concentrado que o de Apis - €

notavelmente mais procurado entre oS caboclos e os indios.

O mel é um liquido extraido dos potes (em meliponineos) e favos
(em apineos) , sob forma de dispersdo aquosa, € € composto por particulas de
véirios tamanhos, tais como jons inorganicos, sacarideos e polissacarideos,
proteinas, esporos de leveduras e grandes particulas de graos de polen. E
formado por cerca de 84% de solidos , sendo que, seus constituintes basicos sdo
a glicose (dextrose) e a frutose (levulose). Ele possuide 0,2 a 1.8% de nitrogénio,
70 a 90% de aminoacidos ou amidas € de 90 a 95% de carboidratos (incluindo-se
varios agucares, até mesmo 0s queé ndo fazem parte da seiva das plantas). O mel

fabricado pelas abelhas € produzido a partir do néctar da flores e contém também



varias enzimas (invertases, diastases, peptidases e proteinases) derivadas da
secrecdo das glandulas salivares e do trato digestivo das abelhas (Maurizio,

1975).

A principal fonte alimentar das abelhas, de uma forma geral, € o
polen e o néctar coletados diretamente de plantas (o néctar supre as necessidades
caloricas e o polen é o alimento proteico completo), com poucas excegoes, COMo
por exemplo, a preferéncia por carcacas de animais, em Trigona hypogea
(Gilliam et al., 1985) e abelhas que exercem atividade cleptobiodtica (roubam
alimento de colméias de outras espécies) como Lestrimelitta limao (Sakagami et
al. 1993). O pélen é uma fonte extremamente rica em proteinas, lipideos,
minerais e vitaminas. Contudo, a sua composi¢io quimica varia entre as espécies
de plantas, de acordo com a idade e quantidade de nutrientes disponiveis a

mesma, métodos de extragdo do pdlen e estocagem (Ramos, 1997).

As abelhas niio consomem o polen tal qual foi coletado no forrageio.
O polen ¢ estocado em potes dentro da colméia e sofre um processo de
fermentacdo. Essa fermentagdo parece ocorrer devido a adigdo de mel, néctar e
secrecdes glandulares, formando assim o chamado “pio-de-abelha” ou bee bread
(Gilliam et al.,1990). Analises desse polen estocado, bem como do conteudo
ntestinal das abelhas revelaram a presenga de uma grande microbiota, que €
extremamente diversificada, dependendo da espécie de abelha (Machado 1971,
Gilliam ef al., 1990). Segundo esses autores, a microflora intestinal das abelhas €
dominada por bactérias Gram variaveis (positivas e negativas), principalmente do
género Bacillus e Enterobacteriacea € fungos do género Penicillum e Aspergillus.

A associagio ecolbgica entre os Apoidea e as bactérias do género
Bacillus sdo bem documentadas (Machado 1971; Gilliam e? al. 1985; Gilliam et
al. 1990; Cano et al. 1994). Em 1971, Machado constatou a associa¢do entre

Melipona quadrifasciata e uma espécie de Bacillus, similar ao Bacillus pumilus,



e posteriormente, classificado como Bacillus meliponotrophicus. Ele relatou a
presenga desse microorganismo no polen, no tubo digestivo das abelhas e larvas ,
e no alimento alveolar. Esta bactéria apareceu em grande quantidade nas
secrecdes glandulares depositadas sobre o polen, e em baixo numero nos méis.
Analizando estas fontes , o autor verificou que o Bacillus meliponotrophicus atua
na pré-digestdo, fermentagdo do pélen e alimento alveolar , além de fornecer
protegdo ao alimento estocado, impedindo a competicio de outros
microorganismos. Constatou-se ainda que essa relagdo ¢ obrigatoria, pois quando
ministrou-se antibiéticos (penicilina e estreptomicina) ao xarope que as abelhas
usavam como alimento, constatou-se a consequente morte da colméia.

Gilliam et al. (1985) examinaram o alimento larval de Trigona
hypogea, que possui hébitos necrofagos, e encontrou cinco espécies de Bacillus.
Esta abelha substitui o polen por tecidos de animais mortos como unica fonte de
proteina. Bacillus pumilus foi o mais freqiiente, seguindo do B. megaterium, B.
subtilis, B. circulans e B. licheniformis. Essas bactérias foram ativas
metabolicamente e produziram varias enzimas, incluindo proteases, amilases ©
esterases, além de terem crescido em pH 4cido e tolerar altas pressodes osmaticas.
Uma grande variedade de enzimas produzidas por essas bactérias também foi
constatada por Gilliam et al. (1990), quando isolou-se bacilos de alimento larval,
méis e pélen estocados de uma colméia de Melipona fasciata, incluindo
aminopeptidases, fosfatases, lipases e glicosidases. Bacillus megaterium, B.
circulans e B. alvei foram identificados e foram encontradas grande quantidade
de substancias, como antibiéticos e 4cidos graxos que podem inibir a competi¢éo
de outros microorganismos, que causam a deteriorizagdo do alimento estocado,
particularmente em ambientes tropicais. Ramos (1997), analisando amostras de
propolis, mel, polen e contetido alveolar de Melipona scutellaris identificou doze
espécies de bactérias do género Bacillus, sendo os mais frequentes, B.

laterosporus (34,3%), B. firmus (11,9%) e B. circulans (10,4%). Essa relagéo



ndo parece ser recente, Cano ef al. (1994), estudou esta simbiose entre quatro
espécies extintas da abelha Proplebeia dominicana ¢ Bacillus spp. Essa simbiose
foi constatada por meio da amplificagio via PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) de DNAs extraidos do tecido abdominal dessas abelhas conservadas
em ambar, o qual foi estimado a idade de 23 a 40 milhdes de anos.

A técnica de PCR tem sido utilizada em varios estudos de
sequéncias especificas e aleatorias do DNA. Esta técnica envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento de DNA, na presenga
da enzima DNA polimerase, dNTPs e magnésio . Esta reagdo baseia-se no
anelamento e extencdo enzimatica de um par de oligonucleotideos ( primers,
pequenas moléculas de DNA fita simples) utilizados como iniciadores que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo da amplificagdo. Estes
primers sdo sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias de
nucleotideos sejam complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a
regidgo alvo. Um ciclo de PCR envolve 3 etapas: desnaturagdo, anelamento e
extensdo. A fita dupla do DNA alvo ¢é desnaturada através da elevagdo da
temperatura para 90-92°C. Na etapa de anelamento, a temperatura ¢ rapidamente
reduzida para 35-60°C, dependendo essencialmente do tamanho e sequéncia do
primer utilizado, permitindo a hibridagéo DNA-DNA de cada primer com as
sequéncias complementares que flanqueiam a regido alvo. Em seguida, a
temperatura ¢ elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase realize a
extensio a partir de cada terminal 3’ dos primers. Esta extensdo envolve 2
adigdo de nucleotideos utilizando como molde a sequéncia-alvo, de maneira que
uma copia desta sequéncia ¢ feita no processo. Este ciclo ¢ repetido algumas
dezenas de vezes até que se consiga a quantidade de DNA desejada (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

Em comparagio com os Apinae que possuem 8 espécies, das quais a

Apis mellifera tem 14 subespécies (Arias & Sheppard, 1995), os Meliponinae



possuem uma ampla yariabilidade genética com cerca de 300 espécies (Camargo,
1992), das quais pelo menos 100 estdo em perigo de exting@o, devido a varios
fatores, tais como: intensos desmatamentos em 4reas florestais; atuacdo de
meleiros que retiram o mel da colméia, descartando a ctria no chdo; criagdo
errbnea em meliponarios particulares com baixo numero de colméias, o que
possivelmente levara ao desaparecimento da espécie aproximadamente em quinze
geragdes, devido ao sistema genético de determinagdo de sexo (Camargo 1972;

Kerr et al. 1996).

O objetivo deste trabalho foi identificar as bactérias presentes no
mel, polen e contetido intestinal de Melipona scutellaris, e detectar uma
interferéncia na amplificagdo do fragmento 16S do RNAr mitocondrial desta

abelha por bactérias simbioticas.



MATERIAIS E METODOS

Material Biolégico

O material biologico utilizado nesse estudo foram abelhas da espécie
Melipona scutellaris, bem como polen e mel coletados nas colméias provenientes
do Meliponario Uberlandia. Foram coletadas abelhas nutrizes no interior da

colméias.

Cultivo das bactérias

As abelhas foram dissecadas em ambiente estéril e foi retirado o trato
digestivo, com este material fez-se um homogeneizado com 2 ml de agua
destilada e deionizada. Também foram retirados 2 g de polen e mel dos potes de
armazenamento das colméias ¢ preparados como descrito anteriormente.
Amostras desses homogeneizados foram plaqueados, sob condigdes estéreis, em
meio de cultura solido TSA (Trypticase Soja Agar) . Apds 24 horas em estufa, a
32 °C, observou-se o crescimento de varias tipos de colonias de bactérias.
Foram escolhidas as colonias mais abundantes. As colonias foram entdo
repicadas para certificar a sua purcza. Em seguida, foram estocadas em meio

liquido TSB (Tryptone Soya Broth) + 10% de glicerol. Semeou-se, entdo, as



colénias em meio de cultura solido McK (Mc Conkey), seletivo para Gram

negativas.

Identificacio das bactérias

A identificagdo foi feita como se segue:

1) Baseado em caracteristicas morfoldgicas das colonias, quando submetidas a
coloragdo de GRAM, e comparagdo com laminas permanentes feitas diretamente
do polen , mel e contetdo intestinal (Figuras 1,2 e 3);

2) Baseado no crescimento das coldnias em meios de culturas seletivos;

3) Testes Bioquimicos. Os testes utilizados na identificagdo das bactérias foram:

Amostras gram positivas: catalase, Voges Proskrauer (VP), fermentagio
de glicose, manitol, arabinose, xilose, utilizagdo de citrato, tioglicolato
(crescimento anaerdbio), crescimento em NaCl 7%, crescimento a 50°C, hidrolise
de amido e motilidade (Koneman et al., 1983).

Amostras gram negativas: oxidade, oxidacao/fermentagdo (OF), lactose,
Voges Proskrauer (VP), vermelho de metila (VM), utilizagio de citrato,
fermenta¢do de arabinose, ornitina, arginina, inositol, adonitol, sorbitol, indol,
TSI (Triplice Sugar Iron), uréia, motilidade, H2S (acido sulfidrico), LDC
(Lysinedecarboxylase), LIA (Lisine Iron Agar) (Koneman ef al., 1983).

Extracio do DNA bacteriano

Inoculou-se em erlenmayers individuais contendo 50 mi de TSB liquido,
amostras das bactérias ja purificadas e mantidas em estoque. Estes meios foram
mantidos em agitagdo por 24 horas a 180 rpm ¢ 32°C, para crescimento até o

momento da extra¢ao.



A seguir, realizou-se a extragao do DNA bacteriano seguindo o seguinte
protocolo:

1) Centrifugou-se Sml de cultura liquida de bactérias a 8.000 rpm por 10
min.;

2) Adicionou-se 500p1 da Solugdo I (SDS 1% (Duodecil Sulfato de Sédio);
EDTA 0,0005M; TrisCl 0,1M pH 8,0; NaCl 0,2M; proteinase K 100pg/ml),
15p! de proteinase K (10 mg/ml) e incubou-se a 50°C por 2 horas ou pernoite;

3) Adicionou-se 300ul de fenol e 200ul de cloroférmio e agitou-se por
suaves inversoes por 10 min.;

4) Centrifugou-se a 8.000 rpm por 10 min. e transferiu-se o sobrenadante
para outro microtubo;

5) Adicionou-se 15ul de RNAse (10mg/ml) e incubou-se por 1 hora a
37°C;

6) Adicionou-se igual volume de cloroformio, agitou-se suavemente e
centrifugou-se a 8.000 rpm por 10 min.;

7) Repetiu-se o passo 3 e 4 mais duas vezes;

8) Precipitou-se os acidos nucléicos pela adigéo de isopropanol gelado (2
volumes). Misturou-se por inversoes até que os acidos nucléicos se tornassem
visiveis;

9) Centrifugou-se a 13.000 rpm por 15 min. Descartou-se o sobrenadante €
adicionou-se 500pl de etanol a 70%. Centrifugou-se novamente a 13.000 por 10
min., descartou-se O sobrenadante e deixou o pellet secar;

10) Ressuspendeu-se o pellet em 100ul de ddH20;

11) Quantificou-se 0 DNA em Espectofotometro (GPC) € o qualificou em

gel de agarose 0,8%.
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Extracio do DNA de Melipona scutellaris:

Seguiu-se 0 seguinte protocolo:

1) Triturou-se separadamente amostras de abelhas inteiras e o térax sem
intestino, em nitrogénio liquido, depois adicionou-se 600ul da Sol. I (TrisHC1 2M
pH 7,2; NaCl 5M; EDTA 0,2M; Sucrose 50%) e transferiu-se para o microtubo;

2) Adicionou-se 600pl da Sol. II (TrisHC1 2M pH 7,2; EDTA 0,2 M; SDS
20%: Sucrose 50%; 40ul de DEPC; ddH20) e 15l de proteinase K e incubou-
se pernoite a 45°C;

3) Centrifugou-se a 2.000 rpm por 2 min., extraiu-se o sobrenadante e
centrifugou-se novamente a 6.000 rpm por 5 min.;

4) Retirou-se o sobrenadante, dobrou-se o volume com cloroférmio e
centrifugou-se a 3.000 por 2 min. Repetiu-se esse passo 2 vezes;

5) Adicionou-se 1/10 volume de NaCl 2M e 2 volumes de Etanol 100%
(temperatura ambiente) e colocou-se a -20°C pernoite;

6) Removeu-se do freezer e centrifugou-se a 13.000 rpm por 15 minutos;

7) Descartou-se a fase aquosa, mantendo somente 0 pellet no fundo do
microtubo. Entornou-se a fase aquosa (4lcool). Adicionou-se 500ul de Etanol a
70%. Misturou-se suavemente,

8) Pipetou-se para fora do tubo todo o etanol e deixou-se secar;

9) Checou-se o tamanho do pellet ¢ ressuspendeu-se em 50ul de ddH20
de acordo com o tamanho do pellet. Misturou-se bem para assegurar que o DNA
estivesse totalmente ressuspendido e retirou-se uma aliquota de 10ul da amostra

para correr em gel de agarose 0,8%.

Amplificacio do fragmento 16S do RNA ribossomal mitocondrial
Os primers usados: 875-16SmF (24 pb) e 874-16SIR (20 pb), foram

descritos para Apis mellifera por Cameron (1992) e flanqueiam o fragmento 165

do RNA ribossomal mitocondrial.
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Cada reagdo da PCR foi feita para um volume final de 20pl, contendo:
50ng de DNA gen6mico, 2mM de MgCl, 400pM de dNTPs , tampdo 1X da Taq
polimerase, 1 unidade de Taq polimerase e 6 pmoles de primer ¢ 0 volume final

foi completado com HyO ultra-pura.

Foi utilizado um termociclador (PTC-100™ , MJ Research, Inc.) com 0
seguintes condigdes: 95°C por 4 minutos; (39X) 94°C por 2 minutos, 52°C por
45 segundos, 72°C por 30 segundos e com Ultima extensdo de 72°C por 4

minutos.

Eletroforese e visualizacio dos produtos amplificados

Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose (1.2%), TBE
0,045M e 150V , visualizados ¢ fotografados em Image Master VDS, Pharmacia,

Biotech.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Identificacfo das bactérias

Pelo crescimento em meio McK, separou-se as coldnias em dois grupos: 5
colonias cresceram em McK, sendo classificadas como Gram negativas e 4
colonias ndo cresceram, sendo classificadas como Gram positivas. A confirmagdo
dessa classificagio se deu pela Coloragdo de Gram a partir do crescimento destas
em TSB liquido. As caracteristicas morfologicas das colonias foram observadas

quando semeadas em TSA e McK (Tabela 1).

A partir de 19 testes bioquimicos com as amostras Gram negativas (Tabela
2) ¢ 13 testes com as Gram positivas (Tabela 3), identificou-se por chaves
(Koneman et al., 1983) nove bactérias de habitos cosmopolitas (Tabela 4). Isto
est4 de acordo com o encontrado por Gilliam et al. (1990) para alimento larval ,
méis e polen de Melipona fasciata. O presente trabalho também esta de acordo
com Ramos (1997) que identificou as mesma flora bacteriana para Melipona
scutellaris, exceto uma Unica bactéria termofila (Bacillus stearothermophilus).

Geralmente a faixa de temperatura no interior das colméias desta abelha esta
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entre 28-34°C (Kerr, 1996) logo, parece improvavel que esta bactéria esteja
adaptada as essas condigdes, uma vez que seu habitat é em altas temperaturas, s€
mostrando como um provavel contaminacéo de autoclave.

O polen se mostrou como a fonte mais abundante em quantidade de
bactérias (Figura 1 e 2). Foram encontradas: Escherichia coli, Bacillus anthracis
e Bacillus laterosporus. Machado (1971), relatou esse fato para a flora
bacteriana de Melipona quadrifasciata. 1sto pode estar relacionado com a
constituigdo protéica do polen, a qual o faz um alvo potencial para a prolifera¢io
bacteriana. Outras consideracdes sao, a forma de barril dos potes, o fechamento
destes e a alta umidade no armazenamento, que podem também estar propiciando
esta proliferag@o.

No mel foram encontradas E. coli, Bacillus alvei e Bacillus macerans.
Esta fonte se apresentou como a mais restrita em quantidade de bactérias. Isso
pode estar relacionado a alta concentracdo de agucar (glicose e frutose) neste
meio. A identificacdo dessas bactérias despertou algumas davidas. Como estas
bactérias estariam sobrevivendo e reproduzindo nessas condicdes? Considerando
que B. macerans foi encontrado exclusivamente no mel (concordando com
Ramos 1997), qual seria o papel desta bactéria neste meio?

Por sua vez, foram encontradas no intestino, Enterobacter sp e Klebisiella
sp, correspondentes a0 grupo das enterobactérias presentes nomalmente na flora

intestinal de diversos animais.



Figura 1: Microscopia direta do polen, mostrando bacilos gram positivos

(1.000X)

Figura 2: Microscopia direta do pélen, mostrando bacilos gram negativos

(1.000X)
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Figura 3: Microscopia direta do contetdo intestinal de M. scutellaris

(800X)

Figura 4: Alguns testes bioquimicos utilizados para identificagdo das bactérias

15



- OAT}ESAU OJUSUIIVSAIO :-- ‘OAINISOd OJUSWLISIID “35030%] ;0] ‘WeId D 3q0

-oe[ /-0 Te[n3ax Ie[noiId elorewe/epIonsueL}eoedo | OUNSAUL 6

-oe[ / -D Te[n3al Te[noIIo e[orewe/eplonjsuelededo | ounsau] 8

-0®[ / -D 1en3al Ie[noo eporewe/epion|suelyeoedo | OUNSAU] L
+D Ie[n3al suuojnund gplon[suer/esuelq P 9
+9 R [(SERAL epednius/re[n3aLn eoueIq epron|suenesedo PN S
+D Ien3al Ie[NoII0 eorewre/epronjsuely/eoedo ud[od v
+D Ie[n3aL epednIus/Ien3aLi eouelq epronjsuenededo u9[0d €

- o'[/ -D Te[n3ar ©18Y0/JB[NOIID ejorewe/eplonjsuexededo [PIN ré

+oe]/-D  |ouSI(eSs o1uad/1e[nSa1| BABOUQD/TE[NIIIO epepoewe/epron[suelyeoedo|  US0J 1

VYD epiog opadsy J0) wABLA) BAISOMY

puodijopy 9p [eUNSUL OPNAIUOD 3 [SWl ‘usjod op SEpNqO SeLPIOEq 2

91

"BIPUB[Iq () OLIBUOdI[ON O SLLD][2]19$

p SBIUQ[0O SEp SeoI30[0JI0W SEONSHRIoRIR]) 1 BqE L



17

Tabela 2: Comportamento bioquimico das bactérias Gram Negativas, obtidas de

3 fontes em coldnias de M. scutellaris.

AMOSTRA 1 2 7 8 9
Oxidase _ _ B _ _
OF + + + + +
Lactose + _ _ _ _
VP + + + + +
VM + + + + +
Citrato _ B + + +
Arabinose + + B _ _
Ornitina _ B B B B
Arginina B 3 B _ -
Inositol + _ _ ~ _
Adonitol + B B B 3
TSI A/A A/A A/A K/A K/A
Urea _ + + +
Sorbitol + + +
Motilidade + B + +
H2S B _ B _ _
Indol _ _ _ _ _
LIA B B B B B
LDC + B + + +

Obs: A/A: comportamento acido/acido
K/A: comportamento basico/dcido
+: crescimento positivo

--: crescimento negativo
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Tabela 3: Comportamento bioquimico das bactérias Gram Positivas, obtidas de 3

fontes em colméias de M. scutellaris.

AMOSTRAS 3 4 5 6
Catalase + + + +
Arabinose _ B B +
Glicose + + + +
Manitol _ + B +
Xilose + B B _
Citrato B + B B

VP + + + +
Tioglicolato _ + + +
NaCl 7% B B B ~
Hemolise _ + + B
Hidrolise amido + + + 1
Reducio nitrato + + + +
Cresc. 50°C B B B B

Obs: +: crescimento positivo
--: crescimento negativo

Tabela 4: Espécies de bactérias obtidas em 3 fontes em colméias de M.
scutellaris, identificadas por chaves (Koneman, 1983) e suas respectivas origens.

AMOSTRA ESPECIE ORIGEM

1 Escherichia coli Polen

2 Escherichia coli Mel

3 Bacillus anthracis Poélen

4 Bacillus laterosporus Polen

5 Bacillus alvei Mel

6 Bacillus macerans Mel

7 Enterobacter sp Intestino
8 Klebsiella sp Intestino
9 Klebsiella sp Intestino
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Analise dos produtos amplificados

O gel A (Figura 6) mostrou a amplificagéo do fragmento 16S do RNAr mt
(594 pb) de 7 amostras da abelha Melipona scutellaris. As amostras 1,2,4,6¢7
mostraram a amplificagdo de um segundo fragmento (aproximadamente 720 pb).
Apenas uma das bactérias, a qual ndo foi identificada, mostrou um fragmento
de aproximadamente 790 pb. Essa bactéria até entio, ndo tinham sido
identificadas, e foi perdida por contaminagio do meio de cultura. A segunda
banda (720 pb) amplificada de Melipona scutellaris pode ter aparecido devido ao
fato de ter se usado na extragio do DNA, todo o individuo. Sabe-se que as
abelhas nutrizes manipulam constantemente o poélen fermetado para prover os
alvéolos de cria. Nesta manipulagdo ela se contamina com o polen, rico em
bactérias ( Figura 1,2 e 3).

No gel B (Figura 6) observou-se a amplificagdo do fragmento 16S do
RNAr mt na amostra T2 (torax 2) e na amostra I (abelha inteira), que por sua vez,
apresentou a amplificagdo de um segundo fragmento de menor tamanho (em torno
de 500 pb). A amostra Et (Enterobacter sp), apresentou a amplificacdo de um
fragmento similar ao fragmento 16S do RNAr mt, bem como a amostra Ba (B.
anthracis). A visualizagdo das duas bandas na amostra I (abelha inteira), ficaram
prejudicadas pelo baixo tempo de corrida (30 minutos) e concentragdo do gel
(1.2%). Sabe-se que essa concentragdo € indicada para fragmentos em torno de
600 a 1.2 Kb, logo impossibilitou a maior separagdo das bandas.

No gel C (Figura 6) observou-se a amplificagdo do fragmento 16S do
RNAr mt nas amostras T1, T2, T3 (térax), I (abelha inteira), e um fragmento de
similar tamanho em Ec (E. coli), Kl (Klebsiellla) , Ba (B. anthracis), Bv (B.
alvei). A amostra I apresentou a amplificagdo de um segundo fragmento de menor
tamanho (em torno de 500 pb), coincidente com o gel B, embora as temperaturas

de anelamento tenham sido diferentes (52°C para o gel C e 58°C para o gel B).
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800pb
Gel A 16S RNAr mt
TA: 52°C
MT1T2 T3 EcEc Et KI Kl Ba Bl By
g = . 16S RNAr mt
600pb-~ i
Dimeros de primers
Gel B
TA:; 58°C
T1T2 T31 Ec Ec EtKIKI Ba Bl By
800pb - 16S RNAr mt
Dimeros de primers
Gel C
TA: 52°C

Figura 6: Géis de agarose (1,2 %) mostrando a interferéncia na amplificacdo do
fragmento 16S do RNAr mt . As letras significam M: marcador, T1: torax 1, T2:
torax 2, T3: torax 3, I abelha inteira, Ec: Escherichia coli, Et: Enterobacter, Kl:
Klebsiella, Ba: Bacillus anthracis, Bl: Bacillus laterosporus, Bv: Bacillus alvei.
Bni: bactérias ndo identificadas, Ms: Melipona scutellaris, TA: temperatura de
anelamento.
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Embora no gel A tenha sido obtido a presenca de uma banda extra de 720
pb e nos géis B ¢ C uma banda de aproximadamente 500 pb nos produtos
amplificados de M. scutellaris, deve-se ressaltar que os individuos usados na
extragdo do DNA da abelha para o gel A (abelhas campeiras) foram diferentes
dos usados na extragdo para o gel B e C (abelhas nutrizes).

Esse fragmento normalmente tem sido usado em trabalhos de parentesco
filogenético. Ele codifica a subunidade maior do RNA ribossémico mitocondrial
e por ser altamente conservado, poderia estar sofrendo influéncia nas
amplificagdes por PCR. Pelos géis B e C observou-se que algumas dessas
bactérias amplificaram um fragmento de igual tamanho. Este fragmento talvez
ndo seja o 16S do RNAr mt, contudo observou-se que 0s primers encontraram
sitios de anelamento (mesmo em uma temperatura estringente, 58°C) no genoma
bacteriano. A presenga do sitios de anelamento associada a alta sensibilidade da
técnica de PCR, que a partir de uma tUnica cépia de DNA template apos 30
ciclos, obtém-se 1.073.741.764 copias do fragmento desejado (Cell Molecular
Biology, Animation PCR), torna-se um problema quando utiliza-se tecidos
(animais e vegetais) contaminados (virus, bactérias, etc..) na extracdo. Esse
problema ainda poderia ser potencializado para técnicas de PCR que usam baixas
temperaturas de anelamento (RAPD), levando a diferentes distdncias genéticas,
portanto ndo correspondendo 2 historia natural dos organismos.

A bactéria B. macerans nio foi utilizada nas reagdes de PCR, devido ao
fato de ter apresentado problemas na extragdo. Possivelmente, essa dificuldade
pode estar relacionada com algum papel especifico desse microorganismo no

mel, ja que s6 foi encontrado neste meio.
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CONCLUSAO

Encontrou-se uma grande flora bacteriana associada a esta abelha, onde o
polen se mostrou como a fonte mais abundante eém quantidade de bactéria, e o
mel a mais restrita, Bacillus macerans, s6 foi encontrado no mel, isto indica que
este microorganismo pode apresentar um papel especifico junto a este meio
(muito estringente para a maioria dos microorganismos).

A presencga da co-amplificagdo do fragmento 16S do RNAr mt de M
scutellaris por bactérias simbibticas mostrou inadequada a utilizacdo de
individuos inteiros (possivelmente contaminados) nas extragdes de DNA para o
uso na técnica de PCR.

Estudos posteriores precisam ser realizados para identificagdo completa da
flora  bacteriana das abelhas sem ferrdo, em busca de microorganismos de
interesse biotecnoldgico. Virias reagdes especificas de PCR devem ser
otimizadas e padronizadas para certificar que, as bandas amplificadas ndo sejam

contaminagdes durante a montagem das reagdes por tubos contaminados.
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