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Resumo  
 
 

LOPES, Denilce Meneses, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho, de 2008. 
Análises moleculares em Melipona rufiventris e Melipona mondury 

(Hymenoptera: Apidae). Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-Orientadores: 

Lúcio Antônio de Oliveira Campos e Tânia Maria Fernandes Salomão. 
 
 

Melipona mondury e M. rufiventris são duas espécies de abelhas indígenas 

sem ferrão morfologicamente bastante semelhantes. Estudos realizados com 

essas espécies utilizando diferentes tipos de marcadores moleculares mostraram 

baixa variabilidade genética. Além disso, populações de algumas regiões 

possuem características que sugerem que mais de uma espécie está recebendo o 

mesmo nome científico. Neste trabalho procurou-se otimizar ferramentas que 

pudessem ser utilizadas em estudos populacionais e evolutivos das duas 

espécies supracitadas, bem como de outras espécies de abelhas. Para isto, foram 

(1) desenhados primers microssatélites para Melipona mondury e M. rufiventris os 

quais foram também avaliados em outras espécies de meliponíneos, (2) foram 

comparados os niveis de polimorfismo encontrado utilizando primers específicos e 

primers heterólogos, (3) o gene do citocromo B foi parcialmente amplificado e a 

seqüência do mesmo foi comparada em populações das duas espécies e (4) 

padronizado um protocolo de citometria de fluxo, para determinação do conteúdo 

de DNA de abelhas e aplicação do mesmo em M. rufiventris, M. mondury e 

Scaptotrigona xantotricha. Utilizando-se a técnica de ISSR foram desenhados 10 

primers microssatélites para M. rufiventris e 11 para M. mondury e a diversidade 

genética nessas espécies foi estimada utilizando esses primers e os valores 

encontrados foram H = 0,47 e H = 0,38, respectivamente. Estes valores são 

superiores àqueles observados em amplificações nas quais se utilizaram primers 

desenhados para M. bicolor (H = 0,16 e H = 0,18 para M. mondury e M. 

rufiventris, respectivamente). Na análise de seqüências do citocromo B 

encontraram-se onze haplótipos que permitiram a separação de dois grupos 

distintos, evidenciando a existência de mais de uma espécie nas localidades 

estudadas. Por fim, a metodologia padronizada para determinação do conteúdo 

de DNA de abelhas forneceu histogramas, com valores de coeficiente de variação 



 viii

de 2,87 a 4,14%, o que demonstra a utilidade da mesma em estudos envolvendo 

abelhas. Os valores de conteúdo de DNA 1C encontrados para fêmeas de M. 

rufiventris, M. mondury e S. xantotricha foram C = 0.93 pg, C = 0,95 pg e C = 0,44 

pg, respectivamente, o que demonstra que o tamanho do genoma das duas 

espécies de Melipona foi cerca de duas vezes maior que o de S. xantotricha. Esta 

variação pode refletir diferenças na estrutura genômica das espécies analisadas. 

Entretanto, estudos adicionais deverão ser realizados no sentido de estudar o 

genoma de outras espécies de Melipona, bem como de outros gêneros de 

abelhas sem ferrão, a fim de verificar os processos envolvidos na expansão e/ou 

contração de seus genomas. 
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ABSTRACT 
 
 
LOPES, Denilce Meneses, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2008. 

Molecular analysis in Melipona rufiventris and Melipona mondury 

(Hymenoptera: Apidae). Adviser: Mara Garcia Tavares. Co-Advisers: Lúcio 

Antônio de Oliveira Campos and Tânia Maria Fernandes Salomão. 
 

Melipona mondury and M. rufiventris are two species of indigenous 

stingless bees which are very similar morphologically. Studies carried out with 

those species and different kinds of molecular markers revealed low genetic 

variability. Besides, populations of some regions revealed patterns which suggest 

that more than one species are receiving the same scientific name. Today, 

however, several methodologies make it possible to differentiate species and 

evaluate the genetic structure and the genic flow, besides supplying the basis for 

the understanding of other important aspects such as the genome evolution of 

different groups and organisms. So, in this work, it was tried to optimize tools that 

could help populational and evolutionary studies of the two mentioned species, 

which could also be used with other bee species. In order to achieve this, several 

methodologies were used: (1) the drawing of primers microsatellites for Melipona 

mondury and M. rufiventris and the evaluation of their amplification in other 

stingless bee species; (2) comparison between the polymorphism found with the 

specific primers and that of the heterologous primers; (3) analysis of the 

cytochrome B sequence and (4) standardization of the flow cytometry protocol, in 

order to determine the DNA content of bees and its use on M. rufiventris, M. 

mondury and Scaptotrigona xantrotricha. Using the ISSR technique, it was 

possible to achieve the drawing of 10 primers microsatellites for M. rufiventris and 

11 for M. mondury, which presented the following genetic diversity values: H=0,47 

and H=0,38, respectively. Those values were higher than those observed in 

amplifications in which it was used primers drawn for M. bicolor (H=0,16 and 

H=0,18 for M. mondury and M. rufiventris, respectively). In the analysis of 

cytochrome B sequences, eleven haplotypes were found which allowed the 

separation of three different groups, showing that could there are more than one 

species in these regions. Finally, the standardized methodology for the 

determination of the bee DNA content furnished good quality histograms, with 



 x

variation coefficient values of 2,87-4,14%. It demonstrates the usefulness of this 

methodology in studies involving bees. The DNA 1C content values found for 

females of M. rufiventris, M. mondury and S. xantotricha were C = 0.93 pg, C = 

0,95 pg and C = 0,44 pg, respectively, which reveals that the size of the genome 

of the two species of Melipona was about twice the size of the one belonging to S. 

xantotricha. This variation may show differences in the genomic structure of the 

species analyzed. However, further studies should be carried out to investigate the 

genome of other species of Melipona and other genders of stingless bees, in order 

to verify the processes involved in the expansion and contraction of their 

genomes. 
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Introdução geral 
 
 

1. Abelhas sem ferrão 
 

As abelhas constituem o principal grupo de polinizadores de plantas 

floríferas em diversos ecossistemas (Bawa, 1990; Neff e Simpson, 1993), além de 

terem amplamente reconhecida a sua ação na perpetuação de espécies 

silvestres, contribuindo assim para a manutenção do equilíbrio ecológico (LaSalle 

e Gauld, 1993). 

Elas formam o grupo mais importante de visitantes florais, pois são 

inteiramente dependentes das flores para a obtenção de recursos alimentares. 

Eriksson e Bremer (1992) verificaram que a taxa de diversificação específica é 

significativamente superior nos vegetais cujas famílias são polinizadas por 

animais e sugerem que a fidelidade dos polinizadores, especialmente a das 

abelhas, foi o fator mais importante na diversificação das Angiospermas. 

A importância das abelhas para as plantas não se resume ao transporte de 

grãos de pólen de uma flor para outra, mas, também ao fato de serem vetores 

bastante ativos e que, muitas vezes, promovem o cruzamento entre plantas 

separadas por grandes distâncias, o que garante a manutenção do ciclo de 

reprodução sexuada das plantas e, consequentemente, a disponibilidade de 

alimento para outros animais.  

Entre as abelhas sociais brasileiras, as pertencentes à tribo Meliponini, 

popularmente chamadas de “abelhas indígenas sem ferrão”, são as mais 

conhecidas e consideradas importantes polinizadores das árvores nativas. Este 

grupo de abelhas exibe ampla distribuição pelo mundo, sendo encontrado em 

regiões tropicais e subtropicais do hemisfério sul, nas Américas do Sul e Central, 

Ásia, Ilhas do Pacífico, Austrália, Nova Guiné e África (Camargo e Pedro, 1992). 

Muitas espécies de meliponíneos, entretanto, têm tido suas populações 

grandemente reduzidas e a perda da diversidade destas abelhas certamente será 

acompanhada pela perda de muitas espécies de plantas que dependem delas 

para polinização (LaSalle e Gauld, 1993). A principal causa dessa redução 

populacional é a destruição dos ambientes naturais, pois, estes insetos formam 

um grupo isolado e muito especializado, cujos indivíduos dependem das 
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características climáticas e florísticas de suas regiões de origem. Essa destruição 

tem sido causada por desmatamento, uso indiscriminado de agrotóxico, ação 

predatória de meleiros, que derrubam árvores para obter o mel, deixando o ninho 

aberto e exposto à ação de predadores e pela ação de madeireiros que cortam as 

árvores mais velhas e mais prováveis de serem utilizadas pelas abelhas para 

nidificação (Campos, 1998; Kerr et al., 1999).  

A transformação de grandes áreas de floresta em pequenas capoeiras, 

devido ao desmatamento, pode representar várias limitações ao desenvolvimento 

das populações, como diminuição de locais para nidificação e redução na 

disponibilidade de alimentos (Viana e Melo, 1987). Além disso, com a degradação 

ambiental, o número de colônias de meliponíneos na mesma área de reprodução 

torna-se menor do que na área original e essas populações podem desaparecer 

com grande rapidez (Menezes et al., 1993; Kerr et al., 1994). 

Entre as abelhas que têm sofrido grande redução populacional encontra-se 

Melipona rufiventris Lepeletier 1836, que no estado de Minas Gerais foi 

considerada como ameaçada de extinção, estando citada na edição de 1998 do 

“Livro Vermelho das Espécies Ameaçadas de Extinção da Fauna de Minas 

Gerais“ (Machado et al., 1998).  

As populações de M. rufiventris encontradas no sudeste brasileiro (desde a 

Bahia até Santa Catarina) foram consideradas como pertencentes a uma única 

espécie (Moure, 1975). No entanto, nesta extensa distribuição geográfica existem 

condições ambientais diversas e vários tipos de habitat associados.  

Moure e Kerr (1950) e Moure (1975) relataram variações morfológicas com 

relação ao padrão de coloração das cerdas corbiculares e tíbias para essa 

espécie quando indivíduos de diferentes regiões geográficas foram analisados. 

Posteriormente, Melo (2003) reconheceu que as diferenças morfológicas 

existentes entre a “forma” de M. rufiventris encontrada no cerrado e a “forma” 

encontrada em regiões de mata eram suficientes para que elas fossem 

consideradas espécies diferentes.  

Assim, atualmente, o nome M. rufiventris passou a ser utilizado apenas 

para a espécie encontrada no cerrado e a espécie encontrada nas regiões com 

vegetação típica de mata Atlântica passou a ser denominada M. mondury. 

Entretanto, como ressaltado por Melo (2003), o reconhecimento destas espécies 
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com base na morfologia é muito difícil, o que evidencia a necessidade de outros 

tipos de análises. 

Segundo Melo (2003), a espécie M. rufiventris, típica de cerrado, ocorre no 

Mato Grosso do Sul, São Paulo, Minas Gerais e Goiás. Pelo menos em Minas 

Gerais onde essa espécie tem sido bastante estudada, percebe-se uma 

diminuição dos locais onde é encontrada e ela já não é vista em áreas impactadas 

(Silveira e Campos, 1995). 

Melipona mondury, por sua vez, distribui-se ao longo da mata Atlântica, 

sendo encontrada nos estados da Bahia, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas 

Gerais, São Paulo, Paraná e Santa Catarina (Melo, 2003). O estado de 

conservação da espécie não é homogêneo ao longo de sua região original de 

distribuição e tem sua ocorrência limitada aos fragmentos remanescentes. 

Entretanto essa abelha parece ser mais exigente quanto ao tamanho e qualidade 

do fragmento e a densidade dos ninhos parece ser maior, nos fragmentos 

maiores, enquanto nos remanescentes florestais, que em geral, são fragmentos 

menores e pouco desenvolvidos, praticamente não se encontra a espécie 

(Tavares et al., 2008).  

A partir de estudos utilizando marcadores moleculares feitos com essas 

espécies, alguns questionamentos têm surgido quanto à taxonomia das abelhas 

provenientes das localidades de Brasilândia de Minas e Dom Bosco, no noroeste 

de Minas Gerais. Estas populações formaram um grupo separado de M. mondury 

e M. rufiventris quando foram analisadas por meio de aloenzimas, RAPD e 

microssatélites (Tavares et al., 2007) e, adicionalmente, se agruparam com 

amostras provenientes do Maranhão (Silva et al., 2007). Estes dados sugeriram 

que estas populações podem representar uma outra espécie de meliponíneo, 

ainda não descrita, (Melipona sp) (Tavares et al., 2007) que parece se estender 

ao norte e a oeste, pelos estados da Bahia e Goiás, até o Maranhão. O noroeste 

de Minas, portanto, representa o limite sul de sua distribuição. O Cerrado nativo, 

aí, está melhor preservado do que nas áreas de ocorrência da M. rufiventris. 

Porém, o avanço da agricultura também pode colocar em risco as populações da 

Melipona sp. 

 

 

 



 4

 2. Análises moleculares 
 

Atualmente, com o avanço das técnicas moleculares genômicas se torna 

cada vez maior o número de espécies estudadas, visto ser a molécula de DNA, a 

matéria prima para a diversidade (Sumner, 2006). Várias metodologias têm sido 

aplicadas para caracterização do genoma, as quais podem envolver o estudo de 

pequenas regiões, por meio de marcadores moleculares, o sequenciamento de 

genes e até mesmo do genoma inteiro ou o conhecimento sobre o conteúdo de 

DNA.  

Dentre as vantagens dos marcadores moleculares em relação aos 

caracteres morfológicos, podemos citar: possibilidade de serem classificados 

objetivamente, eliminando-se o problema da subjetividade, e o fato dos 

marcadores moleculares serem obtidos em grandes quantidades e poderem ser 

utilizados em estudos de relações filogenéticas em diversos níveis (Meyer, 1997).  

Como o estudo de todos os alelos presentes na população é impossível, 

torna-se importante a busca de marcadores genéticos que produzam estimativas 

da diversidade genética de uma população (Tregenza e Butlin, 1999). Nesse 

sentido, a biologia molecular é uma ferramenta importante que vem sendo 

utilizada em diversos estudos na genética de populações, existindo atualmente 

grande quantidade de marcadores moleculares que são utilizados em vários tipos 

de estudos. 

No início dos anos 80, diferentes experimentos demonstraram que os 

genomas de eucariotos possuem várias classes de seqüências repetitivas 

(Hamada et al., 1982; Tautz e Renz, 1984). Os microssatélites são as seqüências 

mais simples (Litt e Luty, 1989), possuem de 1 a 6 nucleotídeos de comprimento 

repetidos em tandem, são muito freqüentes e estão distribuídos ao acaso por todo 

o genoma.  

Dentre as características dos microssatélites que os tornam úteis em vários 

tipos de estudos, destacam-se o fato deles serem caracteres mendelianos, 

codominantes e altamente polimórficos. 

Os microssatélites são considerados uma região “instável” do genoma, no 

sentido de que estas regiões possuem uma taxa de mutação muito maior do que 

outros locos no mesmo genoma (Eisen, 1999). Essa “instabilidade” tem 
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conseqüências importantes como a produção de alelos polimórficos os quais têm 

sido muito úteis em diversos estudos (Sia et al., 1997).  

Locos microssatélites podem ser amplificados via PCR (Reação da 

polimerase em cadeia), utilizando-se primers que flanqueiam a região repetitiva. O 

polimorfismo encontrado, em geral, será uma diferença no tamanho dos 

fragmentos. Dessa forma cada elemento amplificado que possua um tamanho 

diferente representa um alelo diferente do mesmo loco (Ferreira e Grattapaglia, 

1998).  

Primers microssatélites já foram desenvolvidos para alguns insetos, tais 

como abelhas (Estoup et al., 1993; Estoup et al., 1994; Paxton et al., 1996; 1999b; 

Peters et al., 1998), vespas (Choudhary et al.,1993; Hughes e Queller, 1993), 

formigas (Evans, 1993; Gertsch et al., 1995) e thrips (Chapman e Crespi, 1998) 

possibilitando a realização de estudos sobre paternidade, utilização de 

espermatozóides quando ocorre acasalamento com mais de um macho e 

genética de populações (Paxton et al., 1999a; Peters et al.,1999; Paxton, 2000). 

Choudhary et al. (1993) e Hughes e Queller (1993) verificaram que os 

microssatélites são marcadores que apresentam altos níveis de polimorfismo, até 

mesmo em insetos onde se havia observado baixos níveis de variabilidade 

utilizando-se outros marcadores, como as aloenzimas. Em um estudo com a 

vespa Polistes annularis, por exemplo, seis locos microssatélites apresentaram 

uma heterozigosidade de 0,62 ao passo que 33 locos responsáveis pela 

codificação de aloenzimas apresentaram heterozigosidade de 0,035 (Hughes e 

Queller, 1993). Isso sugere que este tipo de marcador é uma poderosa ferramenta 

que pode ser utilizada em genética populacional. 

Devido à grande importância desses marcadores, alguns primers 

microssatélites foram desenvolvidos para os mais diversos fins e para várias 

espécies. Estoup et al. (1993) foram os primeiros a descreverem primers 

microssatélites para abelhas. Mas somente em 1995 os microssatélites 

começaram a ser utilizados para se verificar a estrutura genética de populações 

nestes organismos (Estoup et al., 1995). A partir disso, vários estudos têm sido 

feitos utilizando-se esse marcador molecular. 

Tavares et al. (2007) analisaram a diversidade genética das espécies 

Melipona mondury e M. rufiventris utilizando primers microssatélites desenhados 

especificamente para M. bicolor. Esses autores encontraram uma baixa 



 6

diversidade genética e muitos locos foram monomórficos. Uma das justificativas 

seria o uso de primers heterólogos visto que estes poderiam levar a não 

amplificação de alguns alelos (alelos nulos) acarretando uma menor diversidade 

(Pépin et al.,1995). Dessa forma primers específicos poderiam auxiliar nos 

estudos com essa espécie, visto o baixo polimorfismo encontrado com primers 

heterólogos.  

 A construção de primers microssatélites, entretanto, é a maior dificuldade 

desta técnica. Tradicionalmente, a estratégia de desenvolvimento de primers 

microssatélites envolve a construção de uma biblioteca genômica, hibridização 

com sondas contendo microssatélite, seqüenciamento dos clones hibridizados 

positivamente e desenho de primers flanqueando os microssatélites encontrados. 

Nesta estratégia tradicional, a etapa de seleção é trabalhosa e demorada, devido 

à baixa freqüência de clones contendo repetições microssatélites. O número de 

clones positivos obtidos, ou seja, contendo as repetições de interesse, 

normalmente, varia de 12% a menos de 0,04% do total de clones analisados 

(Zane et al., 2002).  

Assim, outras metodologias vêm sendo sugeridas de modo a superar as 

limitações impostas pela técnica tradicional. Uma destas envolve a construção e 

utilização de bibliotecas genômicas enriquecidas para alguns motivos SSR 

(Ostrander et al., 1992). Esta estratégica envolve um número de etapas 

relativamente grande. No entanto, a eficiência de seleção dos clones contendo 

microssatélites é bem maior que no método tradicional, sendo a eficiência de 

clones positivos obtidos de 40 a 50%. A pesquisa em bancos de dados de DNA 

de domínio público é outra alternativa utilizada (Yu et al., 1999), mas tal 

metodologia requer um número relativamente grande de seqüências de DNA 

publicadas, o que nem sempre acontece para a espécie de interesse. Nest et al. 

(2000), por sua vez, apresentaram uma metodologia, para o desenvolvimento de 

primers microssatélites, a partir da amplificação de seqüências internas simples 

repetidas (marcadores ISSR - Inter-simple sequence repeats). Esse procedimento 

é mais simples, mais barato e menos demorado quando comparado a outros 

procedimentos utilizados.  

Os marcadores ISSR (Inter - Simple Sequence Repeats) surgiram como 

um sistema de análise molecular, que apresenta a confiabilidade e vantagens dos 
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marcadores SSR (microssatélites – Simple Sequence Repeats), bem como a 

simplicidade do RAPD. A técnica se baseia na amplificação de seqüências 

localizadas entre dois microssatélites inversamente orientados. Os primers ISSR 

são seqüências de microssatélites, tais como (CA)n. As seqüências repetidas no 

genoma são selecionadas arbitrariamente e o padrão de amplificação de 

fragmentos observados em géis de eletroforese revela um grande número de 

fragmentos por primer (Wang, 2003). Os marcadores ISSR são dominantes, 

apresentam herança mendeliana e alta reprodutibilidade por utilizar primer de 

tamanho maior e a temperatura de anelamento mais elevada do que na técnica 

de RAPD. Além disso, os primers podem ser desenhados sem a necessidade de 

conhecimento prévio de alguma sequência específica.  

Tomando-se como base a metodologia proposta por Nest et al. (2000), os 

primers ISSR amplificam regiões compreendidas entre os motivos microssatélites, 

gerando fragmentos dos mais diversos tamanhos. Como no genoma existem 

regiões ricas em motivos microssatélites, em que se concentram diferentes 

repetições, os fragmentos gerados por ISSR-PCR têm alta possibilidade de 

possuírem microssatélites em seu interior. Além disto, pode-se tentar combinar 

mais de um primer ISSR em uma mesma reação PCR, para obter um maior 

número de bandas. Os fragmentos obtidos por PCR podem então ser purificados 

e clonados em vetor apropriado e os clones positivos serem seqüenciados. 

Posteriormente será feita uma análise da seqüência para verificar a presença de 

motivos SSR internos. Com esse método relativamente barato, regiões ricas em 

microssatélites podem ser amplificadas diretamente do DNA genômico e os 

produtos de PCR serem clonados, seqüenciados e primers serem desenhados 

flanqueando os microssatélites internos. 
 Essa metodologia permite o desenvolvimento de primers SSR quando há 

poucas seqüências disponíveis em bancos de dados para uma determinada 

espécie de interesse ou quando não há o acesso a bibliotecas genômicas ou 

recurso financeiro suficiente para a construção de tais bibliotecas. Atualmente, 

vários trabalhos utilizando essa metodologia podem ser encontrados 

demonstrando a eficácia e facilidade desta técnica (Kanchanaprayudh et al., 

2002; Francisco-Candeira et al., 2007; Provan e Wilson, 2007). 
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 O sequenciamento de genomas mitocondriais é outra ferramenta que tem 

se mostrado muito útil para estudos de filogenia molecular, uma vez que o 

número de haplótipos mitocondriais diferentes entre populações e entre espécies 

é alto, podendo assim, fornecer dados para o estudo da biologia e filogenia destas 

populações (Mitton, 1994). O DNAmt é uma molécula circular, pequena, com 

número de genes conservado, apresentando poucas exceções quanto ao número 

de genes. Normalmente, esta molécula possui genes para as subunidades 

ribossomicas 12S e 16S, citocromo B, subunidades da citocromo oxidase (CO I, II 

e III), 22 tRNAs, subunidades 6 e 8 da ATPase e 7 subunidades da NADH 

desidrogenase (Moritz et al.,1987). Ela apresenta uma herança materna, ausência 

de recombinação e regiões intergênicas pequenas ou ausentes (Moritz et 

al.,1987). Além disso, o DNAmt apresenta uma taxa de evolução muito maior do 

que genes nucleares. Esses fatores fazem com que o DNAmt seja muito utilizado 

em estudos filogenéticos e evolutivos (Arias et al., 2006).  

Seqüências de duas regiões do DNAmt (COI e cyt b) foram analisadas por 

Leys (2000) em estudos filogenéticos do gênero Xylocopa empregando os 

métodos de máxima parcimônia e máxima verossimilhança. Costa et al. (2003), 

com base em seqüências da região 16S do rDNA mitocondrial de 34 espécies de 

abelhas sem ferrão, estimou as relações filogenéticas entre elas. Arias e 

Sheppard (2005) relacionaram filogeneticamente várias espécies do gênero Apis, 

por análise de máxima parcimônia, sustentado por um estudo morfométrico 

dessas abelhas utilizando os genes ND2 do genoma mitocondrial e EF1 alfa do 

genoma nuclear.  

Análises filogeográficas preliminares foram relatadas por Pires (2007) que 

estudou as espécies M. mondury e M. rufiventris. Os dados obtidos diferenciaram 

três ramos definidos, sendo um de M. mondury e dois dentro da espécie M. 

rufiventris. Um destes dois ramos é formado por abelhas oriundas de Brasilândia 

de Minas e Maranhão, o que está de acordo com dados morfológicos e 

moleculares já mencionados. Estes resultados sugerem aproximação evolutiva 

entre as espécies do noroeste de Minas Gerais e colônias amostradas no 

Maranhão. 
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3. Análises do Conteúdo de DNA em insetos 
 

M. rufiventris e M. mondury têm sido bastante estudadas do ponto de vista 

populacional. Entretanto, não existem estudos sobre o tamanho do genoma 

destas espécies, o que poderia auxiliar na caracterização e diferenciação genética 

das mesmas. Para estimar o tamanho do genoma nuclear dois métodos são 

bastante utilizados: a citometria de imagem e a citometria de fluxo (Noirot et al., 

2005). A citometria de imagem é mais demorada e é utilizada quando se tem 

pouca disponibilidade de material. Quando existe material suficiente e 

disponibilidade de um citômetro a citometria de fluxo é o método mais vantajoso.  

A citometria de imagem, conhecida inicialmente como citofotometria, surgiu 

com os experimentos realizados por Caspersson, em 1936, nos quais foi 

quantificado o DNA nuclear não corado, por meio do cálculo da absorbância da 

luz UV pela célula. Com o surgimento dos primeiros microfotômetros, foi possível 

quantificar vários componentes celulares e atividade enzimática por meio do 

cálculo da absorbância de células coradas ou não. Posteriormente, núcleos 

tratados por meio da reação de Feulgen começaram a ser utilizados em estudos 

de quantificação do DNA nuclear (Chieco e Derenzini, 1999).  

Com o advento das vídeo-câmeras digitais e com o aumento da 

disponibilidade de computadores, passou-se a ter uma instrumentação adequada 

para os estudos em citometria de imagem com custos mais acessíveis e sem a 

necessidade de técnicos com grande especialização na aferição física constante 

do equipamento (Wied et al., 1983). O sistema de análise de imagens passou a 

substituir os equipamentos anteriormente utilizados, promovendo a disseminação 

da citometria de imagem como técnica adequada para a quantificação de DNA. 

Na citometria de imagem, o conteúdo de DNA celular é calculado a partir da 

medida da absorbância de núcleos intactos (Chieco e Derenzini, 1999) ou 

cromossomos (Clarindo, 2004 e Rosado, 2004) preparados em lâminas e corados 

por meio da reação de Feulgen.  

A citometria de fluxo é uma metodologia que envolve a análise das 

propriedades ópticas (dispersão da luz e fluorescência) de partículas em 

suspensão e foi desenvolvida originalmente como um método para rápida 

contagem e análise de células sanguíneas. No entanto, com a evolução da 
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técnica, tornou-se importante ferramenta de análise em muitas áreas de 

pesquisas biológicas (Dolezel, 1997), destacando-se por permitir o monitoramento 

do ciclo celular e suas alterações (Rabinovitch, 1994) e por possibilitar também a 

detecção de aneuploidias (Kawara et al., 1999) e apoptose (Vermes et al., 2000). 

O citômetro de fluxo avalia a intensidade relativa de fluorescência de 

núcleos isolados a partir de células obtidas de tecidos não-proliferativos, 

resultando em um histograma típico, em ciclos celulares normais. Nestes 

histogramas, o maior pico corresponde ao número de núcleos na fase G0/G1 e o 

pico menor ao número de núcleos na fase G2, enquanto a região entre os dois 

picos corresponde ao número de núcleos em fase S (Galbraith et al., 1983; Price 

et al., 2000; Dolezel e Bartos, 2005). 

Para estimar o conteúdo de DNA nuclear por citometria de fluxo, 

suspensões de núcleos e/ou células permeáveis são coradas com fluorocromos 

DNA-específicos e a quantidade de luz emitida é quantificada (Dolezel e Bartos, 

2005). Segundo Dolezel (1997) a posição do pico G0/G1 no histograma da 

amostra analisada é comparada com a posição do pico de uma amostra padrão, 

que tem seu conteúdo de DNA já estabelecido. Desse modo, o tamanho do 

genoma nuclear é determinado em picogramas (pg) de DNA ou, quando é 

realizada a conversão, em mega pares de bases (Mpb); sendo que 1 pg de DNA 

representa 978 Mpb (Dolezel et al., 2003). 

Para a realização de análises quantitativas na citometria de fluxo algumas 

condições devem ser obedecidas: 1 – os núcleos ou células devem ser isolados 

em quantidade suficiente, devem permanecer intactos, e não deve ocorrer 

degradação ou modificações na macromolécula de estudo (DNA, RNA ou 

proteína); 2 – a coloração do DNA ou RNA deve ser específica e estequiométrica 

tanto para os núcleos da amostra como para o padrão e 3 – o tamanho do 

genoma do padrão deve ser conhecido (Dolezel e Bartos, 2005). 

Para estimar o conteúdo de DNA por meio do citômetro de fluxo cora-se 

núcleos em suspensão com fluorocromos. Vários fluorocromos são 

freqüentemente utilizados na citometria de fluxo: iodeto de propídeo, brometo de 

etídeo, Hoechst 33258, 4’,6’-Diamidino-2-feniindole (DAPI), mitramicina e 

Cromomicina A3. 

Dolezel et al. (1992) relataram que o uso de fluorocromos que se ligam 

preferencialmente a regiões do DNA ricas em AT ou GC pode causar erros, e 



 11

recomendou o uso de fluorocromos intercalantes para mensurar a quantidade de 

DNA nuclear de uma espécie. Os valores de conteúdo de DNA obtidos com iodeto 

de propídeo são estatisticamente mais próximos aos obtidos pela citometria de 

imagem em comparação com o DAPI. Neste sentido, tem havido um consenso 

para quantificação do DNA nuclear de uma espécie, recomendando-se a 

utilização de fluorocromos intercalantes (Noirot et al., 2002; Dolezel e Bartos, 

2005). 

Essa metodologia introduziu um novo escopo de estudo, principalmente 

pela possibilidade de aplicação em estudos taxonômicos, filogenéticos, evolutivos 

e programas de seqüenciamento genômicos. Dentro desta linha de pesquisa, uma 

ampla fonte de dados pode ser obtida e associada como o número 

cromossômico, poliploidia, estabilidade genômica em cultura de tecidos e estudo 

de ciclo celular. Estes dados também podem ser utilizados nas avaliações de 

variabilidade intra e interespecífica (Volgmayr e Greilhuber, 1998; Schifino e 

Wittmann, 2001; Noirot et al., 2002) e análises de correlações entre o tamanho do 

genoma e características fisiológicas, bem como estudar o efeito ambiental no 

tamanho do genoma (Nardon et al., 2003).  

Apesar desta importância, o tamanho do genoma de vários grupos de 

insetos permanece completamente desconhecido. A falta de informações sobre o 

tamanho do genoma dos insetos, em particular, é extremamente surpreendente, 

dada a grande diversidade deste grupo. Das 535 espécies de insetos cujo 

conteúdo de DNA já foi quantificado (Gregory, 2008), a maioria pertence às 

ordens Diptera (moscas), Coleoptera (borboletas), Orthoptera (gafanhotos) e 

Hemiptera (afideos); na maioria dos casos, com poucas famílias incluídas. Várias 

ordens de insetos são representadas por menos do que cinco espécies e, muitas 

ordens não têm representantes. 

A maioria dos genomas de insetos medidos até agora, estão na faixa de 

0,2 - 1,5 pg. Notáveis exceções incluem os grilos e os gafanhotos (1,5 - 16,9 pg), 

libélulas (1,5 – 2 pg), percevejos (0,2 - 6,2 pg) e baratas (2 – 3 pg). A 

característica comum destes insetos é o fato deles serem hemimetábolos. 

Nenhuma das ordens de holometábolos analisadas até agora (Diptera, 

Coleoptera, Hymenoptera e Lepidoptera) parece apresentar membros com 

genoma maior do que 2 pg (Gregory, 2008). 
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No caso específico dos himenópteros, apenas 50 espécies: quatro abelhas 

(Jordan e Brosemer 1974; Crain et al. 1976; Rasch et al. 1985; Petitpierre 1996; 

Gadau et al. 2001), cinco vespas (Rasch et al. 1975, 1977, 1985; Johnston et al. 

2004) e quarenta e uma formigas (Li e Heinz 2000; Johnston et al. 2004; Tsutsui 

et al., 2008) tiveram seu conteúdo de DNA determinado e destas, apenas 3 

pertencem à família Apidae: Apis cerana, A. mellifera e Bombus terrestris. Nestes 

casos, o conteúdo de DNA variou de 0,17 pg (espermatozóides e hemócitos de 

Apis melifera) a 0,42pg (células musculares de Bombus terrestris) (Gregory, 

2008). 

Portanto, considerando-se o pequeno número de espécies de 

Hymenoptera que tem seu conteúdo de DNA determinado, pode-se dizer que 

pouco se sabe sobre o tamanho do genoma e a evolução do mesmo, neste grupo. 

Os dados obtidos poderão ser utilizados o entendimento de aspectos importantes 

da evolução do genoma, e ainda relacioná-los com características importantes 

dos himenópteros como a sociabilidade.  

Assim, com o presente estudo pretendeu-se desenhar primers 

microssatélites específicos para M. rufiventris e M. mondury; comparar os níveis 

de polimorfismo encontrados para estas duas espécies quando se utiliza primers 

específicos e primers heterólogos; esclarecer dúvidas a respeito da taxonomia de 

abelhas do complexo rufiventris de algumas regiões brasileiras, por meio do 

seqüenciamento de um gene mitocondrial (Cyt B) e, padronizar um protocolo de 

citometria de fluxo para determinação do conteúdo de DNA de abelhas e aplicar o 

mesmo em M. rufiventris, M. mondury e Scaptotrigona xantotricha. 
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Caracterização de locos microssatélites para a abelha sem ferrão 
Melipona rufiventris (Hymenoptera: Apidae)  

 
 
 

Resumo: Dez primers microssatélites foram desenvolvidos, a partir de 

seqüências de marcadores ISSR (Inter-simple Sequence Repeats), para a abelha 

sem ferrão Melipona rufiventris. Esses primers foram testados em 20 indivíduos 

de 10 colônias. O número de alelos por loco variou de 2 a 5 (média=3,2) e a 

diversidade genética variou de 0,10 a 0,76 (média=0,47). Diversos locos 

estudados com o auxílio desses primers também foram polimórficos em M. 

quadrifasciata, M. bicolor, M. mandacaia e Partamona helleri, o que mostra que 

estes primers microssatélites são úteis em estudos populacionais de abelhas sem 

ferrão.  
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 Melipona rufiventris faz parte de um grupo de abelhas nativas do Brasil, 

conhecido como “abelhas indígenas sem ferrão”. Devido à ação de meleiros, 

queimadas e destruição do habitat natural, as populações destas abelhas têm 

sido drasticamente reduzidas e muitas delas se encontram ameaçadas de 

extinção em algumas regiões do país. Assim, existe um interesse crescente no 

desenvolvimento de marcadores genéticos que auxiliem no estudo da diversidade 

genética destas abelhas e que, portanto, possam ser utilizados no intuito de obter 

dados que permitam estabelecer estratégias para sua preservação. 

Microssatélites são marcadores moleculares muito úteis em estudos 

populacionais devido ao seu alto grau de polimorfismo, codominância e 

multialelismo. Peters et al. (1998) caracterizaram primers microssatélites para a 

espécie M. bicolor. Estes primers foram utilizados em estudos populacionais em 

algumas espécies de abelhas, incluindo M. rufiventris (Tavares et al., 2007). A 

análise populacional de M. rufiventris, no entanto, evidenciou que muitos locos 

foram monomórficos e que a diversidade genética encontrada foi baixa (H = 0,07) 

(Tavares et al., 2007). Segundo Pépin et al. (1995), este fato poderia ser 

explicado pelo uso de primers heterólogos, que subestimam a variabilidade 

genética.  

 Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar microssatélites 

para a espécie M. rufiventris, a partir de ISSR (inter-simple sequence repeats), 

uma metodologia que vem sendo aplicada em estudos populacionais com 

diversos organismos (Kanchanaprayudh, et al., 2002; Francisco-Candeira et al., 

2007; Provan e Wilson, 2007).  

A técnica de ISSR baseia-se na amplificação de regiões presentes entre 

seqüências microssatélites por um único primer que se ancora na região 

microssatélite. No presente estudo, as amplificações foram realizadas em um 

termociclador PTC-100® (MJ Research) utilizando o DNA extraído de um 

indivíduo de M. rufiventris e os seguintes primers ISSR: (CA)8G, (GA)8YG, 

(TG)8RC, (GATA)2(GACA)2 e DVD(TC)7. O programa de amplificação consistiu de 

um passo inicial de desnaturação a 94°C (3 min), seguido por 40 ciclos a 92°C 

(1min), 55°C (2min) e 72°C (2 min) com uma extensão final a 72°C (7 min). As 

amplificações foram conduzidas em volumes de 25 μl consistindo de 0,2 μM 

primer, 8 μM de dNTP, 0,5 U Taq DNA polimerase (Phoneutria), 1X do tampão de 

PCR e 20 ng de DNA genômico. Os fragmentos ISSR foram purificados e ligados 
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no vetor pGEM T-Easy (Promega) segundo instruções do fabricante. Após 

transformação em E.coli DH5α, 32 clones positivos foram seqüenciados. As 

análises mostraram que os fragmentos seqüenciados apresentavam 

microssatélites correspondentes aos primers ISSR. Além disso, 12 clones 

apresentaram algum tipo de seqüência interna correspondente a um ou mais 

microssatélites. A análise destas seqüências permitiu o desenho de 10 primers 

microssatélites a partir do programa OligoExplorer 1.2 (Tabela 1). Estes primers 

foram testados em 20 indivíduos de M. rufiventris, provenientes de 10 colônias. As 

amplificações de PCR foram conduzidas em reações de 10 μL contendo 12,5 ng 

de DNA genômico, 1X Promega Taq tampão de PCR, 0.5 ou 0,25 μM de cada 

primer forward e reverse, 0.1 mM de dNTP, 1,5 ou 1,0 mM MgCl2, e 1 U Taq DNA 

polimerase (Promega). As condições para o PCR foram: 94°C (3 min), seguido 

por 40 ciclos a 92°C (30 s), temperatura de pareamento específica para cada 

primer (1 min) e 72°C (30 s) com um passo de extensão final a 72°C (5 min). Os 

produtos foram separados em gel de poliacrilamida não desnaturante 8%. Valores 

para a diversidade genética de Nei (H) e testes para o equilíbrio de Hardy-

Weinberg (HW) foram calculados utilizando o programa Popgene 1.31. Os 10 

locos foram polimórficos com um número de alelos variando de 2 a 5 (média=3,2) 

e valores de diversidade genética variando de 0 a 0,76 (média=0,47). Apenas o 

loco Mru04 estava em equilíbrio HW. Os locos Mru08, Mru09 e Mru10 foram 

obtidos da mesma sequência. Vários destes locos também foram polimórficos em 

M. quadrifasciata, M. bicolor, M. mandacaia e Partamona helleri (Tabela 2), o que 

demonstra que os mesmos podem ser utilizados em estudos genéticos de outras 

espécies de abelhas sem ferrão.  
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Tabela 1: Caracterização dos 10 locos microssatélites desenvolvidos para 
Melipona rufiventris.Entre parênteses o número de acesso no GenBank. 

 

 

A, número de alelos, H, diversidade genética. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Loco 

 
Repetição 

 
Tamanho 
(pb) 

 
Ta 
(oC) 

 
Sequencia do Primer  (5`- 3`) 

 
A 

 
H 

Mru03 
(EU678247) (AG)6 e (CGTT)6 120 63º F: AGAGAGAGAGAGAGACGC  

R: GGTGAAAGGAGAACGAAC   4  0,72 

Mru04 
(EU678248) (AG)4GG(AG)2G(GA)5 115  62º F:TTATCCTTGGCTCGACTC 

R: GATGTTCTCCACCTTCGT    2  0.10 

Mru05 
(EU678249) (TA)8 103 52º F: CAGAGATGGAAAGAACGG 

R: AAGAGATTTGCTGGAACG  2  0,26 

Mru06 
(EU678250) (AC)5 109  57º F:GGCGAAATTAGCGATACT 

R: TAACAGCGTAGAGAAAGG  2  0,18 

Mru08 
(EU678251) (CGAG)6 143  62º F:ATAAATCACGCACACTTG 

R: TCGAAAATTGCACTCTCG  2  0,26 

Mru09 
(EU678253) (GA)7AA(GA)3 139  64º F:GTGATACCTCCGTGGAAC 

R: CTTCGCCAGAGACATCGC  4  0,71 

Mru10 
(EU678253) (GAA)9 109  62º F:GTTATCGCGTTTCGTCTG 

R: CTCTTGGTTTCTCTCACA  4  0,56 

Mru11 
(EU678253) (GA)11 e (AAG)4 121  60º F:ACGATTAGACTGTGAGAG 

R: CGCTCTTTATTCCATCCA  5  0,76 

Mru12 
(EU678252) (GA)8GG(GA)4 121  58,5º F:GATAGATAGACAGACAGG 

R: GTGTAATCCGTTTAAGGG  4  0,58 

Mru14 
(EU678254) (TCG)8TT(GTC)4 136  62,5º F:GCTGTTTCCCTGTTCGAG 

R: CCCCTATCTTTTATGCCG  3  0,64 

Média     3,2 0,47 
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Tabela 2: Número de alelos microssatélites observados em cinco espécies de 

meliponíneos, utilizando primers microssatélites desenhados para 
Melipona rufiventris.  

 
 
 

 Espécies     

 
Loco 
 

 
M. rufiventris M. quadrifasciata M. bicolor M. mandacaia P. helleri 

Mru03 4  5 2 4 1 

Mru04 2  - - - - 

Mru05 2  3 3 2 - 

Mru06 2  1 2 1 3 

Mru08 2  1 2 - - 

Mru09 4  4 3 3 1 

Mru10 4  2 3 - - 

Mru11 5  - - - - 

Mru12 4  1 5 1 - 

Mru14 3  3 2 3 3 
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Capítulo 2 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nota científica sobre a caracterização de locos 
microssatélites para Melipona mondury  

(Hymenoptera: Apidae)* 
 
 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: Hymenoptera, Melipona, microssatélite, ISSR, variabilidade 

genética  
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Caracterização de Locos Microssatélite para Melipona mondury  
(Hymenoptera: Apidae) 

 
Os microssatélites constituem uma classe de marcadores muito utilizada 

em estudos populacionais, filogenéticos e de parentesco em virtude do seu alto 

grau de polimorfismo, co-dominância e alta reprodutibilidade (De la Rúa et al., 

2001; Oliveira et al., 2006). Seqüências microssatélites são amplificadas por PCR 

utilizando-se primers que flanqueiam as regiões de repetições, sendo o 

desenvolvimento destes primers, a etapa limitante no uso desses marcadores. 

Considerando esta dificuldade, existem primers microssatélites desenvolvidos 

para apenas três espécies de abelhas sem ferrão, Melipona bicolor (Peters et al., 

1998), Scaptotrigona postica (Paxton et al., 1999) e Trigona carbonaria (Green et 

al., 2001). Entretanto, considerando-se a diversidade de espécies de abelhas sem 

ferrão existente e a importância das mesmas como agentes polinizadores em 

ambientes naturais e cultivados (Kerr et al., 1994, 1996; Heard 1999), torna-se 

urgente o desenho de outros primers espécie-específicos para meliponíneos.  

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar primers 

microssatélites específicos para M. mondury, espécie de abelha sem ferrão que 

se distribui ao longo da mata Atlântica dos estados da Bahia, Espírito Santo, Rio 

de Janeiro, Minas Gerais, São Paulo, Paraná e Santa Catarina (Melo, 2003). Os 

primers foram desenvolvidos por metodologia proposta por Nest et al. (2000), que 

se baseia na amplificação de seqüências localizadas entre dois microssatélites 

inversamente orientados (ISSR - Inter-simple sequence repeats). Por ser um 

procedimento mais simples e menos demorado quando comparado a outros 

procedimentos utilizados para este objetivo, esta metodologia vem sendo 

bastante empregada para o desenho de primers microssatélites.  

 Para o desenvolvimento dos primers, o DNA extraído de um indivíduo de 

M. mondury foi amplificado utilizando os seguintes primers ISSR: (GA)8C, (CT)8T, 

(CA)8G, (AC)8T, (AC)8G, (AG)8YC, (GA)8YG, CCGACTCGAG(N)6ATGTGG, 

(AC)8RG, (AC)8YA, (TG)8RC, (CCG)6, (CTC)6 e CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA. 

O programa de amplificação consistiu de um passo inicial de desnaturação a 94°C 

(3 min), seguido por 40 ciclos a 92°C (1min), 55°C (2min) e 72°C (2 min) com uma 

extensão final a 72°C (7 min). As amplificações foram conduzidas em volumes de 

25 μl consistindo 0,2 μM primer, 8 μM de dNTP, 0,5 U Taq DNA polimerase 



 30

(Phoneutria), 1X do tampão de PCR e 20 ng de DNA genômico. Os fragmentos 

ISSR foram purificados e ligados no vetor pGEM T-Easy (Promega) segundo 

instruções do fabricante. Após transformação em E.coli DH5α, 55 clones positivos 

foram seqüenciados.  

Os resultados mostraram que alguns fragmentos seqüenciados 

apresentavam microssatélites correspondentes aos primers ISSR nas 

extremidades 5’ e 3’, bem como microssatélites internos. As análises destas 

seqüências permitiram o desenho de onze pares de primers microssatélites para 

M. mondury.  

Estes primers foram testados amplificando-se o DNA de 20 indivíduos de 

10 colônias de M. mondury e 20 indivíduos em cada uma das seguintes espécies: 

M. quadrifasciata, M. bicolor, M. rufiventris e Partamona helleri. As amplificações 

foram conduzidas em reações de 10 μL contendo 12,5 ng de DNA genômico, 1X 

Promega Taq tampão de PCR, 0.5 ou 0.25 μM de cada primer forward e reverse, 

0.1 mM de dNTP, 1.5 ou 1.0 mM MgCl2, and 1 U Taq DNA polimerase (Promega). 

As condições para o PCR foram: 94°C (3 min), seguido por 40 ciclos a 92°C (30s), 

temperatura de pareamento específica para cada primer (Tabela 1) (1 min) e 72°C 

(30 s) com um passo de extensão final a 72°C (5 min). Os produtos da 

amplificação foram separados em gel de poliacrilamida 8% e o programa 

POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999) foi utilizado para calcular a diversidade 

genética de Nei (H), testar o desvio dos locos quanto ao equilíbrio de Hardy-

Weinberg e o desequilíbrio de ligação.  
Dentre os 11 locos testados nove foram polimórficos (81,8%) com um 

número de alelos variando de 1 a 6 (Tabela 1). Os valores de diversidade 

genética variaram de 0,0 a 0,78 (média: 0,38). Apenas o loco Mmo15 não estava 

no equilíbrio de HW ao nível de 5% e nenhum loco apresentou desequilíbrio de 

ligação. 

Estes onze primers microssatélites foram testados em M. quadrifasciata, M. 

bicolor, M. rufiventris e Partamona helleri (Tabela 2) e, o sucesso nos resultados 

obtidos demonstra a utilidade dos mesmos em estudos genéticos com outras 

espécies de meliponíneos.  
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Tabela 1: Caracterização dos 11 locos microssatélites desenvolvidos para 

Melipona mondury. Entre parênteses o número de acesso no 
GenBank. 

 

A, número de alelos, H, diversidade genética. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Loco Repetição  Tamanho
(pb) T ºC Seqüência do primer (5’-3’) A 

 
H 
 

Mmo03 
(EU735180) (TAAA)3 

 
133 50º F :  GGTGAAAAGGGGATGAAG 

R: ACTGCGTAAAACGAAGAC 1  0,0 

Mmo06 
(EU735181) (GA)3(AG)3 

 
147 60º F :  AAAGGGTGGAAACGATGT 

R: CCCCGATAGATTAACACG 1  0,0 

Mmo08 
(EU735182) (CTTT)2CT(CTTT)3 

 
104 59º F :  C G A G C T G A A A G G G C G T T 

R: TCCTCTCTTTTGGTGGTC 2  0,18 

Mmo10 
(EU735182) (GAA)5 

 
106 60,5º F :  A G A G A G A C G A A G C G A A G 

R: ATGACAACCGATCACGA 2  0.18 

Mmo11 
(EU735183) (AG)3GG(AG)6 

 
116 57º F:  AGAGAGAGACAGAGAGAA  

R: CGACCCATATTTTCCGAG  2  0,38 

Mmo15 
(EU735184) (GAAC)5 

 
100 54º F: GCAAAATGAGCAAACGGACA 

R: GAGAGAGAGGGAGGTTC 2  0,49 

Mmo19 
(EU735185) 

 
(GT)17 

 
107 62º F: AGCGATTTAACTGAACGAT 

R: TATTCCTCTCTTCCTACAC 6  0,78 

Mmo20 
(EU735186) (TCG)6 

 
121 60,5º F: GAGGGCGACGATTACGAC  

R:AACGGCATTGTGTAAACAGA 2 0,26 

Mmo21 
(EU735187) (GA)5 168 57º F: AACGTGGAACAGTCGGAC 

R: AGCGATTCGTTCAATTCG  5 0,65 

Mmo22 
(EU735188) (AG)16 191 61,5º F: TGTAATCCTAACCCGATT  

R: CTTTGCAGTTTTCACACG  6 0,74 

Mmo24 
(EU735189) 

(AG)4 e 
(AG)3(GAAAA)2 

180 
 52º F: TCAGCGATTAATGAACAC 

R: TGGAAATGTTTTACCTGT  3 0,50 

Média     2,9 0,38 
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Tabela 2: Amplificação dos microssatélites de M. mondury em cinco espécies de 
abelhas sem ferrão mostrando o número de alelos observados.  

 
 

 Espécies 

Loco M. mondury M. quadrifasciata M. bicolor M. rufiventris P. helleri 

Mmo03 1  1 2 2 - 

Mmo06 1  2 3 2 1 

Mmo08 2  2 3 1 - 

Mmo10 2  1 1 1 3 

Mmo11 2  1 4 2 - 

Mmo15 2  - 1 3 2 

Mmo19 6  - - 4 - 

Mmo20 2 1 1 1 1 

Mmo21 5 - - 3 1 

Mmo22 6 6 3 6 - 

Mmo24 3 - 2 2 1 
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Estudo comparativo do uso de primers microssatélites 
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Estudo comparativo do uso de primers microssatélites específicos e 
heterólogos em M. mondury e M. rufiventris (Hymenoptera: Meliponini) 

 
 
 
Resumo 
 
 

Microssatélites são considerados ferramentas úteis em estudos de genética 

de populações devido ao seu alto grau de polimorfismo. Apesar disso, estudos de 

diversidade genética utilizando-se marcadores microssatélites em meliponíneos 

têm mostrado um nível baixo de polimorfismo o que pode ter sido causado pelo 

uso de primers heterólogos, já que na maioria desses trabalhos os primers 

utilizados não haviam sido desenhados para a espécie em estudo. Diante disso, 

nesse trabalho comparou-se estimadores de diversidade genética em populações 

de Melipona rufiventris e M. mondury no estado de Minas Gerais utilizando 

primers específicos e heterólogos, para verificar se haviam alterações nos 

resultados utilizando os dois tipos de primers. O uso de primers específicos 

resultou em um aumento expressivo nos valores de heterozigosidade esperada e 

observada para Melipona rufiventris e M. mondury, bem como no número médio 

de alelos e ainda alterações no agrupamento das localidades analisadas. Assim, 

esse estudo mostra que primers heterólogos podem ser usados mas com cautela, 

e que outros fatores como o tamanho amostral, possibilidade de homoplasia e o 

sistema de separação (poliacrilamida, seqüenciador automático) também devem 

ser considerados na realização dos trabalhos com microssatélites, seja utilizando 

primers específicos ou heterólogos. 
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Introdução 
 
 

Microssatélites ou seqüências de repetições simples (SSR) são regiões do 

genoma compostas por pequenas seqüências de 1 a 6 nucleotídeos repetidas 

várias vezes (Hancook,1999). Microssatélites têm sido amplamente utilizados em 

estudos com variados organismos devido ao seu alto grau de polimorfismo e 

codominância. Uma das etapas limitantes no uso desses marcadores é o 

desenvolvimento de primers específicos. No entanto, vários trabalhos têm 

demonstrado que as regiões que flanqueiam os microssatélites são muito 

conservadas e assim, os primers podem ser utilizados entre espécies, até mesmo 

de diferentes gêneros (Ferreira e Gratapaglia, 1998). Desta forma o uso de 

primers heterólogos, com resultados satisfatórios, tem sido reportado em vários 

trabalhos (Francisco et al., 2006, Carvalho-Zilse e Kerr, 2006, Insuan et al., 2007).  

Entretanto, sabe-se que, com o uso de primers heterólogos, o nível de 

informação difere entre as espécies e, em geral, o sucesso nas amplificações 

diminui à medida que aumenta a distância genética entre as mesmas (Francisco 

et al., 2006), o que pode causar uma diminuição no polimorfismo observado. Mas 

até que ponto essa perda de informação pode acarretar em conclusões 

equivocadas sobre a estrutura genética da população?  

Em abelhas, primers microssatélites foram primeiramente descritos para 

Apis mellifera e Bombus terrestris (Estoup et al., 1993) e atualmente existem 

primers descritos para outras espécies inclusive para as abelhas nativas 

(meliponíneos) Melipona bicolor (Peters et al., 1998) Scaptotrigona postica 

(Paxton et al., 1999) e Trigona carbonaria (Green et al., 2001). 

Lopes (2004) estimou, por meio de microssatélites, a diversidade genética 

de populações de Melipona mondury e M. rufiventris que são duas espécies de 

abelhas sem ferrão, importantes polinizadores das matas nativas brasileiras. Essa 

autora utilizou primers microssatélites desenhados especificamente para M. 

bicolor para analisar amostras provenientes de regiões de mata e cerrado no 

estado de Minas Gerais e encontrou valores baixos de diversidade genética para 

essas espécies, em comparação com aqueles encontrados para a espécie para a 

qual os microssatélites foram descritos. No entanto, não se sabe se esses valores 

foram causados pelo uso de primers heterólogos, visto que alguns autores têm 
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relatado a presença de alelos nulos quando se utiliza primers heterólogos (Pépin 

et al., 1995) ou porque as populações dessas abelhas têm sido reduzidas 

(Campos, 1998) e isto estaria levando a uma diminuição na variabilidade 

genética. 

Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar as populações de 

M.mondury e M. rufiventris com primers microssatélites recentemente descritos 

para essas espécies e comparar esses valores com aqueles obtidos com os 

primers de M. bicolor. 

 

 
Material e métodos 
 

1. Material biológico 
 

Foram analisados indivíduos M. mondury e M. rufiventris coletadas em 7 e 

8 localidades do estado de Minas Gerais, respectivamente (Tabela 1). A extração 

do DNA total das operárias foi realizada conforme o protocolo recomendado por 

Waldschmidt et al. (1997), utilizando-se o tórax de operárias adultas. 

 
2. Análise molecular 

 
As abelhas foram analisadas utilizando-se 9 primers heterólogos (Mbi32, 

Mbi215, Mbi218, Mbi232, Mbi233, Mbi254, Mbi256, Mbi259 e Mbi278) 

desenhados para M. bicolor (Peters et al.,1998) e 9 primers específicos para M. 

mondury (Mmo08, Mmo10, Mmo11, Mmo15, Mmo19, Mmo20, Mmo21, Mmo22 e 

Mmo24) e M. rufiventris (Mru03, Mru04, Mru05, Mru06, Mru09, Mru10, Mru11, 

Mru12 e Mru14) (Lopes, 2008). 

As amplificações de PCR foram conduzidas em reações de 10 μL contendo 

12,5 ng de DNA genômico, 1X Promega Taq tampão de PCR, 0.5 ou 0,25 μM de 

cada primer forward e reverse, 0.1 mM de dNTP, 1,5 ou 1,0 mM MgCl2, and 1 U 

Taq DNA polimerase (Promega). As condições para o PCR incluíam: 94°C (3 

min), seguido por 40 ciclos a 92°C (30s), temperatura de pareamento específica 

para cada primer (Tabela 1) (1 min) e 72°C (30 s) com um passo de extensão final 



 39

a 72°C (5 min). Os produtos PCR foram resolvidos em gel de poliacrilamida não 

desnaturante 8% e visualizados por coloração com nitrato de prata 0,2%. 

O desvio dos locos microssatélites quanto ao equilíbrio de Hardy-Weinberg 

foi testado pelo teste χ2. O nível de polimorfismo foi verificado pelos valores de 

diversidade genética de Nei (H) e número médio de alelos por locos (A). Todas 

essas análises foram realizadas utilizando-se os programas Popgene versão 1.32 

(Yeh et al., 1999) e TFPGA (Miller,1997).  

 
Resultados e discussão 
 

Atualmente microssatélites são aplicados a diversos tipos de estudos e o 

seu poder discriminante é uma importante característica que justifica seu uso em 

estudos de genética de populações. No entanto, sua eficiência depende dos 

valores de heterozigosidade, pois as inferências evolutivas, de diversidade 

genética são feitas com base nesses valores (Oliveira, 2006).  

A Tabela 2 evidencia o número de alelos e os valores de heterozigosidade 

obtidos com os primers específicos para M. mondury e M. rufiventris. Os valores 

encontrados foram claramente superiores aqueles observados quando se utilizou 

primers heterólogos (Tabela 3). A Tabela 2 evidencia também que apenas três e 

quatro dos nove primers microssatélites de M. bicolor foram polimórficos em M. 

mondury e M.rufiventris, respectivamente, e que dois locos apresentaram índices 

de heterozigosidade maiores do que o verificado em M. bicolor. Alguns locos 

amplificados com os primers heterólogos em M. rufiventris e M. mondury foram 

seqüenciados e confirmaram que se tratavam de regiões de microssatélites.  

 Estudos de diversidade genética utilizando-se marcadores microssatélites 

em meliponineos têm revelado um baixo polimorfismo, sendo que muitas vezes a 

maioria dos locos são monomórficos, apesar de ser essa uma classe de 

marcadores que apresenta alto grau de polimorfismo. Muitos destes trabalhos, no 

entanto, foram realizados utilizando primers desenhados para outra espécie 

(Francisco et al., 2006; Borges, 2007; Silva, 2007; Tavares et al., 2007). 

Dentre as espécies de meliponíneos estudadas, até o momento, cujos 

locos foram amplificados com primers heterólogos de M. bicolor, todos os índices 

de Ho se mostraram menores do que na espécie de origem dos primers (Ho=0,37, 

valor médio para todos os locos). Por exemplo, Francisco et al. (2006) 
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encontraram para Partamona helleri e Plebeia remota valores de Ho = 0,11 e 0,24 

respectivamente. Silva (2007) analisando populações de Melipona quadrifasciata 

encontrou Ho=0,05. 

O fenômeno de amplificação utilizando primers heterólogos em outras 

espécies é conhecido como transferibilidade. Sabe-se que os índices de 

polimorfismo não são idênticos entre as espécies após o processo de 

transferibilidade de primers (Francisco et al., 2006). Uma das principais causas 

para tal fato é a presença de alelos nulos que não são amplificados devido a 

mutações na seqüência de pareamento do primer (Callen et al., 1993). Em geral, 

o número de alelos e os valores de diversidade genética são maiores para as 

espécies para as quais os primers microssatélites foram desenhados e o sucesso 

na transferibilidade diminui à medida que as espécies se tornam mais distantes 

geneticamente (Primmer e Merilä, 2000).  

  Carvalho-Zilse e Kerr (2006) observaram esse fenômeno em M. scutellaris. 

Esses autores verificaram que havia maior sucesso no uso dos primers feitos para 

M. bicolor, uma espécie do mesmo gênero, do que com os primers de Apis 

mellifera. Da mesma forma Lopes (2008) verificou que havia maior 

transferibilidade dos primers desenhados para Melipona rufiventris e M. mondury  

em espécies de Melipona  do que em Partamona.  

Nas análises com primers heterólogos, alguns alelos estavam presentes 

em todas ou na maioria das colônias analisadas mesmo em locos mais 

polimórficos. Carvalho-Zilse e Kerr (2006) também encontraram alelos com alta 

freqüência em todas as colméias de M. scutellaris analisadas. Segundo esses 

autores esses dados sugerem que estes locos podem estar ligados a genes 

importantes à sobrevivência das espécies, como genes de adaptação ao meio 

ambiente ou ao metabolismo. Em geral tem sido dito que os microssatélites são 

encontrados em regiões não-codificantes, no entanto alguns trabalhos têm 

relatado a associação destes com regiões de genes, sendo verificada a relação 

de alterações no número de repetições com algumas doenças humanas (Oliveira 

et al., 2006). 

Quando se compara as freqüências alélicas obtidas com primers 

heterólogos com aquelas obtidas com os primers específicos, a proporção de 

alelos que estão presentes em todas as colônias diminui. Isso mostra que a alta 

freqüência de alguns alelos pode estar relacionada com alelos nulos que não 
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foram detectados. Foi feito uma análise comparando as seqüências obtidas para 

esses locos com seqüências depositadas no GenBank a fim de verificar se havia 

similaridade com alguma região gênica, mas não foi encontrado nenhuma 

similaridade. 

Outro fator que deve ser levado em consideração, e que é pouco 

comentado nos trabalhos com microssatélites, se refere ao método de separação 

dos fragmentos amplificados. Dependendo do suporte utilizado na separação dos 

mesmos, diferenças de poucos pares de bases podem não ser detectadas e os 

alelos não detectados podem levar a alterações nos padrões de agrupamento ou 

valores baixos de heterozigosidade. Carvalho-Zilse e Kerr (2006), por exemplo, 

encontraram uma Ho=0,32 média em M. scutellaris com o uso de microssatélites, 

um valor alto comparado a outros meliponíneos. No entanto, esses autores 

utilizaram gel de sequenciamento, um método que consegue detectar diferenças 

de até um par de bases, para separar os produtos das amplificações. Medeiros 

(2007) encontrou diferenças no número de alelos e nos valores de 

heterozigosidade comparando a utilização de prata em poliacriamida e 

fluorescência em sequenciador. Assim, diferenças no nível de heterozigosidade 

também podem ser observadas de acordo com o método de separação. 

Outro mecanismo que poderia dificultar a detecção de heterozigotos é a 

ampliação preferencial de um dos alelos durante o PCR. Neste caso, a enzima 

utilizada para a amplificação teria uma maior atividade na ampliação do alelo de 

menor tamanho gerando um aumento na concentração deste em detrimento do 

alelo maior (Waittier, et al. 1998). 

Assim, a deficiência de heterozigotos pode ser consequência de uma série 

de fatores como homoplasia, alelos nulos, método de separação e ainda 

amplificação preferencial. 

É importante ressaltar que, embora primers heterólogos possam ser 

utilizados com sucesso em estudos com espécies filogeneticamente próximas, os 

resultados devem ser analisados com cuidado, já que o número de alelos e os 

valores de heterozigosidade encontrados em cada caso podem variar devido à 

influência de diferentes fatores. Dessa forma o uso de primers específicos pode 

auxiliar em tais questões, pois, como observado neste estudo, o nível de 

poliformismo aumenta quando se utiliza primers específicos, tanto em relação ao 

número de alelos quanto à freqüência de heterezigotos, o que permite obter mais 
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informações sobre as populações analisadas visto que ocorre um aumento no 

numero de locos informativos. Estes resultados mostram que os valores de 

heterozigosidade nessas espécies de Melipona são baixos mesmo com primers 

específicos, o que pode ser conseqüência do tipo de reprodução destes 

organismos.      
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Tabela 1: Localidade e número de colônias analisadas em cada espécie. 

 

Espécie Localidade N º  de Colônias 
 Guimarânia               9 
 Patos de Minas 4 
 Patrocínio 2 
 Arcos 2 
M. rufiventris Uberaba 2 
 Córrego Danta 3 
 Pequi 1 
 Formiga 2 
 Total 25 
 Coluna 1 
 Itamarandiba 3 
 Resende Costa 6 
M. mondury Rio Vermelho 5 
 Poté 4 
 Diogo Vasconcelos 3 
 Marliéria 1 
 Total 23 
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Tabela 2: Número de alelos (A), heterozigosidades observada (Ho) e esperada de 

Nei (He) para os nove locos microssatélites específicos de M. rufiventris 

e M.mondury. 

 

Melipona rufiventris Melipona mondury 

Loco A Ho He Loco A Ho He 

Mru03 3 0,43 0,62 Mmo08 1 0,00 0,00

Mru04 5 0,32 0,43 Mmo10 2 0,00 0,23

Mru05 2 0,00 0,15 Mmo11 2 0,17 0,16

Mru06 4 0,13 0,16 Mmo15 2 0,43 0,48

Mru09 4 0,08 0,49 Mmo19 8 0,60 0,80

Mru10 3 0,26 0,57 Mmo20 2 0,00 0,23

Mru11 4 0,21 0,54 Mmo21 5 0,27 0,64

Mru12 3 0,00 0,63 Mmo22 6 0,45 0,81

Mru14 2 0,00 0,32 Mmo24 2 0,09 0,08

Média 3,3 0,16 0,43 Média 3,3 0,22 0,38
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Tabela 3: Número de alelos (A) e heterozigosidades observada (Ho) para os nove 

locos microssatélites amplificados com primers de M. bicolor. 

 
Melipona rufiventris Melipona mondury Melipona bicolor  

Loco A Ho  A Ho  A Ho 

Mbi32 

Mbi215 

Mbi218 

Mbi232 

Mbi233 

Mbi254 

Mbi256 

Mbi259 

Mbi278 

1 

1 

4 

2 

1 

3 

1 

1 

1 

0,00 

0,00 

0,28 

0,00 

0,00 

0,48 

0,00 

0,00 

0,00 

 1 

1 

4 

3 

5 

4 

1 

1 

1 

0,00 

0,00 

0,09 

0,09 

0,43 

0,57 

0,00 

0,00 

0,00 

 4 

3 

3 

4 

6 

3 

4 

2 

5 

0,63 

0,50 

0,12 

0,88 

0,88 

0,38 

0,50 

0,12 

0,86 

Média 1,67 0,09  2,33 0,13  3,78 0,54 
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Diferenciação genética de espécies de Melipona do grupo rufiventris por 
análise de DNA mitocondrial 

 
 
 
Resumo 
 
 

Análises morfológicas e moleculares têm sugerido que populações de 

abelhas de algumas regiões, apesar de terem sido classificadas como Melipona 

rufiventris, podem, na verdade, representar um complexo de espécies. Nesse 

sentido, parte da seqüência do gene citocromo B do DNAmt de abelhas do 

complexo rufiventris foi utilizada para determinar o nível de diferenciação genética 

entre essas abelhas e se as diferenças encontradas permitiam classificar as 

amostras analisadas como espécies distintas. M. mondury foi utilizada como 

grupo externo. A partir de seqüências de 490pb foram encontrados um total de 11 

haplótipos com uma diversidade nucleotídica (π) de 0,0236 e uma diversidade 

haplotípica (Hd) de 0,862. As árvores filogenéticas, inferidas por meio de análises 

de Máxima Verossimilhança, Bayesiana e Neighbor-Joining, apresentaram a 

mesma topologia, exceto para uma colônia de São Luís (Maranhão), que agrupo-

se de maneira diferente pela Máxima Verossimilhança e pela inferência 

Bayesiana, demonstrando a existência de três grupos. O primeiro grupo reuniu 

abelhas provenientes de Minas Gerais e Goiás e, já identificadas como M. 

rufiventris, o segundo representado por São Luís e o terceiro formado por abelhas 

provenientes do noroeste de Minas Gerais, Maranhão, Ceará, Tocantins e Piauí, 

que devido ao nível de diferenciação encontrado, poderia representar outra 

espécie de Melipona do grupo rufiventris, ainda não identificada. 
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Introdução 

 

A abelha uruçu – amarela pertencente ao grupo rufiventris apresenta ampla 

distribuição no território nacional, sendo encontrada em vários estados. 

Atualmente existem seis espécies que podem ser agrupadas dentro do complexo 

rufiventris: Melipona rufiventris (presente em Minas Gerais, Goiás, Mato Grosso 

do Sul e São Paulo); M. flavolineata (Amazonas, Maranhão, Pará e Tocantins), M. 

brachychaeta (Mato Grosso), M. paraensis (Amapá e Pará), M. dubia (Acre, 

Amazonas e Rondônia) e M. mondury (Minas Gerais, Bahia, Espírito Santo, 

Paraná, Rio de Janeiro, São Paulo e Santa Catarina) (Silveira et al., 2002; Melo, 

2003). 

Dentre estas, em M. rufiventris foram encontradas variações morfológicas 

e moleculares que indicaram a presença de mais de uma espécie sendo chamada 

de M. rufiventris em Minas Gerais. Melo (2003) fez a primeira separação destas 

espécies, relatando que os indivíduos de Mata eram diferentes daqueles 

encontrados no cerrado. Assim, os nomes M. rufiventris e M. mondury passaram 

a ser utilizados para as espécies presente em regiões de cerrado e Mata 

Atlântica, respectivamente.  

Tavares et al. (2008) mencionam que a extensa distribuição geográfica 

apresentada por estas espécies abrange condições ambientais diversas e que é 

possível a existência de vários ecótipos adaptados localmente. Além disso, vários 

trabalhos realizados com estas espécies levaram à questionamentos quanto à 

taxonomia das mesmas (Tavares et al., 2007). Populações provenientes de 

localidades como Brasilândia de Minas e Dom Bosco, no noroeste de Minas 

Gerais, formaram um grupo separado de M. mondury e M. rufiventris quando 

foram analisadas por meio de aloenzimas, RAPD, microssatélites e RFLP 

(Schetino, 2005; Tavares et al., 2007), se agrupando com amostras provenientes 

do Maranhão (Silva et al., 2007). Estes dados sugeriram que estas populações 

poderiam representar uma outra espécie de Melipona, ainda não descrita, 

(Melipona sp) que parece se estender ao norte e a oeste de Minas Gerais, até o 

Maranhão.  

Como a identificação das espécies do complexo rufiventris baseada 

apenas na morfologia é difícil, outras ferramentas como estudos moleculares tem 
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sido utilizadas para tentar esclarecer o status taxonômico de populações das 

mesmas. Neste trabalho, analisou-se seqüências parciais do gene citocromo B do 

DNAmt buscando informações que pudessem contribuir para esclarecer dúvidas a 

respeito da taxonomia de abelhas do complexo rufiventris de algumas regiões 

brasileiras.  

 

Material e Métodos 
 
 

Material Biológico  

 
Operárias de abelhas do complexo rufiventris foram amostradas em 

diferentes localidades dos estados de Minas Gerais, Goiás, Maranhão, Ceará, 

Piauí e Tocantins (Tabela 1 e Figura 1). Um indivíduo por colônia foi utilizado nas 

análises. As amostras foram classificadas em dois grupos Melipona rufiventris e 

Melipona sp, conforme resultados de outros marcadores moleculares e 

identificações de Gabriel A.R. Melo. 

 

Extração de DNA, Amplificação e Sequenciamento 

 

O DNA total foi extraído do tórax de operárias adultas conforme 

Waldschmidt et al. (1997).  

Os primers Mb2 e Mb4 utilizados nas amplificações foram desenhados a 

partir do genoma mitocondrial de M. bicolor (Silvestre et al., 2008) utilizando o 

programa OligoExplorer 1.2TM. Para as amplificações, amostras de 50 ng de DNA 

total de um indivíduo foram adicionadas à mistura de reação num volume final de 

25 μL contendo 5 μL do tampão 5X (Promega), 1,5 μL de MgCl2 a 25 mM, 0,5 μL 

de cada primer  Mb2 (5’ ACTATCAGCATTACCTTATATTGGTC 3’) e Mb4 (5’ 

GTGTTTTAGCTCGAATTCGGTATG 3’) a 20 μM, 2,5 μL da mistura de dNTPs a 

100 mM e 1 U de Taq® DNA polimerase (Promega). As condições de 

amplificação consistiram de um passo de desnaturação inicial a 94oC por 5 

minutos; seguido de 35 ciclos com 94oC por 1 minuto, 52ºC por 1:20 minutos e 

64oC por 2 minutos; e um passo de extensão final a 64oC por 10 minutos. 
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  O DNA amplificado foi purificado com enzima ExoSap-IT® e submetido a 

sequenciamento direto pelo seqüenciador automatizado MegaBace DNA Analysis 

System 500 (Amershan Biosciences Corp.) 

 

Análise dos dados 

 
 As seqüências do cytB obtidas foram editadas utilizando-se o pacote de 

programas PhredPhrap Consed (Ewing et al. 1998; Ewing & Green 1998; Gordon 

et al. 1998) e alinhadas com CLUSTAL W (Higgins et al. 1994) utilizando-se o 

programa MEGA4 (Tamura et al. 2007). As seqüências foram alinhadas em 

comparação com a seqüência do cytB de M. bicolor (Silvestre et al., 2008). 

O programa DNAsp 4 (Rozas et al. 2003) foi utilizado para calcular a 

diversidade haplotípica (Hd) e nucleotídica (π).  

As árvores filogenéticas foram construídas por Neighbor-Joining, Máxima 

Verossimilhança e inferência Bayesiana. Para o Neighbor-Joining foi utilizada a 

distância P com 500 bootstrap. O modelo de substituição usado para 

reconstrução da filogenia de Máxima Verossimilhança foi estimado pelo Model 

Test 3.06 (Hueslsenbeck e Crandall 1997; Posada e Crandall 1998). Foi realizada 

uma busca heurística, utilizando-se o algoritmo TBR (tree-bisection-reconnection) 

e 100 replicatas para calcular os valores de bootstrap. 

O programa MrModelTest (Nylander et al. 2004) foi utilizado para selecionar 

o modelo de substituição nucleotídica para inferência Bayesiana que foi realizada 

pelo programa MrBayes 3.1 (Huelsenbech & Ronquist 2001). Para a análise 

Bayesiana foi utilizado 1.000.000 de gerações para cadeia de Marcov e Monte 

Carlo (MCMC) e burn-in de 100.000.  

O modelo selecionado para construção da árvore de verossimilhança foi 

TrN+I, sendo I=0,7909, enquanto que para a inferência Bayesiana o modelo 

estimado foi o HKY+I, sendo I = 0,8143. A espécie Melipona mondury foi utilizada 

como grupo externo. 

A rede de haplótipos foi obtida pelo programa Network 4.5.0.0 (www.fluxus-

engineering.com) pelo método do median-joining network (Bandelt et al. 1999). 

Para a construção desta foi desconsiderado o grupo externo. 
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Resultados 
 

A partir das 39 amostras seqüenciadas um fragmento de 490 pb foi obtido, 

excluindo-se os gaps. Um total de 13 haplótipos foram obtidos, sendo dois 

provenientes de M. mondury (grupo externo). A Tabela 1 apresenta a distribuição 

dos haplótipos em cada localidade. No alinhamento obtido, 30 sítios foram 

variáveis, sendo 7 singletons e 23 parcimoniamente informativos. A diversidade 

haplotípica foi Hd=0.863 e a diversidade nucleotídica π=0,0236. A composição 

nucleotídica foi: A=37,2%, C=11,0%, G=4,3% e T=47,5%. 

Os diferentes métodos utilizados para a reconstrução da filogenia 

convergiram para árvores idênticas. A Figura 2 mostra, como exemplo, a árvore 

obtida através da inferência Bayesiana. Nesta árvore, observa-se a formação de 

dois clados bem definidos, com suporte de probabilidade a posteriori de 1,0. O 

primeiro clado (Clado rufiventris) reuniu as amostras de M. rufiventris 

provenientes de Goiás, Brasília e algumas localidades de Minas Gerais. O 

segundo clado (Clado sp), por sua vez, incluiu as amostras provenientes do 

Maranhão, Piauí, Ceará, Tocantins e Noroeste de Minas Gerais, que, 

provavelmente, representam populações de Melipona sp (Figura 3).  

A amostra proveniente de São Luís do Maranhão, na análise Bayesiana, 

formou um grupo a parte (Clado sp2), mais próximo do Clado sp do que do Clado 

rufiventris. Na análise de Máxima Verossimilhança, entretanto, o Clado sp2 não 

foi observado e o individuo proveniente de São Luís do Maranhão agrupou-se 

com Melipona sp.  
 A inferência Bayesiana é suportada pela rede de haplótipos obtida por 

median-joining, que demonstrou a existência de três clados (rufiventris, sp e sp2), 

excluindo-se o grupo externo. O clado sp separa-se do clado rufiventris por 21 

passos mutacionais e do clado sp2 por 10 passos. O clado rufiventris está 

separado do clado sp2 por 18 passos mutacionais (Figura 3).  

Os clados rufiventris e sp apresentaram haplótipos mutuamente exclusivos, 

ou seja, não foi encontrado nenhum haplótipo comum aos dois grupos.  

No clado rufiventris foram observados três haplótipos (H1, H2, H3) e as 

colônias de Minas, exceto, aquela proveniente de Córrego Danta, apresentaram o 

mesmo haplótipo (H1). Neste clado, parece não haver uma estruturação 

geográfica já que o haplótipo H1 é compartilhado por localidades distantes (Minas 
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Gerais e Brasília). Os três haplótipos observados neste clado diferem por apenas 

um ou dois passos mutacionais.  

No clado sp, o estado do Maranhão apresentou uma maior proporção de 

haplótipos (H5, H6, H7) que o de Minas Gerais, onde foi encontrado um único 

haplótipo (H10). O haplótipo 6 foi encontrado no Ceará, Piauí e Maranhão. O 

haplótipo 4 foi o mais distante, apresentando mais passos mutacionais em relação 

a todos os outros haplótipos deste clado. Esse haplótipo foi encontrado apenas 

em Novo Acordo, no Tocantins.  

A rede de haplótipos mostra uma separação evidente da amostra 

proveniente de São Luís no Maranhão (Clado sp2). Este clado está separado do 

clado rufiventris por 18 passos mutacionais e por 10 passos mutacionais do clado 

sp. Entretanto, somente uma colônia desta localidade foi utilizada para análise, o 

que não permite interpretações mais conclusivas sobre essa separação. 

 
 
Discussão 
 
 

A composição de bases da seqüência parcial do gene cytB nas abelhas do 

grupo rufiventris analisadas mostrou uma alta proporção de A+T (87,7%), o que 

está de acordo com o observado para o cytB de M. bicolor e no DNA mitocondrial 

de outros insetos (Simon et al. 1994, Silvestre, 2008). 

A análise filogenética e a rede de haplótipos mostraram a formação de três 

clados, confirmando a separação de M. rufiventris e Melipona sp, além da 

separação de São Luís, que devido ao número de passos mutacionais pode 

representar uma terceira espécie. 

O clado rufiventris formado exclusivamente por amostras de M. rufiventris, 

apresenta pouca diferenciação e poucos passos mutacionais entre os haplótipos, 

o que pode indicar uma dispersão recente ou ser devido à distribuição um pouco 

mais restrita apresentada por essa espécie. Por outro lado, o clado sp apresentou 

uma maior variação de haplótipos e estes se diferenciam por um maior número de 

passos mutacionais do que o observado no clado rufiventris. Da mesma forma 

que no clado rufiventris a diversificação haplotípica observada no clado sp pode 

estar relacionada com a distribuição geográfica. Nesse caso a distribuição mais 
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ampla, abrangendo pelo menos regiões de Minas Gerais, Tocantins, Maranhão, 

Ceará e Piauí favoreceu uma maior diversificação. 

Outro ponto a ser levantado se refere justamente à distribuição geográfica 

apresentada por Melipona sp segundo os resultados obtidos. Silveira et al. (2002), 

não menciona a presença de nenhuma espécie do grupo rufiventris nos estados 

do Ceará e Piauí, como o observado neste trabalho. Dessa forma, o agrupamento 

de abelhas desses estados com aquelas do noroeste mineiro, pertencentes ao 

grupo rufiventris, sugere uma maior abrangência das abelhas desse grupo. Além 

disso, de acordo com Silveira et al. (2002), a espécie do grupo rufiventris 

encontrada em Tocantins seria M. flavolineata, que também ocorre no Pará, 

Amazonas e Maranhão. Nestes estados, o bioma amazônico é encontrado em 

todos eles e provavelmente, esta espécie esteja associada a este bioma (ver Fig. 

1). Pela distribuição geográfica das abelhas analisadas verifica-se que elas são 

encontradas em regiões de cerrado e também de caatinga como no estado do 

Ceará. Assim, considerando-se que a amostra coletada em Novo Acordo/TO se 

encontra em uma região de cerrado, que apresenta características muito distintas 

do bioma amazônico, sugere-se que outra espécie do complexo rufiventris além 

de M. flavolineata esteja presente neste estado. 

Quando se observa as amostras provenientes do noroeste de Minas Gerais 

verifica-se que as localidades de Brasilândia de Minas, Januária, Urucuia e Dom 

Bosco apresentam um único haplótipo (H10). Isso pode ser explicado por efeito 

fundador, indicando que a espécie Melipona sp possa estar se dispersando do 

Norte do país em direção ao sul. No entanto, não se encontrou um haplótipo 

compartilhado entre essas regiões (Norte e Noroeste) e, portanto, um estudo mais 

detalhado precisa ser feito com o intuito de verificar como tem ocorrido a 

expansão destas abelhas, bem como o local de origem das mesmas. Diferente do 

observado neste trabalho, Pires (2007), encontrou variação de haplótipos no 

noroeste mineiro, para estas mesmas populações. Esta autora, entretanto, 

analisou seqüências de COI/COII, as quais parecem apresentar uma taxa de 

mutação maior que cytB, como verificado em M. quadrifasciata (Batalha-Filho, 

comunicação pessoal), o que faz com que seja possível detectar uma maior 

diversidade de haplótipos. 

A separação observada entre M. rufiventris e Melipona sp já foi relatada em 

trabalhos com microssatélites (Silva et al., 2007) e por análise de seqüências de 
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COI/COII (Pires, 2007) que mostram o agrupamento de abelhas do Maranhão 

com abelhas do noroeste de Minas Gerais (Brasilândia de Minas, Dom Bosco, 

Januária e Urucuia). Schetino (2005) em estudo preliminar de filogeografia com 

estas abelhas, também mostrou que abelhas do Maranhão e do Ceará se 

agrupavam com as abelhas do noroeste de Minas Gerais (Brasilândia de Minas). 

Estes dados reforçam a hipótese de que as abelhas dessa região realmente 

correspondam a outra espécie. 

 O clado sp2, formado pela amostra proveniente de São Luís, também 

apresentou um haplótipo exclusivo e divergente dos demais clados por muitos 

passos mutacionais. A grande divergência entre a seqüência desta localidade 

com as demais localidades do grupo sugere que a amostra analisada pode ser 

representante de uma outra espécie do complexo rufiventris, próxima à Melipona 

sp. Quando se observa a distribuição das localidades dos clados rufiventris e sp, 

(ver Fig. 1) percebe-se que as espécies representantes desses clados são 

espécies típicas de vegetação de cerrado, sendo que Melipona sp. também se 

encontra presente em regiões de caatinga, talvez por esta apresentar certa 

semelhança com cerrado, o que é ainda mais acentuado no limite entre esses 

dois biomas. No entanto São Luís está localizado no bioma amazônico que é uma 

vegetação muito diferente do cerrado. Este fato fortalece a sugestão de que a 

espécie encontrada em São Luís seja uma espécie diferente de Melipona sp e de 

M. rufiventris. Entretanto essa variação não foi detectada em análises com 

COI/COII (Pires, 2007). Além disto, apenas uma colônia foi amostrada o que 

demonstra que essa região precisa ser melhor estudada.  

 Nos estudos feitos em Minas Gerais observa-se que as espécies do grupo 

rufiventris ocupam espaços geográficos bem definidos e com pouca 

sobreposição. Por exemplo, M. mondury é encontrada em regiões de Mata 

Atlântica, enquanto M. rufiventris em áreas de cerrado. Melipona sp, também 

ocupa regiões de cerrado mas numa área geográfica diferente de M. rufiventris 

(Melo 2003, Tavares et al., 2007). Essa possível separação das espécies por 

biomas implica que cada uma delas deva ser considerada em separado, dentro 

de suas áreas de distribuição e seus ambientes próprios. 

Por meio da análise da seqüência parcial do gene do citocromo B de M. 

rufiventris e Melipona sp, pode se perceber que esta última provavelmente 

represente uma espécie distinta de M. rufiventris, apesar de sua distribuição típica 
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em regiões de cerrado, semelhante à M. rufiventris. No entanto, as questões 

levantadas, como a presença de haplótipos exclusivos em Novo Acordo/TO e São 

Luís/MA, assim como a formação do clado sp2, composto exclusivamente pela 

amostra proveniente de São Luís/MA, indicam que outros trabalhos precisam ser 

realizados a fim de continuar o entendimento a respeito do status taxonômico das 

espécies do complexo rufiventris. 
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Tabela 1: Localidades amostradas de cada espécie, coordenadas (decimais), 
número de colônias e haplótipo encontrado. 

 

Espécie Localidade Longitude Latitude  Colônias Haplótipo 

 Melipona Araguari – MG -48,1872 -18,6472 2 H1 

 rufiventris Guimarânia – MG -46,7931 -18,8439 2 H1 

 Patos de Minas – MG -46,5181 -18,5789 2 H1 

 Uberaba – MG -47,9319 -19,7483 2 H1 

 Córrego Dantas – MG -45,9044 -19,8236 1 H2 

 Luziânia – GO -47,9503 -16,2525 5 H3 

 Brasília – DF -47,9297 -15,7797 2 H1 

Melipona sp Brasilândia  de Minas - MG  -46,0094 -17,0097 2 H10 

 Dom Bosco – MG -46,2708 -16,6519 2 H10 

  Januária – MG -44,3617 -15,4881 2 H10 

  Urucuia – MG -45,7422 -16,1325 2 H10 

  Urbano Santos –MA -43,4036 -3,2078 3 H5, H6 

 São Luís – MA -44,3028 -2,5297 1 H11 

  Barreirinhas- MA -42,8264 -2,7469 1 H7 

  Ubajara-CE -40,9211 -3,8544 1 H6 

 Pacoti – CE -38,9233 -4,225 1 H6 

 Guaramiranga – CE -38,9331 -4,2633 1 H8 

 Novo Acordo – TO -47,6772 -9,9628 1 H4 

 Teresina – PI -42,8019 -5,0892 6 H6, H9 

Melipona Poté-MG -41,7864 -17,8067 1 H12 

 mondury Rio Vermelho-MG -43,0092 -18,2936 1 H13 
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Figura 1: Mapa da distribuição geográfica das 21 localidades de amostragem das 

abelhas do grupo rufiventris analisadas. � - Melipona sp; � - M. 
rufiventris e  � - M. mondury. 
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Figura 2. Inferência Bayesiana com o modelo HKY +I para o gene cytB em 
espécies do grupo rufiventris. Entre parênteses os valores de 
probabilidades Bayesiana, bootstrap para Máxima Verossimilhança e 
Neighbor-Joining, respectivamente. 
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Figura 3. Rede de haplótipos do gene cytB nas espécies de Melipona analisadas. 

Na rede de haplótipos cada círculo corresponde a um haplótipo e o seu 
tamanho é proporcional a sua freqüência, as cores dos círculos 
representam grupos de haplótipos. A cor preta representa os haplótipos 
do clado rufiventris., a cor cinza o clado sp2 e o círculo quadriculado o 
clado sp.  Cada traço na linha que conecta os haplótipos representa um 
passo mutacional.  
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Capítulo 5 

 

 
 
 
 
 

Quantificação do tamanho do genoma de três espécies 
de abelhas sem ferrão (Hymenoptera, Meliponini)* 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: citometria de fluxo, tamanho do genoma, Hymenoptera, abelhas 

sem ferrão  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Artigo escrito de acordo com as normas da Revista Apidologie. 
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Resumo: 
 

O conhecimento do tamanho do genoma tem importantes implicações em 

estudos comparativos de diferentes grupos taxonômicos e no planejamento de 

projetos de sequenciamento. Entretanto, o tamanho do genoma de vários grupos 

de insetos, incluindo as abelhas sem ferrão, permanece completamente 

desconhecido, apesar da relevância ecológica das mesmas. O presente estudo 

padroniza um protocolo reproduzível de citometria de fluxo para estimar o 

conteúdo de DNA de espécies de abelhas e o aplica nas espécies Scaptotrigona 

xantotricha, Melipona rufiventris e M. mondury. A metodologia apresentada aqui 

forneceu histogramas com coeficiente de variação variando de 2,87 a 4,14%. O 

valor médio do conteúdo de DNA de macho e fêmea de S. xantotricha foi 0,42 pg 

(410,8 Mpb) e 0,44 pg (430,3 Mpb), respectivamente. O tamanho do genoma foi 

determinado como 0,93 pg (909,5 Mpb) para M. rufiventris e 0,95 pg (929,1 Mpb) 

para M. mondury. A variação observada neste estudo, embora de modo 

preliminar, pode estar relacionada com a variação no conteúdo de 

heterocromatina nos cromossomos das espécies analisadas. Os dados 

encontrados no presente estudo são também discutidos em associação com os 

diferentes níveis de sociabilidade presente em Hymenoptera. Os resultados 

fornecem o ponto inicial para análises comparativas nos padrões de variações do 

tamanho do genoma das abelhas sem ferrão e sua relação com a evolução da 

sociabilidade.  
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Introdução 
 
 O tamanho do genoma haplóide dos insetos varia de 0,09 picogramas (pg) 

(Mayetiola destructor - Diptera) a 16,93 pg (Podisma pedestris - Orthoptera), com 

uma media de 1,36 pg ± 0,11 (Gregory, 2008). A maioria dos 535 C-valores de 

insetos até o momento, diz respeito a representantes das ordens Diptera, 

Coleoptera, Orthoptera e Hemiptera (Gregory, 2008). Especificamente em 

Hymenoptera, uma das maiores ordens de insetos, com aproximadamente 

115.000 espécies descritas (La Salle e Gauld, 1993), o tamanho do genoma foi 

medido em 50 espécies: quatro abelhas (Jordan e Brosemer 1974; Crain et al. 

1976; Rasch et al. 1985; Petitpierre 1996; Gadau et al. 2001), cinco vespas 

(Rasch et al. 1975, 1977, 1985; Johnston et al. 2004) e quarenta e uma formigas 

(Li e Heinz 2000; Johnston et al. 2004; Tsutsui et al., 2008). 

 O conhecimento do tamanho do genoma fornece dados para estudos 

comparativos em uma variedade de grupos e níveis taxonômicos, para 

associações filogenéticas e para o planejamento de projetos de sequenciamento. 

Devido a essa relevância, é surpreendente a ausência de dados relacionados ao 

tamanho do genoma das abelhas sem ferrão, um grupo de abelhas altamente 

sociais, particularmente devido a sua abundância, diversidade e importante papel 

na polinização de matas nativas no Brasil. 

 Assim, considerando que a determinação do tamanho do genoma de uma 

espécie facilita o planejamento de posteriores estudos moleculares e fornecem 

um ponto inicial para estudos comparativos da evolução do genoma em grupos de 

insetos, o objetivo deste trabalho foi: (1) padronizar um protocolo para obter uma 

suspensão de núcleos adequada para análises de citometria de fluxo (FCM) em 

abelhas e (2) medir o conteúdo C de DNA de Scaptotrigona xantotricha, Melipona 

rufiventris e M. mondury, a fim de realizar análises comparativas do padrão de 

variação do tamanho do genoma destas abelhas e verificar sua relação com a 

evolução da sociabilidade neste e em outros grupos de insetos. 

 Especificamente, escolheu-se S. xantotricha porque as colônias desta 

espécie produzem ovos que irão desenvolver machos haplóides ao longo de todo 

o ano, fato que a torna ideal para ser utilizada como padrão interno na FCM. M. 

rufiventris e M. mondury, por outro lado, foram escolhidas porque até 

recentemente elas eram consideradas como uma única espécie nos estado de 
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Minas Gerais (Melo, 2003), além de constituírem material biológico de estudo de 

nosso laboratório.  

 

 

Materiais e Métodos  
 
Material biológico 

 

 Amostras de larvas de macho e fêmeas de Scaptotrigona xantotricha e 

fêmeas de Melipona rufiventris e M. mondury foram coletadas de colônias das 

regiões de Viçosa/MG, Guimarânia/MG e Itamarandiba/MG, respectivamente. As 

análises FCM foram realizadas no Laboratório de Citogenética e Citometria, 

Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

 

Delineamento experimental 

 

 A fim de determinar um padrão interno apropriado para medidas de FCM 

de abelhas e para evitar problemas de linearidade, inicialmente o valor médio do 

conteúdo C de DNA do macho haplóide de S. xantotricha foi medido usando uma 

fêmea adulta selvagem de Drosophila melanogaster (padrão interno – C = 0,18 pg 

– Adams et al. 2000; Bennett et al. 2003). O conteúdo de DNA das outras 

espécies de abelhas foi medido utilizando-se os padrões internos mostrados na 

Tabela 1. 

 

Análises de Citometria de Fluxo 

 

As suspensões de núcleos foram preparadas como descrita por Bennett et 

al. (2003) e Johnston et al. (2004), com algumas modificações. O gânglio cerebral 

do padrão e da amostra foram retirados em solução fisiológica (Arboreto®) e 

esmagados no mesmo recipiente 10 vezes com um pistilo em um “tissue grinder” 

(Kontes Glass Company®) com 100 μL do tampão de lise OTTO-I (Otto, 1990) 

contendo ácido cítrico 0,1 M (Merck KGaA®), Tween 20 0,5% (Merck KGaA®) e 50 

µg mL-1 RNAse (Sigma-Aldrich®), pH = 2,3. A suspensão foi completada para 1,0 
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mL com o mesmo tampão, filtrada em filtro de nylon (Partec Gmbh®) e 

centrifugada a 100 g em tubos do tipo Eppendorf por 5 minutos. 

O pellet foi então incubado por 10 min em 100 µL do tampão de lise OTTO-

I e corado com 1,5 mL da solução OTTO-I:OTTO-II (1:2) (Loureiro et al. 2006a, b) 

acrescida com 75 µM de iodeto de propídio (PI) (Sigma®) e 50 µg mL-1 de RNAse 

(Sigma-Aldrich®), pH = 7.8. A suspensão nuclear foi, novamente, filtrada em filtro 

de nylon (Partec Gmbh®) e mantida no escuro por 5 – 40 minutos. 

A suspensão foi analisada com citômetro de fluxo Partec PAS® (Partec® 

Gmbh, Munster, Germany) equipado com Laser (488 nm). A fluorescência PI 

emitida a partir dos núcleos foi coletada através de filtro RG 610 nm e convertido 

para 1024 canais. O software FlowMax® (Partec®) foi usado para análise dos 

dados. O pico do núcleo padrão foi ajustado para o canal 100 e mais de 10.000 

núcleos eram analisados em três medidas independentes. 

O tamanho médio do genoma de cada amostra foi medida de acordo com a 

fórmula adaptada de Doležel e Bartos (2005): 

 

padrão do médio /GG  Pico
padrão do 2CDNA  de Conteúdo x amostra da médio /GG Pico  (pg)  amostra da 2CDNA  de Conteúdo 

10

10
=

 
 

Para os valores dos machos, o conteúdo de DNA 2C da amostra, na fórmula 

acima, foi substituído por 1C. O tamanho do genoma médio será apresentado 

aqui como valores C em picogramas (pg) e mega pares de bases (1 pg = 978 

Mbp) (Doležel et al. 2003).  

 

 

Resultados  
 

Neste estudo, o tamanho do genoma de S. xantotricha, M. mondury e M. 

rufiventris foi medido por FCM. As análises das suspensões de núcleos corados 

com PI geraram histogramas com picos correspondentes ao conteúdo de DNA 

relativo médio de núcleos G0/G1 de S. xantotricha (macho e fêmea), M. rufiventris 

(fêmea), M. mondury (fêmea) e do padrão interno comparativo (Figura 1). Os 
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histogramas mostraram bons níveis de resolução (Fig. 1 a – e) e coeficientes de 

variação (CV) de 2,87-4,14%. 

Os valores médios do tamanho do genoma do macho e fêmea de S. 

xantotricha foram 410,8 Mbp (C = 0,42 pg) e 430,3 Mbp (C = 0,44 pg), 

respectivamente (Fig. 1 a – b, Tabela 2). As análises FCM mostraram, portanto, 

que a fêmea de S. xantotricha possui 19,5 Mbp de DNA a mais que o macho. 

As análises de FCM também mostraram que o tamanho médio do genoma 

de M. rufiventris e M. mondury foi 909,5 Mbp (C = 0.93 pg) e 929,1 Mbp (C = 0,95 

pg), respectivamente (Fig. 1 c – d, Tabela 2). A similaridade do tamanho dos dois 

genoma pode ser confirmada no histograma da suspensão de núcleos de M. 

rufiventris e M. mondury, no qual os picos G0/G1 das duas espécies não foram 

distinguidos (Fig. 1 e). 

 

 

Discussão 
 

Os procedimentos de preparo de núcleos empregadas neste estudo 

produziram uma suspensão com poucos artefatos, tais como debris 

citoplasmáticos e agregados nucleares. Esmagamento em um “tissue grinder” foi 

também aplicado por Bennett et al. (2003) e Johnston et al. (2004), mas esses 

autores utilizaram o tampão Galbraith (Galbraith et al. 1983) para obter as 

suspensões de núcleos. Neste estudo, os tampões OTTO (Otto 1990) foram 

aplicados para o mesmo propósito.  

Optou-se por este tampão porque, na rotina de nosso laboratório, 

histogramas com alta resolução e baixos CVs têm sido obtidos como resultado do 

uso do mesmo, como confirmado pelos resultados deste estudo. Doležel e Bartoš 

(2005) e Loureiro et al. (2006a, b) recomendaram os tampões OTTO, porque o 

ácido cítrico (OTTO-I) evita diferenças na intensidade de coloração dos núcleos. 

Além disso, em concordância com Loureiro et al. (2006a, b), esses tampões 

fornecem melhores resultados em espécies com baixo conteúdo de DNA, como 

as abelhas. 

Aron et al. (2003) utilizou o procedimento de “chopping” e solução tampão 

detergente-tripsina (Vindelov et al. 1983) para preparar núcleos de larvas da 
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formiga Linepithema humile. Os autores obtiveram histogramas FCM com CVs de 

4,2 a 7,3%. No presente estudo, o CV mais alto foi 4,14%, valor que é 

considerado aceitável em medidas de FCM (Galbraith et al., 2002) e, indica que 

os métodos e tampões utilizados forneceram adequadas suspensões de núcleos.  

Adicionalmente, a metodologia desenvolvida aqui discriminou núcleos de 

machos haplóides e fêmeas diplóides de S. xantotricha, permitindo a utilização 

desta espécie, ao invés de organismos distantemente relacionados, como padrão 

interno para análises de FCM de abelhas.  

As análises de FCM também demonstraram que o tamanho do genoma de 

M. rufiventris e M. mondury diferiram por apenas 19.6 Mbp, mas foram ~ 2.1- 

vezes maior que o de S. xantotricha (Fig. 1 c – d, Tabela 2). Os outros poucos 

Apidae estudados até o momento também mostraram tamanho do genoma 

menores que aqueles de M. rufiventris e M. mondury. Por exemplo, Apis cerana, 

A. mellifera e Bombus terrestris possuem o valor-C estimado de 185,8 Mbp (0,19 

pg) (Jordan e Brosemer 1974), 262 Mbp (0,268 pg) (Weinstock et al., 2006) e 625 

Mbp (0,639 pg) (Wilfert et al., 2006). O tamanho do genoma dessas duas 

espécies de Melipona é ainda maior que o tamanho médio estimado para as 

espécies de himenópteros (352 Mbp; C = 0,36 pg – Gregory, 2008) analisadas até 

o momento. 

Um mecanismo que poderia ter promovido o aumento do conteúdo de DNA 

em M. rufiventris e M. mondury é a maior quantidade de heterocromatina nos 

cromossomos destas espécies (Lopes et al. 2008) comparada à de S. xantotricha 

(Rocha et al. 2003). Estudos citogenéticos, com base no conteúdo de 

heterocromatina, possibilitaram uma divisão das espécies de Melipona em dois 

grupos. O Grupo I compreende espécies com baixo conteúdo de heterocromatina 

(M. bicolor, M. quadrisfasciata, M. asilvai, M. marginata e M. subnitida), enquanto 

que as espécies do Grupo II (M. capixaba, M. compressipes, M. crinita, M. 

seminigra, M. captiosa, M. scutellaris, M. rufiventris e M. mondury) apresentam 

alto conteúdo de heterocromatina (Rocha e Pompolo, 1998; 2002, Lopes et al., 

2008).  

Neste contexto, a alta proporção de heterocromatina nos cromossomos das 

espécies do Grupo II poderia explicar as diferenças no tamanho do genoma 

evidenciado neste estudo. Boulesteix et al. (2006) também mencionaram que a 

grande quantidade de heterocromatina presente nos cromossomos de Drosophila 
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orena, poderia ser o principal fator responsável pelo grande aumento no tamanho 

do genoma desta espécie, em comparação com as demais espécies do subgrupo 

Drosophila melanogaster. 

O aumento no tamanho do genoma, no entanto, também tem sido 

associado com a presença de elementos transponíveis (TEs) (SanMiguel e 

Bennetzen, 1998; Vieira et al., 2002), sequências repetitivas (Uozu et al., 1997; 

Ullmann et al., 2005), introns (Moriyama et al., 1998) e microssatélites (Warner e 

Noor, 2000). 

A variação entre o tamanho do genoma das espécies analisadas aqui 

pode, então, refletir diferenças na estrutura genômica das mesmas. Contudo, 

nenhuma extrapolação deve ser feita sobre a importância evolutiva das diferenças 

observadas desde que nós estimamos o tamanho do genoma para somente três 

abelhas sem ferrão. Assim, somente uma análise mais cuidadosa de 

características como o número de TEs, tamanho e número de íntrons e 

microssatélites poderia elucidar os mecanismos específicos pelos quais o genoma 

destas espécies expandiram ou contraíram. Esses estudos deverão ajudar a 

entender a ligação entre estrutura da cromatina, tamanho e evolução do genoma 

nas abelhas sem ferrão. 

Apesar do elevado tamanho do genoma de M. rufiventris e M. mondury em 

comparação ao tamanho do genoma de S. xanthotricha e outras espécies de 

Hymenoptera, estas espécies ainda compartilham o padrão verificado em 

organismos que sofrem metamorfose completa, apresentando genomas que são 

menores que C = 2pg (Gregory, 2002, 2005). Logo, nossos dados representam 

um passo significante em direção a um melhor entendimento do genoma das 

abelhas sem ferrão.  

Outro ponto interessante relacionado com o valor C é como o mesmo 

genoma produz a diversidade morfológica, comportamental e social verificada nas 

abelhas e outros organismos sociais. Koshikawa et al. (2008), por exemplo, 

determinaram o tamanho do genoma de cupins e baratas e analisaram a relação 

deste com a sociabilidade, levantando a possibilidade de associação entre a 

evolução social e a redução no tamanho do genoma destes organismos.  

Na ordem Hymenoptera, no entanto, o conteúdo de DNA de espécies não 

parece estar relacionado como seu espectrum de sociabilidade. O tamanho do 

genoma de espécies altamente eusociais, por exemplo, varia de 185 Mbp (Apis 
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cerana; Jordan e Brosemer, 1974) a 920,1 Mbp (M. mondury, neste trabalho), 

enquanto o valor C estimado para duas espécies de Hymenoptera primitivamente 

eusociais, Bombus terrestris e Polistes dominulus foi 625 Mbp (Gadau et a., 2001) 

e 303,1 Mbp (Johnston et al., 2004), respectivamente. Por outro lado, vespas 

parasíticas como Trichogramma brassicae (244,5 Mbp, Johnston et al., 2004) tem 

um tamanho do genoma similar ao de Apis mellifera (262 Mbp, Weinstock et a., 

2006), uma espécie altamente eusocial.  

Esta falta de associação, entretanto, não é surpreendente considerando o 

pequeno número de espécies de himenópteros que tem seu conteúdo de DNA 

determinado (Gregory, 2008). Assim, como o tamanho do genoma influencia 

diretamente o custo e dificuldade dos projetos de sequenciamento, aumentar o 

conhecimento sobre o tamanho do genoma de abelhas pode auxiliar na escolha 

de organismos para sequenciamento parcial ou completo, o que, por sua vez, 

auxiliará no entendimento da evolução do genoma e sociabilidade na ordem 

Hymenoptera.  

Assim, estudos com insetos sociais de diferentes níveis de sociabilidade 

poderão ajudar no entendimento de como sistemas sociais complexos e 

altamente derivados evoluíram a partir de sistemas simples e ancestrais. Esta 

área de pesquisa, tão pouco estudada, vai se tornando mais acessível conforme 

técnicas moleculares facilitam o estudo do genoma de diversos organismos 

(Robinson, 1999, 2002; Evans e Wheeler, 2001). Um bom exemplo são os 

esforços direcionados para o sequenciamento do genoma de Apis mellifera (The 

Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006), o qual poderá contribuir para 

o conhecimento de diversos aspectos relacionados à sociabilidade desta espécie. 

Em resumo, nossos dados sugerem que esforços adicionais deverão ser 

dirigidos no sentido de estudar o genoma de outras espécies de Melipona do 

Grupo I e II (Rocha e Pompolo, 1998; 2002) e outros gêneros e subfamílias de 

abelhas sem ferrão, a fim de obter dados que possam contribuir para o 

entendimento dos processos envolvidos na expansão e contração de seus 

genomas. Além disso, para um claro entendimento das alterações genômicas que 

ocorreram na transição entre os diferentes estilos de vida em Hymenoptera, será 

necessário comparar os genomas de organismos de famílias e subfamílias de 

diferentes categorias sociais (solitários, primitivos e altamente sociais). 
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Tabela 1 – Padrão interno utilizado nas medições FCM de núcleos de S. 

xantotricha, M. rufiventris e M. mondury. O planejamento experimental foi utilizado 

a fim de evitar problemas de linearidade. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espécie Espécie-Padrão Interno 

Macho S. xantotricha 

Fêmea S. xantotricha 

Fêmea M. rufiventris 

Fêmea M. mondury 

Fêmea D. melanogaster 

Macho S. xantotricha 

Fêmea S. xantotricha 

Fêmea S. xantotricha 
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Tabela 2 – Estimativa do tamanho do genoma das espécies S. xantotricha, M. 

rufiventris e M. mondury. O tamanho do genoma (pg e Mbp) foi demonstrado para 

cada espécie. 

 

Espécies Tamanho médio do genoma (1C)
(pg e Mbp) 

   Tamanho médio do genoma /núcleo 
(G1) 
(Mbp) 

Macho S. xantotricha 0.42 - 410.8 410.8  

Fêmea S. xantotricha 0.44 - 430.3 860.6  

Fêmea M. rufiventris 0.93 - 909.5 1819.0  

Fêmea M. mondury 0.95 - 929.1 1858.2 
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Figura 1 – Histogramas do tamanho do genoma de S. xantotricha, M. rufiventris e 

M. mondury através da análise de suspensões de núcleos do gânglio cerebral, 

corados com PI. a) Fêmea D. melanogaster (padrão interno 2C = 0.36 pg, canal 

100) e macho S. xantotricha (1C = 0.42 pg, canal 117). b) Macho S. xantotricha 

(1C = 0.42 pg, canal 100) e fêmea S. xantotricha (2C = 0.88 pg, canal 210). c) 

Fêmea S. xantotricha (2C = 0.88 pg, canal 100) e fêmea M. rufiventris (2C = 1.85 

pg, canal 210). d) Fêmea S. xantotricha (2C = 0.88 pg, canal 100) e fêmea M. 

mondury (2C = 1.89 pg, canal 215). e) Fêmea M. mondury (canal 100) e fêmea M. 

rufiventris (canal 100).  
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Conclusões gerais 
 
 

• A partir da técnica de ISSR 10 primers microssatélites foram obtidos para 

M. rufiventris e 11 para M. mondury. Vários desses locos foram 

polimórficos em outras espécies de meliponíneos, demonstrando que os 

mesmos podem ser utilizados em estudos com outras espécies de abelhas.  

 

• A comparação entre primers heterólogos e específicos demonstrou um 

aumento no nível de polimorfismo tanto no que se refere ao número de 

locos polimórficos quanto à quantidade de heterozigotos observada.  

 

• A análise de seqüências do gene citocromo B de abelhas do complexo 

rufiventris permitiu a separação em três grupos, os quais podem estar 

relacionados com os biomas onde são encontrados. Os resultados obtidos 

confirmam a existência da espécie Melipona sp no noroeste mineiro, 

Maranhão, Piauí, Ceará e Tocantins. Além disso, sugere a existência de 

uma espécie diferente no estado do Maranhão, indicando a necessidade 

de outros trabalhos que ajudem esclarecer o status taxonômico das 

espécies do complexo rufiventris. 

 

• A metodologia apresentada aqui para análises de citometria de fluxo 

forneceu histogramas com baixos valores de coeficiente de variação 

indicando a eficiência do protocolo estabelecido. O conteúdo de DNA foi 

semelhante para as duas espécies de Melipona não sendo possível 

separá-las, enquanto apresentou grande diferença em relação ao tamanho 

do genoma de Scaptotrigona xantotricha. Esses dados sugerem que 

esforços adicionais deverão ser dirigidos no sentido de estudar o genoma 

de outras espécies de abelhas, a fim de verificar os processos envolvidos 

na expansão e contração de seus genomas. 

 
 


