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“Os fracos julgam e desistem, enquanto os fortes 

compreendem e têm esperança. 

Não somos perfeitos. Decepções, frustrações e perdas sempre 

acontecerão. 

Mas Deus é o artesão do espírito e da alma humana. Não há o 

que temer. 

Depois da mais longa noite, surgirá o mais belo amanhecer.” 

 

 
(Augusto Cury) 

 
 
 

 
A Deus dedico este trabalho! 
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SERÁ QUE VALE A PENA? 

 

Esta foi a frase da semana. Dos últimos dias e dos dias que virão. 

Entre nossos encontros, soa agora a despedida. 

Primeiro encontro, um desconhecido. 

Conquista. Novos amigos. Novos horizontes. 

Novo despertar no amanhecer de nossas vidas. 

Daqui para frente. Um gosto de despedida. Gosto na boca, à saliva da vida.  

 

Chegamos cá, vislumbrado com o que estava por vir. 

Será que vale a pena? 

Inicialmente, sem dúvidas. Vale tudo. Serei eu. Farei. Conquistarei. Serei o 

melhor. Darei o melhor de mim. É o que eu quero. É o que eu posso fazer 

por mim. 

 

Será que vale a pena? 

O que antes não existia. Agora há dúvidas. 

Dúvida do que está por vir. Dúvida da nova conquista. 

Não era o que estimava ser o inconquistável? O desejável? 

Agora há dúvidas? 

 

Será que vale a pena?  

Noites longas, mal dormidas. Sonhos. Pesadelos. Sopas de letras. Letras cá, 

letras lá. Dores de cabeça... de barriga... nas pernas... nos ombros... no 

peito... no corpo. 

Será que vale a pena? 

 

Nós compramos em espécie ou não. Neste caso... é o preço do que se quis. 

Pagamos pelo o que se quer deste ponto em diante. 

O passo maior será dado agora. 

Fui o que pude ser. Fiz. Conquistei. Tentei ser o melhor. Dei o melhor de 

mim. 

Valeu tudo. É o que eu pude fazer por mim.         
Será que vale a pena? 
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Tenho o gosto da saliva da vida. Gosto de despedida. Gosto da saudade. 

Saudades das noites longas... das risadas... dos choros... das dores... dos 

meus amigos que deixarei no cercado do meu coração. 

Latifúndio da saudade.  

Será que vale a pena? 

Ainda há dúvidas? 

 

O gosto de despedida impregnado nos lábios, na língua, na boca. 

A saudade nascente aperta meu peito, rasga minhas entranhas. 

Sentirei saudades dos meus amigos. 

Valeu a pena. 

 

Maria Ignêz Castrillon  
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RESUMO 
 

SILVA, Rejane Bezerra, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de     
2007. Variabilidade genética de Melipona quadrifasciata 
(Hymenoptera: Apidae, Meliponina) no Estado de Minas Gerais – 
Brasil. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-orientadores: Lúcio Antônio 
de Oliveira Campos e Tânia Maria Fernandes Salomão. 

 
 

 A espécie Melipona quadrifasciata Lep. (mandaçaia) é uma abelha 

sem ferrão que se distribui ao longo da costa brasileira, desde a Paraíba até 

o Rio Grande do Sul. Esta espécie, juntamente com outras espécies de 

meliponíneos, apresenta um importante papel na polinização das árvores 

nativas do Brasil. Entretanto, tem sido observado que muitas espécies de 

meliponíneos têm sofrido uma grande redução populacional causada, 

principalmente, pela fragmentação ambiental. Com o objetivo de verificar 

como a fragmentação florestal afeta a variabilidade genética de algumas 

colônias de Melipona quadrifasciata foram analisados doze locos 

microssatélites em 22 colônias coletadas em diversos fragmentos do estado 

de Minas Gerais. Os resultados obtidos demonstraram uma baixa 

variabilidade genética (P=16,67%) entre as colônias analisadas. Dos doze 

locos microssatélites analisados, apenas dois foram polimórficos. O valor 

médio da heterozigosidade observada foi de 0,046. Não foi possível verificar 

uma relação entre o tamanho dos fragmentos amostrados e a variabilidade 

genética (número de alelos detectados) das diferentes colônias. A distância 

genética média entre as colônias foi de 0,05. Não foi possível agrupar as 

colônias de acordo com a localidade de origem das mesmas. Houve apenas 

a formação de dois grupos, cada qual contendo colônias de diferentes 

localidades. Assim, análises futuras, envolvendo um maior número de 

colônias bem como “primers” microssatélites específicos para M. 

quadrifasciata, deverão ser realizadas para verificar como a fragmentação 

ambiental afeta a variabilidade genética desta espécie.                               
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ABSTRACT 
 

SILVA, Rejane Bezerra, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 
2007.    Genetic variability of Melipona quadrifasciata (Hymenoptera: 
Apidae, Meliponina) in the State of Minas Gerais - Brazil. Adviser: Mara 
Garcia Tavares. Co-advisers: Lúcio Antônio de Oliveira Campos and Tânia 
Maria Fernandes Salomão.   

   
 

 
The stingless bee Melipona quadrifasciata Lep. (mandaçaia) is 

distributed along the Brazilian coast, from Paraiba to Rio Grande do Sul. This 

species presents an important role in the pollination of the Brazilian native 

trees. However, many stingless bee species are being drastically reduced 

due to deforestation. Thus, in order to verify how deforestation affects the 

genetic variability of M. quadrisfasciata, 22 colonies collected in several 

fragments of Minas Gerais state were analyzed with twelve microsatellite loci. 

Results demonstrated a low genetic variability (P=16,67%) in the analyzed 

colonies. Only two, out of the twelve loci analyzed were polymorphic. The 

mean observed heterozygosity was of 0,046. It was not possible to verify a 

relationship between the size of the fragments sampled and the genetic 

variability (number of detected alleles) of different colonies. The mean 

genetic distance among the colonies was of 0.05. Although it was not 

possible to group colonies according to their geographic origin, colonies 

clustered into two groups, each one containing colonies of different localities. 

Thus, future analyses involving a larger number of colonies as well as 

microsatellite "primers" specific for M. quadrifasciata, should be necessary to 

demonstrate how deforestation affects the genetic variability of this species.  
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I. INTRODUÇÃO 
 

 

I.1. Importância e caracterização das abelhas sem ferrão  
 

Segundo Kerr et al. (2001), um terço da produção mundial de 

alimento depende da visita de animais às flores, sendo que 38% da 

polinização das plantas floríferas é realizada pelas abelhas. 

As abelhas são os agentes polinizadores mais adaptados à visita 

das flores das angiospermas. Essa relação baseia-se em um sistema de 

dependência recíproca, onde as plantas fornecem o alimento para as 

abelhas, principalmente pólen e néctar, e em troca recebem os benefícios da 

transferência de pólen (Kevan e Baker, 1983; Proctor et al., 1996). 

Entretanto, a importância das abelhas para as plantas vai além da 

transferência de pólen de uma flor para outra, pois, por serem vetores muito 

ativos, elas promovem o cruzamento entre plantas que estão separadas por 

grandes distâncias, assegurando a manutenção do ciclo de reprodução 

sexuada das plantas e, consequentemente, a disponibilidade de alimento 

para outros animais. Assim, a extinção de uma espécie de abelha poderá 

levar a extinção de uma ou mais espécies de plantas por ela polinizadas, 

bem como de animais que dependem dessas plantas para se alimentarem 

(Campos, 1998). 

As abelhas indígenas sem ferrão são reconhecidas como o principal 

grupo de polinizadores, das árvores nativas, no Brasil. Essas abelhas 

pertencem à família Apidae e a subtribo Meliponina (Silveira et al., 2002) e, 

por apresentarem o ferrão atrofiado, são incapazes de ferroar (Kerr e Lelo, 

1962). Esta subtribo compreende 55 gêneros e mais de 340 espécies, as 

quais se distribuem nas regiões tropicais do mundo, assim como nas regiões 

subtropicais da América do Sul, América Central, África Índia, Malásia e 

Austrália (Camargo e Pedro, 1992). No Brasil, o gênero Melipona apresenta 

grande número de espécies e apresenta grande diversificação na bacia 

amazônica (Silveira et al., 2002). 

Melipona quadrifasciata Lep. (mandaçaia) distribuí-se ao longo da costa 

brasileira, desde a Paraíba até o Rio Grande do Sul (Moure e Kerr, 1950), 
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sendo conhecidas duas subespécies: Melipona quadrifasciata anthidioides 

Lep. e M. quadrifasciata quadrifasciata Lep.  

Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta bandas tergais 

amarelas interrompidas em operárias e machos, enquanto que em M. 

quadrifasciata quadrifasciata essas bandas são contínuas. A primeira é uma 

subespécie de regiões com temperaturas mais elevadas (Melo e Campos, 

1987), sendo encontrada em Minas Gerais e Rio de Janeiro. Já a 

subespécie M. quadrifasciata quadrifasciata ocorre principalmente em 

regiões de altitudes mais elevadas e frias, como Sul de São Paulo, Paraná e 

Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No entanto, já foi verificado na região 

norte do estado de Minas Gerais, habitando regiões baixas e quentes, 

populações de M. quadrifasciata com um padrão de bandas igual ao de M. 

quadrifasciata quadrifasciata (Melo e Campos, 1987).  

Alguns trabalhos têm sido realizados com o objetivo de detectar 

diferenças moleculares entre as subespécies de M. quadrifasciata Lep. 

Waldschmidt et al. (2000), por exemplo, utilizando PCR-RAPD, encontraram 

um marcador de DNA que estava presente em M. q. quadrifasciata e 

ausente em M. q. anthidioides. Entretanto, esse marcador estava ausente 

em indivíduos coletados no norte do Estado de Minas Gerais, os quais 

apresentavam um padrão de bandas similar ao de M. q. quadrifasciata. 

Moretto e Arias (2005), utilizando RFLP, identificaram três enzimas com 

padrões de restrição diferentes, no DNA mitocondrial, entre as duas 

subespécies. Estes resultados demonstram a importância de estudos 

moleculares para confirmar o status taxonômico dessas subespécies. 

 

 
I.2 Meliponíneos X Fragmentação florestal 

 

Apesar de sua importância ecológica, muitas espécies de 

meliponíneos têm tido seu número grandemente reduzido. A destruição dos 

ambientes naturais é apontada como a principal causa dessa redução 

populacional. Sendo um grupo isolado e muito especializado, esses insetos 

dependem das características climáticas e florísticas de suas regiões de 

origem. Dentre os fatores que contribuem para a destruição ambiental 
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destacam-se os desmatamentos, uso indiscriminado de agrotóxicos e a ação 

predatória de meleiros, que derrubam árvores para coletar o mel e 

abandonam o ninho no chão (Kerr et al., 1999). 

Os desmatamentos isolam áreas que pertenciam anteriormente a 

ecossistemas contínuos, formando ilhas florestais. A diminuição de áreas de 

florestas, em geral, resulta na redução do tamanho das populações que 

vivem e dependem desses habitats. A intensidade desses efeitos está 

relacionada, principalmente, ao tamanho dos fragmentos remanescentes, a 

distância entre eles e as condições em que se encontravam quando isolados 

(Viana e Melo, 1987). 

Segundo Aidar (1996), os desmatamentos, que ocorrem 

principalmente com a expansão da pecuária, exploração de madeira, carvão 

e as queimadas indiscriminadas, além de eliminar várias espécies vegetais, 

ocasiona a redução da diversidade de insetos, promovendo um rápido 

decréscimo na disponibilidade de recursos naturais. O que afeta em 

particular os meliponíneos, que utilizam os ocos de árvores para nidificarem. 

No estado de Minas Gerais, as populações de abelhas têm sido 

intensamente afetadas pelos desmatamentos. Algumas formações vegetais 

do estado foram drasticamente reduzidas, como é o caso da mata Atlântica. 

Os fragmentos remanescentes, geralmente, muito pequenos, não 

apresentam condições de suportar um grande número de espécies com alto 

número populacional (Viana e Melo, 1987). 

Esta estratificação e descontinuidade da mata têm como 

conseqüências, dentre outras, o extermínio de colônias de meliponíneos e a 

diminuição do fluxo gênico entre colônias de diferentes regiões. Esta 

diminuição no fluxo gênico ocorre porque às distâncias que separam estas 

colônias umas das outras impedem a migração de machos e rainhas virgens 

para acasalamento (Aidar, 1996).  

Brown e Albrecht (2001) investigaram a quantidade de espécies 

abelhas do gênero Melipona em áreas com variados graus de 

desmatamentos na Amazônia, sugerindo que estas abelhas podem ser 

utilizadas como bioindicadores. Esta alta sensibilidade é devida, entre outros 

fatores, a presença de um abdômen desenvolvido nas rainhas fisogástricas, 
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o que as impossibilita de voar. Assim, as colônias não conseguem fugir de 

áreas com alguma perturbação, como desmatamentos ou queimadas. 

Silveira et al. (2002) citam que muitas espécies de Melipona 

dependem das condições ambientais locais para sua sobrevivência. De 

acordo com esses autores, M. bicolor, M. marginata, M. quadrifasciata e M. 

rufiventris, que eram amplamente distribuídas na extensa região coberta 

pela mata Atlântica, atualmente, têm sua ocorrência limitada aos fragmentos 

remanescentes desta mata, localizados na extensa faixa situada entre a 

cadeia do Espinhaço e os estados do Rio de Janeiro, Espírito Santo e Bahia. 

Dessas espécies, M. marginata e M. rufiventris, parecem ser as mais 

exigentes com relação ao tamanho e/ou qualidade desses fragmentos, não 

ocorrendo a não ser nos maiores, mais antigos e menos perturbados. M. 

marginata, registrada na cidade de Belo Horizonte no início do século 20, 

parece estar completamente extinta nos remanescentes florestais do 

município e regiões limítrofes, embora nestas mesmas áreas ainda sejam 

encontradas M. bicolor e M. quadrifasciata, com relativa freqüência.  

Devido à destruição de seus habitats e à exploração predatória do 

seu mel, M. rufiventris foi incluída na lista das espécies ameaçadas de 

extinção da fauna de Minas Gerais e M. bicolor e M. marginata são 

consideradas presumivelmente ameaçadas no Estado (Campos, 1998). A 

dependência da floresta no caso dessas espécies é explicada em parte, pela 

necessidade de árvores de porte relativamente grande, onde são 

encontrados ocos que essas abelhas utilizam para nidificarem.  

Assim, a fragmentação florestal tem levado a uma redução das 

populações de muitas espécies de meliponíneos o que, consequentemente, 

contribui para a perda da variabilidade genética destas populações.   

A perda da variabilidade genética está associada à redução do 

tamanho populacional, uma vez que, em populações pequenas, a 

segregação aleatória dos genes e a reprodução desigual entre os indivíduos, 

promovem mudanças nas freqüências alélicas (Lande e Barrowclough, 

1987) podendo levar a fixação e/ou perda de alelos (Futuyma, 1992). Assim, 

a variabilidade genética é diretamente proporcional ao tamanho efetivo da 

população, ou seja, a quantidade de indivíduos que através da reprodução 

contribuem para a próxima geração (Beiguelman, 1994). 
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A endogamia (cruzamento entre indivíduos aparentados) e a deriva 

genética (mudanças aleatórias nas freqüências gênicas entre gerações) são 

fatores que também contribuem para a diminuição da variabilidade genética 

em pequenas populações. A endogamia colabora para o aumento da 

similaridade genética entre indivíduos de uma mesma população, 

contribuindo para elevar a proporção de locos homozigotos (Hartl, 1987). O 

aumento da homozigose favorece a expressão de alelos recessivos 

deletérios e diminui o valor adaptativo de locos co-dominantes, o que pode 

levar a uma diminuição da capacidade adaptativa dos indivíduos às 

flutuações ambientais provocadas por fatores bióticos e abióticos.  

Devido ao mecanismo genético de determinação do sexo em 

Hymenoptera, os cruzamentos endogâmicos levam ao surgimento de 

indivíduos homozigotos no loco sexual, os quais se desenvolvem em 

machos diplóides. Em Melipona, esses machos são inviáveis, às vezes nem 

chegam a nascer ou morrem logo depois de emergirem dos favos. O 

aumento da proporção de machos diplóides na colônia determina a 

eliminação da rainha pelas operárias. Estes fatores levam, primeiramente, à 

redução das populações das colônias e, eventualmente, à sua extinção (Kerr 

et al., 1996). A recuperação de uma população que passou por um 

determinado período de endogamia pode ser muito lenta ou não ocorrer, o 

que pode levar a uma extinção da população por uma endogamia recorrente 

(Unruh e Messing, 1993). 

Kerr e Vencovsky (1982) verificaram que é necessária a manutenção 

de 44 colônias de uma mesma espécie de abelhas sem ferrão, em uma área 

de reprodução para manter a população geneticamente estável. Com um 

número menor de colônias, a probabilidade de rainhas acasalarem-se com 

machos que possuem alelos sexuais iguais a um dos seus é de 17,3%, o 

que leva a produção de 50% de machos diplóides (Kerr, 1987).  

Por sua vez, a deriva genética causa a perda de alelos raros em 

uma população, contribuindo para a redução da variabilidade genética 

intrapopulacional e, consequentemente, para fixação ao acaso de alelos 

diferentes nas populações, o que resulta na diferenciação interpopulacional. 

Em grandes populações ou em populações pequenas em que há troca de 

genes por meio da migração constante de indivíduos, os efeitos de deriva 
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genética são irrelevantes, no entanto, em populações pequenas e isoladas, 

são grandemente acentuados. 

Em populações naturais, a perda da variabilidade genética pode ser 

equilibrada pela introdução de novos alelos, através de mutações e/ou 

migração. Contudo, em um ambiente fragmentado, a redução do fluxo 

gênico entre as populações isoladas, juntamente com as reduzidas taxas de 

mutação aumentam a perda da variabilidade genética.  

No estado de Minas Gerais, é verificado que a fragmentação 

florestal resultante do desmatamento tem provocado uma redução nas 

populações de muitas espécies de meliponíneos. Assim, estudos sobre a 

estrutura genética das populações desses importantes polinizadores, são de 

grande relevância, uma vez que podem fornecer dados importantes que 

poderão ser usados para o desenvolvimento de programas que visam a sua 

conservação.   

 

I.3. Marcadores moleculares microssatélites  

Devido à impossibilidade de se estudar todos os alelos presentes em 

uma população, à busca de marcadores moleculares que produzam 

estimativas da diversidade genética em uma população é de grande 

importância (Tregenza e Butlin, 1999). Entende-se por marcador molecular, 

todo e qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um 

segmento específico de DNA (correspondente a regiões expressas ou não 

do genoma) (Ferreira e Grattapaglia, 1998). 

No campo das técnicas moleculares, vários métodos têm sido 

utilizados para a investigação da variabilidade genética em populações 

naturais, existindo atualmente grande quantidade de marcadores 

moleculares (isoenzimas, RAPD, RFLP, ISSR, entre outros) que são 

utilizados em vários tipos de estudos. 

No início dos anos 1980, diferentes experimentos demonstraram que 

os genomas de eucariotos possuem várias classes de seqüências repetitivas 

(Hamada et al., 1982; Tautz e Renz, 1984). Algumas dessas seqüências 

foram chamadas de minissatélites ou microssatélites, de acordo com o 

tamanho da seqüência repetitiva. Os microssatélites são seqüências simples 
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(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 do indivíduo. 

Esses marcadores moleculares apresentam várias características 

que os tornam úteis em estudos de paternidade, poliandria, filogeografia, 

genética de populações, etc. Destaca-se o fato de serem caracteres 

mendelianos, codominantes, seletivamente neutros (suas seqüências são 

não-codificadoras) e altamente polimórficos. 

Os microssatélites são considerados uma região “instável” do 

genoma, pois essas regiões possuem uma taxa de mutação muito maior do 

que outros locos no mesmo genoma (Eisen, 1999). Essa “instabilidade” 

produz alelos polimórficos (Sia et al., 1997). Apesar de existirem diferentes 

tipos de polimorfismos que podem ocorrer nos locos microssatélites, o mais 

comum é a alteração no seu tamanho, devido à seqüências com diferentes 

números de elementos repetitivos (Eisen,1999).  

Dois mecanismos são sugeridos para explicar a elevada taxa de 

mutação dos microssatélites (Strand et al., 1993). No “crossing-over 
desigual”, a presença das seqüências repetitivas dificulta o pareamento 

entre os cromossomos homólogos, acarretando troca de fragmentos 

cromossômicos de tamanhos desiguais entre os mesmos e alterando o 

número original de repetições de cada cromossomo. Já no “slippage”, 

ocorre um “deslize” da DNA polimerase durante a replicação do DNA, o que 

pode resultar no acréssimo ou na perda de repetições. 

As regiões microssatélites são amplificadas por meio de PCR 

(“Reação da polimerase em cadeia”.), utilizando-se “primers” específicos que 

flanqueiam essas regiões. Os diferentes alelos de um mesmo loco são 

representados pelos fragmentos amplificados com tamanhos diferentes. 

“Primers” microssatélites já foram desenvolvidos para algumas 

espécies de insetos, tais como abelhas (Estoup et al., 1993; Estoup et al., 

1994; Peters et al., 1998; Paxton et al., 1996; 1999b), vespas (Choudhary et 

al.,1993; Hughes e Queller, 1993), formigas (Evans, 1993; Gertsch et al., 

1995), thrips (Chapman e Crespi, 1998). Estes “primers” têm possibilitado a 
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realização de estudos sobre a poliandria, paternidade 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 foi 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 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 estudos de genética de populações. 

Os primeiros “primers” microssatélites para abelhas foram descritos 

por Estoup et al. (1993) e, em 1995, estes “primers” começaram a ser 

utilizados para estudar a estrutura genética de populações destes 

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

realizados utilizando-se esse marcador molecular. 

Marcadores microssatélites foram utilizados para análise de 

associações filogeográficas entre Bombus terrestris, presente no continente 

europeu e B. canariensis e B. maderiensis presentes nas ilhas Canárias e 

Madeira, respectivamente, as quais estão localizadas no continente africano 

(Widmer et al., 1998). Os dados obtidos com essas análises possibilitaram 

diferenciar B. canariensis de B. maderiensis, bem como verificar o grau de 

similaridade entre as três espécies.  

Ao se estudar Platythyrea punctata, uma formiga telítoca, utilizando 

marcadores microssatélites, Schilder et al. (1999) encontraram baixo índice 

de heterozigosidade e pequeno número de alelos, sendo comum indivíduos 

que compartilhavam o mesmo genótipo. Os autores ressaltam que isto pode 

ser reflexo de seu tipo de reprodução, juntamente com efeitos do fundador e 

gargalo genético pelos quais passaram as populações estudadas. 

Marcadores microssatélites foram utilizados para estudar o 

comportamento reprodutivo em rainhas da abelha Scaptotrigona postica. Os 

genótipos das operárias analisadas mostravam rainhas acasalando-se uma 

única vez e, em outros casos, rainhas acasalando-se com até seis machos 
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diferentes, o que levou o autor a considerar que S. postica é uma abelha 

poliândrica facultativa (Paxton, 2000). 

Goodisman et al. (2001) utilizaram marcadores microssatélites no 

estudo de quatro populações introduzidas da vespa Vespula germanica na 

Austrália. Eles observaram significante diferenciação alélica entre as 

populações e diminuição da similaridade genética em uma mesma 

população com o aumento da distância geográfica entre as colônias. 

Palmer et al. (2002), utilizando marcadores microssatélites, estudaram 

a freqüência de cruzamentos das rainhas e origem dos machos em algumas 

espécies de abelhas sem ferrão mexicanas e australianas. Os resultados 

obtidos revelaram que todas as espécies analisadas eram monoândricas, 

além de demonstrarem dominância da rainha na produção dos machos. 

Francisco (2002) utilizou “primers” heteroespecíficos (construídos 

para Scaptotrigona postica e Melipona bicolor) para analisar a diversidade 

genética em populações de Plebeia remota, uma abelha sem ferrão. Dos 25 

“primers” testados, 12 puderam ser utilizados no cálculo da heterozigose e 

diferenciação entre as populações. 

Estudos com Bombus hypnorum, utilizando-se marcadores 

microssatélites, revelaram que as rainhas analisadas acasalaram-se uma 

única vez e que, em todas as colônias onde as operárias tinham papel 

reprodutivo, a ovoposição das operárias ocorria paralelamente à ovoposição 

da rainha. Entretanto, apesar dos altos níveis de reprodução das operárias, 

a rainha mantinha o controle da razão sexual (Brown et al., 2003). 

Shao et al. (2004) encontraram significante diferenciação entre 

populações de Bombus iginitus do continente e das ilhas asiáticas utilizando 

esses marcadores. Os resultados encontrados sugeriram que um recente 

gargalo populacional e o isolamento geográfico foram às causas da 

divergência apresentada por essas populações.  

Lopes (2004) utilizou “primers” heteroespecíficos (construídos para 

Melipona bicolor) para analisar a estrutura genética de populações de M. 

mondury e M. rufiventris e obter a estimativa da variabilidade genética 

dessas espécies. Filho (2006), também utilizando “primers” 

heteroespecíficos (construídos para M. bicolor), estudou a estrutura genética 

de populações de M. mondury no estado da Bahia. O alto valor encontrado 
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de FST (0,4483) demonstrou uma alta estruturação entre as subpopulações 

analisadas. 

Oito “primers” microssatélites foram desenvolvidos para Ceratina 

flavipes com o objetivo de obter informações sobre a sociabilidade e o 

sistema de acasalamento das abelhas do gênero Ceratina. Esses “primers” 

também demonstraram ser uma ferramenta útil para análise genética de 

espécies congenéricas (do mesmo gênero) como C. okinawana (Azuma et 

al., 2005). 

A maior dificuldade no uso de marcadores microssatélites é a 

construção dos “primers”, sendo necessário uma biblioteca genômica. 

Entretanto, como visto em trabalhos anteriores, é possível a utilização de 

“primers” heteroespecíficos para espécies relacionadas, o que torna a 

técnica mais acessível e menos dispendiosa. 

Uma vez que não existe “primers” microssatélites construídos 

especificamente para M. quadrifasciata, no presente trabalho foram 

utilizados “primers” construídos para M. bicolor (Peters et al., 1998), com o 

objetivo de estudar a variabilidade genética de Melipona quadrifasciata no 

estado de Minas Gerais.  
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II. OBJETIVOS 
 
 

O presente trabalho teve como objetivo geral verificar como o 

processo de fragmentação florestal afeta a variabilidade genética de      

colônias de Melipona quadrifasciata no Estado de Minas Gerais.  

 

 

 

           Objetivos específicos: 

 

a) estimar, em algumas amostras de M. quadrifasciata, a variabilidade 

genética intra e intercolonial; 

 

b) analisar como as variações genéticas se posicionam entre colônias 

de M. quadrifasciata coletadas em fragmentos de diferentes 

tamanhos. 
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III. MATERIAL E MÉTODOS 
 
III. 1. Material genético 

 
Foram amostradas operárias adultas de colônias de M. quadrifasciata 

provenientes de fragmentos florestais (mata Atlântica e cerrado) de seis 

localidades de Minas Gerais: Materlândia, Rio Vermelho, Cristiano Otoni, 

Resende Costa, Januária e Guaraciaba (Tabela 1 e Figura 1). As abelhas 

coletadas foram trazidas para o laboratório vivas ou fixadas em álcool 

comum ou em nitrogênio líquido. No laboratório, estas abelhas foram 

armazenadas a -80ºC até o momento da extração do DNA.  

As amostras de M. quadrifasciata coletadas na localidade de Januária 

apresentaram bandas amarelas tergais contínuas semelhantes ao padrão 

morfológico de M. q. quadrifasciata que ocorre no sul do país, e não bandas 

interrompidas como é característico para a M. q. anthidioides que ocorre no 

resto do estado de Minas Gerais. 

Para a realização das análises moleculares, foram utilizados 5 

indivíduos de cada colônia, sendo 11 colônias de regiões de mata e 11 de 

regiões de cerrado (Tabela 1). 

 
       Tabela 1: Localidade, bioma, área do fragmento e número de        

colônias de Melipona quadrifasciata amostradas. 
Localidade Bioma Área do 

fragmento (ha) 
Número de 

colônias 
Materlândia Mata 80,82 1 

 
Rio Vermelho 1 Mata 164,97 1 
Rio Vermelho 2 Cerrado 53,91 1 
Rio Vermelho 3 Mata 18,18 1 

 
Cristiano Otoni 1 Cerrado 114,93 1 
Cristiano Otoni 2 Mata 66,98 1 
Cristiano Otoni 3 Mata 139,43 1 
Cristiano Otoni 4 Mata 139,45 1 
Cristiano Otoni 5  Mata 42,12 1 
Cristiano Otoni 6 Mata 10,26 1 
Cristiano Otoni 7 Mata 2,61 1 

 
Resende Costa Mata 5,04 1 
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Tabela 1: continuação 
Localidade Bioma Área do 

fragmento (ha) 
Número de 

colônias 
Januária 1 Cerrado 433,48 1 
Januária 2 Cerrado 42,58 1 
Januária 3 Cerrado 42,58 1 
Januária 4 Cerrado 42,58 1 
Januária 5 Cerrado 42,58 1 
Januária 6 Cerrado 72,23 1 
Januária 7  Cerrado 154,35 1 
Januária 8 Cerrado 42,58 1 
Januária 9  Cerrado 17,37 1 

 
Guaraciaba  Mata 80,28 1 

 
Total   22 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Localização geográfica das seis localidades onde foram      

coletadas amostras de M. quadrifasciata no estado de Minas 
Gerais.  

 
 

  Januária 

   Rio Vermelho 
  Materlândia 

  Guaraciaba 

      Cristiano Otoni 
   Resende Costa 
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III. 2. Extração de DNA genômico 
 

A extração do DNA total das operárias foi realizada conforme o 

protocolo recomendado por Waldschmidt et al. (1997). A cabeça e o 

mesossoma de cada indivíduo foram macerados em gral de porcelana 

contendo 1 ml de tampão de extração gelado constituído de: CTAB 2% 

(Hexadecil Trimetil Brometo de Amônio); EDTA (Ácido Tetraacético Diamina 

Etileno) 20 mM (pH 8,0); NaCl 1,4 M; Tris-HCl 100 mM (pH 8,0) e 100 μg/ml 

de protease. O macerado foi incubado a 65 ºC por 30 min. A 

desproteinização foi feita com 1 volume de clorofórmio por duas vezes. Após 

cada desproteinização o macerado foi centrifugado a 13.000 rpm por 8 min 

em centrífuga (Eppendorf Centrifuge 5415C). A precipitação do ácido 

nucléico foi feita com 1 volume de isopropanol seguida de incubação a 20ºC 

por 24 h. O material foi, então, submetido à centrifugação a 14.000 rpm por 

30 min e o precipitado formado foi lavado duas vezes com etanol 70% e 

seco à temperatura ambiente. O ácido nucléico foi ressuspendido em 100 μl 

de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0). Em seguida, as 

amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo 

0,2 μg/ml de brometo de etídio, para quantificação e verificação da 

integridade e pureza do DNA extraído. 

 
 
III. 3. Amplificação das regiões microssatélites 

 

A amplificação do DNA extraído foi realizada de acordo com 

metodologia descrita por Peters et al. (1998), com modificações. A mistura 

de reação de 10 μL consistiu de: 0,1 mM de cada desoxirribonucleosídeo 

trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 μM de cada “primer”; 0,5 

unidade de Taq polimerase, tampão 1X e 10 ng de DNA total. A mistura foi 

incubada em termociclador modelo PTC – 100 (MJ Research). O programa 

de amplificação consistiu de uma desnaturação inicial a 94 ºC por 3 minutos, 

seguida de 40 ciclos de desnaturação a 92º C por 30 segundos, anelamento 

com temperatura específica para cada “primer” por 1 minuto e elongação a 
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72º C por 30 segundos. Ao final desses ciclos, foi feito um passo extra de 

elongação a 72º C por 5 min.  

Dos 25 pares de “primers” testados (Peters et al., 1998), 12 

amplificaram bandas satisfatórias, sendo, por isso, utilizados no presente 

trabalho.  

 
 
III. 4. Visualização dos produtos PCR 

 

Os produtos das amplificações foram submetidos à eletroforese em 

gel de poliacrilamida não desnaturante 8%, e visualizados através de 

coloração com nitrato de prata 0,2%. A coloração foi feita conforme o 

seguinte protocolo: o gel foi fixado por 10 minutos em fixador 10% de etanol 

absoluto e 0,5% de ácido acético. Em seguida o gel foi colocado em solução 

de nitrato de prata 0,2% por 10 minutos. Após esse tempo foi feita uma 

lavagem em água destilada por um minuto e o gel foi submetido à revelação 

em solução reveladora 3% NaOH e 0,6 % formol até o aparecimento das 

bandas. O revelador foi descartado e foi adicionado o fixador para 

interromper a revelação. Todas as etapas foram feitas sob leve agitação. Em 

seguida, os géis foram fotodocumentados para análises posteriores. 

 
 
III. 5. Análises estatísticas 
 

O programa Popgene versão 1.32 (Yeh et al., 1999) foi utilizado 

para calcular os seguintes estimadores de diversidade genética: freqüência 

alélica, porcentagem de locos polimóficos (P), número médio de alelos por 

locos (A) e heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He).  

A distância genética entre pares de colônias foi calculada utilizando-

se a distância genética de Nei (Nei, 1972). Em seguida, a matriz de distância 

genética foi submetida a uma análise de agrupamento, utilizando-se o 

algoritmo UPGMA e a uma análise de escala multidimensional, pelo 

algoritmo de Coordenadas Principais. Essas análises foram realizadas pelo 

programa Statistica 5.0 (StatSoft, 1997) . 
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 Com o intuito de verificar o grau de diferenciação genética entre as 

colônias, estas foram reunidas em três grupos, de acordo com a proximidade 

das localidades: grupo 1: uma colônia de Materlândia e três colônias de Rio 

Vermelho; grupo 2: sete colônias de Cristiano Otoni, uma colônia de 

Resende Costa e uma de Guaraciaba; grupo 3: nove colônias de Januária, e 

foi realizada uma análise de variância molecular (AMOVA) (Arlequin versão 

2.000) (Schneider et al., 2000). 
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IV. RESULTADOS  
 
 

Dos 25 pares de “primers” testados, 12 apresentaram resultados 

satisfatórios, em termos de amplificação, para Melipona quadrifasciata após 

alterações nas temperaturas de anelamento (Tabela 2). Destes, apenas dois 

(Mbi 232 e Mbi 305) foram polimórficos (P=16,67%), com uma média de 1,41 

alelos/loco. Estes locos apresentaram 5 e 2 alelos, respectivamente, os 

quais permitiram a identificação de 10 e 2 genótipos (Tabela 3). Dos 10 

genótipos encontrados para o loco Mbi 232, sete eram compostos por dois 

alelos distintos, o que demonstra a presença de heterozigotos na população. 

Por outro lado, não foi verificada a presença de indivíduos heterozigotos 

para o loco Mbi 305 e também não foi verificada a presença de alelos 

exclusivos em nenhuma das populações analisadas. Em uma das colônias 

de Rio Vermelho foi verificada a presença de 5 alelos. 

 
 
Tabela 2: Descrição dos locos microssatélites utilizados, seqüência dos 

“primers”, repetição do microssatélite, *Ta: temperatura de 
anelamento sugerida por Peters et al. (1998) e **Ta: temperatura 
de anelamento utilizada nos experimentos. 

 
Loco Sequência (5' → 3') Repetição *Ta (Cº) **Ta (Cº)

Mbi28 TTTTATCGCTCCTATCCTCC 

AATCCAACAGGACGGTGT 

(TCC)6ACC(TCC)3 57,5 57,5 

Mbi32 CTTTATCCGGTGCGTCGAA 

GAAGGCATTCCGGGTTGTT 

(GGA)4(GGAGAA)5 57,5 64 

Mbi33 ATCACCTAACTTGGCATCCC 

GATCAAGGGCCAAGAGGA 

TTC(TCC)2TCTTCC(TCT)2 

(TCC)3 

60 70 

Mbi88 GCCGCCGTACGTTCTGA 

GCGCTCGAGCAGCGTT 

(GAAA)2GGAAG(AAAGA)4 

(AAGGA)2AAAGAAAC(GAG)2 

57,5 64 

Mbi103 CCCCCACAGTGTAACCAGAAAG 

TTATGGTGATAAACGGCGAAG 

(ATT)6 50 60 

Mbi219 GCAGCGAAAGACTAATTTACC 

GACGTTGGAATGGAAACTC 

(AAT)4 57,5 60 

Mbi221 CATTTCGCCGCTCTCTATCT 

CTTGAATCTTTTGACACAACGTCT 

(AGA)2TGGCT(AGA)5 60 62,5 

Mbi232 TTTTTCTCTTAAATTTTCTTCT 

CTTACTCGACGACTTTATTT 

(CTT)13 50 52 
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Tabela 2: continuação 
Mbi259 CGACGTTAACATTTCGCTA 

CTGTTCGACTGTTCTCACTCT 

(AGG)(AGA)5(GGA)2GAA 

(GGA)2 

57,5 66 

Mbi278 GTTCGTGTTTCGTGGTGAAT 

GTTGCGAGAACTCTGACGAT 

CTT(CTC)2CTTCTCTGCTTC

C (TCT)9CCTTCG(TCT)2 

60 68 

Mbi305 GATCCGCTGCGCGAGAC 

GGACGAGGCTGAGGCATG 

(CAT)3(CAG)(CAT)2(CCT)3 

(TCT)(CTT)2(CCT)(CTC) 

60 62,5 

Mbi522 CCCTGGACAAATACAAACGTA 

GAACAATGCTCTTCTCCGAA 

(TGC)4TGT(TGC)3 60 60,5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 3: Genótipos observados nos locos microssatélites polimórficos 

detectados em M. quadrisfasciata. 
 

Loco Localidades 
 Materlândia R. Vermelho C. Otoni R. Costa Januária Guaraciaba 

Mbi232 CD AC 
BE 
CC 
CD 
CE 

AC 
AB 
BB 
BC 
BE 
CC 
CD 

AA 
AC 

AB 
AC 
BB 
BC 
BE 
CC 
CE 
DE 

BB 
BE 

Mbi305 BB AA 
BB 

AA 
BB 

AA 
BB 

AA 
BB 

 
BB 
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100

100

As Figuras 2 e 3 mostram alguns dos genótipos encontrados para os 

locos analisados. 

 

 

 

  
       
 

 
 

 
         Figura 2: Padrão eletroforético em gel de poliacrilamida 8% 

mostrando alguns dos genótipos do loco Mbi 522 
verificados em Melipona quadrifasciata. M: marcador 
de peso molecular (em pares de bases). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

       Figura 3: Padrão eletroforético em gel de poliacrilamida 8% 
mostrando alguns dos genótipos do loco Mbi 232 
verificados em Melipona quadrifasciata. M: marcador 
de peso molecular (em pares de bases). 

 
 

 
 

 

A Tabela 4 evidencia a freqüência alélica verificada para os locos 

polimórficos, em cada colônia analisada. Os doze locos microssatélites 

analisados mostraram baixos níveis de diversidade genética, conforme 

revelado pela média dos valores da heterozigosidade observada (Ho = 

0,046) e esperada (He = 0,086).  
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                   Tabela 4: Freqüências alélicas e heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) para os locos 
microssatélites polimórficos em cada colônia analisada. 

 
Colônia Mbi 232 Mbi 305 HO HE 
 A B C D E A B   

Materlândia - - 0,625 0,375 - - 1,000 0,062 0,044 
Rio Vermelho1 - - 1,000 - - - 1,00 0,000 0,000 
Rio Vermelho2 0,125 0,250 0,250 0,125 0,250 0,800 0,200 0,083 0,104 
Rio Vermelho3 - - 0,800 - 0,200 - 1,000 0,033 0,029 
Cristiano Otoni1 0,500 - 0,500 - - - 1,000 0,083 0,047 
Cristiano Otoni2 - - 0,500 0,500 - - 1,000 0,083 0,046 
Cristiano Otoni3 - 1,000 - - - - 1,000 0,000 0,000 
Cristiano Otoni4 - 0,500 - - 0,500 - 1,000 0,083 0,047 
Cristiano Otoni5 - 1,000 - - - - 1,000 0,000 0,000 
Cristiano Otoni6 0,100 0,500 0,400 - - 0,200 0,800 0,083 0,083 
Cristiano Otoni7 - - 1,000 - - - 1,000 0,000 0,000 
Resende Costa 0,900 - 0,100 - - 0,600 0,400 0,016 0,061 
Januária1 - - 0,800 - 0,200 1,000 - 0,033 0,029 
Januária2 - - 0,200 0,300 0,500 0,200 0,800 0,083 0,087 
Januária3 - 0,200 - 0,300 0,500 0,400 0,600 0,083 0,101 
Januária4 - 0,600 0,400 - - - 1,000 0,000 0,044 
Januária5 - - 1,000 - - 0,600 0,400 0,000 0,044 
Januária6 0,500 0,500 - - - - 1,000 0,083 0,046 
Januária7 - 0,500 - - 0,500 - 1,000 0,083 0,046 
Januária8 0,300 0,200 0,500 - - 0,400 0,600 0,083 0,101 
Januária9 - - 1,000 - - - 1,000 0,000 0,000 
Guaraciaba - 0,700 - - 0,300 - 1,000 0,050 0,038 
Média        0,046 

(0,161) 
0,086 

(0,219) 
                       Entre parênteses são apresentados os valores de desvio padrão. 
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 A distância genética variou de 0.003 a 0.090 para as colônias 

coletadas em Rio Vermelho, de 0.0 a 0.087 para aquelas coletadas em 

Cristiano Otoni e de 0.007 a 0.147 para as colônias coletadas em Januária. 

Quando todas as colônias foram analisadas em conjunto, a distância 

genética média foi de 0,05 (0,000 a 0,147) (Tabela 5). 

A análise de agrupamento (Figura 4) e a análise de escala 

multidimensional (Figura 5) demonstraram a formação de apenas dois 

grupos. O primeiro agrupou uma colônia proveniente de Rio Vermelho, duas 

colônias de Januária, e uma de Resende Costa, enquanto o segundo grupo 

reuniu as demais colônias. O valor do stress (S = 0,119, após 13 iterações) 

que avalia a relação entre a distância genética e as distâncias geradas pelo 

gráfico de escala multidimensional demonstrou boa adequação dos grupos 

formados pelo gráfico e as distâncias genéticas, de acordo com a 

classificação proposta por Kruskal (1964). 
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Pop.       1           2            3           4           5           6           7          8           9         10           11       12         13          14         15          16         17         18          9         20         21         22 
 
1           ****         
2          0.012      ****      
3          0.075    0.090      ****         
4          0.009    0.003    0.077      ****      
5          0.018    0.021    0.075    0.016      ****       
6          0.001    0.021    0.075    0.016    0.022      ****       
7          0.067    0.087    0.090    0.073    0.066    0.066      ****  
8          0.046    0.066    0.069    0.043    0.044    0.044    0.021      ****     
9          0.067    0.087    0.090    0.073    0.066    0.066    0.000    0.021      ****     
10        0.023    0.030    0.041    0.024    0.022    0.027    0.021    0.022    0.021      ****        
11        0.012    0.000    0.090    0.003    0.021    0.021    0.087    0.066    0.087    0.030      ****     
12        0.089    0.105    0.038    0.093    0.046    0.089    0.115    0.093    0.115    0.059    0.105      ****    
13        0.100    0.092    0.021    0.089    0.108    0.108    0.169    0.137    0.169    0.079    0.092    0.075      ****       
14        0.023    0.046    0.041    0.027    0.034    0.020    0.064    0.020    0.064    0.029    0.046    0.068    0.083      ****        
15        0.045    0.076    0.023    0.053    0.055    0.040    0.057    0.022    0.057    0.031    0.076    0.059    0.072    0.007      ****    
16        0.024    0.031    0.070    0.024    0.027    0.027    0.013    0.018    0.013    0.004    0.031    0.090    0.117    0.037    0.044      ****         
17        0.044    0.031    0.036    0.035    0.054    0.054    0.123    0.101    0.123    0.042    0.031    0.073    0.017    0.059    0.067    0.064      ****        
18        0.046    0.066    0.075    0.052    0.022    0.044    0.021    0.022    0.021    0.018    0.066    0.051    0.147    0.043    0.045    0.018    0.101      ****         
19        0.046    0.066    0.069    0.043    0.044    0.044    0.021    0.000    0.021    0.022    0.066    0.093    0.137    0.020    0.022    0.018    0.101    0.022      ****         
20        0.027    0.030    0.023    0.025    0.018    0.031    0.057    0.045    0.057    0.010    0.030    0.029    0.044    0.029    0.032    0.026    0.020    0.031    0.045      ****        
21        0.012    0.000    0.090    0.003    0.021    0.021    0.087    0.066    0.087    0.030    0.000    0.105    0.092    0.046    0.076    0.031    0.031    0.066    0.066    0.030      ****         
22        0.049    0.069    0.072    0.050    0.048    0.048    0.007    0.003    0.007    0.017    0.069    0.097    0.145    0.033    0.031    0.011    0.105    0.016    0.003    0.045    0.069      ****     
 
Tabela 5 – Matriz das distâncias genéticas de Nei (1972), obtidas pela análise de 12 locos microssatélites, entre as 22 colônias de 

Melipona quadrifasciata coletadas em Materlândia (1), Rio Vermelho (2 – 4), Cristiano Otoni (5 – 11), Resende Costa 

(12), Januária (13 – 21) e Guaraciaba (22). 
 
 
 
 
 
 

22



 23

 
Figura 4: Dendrograma UPGMA ilustrando as distâncias genéticas médias, 

calculadas a partir de dados dos locos microssatélites analisados, 
entre as colônias de Melipona quadrifasciata. 
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Figura 5: Gráfico da escala multidimensional (MDS) para as distâncias 
genéticas entre as 22 colônias de M. quadrifasciata analisadas, 
construído com base nas freqüências alélicas dos doze locos 
microssatélites. S = 0,119, após 13 iterações. Materlândia (1), 
Rio Vermelho (2 – 4), Cristiano Otoni (5 – 11), Resende Costa 
(12), Januária (13 – 21) e Guaraciaba (22). 

 
 

 

O resultado da análise de variância molecular (AMOVA) (Tabela 6) 

demonstrou que 42,93% e 55,42% da variação genética total estão 

distribuídas entre e dentro das colônias, respectivamente.  

 
 
 
Tabela 6: Análise de Variância Molecular (AMOVA) realizada com base nos 

locos microssatélites analisados.  
 
 

Componentes 
de variância 

d.f. Porcentagem de 
variação 

   
Entre Grupos 2 1,64 
   
Colônias/ 
grupos 

19 42,93 

   
Dentro das 
colônias 

198 55,42 

                  P < 0,00000 após 1023 permutações. 
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V. DISCUSSÃO 
 

Os dados obtidos no presente estudo demonstraram que as 

colônias de M. quadrifasciata analisadas são caracterizadas por uma baixa 

variabilidade genética com grau de polimorfismo (P=16,67%) e número de 

alelos/loco (A = 1,41), o que não era esperado, uma vez que esses 

marcadores moleculares constituem uma classe altamente polimórfica 

(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Entretanto, na ausência de “primers” 

microssatélites construídos especificamente para M. quadrifasciata, foram 

utilizados “primers” heteroespecíficos construídos para M. bicolor o que pode 

ter contribuído para o baixo nível de polimorfismo detectado. 

Segundo Callen et al. (1993), alelos nulos são um dos principais 

fatores que leva a um baixo nível de polimorfismo ou a um déficit de 

heterozigotos e, a utilização de “primers” heteroespecíficos pode contribuir 

para isso (Pépin et al., 1995). Normalmente, os alelos nulos surgem devido a 

mutações dentro dos sítios de ligação dos “primers” impedindo a 

amplificação de alelos. Como conseqüência, indivíduos heterozigotos que 

possuam um alelo nulo serão considerados erroneamente como 

homozigotos, o que diminui a variabilidade genética observada do organismo 

em análise. 

A homoplasia de tamanho também é outro fator que pode levar a 

uma redução de polimorfismo. As homoplasias ocorrem quando diferentes 

cópias de um loco possuem o mesmo tamanho, porém, podem apresentar 

seqüências diferentes (Estoup et al., 2002). Assim, dois alelos (de um 

mesmo loco), idênticos em estado (possuem o mesmo tamanho), mas que 

apresentam seqüências diferentes, podem ser considerados como um único 

alelo.  

Peters et al. (1998), ao desenvolveram “primers” para Melipona 

bicolor, já haviam detectado que os níveis de polimorfismo para os locos 

microssatélites amplificados com “primers” heteroespecíficos são menores 

do que quando se utilizam “primers” homoespecíficos. Estes autores 

também verificaram que, além da redução do número de locos polimórficos 

em espécies congenéricas, ocorria a não amplificação de alguns locos. Em 
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M. quadrifasciata, por exemplo, seis locos não amplificaram e apenas oito, 

dos 19 “primers” polimórficos para M. bicolor, apresentaram polimorfismos. 

Em T. clavipes e S. postica, a metade, aproximadamente, dos locos 

amplificaram e, destes, apenas três e quatro locos, respectivamente, foram 

polimórficos. Resultados semelhantes foram verificados por Azuma et al. 

(2005) ao desenvolverem oito “primers” microssatélites para a abelha 

solitária Ceratina flavipes, todos polimórficos. A efetividade desses “primers” 

foi testada com outras três espécies de Ceratina. Em C. okinawana apenas 

um loco não amplificou e os e demais foram polimórficos. Porém nas outras 

duas espécies, C. japonica e C. iwati, apenas três locos produziram 

fragmentos do tamanho esperado, sendo apenas um deles polimórfico. 

Francisco et al. (2006) também chegaram à mesma conclusão, ao comparar 

dados obtidos a partir de locos microssatélites de três espécies de abelhas 

sem ferrão (P. remota, P. mulata e P. helleri).  

Porém, o valor do polimorfismo verificado em M. quadrifasciata, 

pode ser considerado muito baixo, mesmo quando se compara com outros 

trabalhos que também utilizaram “primers” heteroespecíficos. Lopes (2004), 

por exemplo, utilizando “primers” construídos para M. bicolor detectou, em 

populações de M. rufiventris e M. mondury, polimorfismos de 33,33% e 

22,2%, respectivamente.  

A heterozigosidade média esperada estimada para M. 

quadrifasciata também foi baixa em comparação àquela verificada em outras 

espécies de abelhas, com o uso de “primers” específicos (Estoup et al., 

1995; Widmer et al., 1998). Assim, o uso de “primers” desenhados 

especificamente para M. quadrifasciata poderia confirmar se a baixa 

variabilidade genética detectada nesta espécie é devido a: 1) problemas 

técnicos, tais como presença de alelos nulos, o uso de “primers” 

heteroespecíficos e homoplasias de tamanho, como mencionado 

anteriormente; 2) características próprias da espécie, tais como o sistema de 

determinação sexual haplodiplóide dos Hymenoptera ou o tamanho efetivo 

das populações analisadas ou 3) degradação ambiental.  

Segundo Graur (1985), o tamanho efetivo da população pode ser o 

principal fator determinante da baixa heterozigosidade encontrada nos 

himenópteros, com a haplodiploidia, provavelmente, tendo apenas um 
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pequeno efeito sobre a diversidade genética. A haplodiploidia leva a um 

aumento da seleção devido à expressão hemizigota de alelos recessivos 

deletérios em machos, aumentando a deriva genética devido ao reduzido 

tamanho efetivo da população (Pamilo e Crozier, 1981). Segundo Lynch et 

al. (1995), populações com tamanhos normais costumam apresentar um 

grande número de alelos deletérios em baixas freqüências. Esses alelos, 

quase sempre recessivos, são mantidos em freqüências reduzidas pela ação 

da seleção natural sobre os homozigotos. Entretanto, em populações 

pequenas, a fixação desses alelos impede a ação da seleção natural pela 

falta de alternativa genética que possa ser selecionada. Assim, a perda da 

variabilidade genética é inversamente proporcional ao tamanho efetivo da 

população, ou seja, ao número de indivíduos que através da reprodução 

participam na produção da próxima geração (Beiguelman. 1994). 

Carvalho-Zilse e Kerr (2006) utilizaram “primers” desenvolvidos para 

M. bicolor para amplificar locos de operárias de M. scutellaris e, verificaram 

que dos sete locos analisados cinco tiveram valores de heterozigosidade 

menores quando comparados aos de M. bicolor. Tal resultado foi explicado 

considerando-se que várias rainhas fisogástricas ativas podem estar 

presentes, ao mesmo tempo, em uma colônia de M. bicolor, o que aumenta 

a variabilidade genética, quando comparada com M. scutellaris, onde a 

poliginia nunca foi observada.  

O valor de heterozigosidade média destes locos, para M. scutellaris    

também foi menor do que o verificado a partir de 10 locos microssatélites em 

A. mellifera mellifera (Estoup et al., 1994). O que levou os autores a 

sugerirem que, acasalamentos múltiplos (poliandria) também têm 

implicações na variabilidade genética dos himenópteros, pois em A. 

mellifera, a rainha pode cruzar com até 17 machos (Adms et al., 1977), 

enquanto em M. scutellaris foi verificado que, em apenas 2% dos casos, a 

rainha cruza com mais de 1 macho (Carvalho, 2001). 

Estudos baseados em observações de zangões próximos a colônias 

de T. angustula que possuíam rainhas virgens, também sugerem que as 

rainhas dessa espécie acasalam-se mais de uma vez (Imperatriz-Fonseca et 

al., 1998). Falcão e Contel (1991), analisando a segregação de marcadores 

bioquímicos em operárias de Plebeia droryana, também sugerem a 
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ocorrência de poliandria ou poliginia nesta espécie, enquanto Paxton (2000) 

sugere que as rainhas de Scaptotrigona postica são poliândricas facultativas, 

pois ele identificou casos de rainhas acasalando-se com até seis machos 

diferentes. Neste sentido, a detecção de cinco alelos em uma das colônias 

de Rio Vermelho, no presente estudo, pode ser um indício de poliandria, ou 

seja, de que a rainha pode ter se acasalado com mais de um macho. 

Entretanto, uma única colônia não é suficiente para afirmar se rainhas de M. 

quadrifasciata podem se acasalar com mais de um macho. Outra 

possibilidade para explicar este resultado seria a presença de operárias de 

outras colônias que, entraram nesta colônia, em busca de alimento (saque), 

próximo do momento da coleta. 

A destruição de hábitats naturais representa uma explicação 

alternativa para os baixos níveis de variabilidade genéticas detectada em M. 

quadrifasciata. De fato, atualmente, esta degradação tem provocado uma 

diminuição nas populações de abelhas em todo o mundo (Michener, 2000). 

O desmatamento, um dos fatores que tem contribuído para isso, leva a uma 

redução das áreas de florestas e, concomitantemente, a uma diminuição das 

populações que vivem nesses hábitats (Viana e Melo, 1987). Assim, 

considerando-se que as colônias analisadas no presente trabalho foram 

coletadas em áreas fragmentadas, pode-se sugerir um aumento da 

endogamia e, conseqüente, redução da diversidade genética devido à 

redução populacional que as mesmas sofreram.  

Goropashnaya et al. (2001) também verificaram uma redução na 

variabilidade de microssatélites em populações pequenas e geograficamente 

isoladas de Formica cinerea. Esses autores sugeriram, entretanto, que a 

redução é mais evidente em relação ao número de alelos por loco do que os 

níveis de heterozigosidade. O reduzido tamanho efetivo da população e a 

ocorrência de um gargalo populacional também foram citados como 

possíveis razões para os baixos níveis de polimorfismo encontrado na 

formiga Diacamma indicum (Viginier et al., 2004). 

No presente estudo, entretanto, não foi possível verificar uma 

relação entre o tamanho dos fragmentos amostrados e a variabilidade 

genética (números de alelos detectados) das diferentes colônias. No maior 

fragmento amostrado (433,48ha), por exemplo, foi detectada a presença de 
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apenas dois alelos para o loco Mbi 232 e apenas um alelo para o loco Mbi 

305 na colônia de “Januária 1”, enquanto que, na colônia “Rio Vermelho 2”, 

coletada em um fragmento de apenas 53,91ha foi detectada a presença de 

cinco e dois alelos, nos locos Mbi 232 e 305, respectivamente. 

Os baixos valores encontrados na matriz de distância genética 

revelaram alta similaridade entre as colônias analisadas. Estes resultados 

indicam uma alta relação genética entre as mesmas e sugere que elas, 

possivelmente, compartilharam um mesmo “pool” gênico no passado. De um 

modo geral, verifica-se que as colônias que estão em fragmentos mais 

próximos apresentam maior similaridade genética do que colônias que estão 

em fragmentos mais distantes. Entretanto, algumas vezes, até mesmo 

colônias muito distantes geograficamente apresentaram alta similaridade 

genética, por exemplo, a colônia de “Rio Vermelho 3” e a colônia “Cristiano 

Otoni 7”, cujo valor de distância genética foi apenas 0,0033.  

O dendrograma (Figura 4) e a análise de escala multidimensional 

(Figura 5) corroboram os resultados obtidos na análise da distância genética, 

demonstrando que não foi possível agrupar as colônias de acordo com a 

localidade de origem das mesmas. Houve apenas a formação de dois 

grupos, cada qual contendo colônias de diferentes localidades.  

As análises realizadas, portanto, não permitiram a separação das 

colônias de Januária, as quais possuem um padrão morfológico semelhante 

ao de Melipona quadrifasciata quadrifasciata. O fato de não terem sido 

detectados alelos exclusivos, provavelmente reflexo do uso de “primers” 

heteroespecíficos, pode ter contribuído para o padrão de agrupamento 

verificado. Contudo, o loco Mbi 232 gerou um genótipo (DE) que foi 

verificado exclusivamente nas colônias de Januária, demonstrando que 

análises futuras, utilizando-se “primers” microssatélites específicos para esta 

espécie, poderão ser úteis na distinção das duas subespécies, como já 

realizado através de marcadores RAPD (Waldschmidt et al., 2000) e PCR-

RFLP (Moretto e Arias, 2005). 

Os resultados obtidos com a análise de variância molecular 

(AMOVA) mostraram que a maior variação encontra-se dentro das colônias, 

o que demonstra uma grande estruturação entre as mesmas. Esta 

diferenciação genética, entre as colônias, pode ter sido aumentada pela 
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fragmentação ambiental, a qual isola colônias em pequenos fragmentos e 

diminui o número de ninhos encontrados em cada localidade. Isso reforça a 

importância de se preservar o maior número possível de colônias dessas 

abelhas, se possível em seus ambientes naturais. 

Por outro lado, essa diferenciação também pode ser resultado dos 

poucos locos polimórficos encontrados, devido à utilização de “primers” 

heteroespecíficos. Neste caso, devido à alta proporção de locos 

monomórficos, a detecção de um loco polimórfico em apenas uma colônia, 

ou a detecção do mesmo loco (polimórfico) em colônias geograficamente 

distantes poderia separar e/ou agrupar colônias, sem refletir a real relação 

genética entre as mesmas. Assim, fica evidente a importância, para análises 

futuras, do desenvolvimento de “primers” específicos para M. quadrifasciata, 

bem como a necessidade de se aumentar o número de colônias e o número 

de locos analisados. 
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VI. CONCLUSÕES GERAIS 

 
 

● As colônias analisadas foram caracterizadas por um baixo nível de 

variabilidade genética, que pode ser conseqüência de uma redução 

populacional devido à fragmentação, ou devido ao uso de “primers” 

heteroespecíficos.  

 

 

● Os locos microssatélites analisados não conseguiram separar as colônias 

de M. quadrifasciata provenientes de Januária (as quais apresentam um 

padrão de bandas semelhantes ao de Melipona quadrifasciata 

quadrifasciata) das demais colônias de M. quadrifasciata coletadas em 

Minas Gerais. 

 

 

● Os resultados obtidos com a análise de variância molecular (AMOVA) 

mostraram uma grande estruturação genética entre as colônias analisadas, 

o que deve ser levado em consideração no desenvolvimento de estratégias 

que visam à conservação desta espécie. 

 

 

● Análises futuras, envolvendo um maior número de colônias, bem como 

“primers” microssatélites específicos, deverão ser realizadas para verificar a 

relação entre o tamanho dos fragmentos florestais e a variabilidade genética 

de M. quadrifasciata.  
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