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Introdução Geral  1 

 2 

1. As abelhas sem ferrão 3 

A tribo Meliponini pertence à família Apidae (Apoidea, Hymenoptera) 4 

que se destaca como a mais diversificada e com distribuição mais ampla no 5 

mundo (Silveira et al., 2002). Das 19 tribos da sub-família Apinae, Meliponini 6 

e Apini agrupam as abelhas com comportamento eusocial, o mais alto nível de 7 

organização social (Michener, 2000).  8 

As abelhas Meliponini apresentam ampla distribuição nos trópicos de 9 

todo o mundo (Michener, 2000). A região neotropical contém o maior número 10 

de espécies de meliponíneos apresentando 32 gêneros exclusivos (Camargo e 11 

Pedro, 2007) do total de 56 gêneros da tribo distribuídos no mundo (Costa et 12 

al., 2003).  13 

Essas abelhas são visitantes florais numericamente dominantes em 14 

várias formações vegetais, destacando-se particularmente nas florestas 15 

tropicais pluviais. Na Mata Atlântica, os meliponíneos aparecem associados 16 

especialmente às floradas maciças (mass-flowerings), desempenhando papel 17 

central na biologia reprodutiva de árvores do dossel (Ramalho, 2004; 18 

Monteiro e Ramalho, 2009).  19 

Nos meliponíneos, a reprodução e fundação de uma nova colônia 20 

perene são feitas por um conjunto de abelhas (rainha e operárias) e ocorre 21 

através de um processo de enxameagem progressiva, com longo período de 22 
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contato entre colônia mãe e filha, ao contrário da ruptura abrupta observada 1 

em Apis (Nogueira-Neto, 1997; Velthuis et al., 1997). As operárias nascidas 2 

na colônia mãe passam vários dias abastecendo o novo ninho com materiais 3 

de construção (cerúmen) e alimento (Nogueira-Neto, 1997). Esta característica 4 

pode limitar a formação de novas colônias aos sítios de nidificação mais 5 

próximos ao ninho materno (Batista et al., 2003). Apesar dos meliponíneos 6 

apresentarem ampla diversidade de substrato de nidificação a maioria das 7 

espécies necessitam de cavidades pré-existentes em ocos de árvores (Roubik, 8 

1989; Michener, 2000; Batista et al., 2003). Por isso, as espécies deste grupo 9 

de abelhas podem ser bastante suscetíveis à fragmentação da floresta. 10 

A manutenção das abelhas sociais sem ferrão para a conservação da 11 

Mata Atlântica se deve à importância dessas abelhas como agentes 12 

polinizadores de árvores nativas. A redução brusca dos meliponíneos 13 

ocasionadas por desmatamentos ou por ação predatória pode gerar redução na 14 

diversidade de espécies destes indivíduos e, consequentemente redução de 15 

espécies de plantas dependente destas abelhas (Roubik, 1993). 16 

 17 

2. A espécie Tetragonisca angustula  18 

A espécie Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) é uma das abelhas 19 

mais comuns com uma ampla distribuição geográfica na América Tropical 20 

(Moure, 2007), apresentando um importante papel na polinização da flora 21 

nativa (Oliveira et al., 2004). 22 
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T. angustula é uma espécie generalista na ocupação dos habitats e 1 

também no uso de fontes florais e locais de nidificação (Batista et al., 2003). 2 

Adapta-se bem a diversos substratos de nidificação, ocupando cavidades pré-3 

existentes em troncos de árvores vivas ou mortas, construções humanas, solo, 4 

etc. Ao contrário de espécies de Meliponini mais estreitamente associadas à 5 

floresta, T. angustula comporta-se como generalista, ocupando vários hábitats 6 

em ambientes modificados, incluindo áreas urbanas (Batista et al., 2003; 7 

Ramalho e Batista 2005). 8 

 9 

3. Fragmentação do habitat 10 

A fragmentação de habitats naturais tem sido uma das causas mais 11 

importantes para o decréscimo populacional local e perda de biodiversidade 12 

regional. Os fragmentos naturais geralmente formam paisagens em mosaico, 13 

onde a dinâmica das populações agora também em mosaico e os processos 14 

ecológicos podem estar sob forte pressão de fatores dependentes da escala 15 

espacial e das características das matrizes modificadas (Andren, 1994; Wiens, 16 

1995).  17 

A Mata Atlântica foi reduzida em mais de 90% da sua extensão original 18 

e os fragmentos florestados remanescentes estão pulverizados na ampla área 19 

de distribuição (Guedes et al., 2005), de modo que a conectividade funcional 20 

se tornou uma variável chave para preservação da biodiversidade. Em áreas 21 

como o litoral da Bahia, na porção norte, a maioria dos remanescentes 22 
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florestados tem menos de 100 ha, e a conectividade funcional é o problema 1 

central que atinge as populações de meliponíneos (Ramalho e Batista, 2005). 2 

A preservação da biodiversidade em longo prazo na região demanda medidas 3 

de maior escala espacial, como os corredores ecológicos (Zaú, 1998). 4 

Operacionalmente os corredores estão associados à idéia de conectividade 5 

física - ou melhor, da matriz interveniente entre os fragmentos - mas o aspecto 6 

relevante é o nível de conectividade funcional alcançada: ou seja, de que 7 

forma a estrutura de populações de organismos focais e processos ecológicos 8 

associados são afetados nestas escalas espaciais.  9 

 10 

4. Marcadores Moleculares 11 

O estudo de polimorfismos até a década de 60 foi baseado em variações 12 

fenotípicas. Essas eram pouco perceptíveis e limitavam a percepção de 13 

diferenças significativas entre as populações (Futuyma, 1992) ou suas 14 

respostas sutis às variações espaciais. Ensaios subseqüentes com marcadores 15 

moleculares evidenciaram locos polimórficos que não seriam identificados 16 

com observações fenotípicas. A primeira técnica utilizada foi a eletroforese de 17 

proteínas, desenvolvida por Harris (1966) e Hubby e Lewotin (1966). Os 18 

marcadores isoenzimáticos foram muito usadas em estudos de dispersão de 19 

espécies e na análise de filogenia e sua difusão ocorreu a partir do 20 

desenvolvimento de métodos eficientes de visualização do produto enzimático 21 

(Ferreira e Gratapaglia, 1998). As isoenzimas foram utilizadas em estudos 22 
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com abelhas inclusive com T. angustula (Castanheira e Contel (1995 e 2005). 1 

Em 1968 foram descobertas as enzimas de restrição houve um 2 

desenvolvimento da técnica de RFLP (Restriction Fragment Length 3 

Polymorphism). Esta técnica oferecia vantagens em relação à anterior e podia 4 

ser utilizada em estudos populacionais.  5 

Atualmente existem vários tipos descritos de marcadores moleculares 6 

que podem ser utilizados em estudos populacionais comportamentais e 7 

filogenéticos. O marcador é escolhido de acordo com o problema a ser 8 

analisado e com a disponibilidade de recursos (Avise, 1989). 9 

Os marcadores co-dominantes são mais indicados para estudos 10 

populacionais, pois, nesses casos, oferece maior precisão e vantagens técnicas 11 

do que os marcadores dominantes (Sunnucks, 2000; Arias et al., 2006). Entre 12 

as características que tornam os marcadores co-dominantes mais versáteis e 13 

precisos, destacam-se: i) grande abundância e distribuição uniforme por todo o 14 

genoma; ii) são multi-alélicos e, portanto, maior conteúdo informativo por 15 

loco (Ferreira e Gratapaglia, 1998). Os microssatélites são marcadores 16 

moleculares, que permitem acessar uma ampla gama de diferenciações e 17 

abordar os processos ecológicos e evolutivos subjacentes, sendo por isso 18 

adequados para estudos populacionais (Arias et at., 2006).  19 

 20 

 21 

 22 
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3.1 Microssatélites 1 

Os marcadores microssatélites também são denominados SSRs (Simple 2 

Sequence Repeats) ou STRs (Short Tandem Repeats). Inicialmente, o termo 3 

microssatélite foi utilizado apenas para designar repetições CA (ou CG) (Brito 4 

2005 apud Litt; Luty, 1989) e os termos “Simple Sequence Repeats” ou 5 

“Short Tandem Reapeats” eram utilizados para as outras repetições. 6 

Atualmente o termo microssatélite é utilizado para quaisquer repetições que 7 

envolvam um pequeno número de pares de bases (Oliveira et al., 2006).  8 

Assim, os microssatélites constituem uma curta seqüência repetida em 9 

tandem (em “fila”), com um tamanho de 1-6 nucleotídeos, distribuídos 10 

aleatoriamente pelo genoma da maioria dos organismos. Essas seqüências 11 

podem se repetir por até algumas dezenas de vezes  e, freqüentemente, exibem 12 

polimorfismo multi-alélico (Ferreira e Gratapaglia 1998) . 13 

Para visualizar o polimorfismo nos microssatélites é realizada a 14 

amplificação das sequências repetidas pela reação em cadeia da polimerase 15 

(PCR), que utiliza pequenas seqüências de nucleotídeos como primers (Farah, 16 

2000). Para isso, é mais indicado a seleção de primers específicos ou a 17 

transferência de primers heterólogos previamente testados (Francisco et al. 18 

2006). 19 

Os microssatélites podem ser separados em quatro classes: (i) perfeito, 20 

quando as seqüências são repetidas sem interrupção (GTGTGTGTGT); (ii) 21 

imperfeito, quando uma ou outra repetição apresenta uma base que não 22 
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pertence à repetição (GTGTCGTGT); (iii) interrompido, quando há a inserção 1 

de um pequeno número de pares de bases entre as seqüências repetidas 2 

(GTGTGTAAAGTGT); e (iv) composto: quando dois ou mais microssatélites 3 

estão justapostos (CACACAGTGTGT) (Oliveira  et al., 2006). Estas 4 

interrupções do tipo “ii, iii e iv” parecem estabilizar os microssatélites, visto 5 

que se observa menor incidência de erros durante a replicação nesses casos 6 

(Weber, 1990). 7 

Os microssatélites têm sido extremamente úteis em estudos 8 

populacionais, principalmente no que se refere às análises de relações de 9 

parentesco, variações espaciais intra-específicas e filogeografia (Sunnucks, 10 

2000; Moritriz e Hills, 1996; Avise, 1989). 11 

A transferência de primers heterólogos de microssatélites é uma 12 

alternativa para a redução de tempo e de custos de seleção de primers 13 

específicos. Esta transferência se torna possível pela conservação de regiões 14 

que flanqueiam os microssatélites em espécies taxonomicamente próximas 15 

(Ferreira e Grattapaglia, 1998), mas há riscos de insucesso, sobretudo na 16 

detecção de alelos polimórficos. 17 

Atualmente há um grande número de estudos com microssatélites, 18 

incluindo vários com abelhas Meliponini (Chung et al., 1993; Butcher et al., 19 

2001; Paxton et al., 2003; Peters, 2003; Jean-Chistophe et al., 2005; Francisco 20 

et al., 2006; Carvalho-Zilse e Kerr, 2006; Steiner et al., 2006; Thorén et al., 21 

2007; Souza et al., 2007). Em muitos casos a transferência de primers entre 22 
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espécies gerou resultados satisfatórios. Chung et al.(1993) transferiu com 1 

sucesso primers de bovinos para caprinos; Francisco et al. (2006)  ressaltou 2 

que a transferência de primers heterólogos para Plebeia remota foi eficiente, 3 

apesar de revelar poucos alelos por loco; Carvalho-Zilse e Kerr (2006) 4 

utilizaram primers heterólogos entre espécies do gênero Melipona e o 5 

resultado foi satisfatório. 6 

 7 

3.2 Estudos Populacionais Envolvendo Microssatélites 8 

Recentemente, a utilização dos microssatélites como marcadores 9 

moleculares em estudos populacionais e evolutivos tem sido bem sucedida em 10 

diversos organismos (Simonsen et al., 1998, Haavi et al., 2000, Clémencet et 11 

al., 2005). Arias et al. (2006) descreveram vários exemplos em que 12 

microssatélites e DNA mitocondrial (DNAmt) foram aplicados ao estudo de 13 

espécies de abelhas sociais. Os resultados obtidos já permitem formular 14 

hipóteses a cerca da filogenia, dinâmica populacional e evolução dos grupos 15 

de abelhas. 16 

Widmer et al. (1998) puderam constatar que populações de abelhas 17 

Bombus (Bombini) das ilhas Canárias (Bombus canariensis) e Madeira 18 

(Bombus maderensis) apresentavam grandes diferenças de afinidade com 19 

populações do continente próximo (Bombus terrestres), usando 20 

microssatélites e um loco do DNA mitocondrial do citocromo b. Com uso de 21 

microsatélites. Widmer e Schmid-Hempel (1999) detectaram diferenças 22 
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consistentes entre 16 populações de Bombus pascuorum, que sustentavam o 1 

argumento de isolamento por processo de vicariância, causado pelo 2 

soerguimento dos Alpes. 3 

Em Meliponini, Francisco (2002) fez análises de DNAmt e 4 

microssatélites em Plebeia remota para estudos populacionais. O trabalho 5 

identificou diferenças genéticas entre amostras de populações de diferentes 6 

estados brasileiros (São Paulo, Paraná e Santa Catarina). Entretanto, mostrou 7 

que houve um baixo polimorfirmo na transferência de primers entre espécies. 8 

Werneck (2008) avaliou a influência de alelos nulos no sucesso sobre a 9 

transferência de sete primers para Melipona mandacaia, desenvolvidos para 10 

Melipona bicolor. 11 

Em estudos de populações de Partamona mulata e Partamona helleri 12 

(Meliponini), Brito (2005) observou baixa variabilidade genética nos locos de 13 

microssatélites de ambas as espécies e discreta estruturação genética dentro 14 

das populações locais. Segundo a autora, este último aspecto poderia ser 15 

conseqüência da fragmentação dos habitats de floresta ou de cerrados, áreas de 16 

distribuição das espécies.  17 

Em síntese, os microssatélites são muito úteis no estudo de 18 

diferenciações nas populações em grande escala ou escala geográfica e, 19 

provavelmente, também podem ser aplicados com sucesso na análise de 20 

estrutura de populações em menor escala espacial (populações locais ou em 21 

mosaico). No entanto, nos estudos com abelhas Meliponini tem sido 22 
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observado baixo polimorfismo com a utilização de primers heterólogos, o que 1 

pode demandar maior esforço de caracterização de marcadores específicos em 2 

número adequado para análises robustas de estrutura espacial de populações.  3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 
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Objetivos 1 

 2 

Objetivo Geral: 3 

 4 

• Verificar a aplicabilidade de marcadores microssatélites, para 5 

caracterização da variabilidade genética em populações locais em 6 

mosaico de uma espécie generalista de Meliponini, em resposta à 7 

fragmentação e heterogeidade de habitats da costa Atlântica. 8 

  9 

Objetivos específicos: 10 

 11 

• Avaliar a transferência de primers desenvolvidos para Melipona bicolor 12 

e Scaptotrigona postica em populações de Tetragonisca angustula. 13 

•  Comparar a variabilidade espacial intra-populacional de Tetragonisca 14 

angustula na costa Atlântica, em área de silvicultura de seringueira, em 15 

mosaico com Mata Atlântica.  16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 
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Evaluation of transfer heterologous microsatelite primers to study the 1 
spatial structure of mosaic populations of Tetragonisca angustula 2 
(Meliponini, Apoidea). 3 
 4 
Tetragonisca angustula (Latreile, 1811) is very frequent along the regional 5 

distribution of the Atlantic Rain Forest, mainly within second growth forest 6 

habitats.  In contrast to its generalized nesting habit, the progressive swarming 7 

behavior prevent long distance dispersal by limiting nesting foundation to the 8 

surroundings of mother colonies. In this study we evaluate the transference of 9 

heterologous microsatellite markers to analysis of polymorphism in 10 

populations of T. angustula in response to local and regional patchy habitat 11 

distribution in the northern Atlantic coast. Bee nests surveys were made at 12 

forest fragments of Atlantic Rainforest within rubber plantation (REM) and at 13 

Salvador city (CSA), 150 Km at northern. In the analysis it was sampled 14 

specimens from 13 nests of three REM forested fragments and six nests from 15 

CSA.  Six heterologous primers were tested and only one was polymorphic. 16 

The observed differences between the REM and CSA and within the REM 17 

forested fragments were insufficient to discuss population spatial structure. It 18 

will be necessary to test a higher number of heterologous primers with higher 19 

polymorphism and searching for species-specific primers before proceeding to 20 

test effects of habitat fragmentation upon local population spatial structure.  21 

 22 

KEY WORDS: stingless bees, microsatellite polymorphism, population 23 

structure. 24 
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Avaliação da transferência de primers microssatélites heterólogos para 1 
estudo de estrutura espacial de populações em mosaico de Tetragonisca 2 
angustula (Meliponini, Apoidea).  3 
 4 

Resumo: A abelha social Tetragonisca angustula (Latreile, 1811) é muito 5 

comum ao longo da área de influência da Mata Atlântica, em particular em 6 

ambientes com vegetação secundária. A despeito do hábito de nidificação 7 

generalista, a reprodução por enxameagem progressiva limita a dispersão 8 

desta espécie e de outros Meliponini a poucas centenas de metros ao redor da 9 

colônia mãe. O presente estudo teve como objetivo analisar o sucesso de 10 

transferência de marcadores microssatélites e sua aplicação na detecção de 11 

variabilidade espacial de populações de T. angustula em resposta 12 

heterogeneidade e fragmentação de hábitats na costa Atlântica do nordeste do 13 

Brasil. Foram feitos censos de ninhos em remanescentes florestados de Mata 14 

Atlântica (REM), em meio à silvicultura de seringueira (Hevea brasilienis), e 15 

em área urbana, na cidade de Salvador (CSA), distantes entre si certa de 150 16 

km. Foram amostrados e analisados espécimes de 15 ninhos de três 17 

fragmentos florestados da REM e de seis ninhos da CSA. Foram testados seis 18 

primers heterólogos e apenas um se revelou polimórfico tanto na REM como 19 

na CSA . Foram observadas diferenças entre a REM e a CSA e também na 20 

escala dos fragmentos florestados da REM, porém os dados são insuficientes 21 

para analisar a estrutura espacial da população. Será preciso implementar a 22 

transferência de novos primers e/ou investir no desenvolvimento  de  primers 23 
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espécie-específicos para testar hipóteses sobre estruturação espacial da 1 

população (em mosaico) em resposta à fragmentação.  2 

PALAVRAS CHAVE: Abelhas sem ferrão, Microssatélites, Polimorfismo, 3 
estrutura populacional. 4 

 5 

Introdução  6 

As abelhas eusociais Meliponini são visitantes florais numericamente 7 

dominantes em várias formações vegetais tropicais (Ramalho, 2004). Estas 8 

abelhas utilizam ampla diversidade de substratos de nidificação, no entanto, a 9 

grande maioria das espécies necessita de cavidades pré-existentes em ocos de 10 

árvores (Roubik, 1989; Michener, 2000; Batista et al., 2003). O 11 

comportamento reprodutivo e a fundação de novos ninhos têm influência 12 

sobre a ecologia das populações e comunidades de Meliponini, pois cada 13 

colônia social é fundada por um conjunto de abelhas (rainha e operárias), 14 

através de enxameagem progressiva, com longo período de interdependência 15 

entre colônia mãe e filha, ao contrário da ruptura abrupta observada em Apis 16 

(Nogueira-Neto, 1997).  17 

A enxameagem progressiva e dependência de grandes cavidades pré-18 

existentes tendem a limitar o estabelecimento de novas colônias de Meliponini 19 

nas proximidades da colônia mãe. Por isso, essas abelhas podem devem ser 20 

bastante susceptíveis à fragmentação da floresta (Batista et al., 2003; Ramalho 21 

e Batista, 2005). 22 
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Assumindo a premissa de que os Meliponini são susceptíveis à 1 

fragmentação, este estudo explora as possibilidades de uso de marcadores 2 

moleculares, no caso microssatélites, para detectar efeitos sobre a estruturação 3 

espacial de populações locais em mosaico.  4 

Recentemente, a utilização dos microssatélites como marcadores 5 

moleculares em estudos populacionais e evolutivos tem sido bem sucedida em 6 

diversos organismos (Simonsen et al., 1998, Haavi et al., 2000, Clémencet et 7 

al., 2005). Arias et al. (2006) descreveram vários exemplos em que 8 

microssatélites e DNA mitocondrial (DNAmt) foram aplicados ao estudo de 9 

espécies de abelhas sociais. Os resultados obtidos já permitem formular 10 

hipóteses a cerca da filogenia, dinâmica populacional e evolução dos grupos 11 

de abelhas.  12 

Widmer et al. (1998) puderam constatar que populações de abelhas 13 

Bombus (Bombini) das ilhas Canárias (Bombus canariensis) e Madeira 14 

(Bombus maderensis) apresentavam grandes diferenças de afinidade com 15 

populações do continente próximo (Bombus terrestres), usando 16 

microssatélites e DNA.  Com uso de microsatélites, Widmer e Schmid-17 

Hempel (1999) detectaram diferenças consistentes entre 16 populações de 18 

Bombus pascuorum, que sustentavam o argumento de isolamento por processo 19 

de vicariância, causado pelo soerguimento dos Alpes. 20 

Em Meliponini, Francisco (2002) fez análises de DNAmt e 21 

microssatélites em Plebeia remota e identificou diferenças genéticas entre 22 
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amostras de populações de diferentes estados brasileiros (São Paulo, Paraná e 1 

Santa Catarina). Entretanto, mostrou que houve um baixo polimorfirmos na 2 

transferência de primers entre espécies. Werneck (2008) avaliou a influência 3 

de alelos nulos no sucesso sobre a transferência de sete primers para Melipona 4 

mandacaia, desenvolvidos para Melipona bicolor. 5 

Em estudos de populações de Partamona mulata e Partamona helleri 6 

(Meliponini), Brito (2005) observou baixa variabilidade genética nos locos de 7 

microssatélites de ambas as espécies e discreta estruturação genética dentro 8 

das populações locais. Segundo a autora, este último aspecto poderia ser 9 

conseqüência da fragmentação dos habitats de floresta ou de cerrados, áreas de 10 

distribuição das espécies.  11 

Em síntese, os microssatélites são úteis no estudo de diferenciações nas 12 

populações em grande escala ou escala geográfica e, provavelmente, também 13 

podem ser aplicados com sucesso à análise de estrutura de populações em 14 

menor escala espacial (populações locais ou em mosaico) e como resultado de 15 

fenômenos também em menor escala temporal, como a fragmentação.  16 

Uma das principais limitações deste tipo de marcador molecular é o alto 17 

custo e o tempo longo para desenvolvimento de primers para cada espécie 18 

(Ferreira e Grattaplaglia 1998). Em parte por isso, tem se investido na 19 

transferência de primers bem sucedidos no estudo de uma espécie para outras 20 

(primers heterólogos). Entretanto, nos estudos com abelhas Meliponini tem 21 
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sido detectado baixo polimorfismo, com a transferência de primers 1 

heterólogos. Esta é uma forte restrição da técnica sobre análises robustas da 2 

estrutura espacial de populações.  3 

Neste estudo sobre estrutura espacial de populações locais, com 4 

marcadores moleculares, optou-se pela abelha Tetragonisca angustula como 5 

modelo, a despeito de seu comportamento generalista no uso de habitats 6 

florestados (Batista et al. 2003), por se tratar da espécie com maior número de 7 

ninhos previamente inventariados nos remanescentes florestados da região. 8 

Como ainda não há dados publicados sobre microssatélites específicos para 9 

T.angustula, foi testada a transferência de marcadores desenvolvidos para 10 

duas outras espécies de Meliponini: Melipona bicolor e Scaptotrigona postica. 11 

Assim, na primeira etapa, o estudo avalia se a transferência de primers 12 

heterólogos permite a caracterização de locos polimórficos de microsatélites 13 

em número suficiente para se proceder as análises de estruturação espacial das 14 

populações locais, visando em última instância analisar a questão da 15 

conectividade funcional na escala da paisagem regional.  16 

O estudo foi conduzido em um mosaico de Mata Atlântica e seringueira 17 

(REM) e na área urbana da cidade de Salvador (Bahia) distanciados cerca de 18 

150km entre si e tem as seguintes premissas específicas sobre a estrutura 19 

espacial das populações: 2) na escala regional espera-se encontrar maior 20 

diferença entre as populações do que na escala local; 2) as diferenças em 21 
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escala local são similares no mosaico de floresta-matriz de seringueira e no 1 

mosaico da área urbana, dado o caráter generalista da espécie. 2 

 3 

Material e Métodos 4 

 5 

Área de Estudo e inventário de ninhos 6 

Os ninhos para análise comparativa foram inventariados em fragmentos 7 

florestados na Reserva Ecológica da Michelin – REM (13° 50’S e 39º 15’W), 8 

localizada em Ituberá, Bahia, Brasil (figura 01), e na área urbana de Salvador 9 

(figura 02).  10 

Até o ano de 2004, a REM ainda estava exposta ao desmatamento 11 

pontual e exploração irregular de madeira, de modo que é possível identificar 12 

manchas na floresta contínua em diferentes estágios de regeneração (Flesher, 13 

2006). Nos maiores remanescentes, como Pacangê e Pancada Grande, ainda é 14 

possível encontrar extensões de floresta primária bem preservada.  15 

 16 

Material Biológico e escala espacial  17 

O levantamento de ninhos foi realizado em pequenos e grandes 18 

fragmentos florestadas da REM entre julho de 2007 e dezembro de 2008. Os 19 

ninhos foram procurados, entre 08:00 e 14:00 h, através de censos intensivos 20 

em áreas amostrais (parcelas) de 25x25 m, que totalizaram 3,4 ha, 3,9 ha e 4,2 21 

ha nos grandes remanescentes florestados do Guigó, Pancada Grande e 22 
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Pacangê, respectivamente; e 1 ha e 0,5 ha nos fragmentos pequenos da Sede e 1 

Luis Inácio. Nesta área total de 13 hectares foram encontrados 25 ninhos de T. 2 

angustula em ocos de árvores, dos quais apenas 15 puderam ser amostrados 3 

devido a restrições de acesso (altura, obstáculos, riscos para o coletor).   4 

Os remanescentes florestados da REM distam entre si 2-3 km e são 5 

conectados pela matriz de seringueira. Como controle e visando a comparação 6 

preliminar da variabilidade genética também em maior escala espacial, foram 7 

amostrados 6 ninhos de ocorrência espontânea na área urbana de Salvador 8 

(12º59’ S 38º 28’ W), cerca de 150 km ao norte.  9 

Foram amostrados 20 indivíduos por ninho, que foram sacrificados em 10 

álcool absoluto, onde ficavam preservados até a manipulação para a extração 11 

de DNA. Outros exemplares foram coletados e sacrificados em acetato de etila 12 

para montagem em alfinete entomológico e confirmação da identificação.  13 

 14 

Extração de DNA 15 

Para a extração de DNA foram utilizadas cinco abelhas por ninho, sendo 16 

que cada abelha teve seu DNA extraído separadamente. A extração foi 17 

executada segundo o protocolo de Han e McPheron (1997).  18 

Transferência dos Primers Microssatélites 19 

Inicialmente foram testados três primers derivados de Melipona bicolor 20 

– Mbi 278, Mbi 254 e Mbi 259 – (Peters  et al., 1998) e três derivados de 21 
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Scaptotrigona postica – T4-171, T3-32 e T7-5 – (Paxton et al., 1999). A 1 

transferência desses primers para T. angustula foi realizada com modificações 2 

nas condições de amplificação. Cada reação foi submetida inicialmente a uma 3 

desnaturação a 93ºC por 5 min. Em seguida a 40 ciclos nas seguintes 4 

condições: 93º C por 30s para desnaturação, 50s de anelamento (como mostra 5 

a tabela 2) e 40s de elongação a 72ºC. Ao término desta etapa foi realizado um 6 

ciclo extra de elongação a 72ºC por 5 min. A temperatura de anelamento para 7 

cada primer está apresentada na tabela 01. 8 

Amplificações com os primers T4-171, T3-32 e T7-5 foram submetidos 9 

a gradiente de temperatura para adequação da temperatura de anelamento. 10 

Ao Término de cada PCR era realizada eletroforese em gel de agarose a 11 

1,5 %  para visualizar se havia amplificação da banda com tamanho em pares 12 

de base igual ou similar ao descrito na literatura. O tamanho das bandas era 13 

comparado com o padrão de migração das bandas em relação ao DNA padrão 14 

do marcador de peso molecular de 100pb Fermentas Life Sciences. 15 

 16 

Obtenção dos Dados Microssatélites 17 

A amplificação dos fragmentos de microssatélites foram feitas através 18 

de reação com o volume final de 20 µl no termociclador Mastercycler® 5333 19 

da Eppendorf utilizando o kit da Taq DNA Polimerase (Fermentas Life 20 

Sciences). Para cada reação de PCR com um volume final de 20 µl foram 21 

utilizados: 2 µl de tampão 1 X; 2,56 µl de MgCl2 10 mM; 2 μl  de dNTP a 20 22 
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μM; 0,4 μl de cada Primer  F e R a 10 μM; 1,25 u de Taq polimerase; e 10,14 1 

μl H2O. Ao término de cada PCR, o produto foi separado por eletroforese em 2 

gel de agarose  e visualizado em transiluminador com UV. 3 

Em seguida as amostras foram separadas em gel de poliacrilamida 4 

desnaturante e não desnaturante 5,6%. O gel desnaturante mostrou melhor 5 

resolução e por isso foi utilizado. A concentração de 5,6% não permitiu uma 6 

boa resolução dos microssatélites, sendo necessário o aumento da 7 

concentração do gel para 9%, o que permitiu melhor visualização das bandas. 8 

O gel foi preparado com 5 ml de solução de acrilamida 40% (19g de 9 

acrilamida, 1 g de bis-acrilamida para um volume final de 50 ml); 2,5 ml de 10 

TBE 10X,  30,4 ml de H2O milli-Q. Para um volume final de 50 ml a essa 11 

solução foi adicionado 16 g de uréia, 20 µl de TEMED e  400 µl de persulfato 12 

de amônio 10%. Os poços foram formados com pente do tipo “dente de 13 

tubarão”. Em cada poço foi carregado um volume total de 4 µl, sendo 3 µl do 14 

produto da PCR e 1 µl do tampão de carregamento (0,025 g de azul de 15 

bromofenol, 0,025 g de xileno cianol e 1,5 g de ficoll sing tipo 400 para um 16 

volume final de 10 ml). No poço central foi aplicado 1,6 μg do marcador de 17 

peso molecular 10pb (INVITROGEN) juntamente com 2 µl de TE e 1 µl de 18 

tampão de carregamento. A revelação do gel procedeu como segue: 19 

1. O gel foi imerso em solução fixadora (40 ml de etanol absoluto, 2 ml de 20 

ácido acético glacial e diluídos em H2O destilada para um volume final de 400 21 

ml ) por 10 minutos; 22 
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 2. O gel foi colocado em solução de nitrato de prata (900 ml de H2O destilada 1 

e 3 g de nitrato de prata) por 15 minutos; 2 

3. Foi realizada lavagem por 1 min em H2O destilada; 3 

4. O gel foi colocado em solução reveladora (20g de NaOH, 20 ml de 4 

formaldeído 37% e 580 ml de H2O destilada).até o surgimento das bandas. 5 

Após a revelação cada gel foi fotografado em transiluminador de luz 6 

branca para posterior análise das bandas. 7 

 8 

Análise dos dados 9 

 A determinação dos alelos foi realizada observando-se o padrão de 10 

migração das bandas em relação ao marcador de peso molecular de 10 pb em 11 

gel de Poliacrilamida. Os dados foram organizados de acordo com o tamanho 12 

aproximado dos fragmentos. Foi atribuído um número a cada alelo em ordem 13 

crescente, correspondendo ao seu tamanho em pares de base, para a confecção 14 

da matriz necessária para cálculos do programa estatístico. 15 

 O programa GENEPOP web version 3.4 foi utilizado para o cálculo do 16 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg, freqüências alélicas e genotípicas e taxa de 17 

heterozigotos. 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 
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Resultados 1 

 2 

Levantamento dos ninhos  3 

Durante a procura dos ninhos foram encontrados 25 ninhos de T. angustula 4 

em 13 hectares em áreas de mata da REM. Destes apenas 15 ninhos foram 5 

acessíveis. Além desses ninhos foram utilizados seis ninhos encontrados em 6 

três bairros distintos da CSA para comparação dos alelos encontrados. 7 

 8 
Resultados da PCR 9 
 10 

Os seis primers foram submetidos às condições de temperatura de 11 

anelamento descrita para M. bicolor (Peters, 1998) e S. postica (Paxton, 1999) 12 

e houve amplificação de outros fragmentos além do esperado. 13 

 A otimização da temperatura dos primers Mbi278, Mbi 254 e Mbi 259 14 

já havia sido obtida pelo grupo da Drª Maria Cristina Arias que nos forneceu 15 

os dados. Os primers T4-171 (figura 03 A), T 7-5(figura 03 B) e T3-32 foram 16 

submetidos a testes de anelamento em termociclador de gradiente de 17 

temperatura. O primer T4-171 amplificou apenas a banda desejada a partir de 18 

58,1 ºC (figura 03 A) e o T3-32 a 65ºC. Entretanto o primer T7-5 foi 19 

submetido duas vezes ao gradiente de temperatura variando de 50,7ºC a 60ºC 20 

e de 60º a 70,5ºC e posteriormente foi submetido a uma temperatura de 21 

anelamento de 75ºC e ainda assim continuou apresentando amplificações 22 
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inespecíficas que impossibilitaram a análise em gel de poliacrilamida e por 1 

isso esse primer não foi usado.  2 

 3 
Locos Polimórficos 4 
 5 

Dos seis locos testados apenas um, T4-171,  apresentou-se polimórfico 6 

para a espécie (Figura 05). 7 

Os locos Mbi 254, Mbi 259 o T3-32 não foram selecionados para 8 

análise. Os dois primeiros por apresentarem-se monomórficos e o T3-32, 9 

apesar de possuir dois alelos, todos os indivíduos apresentaram o genótipo 10 

heterozigoto (Figura 4A).  11 

Para análise dos dados somente o loco polimórfico foi utilizado. 12 

Consideramos as seguintes populações amostrais: Guigó, Pacangê, Pancada 13 

Grande e Sede – localizadas na REM – e Bonfim, Ondina e Pituba – 14 

localizadas em CSA. Os genótipos encontrados e sua distribuição podem ser 15 

observados na tabela 02. 16 

 Utilizando o programa Genepop web version 3.4 foi possível 17 

visualizar a distribuição alélica nas populações amostrais. Esses resultados 18 

podem ser conferidos nas tabelas 3 e 4. Observando a tabela 3 percebemos 19 

que para o loco Mbi278 somente o alelo dois ocorre nas populações de SSA, 20 

estando os demais alelos presentes nas populações da REM. Os alelos três e 21 

quatro apareceram em um único indivíduo da população Pancada Grande com 22 

o genótipo heterozigoto. Provavelmente, trata-se de alelos raros na população 23 
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estudada, visto que o número de indivíduos amostrados na população Guigó  1 

foi superior ao amostrado na população no qual foram encontrados.   2 

  Analisando a tabela 5 percebemos uma distribuição mais homogênea 3 

dos alelos. Notamos que apesar do alelo 40 não estar presente nas populações 4 

de SSA, os demais alelos encontram-se distribuídos nas populações da REM e 5 

de SSA de forma equilibrada ao relacionar os dados obtidos com o número de 6 

ninhos que compõem a população amostral. 7 

Discussão 8 

Polimorfirmo nos locos 9 

A caracterização de microssatélites permite identificar a presença de 10 

alelos polimórficos em uma população. (Frankham et al., 2008) e portanto, é 11 

uma medida muito útil de sua diversidade genética.  Primers  desenvolvidos 12 

para uma espécie (heterólogos) podem ser transferidos para a análise  de 13 

microssatélites em outras espécies (Ferreira and Gratapaglia 1998), 14 

principalmente por serem mais viáveis economicamente, e este tem sido o 15 

caminho mais explorado em Meliponini  (Francisco, 2002; Brito 2005; 16 

Carvalho-Zilse e Kerr, 2006; Costa Pinto, 2007; Werneck, 2008).  17 

Dos seis locos analisado dois apresentaram-se monomórficos: Mbi 254 18 

e Mbi 259. Estes locos são microssatélites perfeitos na espécie de origem o 19 

que teoricamente deveria ser uma característica favorável ao polimorfismo, 20 

visto que, quando há introdução de uma ou mais bases entre as seqüências 21 
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repetidas os microssatélites tendem a se estabilizar e o erro da polimerase 1 

durante a replicação do DNA é reduzido (Weber, 1990). Entretanto, o que se 2 

observou no presente trabalho foi que a maioria dos locos que eram perfeitos 3 

para a espécie, ao qual o primer foi desenvolvido, ( três de quatro) 4 

apresentaram baixo polimorfismo. Isto é evidenciado pelo fato de dois locos 5 

terem sido monomórficos  (Mbi 254 e Mbi 259) e um ter apresentado dois 6 

alelos (T3-32) que expressavam apenas o genótipo heterozigoto em todos os 7 

indivíduos analisados. Esse resultado contrasta com o que foi encontrado por 8 

Chung et al., (1993) e Pépin et al.(1995) com estudos que demonstraram que a 9 

inserção de bases influencia estabilidade dos microssatélites. 10 

Os locos Mbi 278 e T4-171 foram polimórficos para T. angustula 11 

verificamos que o número de alelos foi pequeno. Porém, quando se compara 12 

com trabalhos de Meliponini que também utilizaram primers heterólogos, 13 

(Francisco, 2002; Lopes, 2004; Brito 2005; Werneck, 2008) verificamos que 14 

esse tipo de resultado é freqüente. Ou seja, mesmo com uma transferência 15 

bem sucedida, podemos detectar um menor grau de polimorfismo.   16 

O loco Mbi 278 é composto em Melipona bicolor e o T4-171 perfeito 17 

em Scaptotrigona postica, as respectivas espécies de origem. Isto pode 18 

explicar o fato do T4-171 ter um número maior de alelos nas populações de 19 

origem. Neste caso, o maior número de alelos observados também em T. 20 

angustula pode ser explicado por o loco T4-171 ser formado pela repetição de 21 

apenas dois pares de bases. Segundo Chakraborty et al., (1997), os 22 
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microssatélites de repetições dinucleotídicas são mais suscetíveis a mutações 1 

do que os formados por tri ou tetranucleotídeos. 2 

 Em contraste, o alelo T3-32 de S. postica, também formado por 3 

repetições dinucleotídicas, apresentou um único alelo em T. angustula. Esse 4 

resultado deve ser considerado com cautela, pois o polimorfismo pode estar 5 

presente, mas mesmo assim não ser detectado, principalmente quando envolve 6 

uma diferença pequena de repetições, por exemplo, até quatro pares de bases.  7 

O mesmo loco pode ter um comportamento diferente em espécies 8 

diferentes. Por exemplo, Francisco (2002) sequenciou o loco T3-32 em  9 

Plebeia remota e identificou que nesta espécie ele é imperfeito, enquanto em 10 

S. postica é perfeito. Dessa forma, seria aconselhável fazer o seqüenciamento 11 

do loco antes de afirmar que o mesmo é monomórfico. Mesmo conhecendo as 12 

características de cada microssatélite não se pode prever com segurança se 13 

haverá maior ou menor probabilidade de apresentar polimorfismo. Assim, 14 

também é coerente persistir no teste de locos de microssatélites na busca de 15 

polimorfismo, principalmente quando se está usando primers heterólogos.  16 

 Um problema básico da transferência de primers interespecíficos é a 17 

redução na detecção de locos polimórficos, em relação ao observado na 18 

espécie de origem (Francisco, 2002; Brito 2005; Werneck, 2008; Lopes, 19 

2004). Apesar de viabilizarem inferências sobre a estrutura populacional, 20 

Francisco et al,. (2006) ressaltaram que os resultados de transferência de 21 

primers heterólogos devem ser interpretados com cautela. 22 
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A transferência tem mais chances de produzir bons resultados quanto 1 

mais próximos taxonomicamente os organismos envolvidos (Carvalho-Zilse 2 

and Kerr, 2006). Trabalhos de filogenia evidenciaram que o gênero 3 

Tetragonisca apresenta uma relação mais distante com Melipona (Michener, 4 

2000, Costa et al., 2003 e Guedes, 2007), e uma relação mais próxima com 5 

Scaptotrigona (Costa et al., 2003 e Guedes, 2007) explicação parcial para o 6 

resultado encontrado no presente estudo.  7 

 8 

Fluxo gênico entre as populações 9 

A fragmentação avançada dos habitats de floresta, como se observa na 10 

área da REM (Flesher, 2006) predispõe as (sub) populações em mosaico à 11 

endogamia. Este fenômeno pode ser caracterizado em uma população pela 12 

redução nas taxas de heretozigotos em relação à freqüência esperada em 15 13 

cruzamentos aleatórios (Hartl, 2008; Frankham et al., 2008).  14 

A subdivisão populacional é um dos principais fatores que levam à 15 

deficiência de heterozigotos, de acordo com o principio de Hard-Weinberg 16 

(Callen et al., 1993). De maneira análoga, a baixa freqüência de homozigose 17 

em vários locos significaria que as (sub) populações locais de T. angustula 18 

estariam se intercruzando e mantendo o fluxo entre os fragmentos. Esta é uma 19 

das premissas do estudo, dado que a espécie focal ocupa vários sítios de 20 

nidificação e tipos de habitats (Batista, 2003; Ramalho e Batista, 2005). O 21 

teste para a verificação do equilíbrio de Hardy-Weinberg indicou que a 22 
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maioria das populações amostrais de T. angustula encontra-se em equilíbrio.  1 

Entretanto,como esse é o resultado da análise de um único loco polimórfico, 2 

não é possível ainda avaliar o grau de fluxo gênico entre as populações da 3 

REM. 4 

Ainda assim, dada a fragmentação física dos habitats na REM, o fato de 5 

alguns alelos estarem presentes apenas em uma das (sub) populações 6 

estudadas sugere perda de conectividade funcional na paisagem o que foi 7 

observado no loco T4-171.  8 

Apesar do hábito generalista de T.angustula, a fundação bem sucedida 9 

de novos ninhos depende da oferta de cavidades pré- existentes nos habitats 10 

naturais ou modificados, nas proximidades do ninho materno. Assim, 11 

dependendo da qualidade da mudança na paisagem com o desmatamento e 12 

plantio extensivo da seringueira, pode haver perda de conectividade funcional 13 

entre os fragmentos florestados, o que forneceria uma explicação para a 14 

ocorrência de alelos exclusivos em alguns fragmentos da REM  15 

Apesar da impossibilidade de aprofundar as análises quantitativas, dado 16 

o número de locos polimórficos detectados até o momento, ainda assim os 17 

dois locos (Mbi278 e T4-171) sugerem que não há maior estruturação espacial 18 

na população urbana da CSA do que na REM, embora haja diferenças 19 

aparentes entre as duas populações.  Assim, as premissas básicas do estudo 20 

devem ser mantidas até que se possa melhorar a análise quantitativa : 1) a 21 

estruturação espacial das populações dentro da REM não difere da 22 



45 
 

estruturação espacial dentro da CSA; ou seja, os efeitos da fragmentação em 1 

meio à matriz de seringueira são equivalentes aos efeitos de habitats urbanos, 2 

nesta espécie generalista; 2) há menos polimorfismo na CSA e isto seria 3 

resultado de efeito fundador na área urbana e, não necessariamente, da maior 4 

perda de conectividade neste tipo de hábitat. 5 
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Figura 01: Mapa da Reserva Ecológica da Michelin com a localização dos ninhos. 1 
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Figura 02: Mapa da Cidade do Salvador com a localização dos bairros onde foram 1 
coletados indivíduos. 2 
 3 
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Figura 03: Gradiente de temperatura em ºC para o primer T4-171 (A) e para o 
primer T7-5(B) evidenciando a presença de bandas inespecíficas. M refere-se 
ao marcador de peso molecular; os números representam a temperatura de 
anelamento utilizada no gradiente. 
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Figura 04: Gel mostrando o genótipo heterozigoto para o primer T3-32 (A) e o primer 
monomórfico Mbi254. 

A B



50 
 

 1 
 2 

  3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
 23 
 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 

Figura 05: Gel mostrando os alelos do Loco T4-171 



51 
 

Tabela 01: Temperaturas de anelamento (Ta) para cada loco testado. 1 

Loco  Ta (ºC) 
Mbi 278 

Mbi 254 

Mbi 259 

T3-32 

T4-171* 

T7-5 ** 

 

     
 

60 

65 

60 

65 

58,1 

75 

* Loco com mais de dois alelos 2 
** Apresentou amplificações inespecíficas 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
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 23 
 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 
 33 
 34 
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 37 
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Tabela 2: Nº de genótipos por loco em cada local de coleta. 1 

 2 
* Loco utilizado para análise estatística. 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
 23 
 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 
 33 
 34 
 35 
 36 
 37 
 38 
 39 
 40 

         Local  REM   SSA  
Loco Guigó Pancada Pacangê Bonfim Ondina Pituba 
Mbi278 2 3 1 1 1 1 
Mbi254 1 1 1 1 1 1 
Mbi259 1 1 1 1 1 1 
T4-171* 6 4 1 1 4 2 
T3-32 1 1 1 1 1 1 
T7-5 - - - - - - 
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Tabela 03 : Frequência alélica para o loco Mbi 278 por população amostral. 1 
  Alelos   

Populações 1 2 3 4 
Guigó* 0,7 0,3 0 0 

Pancada* 0,82 0,13 0,25 0,25 
Pacangê* 1 0 0 0 

Sede* 0 1 0 0 
Bonfim** 0 1 0 0 
Ondina** 0 1 0 0 
Pituba** 0 1 0 0 

*Populações da Reserva da Michelin 2 
** Populações de Salvador 3 
 4 
 5 
 6 
 7 
 8 
 9 
 10 
 11 
 12 
 13 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
 22 
 23 
 24 
 25 
 26 
 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 
 33 
 34 
 35 
 36 
 37 
 38 
  39 



54 
 

Tabela 04 : Frequência alélica para o loco T4-171 por população amostral 1 
  Alelos   

Populações 10 20 30 40 
Guigó* 0,22 0,3 0 0 

Pancada* 0,42 0,13 0,25 0,25 
Pacangê* 0 0 0,5 0,5 

Sede* - - - - 
Bonfim** 0,5 0 0,5 0 
Ondina** 0,78 0,11 0,11 0 
Pituba** 0,55 0,45 0 0 

*Populações da Reserva da Michelin 2 
** Populações de Salvador 3 

 4 

 5 

 6 

 7 
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Tabela 05: Análise do loco T4-171: Na – número de alelos, Ni: Número de ninhos, N: 1 
Número de indivíduos amostrados, He: Heterozigozidade esperada, Ho: Heterozigozidade 2 
observada. P < 0,05. 3 
 4 

Populações Na Ni N P He Ho 
Guigó* 4 7 35 0,031 0,73 0,56 

Pancada* 3 5 25 0,006 0,67 0,42 
Pacangê* 1 1 5 1 0,57 1 

Sede* - - - - - - 
Bonfim** 2 1 5 1 0,67 1 
Ondina** 3 3 15 0,214 0,10 0,29 
Pituba** 2 2 10 0,003 0,52 0 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 
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Conclusões 1 

 2 

  3 

 4 

• A utilização de microssatélites é boa para estudos de ecologia, 5 

principalmente quando se aborda temáticas ligadas à 6 

conservação, no entanto, para se obter respostas mais precisas é 7 

melhor utilizar primers específicos; 8 

• Serão necessários estudos com um maior número de primers 9 

polimórficos para poder avaliar se o fluxo gênico está sendo 10 

prejudicado pela paisagem em mosaico presente na Reserva 11 

ecológica da Michelin. 12 

13 
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