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Bioecological and behavioral genetic aspects involved in the conservation of
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RESUMO: A abelha sem ferrao Melipona subnitida atualmente estd
presente em quase toda a regido nordeste, em funcio da boa adapta-
bilidade ao semidrido nordestino e do potencial econdmico-ecoldgico
proporcionado pela produgio de mel e pela polinizagio de cultivos
em condi¢des de confinamento. Apesar disso, ¢ uma espécie ameacada
devido a processos de degradagio ambiental, dentre os quais estio o
desmatamento, o uso indiscriminado de agrotéxicos e o extrativismo.
Tais interferéncias tendem a isolar as populagées de Jandaira, provo-
cando uma queda na variabilidade genética e, consequentemente,
uma redugdo na capacidade adaptativa da espécie. Porém, técnicas
de biologia molecular estdo sendo implementadas, possibilitando que
populagées desse tipo sejam avaliadas quanto ao seu grau de variabi-
lidade genética. Marcadores moleculares do tipo microssatélites de
DNA vém sendo bastante usados, porém, em funcio do alto custo
exigido para seu desenvolvimento, diversos estudos vém empregando
microssatélites transferidos de tdxons préximos com amplo sucesso em
estudos voltados a caracterizagio e a diversidade genética. Dessa forma,
a presente revisio objetivou avaliar os mais relevantes aspectos bioe-
colégicos e genético-comportamentais envolvidos na conservagio da
abelha Jandaira, a fim de auxiliar na avaliagio do grau de diversidade
genética da espécie, bem como da sua distribuicio entre individuos e
populagoes da abelha sem ferrdo M. subnitida.
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ABSTRACT: The stingless bee Melipona subnitida is now
present almost everywhere in the Brazilian Northeastern,
as a consequence of its good adaptability to the semiarid
and economic and ecological potential offered by the honey
production and pollination of commercial crops under
confined conditions. Nevertheless, it is an endangered species
due to environmental degradation processes, among which
are: deforestation, indiscriminate use of pesticides and honey
extraction. Such interference tends to isolate populations of
Jandaira causing a decrease in genetic variability, and therefore
a reduction in the adaptive capacity of the species. However,
advanced Molecular Biology techniques have been used allowing
such populations to be assessed for their degree of genetic
variability. Molecular markers such as microsatellite DNA are
widely applied to genetic diversity studies. However, due to
the high costs required for their development, several studies
have been focused on the use of microsatellites transferred from
closely related taxa with much success in studies on the genetic
characterization of species and their populations. Therefore,
this review aimed to evaluate the most relevant ecological and
behavioral aspects in order to assist the population genetic
studies of the stingless bee M. subnitida.
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INTRODUCAO

As abelhas sao insetos pertencentes & ordem Hymenoptera,
da superfamilia Apoidea e subgrupo Anthophila (MICHENER,
2007; CaMARGO; PEDRO, 2012). Sio conhecidos no mundo
pelos vérios beneficios que proporcionam, como a capacidade de
algumas espécies de produzir mel e pelo seu papel natural
de polinizacao (SanTos, 2010). Destes, a tribo Meliponini,
caracterizada pela auséncia do ferrdo, destaca-se por possuir
grande nimero de espécies distribuidas por todos os continentes,
desde regioes tropicais até o sul de regides subtropicais, estando
a maior parte localizada no territério Latino-americano. Estao
presentes também em algumas regioes temperadas. A tribo é
dividida em 31 géneros, com cinco deles baseados em fsseis
(Creprotrigona Engel, Kelneriapis Sakagami, Liotrigonopsis
Engel, Meliponorytes Tosi, e Proplebeia Michener (MICHENER,
2007; CaMARGO; PEDRO, 2012).

No Brasil, o género Melipona Illiger (1806) tem ganhado
respaldo em fungio do seu potencial econdmico e ecoldgico,
com destaque para a espécie Melipona subnitida Ducke (1910)
(Jandaira), devido a sua boa adaptacio 2 regido semidrida
(CAMARA et al., 2004). Porém, o constante desmatamento,
somado ao extrativismo pelos meleiros, vem aumentando a
pressdo sobre este importante recurso natural, sendo necesss-
rio utilizar estratégias avancadas que auxiliem na sua conser-
vagio (Santos, 2010).

Os marcadores moleculares vém sendo empregados como
uma importante ferramenta na conservagio de espécies sel-
vagens e/ou de interesse econdmico por fornecerem dados
importantes aos estudos populacionais, como: estimativas
referentes ao grau de variabilidade genética, grau de endoga-
mia, diferencas entre populagoes, fluxo génico entre popula-
coes, determinagio do tamanho efetivo da populacio, dentre
outros (MULLER ef al., 2010; TAVARES et al., 2013). Dos mar-
cadores disponiveis, os microssatélites, sequéncias de DNA
curtas repetidas em zandem, sio os mais usados devido ao
grande volume de informagées fornecidas (CLEMENTINO ez 4.,
2010). No entanto, o desenvolvimento desses marcadores é
de alto custo e a técnica requer o emprego de métodos mais
avancados da biologia (Francisco et al., 2013). Em fungao
disso, diversos trabalhos vém empregando marcadores desen-
volvidos para espécies de tdxons préximos, tendo por base a
conservacio das sequéncias adjacentes a regido de repetigio.
Estudos tém comprovado a eficicia de marcadores micros-
satélites transferidos, inclusive a partir de géneros diferentes
(LopEs et al., 2010; ALvEs et al., 2011; VIANA et al., 2011).
Porém, para que se tenha uma avaliagio genética adequada,
é necessdrio que se conhecam aspectos bioecoldgicos e com-
portamentais da espécie.

Desta forma, este artigo de revisao aborda alguns aspectos
bioecolégicos e genético-comportamentais que possam inter-
ferir significativamente na interpretagao de resultados obti-
dos por meio do uso de marcadores microssatélites, tendo em

vista a avaliagio do grau de diversidade genética da espécie,
bem como sua distribui¢do entre individuos e populacoes da
abelha sem ferrao M. subnitida.

Aspectos bioecoldgicos das abelhas
do género Melipona

Dentre as abelhas sem ferrio, o género Melipona com-
preende o de maior niimero em espécies no Brasil, desta-
cando-se pela grande riqueza em biodiversidade (Strva; Paz,
2012). No geral, apresenta distribui¢ao neotropical, indo
do México a Argentina, com cerca de 40 espécies catalo-
gadas (MICHENER, 2007).

Seus ninhos sdo construidos tipicamente em cavidades de
drvores nativas, sendo que o didmetro interno varia de acordo
com a espécie nidificada (VossLER, 2012).

Possui um nivel de organizag¢io social altamente evo-
luido, com sobreposicio de castas, e cada grupo de abelhas
é responsdvel por um tipo de atividade dentro da colmeia
(ViLLas-Boas, 2012).

O género Melipona é o Gnico tdxon de Meliponini em
que as células de cria sdo indiferenciadas, ou seja, células
de rainha, machos e fémeas sio de tamanhos iguais. Como
nos demais géneros, seus ninhos sio dispostos em placas
concéntricas empilhadas na vertical, compostas de favos
circulares constituidas por cerume (mistura de cera com
resina vegetal), organizados basicamente em células de cria
e potes de alimentos. Os potes de alimento sdo, em sua
maioria, construidos na forma ovoide, armazenando sepa-
radamente mel e pélen (Fig. 1). A entrada é quase sempre
no centro, construida basicamente de geoprépolis (argila e
resinas vegetais), barro ou cera, apresentando-se de diver-
sas formas conforme a espécie de abelha (NoGUEIRA-NETO,
1997; ViLLas-Boas, 2012).

A rainha é responsdvel pela postura dos ovos e pela organi-
zagio social do ninho, feita por meio dos ferorménios produzi-

dos nas suas glindulas mandibulares. A determinagio da casta
¢ genético-alimentar (KRR ez al., 1950; KERR ez al., 1966).

2 - X = - €Y
Figura 1. Colmeia de abelhas M. subnitida. (A) Favos de cria; (B)
Potes de armazenamento de mel (Fonte: José Maria Vieira Neto).
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As fémeas selecionadas possuem uma predisposicio gené-
tica, com a expressio génica influenciada pela alimentacio,
que pode diferenciar-se na quantidade e/ou na qualidade
(KEeRR ¢t al., 1966; Jarau ez al., 2010). Morfologicamente,
diferenciam-se das outras fémeas pelo tamanho despropor-
cional do perimetro abdominal em rela¢io ao corpo e as asas
(Fig. 2) o que as impossibilita de sair do ninho e realizar voos
(LEIMAR et al., 2012).

Por sua vez, os zangdes tém como funcio principal realizar a
fecundagio da rainha virgem, apesar de esporadicamente serem
observados zangoes realizando trabalhos de manutencio da
colmeia, tais como: desidratagio do néctar e manipulagao
de cera (ViLLas-BOas, 2012).

Na colmeia, as abelhas operdrias sio encarregadas
pela maioria das atividades, o que depende, dentre outros
fatores, da idade e das necessidades da colmeia (KERR
et al., 1996; NoGgueira-NEeT0, 1997). Em condic¢oes nor-
mais, essas operdrias realizam a postura de dois tipos de
ovos: ovos reprodutivos, que se desenvolvem em machos;
e ovos tréficos, que servem como alimento para a rainha
(CerPEDA-APONTE, 2003).

O ciclo de vida das Melipona gira em torno de seis dias
para ovo, 12 dias para larva e 24 dias para pupa, totalizando
42 dias até a emergéncia do adulto (BRUENING, 2000). As abe-
lhas operdrias e os zangdes alcangam uma expectativa de vida
por volta de 90 dias, e as rainhas, entre quatro e cinco anos
(BRUENING, 2006). Como insetos da ordem Hymenoptera, o
sistema de determinagio do sexo nos meliponineos ¢ haplodi-
ploide, sendo que a maior parte das espécies apresenta fémeas
com células diploide, com 2n = 18 (oriundas de ovos fecun-
dados), e os machos apresentam células haploide, com n =9
(oriundos de ovos nao fecundados). Em outros casos, por
exemplo, Melipona seminigra, as fémeas possuem 2n = 22,
e os machos, n = 11 (TavaRres ez /., 2010; FRANCINT et al.,
2011; TAVARES et al., 2012).

Aspectos genético-comportamentais
em abelhas sem ferrao

As abelhas do género Melipona sio especialmente sensiveis aos
disttrbios causados a0 meio ambiente, j4 que dependem das
drvores para moradia e alimentagio (BRUENING ez al., 20006;
VOSSLER, 2012). Com o processo de destruicio das matas, o
uso de agrotdxicos e o extrativismo dos meleiros (SaNTOS,
2010), elas estdo cada vez mais ameagadas, o que traz refle-
xo0s negativos sobre a biodiversidade e grandes prejuizos eco-
nodmicos, pois com menos polinizadores a producio agricola
de plantas polinizadas tende a cair.

Em fungio da impossibilidade do voo das rainhas fisogds-
tricas (rainhas em intensa postura), as colénias niao podem se
deslocar em situagdes de disttirbio. Além disso, o processo de
dispersao natural dessas abelhas pode ser considerado lento,

.

Z e R, vo?

Figura 2. (A) Uma operaria; (B) alimentando a rainha da
colmeia (Fonte: José Maria Vieira Neto).

j& que as novas col6nias sio fundadas a distancias curtas da
col6nia mae (MICHENER, 2007). Geralmente, a dispersao
acontece no periodo de enxameagio, época em que a colmeia
estd populosa. Nesse periodo, depois que as abelhas fazem a
escolha do novo local de nidificacdo, a princesa (rainha vir-
gem) sai com algumas dezenas de operdrias (atraidas pelos
ferormdnios “reais”) para o novo habitat. A colmeia ¢ fir-
mada quando a princesa realiza o voo nupcial e ¢ fecundada
pelo zangio (BRUENING, 2006). Esse processo de fundacio
de uma nova coldnia pode ter duragio varidvel de 15a 110
dias (NoGUEIRA-NETO, 1997). Uma caracteristica pecu-
liar é que durante a enxameacio, a nova colmeia depende
exclusivamente da colmeia-mie em relaciao a materiais e
alimentos, causando, portanto, a curta dispersao dos enxa-
mes, diferentemente das abelhas Apis mellifera (NoGUEIRA-
NEeT0, 1997; CRONIN et al., 2013). Tal comportamento
tem influéncia direta na composicio genética, uma vez que
hd menor possibilidade de fluxo génico entre coldnias dis-
tintas de locais distantes, diminuindo seu aporte genético
(Nocgugeira-NETO, 1997).

Portanto, a baixa variacio genética em conjunto com o
pequeno tamanho efetivo da populagio tende, por conse-
quéncia natural, a aumentar a deriva genética, causando uma
possivel perda de alelos importantes & sua adaptacio. Isso leva

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.81, n.3, p. 299-308, 2014

301



302

G.R. Silva et al.

naturalmente a uma menor flexibilidade adaptativa em rela-
¢do, por exemplo, ao género Apis (FALCONER, 1987).

Sabe-se que, adaptativamente, algumas espécies passaram
aadotar estratégias alternativas para sobrepor a baixa variagao.
Boa parte das que compoem o género Melipona possui certa
porcentagem de operdrias capazes de por ovos reprodutivos,
os quais se desenvolvem em machos férteis (CEPEDA-APONTE,
2003). Isso assegura a adi¢do de mais uma possivel fonte de
contribui¢do para o patriménio genético da espécie .

Outro comportamento é aquele observado na espécie
Melipona bicolor Lepeletier (1836), que apresenta coldnias em
condigées de poliginia natural duradoura, com mais de uma
rainha fisogdstrica fazendo a postura dos ovos durante a vida
util da colmeia. Possivelmente, este ¢ um comportamento que
pode abranger muitos outros meliponineos, uma vez que em
espécies como M. quadriafasciata e M. scutellaris é possivel
observar ocasionalmente o uso de tal estratégia como forma
alternativa de sobrevivéncia (VELTHUIS et a/., 2006; CARVALHO
et al., 2010; ALVES et al., 2011; CARVALHO et al., 2011).

Apesar da solugio adaptativa encontrada por algumas
espécies para contornar a baixa variacio genética caracteris-
tica do grupo, ela ainda é bastante timida frente a constante
devastagio das matas, o que contribui para uma eventual
perda de estoques e causa o isolamento das populaces de
abelhas. Pode haver um processo forcado de adaptagoes gené-
ticas e ecoldgicas devido 4 desestruturacio provocada em seu
habitat, agravando o quadro de perda de variabilidade gené-
tica e a consequente erosao genética (Avise; HAMRICK, 1996;
ANTONINI et al., 2013).

Estudos com diferentes meliponineos confirmam tal per-
turbagao na constituicao genética das populagoes (CARVALHO-
Z1LsE; KERR, 2006; PINTO, 2007; CARVALHO-ZILSE ¢t al., 2009).
O que se percebe na maioria dos trabalhos ¢ uma queda cada
vez maior no niimero de alelos e heterozigotos em fungio da
endogamia, influenciados pelo fluxo génico restrito, uma vez
que populagées distintas sio interrompidas em cruzar genes
entre si. Por consequéncia, isso aumenta a taxa de fixacio de
genes, amplia o nivel de estruturacio genético-populacio-
nal e torna alguns alelos raros por ocasido da deriva genética
(CARVALHO-Z1LSE; KERR, 2006; CARVALHO-ZILSE, ¢t al., 2009).

Portanto, estratégias de manejo ji consagradas auxiliam na
conservagio de espécies de abelhas sem ferrdo, principalmente
no que se refere a0 aumento na taxa de diversidade genética,
ocasionadas pelo aumento na recombinagio genotipica e na
heterozigosidade dos individuos nas diferentes colmeias.

Diante do exposto, ¢ imprescindivel que haja maior empe-
nho de programas de conservagio e mais incentivo na ado-
¢ao de programas de melhoramento sustentdvel que incluam
o pequeno agricultor dentro desse cendrio desenvolvimen-
tista com fins de ampliagio do mercado interno, gerando
maior expectativa econémica e, consequentemente, preser-
vando a biodiversidade e os recursos naturais necessarios ao

desenvolvimento.

Melipona subnitida (Jandaira
Nordestina) e sua importancia

economico-ambiental

A Jandaira, Melipona subnitida Ducke, foi registrada pela pri-
meira vez no municipio de Alcantara, no Maranhio, com dis-
tribui¢io abrangendo “parte norte do nordeste seco do Brasil”
(Ducke, 1910). Na década de 1970, foi registrada estendendo-se
a partir do norte do rio Sao Francisco, sendo abundante no Rio
Grande do Norte e no Ceard (GONGALVES, 1973). Recentemente,
sabe-se que estd presente em praticamente todos os estados do
Nordeste semidrido do Brasil, possivelmente devido a0 aumento
da comercializagdo de suas colonias pelo nordeste e a facilidade
de adaptagio a novos recursos florais (CAMARA ez al., 2004;
BrUENING, 2006; CamMARGO; PEDRO, 2012).

Apesar de serem bastante maledveis com relacio a nidifi-
cagio, as espécies de plantas mais frequentes para moradia sio
a Imburana [Commiphora leprophlocos (Mart.) J. B. Gillett]
e a Catingueira (Caesalpinia bracteosa Tul.) (CAMARA et al.,
2004; BRUENING, 20006).

E uma espécie de grande potencial econémico na regido
da Caatinga e, além de ter maior drea de ocorréncia, pode se
adaptar as mais adversas situagoes no meio, inclusive em con-
dicoes de confinamento (FRErtas et al., 2000; Cruz et al.,
2004). Trabalhos como o de CAMARA et al. (2004) relataram
a grande importancia desse tipo de abelha para a subsisténcia
ou complemento financeiro & algumas familias localizadas no
meio rural do Rio Grande do Norte (Fig. 3).

Devido aos baixos custos de implanta¢io, manejo simpli-
ficado, auséncia de acidentes com ferroadas e baixo impacto
ambiental, a meliponicultura (criagio racional de abelhas sem
ferrio) vem crescendo bastante nos dltimos anos. Alcangou
grande importincia nao s6 na esfera econdmica, mas também
nas esferas cultural e ambiental, chegando ao patamar de tec-
nologia social, com capacidade de garantir livre acesso ao cir-
cuito formal do capital sem gerar, na produgio, impacto nega-
tivo significante ao meio ambiente (NoGUEIRA-NETO, 1997;
KERR et al., 2001; TEIXEIRA, 2007; CAVALCANTE et al., 2009).

| "”“;\‘ i
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Figura 3. Melipondrio da localidade Jucuri, municipio Mossoré
(RN) (Fonte: Kalhil Pereira Franca).
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A atividade mais apreciada nessa espécie é a produgao de
mel, que tem grande valia para a populagio nordestina em
funcio de suas caracteristicas peculiares. Estas vao desde suas
propriedades organolépticas até seu cardter medicinal, citado
pela cultura popular, comprovado em nivel cientifico na efi-
cdcia de melhora em cicatrizagoes e combate antimicrobiano
em ferimentos infecciosos (ALVES et al., 2008).

Diante dos problemas de desmatamento, discute-se a
ampliagio da meliponicultura com vistas a corrigir problemas
ambientais, com base no fato de as abelhas sem ferrao serem
responsdveis pela polinizacio de grande parte da vegetacio,
cobrindo 40 a 90% da vegetagdo nativa (KeRR ez al., 1996;
TrIXEIRA, 2007). Essa interacao garante enorme sucesso na
polinizagio cruzada, aumentando o vigor das espécies vegetais
e flexibilidade adaptativa (Couto; Couro, 2002). Segundo
Texerra (2007), sua criagio contribui ndo sé com a sua pré-
pria preservagio, mas também com a da regido em que estd
inserido, comprovando sua grande importincia ambiental.

Pela alta flexibilidade adaprativa a exploragio de dife-
rentes tipos vegetais, recentemente muitos pesquisadores e
criadores vém demonstrando grande interesse na polinizagao
de cultivares por parte das abelhas nativas. Esta atividade é
realizada hd muito tempo é em diversas partes do mundo
(FrEITAS, 1998; MALAGODI-BRAGA et al., 2000). Paises como
a Austrélia concentram a meliponicultura na polinizagao de
culturas comerciais, tais como noz macadimia (Macadamia
terifolia E. Muell.), do que na produgao de mel, movimen-
tando uma parcela considerdvel da economia do pais (HeArD;
ExLEy, 1994; DovrLiN, 2000; HEARD; DoLLIN, 2000).

No Brasil, Cruz ez al. (2004) observaram uma grande
vantagem em criar abelhas da espécie M. subnitida (Jandaira),
a0 comprovarem boa adaptacio em casa de vegetacio no cul-
tivo de culturas de pimentio (Capsicum annum), uma vez que
obtiveram frutos com bom ganho de peso, nimero de semen-
tes e menor incidéncia de frutos com m4d formagio. Além de
outras peculiaridades, isso acontece devido ao fato de serem
pouco agressivas e apresentarem menor amplitude de voo para
forrageamento, tornando-as adequadas para a polinizagio em
ambientes fechados (Cruz et al., 2004).

Apesar de nio se saber da existéncia em M. subnitida, desco-
bertas recentes apontam a melitocoria (capacidade de dispersao
de sementes de determinadas espécies vegetais) como hébito que
valoriza ainda mais o género e que pode ser explorado, adicionando
um novo e valioso servico para a manutengio dos ecossistemas
onde residem (BACELAR-Lima et al., 2006; WALLACE; TRUEMAN,
1995). No Brasil, isso foi observado pela primeira vez em abelhas
M. seminigra merrillac e M. compressipes manaosensis, a0 demons-
trarem sua eficdcia na dispersao de sementes de Zygia racemosa,
“Angelim rajado” (BACELAR-LiMA ez al., 2006). Tal atuagio acon-
tece geralmente quando as abelhas coletam resina para a constru-
¢do de colmeias, quando, por aderéncia, as sementes de algumas
plantas resinosas sao carregadas acidentalmente no corpo dos
animais (BACELAR-LIMA ez al., 2006; WALLACE; TRUEMAN, 1995).

Marcadores moleculares e a importancia
do uso dos marcadores microssatélites
em abelhas sem ferrao

O uso de marcadores moleculares baseados no DNA genémico
¢ de fundamental importincia como ferramenta avangada na
estimativa de possiveis perturbagdes causadas nas populagoes
naturais, mostrando nao sé a situagao estrutural da compo-
sicdo genética, como também auxiliando programas de con-
servagdo e de melhoramento genético sustentével.

Anteriormente, tais estudos eram obtidos apenas com
base no fenétipo dos organismos, sendo que eram utili-
zadas como marcadores genéticos algumas caracteristicas
variantes de heranca mendeliana simples, a fim de possi-
bilitar a inferéncia dos gendtipos e monitorar a segregacio
do gene marcador; por consequéncia, era possivel detec-
tar varia¢bes no genoma (ReGrrano; CouTiNHO, 2001;
BorEm; Caixera, 2006). No entanto, o inconveniente
dessa metodologia ¢ que as variantes eram pouco frequen-
tes nas populagées naturais, comportando-se, na maioria
dos casos, como de cardter continuo (BorEMm; CAIXETA,
2006). Porém, técnicas mais sofisticadas foram investi-
gadas a fim de romper com essas barreiras, até que, em
meados da década de 1980, surge uma série de marcadores
baseados na amplificacio de DNA in vitro (PCR — Reagao
em Cadeia de Polimerase), destacando-se hoje: RAPD
(Random Amplified Polimorphic DNA), AFLP (Amplifield
Fragments Lengths Polimorphic) e microssatélites.

Dentre estes, merecem destaque os microssatélites, que
compreendem uma das mais poderosas ferramentas, com
ampla popularidade no meio cientifico. Eles podem ser apli-
cados em diversas 4reas, incluindo desde diagndsticos médi-
cos até estudos de mapeamento genético, assim como como
de genética populacional e conservagio (CLEMENTINO et /.,
2010). Dentro do genoma apresentam-se como curtas sequén-
cias de repeticdes em zandem, que vao de um a seis nucleotideos
distribuidos aleatoriamente no genoma dos organismos eucarié-
ticos (SCHLOTTERER; WIEHE, 1999; ELLERGREEN et al., 2004).
As principais vantagens que motivam seu uso estdo relacio-
nadas 2 riqueza de informagdes fornecidas, dentre as quais
estao as caracteristicas de codominancia, o fato de serem sele-
tivamente neutros, altamente polimérficos e de apresentarem
heranca mendeliana (ELLERGREEN et /., 2004).

Em abelhas, seu uso foi iniciado por Estour ez al. (1993).
Ao desenvolverem os primeiros marcadores microssatélites para
as espécies A. melifera e Bombus terrestris. Posteriormente, Rowg
et al. (1997) desenvolveram mais 18 Joci microssatélites para
A. melifera, sendo que em sete deles obteve-se polimorfismo.

Com o trabalho de PETERs ez a/. (1998), surgiram os pri-
meiros marcadores para o género Melipona, no qual foram
isolados e desenvolvidos primers para 25 loci da espécie M.
bicolor, sendo 19 polimérficos. Dessa forma, serviram como
ponto de partida para intimeros trabalhos.
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Posteriormente, PAXTON et a/. (1999) identificaram e dese-
nharam primers de seis loci microssatélites em Scaprotrigona
postiga, sendo que cinco deles demonstraram polimorfismo.

J4 GreEN ¢t al. (2001) obtiveram 10 /oci em abelhas Trigona
carbonaria, sendo que nove apresentaram-se polimorficos.

Recentemente, depois do surgimento dos primeiros
marcadores oriundos da espécie M. bicolor (PETERS et al.,
1998), devido ao crescente volume de pesquisas voltadas a
espécies de abelhas sem ferrdo do género Melipona, houve
a necessidade de desenvolver novos marcadores especificos,
e até 0 momento hd cinco disponiveis. Dentre eles, além de
PETERS et al. (1998), encontram-se os de LoPEs ez 2/. (2009),
que identificaram 10 loci em M. rufiventris, obtendo 100% de
polimorfismo. Em 2010, os mesmos autores desenvolveram
marcadores para a espécie M. mondury sequenciando 11 Joci,
sendo que nove deles demonstraram variacoes. No mesmo
periodo, FRaNCINI ez 4. (2009; 2010) desenvolveram Joci para
as espécies M. seminigra merrilae e M. interrupta manaosensis.
Em M. seminigra merrilae obtiveram nove loci polimérficos de
15 desenvolvidos e, em M. interrupta manaosensis, obtiveram
nove de 11 desenvolvidos.

Apesar disso, devido ao grande volume de espécies ine-
rentes ao género ¢ a escassez de estudos genéticos de espécies
como a M. subnitida, o nimero de marcadores microssatélites
ainda ¢ irrisério, principalmente por ser um grupo caracteri-
zado naturalmente pelo baixo nivel de variabilidade genética
em suas populacdes. Uma das principais justificativas diz res-
peito & necessidade de conhecimento prévio da sequéncia, o
que levaria 3 adogio de técnicas sofisticadas de isolamento e
caracterizagdo para cada espécie abordada, fato que exige altos
custos em pesquisa (Francisco et al., 2013).

O uso de marcadores microssatélites
transferidos em abelhas sem ferrao

Diante do exposto, alguns estudos tém demonstrado a conser-
vagio de sitios especificos, que flanqueiam sequéncias repetiti-
vas entre espécies no mesmo género ou entre géneros diferen-

tes, o que torna possivel transferir marcadores entre espécies

Melipona bicolor
Partamona helleri

Melipona bicolor G!

Partamona helleri
kkhkkkkkk * * 1

Melipona bicolor

Partamona helleri
ER Sk S S o S R

I G Gi
G G -

ou géneros usando primers heterélogos (Fig. 4), embora em
alguns casos haja perda de contetido informativo em termos
de variabilidade genética (ZANE ez al., 2002; FERNANDES
et al., 2012).

Apesar disso, devido a escassez de informagdes a respeito
dos marcadores microssatélites para o género Melipona, diver-
sos estudos com abelhas nativas vém empregando este recurso.
Um deles foi realizado por Viana ez al. (2011), os quais avalia-
ram a transferabilidade de 49 Joci microssatélites desenvolvidos
para M. bicolor (PETERS et al., 1998), M. rufiventris (LoPES
et al., 2009), M. mondury (LopEs et al., 2010), M. interrupta
manaosensis (FRANCINI ez al., 2010), M. seminigra merrillae
(FranciNt ez al., 2009) e Trigona carbonaria (GREEN et al., 2001)
em quatro outras espécies do género Melipona (M. scutellaris,
M. mondury, M. mandacaia e M. quadrifasciata). Os autores
demonstraram, por meio da referida pesquisa, a possibilidade
do uso dos marcadores heterélogos nas populagoes testadas,
ampliando, dessa forma, o ndmero de Joci a serem usados nos
mais diversos estudos de cunho populacional.

No trabalho realizado por Tavargs ez al. (2007), que estuda-
ram as populagoes de M. rufiventris usando os primers oriundos da
espécie M. bicolor, observou-se a importincia informativa de tais
marcadores, demonstrando que as agdes antropicas referentes a
manejo inadequado, direcionado a uma sele¢io pontual, estariam
causando perturbagdes na constituigio genética de algumas popu-
lag6es. Para dar mais veracidade aos dados, os autores tiveram o
cuidado de confirmar os resultados gerados utilizando outros dois
marcadores, 0 RAPD (Restriction Amplified Polimorphic DNA) e
as aloenzimas para o mesmo conjunto de amostras.

Francisco ez al. (2006), ao analisarem as populagoes de
Plebeia remota, Partamona mulata e Partamona helleri com pri-
mers heterdlogos de M. bicolor, também demonstraram a utili-
dade dos marcadores heterélogos ao confirmarem a influéncia
danosa da devastaciao ambiental na diversidade genética das
populagdes selvagens de abelhas.

Apesar do exposto, algumas peculiaridades relacionadas
a téenica de transferéncia de marcadores microssatélites nao
podem ser ignoradas, pois alguns trabalhos relatam a possibili-
dade de erros de genotipagem, que dependem principalmente

*regioes flanqueadoras conservadas

Figura 4. Conservacao das sequéncias adjacentes a regido de repeticdo (CTT)n em espécies de diferentes géneros, Melipona bicolor
(Genbank accession no.: AF0O02846), e Partamona helleri (Genbank accession no.: AY8665 13), onde primers heterélogos podem
ser desenhados para amplificacdo do mesmo locus em ambas as espécies.
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do distanciamento evolutivo entre as espécies (LOPEs e al.,
2010; FERNANDES et al., 2012).

Um dos problemas mais comuns observados na transfe-
réncia de uma espécie para a outra se refere & persisténcia de
alguns /oci em fornecer informacgées falsas a respeito do pos-
sivel baixo polimorfismo, quando na verdade nao hd. Sabe-se
que isso estd relacionado ao aumento na presenca de alelos
nulos, fendmeno que ocorre com maior frequéncia em mar-
cadores transferidos devido a muta¢oes naturais nas sequén-
cias flanqueadoras do loco microssatélite e que, por isso, nao
permite a ligacdo dos primers. Consequentemente, esses ale-
los ndo serao amplificados na reagio de PCR, subestimando
a heterosigosidade na populagio analisada e superestimando a
diferenciagio entre as populagées, mostrando, em alguns casos,
a falsa impressdo de baixo fluxo génico (CaLLEN ET 4., 1993;
Cuavruis; Estoup, 2007; CARVALHO-ZILSE et al., 2009).

Outro fator associado seria a presenca de alelos homoplé-
sicos ou em homoplasia de tamanhos, o qual estaria associado
a amplificagdo de fragmentos diferentes e de mesmo tamanho,
resultantes de mutagoes convergentes (GARzA; FREIMER, 1996;
VIARD et al., 1998; Estoup ez al., 2002). Foi demonstrado que
tal fendmeno pode ocorrer tanto intra- como interpopulagées,
mas que pode ser mais frequente entre geragoes mais distantes
taxonomicamente (GARZA; FREIMER, 1996; Estoup et al., 2002).
Em andlises populacionais isso poderia gerar certo equivoco nas
inferéncias, pois dois alelos idénticos em tamanhos e diferentes
em sequéncia poderiam ser possivelmente confundidos como
um tnico alelo (Estoup ¢t 4/, 2002). Em alguns casos, ainda
pode haver a presenca de alelos dropout, identificados pelo tama-
nho anormal do fragmento quando comparados com a média
apresentada pela populacio. Esse fen6meno ocorre geralmente
em funcio de um erro estocdstico na amplificagio, ligado, den-
tre outros fatores, possivelmente a qualidade do DNA extraido
(NAvIDI et al., 1992; TABERLET et al., 1996). Nesse caso, se o
DNA extraido possui uma concentra¢do muito baixa, entao
uma das cdpias (materna ou paterna) terd a chance de ser mais
amplificada do que a outra (MILLER ez al., 2002). Alguns tra-
balhos apontam o distanciamento evolutivo entre as espécies
como fator adicional que tende a maximizar tal problemdtica,
embora seja uma afirmagio passivel de mais estudos.

Mesmo assim, nio se pode deixar de observar a grande
contribui¢io que os marcadores microssatélites transferi-

dos estao proporcionando para andlise ¢/ou monitoramento

populacional das abelhas sem ferrao, uma vez que, na maio-
ria dos casos, muito do que é observado em campo corrobora
com o verificado pelas informacdes geradas pelos marcadores.
No entanto, ¢ uma técnica que requer certo cuidado na and-
lise, principalmente na avaliagio dos nimeros de alelos e do
grau de heterozigosidade, pois sio pardmetros que podem
variar, dependendo do caso (LorEs et al., 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

A conservacio da espécie M. subnitida se torna evidente em fun-
¢ao de sua fragilidade quanto as alteragoes no meio ambiente.
Em vista disso, a degradacao ambiental constante ameaga cada
vez mais sua boa adaptabilidade ao semidrido nordestino, com-
prometendo seu potencial econdmico-ecoldgico. A atencio
dada atualmente reflete a preocupacio em relagio a diminui-
¢ao deste recurso, uma vez que compreende importante fonte
complementar de renda as familias rurais, com capacidade de
inclusao do pequeno agricultor no mercado interno, gerando,
dessa forma, maior expectativa econémica. No entanto, hd a
necessidade de mais estudos em relagio a espécie, principalmente
quanto a situagdo genética populacional vigente. Dessa forma,
estudos de diversidade genética por meio de marcadores mole-
culares, tais como microssatélites, apresentam-se COmo impor-
tante ferramenta, a qual pode fornecer subsidios importantes
para programas de conservagio e melhoramento genético que
garantam a preservagdo de caracteristicas referentes a adapta-
bilidade, necessdrias ao uso adequado pela agricultura familiar

e institui¢coes de pesquisa especificas.
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