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RESUMO

A abelha sem ferrão da espécie Melipona rufiventrís, Lepelletier 1836, existente 

desde o norte do Brasil estendendo-se até Santa Catarina, assim como outros 

Meliponíneos têm tido seu número grandemente reduzido pelos desmatamentos e 

queimadas das nossas florestas, e pela ação indiscriminada dos meleiros .

A enorme ocupação territorial de Melipona rufiventrís tem ocasionado o 

fracionamento de suas populações e concomitantemente, o seu isolamento geográfico.

Por meio de métodos moleculares estimou-se as relações evolucionárias 

envolvidas no processo de especiação em suas populações. Análises moleculares 

permitiram comparações de sequências de DNA nuclear e do gene rRNA 16S mitocondrial 

produzindo dados que convertidos possibilitaram estimar seqüências divergentes.entre as 

populações analisadas.
A análise de 84 marcadores RAPD permitiu a separação de três grupos distintos 

com 27% de distância genética. O grupo 1 representado pela população de Minas Gerais 

como o geneticamente mais distante dos demais. O grupo 2 representado pela população 

de Santa Catarina como o segundo mais divergente e o terceiro grupo representado pelas 

populações do Espírito Santo, Bahia, Piauí e Maranhão. Houve grande similaridade intra 

populacional para todas as populações amostradas. Pequena similaridade foi encontrada 

entre populações com exceção das mais próximas geograficamente como as do Piauí e 

Maranhão e entre as do Espírito Santo e Bahia.
A análise de mutações do fragmento do gene mitocondrial 16S rRNA pela técnica 

de SSCP revelou três haplótipos entre as populações analisadas. O primeiro reuniu as 

populações do Maranhão, Piauí e Bahia. O segundo grupo foi formado pelas populações 

de Santa Catarina e Espírito Santo e o terceiro pela população de Minas Gerais. Houve 

concordância entre as taxas de divergência do DNA nuclear e mitocondrial (para o gene 

analisado). Houve variação entre os resultados obtidos pelas metodologias empregadas 

para a população do Espírito Santo. O mesmo haplótipo foi obtido para as populações de 

Santa Catarina e Espírito Santo, sendo que tais populações por marcadores RAPD 

encontram-se em grupos distintos. Estes resultados revelam uma possível zona de contato 

entre dois grupos com taxas diferencias de evolução para o DNA nuclear e mitocondrial.
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1.INTRODUÇÃO

As abelhas sem ferrão pertencem à família Apidae e subfamília Meliponinae. 

Essa subfamília se divide em dois grandes grupos: tribo Meliponini, que inclui um 

único gênero, Melipona, que possui 40 espécies e a tribo Trigonini, 

comprendendo 54 gêneros e cerca de 300 espécies. A maior diversidade de 

Meliponinae é encontrada na região neotropical, com 30 gêneros e cerca de 300 

espécies descritas. Já na região Indomalásia têm-se 14 taxa supra específicos e 

60 espécies descritas. Na África há 10 gêneros com 50 espécies. Em Madagascar 

é conhecido apenas 1 único gênero com 4 espécies. Na Nova Guiné foram 

descritos 4 gêneros e 5 espécies e na Austrália ocorrem 2 gêneros com 

aproximadamente 10 espécies (CAMARGO & PEDRO, 1992).

As abelhas se integram nos ecossistemas em que vivem, de onde obtêm 

recursos alimentares. ABSY et al. (1984) mostrou que 8% das árvores do médio 

Amazonas são polinizadas por diversas espécies de abelhas e que 14% são 

polinizadas por apenas uma espécie de abelha. Nas matas de terra firme as 

abelhas brasileiras constituem-se nos polinizadores principais de 90% das 

árvores brasileiras (KERR et al., 1994).

VASIL & HERRERA-ESTRELA (1994) alertaram para a necessidade de se 

tentar manter a diversidade vegetal de nossos ecossistemas e de se preservarem 

as espécies vegetais sivestres ameaçadas de extinção pela crescente destruição 

das florestas naturais.
Nos trópicos onde existe abundância de espécies vegetais e elevado número 

de meliponíneos, observa-se uma grande variação no tamanho de indivíduos 

entre as espécies o que proporciona grande eficiência destes importantes 



agentes polinizadores no ciclo reprodutivo dos vegetais tropicais (ROUBIK, 1989).

1.1 A espécie Melipona rufiventris

A abelha sem ferrão, Melipona rufiventris LEPELLETIER 1836, foi descrita 

por MOURE & KERR (1950) que apresentaram, além de dados sobre os 

caracteres morfológicos fundamentais da espécie, uma divisão em 5 subgrupos. 

Melipona rufiventris rufiventris, Melipona rufiventris flavolineata, Melipona 

rufiventris paraensis, Melipona rufiventris brachychaeta e Melipona rufiventris 

dubia com suas respectivas distribuições geográficas. Ocorre desde o norte do 

Brasil (Amazonas, Pará, Amapá, Maranhão) até o Centro-sul do Brasil (Goiás, 

Minas Gerais, sul da Bahia, Espírito Santo, Rio de Janeiro, São Paulo Paraná e 

Santa Catarina). Tal grupo não sofreu revisão até o momento e não se conhece 

bem as variações que tais populações possam ter sofrido com as modificações de 

seus habitats, após terem sido descritas.

Melipona rufiventris assim como outros Meliponíneos tem tido seu número 

granstemente reduzido pelos desmatamentos e queimadas das nossas florestas, e 

pêla ação indiscriminada dos meleiros. A redução dê §ua§ pôpulâçoêâ pôdêfa lêr 

como consequência a perda de variabilidade e a produção de machos diploídes, 
como anteriormente verificado em Melipona quinquefasciata (KERR & TARELHO 

1973 apud KERR 1996), Trigonê quãdrângüte, (TARELHO 1973 ãpud KERR 
1996), Melipona quadrifasciata, (CAMARGO, 1974 apud KERR, 1996).

Tentativas consideradas promissoras de endocruzamentos para obter 

híbridos em Apis foram abandonados por apresentarem problemas como a perda 

rápida de variabilidade e vigor de rainhas e zangões. Populações fechadas com 

35 a 50 colônias podem manter aceitável variabilidade durante o tempo de 20 a 

40 anos segundo (PAGE et a!., 1985).
Machos diplóides de meliponíneos são resultantes de cruzamentos entre uma 
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rainha e um zangão com o mesmo alelo xo, a produção de machos com dois erros 

ou falhas iguais ,em ambos os alelos, originaria machos diplóides (KERR, 1974).

Populações de melíponas podem sofrer o efeito da diminuição de alelos 

sexuais xo chegando a números inferiores a 6 (WOYKE, 1980). Em áreas com 

menos de 44 colônias a eliminação da população pode ser total KERR & 

VENCOVSKY (1992). Isto vem acontecendo em vários lugares, inclusive em 

Uberlândia onde Melipona marginata, M. bicolor e M. quadrífasciata já foram 

extintas, e Melipona rufiventris está próxima da extinção.

CARVALHO et al. (1995) ressaltam que a perda gradual de alelos e a 

extinção de espécies com populações muito pequenas são fatores relevantes a 

serem considerados na conservação dos Meliponíneos. ARAÚJO et al. (1997) 

demonstraram por simulação computacional que a extinção, após uma redução 

drástica no tamanho da população, está de acordo com dados empíricos 

relacionados à redução dos alelos sexuais, em termos de número de gerações, 

para pequenas populações de Melipona.

A causa primária de reduções na diversidade biológica não tem sido a 

exploração direta destes insetos, mas a destruição de seus habitats (EHRLICH, 

1988). A enorme ocupação territorial de Melipona rufiventris e o crescente 

desmatamento têm ocasionado o fracionamento de suas populações e o seu 

isolamento geográfico. Geralmente, quanto mais distanciadas geograficamente 

estão as populações, mais diferentes elas são em frequências alélicas e nas 

características fenotípicas de bases genéticas (FUTUYMA, 1992).

As formas geograficamente diferenciadas de um biótipo ou raça podem ser 

parapátricas, encontrando-se ao longo de uma margem estreita onde se 

intercruzam, ou totalmente alópatricas (separadas). É difícil dizer se formas 

alopátricas se intercruzariam se tivessem oportunidade por isso, às vezes, torna- 

se arbitrário considerá-las espécies diferentes ou não (FUTUYMA, 1992).

A divergência genética e a especiação podem ocorrer após isolamento entre



populações por barreiras geográficas, com consequente redução de fluxo gênico 

e gradual acúmulo de diferenças genéticas resultantes da adaptação local AVISE 

(1986), da deriva genética aleatória ou do efeito do fundador (NEI, 1975 apud 

SCARPASSA, 1996).

O estudo das variações genéticas entre populações pode contribuir para a 

compreensão de sua influência no processo de especiação (TEMPLETON, 1981)

1.2 Marcadores Moleculares

Estudos moleculares têm sido uma ferramenta poderosa para inferir status 

em espécies e estimar as relações evolucionárias entre elas, testando hipóteses 

sobre o processo de especiação (TEMPLENTON, 1994). A análise de 

polimorfismos no DNA tem se mostrado particularmente útil para caracterização 

genética de fontes biológicas, pois estes polimorfismos são fenotipicamente 

neutros e não sujeitos aos efeitos do ambiente (FAIRBANKS et a/., 1993).

Análises de proteínas por eletroforese têm sido usadas para detectar 

variações em insetos, mas alguns grupos de insetos com baixos níveis de 

variação genética detectáveis não podem ser estudados a menos que marcadores 

mais sensíveis como os provenientes de análises do DNA sejam utilizados (HOY 

1994).
Análises moleculares permitem comparações de sequências de DNA e 

produzem dados que podem ser convertidos para estimar sequências 

divergentes. A utilização de marcadores moleculares tem várias vantagens sobre 

marcadores morfológicos convencionais: os marcadores moleculares exibem 

neutralidade fenotípica sem influência ambiental, raramente exibem interações 

epistáticas ou pleiotrópicas, podendo ser detectados tanto em indivíduos jovens 

c°mo adultos (TANKSLEY et a/., 1989). Estas características permitem 

teoricamente um número infinito de marcadores a serem analisados em uma 

população. Existem dois métodos básicos de caracterização molecular: RFLP e 

RAPD, ambos detectam polimorfismos em sequências específicas do DNA, 

empregando técnicas diferenciadas, a partir das variações existentes entre
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indivíduos geradas por meio de mutações e/ou recombinações.

1.2.1 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

O número e o tamanho de fragmentos de DNA produzidos quando este é 

digerido com nucleases de restrição por restriction fragment length polymorphisms 

analysis (RFLPs) providenciam sequências informativas sobre variações intra e 

entre populações (DOWLING etal., 1990).

Fragmentos gerados por RFLP ocorrem no DNA quando segmentos 

equivalentes maternais e paternais têm posições diferentes nos sítios de restrição 

enzimática. Os RFLPs resultam de mudanças de pares de bases dentro de um 

sítio de reconhecimento de uma endonuclease, de deleções ou inserções dentro 

de um fragmento de restrição ou mesmo de modificações cromossômicas.

Uma vez isolados por uma enzima de restrição, os RFLPs funcionam como 

marcadores genéticos, os quais são abundantes, estáveis e herdados 

codominantemente. Algumas das principais aplicações dos marcadores de RFLP 

são: facilitar o retrocruzamento de genes recessivos no melhoramento, determinar 

ligações à locos que condicionam características quantitativas, gerar mapas 

genéticos, clonagem e transferência de genes.

RFLP é uma das mais versáteis técnicas para detectar variações no DNA 

nuclear e mitocondrial. Dependendo de quais enzimas forem usadas e das 

sequências alvo estudadas, extensivas variações podem ser identificadas, 

embora, tais análises requeiram quantidades relativamente grandes de DNA (que 

não pode ser obtido a partir de um único indivíduo em pequenas espécies de 

insetos (HOY, 1994).

Análises de RFLP usando oligonucleotídeos repetitivos no genoma como 

sondas, podem gerar um fingerprint do DNA podendo ser usado para determinar o 

parentesco entre indivíduos em colônias (BLANCHETOT, 1991, MORITZ et al., 

1991). Os RFLPs foram também usados para gerar marcadores que 

documentaram a introgressão entre abelhas africanizadas e raças Européias na 

América do Sul (HALL, 1990; SHEPPARD etal., 1991). Esta técnica tem mostrado 

grande potencial para estudos filogenéticos e evolutivos especialmente quando 



utilizada com mtDNA. A variação interregional nas taxas evolucionárias do mtDNA 

é particularmente útil pois facilita a escolha de genes apropriados para estudos de 

biogeografia, AVISE etal. (1987) ou filogenéticos (CROZIER, 1992).

1.2.2.RAPD (Random amplification of polymorphíc DNA).

A tecnologia de prímers arbitrários em PCR (AP-PCR), também chamada de 

amplificação ao acaso de DNA polimórfico (RAPD), utiliza um único primer 

específico WELSH & MCCLELAND (1990); WILLIAMS et al. (1990) ou dois 

prímers diferentes para produzir uma impressão digital do DNA genòmico via 

PCR. Nesta reação, os prímers se associam à regiões homólogas do DNA 

genòmico em dois sítios diferentes nas fitas opostas do DNA. Nestes dois sítios, 

dentro de uma distância amplificável, não superior a 2-3 Kb, o produto de DNA é 

produzido por meio de uma amplificação termocíclica. A grande vantagem desta 

técnica é não precisar de informação sobre a sequência de DNA a ser 

amplificada. Além de possibilitar uma busca por todo o genoma, permitindo a 

análise de regiões codificadoras, não codificadoras, de sequências repetitivas ou 

de cópia única (RAFALSKI & TINGEY 1993; SCHIERWATER, 1995).

Os requerimentos para a reação do PCR são: deoxinucleotídeos, DNA 

poiimerase, prímers, o DNA molde e a solução tampão contendo magnésio.

Polimorfismos podem ocorrer entre regiões amplificadas ou nas mudanças 

de base que alteram a ligação do primer. O processo é rápido e requer somente 

pequena quantidade de DNA (5 a 25 ng) e como vantagem adicional não requer 

radioatividade para sua detecção.

Polimorfismos podem ser detectados em fragmentos contendo sequências 

altamente repetitivas, fornecendo desta forma marcadores em regiões do genoma 

previamente inacessíveis para análise. Um atributo atrativo desse método é que 

uma simples população pode se usada para atingir uma região discreta desejada 

do genoma (KLEIN-LANKHORST etal., 1991).

Marcadores RAPD podem ser especialmente uteis para análises ecológicas 

de populações. HADRYS et al. (1992) descrevem esta técnica como uma das 

mais versáteis para análise de populações porque pode ser usada para identificar 
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espécies, para reconhecer parentescos, analisar paternidade, podendo ainda ser 

usada para monitorar colonizações. Entretanto esta técnica apresenta limitações 

pois a natureza de seus marcadores é dominante, não sendo capaz de distinguir 

um loci heterozigoto, exceto por análise de segregação dos marcadores em 

progênies. A falta de repetibilidade é uma outra importante limitação, pois a 

amplificação de DNA em PCR é afetada pela temperatura, concentrações de 

MgCI2, primers e DNA molde. MEUNIER & GRIMONT (1993) verificaram 

variações nos padrões RAPD observados entre termocicladores e polimerases 

diferentes mostrando que a reprodutibilidade foi excelente quando usados o 

mesmo termociclador e a mesma Taq polimerase. SCHIERWARTER & ENDER 

(1993) verificaram que um rígido controle das condições da reação estabelece a 

repetibilidade permitindo diagnósticos com RAPD por diferentes laboratórios.

1.3 O DNA Mitocondrial e o gene da sub-unidade maior do RN A ribossomal 

mitocondrial (16S rRNA)

Na década passada, análises do DNA mitocondrial (mtDNA) estabeleceram- 

se como uma ferramenta poderosa para estudos evolucionários em animais 

(MORITZ et al 1987)- Esses estudos têm sido usados para evidenciar 

informações sobre estrutura de populações, fluxo gênico, hibridação, biogeografia 

e relações filogenéticas (AVISE, 1986; WILSON et al., 1985).

O mtDNA reúne características ideais para análises fílogenéticas pois é uma 

molécula distinta e bem distribuída permitindo comparações entre uma grande 

variedade de organismos. Possui uma estrutura genética simples sem modelos 

complexos de DNA repetitivo, elementos de transposição, pseudogenes e introns 

exibindo um modo de transmissão genética direta, sem recombinações ou 

rearranjos.
Inicialmente, mtDNA animal foi considerado como sendo não somente um 

"exemplo de extrema economia genética" ATTARDI (1985), mas um paradigma de 

, XI Cooo nomAocão foi baseada na descoberta de grande
estabilidade estrutural. Essa percepção iui u

ihma Ha nuatro vertebrados (humanos, ratos, bovinos e 
similaridade entre o mtDNA de quairo

x íifi 5 a 17 6 Kb) como na ordem invariante dos
Xenopus laevis) tanto no tamanho (ib.o a i/.o / 



genes. Uma pequena variação existe entre vertebrados, restrita a região D~Loop 

(CLAYTON, 1984). Mais recentemente, essa visão de uniformidade estrutural tem 

sido desafiada por estudos de mtDNA em animais adicionais especialmente 

invertebrados.
A molécula de mtDNA em primatas apresenta como característica uma taxa 

de evolução ao nível da sequência de nucleotídeos cerca de dez vezes mais 

rápida que a observada em uma cópia única de um gene nuclear BROW et al. 

(1979, 1982), descoberta subsequentemente estendida a outros mamíferos 

(MIYATA et al. apud 1982 MORITZ et al., 1987).

A exposição do DNA a danos oxidativos, a pequena fidelidade do sistema de 

reparo ou até mesmo sua deficiência ou ausência, a perda relativa do mecanismo 

de recombinação, que podem eliminar mutações deletérias e altas taxas de 

turnover do mtDNA são algumas possíveis explicações para sua alta taxa 

evolutiva (GRAY, 1989).
Existem taxas de divergência diferentes para porções funcionais do mtDNA 

na ordem decrescente; região D-loop, genes codificantes de proteínas, genes 

rRNA e tRNAs (BROWN, 1985 apud MORITZ et al., 1987).

Por exemplo, regiões de DNA que são evolucionariamente conservadas, 

como as sequências de rRNA, GERBI (1985) são úteis para resolver histórias 

filogenéticas antigas FIELD et al. (1988); LAKE (1988), MINDELL & HONEYCUTT 

(1990), enquanto que regiões menos conservadas o seriam para escalas de 

tempo intermediárias LARSON (1991); CAMERON (1991) ou recentes 

(GREENBERG et a!., 1983 apud CAMERON et al., 1992).

1.4 A TÉCNICA DE SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

A técnica single strand conformation polymorphism (SSCP) foi 

desenvolvida por ORITA etal. (1989) como uma forma de detectar uma seqüência 

Que tenha sofrido mutação. Este método é baseado no fato de que a mobilidade 

cletroforética de uma fita única de acido nucléico em gel de poliacrilamida não 

denaturante depende não somente do tamanho, mas também da sua seqüência. A 

desnaturação pelo calor na presença de formamida é uma forma usual de gerar 



fitas simples de DNA. Esse procedimento tem sido usado por, HOSHINO et al. 

(1992) e BANNAI et al. (1994) para tipificar alelos. A formamida age como agente 

desnaturante tornando instáveis as pontes de hidrogênio entre timina e adenina.

Procedimento diferente de formação de fita única de DNA foi desenvolvido 

por MARUYA et al. (1996) usando uma solução LIS (10% de sacarose, 001% de 

azul de bomofenol e 0,01% de xileno cianol). A formação de fita simples de DNA 

por este método foi mais estável até mesmo à temperatura ambiente.

Essa técnica pela sua alta sensibilidade permite detectar até mesmo 

mutações de ponto em fragmentos analisados. A utilização do fragmento de um 

gene mitocondrial altamente conservado permite acesso a uma parte da história 

evolucionária da espécie e ainda compara as taxas de divergência nuclear e 

mitocondrial.



2.0BJETIV0S

Determinar a distância genética entre populações alopátricas de Melipona 

rufiventrís provenientes de seis localidades, utilizando a técnica de marcadores 

RAPD. Identificar primers polimórficos que permitam uma rápida distinção dos 

indivíduos de tais populações.
Determinar divergência entre as mesmas populações por analise do 

fragmento (534 pb) do gene mitocondrial rRNA 16S por SSCP.

Obter um panorama geral da similaridade inter populacional.
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3.MATERIAL E MÉTODOS

Esse experimento foi desenvolvido no laboratório de Genética Molecular do 

Departamento de Genética e Bioquímica (DEGEB) da Universidade Federal de 

Uberlândia.

3.1. Material Biológico

Figura 1- Vista interna de ninho de M. rufiventris.



j 0 material biológico utilizado durante o desenvolvimento dos experimentos

i foi a abelha jandaira, tuiuva ou uruçu-amarela. A coleta e análise do material 

biológico constou de 05 amostras de colônias de Melipona rufiventris flavolineata 

em Barra do Corda (MA), 04 de Melipona rufiventris rufiventris no Triângulo Mineiro 

(MG), 05 Melipona rufiventris rufiventris em Gandu (BA), 05 na região de Floriano 

(PI) de Melipona rufiventris flavolineata, 01 de Melipona rufiventris rufiventris na 

região de Domingos Martins (ES) e 01 em Blumenau (SC) de Melipona rufiventris 

rufiventris. Uma amostra de Apis mellifera L. foi utilizada como outgroup que 

segundo LI & GRAUR (1991) é definido como espécie ancestral ou ainda espécie 

não relacionada com as outras analisadas. As amostras foram mantidas em álcool 

absoluto após coletadas no campo com puçás na entrada das colméias, nos 

respectivos locais de origem. Assim que chegaram ao laboratório foram mantidas 

em frezer a -800 C.

Tabelai Localização geográfica dos pontos de coleta de amostras de Melipona rufiventris.

Pontos de Coleta N° de amostras Longitude Latitude

1 -Grupiara-MG 01 48° 05' O 18° 44 S'

2-ltuiutaba-MG 02 49° 28' O 19° 04' S

3-Campina Verde-MG 01 49° 3T O 41° 02' S

4-Domingos Martins-ES 01 41° 02' O 20° 25' S

5-Blumenau-SC 01 49° 13' O 27° 22' S

6-Esperantina-PI 03 42° 16'O 04° 17' S

7-Campo Maior-PI 02 42° 05'0 05° 12' S

8-Barra do Corda-MA 04 45° 12' O 05° 31' S

9-Mirador-MA 01 44° 24' O 06° 15' S

10-Gandu-BA 05 39° 30' O' 14° 12' S
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Figura 2: Localização geográfica dos locais representantes das populações 

utilizadas para análise de divergência genética. 1-Blumenau-SC 2-Domingos 

Martins-ES 3-Campina Verde-MG 4-ltuiutaba-MG 5-Grupiara-MG 6-Gandu-BA 7- 

Barra do Corda-MA 8-Mirador-MA 9-Esperantina-PI 10-Campo Maior-PI.



3.2 Análise Molecular

3.2.1 Extração de DNA

Inicialmente cada indivíduo foi retirado do álcool lavado em tampão (Tris-HCI 

0,01 M, pH 8,0; NaCI 0,1 Me MgCI2 0,001 M) em três imersões sucessivas de 15 

min e em seguida foram secos em papel de filtro.

O DNA total foi extraído do tórax de uma única abelha/colônia segundo 

método desenvolvido por AZEREDO-ESPIN et al. (1991), modificado. A amostra foi 

triturada em N líquido adicionou-se em seguida 600 ul de Sol grínding de acordo 

com o tamanho da amostra. Em seguida, a mesma quantidade de tampão de lise, 

permanecendo em gelo por 15 min. Adicionou-se 10 a 20 ul de proteinase K (10 

mg/ml), incubando-a por 45 min a 45° C. Acrescentou-se 20 ul de RNase incubando 

a 37 °C por 1 h e 30 min. O volume foi dobrado com fenol e centrifugando a 10.000 

rpm por 5 min. Retirou-se a fase superior para um novo tubo e novamente dobrou- 

se o volume com fenol: clorofórmio: álcool isoamil (25:24:1) centrifugando a 10.000 

rpm por 5 min. Realizou-se uma terceira extração somente com clorofórmio 

semelhante às duas anteriores. Adicionou-se à fase superior dois volumes de 

etanol gelado. As amostras foram mantidas a -20 °C por 2h ou overnight. O DNA foi 

precipitado por centrifugação a 13000 rpm por 15 min e a fase aquosa (álcool) foi 

descartada. Procedeu-se a lavagem do pellet com 500 ul de etanol 70%. Pipetou-se 

para fora todo o etanol do tubo. Após o pellet se encontrar completamente seco 

este foi ressuspendido em 70 ul de H2O dd. As amostras estoque foram 

armazenadas à -80°C.

3.2.2 Quantificação do DNA em espectrofotômetro

O DNA foi quantificado por leitura de absorbância a 260 nm e por 

eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Alíquotas de 10 ul diluídas 10 vezes em 

água ultra pura foram submetidas a leitura em espectrofotômetro e após a 
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quantificação foram diluídas para um concentração final de 10 ng/ ul. As amostras 

de trabalho já diluídas foram armazenadas a - 20°C.

3.2.3 Amplificação

3.2.3.1 Amplificação ao Acaso de DNA Polimórfico - RAPD

A PCR (reação em cadeia da polimerase) foi utilizada para amplificação de 

fragmentos polimórficos. A metodologia empregada foi descrita por WILLIAMS et al. 

(1991). Os prímers (oligonucleotídeos) foram adquiridos da OPERON 

TECHNOLOGIES INC, EUA e da Universidade de Brasília (UNB).

As condições previamente otimizadas e estabelecidas para a reação em 

termociclador PTC-100 MJ. Research consistiram de um volume de 20 p\ , com os 

seguintes componentes: 15 ng de DNA genômico, 1,5 U de Taq polimerase, 2 mM 

de MgCI2, 0,05 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada prímer, 10/zg de BSA (bovinum 

serum albumin) e o volume foi completado com água ultrapura.

Dos prímers curtos avaliados, 9 foram utilizados para amplificar os DNAs dos 

22 genótipos, seguindo as mesmas condições acima descritas (Tabela 2). Todas as 

reações foram repetidas para garantir uma análise real sem artefatos.

Tabela 2 Lista dos prímers curtos utilizados para amplificar o DNA dos 22 genótipos e 

suas respectivas sequências de nucleotídeos.

"Primer" Sequência

OPF 13 5' GGCTGCAGAA 3'

OPA 10 5'GTGATCGCAG 3’

OPI 06 5' AAGGCGGCAG 3’

OPC 05 5' GATGACCGCC 3’

OPC 06 5' GAACGGACTC 3'

OPV07 5’ GAAGCCAGCC 3'

OPV 18 5' TGGTGGCGTT 3'

OPC 16 5' CACACTCCAG 3'

411 5'CAGCACCCAC3'



Foram avaliados 16 primers longos do laboratório de Genética Molecular da 

Universidade de Uberlândia, destes, 8 foram utilizados para amplificar os genótipos 

analisados (Tabela 3). As condições da reação de amplificação foram as mesmas 

descritas para a amplificação com primers curtos.

Tabela 3 Lista de primers longos utilizados para amplificar o DNA dos 22 genótipos de M. 

rufiventris e Apis melfifera L e suas respectivas sequências

"Primers" Seqüência

A2 5'GTTCCCTGTGTGTGTGCAATTG3'

B1 5'GTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTG3'

MAU 102 5'TTAGACTGCAGTTGAAGTAAC3'

MAU 302 5'CTGACAAAAGGTGGCGATTTCA3'

MAU 402 5'AATGTCACACTTGAATCGCATC3'

MAU 601 5TGTGGCTGGACACCGACT3'

MAU 902 5'CGAAAGTCTTAGTAACATAT3'

GOU 8 5'CGAAAGTCTTAGTAACATAT3'

3.2.4 Visualização dos produtos amplificados

Os fragmentos gerados pelas amplificações foram separados em gel de 

agarose 1,5 % a 150V por 3 h nas dimensões de 20 cm x 24,5 cm x 6 mm em 

tampão Tris-Borato EDTA (TBE 0,5 x) conforme SAMBROOK et a/.(1989). O 

corante usado foi brometo de etídio na concentração final de 0,5/zg/ml de gel. Das 

amostras com volume final de 20/íÍ foram aplicados 15/rl em gel mais 3//I de tampão 

de carregamento (azul de bromofenol 3,61 M, xileno cianol 4,64 M, sacarose 1,17M 

e EDTA 0,1M pH 8) na proporção de 5:1, respectivamente. Os géis foram 

visualizados em transiluminador UV e fotografados por VDS Image System- 

Phamarcia, usando filtro laranja, com tempos de exposição variando entre 1,37 e 

2,17s, contraste entre 0 e 6 e fator de correção da câmara 0,45.
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3.2.5 Análise dos dados

Foi montada uma matriz binária com dados referentes a ausência (0) e 

presença de bandas (1), utilizando sempre as bandas mais intensas e definidas que 

apresentaram repetibilidade.

O programa STATISTICA 4.5a (1993) foi utilizado para o cálculo das 
distâncias genéticas e análise de cluster. As distâncias genéticas foram calculadas 

por porcentagem de desacordo:

N’ab/ Nt (PUTERKA et al., 1993 apud CABRAL, 1997)

onde, N' AB é o número total de bandas polimorficas entre os genótipos comparados 

e Nt é o número total de bandas. A análise de clustrer foi feita pelo método não- 

ponderado de agrupamento aos pares utilizando médias aritméticas (UPGMA - 

Unweighted pair-group method using aríthmetic averages), que agrupa inicialmente 

indivíduos mais similares e assim sucessivamente, até indivíduos mais distantes).

3.2.6 Caracterização de polimorfismo do gene RNAr 16S do DNA mitocondrial 

por SSCP

Amplificação e purificação do gene 16S rRNA do mtDNA

A amplificação foi feita utilizando-se 60 ng de DNA, 400uM de dNTPs, 3 mM 

de MgCI2 e 1,5U de Taq polimerase. O programa usado constou de 30 ciclos com o 

prímer da região 16S rRNA do genoma mitocondrial desenvolvido a partir de 

sequências de A. mellifera descrito por CAMERON et a/.(1992).

Após a amplificação, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 3 %. A 

banda de interesse foi recortada do gel e purificada por centrifugações sucessivas a 

5000 rpm com 100 ul de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) em 

apararato montado com eppendorf de 0,5 ml perfurado com agulha fina em sua 

base, preenchido com algodão de vidro até metade do seu volume e encaixado



dentro de um eppendorf de 1,5 ml. Tal eluído foi utilizado para realizar a detecção 

de mutações pela metodologia de SSCP (single strand conformation polymorphism).

SSCP{single strand conformation polymorphisni)

Foram adicionados 2 a 8 /zl do produto da purificação a 25/zl de solução de 

LIS (sacarose 10%, azul de bromofenol 0,01%, xileno cianol 0,01%). Tal mistura foi 

incubada a 97°C por 10 minutos e 15 /zl desta aplicados em PAGE 12% (Acrilamida- 

bisacrilamida- 49:1), com espaçadores 0,5 mm. A eletroforese foi realizada à 15 mA 

por um período de 17h.



5.RESULTAD0 E DISCUSSÃO

5.1 Análise Molecular por marcadores RAPD

Para facilitar a descrição dos resultados os genótipos das populações de 

Melipona rufiventris foram discriminados pelos locais de origem das amostras.

Um único indivíduo foi usado como representante da colônia amostrada no 

local de origem. A representatividade de amostras individuais em métodos de 

análise de variabilidade populacional foi considerada adequada (AYALA, 1993). 

Cinco indivíduos representaram as populações do Maranhão (Barra do Corda e 

Mirador) Piauí (Campo Maior e Esperantina), Bahia (Gandu), quatro indivíduos 

representaram a população de Minas Gerais (Grupiara, Ituiutaba e Campina Verde) 

e um indivíduo foi representante das populações do Espirito Santo (Domingos 

Martins) e Santa Catarina (Blumenau). O número de indivíduos por populaçao nao 

pode ser o mesmo para todas as regiões amostradas pela imensa dificuldade de 

encontrar colônias de Melipona rufiventris especiaímente nas regiões Sul e Sudeste 

do país.Durante a etapa de otimização das reações foi importante para melhorar a 

qualidade e uniformidade das amplificações a adição de BSA. O BSA (soro 

. ,,tiii7Pdn como um estabilizador de atividades 
albumina bovina) é comumente utilizado como u

* onón dl irante o armazenamento, diluições ou reações 
enzimáticas contra a desnaturaçao durant

i- hp dna síntese de cDNA ou ligações,
enzimáticas in vitro tais como divagem
Aparentemente o BSA no ensaio RAPD estabiliza a Taq polimerase pro egen o-a 

de impurezas agregadas ao DNA genômico bem como de íons presentes na 

rr na fabricação de microtubos ou de 
superfície de alguns tipos de plásticos utiliz

.nooinq A adição de BSA resulta em 
Placas flexíveis de PVC utilizadas nos ensaio .

™ uma maior homogeneidade entre amostras e 
amplificações mais intensas, em um

. . ... d» macões falhas ou de amplificaçao marginal onde a
Pnncipalmente na ehminaçao de reações Tan 

leitura dos perfis RAPD se torna difícil ou

GRATTAPAGLIA, 1996).

mesmo impossível (FERREIRA &



Testaram-se 30 primers da Operon Technologies, da Universidade de 

Brasília (UNB) e primers longos desenhados na Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU) em quatro genótipos, Grupiara-MG, Gandu-BA, Campo Maior-PI, 

Barra do Corda-MA. Destes, 17 geraram padrões de bandas adequados à análise 

da diversidade entre populações, outros 13 primers curtos e longos não foram 

utilizados por apresentarem desuniformidade nas amplificações para as condições 

de reação estabelecidas pela otimização inicial e para o programa utilizado pelo 

termociclador ou ainda por não serem informativos ou por apresentarem um padrão 

de bandas empacotado e difícil de ser analisado.
Todos os primers selecionados e utilizados para análise apresentaram alta 

repetibilidade dos padrões de amplificação apresentados. Apenas bandas intensas 

e bem definidas foram incluídas na análise para evitar erros de considerações 

incorretas de bandas fracamente amplificadas.
A agarose na concentração de 1,5 % foi utilizada para eletroforese sendo 

que para dois primers longos Gou 8 e Mau 102 utilizou-se a concentração de 2 

onde bandas próximas obtiveram maior definição.
As reações de amplificação para análise de RAPD envolvendo 17 primers de 

seqüência arbitrária resultaram em 84 bandas amplificadas com tamanhos entre 

2000 e 300 pb. O número de bandas polimórficas detectadas variaram de 2 a 7, 

dependendo do primer testado, o que representa uma média de 4.9 bandas por 

primer, com 84,9 % de bandas polimórficas.
Primers curtos apresentaram 47 bandas, 5,2 por primer, destas 41 

apresentaram polimorfismos da ordem de 87,23% (Tabela 4) e (Figura 3). Primers 

longos apresentaram 37 bandas das quais 32 foram polimórficas. Apresentando 

uma média de 4,6 bandas por primer com 86,48% de bandas polimórficas (Tabela 

5) e (Figura 4). Estas distâncias variam de 0% a 29% para a análise incluindo todos 

os primers para as populações amostradas, sendo a distância entre os genotipos 

das populações analisadas e o outgroup (Apis mellifera) de 51 (Figura 07).

A análise de agrupamentos baseada nas porcentagens de desacordo 

utilizando o método UPGMA ao nível de 3% diferenciou o grupo de genótipos Bahia 

do indivíduo (Domingos Martins) representante da população do Espirito Santo.
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JsS:5 Re,a?a° número total de bandas amplificadas e polimórficas por prímer longo

Primers
- Longos

Bandas
Totais

Bandas
Polimórficas

Tamanho
Pb

A2 5 5 300-800
B1 4 4 300-1500
MAU102 4 3 600-1800
MAU 302 4 4 400-1000
mau 402 3 2 500-1500
Mau 601 6 5 200-800
Mau 902 3 2 300-600
GOU8 8 7 200-900

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2021 22

de DNA (RAPDs) obtido com o prímer Pígura 04 Padrão de amplificação de fragmentos^^^^ em ge| de agarose (1,5 %)• M- 

Gou 08 para 22 genótipos analisados por eletr0 °™ntrís i_Grupiara-MG, 2 a 3-ltuiutaba- 

marcador de peso molecular de DNA, Melipona B|umenau-SC, 7 a 11-Gandu-BA, 12,13 
MG, 4-Campina Verde-MG, 5-Domingos Marti 21-Barra do Corda-MA, 20-

e 15 -Esperantina-PI, U e

Mirador-MA, 22-Apis mellifera. * As setas mostr
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Figura 06 Dendrograma representativo rufiventris e 1 de Apis

desacordo e método UPGMA entre 21 genotipos de 
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25

0.590.490.390.290.190.09

G
en

ót
ip

os

Grupiara-MG 
ltuiutaba-MG02 
ltuiutaba-MG04 

Campina Verde-MG 
Domingos Martins-ES

Gandu-BA02
Gandu-BA06
Gandu-BA09 
Gandu-BAOI 

Gandu-BA9.11 
Esperantina-PI02 
Esperantina-PI05 

Campo Maior-PI19 
Esperantina-PI07

Campo Maior-PI24 
Barra do CordaOI 

Barra do Corda-MA02 
Barra do Corda-MA08 

Mirador-MA19 
Barra do Corda-MA07 

Blumenau-SC 
Apis mellifera

■0.01

Distância Genética

F'gura 07 Dendrograma representativo da distância genética por porcentagem de desacordo e 

método UPGMA entre 21 genótipos de Melipona rufiventris e 1 de Apis mellifera. Baseado em 84 

marcadores RAPD obtidos por primers longos e curtos.



Considerando o limite de 9.8% de dissimilaridade genética dois grupos se 

distinguiram. O primeiro formado por representantes das populações do Piapí e 

Maranhão e o segundo por populações da Bahia e Espírito Santo. No limite de 27% 

0 indivíduo (Blumenau) representante da população de Santa Catarina se distinguiu 

do grupo Maranhão, Piauí, Bahia, Espírito Santo. No limite de 29% dois grupos 

mais amplos se distinguiram sendo formados um pela população amostrada de 

Minas Gerais e outro pelas populações do Maranhão, Piauí, Bahia, Espírito Santo e 

Blumenau conjuntamente. O outgroup (Apis mellifera) apresentou divergêpcia 

genética de 51 % das populações analisadas.
Para primers curtos a porcentagem de dissimilaridade foi maior (53 /6) entre 

° outgroup e as populações analisadas quando comparada aos primers longos 

(36%). a maior facilidade de encontrar regiões propícias ao seu anelamento pode 

justificar a maior divergência genética de análises por primers curtos. Também 

apresentaram maior porcentagem de dissimilaridade (15%) entre outros çtois 

grupos, o primeiro formado por populações da Bahia e Espírito Santo e o segundo 

P°r populações do Maranhão e Piauí, em que primers longos divergiram 13 %.

Os dois grupos mais externos formados entre as populações de M. rufiventris 

Quando analisados por primers curtos apresentaram taxa de divergência mpnor 
(25%) quando comparados com o resultado da análise por primers longos (33%). 

Também o grupo Bahia-Espírito Santo não apresentou dissimilaridades quqndo 

analisado por primers curtos, já primers longos evidenciaram 2,7% de divergência 

genética. Tais resultados podem ser conseqüência de uma maior espeoficicjade 

dos primers longos selecionados ao acaso por regiões mais polimórficas nos 

genótipos analisados. Podendo ainda os primers curtos analisados não serem 

complementares a regiões específicas de polimorfismos entre tais populações.

Analisando os dendrogramas obtidos, nos genótipos de uma mepma 

População não ocorreram dissimilaridades, tanto para primers curtos, longos ou 

ambos e ainda as populações do Maranhão e Piauí não se distinguiram pplas 

mesmas análises. Considerando tal resultado obtido podemos relacioná Io com 

uma provável homogeneidade genética em tais populações.
Tal similaridade entre indivíduos pode ainda ter relação direta com as 

distâncias geográficas em que se encontram, com a continuidade ou nao de faixas 



de vegetação nativa unindo as mesmas, com o período de tempo decorrido a pariir 
de seu isolamento.e ainda com o tamanho de suas populações.

.^+oc ria DODulação de Minas Gerais asEntre os indivíduos represenGrupjara |Mutaba e Campina Verde 

amostras foram coletadas nos mum apresentam faixa

que distam entre si em media . ns e por cultivos agrícolas,

contínua de vegetação natural, ja ocupa a , ° c0|ônias

A representatividade da especie foram coletadas no

raramente encontradas. Das <’U"°S de madeira para carvão onde uma 

campo. Uma em Grupiara, numa area d proximidades de uma área

única colônia foi coletada, outra em cedidas por um apiCultor

pertencente a COPASA. As outras

do Maranhão, Barra doJá as amostras represen foram coletada, n0
Corda e Mirador que se encontramde Q

campo e a vegetação nativa ain P Qs municípios de Esperantina e

e campo cerrado, segundo RADAM-Bras. distanciavam-se em

Campo Maior, onde as amostras foramcoa*

96 Km e Campo Maior se encontra a (ocalidades. Um maior equilíbrio na

houve evidência de divergência entre regiã0 onde houve relativa facilidade 

distribuição da espécie foi encontrado ne espécies de Meliponíneos como

de se encontrar colônias no campo e aind Meiipona compressipes. Ta!

Melipona quinquefasciata e Melipona & aproxjmadamente 690 km2 com 

População amostrada abrange uma ntjnujcjacie da vegetação original até a 
isolamento geográfico imposto por des 1?40 Km da mesma. De acordo com 

Próxima população em Gandu ■BA’l0Ca|iZ dência de concentração de colônias 

observações feitas a campo há uma possuem 44 colônias (o número

mantidas por meliponicultores que raram®nâ0 exCederam 20), necessárias a 

médio de colônias por meliponarios encontra^ sexuais. Como os

manutenção de variabilidade mínima e^contravam devastados, como nas 

ecossistemas nessa região ainda não ( existência de enxames

regiões Suf e Sudeste tal problema é mm— pe 

nativos próximos aos meliponários.



Em Gandu-BA, as amostras foram coletadas em meliponario, entretanto este 

encontrava na região de reprodução da espécie o que permitia cruzamentos çom 

colônias do campo além das existentes no local. Ainda assim, como não podemos 

controlar ou avaliar tais cruzamentos a amostra pode ser considerada única como 

as provenientes de Blumenau-SC e Domingos Martins-ES. Podendo justificar tal

similaridade genética

Domingos Martins-ES, onde a amostra foi cedida também por 

mel'ponicultor, este possuía uma única colônia da espécie, que segundo seus 

relatos é dificilmente encontrada na região. Apesar de localizar-se a 744 Km de 

Gandu-BA pertenceu ao mesmo grupo irmão quando analisada por prímers curtos, 

So apresentando variabilidade no limite de 2,7 % com analisada somente por 

pn'niers longos e de 1,3% quando analisada com ambos os prímers.

A amostra de Blumenau representante da população de Santa Catarina se 

enc°ntra a 1116 Km de Domingos Martins-ES e a 1860 Km de Gandu-BA e ainda a 

3138 pe garra do Corda e a porcentagem de dissimilaridade entre as 

PoPulações de Blumenau e tais localidades foi de 27% em relação à população de 

Minas Gerais da qual dista apenas 576 Km, a porcentagem de dissimilaridadp foi 

00 29%.
0 baixo índice de polimorfismo detectado entre indivíduos da mesma 

População pode ainda estar relacionado com a técnica escolhida para detectar 

dlVergências. ANTOLIN et aí (1996) construindo um mapa de ligação por 

"Adores RAPD na vespa Bracop he/tetore no mosquito Aedes aegypti relatam 

qUs 'ais marcadores quando analisados por eletroforese em gel de agarose, 

a quantidade de informações obtidas, pois seus marcadores segregam 

b10 alelos dominantes.

JíANG et al.(1997), relatam ainda em^PD em Asparagus offícinallis que sua eficiência é proporcional ao nível de 

^eter°2,gosídade genética na espécie sob estudo, que pode ser função do sistema 

.6 Cr,Jzamentos e da sua diversidade genética. I- 

^IV|duos geneticamente ativos por área reprodutiva 

nc,lv'duo por <j q.000 mz ^keRR, 1950).
de Minas Gerais apresentou 

Os dendrogramas indicam que a pop ?

mapas de ligação por marcadores

Nos Meliponini o número de 

é de aproximadamente um



maior similaridade com a amostras, entaram maior

— »„ „... »«* . 

dificuldade na localizaçao ° peque
pequeno tamanho da popUla^° d05. ressaltando que não

grande divergência entre grup e piaui fo> a ma

A população formada P a simllanda mach0 e 0

Só O tamanho da população P acaSalamento com ^rcadores raPD,
Fatores biológicos como o sis ^.^dade da técnica detecçãp de

sistema haplo-diplóide, “ a'nJagarose, onde há "*^^acional encontrado, 

essencialmente domman .° de variablhdade p(jlacionais, os grupos

bandas têm influencia no divergênc,a 1 . anresentaram maior

<— - x,
representados pela subespe da sube popu|açóes Bahia-
divergência entre suas P0^13’ 0 grupo formado p subespécie do

fíavo/ineafa. Tal divergência co laçâ0 forma a subespécie M.

Espírito Santo mais próximo de enéticas ma.ores (1g50)
gue da sua própria, reveiando var,^ por MOUR^

Wiventris rufh/entris. A distribui^ distribuía-se em e Me/ippna
mostra que «pona 0 sUl ate Sant C °

sul de Goiás, Mato Grosso estre^ Para ^ente

rufivenfris flavolíneafa ocupan pequenos gruP aiores. Uma pequena

t™„ .... a..« *"
menos divergentes que outros, confinada torna s distribuição a seleção

População vivendo em uma gra^ gvelrnente correspondera a

ambiental restrito, enquano bi(idade o q°e 1969).

operará sob condições de maio sucesso rmação genética

ome maior variação de tipos com de m djversidade biológica 

O número de especies e' apenas uma pa os As espécies com

organismo representativo’ “"^^ída de °pf0Criações múltiplas. du

s°bre a Terra. Cada especie popU|ações

9rande amplitude consistem

em um



demonstram padrões complexos 

Assim mesmo que uma espécie _ 

terá perdido muito de sua 

9eneticamente distintas dentro 

importante quanto o problema C

nráfica no polimorfismo genético, 
de variação geografca P provavelmente

íe em perigo seja salva da exiÇ - populações

-> de especies , t ima vez que a especie

seja reduzida a um resto, e sua extmça
mais provável (EHRLICH, «88). de perda de popuWes.

„„ „„„...—--

pela redução da variabilidade genéti > 

de populações assim como da espéc eccp

4.2 Análise Molecular do g 

(Single strand conformation poíymorp 

adrão de bandas por anal,se

Comparações entre o P populações anu
fragmentos revelou três haplótip03 en __ piauí e Bahia o

Primeiro agrupou ;
Catarina e Espírito Santo e o terc

. hkp nem - .
É importante enfatizar $ conformaci°nais’ is

dcompanhadas de poucas muda a mol®cU’a
Codificada pode compactar complata^ mais rapi-

formação de estruturas secundárias,jue^^ entre as taxas de

ioü da migração dos 

lalisadas (Figura 8). O 

segundo Santa

as populações do Maranhão, Hiaur ~
~ ^t-ceiro a população de Minas Gerais, 

sempre pequenas
mptações vêm 

é, uma única base 

de DNA, pois favoreçe a

.....

o “X* »■*’" A.

nuclear e mitocondrial (Para agrupamen . aoresentando com
e Bahia permaneceram em um «*** grup0 isolada APJ^ *

População de Minas Gerais Perma haplotipo Pa os distintos, e

^riante entre as duas lT'etodO1O9'^eS raPD se encontram 
Se>nto, que por análise de marc Ba^’a- ^ito mais rápida

Espírito Santo agrupado ® ^pta uma taxa * em contraste com

Em vertebrados, mt pblA). 6
9Ue scnDNA (single copy /1LJC^e



invertebrados que exibem aproximadamente a mesma axa er

(substituições de nucleotídeos ou aminoácidos) para ambos os gen

& BROWN, 1986; POWELL etal., 1986).

1 2 3 4 5 6

correspondente a região de 534 p do F'0ura 8 Padrão de variabilidade gerado por pnm ?Mnlfíventrís, 2-(SC), 3-(ES), 4-(IVlG), 

9ene mitocondrial 16S rRNA. Ws ^elllfera' &
5'(BA), 6-(P|), 7-(MA).

- entre taxas de f|utuaça° enl”“,”..»•»“• 
“iz:" 

forças evolucionárias, Que s representanto da

Gerentes taxa. tra de D°minS°S Ma içâ0 geográfica

Como geograficamente a am em um guarda
PWação do Espirito Santo_ s cat3rina. co popu|aç8o

intermediária entre as populaç” gahia, con . estarmos em

Slmilaridade para um gene mifoco^ g ^.dade 

foa|s próxima por marcadores n ps dantes para 9eneS

Uma região limite entre dois grupo5 clines con rR1SoN et «<•

Oleares e mt DNAs, AVISE e genético co

^9&7), ou ainda possuem um



.. RROWN & CHAPMAN (1991) caracterizaram 
vacantes de haplótipos mttocondna gçnes

zonas de contato entre subespecies estabeleceram uma análise

mitocondriais e nucleares. SHEPPARD e a. de variações no DMA

Populacional em Ceratites capitata por comP e distribuição

mitocondrial, traçando um possível proce

96ográfica.

Como um único indivíduo foi 

existência de um padrão similar ao 

localizadas mais ao norte de Domingos

...,.^..--77—":.: 

nNA A população do Espírito Santo 
taxa de evolução diferencial para mtDNA e estaria diferenciada da

isolada a um tempo maior da a Santa Catarina por uma

mesma pelo DNA nuclear mantendo um mjtocondrial, que aPresen a M

taxa de evolução mais lenta do gene 16S * mitocondna.s.

menor acumulo de mutações quando com evidência de mosaicismos q

A estabilidade do mlDNA 6 Vr Embora o seqüenciamento do DNA 
—«sscXJ.«-.. •• ““ """X. 

'"dique com precisão o tipo de m primeiro. Portanto, o

duplicação, deleção ou mutaçao de P°"^ ^luçã0 e especiaçao. 

euxiliar de maneira eficiente os estu
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5.C0NCLUSÕES

A análise de 84 marcadores RAPD permea pe|a população

a nível de 27% de distância genetea. Q gfup0 2

de Minas Gerais, como o como o segundo mais

representado pela populaçao de nnmlacões do Espírito Santo,
divergente e o terceiro grupo representado pelas populações

Bahia, Piauí e Maranhão.

■onal tanto para populações amostradas 
Houve grande similaridade intra popu acio & variabilidade significante

maior tamanho quanto para populaçoe geograficamente como a? do

entre populações, com exceção das mais p .

piauí e Maranhão e entre as do Espírito Santo

pouiram evidenciar dissimilaridades não 
Os Primers longos selecionados cons ~ próximas como as da
detectadas por pdmerc curtos entre populações mu.to

Bahia e do Espírito Santo.

nor análise da migração das fflaç do 

Comparações entre o padrão de ban paplótipos entre as populaç"

fragmento 16S rRNA mitocondrial revelou Maranhã0 piauí e Bahia. Um 

analisadas. O primeiro reúne as Popula^ ganta Catarina e Espirito Santo e 

segundo grupo abrange as Popul^°^ Gerais. 

terceiro é formado pela população e

hp divergência entre DNA nuclear e 
Houve concordância entre os resultad g provenientes do Maran^

Mitocondrial (para o gene analisado). agwpamen,0 e a populaç^

Beuí e Bahia permaneceram em um m



.nn imolado para ambas as análises. 
Minas Gerais permaneceu como 0NP nOTn(rad0 para as populações

Entretanto, o mesmo haplótipo mitocond em
de Blumenau e Espírito Santo. Análise de marcadores RAPD 

grupos distintos.

encontra em uma posição geográfica 

de Santa Catarina e Bahia, com a primeira 

mitocondrial, com a segunda maior 

Apresentando uma provável taxa de 

DNA mitocondrial e nuclear.

A população do Espírito Santo se 

intermediária entre as populações 

guarda similaridade para um haplótipo 

proximidade por marcadores nucleares, 

svolução diferencial para o I—

D ■ ntre marcadores nucleares e mitocondriais, na
Para esclarecer a divergenaa en aQ su| da Bphia

população do Espírito Santo, uma am caminhos para a
6 ao norte da população de Santa Catarina podena 

história evolucionária de tais populações.
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