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As abelhas sdo as principais polinizadoras dastgsafioriferas do planeta, sendo responsaveis pela
manutencdo da biodiversidade de diversos ecossisteabmo também constituem um elemento
indispensavel a economia agricola mundial. No Bdesitaca-se a tribo Meliponini, em especial o g&ne
Melipona grupo composto por abelhas sem ferrdo, faciimeioimesticaveis. Dentre as meliponas
destacam-se as abelhas mandacaias, que incluemedpésies:Melipona mandacaiae Melipona
quadrifasciata Esse grupo é responsavel por grande parte dacéape transporte de pdélen, sendo o
principal polinizador dos grandes ecossistemas ilbiras. Este estudo objetivou identificar
citogeneticamente uma populagdoMelipona quadrifasciateencontrada na foz do rio S&o Francisco,
cujos espécimes apresentam caracteristicas madatgue diferem do padrdo da espécie. Os dados
obtidos nesse estudo indicaram que a espécie igagatéMelipona quadrifasciataEntretanto, ainda
ndo se pode afirmar que ela seja da subesptdipona quadrifasciata quadrifascia@omo descrita até
entdo ou quais as causas das alteragdes morfadgica

Palavra chave: Abelhas sem ferrdo; citogenética

Bees are the main pollinators of flowering plantstbe planet and are responsible for maintainirgg th
biodiversity of various ecosystems, but also cougtian essential element of the world agricultural
economy. In Brazil there is the tribe Meliponingpecially the genus Melipona, group of stinglesssbe
easily domesticated. Among the meliponas stand mahdacaia bees, which include two species:
Melipona mandacaiandMelipona quadrifasciataThis group is responsible for much of the uptakd
transport of pollen, the main pollinator of the oraBrazilian ecosystems. This study aimed to idgnti
cytogenetically a population of Melipona quadrifase found at the mouth of the river San Francisco,
whose specimens show morphological characterithias differ from the standard of specie. The data
obtained in this study indicated that the spedéddealipona quadrifasciataHowever, no one can claim
that it is of the subspecidgelipona quadrifasciata quadrifasciates described so far, or what the causes

of morphological changes.
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1. INTRODUCAO

As abelhas somam cerca de 20.000 espécies, habitendhais diferentes ecossistemas e
possuindo uma diversidade muito rica de comportémsetamanhos e formas (6).

Segundo Keret al (2001), as abelhas, de forma geral, séo respeissgela polinizagcéo de
38% das plantas floriferas, sendo a escassez iézpgBo responsavel por perdas agricolas da
ordem de 65 bilhdes de ddlares/ano. Desta forntie-pe afirmar que as abelhas constituem um
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importancia ecoldgica na preservacdo da diversiflad®l dos diversos ecossistemas (2, 4, 8,
10, 12).

Porém, a importancia das abelhas vai além da ttegelen entre as plantas. O amplo raio de
acdo desse invertebrado contribui para a manutedgadiversidade genética e uma maior
disponibilidade de alimentos, uma vez que permitguzamento entre plantas espacialmente
distantes (13).

No Brasil, destacam-se as abelhas da tkbtponini devido a sua facil domesticacéo, o que
permite atrelar a producdo de mel e captacdo dm @obolinizacdo das plantas floriferas (4).
Além disso, as abelhas sem ferrdo sdo o principgdogpolinizador da flora brasileira (13),
destacando espécies da caatinga, pantanal, algmarashas da Mata Atlantica e partes da
Amazbnia. Em algumas regides a dependéncia dosponélios para a polinizagdo e
frutificac@o pode chegar a 90% de espécies degsld4).

Neves & Castro (2006) alertaram para a importarda Meliponas, em especial as
conhecidas popularmente como “mandagaia”, queentlas espéciddelipona quadrifasciata
e Melipona mandacaiana conservacdo da diversidade ecoldgica da caatioglestina visto
que este é o Unico bioma exclusivamente brasilemdgando um patrimdnio biolégico Unico.

H& relatos da ocorréncia de abelhas mandacaiatadoede Sergipe (1, 5; 14), estando
distribuidas principalmente pela extenséo do rio B&ncisco. Entre tais relatos, destaca-se o
de Souzeat al. (2006), que descrevem a presencdMdeuadrifasciatano municipio de Brejo
Grande, nas imediacbes da foz do rio S&o Francidesta mesma regido verificou-se a
presenca de uma populacaoMielipona quadrifasciatacujos padrdes de bandas tergais (faixas
amarelas localizadas no abdome) ndo correspondaimémte ao esperado para esta espécie
(Figura 1), o que nos levou a crer que essa pdpunlpudesse ser um hibrido enive
quadrifasciatae M. mandacaig ARAUJO, comunicac&o pessoal).
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Figura 1: “a” Melipona quadrifasciata quadrifasajat“b” Melipona
quadrifasciata antididides e “c” espécime encowmtrh brejo grande/Se. Fonte:
HaH e “b"
http://www.meliponario.com.br/modules/mydownloadsitvphp?cid=2&lid=17;
“c” Foto cedida por Lorena Andrade Nunes, P6s-Gagéla em Entomologia,

Escola Superior de Agricultura "Luiz de QueirozSALQ — USP.

Diante da importancia econémica e, principalmemtddgica das abelhas, em especial do
géneraMeliponano nordeste brasileiro, torna-se importante aetamcaracterizacdo taxondémica
da populacdo em questéo, tendo em vista principaé@spectos como manejo e conservagao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtengao e manutengao dos ninhos

Os espécimes utilizados neste estudo foram rerddouma colmeia oriunda da regido de
Brejo Grande, situada a 134 km ao norte de Ara@ii). O ninho foi mantido em uma caixa
racional em uma area de sombra, arejada no Departarde Biologia da Universidade Federal
de Sergipe. Como suprimento alimentar, foi adnmadiki um xarope composto de 50% de
aclcar e 50% de agua, durante dois meses, cons pedadicas a cada dois dias.
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As larvas foram retiradas do favo e transportad@sod aboratorio de Biologia Celular e
Molecular do Departamento de Morfologia da UFS citdam mantidas em estufa a 27° C até
atingirem o estagio pés-defecante.

2.2 Obtencao de cromossomos metafasicos

Foi utilizada, para a obtengdo dos cromossomosfasatas, a metodologia de Imei al
(1988) com modificagdes de Scher (1996).

As larvas das abelhas estudadas foram coletadaslaj@dcancaram o estagio de pré-pupa
(ou larvas poés-defecantes), sendo dissecadas $efeasicroscopio. Na dissecacdo foram
retirados o0s ganglios cerebrais e mantidos em wipieate com solucdo de colchicina
hipotbnica a 0,005% (0,5mL de colchicina a 0,1%idibs em 9,5mL de solucdo de citrato de
s6dio 1%) por 2 horas.

Com o término das duas horas, os ganglios foramsfeedos, com uma pipeta Pasteur, para
uma lamina de microscépio devidamente limpa e get@mina foi inclinada a 10° ou 20° para
drenar o maximo da solucdo de colchicina. A lanfimiamantida na mesma inclinacdo e
procedeu-se sua lavagem por gotejamento do Fixadacido acético: etanol 100%: agua
destilada, nas propor¢des 3:3:4) sobre os gangdicebrais. A Lamina foi posicionada sob o
estereomicroscépio, recebendo, logo apds, 2 got&sxddor | sobre o material celular, o qual
foi macerado rapidamente com o auxilio de agulhdisleecacdo para espalhar as células das
massas celulares.

Antes que ocorresse a retracdo do material cdlegta retracdo se da em virtude do Fixador
), foram adicionadas 2 gotas do Fixador Il (acibetico: etanol 100%, nas propor¢cdes 1:1);
com isso o Fixador | migrou para as margens dani@rde onde foi retirado com papel filtro.
Quando o Fixador Il ocupou toda a superficie darianforam adicionadas 2 gotas de fixador
lll (acido acético 100%), retirando-se o0 excessoFtador Il com papel filtro. Por fim, a
lamina foi mantida a temperatura ambiente duradteh@as, para secagem e, em seguida,
coloracao.

2.3 Coloracédo convencional

Apds 24 horas da fixagcdo do material, a laminacésada em solucdo 1:30 de Giensa em
tampédo Soérensen a 0,06M (4,759 deHNRO,; 4,59 de KHPQ,; e 1000mL de agua destilada;
Ph 6,8) durante 25 minutos, a temperatura ambiblatsequéncia as laminas foram lavadas em
agua corrente, para retirar o excesso do corante.

2.4 Analise do material

As metéafases foram analisadas em um microscopiolsjetiva de imersdo. Para identificar
0S cromossomos quanto a sua morfologia, fez-selestesenhos esquematicos e as melhores
metafases foram fotografadas.

As fotomicrografias foram feitas sob objetiva deeig@o, utilizando-se uma camera digital
acoplada ao microscépio. As fotografias foram aagals e as imagens recortadas e dispostas
em forma de cariograma, ultilizando-se o progrardab® Photoshop C83verséo 10.0).

A descricdo da morfologia dos cromossomos segugistema de classificacdo padréo
(metacéntrico, submetacéntrico e acrocéntrico)dubs@a proporcdo dos dois bracos de cada
Cromossomo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi utilizada uma colmeidviddipona quadrifasciatanmantida em caixa
de madeira para meliponicultura. A colmeia foi tad@ no municipio de Brejo Grande e
transportada até a Universidade Federal de Sefggrapus de Sao Cristévao) no primeiro
semestre do ano de 2009. Foram preparadas 10 l&eir)as no intervalo de setembro a
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outubro de 2009 e a andlise das mesmas foi realizadiecorrer de novembro e dezembri
mesmo ano.

Das 10 laminas obtidas, apenas 05 apreser-se adequadas para andlise citogené
contabilizandcse pelo menos 20 metafasem cada uma. Todas as metafases enconi
apresentaram complemento cromossdmico dipléideomocmostra a Tabela 1, metade
metéfases analisadas apresentou 2n=18. Este gtdode acordo com o descrito por Roch
Pompolo (1998) e Roclet al (2007 para a espécie. A observagcéo de metafases coosrde
18 cromossomos pode ser explicada pelo extravioaldens representantes durante
espalhamento do material na lamina. Ja o aparetmea metafases com mais de
cromossomos pode ter se dado punido de duas ou mais metafases ou até mesn
cromossomos “perdidos” durante o espalham

Tabela 1 Distribuicdo do nUmero cromoss6mico por laminasetvad:

Lamina Ndmero de cromossomos encontrz Nl]mfaro de
obsevada 7 8 © 10 11 13 14 15 16 1718 518  oiaiases
consideradas
3 1 2 1 1 3 2 7 3 20
5 1 1 3 1 2 1 1 9 2 22
6 1 3 1 2 1 1 1 2 8 20
7 1 1 1 19 1 23
8 1 2 3 3 10 1 20
Total 2 3 8 1 3 2 9 9 BEX] 7 105

A partir das metafases analisadas com 2n=18 cramuss foram montados os cariograr
cuja avaliacdo revelou a seguinte distribuicdo ofégica dos cromossomos: 2 pa
metacéntricos, 6 submetacéntricos e 1 acrocéntticnp demonstrado na FigL2. A férmula
cariotipica 2K=2M+6SM+1A esta em consonancia catescrita por Rocha & Pompolo (19¢
paraMelipona quadrifasciat (Figura 3b), diferenciando-se, portanto,Mielipona mandaca,
cuja formula cariotipica € 2K=1M+7SM+1A, como derstwado na Figur3a.
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Figura 2: Cromossomos metafésicos e cariogramas de espéderidslipona quadrifasciata coletad
na regido de Brejo Grande (Se).
(a) e (b): fotomicrografias de célulmetafasicas; (c): cariograma obtido a partir daadfast “a”; (d):
cariograma obtido a partir da metafase
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Figura 2 Cari6tipos de meliponas previamente descritos.
a) Cariotipo deMelipona mandaca. Fonte: Rochaet. al (2003); b) Cariétipo deMelipona
quadrifasciata Fonte: Rocha & Pompolo (1998). Os asteriscoxarndios pares metacéntrici

A organizacao do cari6tipo foi feita com base nmaaho dos cromossomos, sendo €
distribuidos em ordem decrescente deanho. Deste modo, ao se montar o cariétipo
laminas analisadas pdde-perceber que os cromossomos dos espécimesdestigaesenta
a mesma distribuicdo do caridtipo Melipona quadrifasciataconstruido por Rocha
Pompolo (1998), o qual se encol apresentado na Figura 3b.

Comparando a férmula cariotipica das duas espéeiMelipona observamos que, apesar
ambas apresentarem o mesmo numero diploide de ssomos (2n=18Melipona mandaca
apresenta apenas um par de cromossomos metac&(par 4), ao passo qM. quadrifasciata
apresenta dois pares com essa morfologia, repaesbntos pares 1 e 5. Ao se compar
distribuicdo dos nove pares de cromossomos notiparidos espécimes aqui analisados col
cariotipos descritos por Rocha éompolo (1998) e Rochet. al.(2003), noto-se que 0s pares
metacéntricos encaixase has mesmas localizacbeM. quadrifasciata

Assim, as informacgfes geradas com a analise ciétigandestes cinco individuos, sugel
gue a populagdo de abelhas emdo pertence a espéd. quadrifasciat. Deste modo, as
diferencas morfologicas observadas nos individuestad populagdo, ao contrario do i
propunha inicialmente nosso trabalho, parecem adcatar da ocorréncia de hibridacéo e
M. quadrifasciatee M. mandacai.

Uma vez que o cariétipo da populacdo em estudaifiéigu daquele anteriormente propo
para M. quadrifasciata(Rocha & Pompolo, 1998), uma explicacdo para o iswgto de
individuos com padrdo diferente de listras tergaigle ser aocorréncia de rearranj
cromossOmicos. Tais modificagbes nem sempre alteranmorfologia cromossomica e ne
caso ndo podem ser detectadas com analises dagémoronvencional. Assim, a utilizacéo
técnicas que permitam a diferenciacdo longitudidos cromossomos, como bandeame
digestéo por enzimas de restricdo e mesmo FISHpede esclarecer esta ques
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4. CONCLUSOES

Os dados obtidos durante o presente estudo indicau@ a populacdo estudada pertence a
espécieMelipona quadrifasciata ainda que ndo se possa afirmar que a mesma aeja d
subespécidlelipona quadrifasciata quadrifasciatsomo descrita até entdo ou quais as causas
que possam ter provocado as altera¢cdes morfologicssvadas nas bandas tergais.

Para tanto, torna-se necessario a realizacdo delosstmais detalhados que indiqguem
alteragbes cromossdmicas ou moleculares que possaiitar mudancas expressivas no
fenodtipo desta populagéo.

Por fim, € importante salientar que a citogenétimmonstrou-se eficaz e de facil
aplicabilidade para investigar o problema aquitaele.
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