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RESUMO

GODOQY, Denise de Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho, 2014.
Caracterizagao cariotipica de cinco espécies de Meliponini da Regiado
Amazénica. Orientador: Denilce Meneses Lopes.

A Amazobnia abriga a maior floresta tropical do mundo e concentra uma enorme
diversidade de plantas e animais, sendo muitas endémicas. A construgdo de
hidrelétricas, o desmatamento e o avango da fronteira agricola tem representado
ameacas a biodiversidade local. As abelhas sdo muito sensiveis a perturbacoes
ambientais e, portanto, demandam um esforgco especifico de preservagdo. Os
Meliponini constituem uma tribo da familia Apidae amplamente distribuida nas
regides tropicais e subtropicais do hemisfério sul. Neste trabalho foram estudadas
citogeneticamente cinco espécies, pertencentes a quatro géneros de Meliponini,
coletadas na Amazobnia: Nannotrigona punctata, Scaptotrigona bipunctata,
Partamona sp, Frieseomelitta sp1 e Frieseomelitta sp2 através de técnicas classicas
e moleculares, visando ampliar o conhecimento sobre esses organismos. O numero
cromossOmico encontrado para todos os géneros foi 0 mesmo previamente
reportado para outras espécies dos mesmos géneros. As formulas cariotipicas
obtidas foram 2K=6A°+62°+8A+10AM+2AM+2M" em Nannotrigona punctata,
2K=16A+4A*+14AM em Scaptotrigona bipunctata, 2k=2A+30AM+2M em Partamona
sp. e 2K=4A°+2A+20AM+4M+2M® para ambas as espécies de Frieseomelitta. O
numero de marcacOes obtidas pelo corante base-especifico CMA; nao foi
coincidente com o numero de marcacdes observadas para o rDNA 18S obtidos pela
tecnica de FISH, exceto para a espécie N. punctata, em que foram obtidas duas
marcacoes CMA3" e duas marcacdes rDNA 18S. Em S. bipunctata e Partamona sp.
foram encontradas seis marcacoes CMA3" e duas marcacdes rDNA 18S. Através da
comparagao dos dados citogenéticos obtidos e pela correlacdo destes com os
padroes de distribuicdo das espécies N. punctata e S. bipunctata foi possivel
observar padrées que nos ajudam a entender a importancia de preservagao dessa
area, ja que caracteristicas vistas em espécies dessa regido podem ser perdidas

caso sejam extintas por causas naturais ou antropicas.



ABSTRACT

GODOQY, Denise de Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2014.
Karyotypic characterization of five species of Meliponini from Amazon
rainforest. Adviser: Denilce Meneses Lopes.

The Amazon rainforest is the world’s largest tropical rainforest and concentrates a
huge diversity of plants and animals, with many endemic. The construction of dams,
the deforestation and the expansion of agricultural frontiers has represented threats
to local biodiversity. Bees and wasps are key components of communities and for
being very sensitive to environmental disturbances, require a specific preservation
effort. The stingless bees are a tribe of the Apidae family widely distributed in tropical
and subtropical regions of the southern hemisphere. In this work, five species,
belonging to four genera of Meliponini collected in the Amazon, were cytogenetically
studied: Nannotrigona punctata, Scaptotrigona bipunctata, Partamona sp,
Frieseomelitta sp1 e Frieseomelitta sp2 using classical and molecular techniques,
aiming to increase knowledge about these organisms. The chromosome number for
all genera was the same previously reported for other species of the same genera.
Karyotypic formulas obtained were 2K=6A°+62+8A'+10AM+2AM+2M" to
Nannotrigona  punctata, 2K=16A+4A*+14AM to  Scaptotrigona bipunctata,
2k=2A+30AM+2M to Partamona sp. and 2K=4A°+2A+20AM+4M+2M* for both
species of Frieseomelitta. The number of CMA; labelling sites obtained were not
coincident with the number of markings observed for the 18S rDNA obtained by FISH
technique, except for the species N. punctata, in which two CMA3;* markings and two
18S rDNA markings were found. By comparing the cytogenetic data and the
correlation of these with the distribution patterns of the species N. punctata and S.
bipunctata it was possible to observe patterns that help us understand the

importance of preserving this area.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biodiversidade Amazénica e Conservagao

A Amazébnia é caracterizada pela area coberta pela floresta tropical umida que
ocupa cerca de sete milhdes de km? na América do Sul e se estende por nove
paises: Bolivia, Brasil, Colébmbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru,
Suriname e Venezuela. No Brasil abrange os estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e parte do Tocantins, Maranhdo e Goias,
representando cerca de 61% do territério nacional. A Amazénia abriga a maior
floresta tropical do mundo e concentra uma enorme diversidade de plantas e
animais, sendo muitas endémicas, com um numero ainda longe de ser precisado
(IBGE, 2011).

O conceito de biodiversidade foi criado por Wilson em 1986 e diz respeito nao
apenas a riqueza de espécies, mas também a variacdo genética dentro de uma
populagdo, variagbes em niveis taxondmicos, bem como variacbes em funcdes
ecologicas. Uma das causas da redugédo da biodiversidade € o desmatamento, de
maneira direta, pela destruicdo da mata, e indireta ao provocar a fragmentacao da
floresta, gerando ilhas de mata isoladas que acabam por reduzir o fluxo génico entre
as populagdes (Lovejoy, 1980, citado por Morato, 2000, p429).

A construgdo de hidrelétricas, o desmatamento e o avango da fronteira
agricola tem representado ameagas a biodiversidade local. As obras da Usina
Hidrelétrica Belo Monte, no Rio Xingu, tem sido foco de conflitos devido a magnitude
e natureza dos impactos causados, principalmente pela inundagao de areas com
vegetacao e florestas nativas. Porém, espera-se que os resultados favoraveis sejam
maiores que os danos, gerando energia e melhor distribuicdo de agua em
quantidade e qualidade (Fearnside, 2006). Assim, medidas preservacionistas e
compensatérias devem ser implementadas visando a reducdo dos impactos
causados pela construgao das barragens.

Uma dessas medidas tem sido a conducéo de operacgdes de resgate de fauna
e flora que realizam expedi¢cdes aos locais de futuro desmatamento. Os animais

resgatados sdo levados para bases construidas com esse propésito no interior da
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floresta e, posteriormente, transferidos para areas seguras. Os animais resgatados,
segundo dados divulgados pela empresa responsavel pela constru¢ado da usina sao,
predominantemente, répteis, anfibios e mamiferos. A base de resgate conta,
também, com wum programa especifico para a preservagdo de insetos,
principalmente abelhas (Belo Monte, 2011).

As abelhas e vespas sao componentes fundamentais das comunidades e,
por serem muito sensiveis a perturbagées ambientais, demandam um esforgo
especifico de preservacao. As abelhas sao diretamente dependentes das flores para
obtencdo de alimento e outros recursos, enquanto que varias plantas dependem
exclusivamente da polinizagédo por abelhas para sua reprodug¢ao (Evans e Eberhard,
1970 citado por Morato, 2002 pag430; Michener, 2007).

1.2. Meliponineos

As abelhas sao insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, juntamente com
as formigas e as vespas. As abelhas sdo importantes polinizadores de culturas e da
vegetacdo natural, além de algumas espécies produzirem substancias uteis, como
mel e cera (Michener, 2007).

No Brasil, as abelhas sdo muito estudadas nos mais variados aspectos de
sua biologia. Porém, este conhecimento ainda € pequeno e muita coisa ainda
precisa ser elucidada (Silveira, 2002).

A subfamilia Apinae (familia Apidae) € um grupo muito diversificado, com
ampla distribuicdo mundial, podendo ser encontrada em todos os continentes. Treze
de suas 17 tribos sdo encontradas no Brasil (Silveira, 2002). Uma dessas tribos,
conhecida como Meliponini, redune as abelhas indigenas sem ferrao.

Os meliponineos sado abelhas encontradas em todas as regides tropicais do
mundo e subtropicais do hemisfério sul (Figura 1) (Silveira, 2002). Sdo conhecidas
como “abelhas indigenas sem ferrao” por apresentarem o ferrao atrofiado (Kerr et
al., 2001). Geralmente constroem seus ninhos em cavidades pré- existentes, como
ocos de arvores e ninhos abandonados (Silveira, 2002). Todas as espécies sao
eusociais, apresentam ninhos perenes, sobreposicdo de geragdes, castas bem
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definidas e, geralmente, apenas uma rainha. As células de cria sdo organizadas
tanto em cachos como em favos, sendo essa uma caracteristica espécie especifica.

Em muitas regides da América tropical, os meliponineos sao as abelhas mais
frequentes e desempenham um papel principal na polinizagdo de espécies de
plantas nativas (Michener, 2007). Muitas espécies sao, ainda, utilizadas como
polinizadores de culturas, apresentando, dessa forma, um importante papel
econdmico. Devido a sua grande relevancia ecologica e comercial, estas espécies
devem ser preservadas, entretanto muitas delas estdo sendo dizimadas seja pelas
queimadas, desmatamento, uso incorreto e indiscriminado de agrotéxicos e/ou
coleta predatoria do mel (Kerr et al., 2001).

Até o momento foram descritos 33 géneros de meliponineos Neotropicais
compreendendo entre 350 e 400 espécies (Camargo e Pedro, 2013), porém,
acredita-se que este numero seja bem maior.

No presente trabalho, cinco espécies de Meliponini, pertencentes a quatro
géneros, foram estudadas, sendo elas, Nannotrigona punctata, Scaptotrigona
bipunctata, Partamona sp, Frieseomelitta sp1 e Frieseomelitta sp2.

O género Nannotrigona compreende dez espécies com ocorréncia do México
ao sul do Brasil (Figura 2). Sdo abelhas sociais de pequeno porte e bastante
mansas. Costumam construir ninhos em favos em cavidades de arvores e uma
caracteristica singular € a construgao de entradas grandes para seus ninhos, fato
incomum para abelhas de pequeno porte (Michener, 2007).

O género Scaptotrigona possui 22 espécies conhecidas ocorrendo na regiao
Neotropical das Américas Central e do Sul e no México (Figura 2). Os individuos
desse género sao um dos Meliponini de maior porte e podem chegar a medir 7 mm.
Essas abelhas constroem ninhos em favo em cavidades de grandes arvores
(Michener, 2007).

Para o género Partamona ja foram descritas 32 espécies, encontradas desde
0 México até o Brasil (Camargo e Pedro, 2013) (Figura 2). Sdo abelhas grandes e
agressivas que habitam regides muito diversas sendo algumas espécies bem
adaptadas a ambientes antropicos. Constroem ninhos, com células de cria em favo
em uma grande variedade de locais, sendo estes ninhos muito caracteristicos, por
apresentarem estruturas para entrada e saida das abelhas muito elaboradas e
ornamentadas (Pedro e Camargo, 2003).
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Ja no género Frieseomelitta sdo conhecidas 16 espécies, distribuidas na
regido Neotropical da América do Sul e Central e México (Figura 2). Sdo abelhas
sociais, agressivas e possuem a caracteristica peculiar de depositar propolis sobre

suas colbnias. Constroem ninhos em ocos de arvores e em alguns casos em

grandes raizes mortas, com favos de cria mais frequentemente agrupados em
cachos (Michener, 2007).

Figura 1. Representagdo da distribuicdo geografica dos Meliponini no mundo.
Destaque em verde para a regiao neotropical. (Imagem retirada de Souza, 2010).



Nannotrigona Scaptotrigona

Partamona Frieseomelitta

Figura 2. Distribuicdo geografica dos géneros estudados no presente trabalho. |
(Imagem retirada de Camargo e Pedro, 2013).



1.3. Citogenética em Meliponini

Os primeiros trabalhos com cromossomos datam de 1875, quando
Strasburger publicou descri¢des claras e detalhadas de cromossomos mitéticos.
Estes trabalhos formaram as bases dos atuais estudos sobre cromossomos. Apenas
no inicio da década de 1880, o termo cromossomo foi criado. Com a redescoberta
dos trabalhos de Mendel, no inicio do século XX, foi percebido que o comportamento
dos cromossomos em uma célula em divisdo era exatamente o que se esperava
para explicar as teorias propostas por Mendel. Dessa forma, os cientistas
perceberam que o0s cromossomos continham as unidades genéticas, os genes,
responsaveis pela transmissao dos caracteres herdaveis. Surgia ai, a partir da uniao
entre a citologia e a genética, uma nova ciéncia, a citogenética. (Sumner, 2003)

A citogenética compreende os estudos relativos ao cromossomo no que diz
respeito a sua morfologia, organizagao, fungao e evolugdo. Ela tem sido uma
ferramenta amplamente utilizada na sistematica, na separacdo de espécies
morfologicamente semelhantes e na filogenia de diversos grupos de individuos
(Guerra, 1988).

Até a década de 80 a principal forma de se obter cromossomos metafasicos
em Meliponini era através da técnica de esmagamento, que permitia apenas a
obtencdo do numero cromossémico. Porém, em 1988, a técnica de secagem ao ar,
desenvolvida por Imai e colaboradores, permitiu a melhor visualizagdo dos
cromossomos e aplicagdo de técnicas, como bandeamentos, que permitem
melhores resultados na diferenciagdo dos cromossomos, que vao além da simples
determinacdo do numero cromossémico.

Em 1986, com a descoberta por Pinkel et al. e Cremer et al. da hibridizagao in
situ fluorescente (FISH) utilizando sondas nao radioativas, a citogenética comecou a
se desenvolver para um novo campo, o da citogenética molecular. O FISH
contornava o problema da resolugao limitada dos resultados obtidos utilizando-se
apenas técnicas de citogenética classica.

Dentre os insetos, a ordem Hymenoptera € uma das ordens que despertam
grande interesse na area da citogenética. Estudos citogenéticos iniciais da tribo

Meliponini foram realizados por Kerr (1948) com abelhas do género Melipona.
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Atualmente, dos 33 géneros de meliponineos Neotropicais, 24 séao
conhecidos citogeneticamente e as informagdes se limitam basicamente ao numero
cromossOmico e formula cariotipica, com poucos trabalhos na area da citogenética
molecular.

O numero cromossdmico obtido para as espécies de meliponineos descritas
citogeneticamente até o momento varia entre n=8 e n=17, sendo n=17 o numero
mais comum, presente em um maior numero de espécies (revisdo em Rocha et al.,
2003).

Dentre os géneros estudados no atual trabalho, foram descritas
citogeneticamente apenas duas espécies de Nannotrigona (Hoshiba e Imai, 1993;
Rocha et al., 2003), cinco de Scaptotrigona (Tarelho, 1973; Hoshiba e Imai, 1993;
Rocha et al., 2003) e onze do género Partamona (Tarelho, 1973; Brito et al., 1997,
2003 e 2005; Brito-Ribon et al. 1999; Martins et al., 2009). Todas essas espécies
apresentaram numero cromossOdmico 2n=34, sendo que no género Partamona foram
observados, cromossomos supranumerarios em P. helleri (Costa et al.,1992) e em P.
cupira (Marthe et al., 2010). J& no género Frieseomelitta, sete espécies tiveram seu
cariotipo descrito, € o numero cromossémico encontrado para todas elas foi 2n=30
(Rocha et al., 2003; Carvalho e Costa, 2011).

1.4. Nomenclatura e Classificagao Cromossémica

Para classificagdo dos cromossomos podem ser utilizadas diferentes
metodologias. Para abelhas a classificacdo comumente se da conforme critérios
propostos por Imai em 1991 e revistos por Hoshiba e Imai em 1993 para melhor
adequacgao aos processos observados em abelhas e vespas. A classificagao leva
em consideragcdo a morfologia dos cromossomos e a localizagdo dos blocos de
heterocromatina visualizados pela técnica de Banda C (Figura 3).
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Figura 3. Representagcdo esquematica dos cromossomos mais comumente
observados em abelhas e vespas, proposto por Hoshiba e Imai, 1993 (Imagem
retirada de Hoshiba e Imai, 1993).

1.5. Técnicas de Bandeamento

As técnicas para anadlise citogenética se baseiam na obtengdo de
cromossomos metafasicos ja que nessa fase os cromossomos se encontram no
maior nivel de compactacdo e individualizagdo. Para melhor observacdo dos
cromossomos devem ser utilizadas substancias antimitéticas, como a colchicina, que
se ligam as proteinas que formam o fuso mitético e impedem a sua polimerizagao,
fazendo com que o processo de divisdo celular seja interrompido e os cromossomos
permanegam condensados (Guerra, 1988).

Os primeiros trabalhos com citogenética se limitavam apenas a identificacédo e
contagem do numero cromossdémico. A partir do desenvolvimento de técnicas de
bandeamento foi possivel mostrar a existéncia de regides diferentes e constantes
Nnos cromossomos, que em muitos casos refletem a composicdo das bases do DNA
(Sumner, 2003).

O surgimento dessas técnicas auxiliou na caracterizagdo, separagcado e
pareamento dos cromossomos homoélogos, além de permitir a detecgcdo de
pequenas variagdes estruturais auxiliando no detalhamento das transformagdes que
ocorreram em grupos de espécies proximas, com caridtipos muito semelhantes
(Guerra, 1988).
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Dessa forma, a medida que técnicas de coloracdo e de bandeamento foram
surgindo, a estrutura e a fungdo cromossémica puderam ser estudadas de forma

mais eficiente, promovendo um avango na citogenética.

1.5.1. Banda C

O conceito de heterocromatina foi inicialmente definido por Heitz em 1928
como a cromatina que, diferentemente do restante da cromatina, permanece
condensada durante todo o ciclo celular, ndo sofrendo ciclos de condensacéo-
descondensacao (Sumner, 2003)

A heterocromatina apresenta pouca ou nenhuma atividade génica, até mesmo
pelo alto nivel de condensacao, que impede a transcrigdo e sao regides constituidas
por sequéncias altamente repetitivas organizadas em tandem. (Guerra, 1998).
Possui localizagdo centromérica preferencial, o que serviu para dar o nome a
técnica. Entretanto, ela pode ser encontrada em outras regiées ou em quase toda a
extensao do cromossomo. Percebe-se entdo que a quantidade de heterocromatina
pode variar entre as espécies e mesmo dentro da prépria espécie (Sumner, 2003).

A heterocromatina é dividida em duas classes, a heterocromatina constitutiva,
que permanece condensada durante todo o ciclo celular em todas as células do
organismo e que apresenta baixa atividade génica e a heterocromatina facultativa,
frequentemente associada a cromossomos sexuais cuja atividade é regulada por
mecanismos epigenéticos (Sumner, 2003).

Classificagdes mais atuais definem a heterocromatina nao apenas pelo nivel
de condensagdo ou pela baixa atividade genica, mas também pelas suas
propriedades de coloracao diferencial por técnicas de bandeamento e pelos tipos de
proteinas associadas ao DNA que contém.

A técnica de banda C foi desenvolvida nos anos 70, consiste, basicamente,
no tratamento da ldmina contendo o material com um acido forte, geralmente o acido
cloridrico, que depurina e desnatura o DNA e posterior tratamento com uma solugao
alcalina, NaOH ou Ba(OH),, que hidrolisa o DNA depurinado. As laminas sao, entéo,
incubadas em solugdo salina aquecida e o DNA fragmentado é extraido dos

cromossomos. O DNA da heterocromatina € menos removido, talvez por apresentar
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uma associacdo mais forte com proteinas ou pela sua natureza mais compacta. As
ldminas sdo entdo lavadas e coradas com Giemsa. Os blocos escuros que surgem

sdo as regides de heterocromatina (Sumner, 2003).

1.5.2. Fluorocromos

Fluorocromos sao corantes capazes de se ligar a pares de base especificos e
que, ao serem excitados por uma fonte de luz, emitem fluorescéncia, dependendo
do comprimento de onda absorvido. Sao capazes de se ligarem a regides
especificas do DNA e desta forma evidenciam a natureza e a constituicao molecular
dessas regides (Sumner, 2003).

A primeira técnica de bandeamento usando fluorocromos foi realizada por
Sumner em 1990 usando o fluorocromo quinacrina mostarda. Atualmente, os
fluorocromos sao divididos em duas classes, os que possuem afinidade por bases
AT, como o DAPI (4—6—diamidino—2—phenylindole), Quinacrina, Hoechst 33258 e os
especificos para GC, CMA3 (Cromomicina A3), Mitramicina, Actinomicina D
(Menezes, 1997). Para serem observados os cromossomos, deve ser utilizado um
microscopio de epifluorescéncia composto de fonte luminosa, lentes de aumento
adequadas e jogos de filtro capazes de filtrar a luz de determinados comprimentos
de onda.

Brito e colaboradores, em 2003, observaram em Partamona peckolti
correlagao entre regides coradas pelo CMA; e regides organizadoras de nucléolo
(NORs). Essa correlagao ja foi observada em alguns insetos, inclusive em outros
Meliponini (Rocha e Pompolo, 1998; Caixeiro, 2003; Mampumbu, 2002; Rocha et al.,
2002). Como a localizagao dessas regides utilizando a técnica de Ag-NOR proposta
por Howell e Black (1980) nédo apresenta bons resultados para os Meliponini, tendo
sido obtido apenas para um numero muito reduzido de espécies, o uso de
fluorocromos apresenta uma alternativa viavel para a identificagdo das NORs em

abelhas sem ferrao.
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1.5.3. Regiao 18S e FISH

A regido organizadora do nucléolo € a maior e mais conspicua regiao nuclear.
A razao para o nucléolo e as NOR serem tao proeminentes é o fato que esta € a
regidao nuclear responsavel producdo e processamento do RNA ribossomal,
necessario para toda a sintese proteica da célula. Os genes ribossOmicos estado
presentes em copias multiplas, mesmo em organismos com genomas muito
pequenos (Sumner, 2003).

Estes genes estdo organizados nos eucariotos em duas distintas familias,
ambas compostas de um grande numero de copias arranjadas em série no genoma.
As unidades de transcricdo da primeira familia inclui os maiores genes 18S, 5.8S e
28S, que constituem as regides organizadoras de nucléolo. A segunda familia
compreende o0 gene que codifica o rRNA 5S localizado independente dos demais
rRNAs. Estas duas familias séo transcritas por polimerases distintas (Drouin e
Moniz de Sa, 1995).

Os genes ribossomais consistem em uma unidade basica repetitiva,
geralmente rica em pares de base GC (Miller, 1981), composta por espagadores
intergénicos, que ndo séo transcritos, e os genes ribossdbmicos de fato, separados
por espagadores internos, que sao transcritos. A por¢cdo dos genes que é transcrita
apresenta alta homologia em espécies diferentes, porém, a regido espacadora
intergénica, maior componente da unidade repetitiva, € bastante variavel, até mesmo
por serem regides que nao estdo sob acdo de forgas de selegdo (Sumner, 2003).
Por essa razao, sondas desenvolvidas para organismos muito diferentes podem ser
inespecificas.

No final da década de 60, Gall e Pardue descreveram pela primeira vez a
hibridizacdo in situ (ISH) utilizando sondas radioativas de DNA repetitivo em
preparacgdes citogenéticas utilizando sequencias 5S, 18S e 28S em Drosophila. Em
1986 Pinkel et al. e Cremer et al. reportaram a hibridag&o fluorescente in situ (FISH)
usando sondas nao radioativas.

O FISH (Fluorescent in situ Hybridization) € uma técnica citogenética utilizada
para a localizacado de sequéncias especificas de DNA por meio de sondas marcadas

com fluoroforos que se ligam a regides alvo nos cromossomos.
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A técnica de FISH consiste no anelamento especifico de uma sonda de
oligonucleotideos marcados (fluorescéncia, radiagdo) com sequéncias de acido
nucléico nos cromossomos da espécie que esta sendo analisada, possibilitando a
deteccdo de sequéncias especificas de DNA de cromossomos metafasicos e
nucleos interfasicos (Beatty et al., 2002). Essa técnica permite que sequéncias alvo
de DNA possam ser localizadas e que o genoma inteiro de uma espécie,
cromossomos inteiros, sub-regides cromossdmicas ou sequéncias de copia unica
possam ser avaliadas, dependendo da complexidade da sonda usada e da
combinacao de sequéncias especificas.

As sondas podem ser obtidas a partir de DNA de sequéncias unicas, DNA
repetitivo (satélite e teldbmero), sequéncias loco-especificas obtidas por amplificagao
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), grandes sequéncias de DNA
genbmico clonadas em vetores, bandas cromossOmicas, sequéncias brago
especificas e cromossomos inteiros obtidos por microdisseccéo (Beatty et al., 2002).
A marcacdo destas sondas pode ser realizada de maneira direta, usando
nucleotideos marcados, ou de maneira indireta, usando moléculas repérteres, que
se ligam aos nucleotideos e emitem fluorescéncia (Sumner, 2003).

As regides de rDNA variam de espécie para espécie em numero e
localizagdo, por isso sao uteis como marcadores cromossdmicos e fornecem
importantes evidéncias sobre a evolugdo do genoma em niveis moleculares e

cromossOmicos (Fontana et al., 2003).

1.6. Evolugdo cromossdmica

Em 1972, Kerr e Silveira, na tentativa de explicar os processos envolvidos na
evolucdo cariotipica dos Meliponini, sugeriram a Teoria da Poliploidia, em que os
numeros cromossOmicos observados para as abelhas sem ferrdo seriam fruto da
poliploidizacao de um cariétipo 2n=8. Porém, essa teoria ndo explicava o que
estaria ocorrendo em Meliponini porque a poliploidia implicaria no aumento do
tamanho do genoma nas espécies com maior numero cromossdmico se comparado
com as com menor numero, além de n&o explicar as variagbes cromossOmicas € a

presenca de heterocromatina observada em varias espécies (Tavares et al. 2010).
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A Teoria da Interacdo Minima, proposta por Imai em 1986 para formigas foi
sugerida por Pompolo em 1992, como um possivel modelo para a evolugao
cariotipica dos Meliponini. De acordo com essa teoria, cariotipos ancestrais
apresentariam cromossomos maiores € em menor numero que, com o tempo, se
tornariam menores e mais numerosos através de ciclos de rearranjos, como fissdes
e inversdes pericéntricas. Esse aumento do numero cromossémico seria vantajoso
por reduzir as interagdes entre os cromossomos, que poderiam causar alteragdes
deletérias.

A fissdo de um cromossomo metacéntrico (M), que resultaria em redug¢do do
numero cromossOdmico, apresenta um novo problema ja que 0s cromossomos
telocéntricos (T) formados apresentam instabilidade telomérica. Diferentes
organismos apresentam diferentes mecanismos para solucionar o problema da
instabilidade telomérica (Imai, 1991).

Hoshiba e Imai (1993) realizaram um extenso trabalho com abelhas e vespas
com o objetivo de entender como a evolugao cariotipica teria ocorrido nestes
organismos e concluiram que nos Hymenoptera a instabilidade é solucionada pelo
crescimento em tandem de heterocromatina na regido de quebra, o que leva a
formacdo de cromossomos acrocéntricos e, posteriormente, pseudoacrocéntricos
(com um dos bragos inteiramente heterocromatico) (Figura 4). Apesar de esta ser
considerada a principal via de alteragbes cromossémicas ocorridas durante a
evolucdo dos Meliponini, outros tipos de cromossomos podem ter se originado
conforme proposto pela rede de alteracbes cromossdémicas apresentadas por esses
autores (Figura 5). Hoshiba e Imai (1993) propdem que a alta instabilidade
telomérica seja, portanto, responsavel pela marcada presenga de cromossomos
pseudoacrocéntricos em cariétipos com alto numero cromossémico nos
Hymenoptera.

Assim, o aumento do numero de espécies analisadas citogeneticamente
permitira um melhor conhecimento das caracteristicas cromossémicas dessa tribo,
fundamental para o entendimento dos processos que levaram as mudangas no

cariétipo do grupo.
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Figura 4. Principal via proposta por Hoshiba e Imai (1993) para explicar a evolugao
do cariétipo em abelhas e vespas. M: metacéntrico, T: telocéntrico, A: acrocéntrico,

AM: pseudoacrocéntrico. (Imagem adaptada de Hoshiba e Imai, 1993).

s — Cil — CCi
M- 7 v
0 0 2
1 : H
1 : e
. .
— 3 — CC
St — cct
------- M- i M
E e /:\h\ ‘9,’1’ ?
\ N
vl ' 9 1w
=y v N oSS a3
1 ~, g '
¥ s A ) '
R '
H > ¢ 2 T N
» (T) é ' s '
¥
2 << ‘I‘_‘_ l’ \ ‘-:
' fos W
i 1E TN T
% ’ =/ Ne )
% ¥ 2o BT g Yy
’ S N RN I
Y : ¢ 'éé-\_ : & "7y '~
........ oo Cc 2 N
| h
A A LA TR A
' A ACt g A A A
¥ A g .
' : Minv .
{ F RN SRR ...'.'.'.'.'.'.'.':.'.'.'.'.'.'.'.':.'.'.'.':.'.'.'.'f.'.'.'.'.'.'.':.'.':.':.'.':Z:.'::.'.':ZI:::::.':::'.Z'.'.'.::Z'.n...'.l.s....
v {
v Vi
i Ci Hei eci
A A A A

Figura 5. Rede de alteragbes cromossémicas baseada na frequéncia dos tipos de
cromossomos observados em abelhas e vespas por Hoshiba e Imai (1993). (Imagem

retirada de Hoshiba e Imai, 1993).
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar citogeneticamente cinco
especies de abelhas da Amazbnia pertencentes aos géneros Nannotrigona,
Scaptotrigona, Partamona e Frieseomelitta, visando dessa forma ampliar o
conhecimento citogenético de espécies dos géneros estudados que ocorrem na

Amazobnia.

2.1. Objetivos especificos

- Avaliar o numero cromossémico e a distribuicdo da heterocromatina por meio de
coloragao convencional e banda C;

- Avaliar a composi¢gdo da cromatina baseado em fluoroféros base-especificos
(CMA3/DAPI);

- Localizar regides de rDNA 18S nas espécies estudadas;

- Discutir aspectos da evolugao cariotipica nessas espécies com base nos dados
obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico

Cinco espécies de Meliponini compreendidos em quatro géneros foram
coletadas e disponibilizadas para amostragem na Amazdnia em maio de 2013. As
coldénias foram transferidas para o meliponario da base de resgate da Usina
Hidrelétrica de Belo Monte em Altamira-PA e mantidas em caixas de criagcao
racionais de Meliponini. Foram retiradas cerca de 20 larvas de cada colbnia para
andlise citogenética e individuos adultos foram coletados, montados e
posterirormente identificados.

As abelhas foram identificadas até género para Partamona sp.,
Frieseomelitta sp1. e sp2. e até espécie para Nannotrigona punctata e Scaptotrigona
bipunctata utilizando chaves propostas na literatura e confirmadas por um
especialista. Os espécimes se encontram depositados na colecdo do Museu

Regional de Entomologia da Universidade Federal de Vigosa, Apiario Central.

3.2. Obtengao dos cromossomos metafasicos

As laminas foram confeccionadas na base de resgate onde foi coletado o
material bioldgico e armazenadas em geladeira para posterior analise.

Os cromossomos metafasicos foram obtidos conforme metodologia de Imai et
al. (1988) a partir de ganglios cerebrais de larvas no estagio de defecagao.

As larvas foram dissecadas e os ganglios cerebrais extraidos e colocados em
solucdo de colchicina 0,005% e citrato de sodio 1% por cerca de meia hora para
todas as espécies. Todos os individuos dissecados eram fémeas, portanto nao
foram observadas metafases de machos neste trabalho.

ApOs esse tempo, os ganglios foram transferidos para uma lamina,

macerados para romper as células e lavados com uma série de fixadores: Fixador 1
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(acido acético, etanol e agua 3:3:4), Fixador 2 (acido acético e etanol 1:1) e Fixador

3 (acido acético puro).

3.3. Coloragao Convencional

O material biolégico nas laminas foi corado com solugao de Giemsa e tampao
Sorensen (0,06 M, pH 6,8) 4%, por 30 minutos e em seguida lavadas em agua

corrente e deixadas secar a temperatura ambiente.

3.4.Banda C

A metodologia empregada foi baseada em Sumner (1972), com modificagdes,
e encontra-se descrita a seguir:
- Incubagao das laminas em solugdo de Acido Cloridrico (HCI) 0,2 M por 6 minutos.
- Lavagem rapida em agua destilada.
- Tratamento com solugéo de Hidroxido de Bario 5% a 60 °C por 9 minutos.
- Lavagem em HCI 0,2 M por cerca de 30 segundos.
- Lavagem rapida em agua destilada.
- Lavagem com 2x SSC (Citrato de Sddio: Cloreto de Sddio) pH 7,0 a 60 °C em
banho-maria por 12 minutos.
- Lavagem em agua destilada.
- Deixar secar naturalmente.
- Coloragao com solugéao de Giemsa em tampéao Sérensen (0,06 M, pH 6,8) 8% por

20 minutos a temperatura ambiente.

3.5. Fluorocromos
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A coloragéo DA/DAPI/CMA3 (distamicina/4’-6-diamidino-2-
phenylindole/cromomicina Asz) seguiu as recomendagdes de Schweizer (1980).
- Colocar sobre o material 150 ul de solugdo de distamicina (0,3 mg/ml), cobrir com
uma laminula e deixar por 15 minutos no escuro.
- Retirar a laminula e lavar a lamina em agua corrente.
- Mergulhar a lamina em solu¢ao tamp&o Mcllvaine por 15 minutos e deixar secar.
- Mergulhar a lamina em solugao DAPI (0,3 ug/ml) por 15 minutos no escuro.
- Lavar a lamina em agua corrente.
- Mergulhar a Iamina em solug¢ao tamp&o Mcllvaine por 15 minutos e deixar secar.
- Colocar sobre o material 150 pl de solugdo de cromomicina A3 (0,5 mg/ml), cobrir
com laminula e deixar por 60 minutos no escuro. Retirar a laminula e lavar a lamina
em agua corrente.
- Mergulhar a lamina em solugdo tampé&o Mcllvaine por 15 minutos.
- Apos secar ao ar, montar com solugao de sacarose e manter guardada no escuro a

temperatura ambiente por 15 dias, ou por 7 dias a 37° C em estufa.

3.6. FISH (Fluorescent in situ Hybridization)

As sondas das regides de rDNA 18S foram obtidas por amplificacdo via PCR
utilizando-se primers de rDNA 18S, 18SF1 (5GTCATATGCTTGTCTCAAAGA?’) e
18SR1 (3TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGCYS’) para a espécie Scaptotrigona
bipunctata e 18SF2 (5TAATTCCAGCTCCAATAG3) e 18SR2
(3CCACCCATAGAATCAAGAY’) para a espécie Nanotrigona punctata e Partamona
sp., obtidos para a abelha sem ferrdao Melipona quinquefasciata (Pereira, 2006) e
amplificados em DNA de Melipona. A marcagao foi realizada pelo método indireto
utilizando-se nucleotideos marcados com digoxigenina durante a amplificagao.

A metodologia empregada de hibridagao in situ fluorescente (FISH) em
cromossomos metafasicos, baseou-se em Pinkel et al. (1986) com modificagbes. A
metodologia encontra-se descrita a seguir:

- Lavar as laminas em tampao PBS 1x durante 5 minutos em temperatura ambiente.
- Desidratar as laminas em série alcoolica (gelada) 70, 85 e 100%, 5 minutos cada

(secar).
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- Incubar as laminas em 100 pyl de RNAse (0,4% RNAse/2x SSC) a 37° C por 1 hora
em camara umida com agua milli-Q.

- Lavar 3X por 5 min em 2xSSC e depois durante 5 min em PBS 1X.

- Incubar as laminas por 10 min em solug¢ao de pepsina 0,005% (em 10mM HCI) a
37° C.

- Lavar em PBS 1x durante 5 minutos (agitando) a temperatura ambiente.

- Fixar em formaldeideo 1% em PBS 1X/50mM MgCl, durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

- Lavar em PBS 1x por 5 minutos (agitando).

- Desidratar as laminas em série alcodlicas (70, 85, 100 %) por 5 minutos cada.
Simultaneamente a isso, desnaturar a solugdo de hibridacdo a 100 °C por um
periodo de 10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo. A solugao de hibridagao
consiste em 200 pl Formamida (50% de Formamida), 80 ul Sulfato de Dextrano 50%,
40 pl de 20x SSC, 80 pl de H>0, aos quais serdo adicionados 1 ug de sonda.

- Desnaturar o DNA cromossémico com formamida 70% em 2x SSC a 70 °C por 5
minutos.

- Desidratar o material em série alcodlica 70, 85 e 100% durante 5 minutos cada.

- Preparar uma camara umida a 37 °C. Montar cada lamina com 50 ul de solugao de
hibridagdo, cobrir com laminula, colocar na camara umida e deixar overnight numa
estufa a 37 °C.

- No dia seguinte, lavar 2 vezes em formamida 15%/0,2x SSC pH 7.0 a 42 °C por 10
minutos.

- Lavar as laminas 3 vezes em 0,1x SSC a 60 °C, por 5 minutos cada (agitando).

- Lavar durante 5 minutos em solucao de Tween 0,5%/4x SSC, ambiente.

- Incubar as laminas em tamp&o 5% NFDM (no fat dry milk) /4x SSC por 15 minutos.

- Lavar 2 vezes por 5 minutos cada com Tween 0,5%/4x SSC, temperatura
ambiente.

- Incubar as laminas com 100 ul do mix (5 yl Anti digoxi rodamina + 995 yl NFDM)
durante 1 hora em camara umida e escura, a temperatura ambiente.

- Lavar 3 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4x SSC, ambiente.

- Desidratar em alcool 70, 85 e 100%, 5 minutos cada (secar); em seguida, montar
as laminas com solugdo de DAPI + Antifading (Vectashield Mounting Medium with
DAPI, 1,5ug/ml), colocar 40 pl da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.
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3.7. Obtencgao e Captura de Imagens

Para cada uma das técnicas acima descritas, foram analisadas cerca de 5
laminas e, em média, 20 células metafasicas por lamina em um microscépio
OLYMPUS BX-60, acoplado a um equipamento fotografico, sob objetiva de imersao
e um analisador de imagens.

As laminas preparadas pela coloragdo convencional e pela técnica de Banda
C foram analisadas ao microscopio de luz, as imagens capturadas e posteriormente
analisadas.

Laminas coradas com fluorocromos (CMA; e DAPI) foram analisadas em
fotomicroscopio de epifluorescéncia, utilizando-se os filtros de excitacdo de 450-
480nm (CMA;3) e de 330-385nm (DAPI).

Os Programas Corel Photo-Paint® e CorelDraw® (versdo 12, Corel
Corporation, 2003) e Image Pro Plus™ (versdo 4.5, Media Cybernetics, 2001) foram

utilizados para medi¢ao, analise das imagens e montagem dos cariétipos.
3.8. Classificagao dos Cromossomos

Os cromossomos foram classificados segundo os critérios propostos por Imai
(1991) e revistos por Hoshiba e Imai (1993). Os tipos de cromossomos observados e
0s nomes a eles dados sdo mostrados na Figura 6 para melhor entendimento dos

resultados que serao posteriormente apresentados.

Ai AM AMi M M ct

Figura 6. Representagcdo dos tipos cromossOmicos observados no trabalho. A:
acrocéntrico, A®: acrocéntrico eucromatico, A°S: acrocéntrico eucromatico com

A Ae Aec Mt
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heterocromatina na regido centromérica, Ai: acrocéntrico com heterocromatina na
regido intersticial, AM: pseudoacrocéntrico, AM: pseudoacrocéntrico com
heterocromatina na regido intersticial, M: metacéntrico, M®: metacéntrico com
heterocromatina centromérica e terminal M" metacéntrico com heterocromatina
intersticial e terminal. (Adaptado de Hoshiba e Imai, 1993).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao cariotipica

Nannotrigona punctata

O numero cromossOmico observado para a espécie Nannotrigona punctata foi
2n=34. Este numero coincide com o obtido por Hoshiba e Imai (1993) e Rocha e
colaboradores (2003) para Nannotrigona testaceicornis e por Rocha e colaboradores
(2003) para Nannotrigona. sp. Apesar do pequeno numero de espécies com
citogenética conhecida, o numero cromossdmico foi constante no género como visto
em outros Meliponini.

A férmula cariotipica obtida, levando em consideracdo a morfologia e a
distribuicdo da heterocromatina nos cromossomos, evidenciada pela banda C, foi
2K=6A°%+62°+8Al+10AM+2AM+2M" (Figuras 7A e 7B).

Foram visualizadas bandas na regidao intersticial de cromossomos
acrocéntricos, regides eucromaticas na porcao terminal de alguns cromossomos,
bem como cromossomos metacéntricos (Figuras 7B e 7C). Assim como observado
no presente trabalho, em um estudo realizado por Hoshiba e Imai (1993) com a
espécie N. testaceicornis, foram encontrados, predominantemente, cromossomos
pseudoacrocéntricos e acrocéntricos, enquanto Rocha et al. (2003) demonstraram
apenas a presenga de cromossomos pseudoacrocéntricos e acrocéntricos em outras
espécies do género estudadas.

Na coloracdo por fluoréforos base-especificos, foram observadas duas
marcagdes CMA;'/DAPI™ na regido terminal do brago heterocromatico (Figuras 8A e
8B). A localizagéo do rDNA 18S coincidiu com a marcagdo CMA;" (Figuras 8A e 8C).
A coloragcdo com DAPI nas metafases pré-tratadas para a FISH mostrou que em
alguns cromossomos a regido pericentromérica foi DAPI™ (Figura 8D). Também nas
espécies do género Nannotrigona avaliadas por Rocha et al. (2003), o numero de

marcagdes CMA; foi variavel, tendo sido observados apenas dois cromossomos
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marcados pelo CMA3;" na porgéo terminal de N. testaceicornis e trés cromossomos

marcados em Nannotrigona sp
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Figura 7. Cariétipo dos cromossomos metafasicos de
Nannotrigona punctata. A) coloragdo convencional e B) Banda
C. C) Metafase de N. Punctata submetida a técnica de banda C.
Cabeca de seta: heterocromatina intersticial. Seta: regido
eucromatica terminal. A e B: barra=5um; C: barra 10um.
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Figura 8. Fluorocromos e FISH em Nannotrigona punctata. A) e B) Fluorocromos:
CMA; (A), setas apontam regides CMA;"; DAPI (B), setas apontam regides DAPI".
C) FISH evidenciando a regido rDNA 18S (setas), cromossomos corados com
DAPI. D) Coloragao com DAPI nas metafases pré-tratadas para a FISH, setas
indicam regides pericentroméricas DAPI*. A e B: barra=5um; C e D: barra 10um.
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Scaptotrigona bipunctata

O numero cromossémico diploide observado em Scaptotrigona bipunctata foi
34 para todas as metafases analisadas, mesmo numero observado para S. postica,
S. barrocoloradensis, S. depilis, S. xanthotricha Scaptotrigona sp. (Tarelho, 1973;
Hoshiba e Imai, 1993; Rocha et al., 2003; Duarte et al., 2009).

A formula cariotipica foi 2K=16A+4A*+14AM. Uma diferenca em relagéo as
outras espécies descritas para o género Scaptotrigona foi a presengca de
cromossomos acrocéntricos eucromaticos com uma regido heterocromatica na
porgdo centromérica (A%°) (Figuras 9A e 9B). Os cromossomos da espécie sdo
predominantemente acrocéntricos, variando a por¢gao de heterocromatina presente
no brago heterocromatico.

Os pares de cromossomos pseudoacrocéntricos 11, 12 e 13 apresentaram
um padrao diferente no brago heterocromatico, onde as regides terminais aparecem
fracamente marcadas pela banda C (Figura 9B). Em trabalhos com outras espécies
de Meliponini, esse padrao ja havia sido observado para Partamona (Brito et al.,
2005; Miranda, 2012). Domingues et al. (2005) na espécie Trigona fulviventris,
também chamam atencdo para a coloracdo diferencial nas regides de
heterocromatina. Brito et al. (2005) estudaram as espécies P. helleri e P.
seridoensis aplicando a técnica de bandeamento GTG de acordo com Seabright
(1971) e mostraram que a heterocromatina nas regides pericentroméricas dessas
espécies apresenta uma composicao diferente daquela presente na porgao distal
dos bragos de alguns pares cromossomos dessas espécies. Uma hipdtese que
poderia explicar essa variagcdo € que essa regidao corresponda a heterocromatina
com constituicdo ou nivel de compactacido diferente e constitui um aspecto a ser
estudado visto que a adigcao de heterocromatina € um fator importante na evolucao
cariotipica de Meliponini.

Na coloracéo por fluorocromos, foram observadas seis marcacdes CMA3" na
porcao terminal do brago heterocromatico (Figura 10A), enquanto que o restante
desse brago mostrou-se DAPI" (Figura 10B).

Pela técnica de FISH foi verificado um par marcado na porgédo terminal do
braco heterocromatico (Figura 10C). Ao contrario de Nannotrigona punctata o

numero de marcacdes evidenciado pela FISH e pelo CMAs;" em S. bipunctata nao foi
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coincidente (Figuras 10A e 10C). Resultado semelhante foi verificado em
Scaptotrigona xantotricha onde o numero de marcagbes NOR™ detectados por Ag-
NOR néo foi coincidente com o nimero de marcagdes CMA3*, o que demonstra que
nem sempre essas regides sdo coincidentes (Duarte et al., 2009). Mandrioli et al.
(2001) observaram sitios NOR positivos a prata e a hibridizagdo com sondas rDNA
45S que apresentaram-se negativos ao CMA3z no peixe Gobius niger. Portanto,
apesar da relagdo entre o numero de regides CMA3"/Ag-NOR*/FISH ser verdadeira
para muitas espécies, mais estudos sao necessarios para confirmar a

correspondéncia ou nao dessas regides em S. bipunctata.
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Figura 9. Cariétipo dos cromossomos metafasicos de Scaptotrigona bipunctata. A)
coloragao convencional e B) Banda C. Barra = 5
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Figura 10. Fluorocromos e FISH em Scaptotrigona bipunctata. A) e B)
Fluorocromos: CMA; (A), setas apontam regides CMA3;"/DAPI"; DAPI (B), setas
apontam regides DAPI/CMA3". C) FISH evidenciando a regido rDNA 18S (setas).
Barra 10um.
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Partamona sp.

Foram observados 34 cromossomos para todas as células metafasicas
diploides analisadas. Esse € um dos géneros de Meliponini com maior numero de
espécies com informagdes citogenéticas. Dentre as 32 espécies conhecidas, onze ja
foram analisadas e apresentam o mesmo numero cromossdmico. Uma caracteristica
marcante nesse género € a presenga de cromossomos B, os quais ja foram
observados em P. helleri (Costa et al., 1992, Brito et al., 1997, Tosta et al. 1998,
Martins et al., 2009), P. cupira (Marthe et al, 2010) e também P. rustica, e P. criptica
por meio de marcador molecular (Miranda, 2012). No entanto, nao foi verificada a
presenca de cromossomos supranumerarios na espeéecie de Partamona analisada
nesse trabalho, ou pelo menos nessa populagao.

A férmula cariotipica obtida foi 2k=2A+30AM+2M (Figuras 11A e 11B). Esse
padrao, com alto numero de cromossomos pseudoacrocéntricos, parece ser comum
em Partamona considerando que ja foi observado em P. helleri (Brito, 1998),
Partamona sp. (Brito-Ribon et al. 1999), P. peckolti (Brito et al. 2003), P.
seridoenses (Brito et al, 2005), P. nhambiquara e P.chapadicola (Lopes, 2011).
Porém, Martins et al. (2014) estudando populagdes de P. helleri verificaram apenas
a ocorréncia de cromossomos metacéntricos.

Seis marcagdes CMA;*/DAPI foram visualizadas em Partamona sp., todas em
regides terminais dos cromossomos. Comparando estes dados com os de trabalhos
anteriores observa-se um numero variavel de marcagdes CMA; positivas entre as
espécies bem como intraespecificamente no género Partamona (Brito et al., 2005;
Marthe et al.,, 2010; Martins et al., 2014), inclusive marcagcbes em cromossomos
supranumerarios (Marthe et al., 2010; Martins et al., 2014)

Assim, como o numero de marcacdes CMA3*, o niumero de NORs em
Partamona parece ser bem variavel. Apenas dois cromossomos apresentaram
marcacgao para a regido rDNA 18S utilizando a técnica de FISH (Figura 12C). Brito et
al. (2005) observararm sete marcagcdes em P. seridoensis e reportaram ainda, uma
variagdo intraespecifica para P. helleri, em que uma das colonias estudadas
apresentou seis enquanto a outra oito cromossomos marcados. Martins et al. (2014)
estudando P. helleri observaram quatro marcacdes para o rDNA 45S e ainda

algumas marcagdes nos cromossomos Bs dessa espécies.



31

Aal g8
1
3 e 313 3y &
« 38 38 te 33 ¢
7

9 10 11

ge 23 88 3t a3

15 16

M| 88
17

Tall
Ny

- )l IRISIEL

] SR T 14 h >)
o |3t

Figura 11. Caridtipo dos cromossomos metafasicos de Partamona sp.. A)
coloragao convencional e B) Banda C. Barra = 5y
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Figura 12. Fluorocromos e FISH em Partamona sp.. A) e B) Fluorocromos: CMA3;
(A), setas apontam regides CMA3;*/DAPI’; DAPI (B), setas apontam regides DAPI
/ICMA3". C) FISH evidenciando a regiéo rDNA 18S (setas). Barra 10um.
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Frieseomelitta sp.

As duas espécies do género Frieseomelitta analisadas neste trabalho
apresentaram numero cromossdmico 2n=30, coincidindo com o observado para as
demais espécies de Frieseomelitta que tiveram seu cariotipo descrito. Esse numero
cromossOmico ndo é comum entre os Meliponini, tendo sido observado apenas em
outros trés géneros, Duckeola (Kerr, 1972), Geotrigona (Rocha et al., 2003) e
Leurotrigona (Pompolo e Campos, 1995). Destes quatro géneros, apenas Duckeola
apresenta uma estreita relagdo filogenética com o género Frieseomelitta
(Rasmussen e Cameron, 2010), além de serem morfologicamente muito
semelhantes.

A formula cariotipica obtida para ambas espécies foi 2K=4A+20AM+4M+2M°
(fig. 13A e 13B). O alto numero de cromossomos pseudoacrocéntricos foi
consistente com os resultados previamente reportados no género, exceto para F.
trichoceratta (Costa (2003), citado por Carvalho e Costa, 2011), em que foi
observado um numero alto de cromossomos acrocéntricos.

As espécies de Frieseomellita avaliadas nesse estudo mostraram férmula
cariotipica similar. A conservacido da formula cariotipica também foi observada nas
espécies F. dispar, F. francoi, F. varia, F. doederleini, F. languida. Assim como
encontrado no presente trabalho, Carvalho e Costa (2011) observaram em F. dispar
e F. francoi dois pares de cromossomos metacéntricos com cromatina terminal. Além
disso, essa morfologia parece corresponder ao décimo par cromossémico em F.
varia e ao nono par em F. doederleini observados por Rocha et al. (2003). Segundo
Imai (1991), cromossomos dessa morfologia seriam produtos de inversdes
pericéntricas de um ancestral acrocéntrico.

N&o foi possivel observar marcagdes de fluorocromos (CMA3; e DAPI) e FISH

devido a qualidade das preparacoes.
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Figura 11. Cariétipo dos cromossomos metafasicos de Partamona sp.. A) coloragdo convencional e
B) Banda C. Barra = 5
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4.2. Evolugao cromossomica

O numero cromossdmico observado nesse trabalho para as espécies
Nannotrigona punctata, Scaptotrigona bipunctata e Partamona sp. foi 2n=34, um
numero comum observado nos Meliponini (Rocha et al., 2003). Ja as duas espécies
de Frieseomelitta estudadas (sp1 e sp2), apresentaram 2n = 30 cromossomos, que &
um numero menos frequente entre as abelhas sem ferrdo Neotropicais, tendo sido
descrito apenas nos géneros Duckeola (Kerr, 1972), Geotrigona (Pompolo e
Campos, 1995), Celetrigona (Mauricio et al, 2012; Tarelho, 1973) e Leurotrigona
(Rocha et al., 2003).

De acordo com a filogenia proposta por Rasmussen e Cameron (2010), os
Meliponini Neotropicais inicialmente divergiram em dois clados, separando
Trigonisca sensu lato (Clado Trigonisca s.l.), que compreende o0s géneros
Dolichotrigona, Trigonisca, Celetrigona e Leurotrigona, do restante dos
meliponineos. Posteriormente houve uma segunda separacéo entre Melipona sensu
lato (Melipona s.l.) e os demais Meliponini (chamado no presente trabalho de Clado
3) (figura 14).

A Teoria da Interagdo Minima, proposta por Imai (1986) e adaptada para
abelhas e vespas (Hoshiba e Imai, 1993) propde que os cari6tipos hoje observados
nos Meliponinni seriam derivados de eventos de fissdo ocorridos em um ancestral
com baixo numero cromossémico e posterior acumulo de heterocromatina. Esses
eventos levariam ao aumento do numero de cromossomos e ao surgimento de
bracos heterocromaticos.

O caridtipo da maioria dos géneros de meliponineos parece ter evoluido de
acordo com essa teoria (Rocha et al., 2003). Porém, os dados citogenéticos do
género Melipona n&o corroboram com essa explicagdo para a evolugéao
cromossOmica do género, ja que possuem baixo numero de cromossomos (n=9 e
2n=18), sendo que a maioria possui morfologia metacéntrica, diferentemente dos
pseudoacrocéntricos observados predominantemente no restante da tribo. Além
disso, apresentam distribuicdo da heterocromatina muito diferente do esperado
segundo a teoria proposta por Imai. (Rocha, 2002). Assim, os processos envolvidos
na evolugdo cromossémica de Melipona parecem ter sido diferente dos outros

meliponineos Neotropicais, o que pode ser reforgcado pela filogenia proposta por
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Rasmussen e Cameron (2010), visto que as espécies de Melipona estao agrupadas
em um ramo a parte (Figura 14).

Dentro do Clado 3 estdo incluidas espécies de varios géneros, que estao
distribuidos em toda regido a Neotropical. O numero cromossémico 2n=34 é uma
caracteristica compartilhada pela maioria das espécies desse clado para as quais ja
foram realizados estudos citogenéticos. Isso sugere que esse carater,
possivelmente, € mais antigo e as variagbes numeéricas observadas em alguns
géneros sao devidas a rearranjos ocorridos mais recentemente. Algumas excegoes
no numero cromossémico sdo observadas nos géneros Lestrimelitta (n=14, 2n=28;
Tarelho, 1973 e Rocha et al., 2003), Duckeola (n=15; Kerr, 1969), Frieseomelitta
(n=15, 2n=30; Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003 e Carvalho e Costa, 2011),
Parapartamona (n=16, 2n=32; Bravo e Arcos, 1991) e Geotrigona (n=17, n=15;
Tarelho, 1973 e Rocha et al., 2003). Outros géneros, como Tetragonisca (Barth et
al., 2010) e Partamona (Costa et al., 1992; Marthe et al., 2010) apresentam
variagdes numeéricas as quais estdo relacionadas com a presenga de cromossomos
supranumerarios. Para todos os individuos analisados no presente trabalho, o
numero cromossémico determinado coincidiu com o ja reportado para outras
espécies dos mesmos géneros o que mostra que € a manutengdo do numero
cromossOmico dentro de cada género é comum. Uma excegao foi observada no
género Trigona (Domingues, 2005), em que a espécie Trigona fulviventris apresenta
32 cromossomos enquanto o restante do género possui 34.

A espécie Nannotrigona punctata apresentou cromossomos com morfologias
muito distintas das obtidas para o género por Rocha e colaboradores em 2003.
Scaptotrigona bipunctata apresentou padrdao com menos variagdes na morfologia se
comparada as demais espécies descritas do género (Tarelho, 1973; Hoshiba e Imai,
1993; Rocha et al, 2003), tendo como unico destaque dois pares cromossémicos
com morfologia distinta das descritas anteriormente (A®°). Apesar da constancia no
numero cromossémico entre e dentro dos géneros, as morfologias cromossémicas
sdo variadas, sendo comum que cariétipos de espécies do mesmo género sejam
bastante diferentes, principalmente em relagcdo a quantidade e distribuicdo da
heterocromatina. Isso foi observado em Partamona (Brito-Ribon et al., 1999; Marthe
et al., 2010), Tetragonisca (Barth et al., 2011), Plebeia (Godoy et al., 2013) e
Cephalotrigona (Miranda et al., 2013), além de casos em que ocorrem polimorfismos

intraespecificos como visto em Plebeia por Caixeiro (1999) e Godoy et al. (2013).
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A espécie Partamona  sp. apresentou cromossomos com morfologia
predominantemente acrocéntrica e pseudoacrocéntrica e apenas um par
metacéntrico. Dentro do género Partamona ja foram observadas muitas diferencas
na morfologia dos cromossomos (Brito, 1998; Brito-Ribon et al., 1999; Brito et al.
2003; Brito et al, 2005; Marthe et al., 2010) em que algumas espécies apresentam
Cromossomos predominantemente metacéntricos com heterocromatina
pericentromérica enquanto que outras espécies apresentam cromossomos
acrocéntricos e pseudoacrocéntricos, com deposi¢cao de heterocromatina em um dos
bracos.

Para o género Frieseomelitta, as duas espécies estudadas apresentaram
muita similaridade com os cario6tipos descritos por Carvalho e Costa em 2011, porém
apresentaram diferencas significativas das encontradas por Rocha e colaboradores
em 2003.

Essas diferencas nas morfologias cromossdmicas refletem os processos
envolvidos na evolugao cariotipica destes organismos, que podem estar ocorrendo
de maneira diferente dentro de cada género. Dessa forma, a ampliagdo do niumero
de espécies citogeneticamente estudadas contribuird para o melhor entendimento da
evolugdo de cada género, permitindo a construgédo de uma possivel hipotese sobre o
caminho evolutivo nos Meliponini, ja que a Teoria da Interagdo Minima proposta por
Imai parece nao se aplicar da mesma forma a todos os membros dessa tribo.

Com base nos dados obtidos através do uso de fluorocromos pode-se
perceber que a cromatina apresenta composicao diferencial, tendo sido possivel
observar bandas nos cromossomos, que evidenciam regides ricas em GC
(CMA3'/DAPI) e regides ricas em AT (CMA;/DAPIY). Da mesma forma, a
heterocromatina, o padrdo de bandas base-especifico também foi diferente nas
espécies avaliadas em relagédo a outras espécies dentro do género. Isso ressalta a
importancia de rearranjos dentro de cada género.

Nas espécies em que foi possivel identificar a regiao dos genes do 18S
rDNA, o numero de marcacdes da FISH foi diferente do encontrado para o CMA;.
Contudo, apenas uma andlise mais refinada dessa regidao e da morfologia do
cromossomo onde ela se encontra, permitira o estabelecimento de uma possivel
correspondéncia entre as regides marcadas pela FISH com as regides CMA;

positivas. O mapeamento fisico da regido rDNA 18S no género Partamona ja foi
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realizado por Brito et al. (2005), enquanto que para os géneros Nannotrigona e

Scaptotrigona os dados do FISH desse trabalho sado inéditos.

Aparatrigona
Paratrigona
Nogueirapis
Partamona
Parapartamona
Cephalotrigona
Trigona
Ptilotrigona
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Figura 14. Filogenia dos Meliponini do novo mundo proposta por Rasmussen e
Cameron (2010). (Imagem adaptada de Rasmussen e Cameron, 2010)

4.3. Citogenética e Biodiversidade

A regido amazénica possui uma das maiores biodiversidades com elevado
numero de espécies restritas a esse bioma. Portanto, o conhecimento acerca dessa
regido podera auxiliar na preservagao de varias espécies.

Nesse trabalho foram avaliadas cinco espécies de Meliponini. Apenas duas

puderam ser identificadas a nivel de espécie. As outras trés apresentaram
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caracteres que nao se enquadravam nas chaves taxondmicas disponiveis, e,
possivelmente sdo espécies ainda nao descritas (Silveira, comunicagéo pessoal).

Diversos géneros de Meliponini apresentam similaridade no que se refere ao
numero cromossOmico. Tal padrao parece independente da distribuicdo geogréfica e
bioma em que as espécies sao encontradas, visto que mesmo espécies
pertencentes a regides morfoclimaticas distantes apresentam o mesmo numero
cromossOmico (Rocha et., 2003, Rocha et al., 2002, Miranda et al., 2013). Porém,
outras caracteristicas como padrao de distribuicdo de heterocromatina, composi¢ao
da cromatina, numero de NORs podem variar tanto intra quanto inter espécies,
conforme visto nesse trabalho. Isso pode refletir alteragdes e rearranjos que estejam
ocorrendo em nivel especifico ou de género. Nesse sentido espécies com
distribuicdo mais restrita podem reter uma variabilidade genética, que nao é vista em
outras espécies do género encontradas em outras regides.

Comparando as duas espécies identificadas taxonomicamente Nannotrigona
punctata e Scaptotrigona bipunctata podemos observar padrbes citogenéticos que
ajudam a entender a importancia da preservacdo da regido amazbnica e da
biodiversidade como um todo.

A espécie Scaptotrigona bipunctata apresenta uma ampla distribuicdo
abrangendo areas pertencentes a diferentes biomas (Camargo e Pedro 2013). Os
dados citogenéticos obtidos nesse estudo e comparados com os de outras espécies
deste género (Rocha et al., 2003) mostram que os caridtipos possuem muita
similaridade, com predominancia de cromossomos do tipo A e AM embora variacoes
possam ser encontradas. Duarte et al. (2009) estudando populagcbes de S.
xanthotricha da regido nordeste e sudeste, observaram diferengas na composi¢céao
cariotipica, como a presenca de cromossomos metacéntricos e a ocorréncia de
multiplas regides NOR entre as populagdes. Esses cromossomos metacéntricos
encontrados por Duarte et al. (2009) também foi encontrado em uma populagao da
regidao de Piranga (MG) por Rocha et al., 2003. Deste modo, espécies com ampla
distribuicdo podem apresentar variagdes associadas a adaptacdes locais, porém
algum mecanismo leva a homogeneidade de seu cariétipo ao longo de sua
distribuigao.

A espécie Nannotrigona punctata, por outro lado, apresenta uma distribuigdo
restrita a regido amazobnica, ao contrario da espécie Nannotrigona testaceicornis

cuja distribuicdo abrange a regiao sudeste e sul do Brasil (Camargo e Pedro 2013).
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Essas duas espécies apresentam morfologias cromossémicas muito diferentes,
como a presencga de bandas intersticiais observadas em alguns cromossomos de N.
punctata e ndo observadas por Rocha et al. (2003) em N. testaceicornis.

Outro exemplo que demonstra a importadncia da conservagcdo da
biodiversidade encontrada na regido Amazonica € observado no género Melipona.
Dentre as 17 espécies analisadas citogeneticamente, Melipona seminigra é a Unica
que apresenta variagdo no numero cromossOmico, n=11, 2n=22 (Francini et al.,
2002) enquanto o restante das espécies apresenta numero diploide muito
conservado com n=18 (Rocha et al., 2002).

Assim, caracteristicas vistas em espécies dessa regido podem ser perdidas
caso sejam extintas por causas naturais ou antropicas. Dessa forma, o
conhecimento acerca da variabilidade dessa regido pode auxiliar estudos de

conservacao.
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5. CONCLUSOES

O numero cromossémico das cinco espécies analisadas foi constante quando
comparada com o reportado para outras espécies dos respectivos géneros.

Caracteristicas como a distribuicio da heterocromatina, numero de
marcagcbes CMA3 e de rDNA 18S refletem diferengcas entre as espécies,
demonstrando a importancia de outros rearranjos, ndo somente fissdo, na evolugao
cariotipica em Meliponini, visto que o numero cromossémico permanece 0 mesmo.

As espécies de Meliponini estudadas de distribuicdo restrita a Amazobnia
apresentam composicao cariotipica bastante diferente das espécies com ampla
distribuicdo, reforcando a importancia da preservacao desta area e da ampliacéo de
estudos de citogenética, de variabilidade genética e de ecologia das abelhas

encontrados nessa regiéo.
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