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EXTRATO

DOMINGUES, Alayne Magalhdes Trindade, M.S., Universidade Estadual de Santa
Cruz, llhéus, agosto de 2005. Estudos Citogenéticos Comparativos entre
espécies de Scaura (Hymenoptera, Apidae, Meliponini). Orientador: Marco
Antbnio Costa. Co-orientadora: Monica Rosa Bertdo. Colaborador: Ronan Xavier

Corréa.

O género Scaura (Scharwz) inclui abelhas sem ferrdo de tamanho pequeno e
coloragao escura, apresentando variacdo no habito de nidificagdo, podendo nidificar
em cavidades diversas como ocos de arvores, ou mesmo em termiteiros ativos.
Atualmente, quatro espécies sdo reconhecidas: S. latitarsis (Friese), S. atlantica
(Melo), S. longula (Lepeletier) e S. tenuis (Ducke). No presente trabalho objetivou-se
desenvolver a analise comparativa dos cariotipos para identificar os principais
rearranjos cromossOmicos ocorridos ao longo da evolugdo dessas espécies e
caracterizar, em nivel cromossémico, o grau de divergéncia encontrado, bem como
inferir sobre suas relagbes. Amostras de S. latitarsis, S. atlantica e S. longula foram
coletadas diretamente dos ninhos oriundos de diferentes regides do pais, de acordo
com a distribuicdo do género. A analise dos cariotipos, por meio das diferentes
técnicas, permitiu determinar que estes apresentam numero cromossémico 2n=34
nas fémeas e n=17 nos machos. A férmula cariotipica variou entre as espécies,
sendo o caridtipo de S. longula constituido de 6 cromossomos acrocéntricos e 28
pseudoacrocéntricos; S. atlantica 8 acrocéntricos e 26 pseudoacrocéntricos; e S.
latitarsis 4 acrocéntricos, 28 pseudoacrocéntricos e 2 metacéntricos. Por meio do
bandamento C foi possivel verificar que a heterocromatina esta distribuida,
preferencialmente, em um dos bragos cromossOmicos e na regido centromérica. S.

vii



longula apresentou um heteromorfismo num dos pares cromossémicos,
caracterizado pela presenca de um longo brago heterocromatico em um deles,
fortemente marcado por CMAj; Para essa espécie, a coloragdo DAPI revelou
delicadas marcagdes nas regides heterocromaticas do restante do cariétipo. Os
cromossomos de S. atlantica coraram uniformemente com o DAPI, entretanto, as
regides pericentroméricas heterocromaticas foram mais fortemente marcadas. Essa
espécie apresentou marcagdes CMA3" terminais em dois pares de cromossomos
homologos, coincidindo com regides DAPI. Em S. latitarsis, o DAPI ressaltou
pequenas regides brilhantes em um dos bragos cromossdmicos e na regiao
pericentromérica, enquanto CMA3; marcou dois pares cromossOmicos distintos. A
anadlise comparativa das trés espécies, mostrou que, embora o0 numero
cromossOmico seja conservado no género, existem diferencas morfologicas
marcantes entre seus cariotipos, com padrao qualitativo e quantitativo de distribuicdo
da heterocromatina caracteristico de cada uma. Observou-se que a reorganizagao
do caridtipo envolve frequentemente alteragbes de tamanho nas regides
heterocromaticas CMA3", citadas na literatura como sendo correlacionadas com a
localizagdo de NOR. Trabalhos fazendo uso de técnicas citogenéticas moleculares
nessas espécies estdo sendo conduzidos e permitirdo enriquecer os conhecimentos

acerca destas diferengas e da complexa citotaxonomia do grupo.

Palavra-chave: Abelha sem ferrao, heterocromatina, fluorocromos, heteromorfismo.
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ABSTRACT

DOMINGUES, Alayne Magalhdes Trindade, M.S., Universidade Estadual de Santa
Cruz, llnéus, August, 2005. Comparative Cytogenetic studies among species of
Scaura (Hymenoptera, Apidae, Meliponini). Advisor: Dr. Marco Antonio Costa.

Advisor Commitee Members: Dra Moénica Rosa Bertdo and Ronan Xavier Corréa.

The genus Scaura (Scharwz) contains species of stingless bees of small size
and dark coloration. The group presents variation in the nesting behavior with nest
locations including several types of cavities as hollow of trees or within active termite
nests. Currently, four species are recognized in the genus: S. latitarsis (Friese), S.
atlantica (Melo), S. longula (Lepelitier) e S. tenuis (Ducke). The present work had as
objective comparatively analyze the karyotypes of Scaura, genus using different
techniques such as the conventional staining with Giemsa, base-specific
fluorochromes and C-band patterns. Samples of S. latitarsis, S. atlantica and S.
longula were collected from nests in different locations in the Southeastern,
Northeast and MidWest regions of Brazil. Analysis of the karyotypes, using the three
different techniques, allowed to determine the chromosome numbers 2n=34 in
females and n=17 in males. The karyotypic formula varied among the three species.
S. longula karyotype comprises 4 acrocentric and 30 pseudoacrocentric
chromosomes; S. atlantica presented 8 acrocentric and 26 pseudoacrocentric
chromosomes, and S. latitarsis 4 acrocentric, 28 pseudoacrocentric and 2
metacentrics chromosomes. C-banding showed that the heterochromatin is

distributed, in one of the chromosome arms and in the centromeric regions. S.
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longula presented heteromorphism in one of the chromosome pairs, characterized by
the presence of a long heterocromatic arm in one of them. The GC-specific
fluorochrome (CMA3) staining showed that this long heterochromatic arm is strongly
marked. DAPI staining marked slightly the heterochromatin.The chromosomes of S.
atlantica stained wuniformly with the DAPI, however the pericentromeric
heterochromatin was more strongly stained. This species presented terminal CMA3*
labelings in two pairs of homologous chromosomes, coinciding with DAPI" regions. In
S. latitarsis, the DAPI evidenced small shining regions in one of the chromosome
arms and the pericentromeric region, while CMA3; marked two distinct chromosome
pairs. The comparative analysis of the three species showed that, although the
chromosome number is conserved, there are remarkable morphological differences
among the karyotypes with each species presenting a typical qualitative and
quantitative standard of distribution of the heterochromatin. We noted that karyotype
reorganization involved alterations of size in the CMA3" heterochromatin. Literature
data frequently correlate such heterochomatin with location of NOR. Further studies
using more accurate molecular cytogenetics techniques on these species are being
carried out and will certainly be enlightening and will contribute to a better

understanding of the mechanisms involved in the karyotype evolution of the genus.

key words: Stingless bee, heterochromatin, fluorochromes, heteromorphism.
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1. INTRODUCAO

Os cromossomos representam a estrutura fisica do material genético e as
alteragbdes que ocorrem ao longo do tempo, tornam elementos essenciais nos
estudos de evolugdo dos organismos. Assim, a citogenética representa uma
ferramenta valiosa na andlise detalhada das caracteristicas estruturais e dindmicas
dos cromossomos.

Os meliponineos, conhecidos como abelhas sem ferrdo, comegaram a ser
estudados citogeneticamente ha cerca de meio século, porém os primeiros trabalhos
abordavam apenas a determinacdo do numero de cromossomos das espécies.
Deste entdo, esses organismos tornaram-se importantes objetos de diversos
estudos mais elaborados.

Com o avango das pesquisas, novas técnicas de citogenética foram
introduzidas neste estudo, principalmente no que se refere a citogenética molecular,
permitindo um detalhamento maior sobre a constituicdo e morfologia cromossémica
desses organismos. Apesar desses avangos, ainda ha poucas espécies de
meliponineos estudados citogeneticamente, das quais apenas se conhece o numero
cromossOmico e a distribuicdo da heterocromatina.

O género Scaura despertou um grande interesse por possuir uma taxonomia
problematica e, embora seja estudado sob diversos aspectos, sdo raros os dados
citogenéticos para esse grupo. Este género é constituido por espécies de abelhas de
tamanho pequeno que nao apresentam agressividade na defesa do ninho. Ele
apresenta algumas espécies com ampla distribuicdo geografica e outras com
ocorréncia restrita. Atualmente sdo reconhecidas quatro espécies: S. latitarsis, S.
longula, S. tenuis e S. atlantica.



Considerando a grande diversidade e importancia das abelhas sem ferrao no
ecossistema neotropical, a realizagao de estudos citogenéticos nesse género podera
contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos na evolugao cariotipica e
na sua complexa citotaxonomia.

O presente trabalho objetivou obter informagdes citogenéticas detalhadas
sobre as espécies do género Scaura por meio de métodos tradicionais de analise e
observacado de cromossomos, bem como da identificagdo dos padrées de banda C
da constituicdo molecular da heterocromatina fazendo uso dos fluorocromos base-
especificos. Com as informacgdes obtidas pretendeu-se:

- desenvolver uma analise comparativa dos cariotipos das espécies estudadas para
caracterizar, em nivel cromossdmico, o grau de divergéncia encontrado dentro do
género;

- identificar os principais rearranjos cromossdmicos ocorridos ao longo da evolugao
do caridtipo dessas espécies, e correlaciona-los com a diversidade encontrada no
grupo;

- inferir as relagdes entre as espécies com base nas similaridades e diferencas

cariotipicas encontradas, bem como sobre a evolugéo do cariétipo neste grupo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Considerac0fes gerais sobre a tribo Meliponini

A tribo Meliponini pertence a ordem Hymenoptera, um grupo extremamente
diversificado, formado por formigas, vespas e abelhas. A ordem Hymenoptera tem
sido bastante estudada devido a sua importancia econdmica, além de apresentar
caracteristicas notaveis do ponto de vista biolégico, como a ampla diversidade de
padrées de vida e evolugdo de formas sociais (CROZIER, 1977). Sob o ponto de
vista genético, esse grupo representa um interessante objeto de estudo visto que,
nestes organismos, a determinagao do sexo é por um mecanismo de haplodiploidia
em que os machos sdo originados de ovos nédo fertilizados por um processo
conhecido como partenogénese arrenotoca e as fémeas, dipldides, sdo originadas
de ovos fertilizados (CROZIER, 1977; GOTTLIEB et al, 2002; KERR, 1952;
WILSON, 1976).

A tribo Meliponini pertence a familia Apidae, subfamilia Apinae. Dentro desta
subfamilia, as tribos de abelhas corbiculadas (apresentam corbicula — estrutura
cbncava na face externa da tibia da perna posterior das operarias ou fémeas
coletoras, usadas para transportar pdlen) constituem um grupo monofilético. As
abelhas corbiculadas s&o agrupadas em quatro tribos: Euglossini (com 175
espécies), Bombini (representada pelo género Bombus, com 250 espécies), Apini
(com 11 espécies) e Meliponini (abelhas-sem-ferrdo, com algumas centenas de
espécies) (MICHENER, 2000; ROIG-ALSINA; MICHENER, 1993).

Os Meliponini ocorrem nos tropicos de todo o mundo, mas a maioria das

espécies esta restrita a regido Neotropical. As espécies estdo organizadas em 56
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géneros, com base em dados morfolégicos, de acordo com Camargo e Pedro,
(1992). Costa et al. (2003) basearam-se em dados genéticos de sequéncias
mitocondriais e propuseram novas relagdes entre os géneros de Meliponini, porém
consideraram o mesmo numero de géneros proposto por Camargo e Pedro (1992).

A tribo Meliponini compreende formas altamente sociais que vivem em
colénias permanentes, freqientemente compostas por milhares de individuos
(MICHENER, 2000; TEIXEIRA et al., 2003; WILSON, 1976).

As abelhas constroem seus ninhos em locais de tamanho variavel, utilizando
barro, cera e resina. Podem se alojar em ocos de arvores vivas ou secas, em cCipos,
em raizes secas, em mourdes de cercas, em tijolos, em frestas de paredes, em
ninhos abandonados de formigas, ou mesmo, em termiteiros ativos, entre outros
locais. A conformacgao da entrada do ninho varia enormemente de espécie para
espécie, desde “boca de sapo”, feita de barro, até canudos de céra que sao
fechados a noite. (ALONSO, 1998; KERR et al., 1996; KERR et al., 2001; WILSON,
1976).

2.2 Importancia ecoldgica e econdmica das abelhas sem ferrédo

As abelhas sao parte integrante do ecossistema e da biodiversidade mundial.
Além disso, apresentam grande importancia econémica e social, por produzirem mel
de boa qualidade, serem de facil manejo, servirem como instrumento educacional
para criangas e principalmente, por apresentarem grande importancia como
polinizadores (ALONSO, 1998; KERR et al., 1996; KERR et al., 2001).

Segundo KERR et al. (2001), um tergo da produgao agricola mundial depende
da visita de animais as flores, sendo as abelhas responsaveis por 38% da
polinizacado das plantas floriferas. Cabe ressaltar que, dependendo da floresta, 30%
a 80% séo polinizadas por uma ou mais espécies de meliponineos.

Esta claro que essas abelhas promovem beneficios econémicos, por seus
servicos como polinizadores de cultivares, permitindo a producdo de sementes por

diversas plantas, muitas das quais extremamente uteis para o homem. Isso deve-se
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as caracteristicas de vida social das abelhas, tais como a constancia floral a
adaptabilidade, o recrutamento e a inofensibilidade, que as tornam bons
polinizadores (HEARD, 1999; WHITE et al., 2001).

Os meliponineos brasileiros estdo sendo dizimados com velocidade mais
rapida que a destruicao das florestas, principalmente pela acédo predatéria humana,
através do desmatamento, das grandes queimadas, da falta de conhecimento sobre
a criacdo racional dessas abelhas, do uso de inseticidas nas proximidades de
culturas, entre outros fatores (KERR et al., 2001).

E fundamental que as politicas de preservacdo das espécies incluam
estratégias de manutencao da diversidade genética uma vez que é necessaria para
qualquer espécie para manter o potencial reprodutivo, a resisténcia a doencas e a
habilidade para se adaptar a mudangas (PRIMACK; RODRIGUES, 2001; SOLE-
CAVA, 2001). Cabe salientar que estudos genéticos podem ser uteis na sugestao de
politicas de preservagdo nos seus estagios iniciais e mais simples, como na
determinacdo de estruturas populacionais e na analise filogeografica (SOLE-CAVA,
2001).

2.3 Consideragdes sobre o género Scaura (Schwarz)

O género Scaura (Schwarz) inclui abelhas sem ferrdo de tamanho pequeno e
coloracédo escura (MELO; COSTA, 2004). De acordo com Silveira et al. (2002), o
género incluia trés espécies: S. latitarsis (Friese), S. longula (Lepelitier) e S. tenuis
(Ducke). Entretanto, uma nova espécie foi descrita recentemente no género como S.
atlantica (MELO; COSTA, 2004).

S. latitarsis foi originalmente descrita com ocorréncia nos Estados do
Amazonas, Amapa, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso, Para, Rondénia,
Roraima e Sao Paulo (SILVEIRA et al., 2002). Todavia, de acordo com Melo e Costa
(2004), o nome S. latitarsis deve ser usado de maneira restrita, somente para as
formas que ocorrem na bacia do rio Parana, no Brasil. S. longula, conhecida

popularmente como ‘jatai-preta’, € uma abelha pouco frequente, presente no cerrado
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(NOGUEIRA-NETO, 2003), distribuida pelos Estados do Amazonas, Amapa, Goias,
Minas Gerais, Mato Grosso, Para e Sao Paulo. (SILVEIRA et al.,, 2002). Scaura
tenuis, por sua vez, esta distribuida nos Estados do Amazonas, Mato Grosso e Para
(SILVEIRA et al., 2002). Scaura atlantica tem distribuigdo restrita a floresta Atlantica
do Sul da Bahia e Norte do Espirito Santo, incluindo a bacia do Rio Jequitinhonha no
Estado de Minas Gerais (MELO; COSTA 2004).

Essas espécies apresentam variagao nos habitos de nidificagdo, podendo ser
em cavidades diversas (S. tenuis), em ocos de madeira (S. longula) ou mesmo no
interior de termiteiros ativos (S. latitarsis e S. atlantica) (MATEUS et al., 1999;
MELO; COSTA, 2004; NOGUEIRA-NETO, 2003).

Diferengcas marcantes sdo observadas quanto a arquitetura dos favos de cria.
S. latitarsis e S. atlantica apresentam células verticais, organizadas na forma
compacto-horizontal. S. tenuis forma um aglomerado de células isoladas do tipo
cacho. S. longula, apresenta favos de cria isolados, mas agrupados verticalmente
como uma cortina, sendo este um caso raro entre os meliponineos neotropicais
(KERR et al., 1996; MATEUS et al., 1999). Estrutura semelhante & observada em
outra espécie de abelha sem ferrdo ocorrente na Africa, Dactylurina staudingeri.
Nesse caso, as células de cria sdo organizadas em favos duplos, os quais comegam
a ser construidos de cima para baixo, em contraposi¢ao, S. longula, apresenta favos
simples, iniciados de baixo e expande-se para cima (NOGUEIRA-NETO, 2003).

O género Scaura possui uma taxonomia problematica e tem sido estudado
sob diversos aspectos de sua biologia. Dados genéticos sobre este grupo ainda sao
raros, conhecendo-se apenas algumas caracteristicas cariotipicas de Scaura
latitarsis (COSTA, 2003; ROCHA et al., 2003b). Rocha et al. (2003b) encontraram o
numero dipldide de 34 cromossomos, sendo 14 acrocéntricos e 20
pseudoacrocéntricos. Costa (2003), por sua vez, encontrou dificuldades em
determinar a morfologia cromossémica, relatando apenas o numero de

cromossomos (2n=34) e duas marcagdes encontradas com fluorocromo CMA3.



2.4 Consideragdes sobre a citogenética

A citogenética compreende todo ou qualquer estudo relativo ao cromossomo,
isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, incluindo as observagdes sobre
sua morfologia, organizacao, funcao e replicagdo, bem como variacdo e evolugao
(GUERRA, 1988).

Em insetos, os primeiros cromossomos a serem analisados foram os de
diptera, Drosophila melanogaster. Desde entdo, os insetos tornaram-se um
importante objeto de estudo para a citogenética. Isso deve-se em parte a adequacéao
para observagao citolégica, ao baixo custo associado com a disponibilidade de

organismos, além da ampla variedade de grupos (AULT, 1996).

2.4.1 Estudos citogenéticos na tribo Meliponini

Kerr (1948) iniciou os estudos citogenéticos com a Tribo Meliponini,
determinando os numeros cromossOmicos n=9 e 2n=18 cromossomos para duas
espécies do género Melipona. Estes dados foram ampliados por diversos estudos
posteriores e, atualmente existem 28 géneros e 65 espécies estudadas
citogeneticamente, com uma variagdo numérica de n=8 a n=18 cromossomos, sendo
n=17 o numero predominante (ROCHA, 2002).

Os primeiros trabalhos com meliponineos baseavam-se no esmagamento das
gbnadas fixadas em acido acético a 45% e consistiam basicamente na determinagao
do numero de cromossomos das espécies em estudo (KERR, 1948; 1952; KERR;
SILVEIRA, 1972). Imai et al. (1988) propuseram uma nova metodologia para as
preparagdes citologicas em formigas, por meio da dissec¢cédo do ganglio cerebral
tratado com solucdo de colchicina-hipoténica e fixado em lamina com solugdes de
diferentes concentracdes de acido acético/ etanol. Essa nova técnica permitiu fazer
preparagdes cromossdmicas de alta qualidade. Sendo assim, essa metodologia foi

expandida para os demais organismos da ordem Hymenoptera, como nos estudos
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com vespas (HOSHIBA et al., 1989; HOSHIBA; IMAI, 1993; SCHER; POMPOLO,
2003; SILVA-JUNIOR et al., 2000) e abelhas (BRITO et al., 1997; BRITO et al.,
1997; BRITO-RIBON et al., 1999; BRITO et al., 2003; CAIXEIRO; POMPOLO, 1999;
COSTA et al., 1992; COSTA et al., 2004; DOMINGUES et al., 2005; GOMES et al.,
1998; HOSHIBA; IMAI, 1993; MAMPUMBU, 2002; MOREIRA e POMPOLO, 1997;
POMPOLO, 1994; POMPOLO; CAMPOS, 1995; ROCHA; POMPOLO, 1998;
ROCHA, 2000; ROCHA et al., 2002; ROCHA et al., 2003a; ROCHA et al., 2003b),
que juntamente com outras técnicas citogenéticas vém contribuindo para o

conhecimento da natureza e localizacdo da heterocromatina.

2.4.2 Heterocromatina

Heitz (1928) acompanhou todo o ciclo celular e demonstrou que alguns
segmentos cromossémicos ndo se descondensavam na interfase, sendo essas
regides chamadas de heterocromatina (GUERRA, 1988).

Varias propriedades sao atribuidas a heterocromatina que, de modo geral,
corresponde a um segmento do cromossomo que € geneticamente inativo, visto que
esta constantemente condensado, além disso, € composto por DNA altamente
repetitivo, denominado de DNA satélite, e que se replica tardiamente na fase S
(GUERRA, 1988; PIECZARKA; MATTEVI, 1998).

A distribuicdo da heterocromatina no cariotipo nao acontece ao acaso, sendo
que os segmentos heterocromaticos tendem a localizar-se na regido
pericentromérica dos cromossomos, nos teldmeros ou nas proximidades dos
organizadores nucleolares (PIECZARKA; MATTEVI, 1998). Segundo um
levantamento feito por Imai (1991), a heterocromatina distribui-se segundo dois
padrdes gerais: no tipo |, que inclui entre outros, por exemplo, os mamiferos, peixes
e formigas, a heterocromatina encontra-se preferencialmente na regido
pericentromérica dos cromossomos, enquanto o tipo Il, que ocorre nos anfibios,

gafanhotos e plantas, a heterocromatina predomina na regiao terminal ou intersticial.



Rocha e Pompolo (1998), analisando o cariétipo de oito espécies de abelhas
do género Melipona, observaram uma ampla variagdo no conteudo de
heterocromatina e baseando-se nisso, separaram as espécies analisadas em dois
grupos, sendo o grupo | constituido de espécies com cariétipo com um baixo
conteudo heterocromatico e o grupo Il espécies com alto conteudo heterocromatico.

Um dos fatores que geram mais discussao em relagdo a heterocromatina é
sua possivel fungdo no genoma, uma vez que esta presente na maioria dos
cariodtipos, e sendo assim, muitos autores acreditam que deva desempenhar algum
papel importante (PIECZARKA; MATTEVI, 1998). Como destacado por Pieczrka e
Mattevi (1998), a heterocromatina pode estar relacionada com o reconhecimento de
cromossomos homologos durante o pareamento meidtico, ser um local propicio a
quebras cromossOmicas sem causar danos genéticos ao individuo, proteger as
por¢cdes eucromaticas do genoma do ataque de substadncias mutagénicas, ou de
alguma forma estar envolvida na atividade centromérica e, na auséncia de qualquer
funcdo convincente, essa heterocromatina seria um segmento de DNA lixo que
estaria presente no genoma exclusivamente para utilizar a maquinaria celular para
replicar-se. Foi sugerido também que a heterocromatina estaria envolvida na
recuperacao da estabilidade telomérica, apds fissdbes céntricas além de estar
diretamente ligada a evolugado cromossomica (IMAI, 1991, IMAI et al., 1986, IMAI et
al., 1988, IMAI et al., 1994 e IMAI et al., 2001).

2.4.3 Evolucdo cariotipica

7

O caridtipo ndo é uma estrutura rigidamente estavel, podendo ocorrer
variagdes inter e intra especifica devido a alteragdes no numero e tamanho dos
cromossomos, na posi¢cao do centrdmero, na quantidade de DNA, na quantidade de
heterocromatina, ou mesmo, variagbes no numero e posi¢cao de suas bandas Ce G
(GUERRA, 1988).



O uso das técnicas citogenéticas tem evidenciado que essas variacdes
cromossOmicas sao fatores significantes que contribuem para a evolugao cariotipica
das espécies (IMAI et al., 1986).

Kerr (1952) e Kerr e Silveira (1972) propuseram n=8 como o numero basico
de cromossomos em Apis e meliponineos e sugeriram que mudangas ocorridas no
cariotipo poderiam ser interpretadas como poliploidia, seguida de rearranjos do tipo
Robertsoniano. Em plantas, € bem conhecido que a poliploidia tem desempenhado
um importante papel na evolugdo cariotipica, entretanto em animais, a poliploidia
parece restrita as formas partenogenéticas, como também a poucos grupos de
espécies hermafroditas (IMAI, 1969; MABLE, 2004; OTTO; WHITTON, 2000).

Analisando 40 espécies de formigas endémicas do Japao, Imai (1969)
encontrou 0 numero cromossémico hapldide variando de n=9 a n=27 e assim
classificou as espécies em quatro grupos. Para explicar as alteragées no cariétipo,
reorganizou cinco tendéncias possiveis: (1) poliploidia; (2) dissociagao céntrica; (3)
inversao pericéntrica; (4) deficiéncia, e (5) eliminacdo. Dentre essas tendéncias, a
poliploidia e a dissociagdo foram as dominantes, mas o autor assumiu que a
poliploidia deveria ser a causa principal das alteragdes no numero cromossomico e a
dissociagao céntrica seria uma alteragdo secundaria, em menor grau que ocorreu
somente em poucos grupos.

Entretanto, Pompolo e Campos (1995), analisando duas espécies de
Leurotrigona, contradizem a hip6tese de poliploidia, visto que ndo explica a presenca
da heterocromatina ou a variagdo na morfologia cromossdmica do cariétipo. Como
explicagéo alternativa, admitem que a hipotese de fissdo céntrica melhor explica as
alteracbes encontradas nestas duas espécies, uma vez que tal hipotese nao requer
largos rearranjos cromossdmicos, além de explicar a acumulagdo de
heterocromatina observada em uma das espécies analisadas.

Imai et al. (1977), analisando o caridtipo de formigas australianas, sugerem
trés hipdteses para explicar a evolugéo cariotipica. Na hipétese | (Hipdtese de
Fusdo), as espécies ancestrais tinham um caridétipo com elevado numero
cromossOémico (em torno de 40 pares de acrocéntricos) e a evolugao prosseguiu com
uma predominancia de fusdes levando a uma redugdo do numero de cromossomos.

Na hipétese Il (Hipotese de Fisséo), o caridtipo ancestral de formiga tinha n=3 e que
10



0 numero aumentou sobretudo através do conjunto de agdes de fissdes céntricas
seguida de inversdes pericéntricas para converter acrocéntricos em outros tipos de
cromossomos. Na hipotese Il (Hipotese Modal), o cariétipo ancestral apresentava o
numero modal. Essa ultima hipotese difere das hipdteses de fusdo e fissdo no
sentido em que mudancgas cariotipicas podem seguir em diregdo ao aumento ou a
diminuicdo do numero cromossémico, assim divergindo em ambas as dire¢des a
partir de um numero ancestral. Ainda segundo essa terceira hipdtese, a fisséo é
mais frequente na evolugéo de formigas que a fusao (IMAI et al., 1977).

Foi sugerido por Imai et al. (1977) que o cari6tipo primordial de insetos tinha
baixo numero cromossOmico e que a rapidez da evolugao cariotipica diferia de grupo
para grupo, bem como, possivelmente, a tendéncia da direcdo esperada. Sendo
assim, isso fornece suporte adicional para as hipoteses de fissdo e modal, nao
dando suporte para a hipotese de fusdo. A Hipétese Modal também se enquadra
com os dados obtidos para formigas australianas, porém ¢é similar a hipétese de
fiss&o e € operacionalmente dificil distinguir uma da outra (IMAI et al., 1977).

As hipdteses de fissdo e fusdo produzem cenarios opostos para a evolugéo
cariotipica, gerando controvérsia entre os citogeneticistas. Had muito que a hipotese
de fusdo era considerada o dogma da citogenética animal, entretanto existem dados
que suportam o evento de fissdo. Ao comparar os ciclos de fusdo com os ciclos de
fissdo, as evidéncias indicam que fissdo é um modelo razoavel para evolugao
cariotipica de mamiferos, contudo foi enfatizado que fusées também podem ocorrer
(IMAI, 1978; IMAI et al., 1980). Sendo assim, os estudos sugerem que a fisséo e
fusdo sdo fendbmenos significativos na evolugéo cariotipica (IMAI, 1978).

Contudo, uma tentativa foi feita para ajustar as controvérsias da fusao-fisséo,
quando Imai et al., (1986) propuseram a Hipotese de Interagdo Minima. Essa
hipétese implica que o caridtipo tende a evoluir no sentido de minimizar riscos
genéticos resultantes de translocagdes deletérias. Ha uma tendéncia geral em
eucariotos para um aumento de DNA nuclear e, portanto, do tamanho do genoma,
com a obtengao de alto grau de organizacdo. Isso sugere que o aumento do volume
nuclear pode ter desempenhado um papel importante na redugdo de riscos

genéticos em muitos eucariotos (IMAI et al., 1986).
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De acordo com a Hipdtese de Interacdo Minima, a evolugao cariotipica &
determinada pela razdo entre o tamanho do genoma e o volume nuclear de odécito ou
espermatdécito no paquiteno. Para explicar a evolugao do cariétipo de Hymenopteras,
essa hipbtese propde um ciclo de alteracbes cromossémicas, em que fissdes
céntricas sao rearranjos adaptativos que aumentam o numero de cromossomos,
reduzindo seus tamanhos e, consequentemente, diminuindo as interagbes entre
eles. Todavia, esse evento gera instabilidade na regido quebrada que corresponde a
regido telomérica. Como resultado dessa instabilidade, ocorre crescimento em
tandem da heterocromatina. Porém, essa heterocromatina forma associagdes néao-
especificas, aumentando novamente os riscos de interagdes cromossdmicas.
Fusdes e inversdes pericéntricas funcionariam como mecanismos para eliminar essa
heterocromatina, estabilizando o cariétipo. Contudo, a limitagdo em relagao a fuséo
seria uma reducado de novo do numero cromossdmico, dando reinicio ao ciclo (IMAI,
1991; IMAI, 1993; IMAI et al., 1994; IMAI et al., 2001).

2.5 Técnicas de bandamento

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento das técnicas de bandamento
cromossOmico, foi proporcionado um progresso consideravel, tanto na citogenética
humana, como na citogenética das demais espécies (DRETS, 2002).

Atualmente é possivel determinar ndo apenas o numero e a morfologia dos
cromossomos como também o pareamento adequado entre homologos. Por meio
das técnicas citogenéticas € possivel realizar uma analise detalhada de cada par,
identificando possiveis rearranjos estruturais, como também definir a localizagao da
heterocromatina no cariétipo (PIECZARKA; MATTEVI, 1998). Os bandamentos com
fluorocromos base-especificos, bandamentos com enzima de restricdo e a
hibridagao in situ foram técnicas desenvolvidas e aprimoradas na segunda metade
dos anos 80 e inicio dos anos 90, que proporcionaram informacdes diretas
relacionadas a composicdo de bases do DNA. Essas técnicas constituem a

citogenética molecular e, se somadas aos bandamentos tradicionais, formam um
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instrumento poderoso na andlise do genoma e, principalmente, para identificar
possiveis alteragdes no caridtipo ou mesmo permitir a comparagao entre espécies
diferentes (GUERRA, 1988; PIECZARKA; MATTEVI, 1998).

2.5.1 Banda C

A técnica de bandamento C produz uma coloragdo seletiva da
heterocromatina constitutiva e, por ser de facil realizagdo, € muito utilizada para
determinar a localizagdo da heterocromatina ao longo do cariétipo (SUMNER, 1972;
VERMA; BABU, 1995).

Bandas-C estdo presentes nas regides centroméricas dos cromossomos de
espécies analisadas e representam heterocromatina constitutiva, a qual é altamente
condensada, constituindo DNA altamente repetitivo (FERNANDEZ, et al., 2002).

O método original implicava na incubagao do material em solugao acida (HCI),
seguida de uma solugao alcalina (NaOH), e depois o material era incubado em uma
solugdo salina aquecida (2xSSC). Posteriormente, esse protocolo foi revisto e
melhorado, substituindo o hidréxido de sédio por hidroxido de bario. Ambos os
processos produzem padrées de bandas-C similares, no entanto, o ultimo método
apresenta a vantagem de ser mais facil de controlar o processo de desnaturacéo
(PIECZARKA; MATTEVI, 1998).

As bandas C surgem em funcdo da extracdo do DNA contido nas regides
eucromaticas, por depurinacdo do DNA durante os tratamentos com acido cloridrico
e com hidréxido de bario. A utilizagao de uma solucao salina de 2XSSC permite que
haja uma precipitacao e retirada deste DNA que foi fragmentado. As regides de
heterocromatina apresentam um grau de condensag¢ao maior, sendo pouco afetadas
pelo tratamento ao comparar com as regiées de eucromatina (SUMNER, 1990).

Contudo, embora a técnica de bandamento C seja extremamente util devido a
sua facilidade de producao e clareza de resultados, ela ndo fornece informacgdes a

respeito da natureza da heterocromatina, sendo interessante o uso de outras
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técnicas de analise, como as que empregam substancias com afinidades base-
especifica (PIECZARKA; MATTEVI, 1998).

2.5.2 Fluorocromos base especificos

Os fluorocromos séo substancias quimicas com capacidade de interagir com
a luz e emitir fluorescéncia. A fluorescéncia é a luminescéncia de uma substancia
excitada por radiagdo. Quando radiagdo alta atinge uma substancia, essa absorve e,
ou, converte uma pequena porgdo da energia, sendo a maior parte emitida
novamente (PIECZARKA; MATTEVI, 1998).

Existe uma ampla variedade de fluorocromos usados para corar
cromossomos e produzir padrao de fluorescéncia caracteristico. Eles podem ser de
um modo geral categorizados em dois tipos diferentes, de acordo com sua afinidade
por pares de base AT ou GC (SCHWEIZER, 1981).

2.5.2.1 DAPI “4’-6- diamidino — 2 — phenylindole”

O DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole) foi muito utilizado em analises do
cariotipo humano, em que foi utilizada luz fluorescente, assim como a distamicina A
(DA), um antibidtico oligopeptideo, antes corado com o corante primario DAPI, eles
exibem um padrao interessante em certas regides heterocromaticas que sao
fluorescentes, brilhantes além do resto do complemento (SCHWEIZER, 1981;
SUMNER, 1990).
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2.5.2.2 Cromomicina Az (CMA3)

A CMA3; é um antibiético que tem uma afinidade pelos pares de base GC
(SCHWEIZER, 1981). Cromossomos corados com CMA3; proporcionam bandas
reversas fluorescentes (bandas R). Essas bandas podem ser significativamente
realgcadas por contracorantes com um DNA ligante AT especifica (SUMNER, 1990).

Os cromossomos podem ser corados triplamente por CMA3, DA (distamicina
A) e DAPI, o que permite a observagado de dois padrbes fluorescentes sucessivos,
realcando bandas R pela cromomicina A3 e bandas DA/DAPI, da mesma célula
(VERMA; BABU, 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biologico

A coleta das amostras foi realizada diretamente dos ninhos, extraindo-se os
favos e alguns individuos adultos. Neste estudo foram analisadas trés espécies de
Scaura coletadas nas regides Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste, sendo analisado
uma colbnia de cada espécie. S. atlantica foi coletada em ninhos associados com
termiteiros ativos na Mata Atlantica do Sul da Bahia, campus da UESC- lIhéus (S
14°78°89”; W 39°04°94”). S. latitarsis foi coletada no Campus da USP em Ribeirdo
Preto - SP (S 21°09'504”; W 47° 51'906”). S. longula foi proveniente de Luziania —
GO (S 16°15°09”; W 47°57°01”) (Figura 1). Foi analisado um minimo de 30 individuos

de cada espécie.
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Figura 1 — Mapa dos locais de coleta das espécies. Obtido do CRIA - Centro de
Referéncia em Informacao Ambiental do speciesMapper.
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3.2 Preparacdo citoldgica

A andlise citogenética foi realizada a partir do ganglio cerebral de larvas pés-
defecantes utilizando-se a técnica descrita por IMAI et al. (1988) para a preparagao
das laminas.

Sob um esteromicroscopio, os ganglios cerebrais foram dissecados com
auxilio de estiletes sobre lamina em solug¢ao de colchicina-hipotdnica 0,005% (0,5 mi
de solugao de colchicina 0,1% e 9,5 ml de solugédo de citrato de sddio a 1%). Em
seguida, os ganglios foram transferidos para um recipiente contendo a mesma
solucao de colchicina, onde permaneceram por uma hora e meia.

ApoOs esse tempo, com auxilio de uma pipeta Pasteur, cada ganglio
individualmente foi transferido para laminas previamente limpas. Cada |amina foi
inclinada em um angulo de 10° a 20° para drenar o maximo possivel de solugao
colchicina-hipotonica e, nessa mesma posigao, foram pingadas algumas gotas de
fixador | (3 partes de acido acético: 3 partes de etanol absoluto: 4 partes de agua)
sobre o material, com o intuito de lavar toda a superficie da lamina, em seguida
posicionou-se a lamina a 90° para retirar todo o excesso do fixador I.

Apdés drenagem do fixador |, colocou-se a mesma lamina sob o
esteromicroscopio, sendo aplicadas duas gotas de fixador | diretamente sobre o
material. A seguir, o ganglio foi dissociado com auxilio de estiletes para separar as
células e espalhar o material pela lamina.

Antes de ocorrer retragao do tecido, foram adicionadas sobre o material duas
gotas de fixador Il (1 parte de acido acético: 1 parte de etanol absoluto) e, com
papel-filtro, removeu-se o excesso de fixador | que foi empurrado para as bordas da
lamina pelo fixador Il.

Assim que o fixador Il ocupou toda a superficie da lamina e evaporou
parcialmente, foram adicionadas duas gotas de fixador Il (100% de acido acético) e,
com papel-filtro, retirou-se o que restou de fixador Il que migrou para as bordas das
laminas. Apos essa fase, a lamina foi deixada ao ar para secar completamente e,
posteriormente, guardada no freezer para proteger contra poeira e impedir seu

envelhecimento.
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3.3 Técnica de coloragdo convencional

Apos 24 horas, as laminas preparadas da forma descrita no item 3.2 foram
submetidas a coloracédo com solugdo de Giemsa em tampao Soérense (pH 6,8) na
propor¢cao 1:30 por cerca de 25 minutos a temperatura ambiente. Logo apds, as

laminas foram lavadas em agua corrente e secas ao ar.

3.4 Técnica de bandamento

3.4.1 Banda-C

O procedimento usado para obtengcdo de banda-C foi o de Sumner (1972),
com modificacbes de acordo com Pompolo e Takahashi (1990) e adaptadas para as
espeécies do presente trabalho.
ApoOs trés dias de preparagao, as laminas foram submetidas aos seguintes
tratamentos:
1.hidrélise em HCI 0,2 N, a temperatura ambiente, por 4 minutos;
2. lavagem em agua destilada, por aproximadamente 1 minuto;

. incubagédo em Ba(OH), 5 % a 60 °C, por 8 minutos;

. lavagem em HCI 0,2 N, por 30 segundos;

. lavagem em agua destilada, por 1 minuto;

o 00 B~ W

. incubagédo em solugédo salina - 2 X SSC (solugdo salina de citrato de
sédio e cloreto de sodio), pH 7,0 a 60 °C, por 9 minutos;

7. lavagem em agua destilada, por 1 minuto;

8. coloragao com solugao Giemsa em tampao Sérense (pH 6,8; 0,01 M) 8

% por 25 minutos, a temperatura ambiente;

9. lavagem em agua corrente;
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3.4.2 Coloragcdo com CMA;

Esta técnica foi realizada segundo protocolo proposto por Schweizer (1976).
Colocou-se uma gota de CMA3 (0,5mg/ml) em cima das células e cobriu-se com
uma laminula. Guardou-se a lamina em caixa escura por 1 hora. Retirou-se a
laminula e o0 excesso de corante com um jato de agua destilada e depois secou-se a
lamina rapidamente com uma bomba de ar. Em seguida, colocou-se uma gota de
meio de montagem (glicerol/Mcllvaine/MgCl2), cobriu-se com uma laminula e retirou-
se o0 excesso de meio, com auxilio de folhas de papel filtro. Por fim, guardou-se a
ldmina em caixa escura por pelo menos trés dias antes de ser analisada ao

microscopio.

3. 4.3 Coloracdo com DAPI (4 — 6" —diamidino — 2 — phenilindole)

Esta técnica baseou-se no protocolo proposto por Schweizer (1976). Colocou-
se uma gota de DAPI (2ug/ml) em cima das células e cobriu-se com uma laminula.
Guardou-se em caixa escura por 30 minutos. Em seguida, retirou-se a laminula e o
excesso de corante com um jato de agua destilada e secou-se rapidamente a lamina
com o auxilio de uma bomba de ar. Ao final, a lamina foi montada com meio de
montagem glicerol/Mcllvaine (contendo MgCl,), cobrindo-se com uma laminula e
comprimindo-a ligeiramente entre duas folhas de papel de filtro para tirar o excesso
de meio. A lamina foi guardada em caixa escura por pelo menos trés dias antes de

ser analisada ao microscopio.

20



3.5 Analise dos cromossomos mitoticos

3.5.1 Andlise das metafases tratadas com técnicas da citogenética classica

As laminas foram analisadas em microscopio O6ptico Olympus BX-60,
utilizando-se objetiva de imersdo para contagem e analise detalhada dos
cromossomos. Em média, foram observadas dez metafases por laminas. As
melhores metafases foram fotografadas em Fotomicroscopio Olympus BX60 sob
objetiva de 100 X, utilizando-se os filmes Technical Pan ISO 100 ou TMAX
Professional 100 KODAK. Os negativos foram revelados com revelador D-76 e a
fixagao feita com fixador KODAK. A ampliacao e cépia dos negativos foram feitas em
papel KODABROMIDE F-3, usando revelador DEKTOL e fixador KODAK. Algumas
metafases foram selecionadas e suas imagens capturadas com o sistema de analise

de imagens usando o programa IM50.

3.5.2 Andlise das metafases tratadas com fluorocromos

As laminas foram previamente analisadas em microscopio Olympus BX-60,
usando o sistema de contraste de fase. As melhores metafases foram fotografadas
ao microscopio Leica DMRAZ2, acoplado com epifluorescéncia, utilizando o filme
FULGI-COLOR, ISO 400. Para observar a coloragcdo DAPI foi usado filtro de 340 a
380 nm (filtro A). Para o CMA3 usou-se filtro de 390 a 490 nm (filtro D).

A revelagao e ampliagdo dos negativos foram feitas em lojas fotograficas.

Algumas metafases observadas foram selecionadas e suas imagens

capturadas com o sistema de analise de imagens utilizando o programa IM50.

21



3.6 Representacdo esquematica do material

Os cromossomos das espécies estudadas foram classificados seguindo a
nomenclatura proposta por Imai (1991), baseada no padrao de banda C observado.
Os cariotipos foram montados de acordo com a ordem decrescente do tamanho dos
bragos eucromaticos (figura 2), os quais foram numerados de 1 a 17.

Os resultados obtidos da coloracdo com fluorocromos foram apresentados na

forma de fotografias.
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Heterocromatina M
Eucromatina |
Centrémero X

M®®: Cromossomo Metacéntrico apresentando a heterocromatina localizada na
regiao pericentromérica;

A: Cromossomo Acrocéntricos, com brago curto heterocromatico e brago longo
eucromatico;

AE: Cromossomo Acrocéntrico com brago curto eucromatico;

AM: Cromossomos Pseudoacrocéntricos, com um dos bragos totalmente
heterocromatico e o outro eucromatico.

Figura 2 - Representagao esquematica e nomenclatura dos cromossomos de acordo
com a proposta de Imai (1991).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais dos cariétipos

A analise das metafases mitéticas de pelo menos 30 individuos por espécie
possibilitou demonstrar que todas as espécies apresentam o0 mesmo numero
cromossémico, com 2n=34 nas operarias, foi registrado também a presenca de
machos com n=17 cromossomos, em S. atlantica e S. latitarsis.

O caridtipo dipldide de S. longula apresentou 3 pares de cromossomos
acrocéntricos e 14 pares pseudoacrocéntricos (Figura 3). O cariétipo de S. atlantica
consistiu de 4 pares cromossdmicos acrocéntricos e 13 pares pseudoacrocéntricos
(Figura 4). S. Iatitarsis, por sua vez, apresentou 2 pares cromossoémicos
acrocéntricos, 14 pares pseudoacrocéntricos e 1 par metacéntrico (Figura 5).

Comparando o caridtipo das trés espécies, verificou-se que existem
diferencas morfolégicas nos cromossomos, caracterizadas principalmente por
diferencas na quantidade e distribuicdo da heterocromatina ao longo dos
cromossomos, indicando que cada espécie apresenta um cariétipo caracteristico
(Figuras 6, 7, 8 € 9).
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4.2 Padrao de distribuicdo da heterocromatina

Os resultados obtidos com a técnica de banda C em S. longula mostraram
que a heterocromatina esta distribuida em um dos bragos na maioria dos
cromossomos do complemento. O par cromossémico 3 apresentou-se eucromatico,
entretanto, um pequeno bloco heterocromatico na regido proxima ao centrdbmero do
braco longo foi evidenciado. Os cromossomos dos pares 12 a 15 apresentaram
heterocromatina ao longo de todo o comprimento de um dos bragos e, também, um
segundo bloco de heterocromatina foi observado na regido préximo ao centrémero
no brago longo. O 16° par cromossémico apresentou heterocromatina em um dos
bragos cromossdmicos, como também, na regido proxima ao centrdbmero no brago
eucromatico e na regiao terminal do mesmo brago. O ultimo par cromossémico
apresentou um dos bragos heterocromatico, observando-se apenas uma pequena
banda C na regido intersticial do brago longo. O que despertou a atengdo no
cariotipo dessa espécie foi a diferenga de tamanho entre os cromossomos do 6° par,
caracterizando heteromorfismo nesta espécie, um fato que nao foi observado nas
outras duas espécies (Figuras 3, 6 e 9A).

S. atlantica revelou bandas heterocromaticas em todos os cromossomos,
frequentemente ao longo de todo o comprimento de um dos bragos. Os
cromossomos dos pares 3 e 7 ao 15 apresentaram bandas secundarias na regiao
préxima ao centrdmero do brago longo dos cromossomos. Heterocromatina também
foi evidenciada na regido intersticial dos pares 4, 11, 12 e 13. Os pares 14, 15, 16 e
17 também apresentaram a regido distal do brago longo heterocromatica (Figuras 4,
7 e 9B).

A analise das metafases mitéticas de S. latitarsis mostrou a presencga de
heterocromatina em todos os cromossomos, principalmente em um dos bragos,
exceto no 1° par que apresenta morfologia metacéntrica com banda C
pericentromérica. Os pares 9 a 16 apresentaram uma banda secundaria na regiao
proxima ao centrémero do braco longo. O 17° par também apresentou uma banda
secundaria na regido terminal do brago longo. O 14° par, além das outras duas

bandas, apresentou um terceiro bloco heterocromatico na regido intersticial. Os
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pares 15 e 16 também apresentaram uma terceira banda, porém na regiao terminal
do braco longo (Figuras 5, 8 e 9C).
Na tabela 1 encontra-se a sintese dos numeros e tipos cromossémicos

encontrados nas trés espécies de Scaura baseada na nomenclatura de Imai (1991).
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Figura 3 - Cariétipo de fémea de S. longula (2n=34) obtido a partir de
metafases submetidas a coloragao convencional com Giemsa. A seta
indica par heteromérfico. (A) cromossomos acrocéntricos; (AF)
acrocéntrico com brago curto eucromatico; (AM) pseudoacrocéntrico.
Barra = 3 um.
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Figura 4 - Caridtipos de S. atlantica obtidos a partir de metafase submetida a
coloragao convencional com Giemsa. A) Cariétipo de fémea (2n=34N?.
B) Cariétipo de macho (2n=17). (A) cromossomos acrocéntricos; (A™)
pseudoacrocéntricos. Barra = 3 ym.
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Figura 5 - Cariétipo de macho de S. latitarsis (n=17) obtido a partir de metafase
submetida a coloragdo convencional com Giemsa. (M®®) cromossomo
metacéntrico com heterocromatina pericentromérica; (A) acrocéntricos;
(AM) pseudoacrocéntricos. Barra = 3 pm.
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Figura 6 - Metafase mitética de S. longula apresentando o padrao de banda C. Barra
=3 um.
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Figura 7 — Padrdo de banda C em metafase mitética de S. atlantica. Barra = 3
Mum.
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Figura 8 - Padrdo de banda C em metafase mitdtica de S. latitarsis.
Barra =3 um.
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Figura 9 - Esquema representativo dos cromossomos obtido por meio da banda C.

A) S. longula. Em destaque os cromossomos do par heteromorfico. B) S.
atlantica. C) S. latitarsis.
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Tabela 1 — Numero e tipos cromossdmicos encontrados nas trés espeécies de
Scaura, baseiam na nomenclatura proposta por Imai (1991). Na formula cariotipica
os diferentes tipos de AM foram agrupados para facilitar comparagdo com dados de
literatura

Tipos CromossOmicos Férmula
Espécie N (2n) cariotipica
A Ac AI Aec AM AMc AMCI AMct AMt AMI Mcc
S.longula 2 1 8 4 1 1 17(34)  3A+14AY
S. atlantica 2 1 1 2 4 3 2 2 17(34) 4A+13AM
S. latitarsis 2 5 5 1 2 1 1 17(34) 1M+2A+14AM

A: acrocéntrico, A° acrocéntrico com heterocromatina centromérica, A' acrocéntrico
com heterocromatina intersticial, A°® acrocéntrico eucromatico com heterocromatina
centromérica, AM pseudoacrocéntrico, AM® pseudoacrocéntrico com heterocromatina
centromérica e intersticial, AMet pseudoacrocéntrico com heterocromatina
centromérica e terminal, A™ pseudoacrocéntrico com heterocromatina terminal, AM
pseudoacrocéntrico com heterocromatina intersticial, M metacéntrico com
heterocromatina pericentromérica.
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4.3 Caracterizagdo cromossOmica em Scaura por meio da coloragdo com o0s
fluorocromos CMA; e DAPI

A coloragao com fluorocromos base-especificos mostrou que o cariotipo de S.
longula apresenta varias marcagdes com CMA; (Figura 10 A), entretanto, um
cromossomo mostrou-se mais fortemente marcado, correspondendo ao cromossomo
maior do par heteromérfico, o qual apresenta um bragco longo totalmente
heterocromatico, através da banda C (Figuras 3, 6 e 9 A). Ao observar os nucleos
interfasicos, notou-se que existem dois pontos brilhantes, um ponto maior e mais
fortemente marcado e outro menor (Figura 10 A). A coloracdo DAPI corou
uniformemente os cromossomos, revelando delicadas marcacdées em um dos bragos
cromossémicos, coincidindo com regides de heterocromatina obtida através da
técnica de banda C. O cromossomo fortemente marcado pela CMA; apresentou a
mesma regido com marcacao DAPI" (Figura 10 B).

S. atlantica revelou dois cromossomos pseudoacrocéntricos, do complemento
haploide, com Banda CMA3", que se localizaram na regido terminal do brago curto
heterocromatico (Figura 11 A). Quanto a coloragdo com o fluorocromo DAPI,
observou-se que 0s cromossomos sao uniformemente corados, com pequenas
marcagdes mais brilhantes, principalmente na regido pericentromérica. Algumas
dessas regides, coincidem com regides de banda C. Cabe ressaltar que um dos
cromossomos do complemento haploide mostrou-se DAPI’, podendo corresponder a
regido de constricdo secundaria, o que leva a formacgé&o de satélite (Figura 11 B).

Os resultados de CMAj; para S. latitarsis corroboram os dados descritos por
Costa (2003), apresentando marcagbes CMA3;* em dois pares cromossémicos,
sendo uma no brago curto de um dos cromossomos e a outra na regidao do brago
longo de outro cromossomo (Figura 12 A). A coloragdo com o fluorocromo DAPI
revelou os cromossomos uniformemente corados, com pequenas regides brilhantes
em um dos bragos cromossémicos e na regido pericentromérica. Também foi
observado que a regido terminal de um dos cromossomos mostrou-se DAPI’, o que

pode corresponder a uma regido de constricdo secundaria (Figura 12 B).
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Figura 10 - Metafases mitoticas e nucleo interfasico de S. longula submetidas ao
tratamento com fluorocromos. A) CMAj;; B) DAPI. As setas indicam
regides de CMA;”, e a cabeca-de-seta indica regido DAPI". Barra = 3 um.
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Figura 11 - Metafases mitéticas de machos de S. atlantica submetidas ao tratamento
com fluorocromos. A) CMA3; B) DAPI. As setas indicam regides de
CMA:", e a cabecga-de-seta indica regido DAPI". Barra = 3 ym.
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Figura 12 - Metafases mitéticas de S. latitarsis submetidas ao tratamento com
fluorocromos. A) CMA;. B) DAPI. As setas indicam as regides CMA;"
e a cabecga-de-seta indica regiao DAPI". Barra = 3 ym.
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5. DISCUSSAO

5.1 Nimero cromossdmico e contetdo heterocromatico

O género Scaura é um grupo pouco estudado sob o ponto de vista genético,
constando na literatura somente trabalhos citogenéticos anteriores com S. latitarsis
(ROCHA et al., 2003b). Entretanto, esta espécie, antes considerada com ampla
distribuicdo geografica, passou por recente redefinicdo taxondmica (MELO; COSTA,
2004), que limitou o uso do nome S. latitarsis somente para as formas ocorrentes na
regido da Bacia do Rio Parana. Sendo assim, o presente trabalho permitiu reavaliar
os dados determinados para essa espécie, refinar as analises em nivel citogenético
molecular e analisa-las comparativamente com outras espécies pertencentes ao
mesmo género.

O numero dipldide de 34 cromossomos, encontrado para S. longula, S.
atlantica e S. latitarsis, € comum na maioria dos meliponineos ja estudados como em
Trigona (ROCHA et al., 2003b; TARELHO, 1973), Tetragona (HOSHIBA e IMAI,
1993; ROCHA et al 2003b; TARELHO, 1973), Schwarziana (ROCHA et al., 2003b),
Scaptotrigona (HOSHIBA e IMAI, 1993; ROCHA et al.,, 2003b; TARELHO, 1973),
Plebeia (CAIXEIRO e POMPOLO, 1999; HOSHIBA e IMAI, 1993), Partamona
(BRITO et al., 1997; BRITO et al., 1998; BRITO et al., 2003; BRITO-RIBON et al.,
1999; COSTA et al., 1992; TARELHO, 1973), Paratrigona (ROCHA et al., 2003b),
Oxytrigona (KERR, 1969, 1972), Nanotrigona (KERR, 1969; ROCHA et al., 2003b;
TARELHO, 1973), Mourela (ROCHA et al., 2003b), Meliplebeia (KERR, 1972),
Geotrigona (TARELHO, 1973), Friesella (MAMPUMBU, 2002) e Dactylurina (KERR,

1969). Como observado por Pompolo (1992, 1994), a evolugédo cariotipica em
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abelhas parece seguir o ciclo proposto por Imai et al. (1988), Imai e Taylor (1989),
Imai (1991) e Imai et al. (1994). Assim essa constancia numérica representa o
resultado final de fissbes céntricas que ocorreram em cariétipos com baixo numero
cromossémico, seguindo pressupostos da Hipotese da Interagdo Minima. Cabe
ressaltar que algumas espécies diferem desse numero o que é justificado pela
presenca de cromossomos supranumerarios (BRITO et al., 1997; BRITO, 1998;
COSTA et al., 1992), ou mesmo fusao céntrica (DOMINGUES et al., 2005).

Embora o numero cromossdmico tenha sido conservado, as variagoes
morfolégicas nos cariétipos foram evidentes. Conforme descrito nas férmulas
cariotipicas (Tabela 1), cada espécie analisada no presente estudo apresentou um
padrao caracteristico de distribuicdo de heterocromatina, que possibilitou identificar
cada uma através do seu proprio padrédo de bandamento C (Figura 9).

Nas trés espécies, foram observados segmentos heterocromaticos nas
regides intersticiais e terminais de alguns cromossomos. A presenca dos segmentos
intersticiais pode ser explicada como sendo produto final da insercdo de
heterocromatina, como foi sugerido por Imai (1991). Esse autor argumenta que essa
heterocromatina intersticial € mais comum em gafanhotos, anfibios e plantas
(classificados como eucariotos Tipo Il). E Embora tenha sido observada nas abelhas
deste estudo, representou uma pequena porgdo da heterocromatina total. A
heterocromatina terminal foi predominante, de forma semelhante ao que ja foi
descrito em outros grupos de Hymenoptera. A maior parte desta heterocromatina
esta localizada nos bragos heterocromaticos de cromossomos pseudoacrocéntricos.
A argumentacédo de Imai (1988) para a origem destes cromossomos é pela adigédo
em “tandem” de heterocromatina terminal, como forma de restabelecer a
estabilidade telomérica apds fissdes céntricas (ver item 2.4.3 e figura 13). Existem
poucas evidéncias de fissbes céntricas no grupo em estudo, dada a estabilidade
numerica nos cariotipos encontrada neste trabalho. Entretanto, a hipétese de Imai
pode ser valida para explicar a origem destes pseudoacrocéntricos por adicdo em
“tandem” de heterocromatina a partir de eventos de fissdo mais antigos relacionados

a ancestralidade do grupo.
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Figura 13 - Esquema representando o aparecimento de bandas intersticiais e
terminais, segundo Imai (1991). A) Crescimento em tandem de
heterocromatina, mostrando a origem de Cromossomos
pseudoacrocéntricos; B) Cromossomo pseudoacrocéntrico com
insergdo de heterocromatina na regiso terminal (C*') e intersticial (C*').

41



Nos cromossomos de S. longula, a heterocromatina esta localizada ao longo
de um dos bragos ou na regido pericentromérica. As duas outras espécies
apresentaram bandas C distribuidas ao longo dos cromossomos do complemento

(Figuras 6,7,8 e 9), caracterizando grupos cariotipicos distintos.

5.2 Heteromorfismo cromossdmico em S. longula

Um heteromorfismo cromossdmico foi encontrado exclusivamente no cariétipo
de S. longula. Esse heteromorfismo € caracterizado pela diferenga do tamanho do
braco heterocromatico de um dos cromossomos do par 6 em relagdo ao seu
homodlogo (Figura 3). A ocorréncia de heteromorfismos de tamanho do brago
heterocromatico foi observado em outros organismos como bovinos (FERNANDEZ-
GARCIA et al.,, 1997) e rato (WANG et al.,, 2003). Dentre os Hymenoptera, foi
observado em vespas Trypoxylon (Trypargilum) nitudum (SCHER, POMPOLO,
2003) e em abelhas como Friesella schrottkyi (MAMPUMBU, 2002) e Partamona
helleri (BRITO et al., 1997; BRITO, 1998).

Existem trés mecanismos citologicos possiveis que explicariam a presenca
desse heteromorfismo no cariétipo de S. longula. Primeiro, a dele¢do de uma fragéo
do braco heterocromatico do cromossomo menor do par heteromorfico que, de
acordo com Guerra (1988), é a perda de um pedago qualquer do cromossomo,
podendo ser terminal (mais rara) ou intersticial, originadas por quebra e eliminagao
cromossomica.

O segundo mecanismo que possivelmente induziria a esse heteromorfismo é
a translocacédo de um segmento de um cromossomo para outro ndo-homologo. Esse
tipo de rearranjo foi observado em Trypoxylon (Trypargilum) nitudum por Scher e
Pompolo (2003) e discutido como um mecanismo adotado pela célula para eliminar
heterocromatina. Em nossas analises, nédo foi identificado o cromossomo do
complemento, para o qual o segmento poderia ter sido translocado, sendo assim

esse segundo mecanismo supostamente pode ser descartado para explicar a origem
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do polimorfismo cromossémico. Essa observagdo também foi feita por Fernandez-
Garcia et al. (1997), ao estudarem um novo polimorfismo cromossdmico em bovinos.

O terceiro mecanismo é a duplicagdo do bloco heterocromatico na regiao
centromérica como foi observado em bovinos por Fernandez-Garcia et al (1997) e
em ratos por Wang et al. (2003). Tanto a delegdo quanto a duplicagcdo podem ser
identificadas citologicamente através de alteragcbes na analise de marcadores
cromossOmicos, bem como pela medicdo da extensdo do cromossomo mitético.
Ambos 0s mecanismos podem se originar do pareamento meiotico incorreto ou pela
distribuicdo desigual da cromatina (GUERRA, 1988). Nossos dados mostram que tal
polimorfismo esta diretamente relacionado com a heterocromatina, consistentes com
as suposicoes feitas por Guerra (1988), ao afirmar que polimorfismos gerados por
duplicacao/delecdo ocorrem mais frequentemente em segmentos nao-codificantes,
como a heterocromatina.

Vale ressaltar que o heteromorfismo foi observado em todos os individuos
analisados nesta colbnia, entretanto, seria interessante analisar individuos na
colénia que fossem hapldoides para confirmar qual dos cromossomos do par
heteromoérfico aparece em maior freqiéncia ou mesmo se individuos hapldides,
portando o cromossomo menor, sao igualmente viaveis. Como nao foi encontrado
individuo haploide durante essas analises, novas amostras necessitam ser coletadas
em outras épocas do ano, levando-se em consideragdo a existéncia de uma

diferenca sazonal na produgao de zangdes nas colénias de meliponineos.

5.3 Caracterizacao da heterocromatina

A coloragdo por fluorocromos base-especificos permitiu caracterizar a
composi¢cao molecular da heterocromatina nas espécies estudadas. Fazendo uma
analise comparativa dos resultados obtidos com o bandamento C e o fluorocromo
DAPI, notou-se que algumas regides que aparecem com a fluorescéncia mais
intensa coincidiram com regides heterocromaticas nas trés espécies de Scaura.

Considerando a afinidade do DAPI por regides cromossémicas ricas em pares de
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base AT (VERMA; BABU, 1995), pode-se inferir que as regides heterocromaticas
coradas positivamente pelo DAPI sido ricas em AT quando comparadas ao restante
do genoma.

O DAPI revelou outras regides cromossdmicas fracamente coradas. Estas
marcagdes fracas ocorreram em regides cromossémicas terminais em todas as
espécies. Em S. longula este tipo de marcacdo deu-se ao longo do brago maior
heterocromatico de um dos cromossomos do par heteromorfico (par 6, Figura 10B).
A coloragdo CMA3, que especificamente cora regides cromossémicas de DNA rico
em GC (VERMA; BABU, 1995), resultou em bandas CMA3 positivas neste braco
longo heterocromatico, mostrando congruéncia nos resultados obtidos com os dois
fluorocromos (Figura 10 A e B). Esse resultado com S. longula também demonstra a
existéncia de uma heterogeneidade heterocromatica com relagdo a composicéo
nucleotidica, visto que a maioria da heterocromatina é rica em AT, porém o par
heteromérfico revelou heterocromatina rica em pares de base GC. Esse carater
heterogéneo da heterocromatina também foi observado em outros géneros de
Meliponini, como Melipona (ROCHA et al., 2002) e duas espécies de Partamona
(BRITO, 1998).

Com este resultado, foi possivel comparar as espécies com base em
diferengcas quantitativas e qualitativas na heterocromatina uma vez que,
caracterizando-a molecularmente, foi possivel estabelecer com maior seguranca
homologia destas regides e acompanhar sua reorganizagdo no genoma neste grupo.

As metafases mitéticas de S. atlantica, submetidas a coloragdo com CMAg3,
realcaram duas bandas mais fortemente brilhantes na porgdo terminal de dois
cromossomos nao-homodlogos, que correspondeu as regides de DAPI,
heterocromaticas (Figuras 11 A e B).

De forma semelhante, o complemento cromossdmico dipléide de S. latitarsis
revelou dois pares cromossémicos com marcacdes CMAsz*. Em um dos pares, a
banda R localizou-se na regido terminal do brago curto, correspondendo a porgao
DAPI" heterocromatica. No outro par, o brago longo que se mostrou CMA3", ndo
corresponde a regidao heterocromatica (Figuras 12 A e B). Os dados com CMA;
coincidem com as observagdes feitas por Costa (2003) para essa espécie, porém

este autor ndo realizou a coloragdo com DAPI.
44



A correlagdo entre regides CMA3;" e banda NOR tem sido descrita na
literatura, sendo bastante comum entre os animais. Em abelhas, essa correlacao foi
registrada em Melipona (ROCHA 2002; ROCHA et al. 2002), em Friesella schrottkyi
(MAMPUMBU, 2002) e em duas espécies de Partamona (BRITO, 1998). No entanto,
como foi observado por Brito (1998), tal indicagao nao é precisa, visto que o numero
de marcacdes CMA3" pode ser maior em relagéo a coloragdo com nitrato de prata.
Isso se deve ao fato que o CMAg3; liga-se preferencialmente a regides do DNA ricas
em GC, correspondendo a regides de NOR ativas ou nao, e o nitrato de prata, por
sua vez, impregna-se apenas em NOR ativas. Em relacdo as espécies de Scaura
em que as marcacdes foram fortes, relativamente pontuais e heterocromaticas,
acreditamos que essas regides CMA;" sdo possiveis sitios citolégicos de localizagéo
de NOR.

E interessante salientar que esse tipo de informac&o pode ajudar a elucidar a
evolugcdo deste tipo de cromatina dentro do género Scaura. Embora seja uma
técnica relativamente facil de ser realizada, a coloragdo com nitrato de prata ainda
nao foi adaptada com sucesso para uma visualizacdo de NOR em cromossomos de
Meliponini, sendo registrado apenas em Melipona (ROCHA et al., 2002), e Friesella
schrottkyi (MAMPUMBU, 2002). Novas perspectivas nesta area vém de ensaios
recentemente realizados com hibridagao in situ de sondas de DNA ribossomal, que
tém apontado a localizagdo de genes ribossomais nas regides heterocromaticas

coincidentes com bandas CMA;" em abelhas (Costa inf. pessoal).

5.4. Evolucao cariotipica

Nossos dados mostraram que, embora o0 numero cromossOmico seja
conservado no género Scaura, existem variagdes nas férmulas cariotipicas das trés
espécies estudadas.

Segundo Guerra (1988), é muito dificil reconhecer se uma determinada
alteracdo esta relacionada a diferenciagao interespecifica ou se € apenas uma

diferenca que se estabeleceu paralela ou posteriormente a completa separacao das
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espécies, mas as variagcbes cromossémicas sao sempre significativas para o rumo
evolutivo das espécies.

Sabe-se que as hipoteses da evolugao cariotipica enfocam principalmente as
alteragdes no numero de cromossomos, entretanto, as variagdes cromossdmicas
podem ser tanto numéricas quanto estruturais.

As variagdes numéricas mais faceis de serem observadas, pois altera o
numero cromossdmico das espécies. As estruturais sdo reconhecidas quando
afetam a morfologia cromossémica ou mudam a posicdo de certos marcadores
cromossémicos, como os centrdmeros e diversos tipos de bandas (GUERRA, 1988).

Em formigas, de acordo com Imai et al. (1977), os rearranjos cromossOmicos
que contribuem para mudancgas cariotipicas sao: inversdo céntrica, mudancas
saltatérias de heterocromatina, translocacdes reciprocas simples, translocacdes
complexas, cromossomos supranumerarios, delecdo cromossémica e rearranjos
Robertsonianos (fissdo, fusdo), sendo que os quatro primeiros conduzem a
variagbes no comprimento dos bragos cromossdmicos, enquanto os demais
proporcionam mudang¢as no numero cromossOdmico. Eles completam afirmando que
dentro os rearranjos que alteram o brago cromossdmico, a inversao e o crescimento
de heterocromatina sdo os mais importantes na evolugao do cari6tipo de formigas.

Essas informacdes estdo de acordo com os resultados observados nos
cariotipos das espécies de Scaura, os quais diferem tanto no numero de
cromossomos acrocéntricos e pseudoacrocéntricos, quanto na distribuicdo variavel
de heterocromatina ao longo do complemento cromossdmico.

O cariotipo de S. latitarsis apresentou um par cromossdmico de morfologia
metacéntrica, o que ndo foi observado nas outras duas espécies analisadas. A
origem deste pode ter envolvido fusdo céntrica entre dois cromossomos
acrocéntricos ou pseudoacrocéntricos (Figura 14). Como foi relatado por Hoshiba e
Imai (1993), esse mecanismo tem como consequéncia a redugdo do numero de
cromossomos. Sendo assim, talvez ndo seja o mais adequado para explicar a
presenca do par metacéntrico encontrado no cariétipo de S. latitarsis, uma vez que
nao foi observada alteracdo numérica dentro do género Scaura. Um mecanismo
alternativo seria a inversao pericentromérica de um cromossomo pseudoacrocéntrico

(AM) seguido de eliminacdo de heterocromatina (A" — M — M®°). Tal explicacéo
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tem suporte nas observacdes feitas em outras espécies de abelhas e vespas por
Hoshiba e Imai (1993) (Figura 15).

Cabe ressaltar que a férmula cariotipica estabelecida neste trabalho para S.
latitarsis ndo coincide com os dados observados por Rocha et al. (2003b), em que foi
registrada a formula cariotipica de 2K= 14 A + 20 AY, nao relatando a presenca de
cromossomos metacéntricos. Isso pode ser explicado pela baixa resolugdo da
técnica de bandamento C utilizada naquele trabalho, que ndo permitiu visualizagao
das bandas ao longo dos cromossomos, dificultando a determinagdo morfologica dos
mesmos. Alternativamente, S. Ilatitarsis pode apresentar uma variacao
intraespecifica, o que poderia ser elucidado por meio de um estudo mais amplo,
abrangendo mais amostras dentro da area de ocorréncia da espécie. Neste caso,
nao deve ser descartada a possibilidade de serem encontrados numeros
cromossOmicos diferentes que venham a corroborar a origem do cromossomo
metacéntrico por fusdo. Caso semelhante foi detectado recentemente na espécie
Trigona fulviventris (DOMINGUES et al., 2005).

Os resultados obtidos com as diferentes técnicas citogenéticas indicam que S.
latitarsis e S. atlantica apresentam grande similaridade cariotipica entre si, em
comparacéo com S. longula. E interessante notar que S. longula divergiu das demais
espécies pela presenca marcante de um heteromorfismo cromossdmico, bem como
por conter um grande bloco de heterocromatina rica em pares de base GC. Esse tipo
de heterocromatina nas outras duas espécies ocorreu na forma de pequenas
marcagoes em dois pares cromossOdmicos distintos.

Vale ressaltar que apesar de S. latitarsis e S. atlantica apresentarem uma
diferenciagdo no tamanho e localizagdo de marca¢cdes CMA3™ o nimero de bandas
por genoma hapldide foi o0 mesmo em ambas. Considerando a maior proximidade
entre estas duas espécies, evidenciada por dados citogenéticos, morfolégicos e
comportamentais, provavelmente a reorganizagdo do genoma deve ter ocorrido apos
a divergéncia destas espécies em relagdo a S. longula.

Esses resultados permitiram fazer inferéncias sobre os eventos envolvidos na
diferenciagao cariotipica nas espécies de Scaura. O uso de dados adicionais com

outras espécies, baseando-se na citogenética tradicional e molecular, bem como nos
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dados filogenéticos, sera de grande importancia na compreensdo mais detalhada

dos eventos ocorridos na evolugao cromossdmica dentro do género.
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Figura 14 - Esquema da formagao de cromossomo metacéntrico a partir da fusao
entre dois cromossomos pseudoacrocéntricos (AY), levando a
eliminagao bloco heterocromatico (C’), o resultado € um cromossomo
dicéntrico e por fim tem-se um metacéntrico com heterocromatina na
regido pericentromérica (M), segundo Imai (1991).

inv. AM c
e —]>
2
AMc Mcct Mcc

Figura 15 - Formagao de cromossomo metacéntrico com heterocromatina na regiao
pericentromérica (M), a partir de inversdo pericentromérica (inv. AM)
seguida de eliminacdo de heterocromatina (C’). Esquema modificado
de Imai (1991).

49



6. CONCLUSOES

As técnicas aplicadas neste trabalho constituiram num valioso instrumento
para o estudo das alteragcdes cromossémicas que ocorreram no cariotipo de cada
espécie dentro do género Scaura, servindo de base para outros estudos evolutivos.

A citogenética realizada nas trés espécies de Scaura permitiu concluir que
embora 0 numero cromossdmico seja constante no género de 2n=34 (fémeas) e
n=17 (machos), as espécies apresentam morfologias cromossdmicas diferentes, o
que equivale dizer que ao longo do tempo evolutivo os segmentos do genoma se
reorganizaram consideravelmente.

A andlise dos cromossomos de S. latitarsis e S. atlantica, por meio das
diferentes técnicas, permitiu observar que estas apresentam caridtipos bastante
semelhantes, o que era esperado, visto que estas sdo espécies mais proximas.

As variagdes na morfologia dos cromossomos das espécies de Scaura sao
consequéncias de variagdes estruturais que também desempenham um papel
fundamental na evolugao das espécies. Como a maioria das hipoteses de evolugao
cromossOmica envolve alteragdes numéricas, os dados obtidos podem ser melhor
encaixados na hipotese de interacdo minima, uma vez que esta explica
determinadas alteragdes estruturais observadas nos cariétipos de Scaura.

Trabalhos com essas espécies e outras relacionadas, fazendo uso de
técnicas citogenéticas tradicionais e moleculares, deverao ser conduzidos de forma
a enriquecer os conhecimentos acerca destas diferengas e assim auxiliar na

compreensao da complexa evolugéo cariotipica e citotaxonomia do grupo.
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