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RESUMOC

Friesella & um género monotipico da tribo Meliponini com distribuicio geografica restrita
ao sul-sudeste do Brasil. O objetivo deste trabalho foi andiise citogenstica do género
Friesella para a compreens@o da organizagio e evolugio do genoma da tribo Meliponini,
utilizando técnicas de coloraglo com Giemsa, banda C e flucrocromos para localizar e
conhecer a natureza da helerocromating; banda NOR e hibridacdo in situ, parz a
iocalizagéo dos genes ribossémicos e para o estudo do ndmero de nucléolos. Foram
analisadas citogeneticamente 10 coldnias provenientes dos Estados de Minas Gerais e
Espirito Santo. Determinou-se o ndmero cromossdmico de 2n=34 (fémeas) e de n=17
{machos). A férmula cariotipica é 2K=18AM+ 18A. A heterocromatina localizou-se nos
bragos curtos dos cromossomos acrocéntricos (A) e nos bracos médic e longo dos
cromossomos pseudo-acrocéntricos (AM), Os tipos morfolégicos observados (M A)
teriam surgido de cromossomos matacéntricos que sofreram fissdes céntricas seguidas
de crescimentc “em tandem” da heterocromatina. Os padrées obtidos com os
flucrocromos base-especificos (DA/DAPI/CMA;) demonstraram que a heterocromatina foi
predominantemente rica em AT (DAPI"), com exceg&o do quinto par {A™), que apresentou
heterocromatina GC. Esta heterocromatina foi marcada pela CMA; e hibridizou com a
sonda de rDNA (185, 5.88 e 288), o que demonstrou correlagdo entre CMA," e FISH'.
Foram encontradas irés variantes cromossémicas, 0 que permitiu separar as colénias em
dois grupos de acordo com as médias do comprimento do quinto par heteromérfico. Foi
possivel confirmar pela banda NOR, que estes cromossomos estavam envolvides com a
regifio organizadora de nucléolo. Observou-se uma variacao de 1 a 4 nucléoios nos dois
grupos analisados. A variag8o em numero de nucléolos (1a 4) observados em fémeas
(diploides), foi considerado resuliade de células com niveis diferentes de ploigia. ©
tamanho do nuciéolo ndo diferiu entre os dois grupos, o que sugere um grau de atividade
nucleolar similar e, conseglientemente, que haja um controle na quantidade de rRNA
transcrito independente do numero de “clusteres” de rDNA.
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ABSTRACT

Frisefla 18 a monotypic genus of the tribe Meliponini with geographical distribution
restricted to southern and southeastern Brazil. The objective of this work was to analyze
cytogenetc of genus Friesella to understand organization and evolution of genome of tribe
Meiiponini  using conventional staining (Giemsa), C-banding and coloration with
fluorochromes to characterize the localization and the nature of heterochromatin, NOR
banding and in sity hybridization were applied for ribosome genes localization and to
determine the number of nucleoli. Ten colonies were analyzed cytogenetically from the
states of Minas Gerais and Espirito Santo. Chromosomal numbers of 2n=34 and n=17
were determined for females and males respectively. The karyotypic formula was
2K=18AM+18A. The heterochromatin was localized in short arm achrocentrics (A) and in
the medium and long arms of pseudoacrocenirics (AY). The observed morphological types
(A, A"y might be derived from metacentric chromosomes that suffered centric fission,
followed by tandem growth of the heterochromatin. The patterns obtained with specific-
base fluorochromes (CA/DAPI/CMA;) showed that the heterochromatin was predominantly
AT (DAPI") except for the fifth pair of (A™) which bore GC heterochromatin. This
hetrochromatin was marked by CMA; and hybridized with 18S, 5.8 and 28S rDNA probes,
which showed correlation between CMA;" and FISH’. Three chromosomes variants
aliowed to separate the colonies in two groups according to mean length of the fifth
heteromorphic pair. NOR banding patterns of this same pair demonstrated that those
chromosomes were also involved with the nucleolus organizer region. Both groups
dispiayed a variation in nucleoli numbers from one to four, which was considered to be &
result of different levels of ploidy in diploid females. Nucleolus size did not differ between
the groups, suggesting similar nucleolar activity rate in both groups. We concluded there is

a control in amount of transcribed rRNA that is independent of the number of rDNA
clusters,
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1- INTRODUCAO

1.1- Consideragbes gerais sobre a tribo Meliponini.

Os insetos constituem um grande grupo zooldgico, dividido em varias ordens. A
Ordem Hymenoptera € um grupo extremamente diverso que compreende as formigas,
vespas e abelhas (LASALLE e GAULD, 1983, NOGUEIRA-NETO, 1897). Muitas especies
de himenopteras se desenvolvem como parasitas ou predadores de outros insetos e, por
essa razéo, tdm uma funcdo natural na regulacBo da populacdo de Insetos fitdfagos.
Talvez, mais importante que seu valor econdmice, seja o seu valor ambiental, gue € um
componente vital para o ecossistema terrestre (LASALLE e GAULD, 1993).

A subfamilia Apinae, que pertence & familia Apidae, agrupa as tribos Euglossini,
Bombini, Apini e Meliponini (ROIG-ALSINA e MICHENER, 18983). Os meliponinegs,
conhecidos como abelhas indigenas, se distinguem dos demais Apidae, principaimente
pela reduco da venag&o alar (célula marginal aberta no 4pice, 2° e 3° submarginais
ausentes @ a 1° ausente ou vestigial) e pela atrofia do ferro (NOGUEIRA-NETO, 1997
CAMARGO, 1988). A tribo Meliponini é considerada uma das maiores visitantes de
plantas nativas nos tropicos e contribui para a polinizacao eficiente de plantas cultivadas
(HEARD, 1999).

Apresentam distribuicdo em grande parte das regides de clima tropical e algumas
importantes regibes de clima temperado subtropical. Portanto, essas abelhas sao
encentradas na maior parte do continente americano (CAMARGO, 1989, CAMARGO e
PEDRO, 1982, NOGUEIRA-NETQ, 1997).

Segundo CAMARGO (1989), Friesella & um género monotipico, apresenta uma
distribuicdo Neotropical e restrita ac sul-sudeste do Brasil. Durante muito tempo, foi
considerada uma abelha tipicamente paulista, mas também é encontrada na regido de
Vigosa - Minas Gerais. E uma abelha pequena {3-5mm), popularmente conhecida por
mirim-pregui¢a. Constrdi seus ninhos em ocos pequenocs {mourdes de cerca, pareddes de
pedra e em areas urbanas) (NOGUEIRA-NETO, 1970).

A caracteristica que faz os himendpteros serem muito interessantes do ponto de
vista reprodutivo € o sistema de determinagBo sexual por partenogénese arrenétoca
{arrenotoquia), ou seja, a origem dos machos a partir de ovos ndo fertilizades. A haplo-
diploidia consiste num sistema genético no qual os machos sdo hapldides e as fémeas



dipldides. Esia portanto, presente no sexo masculine apenas o genoma materno, razéo
pela qual se diz que os machos ndo 1ém progenitor masculino. Além da arrenctoquia,
ccorrem  outros tipos de partenogénese nos himendpteros, como a telitoquia, a
deuterctoquia e a partenogénese ciclica ou alternante. Os diferentes tipos podem ser
encontrados na mesma familia e até no mesmo géners. Destes, a partenogénese

arrendtoca @ a mais freqliente; € a maneira pela qual o sexo nas abelhas é determinado
(CRUZ-LANDIM, 1884, CRUZ-LANDIM e BEIG, 1880).

1.2- Analise Citogenética da Tribo Meliponini

O estudo citogenético da tribo Meliponini foi iniciado por KERR em 1948, que
determinou os numeros cromossémicos n=9 e 2n=18 cromossomos para duas espécies
do género Melipona, Mals tarde fol ampliado para 25 géneros e 47 espécies analisadas,
com uma variagho de n=8 a n=18, sendo n=17 o ndmero predominante {(KERR, 1952,
1969, 1972, KERR e SILVEIRA, 1872). Posteriormente,mais trabalhos citogenéticos séo
apresentados na literatura com variag@o de n=8 a n=19 (HOSHIBA, 1988, COSTA et al.
1992; POMPOLO 1992;1994; HOSHIBA e IMAIL, 1993; POMPOLO e CAMPOS, 1985
MOREIRA, 1897, MENEZES, 1997, BRITO ef al 1997 BRITO, 1998, ROCHA e
POMPOLO, 1998; CAIXEIRO, 199¢; BRITO-RIBON ef al. 1899; ROCHA, 2000). A analise
citogenetica de F. schrottkyi se limitava, até entdo, & morfologia e ao numero
cromossémice (POMPOLO 1992;1994), sendo o caridtipo observado correspondente a
2n=34, dipidide para fémeas e hapidide, n=17, para machos. TARELHO (1973) observoy
n=18 em duas colbnias analisadas de F. schrottkyi de Ribeirdo Preto (SP).

Segunde a2 feoria de interacBo minima (IMA! ef a/. 1988, 1994; IMA] 1881), a
ocorréncia de interagbes cromossdmicas ndo-especificas durante a intérfase &
determinada pela relagio entre o tamanho do genoma e o volume nuclear dos odcitos e
espermatocitos. Se esta proporgdo for alta {genoma grande/niclec pequenc), 2
probabilidade de ocorréncia de interagbes cromossémicas serd elevada, ocasionando
mutagbes deletérias, como translocagdes reciprocas. Foi entdo sugerida por IMAI et al
(1986) que o caminho seguido na evolugdo do caridtipo teria sido uma forte selecdo,
atuande para 0 aumento do nomero cromossdmico, a fim de diminuir o risco de
translocagbes reciprocas gerado em um caridtipo com um nUmero baixo & de tamanho
grande. O processo mais eficiente para atingir este aumento seria a ocorréncia de fissdes



céntricas. O crescimento da heterocromating, apés a fissdo céntrica em um dos bragos do
Cromossomoe seria para a recuperacio da estabilidade do teidmero.

Varios trabaihos tém demonstrado a ocorréncia de heteromorfismo em relacio ao
tamanho da banda C (heterocromatina) na ordem Hymenoptera, como foi observado em
vespas do género Trypoxylon (GOMES, 1985, SCHER, 1996, ARAUIO, 2000) & em
abelthas no género Piebeia (CAIXEIRO, 1999).

Em algumas espécies desta ordem foi observada a poliploidizaciio. WORKER e
KROL-PALUCH (1885) trabalharam com varios tecidos de Apis melfifers carnica e

observaram um alic grau de poliploidia na fase larval do desenvolvimento.

%.3- Heterocromatina

A primeira definicdo da heterocromatina foi dada por Heitz (1928) (in JOMN, 1988},
que a definiu como segmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros que se mantém
condensados durante todo ciclo celular. De acordo com PIECZARKA e MATTEVI] (1998},
a heterocromatina € composta em grande parte por DNA altamente repetido, se replica
mais lentamente na fase 8 e possui ainda a caracteristica de corar diferencialmente
quandoc submetida a determinados tratamentos.

O enigma fundamental da presenga de regides cromossémicas heterocromaticas é
que embora tais regides sejam extensas, compreendendo uma proporgac do genoma dos
eucariotos superiores, elas parecem inertes do ponto de vista funcional ou genético.
Porgue ¢ genoma dos organismos superiores contém tal quantidade de material genético
de pouco significado bioldgico? Ou, alternativamente, quais s3o as forgas evolutivas que
resultam na manutengdo e estabilidade da heterocromatina? Uma das respostas seria
que ela &€ mantida inteira por processos estocasticos ou por processos internocs com
beneficios para si mesmo e ndo para todo organismo (heterocromatina egoista)
(PALUMBO ef al. 1994).

Outros autores defendem a idéia que a heterocromatina contém funcdes
biolégicas. Neste caso, a aparente inatividade da heterocromatina pode ser devida a
pecuiiar organizagéo do material genético, produzinde poucas fungdes que existem efou a

dificuldade para detectar as fungdes heterocromaticas por andlise genética convencional
(PALUMBO sf al. 1984),



Varias fungles tem sido propostas para a presenga da heterocromating no
genoma das espécies: recuperacéo da estabilidade telomérica (IMAl, 1991: IMAI ef af
1986;1988,1894), apds eventos de fissdo cénirica nos cromossomos: reconhecimento de
centrdmeros homdlogos e protecio estrutural de centrdmeros e de genes ribossomais (in
SUMNER, 1980); protegBo de porgbes eucromadticas do genoma em nucleos interfasicos
contra 0 ataque de substanclas mutagénicas e clastogénicas (HSU, 1875); recurso para
criagBo de novos genes (IMAL 1991), estabilizacBo de regides espiralizadas de
Cromossomos, como os centrdmeros e teldmeros, facilitando rearranjo cromossémico e
recombinacdo (VERMA e BABU, 1987).

1.4- Técnicas de bandamento cromossdmico

Inicialmente o©s cromossomos eram  vistos predominantemente uniformes.
diferenciados somente pela presenga quase invaridvel do centrémers, o qual tem sido
referido como constricBo primaria. Na segunda década de 70, houve uma revolugdo no
estudo citogeneético, principalmente pelo uso de varias técnicas de bandamento. Algumas
técnicas produzem um padrdo diferenciado ao longo dos braces cromossémicos,
evidenciandoe regides claras e escuras, qgue s&c chamadas de bandas. Qutras técnicas
produzem marcacgdes muilo especificas no cromossomo, que aparecem como bandas
transversais de diferentes intensidades, que s8o linearmente arranjadas em padrbes
caracteristicos para cromossomos especificos (VERMA e BABU, 1987).

Quando os cromossomos s&o examinados com diferentes técnicas citogenéticas,
revela-se uma grande variabilidade entre os mesmos. Muitas das variagBes envolvem
diferengas no tamanho cu propriedades de marcagio de segmento da heterocromatina e
tamanho da NOR. A variacdo entre cromossomos homélogos sem implicar que as
diferentes formas sejam necessariamente descontinuas, foi denominado de
heteromorfismo (SUMNER, 1890).

Métodos de bandamentos s@io, portanto, relevantes para entender a estrutura e
funcdo dos cromossomos e 3 interpretacio da tendéncia evolutiva entre diferentes
genomas {Darling e Abbott, 1982) {in BELLA et a/. 1995).



41.4.1- Banda C e Fluorocromos

Uma das técnicas utilizadas para estudar a heterocromatina (banda C) ol
introduzida por SUMNER (1972). Essa envolve a remogo preferencial do DNA de regifes
eucromaticas, resultandc na coloragdo seletiva da heterocromating em cromossomos
metafasicos & no nicleo interfasico (SUMNER, 1890).

A referida técnica tem sido empregada em espécies da Ordem Hymenoptera,
proporcionando uma boa caracterizacio dos padrdes de distribuicio da heterocromatina.
Espécies de vespas do género Trypoxyion foram sstudadas por GOMES ef af (1995,
1867), SCHER (1996) e ARAUJO et al. (2000). CAIXEIRO (1999) comparou os caridtipos
de quatro espécies de abelha sem ferrBo do género Plebeia (2n=34), tendo observado
diferencga com ralagio a morfologia e distribuicBo de heterocromatina. BRITO (1988) e
BRITO-RIBON el a/ (1998) estudaram o género Parfamona. ROCHA {2000) observou
variaggo da heterocromatina em cromossomos de espécies do génerc Melipona.
MENEZES (1897} analisou o carittipo de Tetragonisca angusiuia. Trés espécies do
género Frieseomelifta foram estudadas por MOREIRA (1887).

Uma ampia variedade de fluorocromos tem sido usada na coloracdo de
cromossomos para estudar a natureza da heterocromatina. Estes fluorocromos podem ser
classificados. de acordo com afinidade, por dois tipos especificos de bases de DNA (AT
ou GC) (VERMA e BABU, 1895).

O fluorocromo DAP! (4',8-Diamidino-2-phenylindole) (base especifica AT) foi
utilizado pela primeira vez para bandamento cromossdmico por Schweizer e Nagl (1978)
{in SUMNER, 1990;. Desde entdc fem sido usadoc em combinacdo com CMA;
{cromomicina A;) e miframicina ambos {base especifica GC) para produzir padrdes de
bandas complementares. Os diferentes padrdes sfo observados pela troca de
comprimento de onda da luz excitante. Diversos fluorocromos, AT especifico, tém sido
combinados com outros flucrocromos que mostram GC especifico, como resuitados,
padres diferentes podem ser demonstrados em cromossomo individual (SUMNER, 1990:
BELLA ef al. 1895).

A cromomicina A; (base especifica GC) foi usada primeiramente por Schweizer (in
SUMNER 1990), em cromossomos de plantas. Esse autor verificou que regides
heterocromaticas mostravam brilho intenso quando coradas com cromomicina A;, mas



apresentavam fluorescéncias ténues quando submetidas ac flucrocromo DAPI (SUMNER,
19903

1.5- Regido organizadora de nucléolo

A reglao organizadora de nucléole (NOR) &€ regifio do DNA que contém os
principais genes de rRNA (183, 5.85 e 288 rDNA). O nuclécio & a organsla na intérfase
onde estes genes se localizam, além do material que se acumuia ao redor da NOR {maior
parte de rRNAs, seus precursores quanto proieinas ribossomais especificas)
(SCHWARZACHER e WACHTLER, 1883; REEDER, 1990).

Em nucléolos de mamiferos existern trés subestruturas denominadas de acordo
com a sua aparéncia em microscopia eletronica: 1-Centro fibrilar que contem o DNA
ribpssomal € ambas as enzimas RNA polimerase | & topoisomerase | Deste modo, ¢
centre fibrilar € o sitio onde os rRNAs sfo gerados. 2-Components fibrilar denso, estrutura
que possul fibrilaring, proleinas associadas com U3 (pequenocs ribonucleoproteinas
nucleares "snRNP”). 3- Componente granular que & composta de particulas precursoras
de ribossomos em estagios de maturagdo, antes de exportar para o citoplasma (REEDER,
1990}

Os ribossomos contém quatro tipos de rRNA que s&oc designados pelo seu
coeficiente de sedimentacao “58 188, 5.85 e 285" e grande numero de proteinas (Wilson,
1882) (in SUMNER, 1990). Os rRNAs 188, 5.88 e 28S sfo todos derivados da grande
molécula pesada percursora 458 (Attardi e Amaldi, 1970) (in SUMNER, 1990). O rRNA 58
é sintetizado por genes separados que ocupam estruturalmente sitios diferentes nos
cromossomos em relacdo aos oufros rRNAs.

A regiao organizadora de nucléocle (NOR) ativa é detectada peloc método de
impregnagao com prata (AgNG;) em cromossomos metafasicos e em nlcleos interfasicos
(HOWELL, 1977, REEDER, 1980; MILLER eof al 1976, LORITE ef al. 1997). Analise
guimica demostrou que a prata impregna proteinas acidas de natureza noc-histénicas
(SCHWAZACHER e WACHTLER, 1983; HOWELL, 1877).

Em citogenética molecular, a principal técnica utilizada atualmente € a hibridacao
in situ fluorescente (FISH). Inicialmente era utilizada para localizar seqléncias repetidas
de DNA em cromossomos metafasicos, mas seu campo de aplicacdc esta
progressivamente diversificado. Entretanto, constitui uma ferramenta Uil para o



estabelecimento do mapa gendmico (ABDELMOULA et al 2000). Com a sonda de rDNA
é possivel obter a localizagio precisa de todos genes ribossdmicos, independente da sua
atividade (CHENG ef al. 1995). Se os genes ribossomais estio dispersos como pequencs
“clusteres”, € interessante ressaltar o maior grau da eficiéncia da técnica de hibridagso in
situ em relagdo a banda NOR (HSU ef &/ 1975).

A identificacio de NOR por fluorocromos base especifica GC (CMA; ou MM -
mitramicina) foi cbservado em anfibios (ALMEIDA-TOLEDO, et a/, 1989, SCHMID, 1980
SCHMID & GUTTENBACH, 1988), em peixes (CASTRO ot ai. 1896: DEIANA ef al. 2000
GALETT! et al 1984, 1995, MESTRINER et a/. 1995 MARTINS e GALETTI Jr., 1998
MARTINEZ-LAGE ef al. 1994; MARTINS e GALETT!, 1998; SANTOS e SOUZA, 1998b:
SCHMID e GUTTENBACH, 1988, UEDA ef al 1887), em répteis (SCHMID e
GUTTENBACH, 1988), aves (SCHMID e GUTTENBACH, 1988) & em plantas (CERBAH
et al. 1985, ZOLDO et al 1999), em insetos (LORITE ef gl 1997, MANDRIOL! ef af
1999},

O numero e tamanhe de “clusteres” de rDNA pode variar entre individuos e
populagbes. A variag&c em nimero e tamanho de “clusteres” de rDNA permitiram a
MARTINEZ ef al. (1993) separar a espécie Salmo frutta em 5 grupos. Com base nessas
caracteristicas afirmaram que a medida dos tamanhos das NORs estio bem
correlacionados com a quantidade de prata depositada, mostrande que o aumentc da
NOR segue paralelo a quantidade de genes de rDNA.



2- OBJETIVOS

2.1- Justificativa

A tribo Meliponini apresenta uma diversidade de géneros e espécies e os dados
citogenéticos obtidos oferecem uma variedade de resultades que enriquecem em muito o
sstudo da biologia desses insetos. O nimero cromossdmico varia de n=8 a n=19, sendo
n=17 o numero predominante. Dados de citogenética de Friesefla schrottkyi na literatura
sdo controversos. TARELHO (1973) determinou n=18 cromossomos e POMPOLD (1992,
1994} encontrou n=17, 2n=34. Os aspectos gerais & detalhados tais como morfologia dos
cromossomos, padrac da distribuicdo e da natureza da heterocromatina, numero e
tamanho da NOR, possibilitam uma methor caracterizacio dos cromossomos de Frieselia
schrottkyi e maior esclarecimente das relac8es entre as diversas espécies.

Estes dados poderfo ajudar na compreensdo dos mecanismos envolvides na
evolugac deste género, considerando a hipdtese da evolugio cromossémica (teoria de
interagao minima) de IMAI ef &/, (1988, 1994) e IMAI (1981) em relacéo a tribo Meliponini.



2.2- Objetivos especificos

O presente trabalho teve como ohistivos em Friesella schroftkyy

1- Descrever ¢ carictipo, com base na localizaco e organizacio da
heterocromating a pariir de técnicas de banda-C & flucrocromos.

2- Identificar os cromossomos carreadores de NORs por técnicas de hibridacéo in
situ, Auorocromos & banda NOR.

3- Observar se ocorre variagdo na guantidade de “clusteres” dos genes de rDNA e

comparar & sua atividade nucleolar em nucleos interfasicos de fameas nas popuiaces
estudadas.
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INTRODUGAO

A familia Apidae agrupa as tribos: Euglossini, Bombini, Apini & Meliponini (ROIG-
ALSINA & MICHENER, 1993). Friesefla ¢ um género monotipico da tribo Meliponini que
aprasenta uma distribuiclo restrita ac sul-sudeste do Brasii (CAMARGO, 1889).

Diversos dados citogenéticos da tribo Meliponini estio disponiveis na literatura
(KERR, 1948, KERR, 1952, 1869, 1872, KERR e SILVEIRA, 1972, HOSHIBA, 1888
COSTA ef a2l 1892, HOSHIBA e IMAI 1893, POMPOLO e CAMPOS, 1995 MOREIRA,
1997 MENEZES, 1987, BRITO ef a/. 1297, BRITO |, 1898; ROCHA & POMPOLO, 1898:
CAIXEIRO, 1999, BRITC-RIBON et al. 1999; ROCHA, 2000).

Segundo a tecria de interacdc minima (IMAl ef al. 1888, 1894; IMAI, 1991), a
ocorréncia de interacfes cromossémicas néoc-especificas durante a intérfase &
determinada pela relacdo entre o tamanho do genoma e ¢ volume nuciear dos odcitos e
espermatdcitos. Se esta proporgdo for alta (genoma grande/nicleo pequeno), a
probabiiidade de ocorréncia de interagbes cromossémicas sera elevada, ocasionando
mutagdes deletérias, como translocages reciprocas, Foi entio sugerida por IMAT ef ai
(1986) gue 0 caminho seguidc na evolugdo do caribtipo teria sido uma forte selegao,
atuando para o aumento do numeroc cromossémico, a fim de compensar o risco de
translocagdes reciprocas, gerado em um caridtips com um numero baixo e cromossomos
de tamanho grande. G processo mais eficiente para atingir este aumento seria a
ocorréncia de fissbes céntricas. O crescimento da heterocromatina, apos a fissdo céntrica
em um dos bragos do cromossome seria para a recuperacdo da estabilidade do telémero.
Alguns autores tém se baseado na teoria da interacéo minima (IMAI et al 1986 1988;
1094) para explicar a evolugdo cromossbmica para diversas espécies da tribe Meliponini
(POMPOLO e CAMPOS, 1895; CAIXEIRC, 1999; MOREIRA, 1897; MENEZES, 1997
BRITO, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo 2 analise citogenética do género Friesslia
pare compreensac da organizacdc e evolucdo do genoma da tribo Meliponini, utilizando
técnicas de coloragdo com Giemsa, banda C, coloracdo com fluorocromos para &
localizagdo e natureza da heterocromatina; banda NOR e hibridacdo in sifu para
iocalizacio dos genes ribossdmicos e estudo do ntimero de nucléclos.

ig



MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 10 colbnias de Friesella schrottkyi, registradas em ordem
numeérica: cinco provenientes de Vigosa, MG (366, 581, 582, 583 e 688), duas
provenientes de Paula Candido, MG (804, 605}, duas de Cuaraciaba, MG (807 e 817 &
uma proveniente de Anchieta, ES (480) (Tabela 1). Todas estas colbnias estao
acondicionadas em caixas apropriadas e situadas no Apigrio Central da Universidade
Federal de Vigosa, Minas Gerais.

A andlise citogenética foi feita a partir de génglios cerebrais de larvas pos-
defecantes, segundo a metodologia proposta por IMAL ef al. (1988}, Apds 24 horas da
preparacao, as ldminas foram submetidas a diferentes técnicas citogenéticas (Anexo 1).

A tripla coloragdo (DA/DAPI/CMA,) foi feita de acordo com o protocolo proposto
por SCHWEIZER (1880). Algumas destas |&minas foram coradas com Giemsa.

Na técnica de banda C foi ulilizado ¢ método BSG (Hidréxide de Bério/Solugao
Salina/Giemsa) de SUMNER (1972), com modificagSes, segundo POMPOLO e
TAKAHASHI (1990).

A técnica de banda NOR {(Ag-NOCR) foi realizada de acordo com HOWELL e
BLACK (1980), com algumas modificages, segundo MAFFE! ef al. (2001).

A técnica de hibridagdo in sifu fol realizada de accerdo com os procedimentos
propostos por VIEGAS-PEQUIGNOT (1992). Foi utilizado o clone pDm 238, que contém
uma unidade do cistron ribossomal de Drosophila melanogaster {188, 5.85 e 28S mais
segiiéncias intergénicas) inseride em um plasmidic pBR 322 (ROIHA et al 1881).
Algumas destas laminas foram em seguida submetidas a Ag-NOR.

As léminas foram analisadas em microscopio Olympus BX-80 acoplado com epi-
iiuminador. Para analise das lAminas submetidas a DA/DAPI/CMA., e hibridacao in sify,
utilizou-se filtros WB (=330 a 385nm), para fiuoresceina e CMA; e WU ( =450 a 480nm}),
para DAPL.

As melhores metafases observadas foram fotografadas com filme T-MAX 180 100
e Kodak color 1ISQ 100, para as técnicas de fluorocromos e FISH, respectivamente. O
fime Kodak HQ i80 25 foi ufilizado para as técnicas de banda C e coloragdo com
Giemsa.
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Os cromossomos foram classificados seguindo a nomenclatura proposta por IMAI
{1891). cromossomos acrocéntricos (A} em que a heterocromating localiza-se em ioda
extensdo do bragc curto e pseudo-acrocéntricos (AY) sfo aqueles em que a
heterocromating localiza-se em toda extensd8o dos bragos médic e longe dos
cromossomos. Para a montagem do caridtipo, os cromossomos foram separados em dois
Grupos, A e A seguindo uma ordem decrescente de braco eucromatico.

Fol utilizado o programa de anslise de imagem (Image-Pro-Plus), acoplade ac
ricroscopio Olympus BX-60, para cobter medidas dos cromossomos envolvideos na regido
organizadora de nucléolo (NOR) e os comprimentos das circunferéncias dos nucléolos
(Ag-NOR positivo} e dos nucleos. Em cromossomos metaféasicos, as medidas foram
obtidas do comprimento total de cada um dos cromossomos envalvidos na NOR. Um
nimero de 10 pares heteromérficos (cromossomos que apresentaram diferencas no
tamanho dos bragos heterocromaticos) foram selecionados em cada um dos 10 individuocs
na colbnia 582; o mesmo foi feito para a colénia 807, perfazendo um total de 200 pares.
Estes dados foram submetidos aos testes F e Tukey,

Para obter medidas dos comprimentos das circunferéncias de nicleos e nucléolos,
foram selecionados 40 nlcleos ao acaso (10 ndcleos com um, 10 nlcleos com dois, 10
nucleos com trés e 10 nicleos com quatro nucléolos) em cada um dos 10 individuos das
coldnia 561 e 807, totalizando 800 nucleos analisados. Em seguida, os dados dos nicleos
e nuciéolos foram submetidos aos testes F e Tukey. Para obter os volumes dos nucléoios
e seus respectivos nicleos foram usadas as formulas C=2[1R, R=C/211, tendo convertido
as formulas V=4/3TIR®, V=4/3TKC/211)° em (V=1/6TT°C).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Coloragéo convencional e banda C

Neste trabalho, o nimero cromossdmico {2n para fémeas e n para machos) de
Friesella schrottkyi foi confirmado em 2n=34 (Fig.1) & n=17 em todas colénias analisadas.
TARELHO (1873} analisou duas colbnias de F. schroitkyi de Ribeirio Preto (SP) e
concluiv que o numero cromossdmico era n=18. Contudo, POMPOLO (1982 1894,
analisando uma colbnia, também de Ribeirdo Preto (8.P), detectou 2n=34, para fémeas &
n=17, para machos. O resultado observado por TARELHO (1973), pode ter sido
conseqUéncia da fissdo cénirica de um dos cromossomos AY originando o ntmero
cromossdmico de n=18.

O padréo de banda C, mostrou que a heterocromating se localiza ne brago curto
gos Cromossomos acrocéntricos (A) e no bracgo longo e médio de cromossomos pseudo-
acrocéntricos (A™) (Fig. 1). A férmula cariotipica (k para machos e 2k para fémeas) para
esta espécie foi 2K=18AM + 164,

Muitos autores tém se baseado na teoria da interagdo minima (IMA! ef a/. 19886;
1988, 1994) para explicar a evoluggo cromossdémica de diversas espécies de
himendptercs, como em formigas (MARIANO, 2000), em vespas (HOSHIBA, 1988
HOSHIBA e IMAI 1883; ARAUJO ef al. 2000), em abelhas (POMPOLC e CAMPOS,
1995; CAIXEIRO, 1999; MOREIRA, 1997, MENEZES, 1997; BRITO, 1998). A constituicio
morfolégica dos cromossomos e a distribuicdo da heterocromating em F. schrotikyi
sugerem que a diferenciagéo do caridtipo ocorreu devido a fissdo céntrica e adicao da
heterocromatina em um dos bragos.

Ne complemenic dipidide de F. schrottkyi, © quinto par (A™) apresentou um
heteromorfismo em relacdo ao tamanho da heterocromatina (Fig. 1). Foram também
observados caridtipos homomérficos, carreando os dois cromossomos menores, mas
nunca os dois maiores (Fig. 1). Para identificar o par heteromérfico ou homomérfico, todas
as laminas coradas com Giemsa e banda C/Giemsa foram pré-tratadas por coloragao
sequencial DA/DAPI/CMA;. Todas as colbnias foram utilizadas para rastrear a presenca
do heteromorfismo e homomorfismo além do padric de bandas fornecidas por estes
fluorocromos no complemento cromossdmico inteirc {Anexc 1). Foram observados na
colénia 561, 70% de individuos heteromérficos & 30% homomorficos; na colénia 582, 95%
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heteromaoriicos e 5% homomérficos. No genoma hapldide, foi observada a presenca tanto
de cromossomo maior quanto menor na proporgio de 50% (coldnia 561).

Em himenodpteras a ocorréncia de heteromorfismo em relagdo ao tamanho dos
bragos hetsrocromaticos, fol observado em vespas do género Trypoxvion (GOMES et af.
1895, 1897), nas especies Trypoxyion (Trypargiium) nifidum (SCHER, 1898) e Trypoxyion
(Trypargilum) albitarse (ARAUJO ef al 2000), em abelhas do génerc Frisseomelifta, nas
espécies F. varla e F. flavicornis (MOREIRA, 1997) & no género Plebeia, nas sspécies

Piebeia spi, Flebeia sp2, Plebeia remota e Plebeia droryana (CAIXEIRO, 1999).

Coloracao seqliencial com fluorocromos DA/DAPICMA,

A coloragio seqliencial demonstrou que a heterocromatina & preferenciaimente
DAPI" e CMAy, exceto no quinto par. Este apresentou uma regido CMA;" e DAPI™, que se
estendeu da regifo intersticial a telomérica (Fig. 2).

Essa técnica possibilitou separar as coldnias com mais precisdo em dois grupos,
conforme as médias cromossémicas do quinto par (Tabela 2): grupo | (coldnias 366, 480,
561, 582, 583, 604, 605, 617 e 658) com médias “0,3154 ¢ 0,2385" e grupo |l (coldnia
807) com médias "0,5084 e 0,2834" (Fig.3). O teste F indicou que houve diferenca
significativa no tamanho entre os pares (F=60,543; P<5%). O teste Tukey discriminou trés
variantes cromossdmicas (um cromossomo pequenc "0,2385" um médio "0,3154 -
0,2634" e um grande "0,5004"} (Fig. 3). O grupo | porta os cromossomos “meédio e
pequenc’ & o grupo ii porta os cromossomos grande e médio (Fig. 4).

Em Telragonisca angustula, MENEZES (1997) observou gue as regides de banda
C" dos cromossomos metafasicos eram predominantemente composta por pares de
bases AT (DAPI"). Nos géneros Melipona (ROCHA et al. 2002), Partamona (BRITO,1998)
e Plebeia (CAIXEIRO,1998) foi confirmado o carater heterogéneoc da heterocromatina. Em
vespas da espécie Trypoxyion (Trypargilum) albitarse, por ocutro lado, a heterocromatina
foi predominantemente em pares de bases GC (ARAUJO ef a/. 2000).

Hibridacéo in situ fluorescente (FISH), banda NOR {Ag-NOR)
e suas relagdes com o fluorocromo CMA,

A técnica de FISH mostrou a existéncia de um par de cromossomos por genoma
diplcide, carreando os genes de rDNA em F. schrottkyi. A marcacdo localizou-se da
regido intersticial a telomérica do brago heterocromatico, no quinto par (Fig. 5).
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A impregnacBo por prata (Ag-NOR) foi observada no quintc par cromossdmico,
tendo evidenciado diferenca no nimero de ‘clusteres” enire os homdlogos de par
heteromorfico. No complemento hapldide, a émgregmagég fol observada em um
cromossomo (Fig. 8).

Para confirmar se os sitios de rDNA, identificados pela FISH nos cromossomos de
F. schrottkyl, se expressam também no nlclec interfasico, foi realizada coloracio
sequencial FISH/NOR nos nlcleos interfasicos. Apds esse tratamento foi observada uma
correspondéncia da marcacéo, portanto, confirmando que todos os “clusteres” de genes
de rDNA estao sendo expressos no niclec interfasico (Fig. 7).

A t&cnica de hibridacio i situ fluorescente mostrou um resultado similar ao obtido
com a técnica de fluorocromo CMA; (base especifica GC). Esta similaridade foi observada
no brage heterocromatico na regifo intersticial a telomérica do quinto par sromossémico.
Este resultado indicou que nesta regifo predominam os pares de base GC, semelhante
com a NOR do genoma da maioria dos eucarictos (Reed e Philips, 1995) (in LORITE ef al,
1897). As NORs em F. schroftkyi s8o prata positiva, CMA;” e DAPI'. Esses dados s3o
coincidentes com o padréo de hibridacio in sity observado também em formiga Tapinoma
nigerrimum por LORITE et a/. (1997),

A localizaggo dos principais “clusteres” de rDNA, por flucrocromos base-aspecifica
GC (CMA; ou MM - mitramicina), foi observado também em anfibios (ALMEIDA-TOLEDO,
gt al. 1989; SCHMID, 1980; SCHMID e GUTTENBACH, 1988), em peixes {(CASTRO ef &/,
1996; DEIANA et al 2000; GALETT! &t al 1984, 1995, MESTRINER et al. 1995:
MARTINS e GALETTI Jr., 1998; MARTINEZ-LAGE ef al. 1994; MARTINS e GALETT!,
1999; SANTOS e SOUZA, 1998hb; SCHMID e GUTTENBACH, 1988; UEDA ef al. 1987),
em répteis (SCHMID e GUTTENBACH, 1988), aves (SCHMID e GUTTENBACH, 1988) e
em plantas (CERBAH et al. 18985; ZOLDO ef al. 1999). Segundo SUMNER (1990) a
riqgueza em GC da regio organizadora de nuciéolo € devido as seqiéncias ds rDNA (188
e 288), enquanio a regido espacadora se torna mais variavel,

No geral, duas explicacdes tém sido formuladas para explicar a CMA;" na NOR: a
primeira seria que o0s genes de rDNA s@o intercalados com seqiiéncias altamente
repetidas da heterocromatina ricas em GC associadas com a NOR e a segunda seria que
o proprio complexo rDNA s@o por si mesmos constituidos destas seguéncias repetidas
(PENDAS ef &/, 1983) (Pardue ef al. 1973) (in ZOLDOS ef a/. 1999).
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Ao conirario, em mamiferos como ratos, camundongos e gorilas (SCHMID e
GUTTENBACH, 1988) e em peixes como esturjo (FONTANA 1894), 2 NOR n&o mostra
fluorescéncia positiva com CMA,. A falta desta fluorescéncia, observada em mamifercs,
tem sido atribuida a poucas seqiéncias gendmicas ricas em GC no DNA ribossomal
(SCHMID & GUTTENBACH, 1988). Talvez o tamanho total dos “clusteres” de rDNA na
NOR & um fator decisivo na estabilidade do fiuorocromo. A fracio do genoma gue codifica
para rRNA em mamiferos & conhecido ser a menor entre os eucarictos {Sinciair e Brown,
1971, in SCHMID e GUTTENBACH, 1988). UEDA et al. (1987) estudando cromossomos
de cervos utilizaram enzima de restricdo Hae lii, para remover DNA rico em pares de
base GC. A fluorescéncia foi reduzida em cada NOR, estando de acordo com o fato de
que os genes de rDNA sio ricos em pares de bases GC.

Essas regifes de NORs fortemente fluorescentes nfo se estendem deniro da
regifio adjacente (SCHMID, 1880, 1882). Em F. schrottkyi os segmentos cromossdmicos
adjacentes a NORs s@o constitutivamente heterocromaticos em todos individucs
analisados (Fig. 8), em conformidade com os dados obtidos em anfibios (SCHMID, 1082
SCHMID 1978a; SCHMID 1978b), peixes (GALETT! et al. 1991).

De acordo com HSU et &l (1975), muitos citologistas j& acreditavam que na
maioria das espécies a NOR estava sempre localizada dentro do segmento da
heterocromatina. Em F. schroftkyi, analises de FISH, CMA; e banda C mostraram que
genes de rONA estéc associados 4 heterocromatina no quinto par e foram sempre banda
C’ (Fig. 8). Este resultado esté de acordo com o observado em vespa Trypoxylon albitarse
(ARAUJO, 2002), em anfibios (SCHMID, 1978a; 1978b), em moluscos (MARTINNEZ-
EXPOSITO et al. 1997) e em plantas Hypochaeris (CERBAH ef al 1998). Tem sido
sugerido que genes ou familias de genes associados com seqiéncias de DNA altamente
repetidas, estdo sujeitos 2 um aumento em numero de copias pela freqiiéncia de trocas
desiguais em relag8o as seqiéncias simples repetidas (FUJIWARA ef al. 1998 ZOLDO et
al. 1999). E possivel que estes blocos de heterocromatina restrinjam a recombinacao
dentro da NOR por prevenir a formacgio de guiasmas ou forcando guiasmas a serem
formados em oufras regides. Este segmento heterocromatico teria genes que regulam a
express8o da NOR (KING ef al 1990); induzem rearranjos, delegBes espontaneas,

duplicagbes ou frocas desiguais de cromatides irmas (KOEHER ef al. 1997; MANTOVAN!
ef af. 2000).
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A diferenca de tamanho da NOR que se observa enire os cromossomos
homélogos € um evento comum na maioria dos vertebrados, como em anfibios (BUSIN et
al. 2001; KING ef &l 1990; LOURENGO ef a/. 2000, LOURENCO of al. 1598; SCHMID,
1978a; SCHMID, 1878b), em peixes (FOREST! &f al 1981 GALETT! ef ai 1984
MESTRINER ef al. 1995, WASKQO e GALETTI, 2000; MARTINS & GALETT!, 1899; ROSS!
et al 1996, TAKAL e OJIMA, 1892; DEIANA &f al 2000, FONTANA ef al 1996), em
invertebrados como moluscos (INSUA e THIRIOT-QUIEVREUX, 1891) e em insetos
(MANDRIOLI of 2l 1999). Esse heteromorfismo tem sido explicado psla ocorréncia de
duplicagac ou triplicagdo "em tandem” das seqUéncias de rDNA, "crossing-over” desigual
de cromatides irmas, incluindo delecdes (SCHMID, 1882; FOREST! ef &/, 1981 GALETT!
ef al 1998; JANKUN ef al. 1998).

SCHMID (1982) observou em anuros, duplicacBes e triplicacBes em uma das
NORs em ambos 0% sex0s, por essa razio, individuos homomdérficos com as duas NORs
maicres seriam esperados entre os individuos analisados. Entretanto estes individuos nao
foram encontrados. A possivel explicagéo é que presenca de cromossomos homomorficos
com duas NORs maiores seria uma condicdo letal, e isto comandaria distlrbio
desenvolvimental na embriogénese. Deste modo, € comum em anfibios individuos
heteromdrficos & homomérficos com as duas NORs menores. Em Trypoxylon albitarse
ARAUJO et al. (2002) nao observaram a variante cromossdmica de pouca quantidade de
genes de rDNA em machos e em fémeas na forma homomérfica. Foi sugerido um limiar
sobre o qual © numero de genes nao seria suficiente para satisfazer as necessidades em
rRNA para celula. Em abelha sem ferr8o F. schrottkyi, estudada no presente trabalho, a
auséncia do par homomérfico com as duas NORs maiores, provavelmente acarretaria
consequéncias deletéricas para os organismos.

Na Tribo Meliponini, além de F. schroftkyi (2n=34) com um par de NOR, foi
observado essa condigdo também nos géneros Mefipona {2n=18) (MAFFE! ef al
2001,ROCHA ef al. 2002) e Plebeia (2n=34) (MAFFE| ef a/. 2001). Quatro cromossomoes
com NOR foi verificado no género Tefragonista (2n=34) (MENEZES, 1997). O caridtipo
com um par de NOR é considerade ancestral em relag8c aos que apresentam NORs
distribuidas em diversos cromossomos. Admite-se que a NOR, por meic das
transiocagdes e inversdes, teria sido fransferida para outros cromossomos como pacotes
completos e n&o como multiplas pequenas unidades distribuidas através do genoma
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(SCHMID 1978a, HSU et &l 1975). Contudo, n&o & conhecida nenhuma vantagem
seletiva das multiplas NORs para a sobrevivéncia da espécie (HSU ef al. 1875).

O caridtipe de Acipenser naccarii apreseniqea zmz?SSié% e a localizacdo dos genss
de rDNA, observado pela técnica de hibridac8o in sity 288, produziu um sinal intercalado
no teldmero, estendendo-se de 10 para 12 cromossomos (FONTANA ef al 1899). Dados
de cinco espécies de formigas do género Myrmecia, com 2n=3, 8, 10, 18 e 27, mostraram
uma correlagao positiva enire aumento do namero de cromossomos e nimeros de genes
de rDNA (de 2 para 10} (HIRAI ef a/. 1994;1998). Este aumenio estaria relacionado com o
evento de rearranjos ocorridos em cromossomos portadores de genes de rDNA e que,
portanto, a evolugio do caribtipe, com base no nimero de genes rONA por cromossomos
estaria de acordo com a teoria da interacdo minima. Porém, estes mesmos autores
discutern gue nem sempre ocorre essa correlagdo. O cromossomo gue originalmente
carrega genes de rDNA pode ndo sofrer rearranjos cromossémicos (HIRAI ef al. 1924). O
direcionamento reverso, envolvendo redugdo em numero de cromossomos carregando
genes de rDNA durante a evolugdo, é teoricamente possivel, como resultado de
combinagio de fuséo céntrica e inversdes (HIRAI et a/. 1984).

Em F. schrottkyi, a localizagdc dos genes para rDNA (188, 5.88 e 28S) da regifo
intersticial 2 telomérica em um par de cromossomos (morfologia pseudo-acrocéntrico) por
conjuntc diploide e a presenca de heterocromatina adjacente, indicam que esse
cromossomo portador sofreu rearranjos do tipo fissic e que portanto esta de acordo com
a teoria da interagBo minima proposta por IMAI ef al. (1986, 1988, 1894}

Numero de nucléolos por nicieo e sua relacdo com a
ploidia.

A técnica de Ag-NOR foi efetiva na localizacio cromossdmica da NOR ativa e foi
aplicada com éxito na quantificagdo da atividade nucleolar em nicleos interfasicos de
fémeas, devido a variagdo no tamanho do brago cromossdémico. Em nlcleos interfasicos
de fémeas foram observadas variacdes de um a quatro nucléolos por nticleo (Fig. 9). Foi
necessario testar se a variagio do nimero de nucléolos por nlicleo apresentava a mesma
atividade nucleolar. Para isto, as coldnias foram separadas em dois grupos com base nas
diferencas nos “clusteres” dos genes de rDNA. A atividade da regido organizadora do

nucléole seria maior no grupo  por apresentar um cromossomo com mais de dois
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“clusteres” & outro com dois, em relagio ao grupe | que apresentou UM Cromossomo com
dois “clusteres’ e outro com um. Para testar essa hipdtese, foram medidos os
comprimentos das circunferéncias dos nicleos e nucléolos interfasicos de F. schrottky
dos dois grupos de cromossomos. No grupo |, o volume dos nuclécios em niiclecs com
um, dois, trés & quatro nuciéolos foi F=174,3248, P<5% e dos nucleos foi de F=22 2755;
P<5%. O teste F mostrou que houve diferenca significativa entre os volumes de um, doig,
trés e quatro nucleolos. O teste Tukey permitiu discriminar que o volume de 1<2<3<4, Os
volumes dos nucleos foram semelhantes quando os mesmos apresentavam 1 ou 2 e 3 ou
4 nucléolos (1=2 e 3=4) (Fig. 10).

No grupo ll, o volume dos nucléolos em nucleos com um, dois, trés e guatro
nucléolos foi F=121,0823; P<5% e dos nlcleos foi de F=82.28680; P<5%. O teste F
mostrou que houve diferenga significativa entre os volumes de um, dois, trés e quatro
nuciéclos. © teste Tukey permitiu discriminar gue o volume de 1<2<3<4. Os volumes dos
nucleos foram semelhantes guando os mesmos apresentavam 1 ou 2 & 3 ou 4 nucléolos
{1=2 e 3=4) (Fig. 10).

Comparando a atividade nucleolar dos dois grupes, independente do numero de
nucléolos, foi F=0,0268; P>5% e nlcleos F=1,7837; P>5%. O teste F mostrou que néo
existe diferenca significativa entre a atividade nucleclar dos nucléolos e nticleos nos dois
grupos (Fig. 11). Do mesmo modo, ndo existe diferenca entre os nucleos nos dois grupos.
O resultado tem mostrado que a atividade nucleolar é similar em ambos os grupos
{Tabelas 3), apesar das diferengas de numero de "clusteres” de rDNA. A auséncia de
diferenca significativa na atividade nucleolar, enire os dois grupos em fémeas, sugere um
controle na atividade dos genes de rDNA.

Quando o genoma contém somente um par de NOR, o nimerc méaximo esperado
de nuciéolos em célula dipidide € dois. De quaiquer modo, o nlmero maximo de nucléolos
ndo excederia ao numero maximo de NORs presentes no genoma (HSU ef a/. 1975). Em
células humanas, o numerc maximo de nucléolos seria de 10, enfretanto, este nimero
raramente & alcangado. Em células diferenciadas, que perderam a capacidade de retornar
ao ciclo celular, tal como neurbnios e células de Sertoli, ¢ aspecto de um nuciéolo por
ndcleo € predominante, igualmente em organismos contendo muitiplas NORs como em
humanos e ratos (HSU ef al. 1975). Aparentemente existe uma especificidade de
orientaco entre 08 cromossomos na intérfase, ¢ qual permite a convergéncia de todas
NORs para localizagho centralizada em células altamente diferenciadas, enquanic a
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dispers@o de NORs prevalece em células menos diferenciadas (HSU ef al 1875).
Diferenga consideravel em tamanho e nimero de nuciéolos em diferentes células indica
gue NORs ativas t8m se fundido para participar na formacéo de um unico nucléolo ou
para formacgio de um nimero reduzide de nucléolos (CERBAM sf al 1298 SCHMID e
GUTTENBACH, 1888, SCHWARZACHER e WACHTLER, 1983. CHENG ef al 1995
SCHMID, 1082).

Yarios trabalhos sugerem que a poliploidizacio ocorre em células sométicas de
abeiha Apis mellifera (MITTWOCH et al, 1966, WOYKE e KROL-PALUCH, 1985). Fstudos
em nucleos de zangdes jovens e larvas de operarias mostraram consideravel grau de
poliploidia, mas a maior parte das céiulas que estava se dividindo era hapldide em macho
e diploide em fémeas. Estes resultados mostraram que uma grande proporco de céluias
gue ndo se dividem em zangdes jovens e larvas de operarias de Apis melfifera se tornam
polipiéides logo que emergem do ovo. O nucleo se torna polipidide derivado do processo
gue envolve sucessivas duplicages de cromossomos na auséncia da divisdo celular
{(MITTWOCH ef al. 1966).

Em F. schrottkyi, por apresentar dois cromossomos gue carregam a NOR, o
numero maximo de nucléolos esperados por nicleo dipldide & dois. Os resultados dos
testes demonstraram gue a variagdo em nimero de um a quatro nucléolos nos nlcleos
interfasicos, pode ser considerada como resultade de células em niveis de ploidias
diferentes no ganglic cerebral.

Dados obtidos neste trabalho oferecem as primeiras investigacées dos processos
que tém dado lugar a evolugdo cromossdmica desta espécie, o que é de grande
importancia na continuagio do estudo da evoiuglo do genoma da tribo Meliponini. Além

disso, este estudo da um exemplo da funcio desempenhada pela fiss8o cénfrica na
evolucao e organizagao do genoma.
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Tabelas

Tabela 1. Nomero de coldnias, local de coleta e nimerp de individuos de Friesella

schroftkyi analisados citogeneticameante,

Colénia Local de coleta Fémeas/machos
366 Wicosa (MG} 23
480 Anchieta (ES) 4872
582 Vicosa (MG) 54
583 Vicosa (MG) 53
561 Vigosa (MG) B83/5
604 Paulz Céndido (MG) 4372
805 Paula Candido (MG) |40/2
807 Guaraciaba (MG) 47
817 Guaraciaba (MG) 44
858 Vigosa (MG) 51/11

Tabela 2. Coldnias de F. schrottkyi separadas em dois grupos, de acordo com o

comprimento médio do par cinco heteromérfico (unidade arbitraria).

Grupos Colonias cromossomo | cromossemo | Morfologia do Morfologia do
menor CTOMOSSOMO MAior | Cromossomo menor
I 366, 480, 561, 0,3156 06,2385 A" AM
582, 583, 658,
604, 605e617
i 607 0,5094 0,2634 AV A"

Tabela 3 Comparag8o dos volumes de nucléolos e nicleos dos grupos | & |

independente do numero de nucléolos (unidade arbitraria).

Grupo Volume médio dos|Volume médio
nucléolos dos nucleos
l 138,070 830,283
i 139,595 988,671




LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. a) Cariograma de cromossomos mitéticos metafasicos de fémea de F
schroftkyi (2n=34) submetidos a coloragéo com Giemsa, pré-corados com fluorocromos
DA/DAPHCMA, evidenciando o heteromorfismo no quinto par {(colénia 582). b) O quinto
par homomorfico (coldnia 561). ¢} Cariograma de cromossomos mitdticos metafasicos de
fémea submetido a banda-C mostrando heteromorfismoe no quinto par (coldnia 582). (AM):
cromossomos de morfologia pseude-acrocéntrica. (A) cromossomos de morfologia
acrocéntrica,

Figura 2. Metafase mitdtica de macho de F. schrotikyi (coldnia 658) submetida 3
colorag@o sequencial DA/DAPICMA;. a) CMA,. A seta indica a regifio CMA;*. b) DAPI. Os
bragos heterocromaticos sfio DAP!” exceto a regifio do cromossome indicada pela seta
(DAPI).

Figura 3. Comprimento médio dos cromossomo do grupo | (cromossomos 1 e 2)
grupo i (cromossomos 3 e 4},

Figura 4. Coldnias de F. schroftkyi separadas em grupos de acordo as médias do
par heteromorfico, apés submetidas a coloragdo seqiiencial DA/DAPI/CMA,. a) grupo |
(coldonia 582). b) grupo i (coibnia 607). No esquema do cariograma, a regiSo branca
indica eucromatina; cinza indica Banda-C*/CMAS;, preto indica CMA®,;

Figura 5. Metafases mitéticas de F. schroftkyi submetidas & hibridaco in situ
fluorescente (FiISH). a) Fémea, setas indicam marcagbes FISH' do par heteromérfico
{colbnia 561). b) Macho, seta indica marcacdo FISH" em um cromossomo (colénia 658).

Figura 8. F. schrottkyi (colonia 561). a) Metafase mitdtica de macho submetida 3
técnica Ag-NOR. Seta indica NOR". b) Par heteromoérfico com NOR".

Figura 7. Nucleos interfasicos de F. schroftkyi (colénia 561) submetidos a: a) FiSH
e b) Ag-NOR.

Figura 8. Representacdo do par nimero cince de F. schrotikyi. a) banda C*
(colbnia 582), b) CMA’, (coldnia 561), ¢) FISH" (colbnia 561). No esquema do cariograma,
a regido branca indica eucromatina exceto na regisic do centrémero; cinza indica Banda
C, preta indica CMA"; & FISH".

Figura 8. Variagdo em numero de nucléolos em nicleos de fémea de F. schroftkyi
submetidos a Ag-NOR {(colbnia 582).



Figura 10. Diferencas dos volumes nucleciar e nuclear de F. schroftkyi dos grupo |
e il. (Volume nucleolar |, volume nuciear 1} e grupo Il (volume nucieolar i} e volume
nuclear ). d1= volume de um nuciéolo do grupo 1. ci=volume de dois nucléoios do grupo
I. b1= volume de trés nuciéolos do grupe |. al= volume de quatro nuclécios do grupo |,
B1=volume dos nucleos com um e dois nuciéolos do grupo 1. A1=voiume dos nicleos com
trés & quatro nuciéolos do grupo L. d2= volume de um nuciéolo do grupo Il ¢2=volume de
dois nucléolos do grupo . b2= volume de trés nucléclos do grupe il. 22= volume de
quatro nucigolos do grupo Il B2=volume dos nicleos com um e dois nucléclos do grupo
il At=volume dos nuclecs com trés e quatro nuciéclos do grupo I, Colunas com letras
iguais ndo apresentam diferenca significativa.

Figura 11. Comparacéo dos volumes nucleolar e nuclear dos grupos | e Il

32



17

e TP o

. o

A | i}
et ens’) =

15

S um
"

e b

iy
)

e |

13 14 18 16 17

12

10
4 pem

Fig.1

33



Fig.2

34



oy o -,
3 © <3

b o
) la

(BUBIMGIE SPBRILNY OUIOSSOLINID BPED 3P BIPDIN

&
<

Cromossoms

Fig. 3



5 um

Gum

Fig. 4

36



5 um

. .

Fig. 5

37



5um

38



Fig. 7

39



Fig. 8

40



Fig.



Volume dos nucléolos e dos nlcleos (unidade arbitraria)

1200

1000

500

400

200

{3 ¥ Nucléolo 1
B Y Nicleo 1
Y Nucidolo 2

Y Ncles 2

Nimero de nucléolos por nicles

Fig.10

AZ




Yolume médio dos nicleos e dos nuciéolos (unidade arbitrana)

1200

HUEY

858

408

P

[ INscleo
Ntscieclc

|

Giupo

Fig.11

f

43



5- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA-TOLEDO, L. F., S8TOCKER, A J., FORESTI, F. & TOLEDO-FILHO, 8. A
{198%9). Fluorescence in situ hybridization with DNA probes on chromosomes of two
nucleoius organizer region phenciypes of 2 species of Eigenmannia (Pisces,
Gymnoteidel, Sternopygidas). Chrom. Res., 4: 301-305.

ARAUJO, M. 8. R.,, POMPOLO, S. G, DERGAM, J. A. S, & CAMPCS, L. A. O. (2000).
The B chromosome system of Trypoxylon (Trypargilum) albitarse (Hymenoptera,
Sphecidae) 1. Banding analysis. Cytobios, 101: 7-13.

ARAUJO, M. 8. R. (2002). Contribuicdo & citogenética de Trypoxylon (trypargilurm)
albitarse FABRICIUS, 1804 (HYMENOPTERA, SPHECIDAE). |. Dinamica dos
cromossomos B. i, Estudo da NOR e nuciéolos. Tese (Doutorade em Biologia Celular
e Estrutural) Universidade Estadual de Campinas.

BRITO, R. M. (1888). Caracterizacéo citogenética de duas espécies do género Parfamona
(Hymenoptera, Apidae, Meliponinae). Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento) Universidade Federal de Vigosa.

BRITO, R. M., COSTA, M. A. & POMPOLO, S. G. (1997). Characterization and
distribution of supernumerary chromosomes in 23 colonies of Partamona helleri
(Hymenoptera, Apidae, Melipeninae). Brazil. J. Genet., 20: 185-188.

BRITO-RIBON, R. M., MIYAZAWA, C. S. & POMPOLO, S. G. (1999). First karyotype
characterization of four species of Parfamona (Friese, 1980) (Hymenoptera, Apidae,
Meliponinae) in Mato Grosso State, Brasil. Cyfobios, 100: 18-26.

BUSIN, C. S, VINCIPROVA, G. & RECCO-PIMENTEL, S. M. (2001). Chromosomal
rearrangements as the source of variation in the number of chromosomes in Pseudis
(Amphibia, Anura). Genetica, 110. 131-141,

CAIXEIRO, A. P. A (1999). Caracterizacao citogenética da heterocromatina constitutiva e
sua implicacdo na evolugBo do caridtipo de espécies do género Plebsia
{(Hymenoptera: Apidae: Meliponini). Dissertagio (Mestrade em Genética e
Melhoramento) Universidade Federal de Vigosa.

CAMARGO, M. F. (1989). Comentarios sobre a sistematica de Meliponinae
{(HYMENOPTERA, APIDAE). In: Simpésic anual da ACIESP. Anais. Ribeirc Preto, S
F. 68: 41-61:

44



CASTRO, J., VINAS, A. SANCHEZ, L. & MARTINEZ, P. (1996). Caracterization of an
atypical NOR site polymorphism in brown trut (Salmo trufta) with Ag-and CMAs-
staining, and fluorescent in sifi hybridization. Cytogenet. Cell Genet., 75 234-230,

CERBAH, M., COULAUD, J,, GODELLE, B. & SILJIAK-YAKOVLEY, 8. {1995). Genome

size, fluorochrome banding, and karyotype evolution in some Hypochoeris specigs.
Genome, 38 689-895.

CERBAH, M., COULAUD, J. & SILJAK-YAKOVLEV, 8. (1998). rDNA organization and
evolutionary relationships in the genus Hypochaeris (Asteraceae). Jour. Hered., 89:
312-318.

CHENG, B. F., HENEEN, W. K. & PEDERSEN, C. (1995). Ribosomal RNA gene loci and
their nucleolar activity in Brassica alboglabra Bailey. Hereditas, 123: 1688-173,

COSTA, M. A, POMPOLO, 8 G. & CAMPOS, L. A O. (1992). Supernumerary
chromosomes in Parfamona cupira (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae). Rev. Brasil
Genet,, 15: 801-808.

CRUZ-LANDIM, C. {1984). Haplo-dipioidia em Hymenoptera. Rev. Brasil Genet., Vil 433-
449,

CRUZ-LANDIM, C. & BEIG, . (1980). Meiose nos Hymenoptera. Ci. e Cult. 33 937-966

DEIANA, A. M., CAU, A. SALVADOR!, 8. COLUCCIA, E. CANNAS, R., MILIA, A. &
TAGLIAVINI, J. (2000). Major and 5S ribosomal sequences of the larges mouth bass
Micropterus salmoides (Perciforme, Centrarchidae) are localized in GC-rich regions of
the genome. Chrom. Res., 8 213-218.

FONTANA, F. (1984). Chromosomal nucleolar organizer regions in four sturgeon species
as marker of karyotype evolution in Acipenserifirmes (Pisces).Genome, 37: 888- 892.

FONTANA, F. LANFREDI, M. ROSSI, R.; BRONZI, P. & ARLATI, G. (1996). Karyotypic
characterization of Acipenser gueldenstaedti with C- AgNQ,, and fluorescence
banding techniques. ffal | Zool, 63 113-118.

FONTANA, F., LANFREDI], M., CHICCA, M., CONGIU, L., TAGLIAVINI, J. & ROSSI, R.
(1999). Fluorescent in situ hybridization with rDNA probes on chromosomes of

Ascipenser ruthenus and Acipenser naccari {Osteichthyes Acipenseriformes).
Genome, 42: 1008-1012.

FORESTH, F.,, TOLEDO, A L. F. & TOLEDO-F, 8. A. (1981). Polymorphic nature of
nucleclus organizer regions in fishes. Cyfogene!. Cefl. Genet., 31. 137-144.



FUJWARA, A, ABE, S., YAMAHA, E., YAMAZAKI, F. & YOSHIDA, M. C. (1998).
Chromosomal localization and heterochromatin association of ribosomal RNA gene loci

and silver-stained nucieolar organizer region in salmonid fishes. Chrom. Res., 6. 463-
471,

GALETTI JR., FORESTI F., P. M BERTOLLO, L. AL C & FILHO, O. M. {1984}
Characterization of eigth species of Anostomidae (Cypriniformes) fish in the basis of
the nucleolar organizing region. Caryologia, 37- 401-406.

GALETTIJR., P. M. MESTRINER, C. A; MONACO, P. J. & RASCH, E. M. (1895). Post-
zigotic meodifications and infra- and inter-individual nuclear organizing regions
variations in fish: report of a case involving Leporinus friderici. Chrom. Res., 3. 285-
280.

GALETTI JR., P.M; CESAR, A, C. G & VENERE, P. C. {1991). Heterochromatin and

NORs variability in Leporinus fish (Anostomidae, Characiformes). Caryologia, 44; 287-
282,

GOMES, L. F., POMPOLO, 8. G. & CAMPOS, L. A O. (1885). Cytogenetic analysis of
three species of Trypoxylon { Hymenoptera, Sphecidae, Larrinae). Rev. Brasil, Genet.,
18 173-1786.

GOMES, L. F., POMPOLO, 8. G. & CAMPOS, L. A. 0. (1997). Karyotype evolution in

wasps of the genus Trypoxylon {(subgenus Trypargilum) (Hymenoptera, Sphecidae).
Brazil. J. Genefics, 20: 177-183.

HIRAlL H., YAMAMOTO, M., OGURA, K., SATTA, Y., YAMADA, M. & TAYLOR, R. W.
(1994). Multiplication of 285 rDNA and NOR activity in chromosome evolution among
ants of the Myrmecia pilosula species complex. Chromosoma, 103 171-178.

HIRAIL H.,, YAMAMOTO, M., TAYLOR, RW. & IMAI, H. T. (1996). Genomic dispersion of
285 rDNA during karyotypic evolution in the ant genus Myrmecia (Formicidae).
Chromosoma, 105: 190-196.

HOSHIBA, H. (1988). Karyological analysis of a stingless bee, Melipona favosa (Apidae,
Hymenoptera). Cytofogia, 53: 153-158.

HOSHIBA, H. & IMAI, H. T. {(1993). Chromosome evolution of bees and wasps

(Hymenoptera, Apocrita) on basis of C-banding patiern analyses. Jpn. J. Ent., 871; 485-
492

46



HOWELL, W. M. (1977). Visualization of ribosomal gene activity: silver stains proteins
associated with rRNA transcribed from oocyte chromosomes. Chromosoma, 62 361-
367, " |

HOWELL, W. M. & BLACK, D. A (1980). Controlled silver-staining of nuclecius organizer
regions with a protective colioidal developer: a 1-step method. Experientia, 36 1014-
1015,

HSU, T. C., SPIRITO, 8. E. & PARDUE, M. L. (1975). Distribution of 18+28S ribosomal
genes in mammalian genomes. Chromosoma, 53 25-38.

IMAL H. T, MARUYMA, T., GOJOBORI, T, INOUE, Y. & CROZIER, R. H. (1985).
Theoretical bases for karyotype evolution, 1 The minimum-interaction hypothesis. Am.
Nat., 128: 900-920.

IMAL H. T. (1991). Mutability of constitutive heterocromatin (C-bands) during eukaryotic
chromosomal evolution and their cylological meaning. Jon. J. Genet., 66 §35-681.
IMAL H. T, TAYLOR, R. W. & CROZIER, R. H. (1988). Modes of spontaneous
chromosomal mutation and karyotype evolution in ants with reference to the minimum

interaction hypothesis, Jpn. J. Genet., 63: 159-155.

IMAILL H. T., TAYLOR, R. W. & CROZIER, R. H. (1994). Experimental bases for the
minimum interaction theory. 1. Chromosome evolution in ants of the Myrmecia pilosula
species complex (MHymenoptera: Formiciinae: Myrmecinae). Jon. J. Genet., 89 137-
182,

INSUA, A, & THIRIOT-QUIEVREUX, C. (1991). The characterization of Osirea
denselamellosa (Moliusca, Bivalvia) chromosomes: karyotype, constitutive
heterochromatin and nucleolus organizer regions. Aquaculture, 9; 317-325.

JANKUN, M., OCALEWICZ, K. & WOZNICKI, P. (1898). Repiication, C- and fluorescent
chromosome banding patterns in European whitefish, Coregonus lavaretus L.
Hereditas, 128: 185-199.

KERR, W. E. (1948). Estudos sobre o género Melipona. Ann. Esc. Agr. * Luiz de Queiroz*
5:181-276.

KERR, W. E. (1852). A variag8o do nlmero de cromossomos na evolugdo dos
Hymenoptera. Sci. Genet., 4. 182-190.

KERR, W. k. (1968). Some aspects of the evolution of social bees (Apidae). Evol. Biol., 3:
119-175.

47



KERR, W. E. (1972). Numbers of chromosomes in some species of bees. J Kans.
Enfornol. Soc., 45 111-122.

KERRW. E. & SILVEIRA, Z. V. (1872). Karyotypic evolution and corresponding taxonomic
implications. Evolution, 26. 187-212.

KING, M., CONTRERAS, N. & HONEYCUTT, R. L. (1990). Variation within and between
nucleolar organizer regions in Australian hylid frogs (Anura) shown by 185+28S in situ
hybridization. Genefica, 80: 17-28.

KOEHLER, M. R., DEHM, D., GUTTENBACH, M., NANDA, |, HAAF, T, MOLINA, W. F_
GALETTI Jr, P. M. & SCHMID, M. (1997). Cytogenetics of genus Leporinus (Pisces,
Anostomidae). 1. Karyotype analysis, heterochromatin  distribution and sex
chromosomes. Chrom. Res., 5 12-22.

LORITE, P, ARANEGA, A E., LUQUE, F. & PALOMEQUE, T (1997). Analysis of the
nucleolar organizing regions in the ant Tapinoma nigerrimum (Hymenoptera,
Formicidae). Heredity, 78 578-582. '

LOURENGO, L. B.; GARCIA, P. C. A & RECCO-PIMENTEL, 8. M. (2000). Cytogenetics
of two species of Paratelmatobius (Anura, Leptodactylidae), with phylogenetic
comments. Hereditas, 133: 201-208.

LOURENGO, L. B., RECCO-PIMENTEL, S. M. & CARDOSO, A. J. {1998). Polymorphism
of the nucleolus organizer regions (NORs) in Physalaemus petersi {(Amphibia, Anura,
Leptodactylidae) detected by silver staining and fluorescence in situ hybridization.
Chrom. Res., 6: 621-828.

MAFFEI E. D, POMPOLO, 8. G., SILVA-JUNIOR, J. C., CAXEIRO, A. P. A, ROCHA, M.
P. & DERGAM, J. A  (2001). Silver staining of nucleoclar organizer regions (NOR) in
some species of Hymenoptera (bees and parasitic wasp) and Coleoptera {lady-beetle).
Cytobios, 104: 119-125.

MANDRIOLI, M., MANICARDI, G. C., BIZZARCO, D. & BIANCHI, U. (1899). NOR
heteromorfism within a parthenogenetic lineage of the aphid Megoura viciae. Chrom.
Res., 7. 157-162.

MANTOVANI, M., ABEL, L. D., MESTRINER, C. A. & MORREIRA-FILHO, ©. {(2000).
Accentuated polymorfism of heterochromatin and nucleolar organizer regions in
Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae). tools for understanding Kkaryotypic
evolution, Genetica, 109 161-168,

48



MARIANO, C. 8. F. (2000). Avaliaggo de dados citogenéticos comeo ferramentas para o
estudo das relagdes filogenéticas entre grupos de Camponotus Mayr (Hymenoptera;
Formicidae; Formicinas) (Mestrado em Entomologia) Universidade Federal de Vicosa.

MARTINS, C. & GALETT! Jr,, P. M. (1898). Karyotype similarity betwsen two sympatric
Schizodon fish species (Anostomidae, Chraciformes) from the Paraguay River basin,
Genet. Mol. Biol, 21. 355-360.

MARTINS, C. & GALETTI JR, P. M. {1993). Chromosomal localization of 58 rDNA genes
in Leporinus fish {Anostomidae, Characiformes). Chrom. Res., 7: 363-367.

MARTINEZ-EXPOSITO, M. J. MENDEZ, J. & PASANTES, J... (1997). Analysis of NORs
and NOR-associated heterochromatin in the mussel Mytilus galloprovincialis Lmk.
Chrom. Res., 5. 268-273.

MARTINEZ-LAGE, A, GONZALEZ-TIZON, A. & MEDEZ, J. (1994) Caracterization of
different chromatin types in Mytilus galfoprovincialis L. after C-banding, fluorochrome
and restriction endonuclease treatments. Heredity, 72: 242-249.

MENEZES, M. B. F. (1897). Caracterizag8o citogenética e andlise da heterocromatina
constitutiva em Telragonisca angustula angustula (Hymenoptera, Meliponinae)
Dissertag@o (Mestrado em Genética e Melhoramento) Universidade Federal de Vigosa.

MESTRINER, C. A, BERTOLLO, L. A C. & GALETTI JR., P. M. (1995). Chromosome
banding and synaptonemal complexes in Leporinus lacusiris (Pisces, Anostomidae):
analyses of a sex system. Chrom. Res., 3: 440-443.

MITTWOCH, U., KALMUS, H. & WEBSTER, W. S. (1966). Deoxyribonucleic acid values in
dividing and non-dividing cells of male and female larvae of the honey bee. Nature,
210: 264-266.

MOREIRA, C. M. L. C. (1987). Caracterizagdo cariotipica de trés espécies do género
Friesomelitta (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae) Dissertacio {(Mestrado em Genética
e Melhoramento) Universidade Federal de Vigosa.

POMPOLO, S. G. & CAMPOS, L. A. O. (1995). Karyotypes of two species of stingless
bees, Leurotrigona muelleri and Leurotrigona pusilia (Hymenoptera, Meliponinae). Rev.
Brasil. Genet., 18. 181-184.

POMPOLO, S. G. & TAKAHASHI, C. S. (1890). Chromosome numbers and C-banding in

two wasps species of the genus Polistes (Hymenoptera, Polistinae, Polistini). /nsec.
Sociaux, 37: 251-257 .

45



POMPOLO, S. G (1992). Estudos citogenéticos em Meliponinae. Naturalia (Edigdo
especial): 62-66. ) 4 (

POMPOLO, 8. G. (1984). Ansdlise dos caridtipos ée 19 géneros de abelhas da subfamiiia
Meliponinae. In: Encontro Sobre Abelhas. 1. Ribeirfo Preto. Anais.. Ribeirgo Preto. Legis
Summa; 143-146.

ROCHA, M. P. (2000). Andlise cariolipica de dez espécies do género Melipona llliger,
1806 (Hymenoptera, Apidae), baseads em padrées de heterocromatina. Disseriacio
(Mestrado em Genética & Melhoramento) Universidade Federal de Vigosa.

ROCHA, M. P. & POMPOLO, 8. G. (1988). Karyotypes and heterochromatin variation (C-
bands) in Melipona species (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae). Genef. Mol. Biol, 21:
41-45,

ROCHA, M. P POMPOLO, 5. G, DERGAM, J. A FERNANDES, A. & CAMPOS, L A O
(2002). DNA characterization and karyotypic evolution in bees genus Melipona
{Hymenoptera, Meliponini). Heredifas. Vol. 136 (Aceite).

ROIG-ALSINA, A, & MICHENER, C. D. (1993). Studies of the phylogeny and classification
of long-tongued bees (Hymenoptera:Apoidea). Univers. Kansas Scien. Bui., 55. 123-
173.

ROIHA, H., MILLER, J. R, WOODS, L. C. & GLOVER, D. {1981). Arrangements and
rearrangements of sequences flanking the two types of rDNA insertion in D
melanogaster. Nature, 290: 749-753,

ROSSI, A. R, GORNUNG, E. & CROSETTI, D. (1996). Cytogenetic analysis of Liza
ramada (Pisces, Perciformes) by different staining techniques and fluorescent in situy
hybridization. Heredity, 79: 83-87.

SANTOS, N. & SOUZA, M. J. (1898b). Use of fluorochromes chromomygcin A, and DAPI
to study constitutive heterochromatin and NORs in four species of bats
{Phylicstomidae). Caryologia, 51. 265-278.

SCHER, R. (1996). Diversidade cariotipica em uma populagido de Trypoxilon
{Trypargilum) nitydum (Hymenoptera, Sphecidae) do Parque Florestai Estadual do Rio
Doce (MG). Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento) Universidade
Federal de Vigosa.

SCHMID, M. (1878a). Chromosome banding in Amphibia. |. Constitutive heterochromatin
and nucleclus organizer regions in Bufo and Hyla. Chromosoma, 66: 361-188.

30



SCHMID, M. {1878b). Chromosome banding in Amphibia. li. Constituve heterochromatin
and nucleclus organizer regions in Ranidae, Microhylidae and Rhacophoridae.
Chromosoma, 68 131-148,

SCHMID, M. (1880). Chromosome banding in Amphibia. V. Differentiation of GC- and
Rich chromosome regions in Anura. Chromosoma, 77 83-103.

SCHMID, M. (1982). Chromosome banding in Amphibia. Vi, Analysie of structure and
variability of NORs in Anura. Chromosomas, 87, 327-344.

SCHMID, M. & GUTTENBACH, M. (1988). Evoluticnary diversity of reverse (R) fluorescent
chromosome bands in vertebrates. Chromosoma, 87: 101- 104,

SCHWARZACHER, H. G. & WACHTLER, F. (1983). Nucieolus organizer regions and
nucleoli. Hum. Genet., §3: 89-99.

SCHWEIZER, D. (1980). Simultaneous fluorescent staining of R bands and specific
heterochromatic regions (DA/DAPI-bands) in human chremosomes. Cyfogenel. Cell
Genet., 27. 180-193.

SUMNER, A T. (1972). A simple technique for demonstrating centromeric
heterochromatin. £xp. Cell Res., 75 304-308.

SUMNER, A. T. (1990). Chromosome Banding. Unwin Hyman, London.

TAKAL A. & OJIMA, Y. (1992). Chromosomal distribution of nucleoius organizer region in
Japanese cyprinid fish. Cyfobios, 77: 7-17.

TARELHO, Z. V. 8. (1973). Contribuigao ao estudo citogenético dos Apcidea. Dissertacio
{(Mestre em Ciéncias) USP, Riberao Preto.

UEDA, T, IRIE, 8, & KATO, Y. (1987). Longitudinal differentiation of metaphase
chromosomes of Indian muntjac as studied by restriction enzyme digestion, in sifu
hybridization with cloned DNA probes and distamycin A plus DAPI fiuorescence
staining. Chromosoma, 95: 251- 257.

VIEGAS-PEQUIGNOT, E. (1992). in situ hybridization to chromosomes with biotinylated
probes. In: In Situ Hybridization: A Practical Approach (Willernson, D. ed), Oxford
University Press, IRL press.pp-137-158.

WASKO, A. P & GALETTIJR., P. M. ( 2000). Mapping 18S ribosomal genes in fish of the

genus Brycon (Characidae) by fluorescence in situ hybridization (FISH). Genet. Mol.
Biol., 23 135-138.

51



WOYKE, J & KROL-PALUCH, W. (1988). Changes in tissue polyploidization during

development of worker, gueen, haploid and diploid drone honeybees. J, Apic. Res. 24
214-224.

ZOLDOS, V., PAPES, D, CERBAH, M., PANAUD, O. BESENDRFER, V. & SILJAK-
YAKOVLEY, V. (1899). Molecular-cytogenetic studies of ribosomal genes and

heterochromatin reveal conserved genome organization among 11 Quercus species.
Theor Appl Genet., 99: 989-977.

52



6- CONCLUSOES

Friesella schrottkyi & uma abelha indigenz da iribo Meliponinl. A andlise
citogenética realizada em 10 colénias provenienies do Estado de Minas Gerais e Espiriio
Santo permitiu concluir que:

1. O numere cromossémico encontrado fol 2n=34, para fémeas, e n=17, para
machos. A férmula cariotipica foi 2K=18A"+ 18A. A técnica de banda C localizou a
heterocromating no brago curto dos acrocéntricos € em um dos bragos dos pseudo-
acrocéntricos. Foi encontrade heteromorfismo de banda C no quinic par (pseudo-
acrocéntrico). Os tipos morfologicos observados parecem seguir a evolucdo
cromossdmica da teoria de interacBo minima de IMAI ef al (1988, 1884). Os
Cromossomos pseudo-acrocéntricos e acrocéntricos teriam surgido de cromossomos
metacéntricos, gue sofreram fissdes céniricas seguidas de crescimento "em tandem” da
heterocromatina.

2. Os padrbes oblides com a utilizac8o dos fluorocromos base-especificos
(DA/DAPICMAG), demonstraram que na heterocromatina predominaram os pares de
bases AT (DAPI"), com excecéo do quinto par cromossdmico, que apresentou pares de
base GC (CMA;"), na regido intersticial 3 telomérica. Foram observadas trés variantes
cromossdmicas do guinto par o que permitiv separar as coldnias em dois grupos de
acordo as médias do par heteromorfico,

3. Os genes de rDNA (18S 5,85 e 288) detectados pela técnica de FISH, foram
localizados somente no guinto par cromossdmico, e o fluorocromo CMAs mostrou-se
também indicador de genes de rDNA, pela correlacie entre bandas CMA;™ e FISH’. Foi
possivel confirmar pela banda NOR que estes cromossomos, estavam envolvidos com a
regidc organizadora de nucléolo. Em F. schrottkyi, a localizagio dos genes para rDNA
{188, 5.85, 288) na regido intersticial a telomérica em um par de cromossomos
(morfologia pseude-acrocénirico) por conjunto dipldide e a presenca de heterocromatina
adjacente, indicam que esse cromossomo portador sofreu rearranjos do tipo fisséo e que
portanto esta de acordo com a teoria da interag&o minima propesta por IMAI ef al. (1986,
1088, 1994).

4. Encontrou-se uma varia¢do de 1 2 4 nucléolos nos niclecs interfasicos. A
variagdo em numero de nucléoios observada foi considerada resultado de células com
niveis de ploidias diferentes do ganglio cerebral. O tamanho dos nicleos e nuciéolos ndo



difere entre 0s grupos. isto sugere que o grau de atividade nucleclar € similar em ambos
0s grupos, conseguentemente, hd um controle na quantidade de rRNA transcritos,
independente do nimero de "clusteres” de rDNA.
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7- ANEXO
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Anexo 1. Técnicas citogenéticas utilizadas em cada coidnia Friesella schrottkyi,

{sinai + represenia a técnica utilizada na colbnia, sinal - representa a técnica nio utilizada

na colbnia).
Colbnia Convenct | Banda-C | DA/CMAS | BC/DA/C | Banda FisH
onal papl MAJ/DAP| | NOR
366 _ _ + * m ~
480 _ _ + + B w
581 + + + + = -
582 + + + - + +
583 + + + + + -
604 + + + _ * +
805 + * £ _ _ =
807 + 3 + e - B
617 + o+ + - N _
858 & + * - - +
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