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RESUMO

O presente trabalho apresentou uma contribuicdo aos estudos citogenéticos do
génerc Melipona (Hymenoptera, Meliponini) iniciados por KERR em 1948 O numero
cromossdmico encontrado foi igual (n=9 e 2n=18) para 11 espécies do género: Melipona
marginata, Melipona quadrifasciata, Melipona bicolor, Melipona compressipes, Melipona
subnitida, Melipona scutellaris, Melipona  asilvae, Melipona Seminigra fuscopilosa,
Melipona capixaba, Melipcna crinita, Melipona mandacaia. A (nica espécie que
apresentou numero cromossdmico diferente fol Mslipona quinguefasciata, devido 3
presenca de cromossomos B. Estes variaram de 1 a 4 em fémeas e de 0 a 4 em machos.
Apesar dessa excecdo, podemos considerar gue ¢ nlmero cromossdmice & um carater
estavel no taxon. Algumas espécies apresentaram cromossomos com morfologias meta,
submeta e acrocéntricas e a heterocromatina esieve distribuida na regido
pericentromerica foram elas: M. marginata, M. guadrifasciata, M. subnitida, M. bicolor,
M. asilvae, M. mandacaia & o complemento A de M. guinquefasciata, Em M. crinita,
M. compressipes, M. scutellaris, M. seminigra fuscopilosa e M. capixaba a morfologia dos
cromossomos foi de dificil definicle & a heterocromatina esteve distribuida em guase toda
a2 extensdo dos cromossemos, com a eucromatina restrita as extremidades. Os
cromossomos B de M. quinquefasciata também apresentaram esta morfologia. A analise
de metafases menos condensadas revelou a presenca de diferentes tipos de
cromossomos B: acrocéntricos, totaimente heterocromaticos, e submetacéntricos, com o
bragcc menor heterocromatico ou eucromatico. A porcentagem de heterocromatina foi
calculada para algumas espécies: M. bicolor (8%), M. subnitida (17%), M. crinita (54%),
M. compressipes (61%) e M. seminigra fuscopilosa {73%). Nas espécies com
heterocromatina distribuida por quase toda a extensdo dos cromossomos, 2 porcentagem
de heterocromatina foi sempre maior que 50%, enquanto nas demais espécies foi menor
que 50%. Com base nos dados de porcentagem de heterocromatina e morfologia
cromossomica, 0 género foi dividido em dois grupos. O Grupo | incluiu as espécies com
baixa proporcgdo de heterocromatina (menor que 50%) distribuida na regiao
pericentromérica. O Grupo Il incluiu as espécies com heterocromatina distribuida oor
quase toda a extens@o dos cromossomos e com porcentagem maior que 50%. A Banda
C, Banda NOR, coloracdo com fluorocromos, Enzimas de Restricdo (ER) e FISH
{hibridizag&o in situ flucrescente} com sonda de rDNA foram utilizadas para diferenciar os

cariotipes de espécies de um mesmo grupo. Nas espécies do Grupe |, a coloracdo
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sequencial com os fluorocromos QM/DA/CMAL/DAP! permitiv  identificar bandas
heterocromaticas e eucromaticas, sendo a maioria delas ricas em AT, Ja nas espécies do
Grupo H, esta técnica nac diferenciou os cromossomos, mas o padrido obtido com ER
demonstrou a heterogensidade da heierccromating. Em M. mandacaia, o tratamento com
as ER permitiu observar em todos os cromossomos regides com diferentes intensidades
de colorag@o, com dreas completamente clivadas e ouiras resistentes. A iocalizagéo de
algumas regibes resisientes & ER correspondeu 2 heterocromatina; outras resistentes.,
embora provavelmente também heterocromaticas, ndo foram evidenciadas com a banda
C. Concluiu-se que a técnica de enzimas de restricdo diferenciou dois tipos de
heterocromatina. Em M. mandacaia, o tratamento com Haelll/Giemsa, permitiv obter um
padrao de diferenciagio longitudinal semelhants & banda G. Em M. guinquefasciata as
ER aparentemente ndo clivaram o DNA dos cromossomos Bs. Nas espécies do Grupo §, o
primeiro par de cromossomos apresentou um bloco heterocromatico heteromérfico. Este
par foi Ag-NOR+ em M. asilvae, foi clivado pela enzima de restrigio Haslll (GCIGC) em
M. mandacaia e marcado com sonda de rDNA nas espécies M. gquinquefasciata,
M. quadrifasciata, M. bicolor. No Grupo |, s6 foi possivel localizar este bloce de
heterocromatina pela coloragdo com CMA, para todas espécies e pela FISH em
M. capixaba e M. compressipes. Desta forma, ¢ heteromorfismo do bloco heterocromatico
correspondeu a Regifo Organizadora de Nucléolo. Nas espécies do Grupo |, a NOR
esteve localizada na regido pericentromérica e no Grupo !l no limite entre a eucromatina e
heterocromatina. Porém em M. capixaba a NOR apresentou-se na extremidade
elicromatica. Baseados nos dados citogenéticos de Melipona, concluiu-se que ¢ género
diverge dos modelos propostos para a evolucdo cariotipica dos meliponineos e gue a
mudanca no conteldo de heterocromatina entre as espécies envolveu mecanismos ainda
desconhecidos. A polaridade do contetdo heterocromatico em Melipona foi proposta
considerando Leurofrigona muelleri como grupo externo. A semelhanga do conteddo e
distribuic@o da heterocromatina de L. muelferi com as especies do Grupe | de Melipona foi
considerado primitive, permitindo caracterizar o Grupo il como um grupo natural dentro de
Melipona. A origem dos cromossomos B de Melipona provavelmente ocorreram através

de processos de amplificagdo da heterocromatina rica em AT com posteriores clivagens,
cu uma origem interespecifica
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ABSTRACT

This work is a contribution to the studies of the cytogenetics of the genus Melipona
{Hymenoptera, Meliponini), which were initiated by KERR in 1948. The chromosome
number is the same (n=9 e 2n=18) for the 11 species of the genus: Melipona marginata,
Melipona quadrifasciata, Melipona bicolor, Melipona compressines, Melipona subnitida,
Melipona scutellaris, Melipona asilvee, Melipona seminigra fuscopilosa, Melipona
capixaba, Melipona crinita, Melipona mandacaia. The only species with 2 different number
of chromosomes was Melipona guinguefasciata, due to the presence of B chromosomes.
These chromosomes varied from 1 to 4 in females and from 0 to 4 in males. Despite
exception, we can consider that the chromosome number is a stable character in the
taxon. Some species presented chromosomes with meta, submeta and acroceniric
morphologles and the heterochromatin was pericentromeric in the following species:
M. marginata, M. quadrifasciata, M. subnitida, M. bicolor, M. asilvae, M. mandacaia and in
the A complement of M. quinguefasciata. In M. crinita, M. compressipes, M. scuteilaris,
M. seminigra fuscopilosa and M. capixaba, the chromosome morphology was difficult to
define and the heterochromatin was distributed along most of this the chramosomes, with
the euchromatin restricted to the extremities.

The B chromosomes of M. quinquefasciata also showed three morphologies. The
analysis of minus condensate metaphases showed the presence of different types of B
chromosomes: acrocentric, totally heterochromatic and submetacentric, with the shorter
arm heterocromatic or euchromatic. The percentage of heterochromatin was calculated for
some species: M. bicolor (8%), M. subnitida (17%), M. crinita (54%), M. compressipes
(61%) and M. seminigra fuscopilosa (73%). In the species in which the heterochromatin is
distributed in the whole extension of the chromosomes, the percentage of heterocromatic
was always higher than 50%, while in the other species it was less the 50%. Based in the
percentage of heterochromatin and chromosomic morphology, the genus was divided in
two groups. Group | included the species with a low percentage of the heterochromatin
(less than 50%) and with pericentromeric distribution. Group Hl included species in which
the heterochromatin was distributed in the whole extension of the chromosomes and with
percentage more than 50%. C Band, NOR Band, fiusrochrome, Restriction Enzymes (RE)
and ‘Fluorescent in Situ Hybridization’ (FISH) were used to differentiate species
karyotypes. In species of Group |, sequential coloration with the QM/DA/CMA,/DAPI

flucrochromes permitted the identification of heterocromatic and euchromatic bands, most
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of them rich in AT In species of Group i, this technigue did not differentiate the
chromosomes, but pattern with ER demonstrated the heterochromatin heterogeneity. In
M. mandacaja, the treatment with ER permitted to observe in all the chromosomas,
regions with different intensities of coloration, with areas completely cleaved and others
resistant. Some regions resistant to ER corresponded to heterochromatin: other resistant
areas, even though probably also heterochromatic, were not avidenciated with C band.
Thus, the fechnique of restriction enzymes differed two iypes of heterochromatin, In
M. mandacaia, the treatment with Haelll/Giemsa, permitted to obtain a pattern of
longitudinal differentiation in the chromosomes similar to G Band. in M. quinquefasciata,
the ER apparently did not cleave the DNA of B chromosomes. in species of Group i, the
first pair of chromosomes presented a heterochromatic heteromorphic block. This pair was
Ag-NOR~+ in M asivae, was cleaved by the restriction enzyme Haelli (GCLGC) in
M. mandacaia and marked with rDNA probes in M. quinguefasciata, M. guadrifasciala,
M. bicolor. This species of Group !, M. capixaba and M. compressipes, it was possibie to
characterize this heterochromatin block with CMA, and FISH. The heteromorphism of the
heterochromatic block corresponded to Nucleolus Organizer Region of the species. In
species of Group I, NOR was located in pericentromeric region and in Group 1l in the limit
of euchromatin and heterochromatin. Except for M. capixaba, that also showed another
localization, in the euchromatic extremity. Based in cytogenetic data of Melipcna, it is
possible to conclude that the genus diverges from models proposed to explain the
karyotype evolution in Meliponini and that the change in heterochromatin content among
the species involved mechanisms still unknown. The polarity of the heterochromatic
content in Mefipona was proposed considering Leurotrigona muelleri, as an outgroup. The
similarity of content and distribution of heterochromatin of L. muelleri with species of Group
I of Melipona was considered primitive, permitting a characterization of Group Il as a
natural group in the genus Melipona. B chromosomes in Melipona probably originated

from an amplification of heterochromatin rich in AT and posterior cleavages, or originated
interspecific.
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1. INTRODUCAQ

1.1. Consideractes gerais sobre a citogenética

Desde o iniclo do século XX, a citologia ¢ a genética passaram & sobrepor 08
conhecimentos em uma &rea comum, conhecida como citogenética. Essa cidncia tem
trazido uma grande contribuicio ao entendimento de questfes relacionadas as variaches
cromosstmicas, ao papel da heterocromatina no genoma, ao estudo dos cromossomos B,
além de aplicacdes no campo da medicina.

As variagbes cromossdmicas sao utilizadas no estudo da avolugdo e filogenia das
espécies, isto se deve, principaimente, ao fato que os cromossomos representam a base
fisica do sistema genético; portanto alteracées destes podem ser significativas para o
rumo evolutivo das espécies (WHITE 1873). A contribuicio da citogeneética & filogenia foi
verificada em vespas do género Microstigmus e Spiformena, que apresentaram numeros
de cromossomos hapldides variando de n=3 a n=11. Uma analise comparativa dos dados
citogenéticos com a proposta filogenética para o grupo, obtida por meio de uma analise
cladistica de dados morfoidgicos e comportamentais, evidenciou que 08 nNUmercs
cromossémicos mais elevados (n=7 a 11) e nUmeros mais baixos (n=3 a 5) estao
associados a clados distintos (COSTA ef al. 2002). O estudo citogenético da Regido
Organizadora de Nucléocios também vem contribuindo de forma significativa para apoiar
os dados filogeneticos e hipdteses sobre a evolucio cariotipica de varios organismes:
anfibios (LOURENCO et af. 1998, ODIERNA ef af 2001}, mamiferos (BARDHAN e
SHARMA 2000), peixes (FERNANDES-MATIOL! ef al. 1997: MONTOVANI ef al. 2000,
PARDO et ai. 2001) e insetos (PALOMEQUE et a/., 1988, HIRAI ¢t a/. 1994 1896).

Os dados citogenéticos também s&o aplicados na taxonomia. Em formigas do
compiexo Myrmecia pilosuia, a citogenética permitiu uma reformulacao da classificacédo
desse grupo, que é constituido por cinco espécies pouco distintas morfologicamente, mas

muito diferentes cariotipicamente, com numeros cromossémicos variando de 2n=2 a
2n=32 (IMAI ef al. 1988; 1994).

1.1.1. Técnicas citogenéticas
Os métodos empregados nos estudos dos cromossomos consideram principalmente
trés caracteristicas: tamanho, forma e diferenciacéo linear. Para que a diferenciacao seja

precisa & necessaric & aplicac@o de “técnicas de bandamentos’. Estas permitern analisar,

e



com uso de corantes ou outras substancias, mudancgas quimicas e fisicas as fongo dos
Cromossomos, gue aparecem como bandas transversais (MACGREGOR 1983). Uma das
técnicas mais conhecidas e utilizadas € a banda C (SUMNER 1972). Nesia técnica,
utiliza-se o acido cloridrico, que promove a depurinacio do DNA, uma solugo alcalina,
que desnatura ¢ DNA e uma solugdo salina, que em alta temperatura, nfo permite o
reanelamento deste. Como resultado desses processos, o DNA & reduzido a peguencs
fragmentos, que s8o facilmente liberados dos cromossomos. Por razées desconhecidas,
um ou mais desses processos ocorrem mais rapido na eucromating gue na
heterocromatina e, por isso, ela ¢ evidenciada apds algum tipo de coloracdo (OBE e
BASLER 1987). A localizacdo das regides heterocromaticas nos cromossomos pode
permitir a identificac@o dos cromessomos homélogos e detectar rearranjos que possam
ter ocorrido 20 longo da svolucdo.

Em 1968, Caspersson ef al. inferiram que 2 'ndo-homogeneidade’ do DNA poderia
ser detectada usando compostos que reagiriam especificamente com certas bases do
DNA. Os fluorocromos foram aplicados, por apresentarem ligacio especifica nos pares de
bases e flucrescerem guando excitados por luz de determinados comprimentos de ondas.
Eles podem ser AT especificos: Quinacrina Mostarda (QM) e 4-6-DIAMIDINO-2-
PHENYLINDOLE (DAPI) ou GC especificos: Cromomicina A, (CMA;) e Mitramicina. A
coloracdo com apenas um tipo de fluorocromo foi substituida pelo uso seqgliencial de
diferentes fluorocromos. Essa técnica, chamada de coloragdo seglencial, meihorou a
qualidade da informacéo obtida, aumentando o contraste das bandas observadas e
gerando novos padrdes, n&o obtidos quando os fluorocromos eram usados isoladamente
(SUMNER 1990).

As enzimas de restricdo (ER) t&m sido utilizadas amplamente na citogenética, elas
reconhecem seqliéncias de bases do DNA e clivam em sitios especificos, permitindo
assim a remogao do DNA fragmentado. Apés a coloracdo, essas regides aparecem claras
e as resistentes, escuras (GOSALVEZ ef al. 1997). Porém, a presenca da segléncia de
reconhecimento ndc € o Unico determinante para a producdo de um padrio de
bandamento. Por exemplo, quando os fragmentos clivados forem maiores do que
1 kilobase pares (kbp), eles ndo seréo removidos (VERMA e BABU 1995); o DNA também
n@o serad clivado quando estiver associado com certas estruturas resistentes a ER

(‘enzyme-resistant bodies’). As enzimas de restricao, assim como os outros bandamentos.



tém sido utilizados na tentativa de entender as relagbes evolutivas entre taxons. assim
como aspectos estruturais e funcionais dos genomas (BABU & VERMA 1986).

Regibes de inleresse nos cromossomos podem ser evidenciadas utilizando técnicas
citogeneticas especificas. Uma regifio muito estudada é a Regido Organizadora do
Nucleolo (NOR), que contém os principais genes responsaveis pela sintese de rRNA {188
& 28S e 5,85} e € responsavel pela formacio do nucléolo (SUMNER 1980}, As técnicas
mais comuns para se detectar NOR s&o a impregnacéo pela prata (banda NOR) e a FISH
{hibridizagéo fluorescente in situ) com sonda de rDNA. Embora a NOR seja definida pelas
sequéncias de DNA, a banda NOR n&o é bassada nas propriedades do DNA e sim nas

proteinas acidas produzidas durante a intérfase e acumuladas em volta da NOR
{(SCHWARZACHER et al, 1978).

1.1.2. Heteroccromatina

A citogenetica vem contribuindo de forma significativa para o entendimento de
questbes relacionadas ao papel da heterocromatina no genoma das espécies. Heitz em
1928 conceituou a heterocromatina como a cromatina que permanecia condensada
durante a intérfase, retendo as propriedades de coloragdo intensa. Atualmente sic
reconhecidas outras caracteristicas: replicagdo em tempo maior, grande repeticdo dos
pares de base do DNA e auséncia de atividade génica. A constituicao molecular da
heterocromatina & muito discutida, apesar de ser constituida principaimente por DNA
satelite, outros tipos de DNA ja foram observades (in MELLO 1977, 1983).

A heterocromatina foi considerada inativa em termos transcritivos, porém alguns
autores discutem sobre os seus efeitos e/ou fungdes no genoma. Ha divergéncias enfre
autores sobre o que seriam efeitos e funcdes da heterocromatina. Em linhas gerais, pode-
se dizer que efeitos se referem aos resultados da posicso fisica da heterocromatina em
uma dada regido cromossdmica, enguanto funcio refere-se a uma atividade especifica
dentro do genoma (SUMNER 1990).

Segundo JOHN (1988), a heterocromatina apresenta efeito de pOsicao no padrao de
variegagao, isto e, ocorre repressdo da expressdo de genes presentes em regides
eucromaticas por terem sido translocados para uma posigéo adjacente & heterocromatina.

Em celulas germinativas a heterocromatina pode afeter o pareamento, a recombinacéo &
2 segregacao dos cromossomos.
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Q arranjo ordenade dos cremossomos no nlcleo interfésico tem sido proposto como
um meio pelo qual a atividade genética é coordenada dentro do genoma. Varios autores,
dentre eles Hilliker ef al (1980) e Manuelidis (1982), tém especulado que 3
heterocromatina pode ter importante papel na determinacéo da estrutura tridimensional do
nucieo interfasico. Diante desse papsl da heterocromatina, os autores consideraram gque
ela afeta @ expressdo génica direta ou indiretamente. Em células germinativas. a
heterocromatina afela, basicamente, ¢ pareamento, a recombinacio e a segregacao
(JOHN 1988).

Uma das hipsteses formuladas na tentativa de explicar a funcéo da heterocromatina
no genoma das espécies foi a de IMAI (1991) e IMAI et al. (1986; 1988; 1894) baseados
nos dados de mamiferos, formigas & vespas. Essa hipétese prediz que apés eventos de
fissdo cénirica, ocorreria & adigdo de heterocromatina na regidc quebrada. que
corresponde a regio telomérica, recuperando assim z estabilidade do teldmers. Ums
evidéncia que reforca esta hipdiese & o aclmulo de heterccromatinag encontrado
preferencialmente em um dos bragos nos cromossomos de diversas espécies de formigas
que apresentam elevado numero de cromossomos. O mesmo ja fol verificado em cutros
grupos da cordem Hymenoptera: vespas (GOMES ef al 1995 ARAUJO ef al. 2000),
abelhas (POMPOLO e CAMPOS 1995, HOSHIBA e IMAI 1993) e sinfitas (ROUSSELET
et al. 1998).

No que se refere a funclo da heterocromatina, também se propde que esta teria
importante papel na protecdo da eucromatina contra ataques de virus, agentes
mutagénicos e clastogénicos, agindo como um “guarda-costas”. Essa funcdo se deve 2
posicao da heterocromatina no nicleo, formando uma camada dispersa na face periférica
deste, protegendo a eucromatina que fica no interior (HSU 1975).

1.1.3. Cromossomos B

O termo cromossomo B foi primeiramente utilizado por Randolph em 1928 para
identificar cromossomos extras em milho. S&o chamados de ‘B’ porque se diferenciam
dos cromossomos do complemento normai, denominados de ‘A’ (CLARK e WALL 1996).
Os cromossomos B ou supranumerarios sao extras ao compiemento normal do individuo.
Suas caracteristicas s&c as mesmas em quase todos os organismos: heterocromaticos.

menores gue 0s cromossomos do complemento A e com segregacdo nio-mendeliana
(CAMACHO ef &/. 2000).



Sao amplamente enconirados nos mais diferentes organismos (BEUKEBOOM ef al.
1996; GORLOV e TSURUSAK! 2000; TANIC ef al. 2000, MARTINS ef al 19986,
SALVADOR e MOREIRA-FILHO 1992; JONES 1995, JAMILENA ef a/. 1995, HOUBEN st
al. 1998). Em 1895 foi relatado por JONES gue os cromossomos B oocoriam em
1372 especies de plantas (12 coniferas e 1360 angiospermas), além de samambaias
fungos. Em 1986 Clark e Wall relataram a ocorréncia em mais de 1000 espécies de
plantas e 260 espécies de animais. Segundo CAMACHO of al (2000}, verifica-se que o
numers de especies com cromossomos B aumenta 2 medida gue novas espécies séo
estudadas citogeneticamente. Na ordem de insetos Hymenoptera, foi descrito em sete
formigas, Leptothorax spinosior (IMAI 1974), Aphaenogaster rudis (CROZIER 1975),
Podomyrma adefaide (IMAI et al. 1977), Predoiepis jerdoni (iIMAI et ai. 1984, Lasius niger

(PALOMEQUE ef al. 1990), Pheidole pallidula (LORITE ef af 2000), Camponotus sp.
(MARIANO et al 2001), em duas vespas, Nasonia vitripennis (WERREN 1981) e
Trvpoxylon albitarse (ARAUJO et al 2000) & uma espécie de abelha, Partamona helleri

(COSTA et al. 1992).

Foram identificados diversos ?éggcs de variagbes em relacdo aos cromossomos B
interpopulacional (STEVENS e BOUGQURD 1994, VICENTE of al. 1996, BEUKEBOOM
et al. 1998, TSURUSAKI 1993, BRITO ef al 1997. BLACKMAN 1888), intra-individual
(PROENCA et al. 1993, TSURUSAKI! 1993, PAULS e BERTOLLO 1983), interespecifica
(MARTINS ef al 1996, AMOS e DOVER 1981, BLACKMAN 1988), intersexual
(MARYANSKA-NADACHOWSKA @ WARCHALOWSKA-SLIWA 1991, MAFFE| ef a/. 2000,
PROENCA ef al. 1999, MESTRINER ef al 2000, VICENTE et al. 1998, PAULS e
BERTOLLO 1983, MARTINS ef al. 1998), intertecidual (DAGNE 1995, IMAI 1574,
PALOMEQUE et al. 1990), geografica (TSURUSAK! 1993, BEUKEBOOM ef al. 1998,
VICENTE ef al. 1996, HOUBEN et al. 1999, NEO et al. 2000) e sazonal (GORLOV e
TSURUSAK! 2000).

A maioria dos estudos sobre cromossomos B sugere que eles tiveram origem intra-
especifica, ou seja, a partir do complementc A (RAMACHANDRA & RANGANATH 1987
JAMILENA et al. 1995; PROENCA et al. 1999; MESTRINER et al. 2000: BRINKMAN et al.
2000; ARAUJO et al, 2000). Em alguns casos, existem evidéncias da origem a partir dos
cromossomos sexuais (LOPEZ-LEON ef al1994). A hipétese de origem interespecifica foi
baseada principaimente nos dados citogenéticos e moleculares da vespa Nasonig
vitripennis.  (McALLISTER e WERREN 1997). PERFECCT! e WERREN (2001),



confirmaram essa hipotese, pela observacdo da origem interespecifica de um fragmento
céntrico extra, a partir do cruzamento enire Nasonia vitripennis e Nasonia giraulti,

Tem-se sugerido que os cromossomos B sd3o slementos ineres no genoma,
contudo, fato contrario tem sido observado na espécie Alium schoenoprasum. Em
condigbes de estresse, os individuos com cromossomos Bs apresentam um valor
adaptativo superior acs individuos que ndo apresentam (PLOWMAN e BOUGOURD
1994). JONES (1995) relstou em plantas a presenca de genes para rRNA {Crepis
capiliaris, Brachycome dichromosomatica, Hepatica nobilis) e de macho esteriidade
(Plantago coronopus) em cromossomo B dessas espécies. Na vespa Nasonia vitripennis,
a razao sexual da populagdo que contém o cromossomo B (PSR= Paternal Ratio Sexual)
& alterada drasticamente, pois eies convertern em machos portadores de PRS. os ovos

que deveriam normaimente originar fémeas (WERREN 19891,

1.2. Tribo Meliponini

As abeihas formam o maior grupo da ordem Hymenoptera. Elas t&m grande
imporidncia em diversos ecossistemas, pois s3o essenciais na manutencdo da
diversidade das plantas que, por sua vez, tém papel na manutencdo de comunidades
animais (MICHENER 2000). Um tergo da produc@io mundial agricola depende da visita de
animais as flores, sendo que as abeihas s&o responsaveis por 38% da polinizacéc das
plantas floriferas (KERR ef al 2001). HEARD (1999) identificou aproximadamente
90 especies de plantas cultivadas que sdo polinizadas por abelhas da tribc Meliponini
{Apidae, Apinae), também conhecidas como ‘abelhas sem ferrfo’.

Os meliponineos estéo distribuidos em regides de clima tropical do planeta, sendo
que a maior concentragéo e diversidade s&o nos trépicos americanos. Ja foram descritos

aproximadamente 50 géneros de meliponineos e mais de 300 espécies (MICHENER
2000).

1.2.1. Citogenética

(1948), quando foi determinado o nimero cromossémico de aigumas espécies do género
Melipona. Ja foram estudados citogeneticamente 28 géneros e 65 espécies, sendo que o

namero cromossdmico hapidide variou de oito a dezoito cromossomos, onde n=17 foi o
numero predominante.



Os primeircs trabalhos citogenéticos de meliponineos (KERR 1948 1969: 1972
KERR & ARAUJO 1957; KERR e SILVEIRA 1972, TARELHO 1973) aplicaram iécnicas de
esmagamento & consistiam basicamente na determinacio do nimero cromossémico.
Trabalhos mais recentes (COSTA ef al 1992; HOSHIBA e IMAI 1893 POMPOLO e
CAMPOS 1995; BRITO ef af. 1997; BRITO-RIBON ef al. 1999, MAMPUMRU ef a/. 1899
CAIXEIRO e POMPOLO 1999: ROCHA e POMPOLO 1998) utilizaram um pré-tratamenio
deo material (gbnadas ou génglio cerebral) em solucdo de colchicing e citrato de sodio, o
gue possibilifou um acOmulo de metafases, posteriormente o material foi dissociade e
fixado em solucBes com diferentes concentracbes de acido acético/etanoliagua. Essa
metodologia foi desenvolvida por IMA] ef a/. (1988) e tem-se mostrado mais eficiente na
diferenciagao 00s Ccromossomos, ssus resultados foram diferenmtes dos encontrados
anteriormente para alguns géneros (COSTA ef af 1082, HOSHIBA e IMA 1983,
MAMPUMBU ef al 1998).

O uso de diferenies técnicas citogenéticas para os meliponineos vem auxiliando no
entendimento da localizacdo e natureza da heterocromatina de Friesella (MAMPUMBU ef
al. 1999), Leurotrigona (POMPOLO e CAMPOS 1895), Melipona (ROCHA e POMPOLO
1998), Nannotrigona (HOSHIBA e IMAI 1983), Partamona (COSTA et al. 1982; BRITO-
RIBON ef al. 1999), Plebeia (CAIXEIRO e POMPOLO 1999) e Trigona (HOSHIBA e IMAI
1983). Também permitiu localizar a NOR em Melipona marginata, Plebeia sp (MAFFE! et

al. 2001) e caracterizar os cromossomos B de Parfamona helleri (BRITO-RIBON ef 2l
1989).

1.2.2. Evolucdo cariotipica

Para inferir sobre a evolugio cariotipica, é necessario conhecer as variagcbes que
ocorreram nos caridlipos ao longo do tempo. Essas variagdes podem ser no numero
cromossdmico (aneuploidia e euploidia) ou na estrutura (inversdes, translocacdes, eic.). Na
ordem Hymenoptera, foram apresentados dois mecanismos de variacdes cromossémicas
para explicar a evolugdo cariotipica. KERR (1952; 1968: 1972) e KERR e SILVEIRA (1872)
com base nos numeros cromossdmicos de 52 espécies de abelhas, propuseram a
poliploidia como o principal evento na evolucéo cariotipica. Segundo KERR e SILVEIRA
(1972) a polipioidia teria surgido independentemente cinco vezes no grupo das abelhas:
1} de um ancestral de Augochloropsis sparsilis (n=8) para Pseudaugochiora graminea

{(n=18); 2) de um ancestral de Leurotrigona muelleri (n=8) para Friesecmeslitta (n=15)
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3} de um ancestral Trigonini (n=9) para FPlebeia (n=18): 4) de um ancestral de Melipona
quadrifasciata, M. marginata e outras espécies (n=9) para M. quinquefasciata (n=18):
5) de um ancestral de Apis florea (n=8) para A, mefiifera e A. cerana (n=16).

O outrc mecanismo proposto para explicar a evolugdo do caridtipo  dos
himencdpteros fol a fiss&o cénirica. A escolha desse mecanismo esta apoiada na teoria da
interagdc minima, postulada por IMAL ef al (1986; 1988; 1994). que foi baseadsa
principalmente em dados citogenéticos de mais de 500 espécies de formigas (IMAl e
KUBCTA 1972; 1975; IMAl e TAYLOR 1988; IMAI ef af. 1877 1984). Segundo esta teoria,
os caridtipos evoluiram no sentido de minimizar os riscos genéticos, devidos
principalmente as fransiocagdes reciprocas. A fissdo cénirica reduziria esses riscos, por
diminuir o tamanho dos cromossomos e conseqlentemente as interaces entre si. Esse
evenlo recorrenie fambém tem como conseqiéneia o aumento do almere de
Cromossomos e a geracao de instabilidade na regific quebrada, que passa a corresponder
a regido telomeérica. Essa instabilidade seria recuperada pelo crescimento em tandem da
heterocromatina, originando cromossomos com um dos seus bragos heterocromaticos.
Fusbes céntricas podem acontecer numa proporcdo menor, e teriam o papel de eliminar
heterocromatina (IMAl ef al. 2001). Os resultados das analises cariotipicas de
Leurotrigona (POMPOLGO e CAMPOS 1995), Plebeia (CAIXEIRO e POMPOLO 1999),
Tetragonisca (MENEZES 1997) e Friessomelitta (MOREIRA 1997) parecem indicar que a

evolugac cariotipica dos meliponineos esta de acordo com a teoria da ‘interacdo minima’.

1.2.3. Género Melipona
O género Melipona lliiger. 1806, faz parte da tribo Meliponini e apresenta
distribuicac na regiao Neotropical (MICHENER 2000). Como os demais géneros da tribo,
possui uma grande importancia ecoldgica e econdmicas devido & polinizacio de plantas
nativas e cultivadas,
O namero cromossémico do género Melipona foi igual (n=9 e 2n=18) para
13 especies. A Unica espécie gue apresentou numerc cromossémico diferente foi
Melipona quinquefasciata (KERR 1866, 1972; POMPOLO 1994). (Tab. 1).
ROCHA e POMPOLO (1998) observaram que 0 género Mefipona apresentava
especies com diferengas no contetdo e distribuicdo de heterocromatina. Com base
nessas caracteristicas dividiu o género em dois Grupos: | e 1l. No primeiro grupo

incluiram as espécies gue apreseniaram cromossomos com morfologias meta, submeta e



acrocéntricas e com a heterocromatina distribuida na regigo pericentromérica ou ne bracgo
curto do acrocéntrico e com heteromorfismo de banda no primeire par (M. marginata,
M. gquadrifasciata, M. bicolor, M. asilvae). No Grupo Il foram incluidas as espécies que
apresentaram heterocromatina distribuida em quase toda a extensio dos cromossomos,
ficando a eucromatina resirita as extremidades. A morfologia foi de dificil definicdo,
devide a intensidade da coloraco da heterccromatina (M. scutellaris, M. seminigra
fuscopilosa, M. capixaba e M. captiosa).

Os dados citogeneticos de Melipona ndo estio de acordo com a filegenia do género
proposta por KERR et al (1967), baseados em apenas dados morfoldgicos, eles
propuseram a separacgac das espécies M. marginata e M. quadrffaécfata (Grupo 1) em
diferentes grupos e a incluséo de M. scutelfaris, (Grupo 1l) no grupo de M. quadrifasciata
(Grupo 1), A posigBo do género deniro da Tribo Meliponini também & controversa.
MICHENER (2000) o considera como grupo irmdc de todos meliponineos enguanto

CAMARGO e PEDRO (1982), como o grupo irméc dos meliponineos apenas da regido
Neoctropical.

Tabeia 1 — Citogenetica do género Melipona.

N° | Especie N° cromossémico | Referéncias T
61 | Melipona marginaia n=g, 2n=18 KERR 1948 T
n=g, 2n=18 KERR 18952
n=9, 2n=18 ROCHA e POMPOLC 1998
62 M. bicolor n=9 KERR 1952
n=9, 2n=18 ROCHA & POMPOLO 1988
03 M. quadrifasciata n=g, 2n=18 KERR 1948
n=9, Zn=18 KERR 1952
n=8 KERR 1972
n=9, 2n=18 TARELHO 1973
n=9 2n=18 ROCHA e POMPOLG 1998
04 M. rufiventris n=9 KERR 1952
2n=18 TARELHO 1973
05 M. interrupta n=18 KERR 1952
06 M. guinquefasciata n=18 KERR 1969
n=g8 KERR 1972

O
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. compressipes

- subnitide

. favosa

. asiivae

. seminigra fuscopilosa
. capixaba

. captiosa

. scuteliaris

L 2n=18
, 2n=18
. 2n=18
 Z2n=18
L 2n=18
. 2n=18
. 2n=18

, Zn=18

POMPOLO 1994
KERR 1968
KERR 1872
KERR 1972
TARELHG 1973
HOSHIBA 1988

[HOGHIBA e IMA] 1993

ROCHA e POMPOLC 1988
ROCHA e POMPOLO 1928
ROCHA & POMPOLG 1988
ROCHA & POMPOLO 1968
ALMEIDA 1981

ROCHA & POMPOLO 1998
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2. OBJETIVOS

2.1, Justificativa

A citogenélica gera conhecimenios basicos para & ciéncie, como, por exemplo, a
deteccao das alleracdes morfoldgicas, estruurals que ccormam nos Cromossomos a0 longo
do tempo. Esses dados s8o importantes ferramentas nos estudos da evoiucdo e filogenia
das espécies, por serem independentes de outros dados como os morfologicos &
comporiamentais. A vantagem da citogenética na elaboracdo da filogenia é devida
principalmente ao fato dos seus caracteres serem discretos e faciimente reconheciveis.

A maloria dos estudos citogenéticos do género Melipona, descreveu apenas o
numero cromossomico. Torna-se necessario ampliar o numero de espécies esiudadas
citogeneticamente e aplicar técnicas gue permitam um melhor eniendimento da

organizac&o cariotipica. Esses dados podero contribuir com o entendimento da evolucio
& da filogenia dessas abeihas.

2.2. Objetivos gerais

Considerando a grande importancia do género Melipona no ecossistema nectropical
€ a grande diversidade no caridtipo deste género, com relacdo ao contetdo e distribuic&o
da heterocromatina, esse firabalho teve como objetivos: a ampliaco do estudo
citogenético do génerc Melipona, caracterizar mais detalhadamente a natureza da
cromatina de diferentes espécies deste género com a aplicagdo de diferentes técnicas
citogenéticas (banda C, banda NOR, coloracéc com fluorocromos, clivagem com enzimas
de restricao); estudar a Regido Organizadora do Nucléolo com a aplicagdo da FISH e
poder comparar com os dados de NOR, fluorocromos e ER; estudar a ocorréncia,
natureza e freqléncia de cromossomos B no género.
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Abstract

We analyzed pafterns of heterochromatic bands in the Neociropical stingless bee
genus Melipona (Hymenoptera, Meliponini). Group | species (Melipona bicolor bicolor,
Melipona quadrifasciata, Melipona asilvae, Melipona marginata, Melipona subnitida) weres
characterized by low heterochromatic content. Group |l species {Melipona capixaba,
Melfipona compressipes, Melipona crinita, Melipona seminigra fuscopilosa & Mealinona
scutellaris} had high heterochromatic content. All species had Zn=18 and n=9. In species
of Group | helerochromatin was pericentromeric and located on the short arm of
acrocentric chromosomes, while in Group il species heterochromatin was distributed
along most of the chromoseme length. The most effective sequential staining was
quinacrine mustard (QM) / distamycin (DAY chromomycin A; (CMAS) 4-B-diamidino-2-
phenylindole (DAP!). Heterochromatic and suchromatic bands varied gxiensively within
Group 1. in Group  species euchromatin was restricted to the chromosome fins and #
was uniformly GC™. Patterns of restriction enzymeas (EcoRl, Dral, Hindiily showed that
heterochromatin was heterogeneous. In all species the first pair of homologues was of
unequal size and showed heteromorphism of a GC* pericentromeric heterochromatin, in
M. asilvae (Group ) this pair bore NOR and in M. compressipes (Group i} it hybridized
with an rDNA FISH probe. As for Group | species the second pair was AT in M. subnitida
and neutral for AT and GC in the remaining species of this group. Qutgroup comparison
indicates that high levels of heterochromatin represent a derived condition within

Melipona. The pattern of karyotypic evolution sets Mefipona in an isclated position within
the Meliponini.
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Introduction

The genus Melipona llliger, 1808, encompasses a group of stingless bees
commonly known as ‘indigenous bees’. They are widely distributed in the Neotropics.
They are recognized as ecologically important poliinators of cultured (HEARD 1999} and
wild plants (KERR et al. 1996).

So far, sixteen species have been analyzed cytogenetically. Fifieen of them are
2n=18, and one is 2n=20 (ALMEIDA 1981, HOSHIBA 1988; HOSHIBA and IMAI 1993
KERR 1948; 1852; 1972; KERR and SILVEIRA 1872; POMPOLC 1992, 1994: ROCHA
and POMPOLGC 1988; TAMBASCO et al. 1979).

ROCHA and POMPOLC (1998) applied C-banding on these bees. On the basis of
the relative amount of heterochromatin of eight species of Melipona, they divided the
species into two groups. Group | includes species characterized by low levels of
heterochromatin such as Melipona asifvae, Melipona bicoior bicolor, Melipona marginata,
and Mefjpona quadrifasciata, On the other hand, Group 1l includes species with high
heterochromatin levels like Melipona capixaba, Melivona captiosa, Melipona seminigra
fuscopilosa, and Melipona scutellaris. High heterochromatin contents have been reported
for a few animal taxa such as Diplopoda (VITTURI et al. 1997), Coleoptera (BRUVO et al.
1995; JUAN and PETITPIERRE 1989; PLOHL et al. 1993), Hymenoptera (GOMES et al.
1998) and Amphibia (KING 1980; SCHMID et al. 1988).

Although the stingless bees have been considered to lack suitable cytogenetic
markers that could be used to construct a phylogeny (MICHENER 1990), the patterns of
distribution of heterochromatin in Melipona can contribute o the knowledge of the
phylogeny of this genus (ROCHA and POMPOLO 19898). We shali here describe the
hetercchromatin/euchromatin ratic of species from both groups, define the nature of the
heterochromatin by means of a combination of fluorochrome staining with different
banding techniques, and propose a phylogeny for the tribe Meliponini.

Materials and Methods

Ten Brazilian Melipona species were cytogenetically studied (Table 1). We analyzed
a mean of forty individuals per species, and five metaphases per specimen.

Mitotic metaphase spreads were obtained from cerebral ganglia of larvae in the final

deffecation stage (IMAI et al. 1988). Conventional Giemsa staining and C-banding were

14



carried out according to ROCHA and POMPOLO (1998), NOR banding followed HOWELL
and BLACK (1980}, with some modifications (MAFFE! et al. 2001).

Chromosome lengths were determined on four metaphase spreads of M. bicolor
bicolor and M. subnitida, and values were compared to those of Group i species,
M. crinita, M. compressipes and M. seminigra fuscopfiosa. A mean value of linear fength
of euchromatic and heterochromatic regions was estimated with an ocular micrometer,
and the suchromatin/heterochromatin ratio was calcuiated for each species.

Fluorochromes were applied sequentially as follows:

1. Distamycin/chromomycin A; (DA/CMA;), according to SCHWEIZER (1980).

2. Distamycin/4-8-diamidino-2-phenylindole (DA/DAP!) according to SCHWEIZER
(1980).

3. Distamycin / chromomycin A; / 4-6-diamidine-2-phenyiindole {(DA/CMA/DAPH
according to SCHWEIZER (1980). After DA/CMA, staining, slides were incubated in DAPI
for 20 min, air dried and mounted on freshly filtered sucrose medium.

4. Quinacrine mustard/distamycin/chromomycin Az/d4-6-diamidino-2-phenyiindole
{(QM/DA/CMAGIDAPI). After staining with quinacrine mustard (SCHMID 1980), some slides
were placed directly in Mcilvaine’s buffer (pH=7.0) for 20 min. Good quality metaphases
were photographed, and the material was treated for DA/CMAL/DAPIL. For ali seguential
staining protocals, some slides were subjected to C-banding protoco! {BS) (ROCHA and
POMPOLO 1998) prior and after fluorochrome treatments.

Fiuorescent in situ hybridization (FISH) followed VIEGAS-PEQUIGNOT (19892) with
a tDNA probe pDm 238. We also applied the following GIBCO-BRL restriction enzymes
(RE): EcoRl (GLAATTC), Drat (TTTVAAA), Hindlll (ALAGGTT). We appiied 30 ul of a
solution containing 10 U (1 ul) of each enzyme dissoived in @ uL of appropriate buffer and
90 pl of ultra pure water. The slide was covered with a coverslip and placed in a2 humid
chamber for 12 h at 37°C, it was afterwards rinsed with tap water and stained with 3.3%
Giemsa diluted in Sdrensen buifer (0.06 M, pH 6.8).

Identification of homologues within species and puiative homeologues among
species of Group | was based on banding patterns and chromosome morphology, and
band size was used as complementary criterion. Finally, we attempted to unveil the nature
of chromatin by applying sequential fiucrochrome staining.
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Resuits and Discussion

Chromosome Number and Heterechromatin Content

All species had a chromosome number typical of the genus Melinona, with 2n=18
and n=9 for females and males, respectively (Figs. 1, 2. 3, 4, 5). The chromosome
number was determined for M. compressipes and M. crinita (Fig. 2). Typically, the dipicid
number of Melipona is highly conservative, except for M. gquinguefasciata, which was
reporied o be Zn=2C (POMPOLO 1954).

Variation of heterochromatin content was evident among these species. with
heterochromatin/euchromatin percentage values ranging from 8% (M. bicolor bicolor) to
17% (M. subnitida) in the Group | species, a clear contrast with Group H species 54%
(M. crinita), 81% (M. compressipes) and 73% (M. seminigra fuscopilosa). Based on these
data, we define Group | as composed by species with less than 50% heterochromatin
content, while Group Il species have heterochromatin values typically higher than 50%.
These latter heterochromatin/euchromatin ratios are higher than the ones reported for
heterochromatin-rich karyotypes {BRQVO et al. 1995, PLOHL et al. 1983: VITTUR! et al.
1997). »

Furthermore, we observed that chromatin distribution also characterizes both
groups; in Group | species the heterochromatin is pericentromeric and located on the
short arm of acrocentric chromosomes (Fig. 1), while in Group il species the
heterochromatin is distributed along most of the chromosome length, and the euchromatin
is restricted to regions close to the telomeres (Figs. 2, 5)

Chromatin composition

For all species, the most effective staining sequence for heterochromatin
characterization was QM/DA/CMAL/DAPI. In Group | species, we were able to differentiate
six kinds of heterochromatic bands (JOHN et al. 1985) (Tabie 2); B1 and B2 bands were
compiementary to each other, while B0, B3, B4 e B5 bands were less common than the
former and were not complementary among themseives (Fig. 1, Table 3). We observed
fluorochrome-stained euchromatic bands of B3 type in the seventh chromosome pair of
M. quadrifasciata and the fifth pair of M. subnitida (Fig. 1, Table 3). Because B3 bands
were detected with AT-specific fluorochromes, and they were neutral for GC-specific
fluorochromes, we concluded that they are moderately AT-rich. JOHN et al. (1985) did not
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find B3 and B4 bands in grasshoppers and they are characterized here for the first time in
hymenopterans.

In M. guadnfasciata, BS-DA/CMA; and BS-DA/DAP! staining yielded a lower
number of bands than slides not previously treated with BS-banding protocol, which may
result from removai of euchromatin. The staining sequence BS-DA/CMAL/DAPI provided
similar resulls, e.g., & given heterochromatic region stained positive for CMA; and DAPI.
This staining behavior may be explained aiso by the removal of DNA that stains positively
for fluorochromes, or by an alteration of suitable conditions for fluorochrome staining.
However, when applying the same sequential technigue in Orthoptera, BELLA et al
(1993) obtained a complementary staining pattern. We concluded that our resuits might
be more adequately explained by peculiar genomic characteristics of Melipona. Except for
M. asilvae, we were unable o resolve the patterns of heterochromatic bands when
BS-banding protocol was applied after fluorochrome staining.

The heterochromatin in chromosomes of Group | showed different staining infensity
after C banding treatment (Fig. 1, Table 3). This behavior has aisc been reported for
grasshoppers and may be explained by variations on the amount of haterochromatin
among different regions (CAMACHO et al. 1984).

In Group | species, homologue pairing and homeologue identification among
species were based on the presence of heterochromatic blocks in chromosomes. Thus,
the GC-positive heterochromatic block in one pair of chromosomes of M. subnitida
aliowed us to identify as the homeologue of the first pair of chromosomes of the other
species, despite the fact that it was not the largest of M. subnitida. This species was also
karyotypically the most divergent, with interstitial heterochromatin and B3, B4 and B5
band types (Fig. 1, Table 3}.

BS-banding patterns were similar for all Group | species. The application of different
sequential staining protocols allowed determining the existence of a highly heterogeneous
heterochromatin in Melipona (Figs. 1, 2, Tabie 3). Heterochromatin heterogeneity was first
described in mouse (PARDUE and GALL 1970), and other organisms (BELLA et al. 1993;
JOHN et al. 1985; MARTINEZ-LAGE et al. 1994: ROCCHI 1982).

In species of Group | sequential staining QM/DA/CMA./DAP! evidenced CMA,
(GC™) euchromatic chromosome ends (Figs. 2¢, 5d); QM and DAPI (both with AT affinity)
stained heterochromatin uniformiy (Figs. 2, 5). Staining patterns remained unaltered with
either DA/CMA; or DAJ/CMA/DAPI sequential staining. Based on these data, we inferred



that both euchromatin and heterochromatin alike are modsrately rich in GC and AT base
pairs respectively.

Fluorochrome staining data were complemented with RE protocols. in Group 1
species, RE banding patterns allowed for accursie chromosome pairing and o
characterize high levels of heterogeneity of heterochromatin in these species (data not
shown}.

The heterochromatic blocks of the first and second chromosome pairs of both
species groups were heteromorphic. Because we did not observe all possible character
state combinations, we did not consider it as an instance of band polymorphism as
reported for other insects (PANZERA et al 1992° SENTIS e al 1988;
WARCHALOWSKA-SLIWA and BUGROV 1997). in these bees. constani size differences
suggest the existence of gene regulation between the homologues, possibly involving
NORs, as reported in aphids (MANDRIOL! et al. 1999). For species of Group |, the
heterochromatic biock of the first chromosome pair was GC positive (Fig. 1). in M. asilvae
this pair bore Ag-NOR (Fig. 3), as it was also the case for V. marginata (MAFFE] et al.
2001). A direct relationship between GC positive bands and NORs was reported in
grasshoppers Eyprepocnemis plorans and Locusta migratoria (CAMACHQ et al. 1991).
the ant Tapinoma nigerrimum (LORITE et al. 1897), the bee Tetragonisca angustula
(MENEZES 1997), and Partamona helleri (BRITO-RIBON et al. 1998). This region was
also seen in the first chromosome pair of M. compressipes (a Group ! species).
Hybridization of this region with the rDNA probe provides further support its of NOR®
nature (Fig. 4) and its homology with the NOR of the first pair of chromosomes of Group |
species. In these species, the second pair of homologues bore a block that was either

GC+ or Ag-NOR?; this block was AT in M. subnitida and neutral in the other species (Fig.
1, Table 3).

Chromatin behavior

In species of Group i, we observed an unusual chromatin behavior. In most nuclei,
the heterochromatic regions were located in the peripheral region of the nuclei, whiie
euchromatin occupied the central region. Likewise, HSU (1975) reported  that
heterochromatin lines the interphasic nuclei in some species of mammals. Our data for
species of Group |l clearly indicate that this pattern of distribution of heterochromatin, as

reported in interphasic nuclel is also extended to other stages of the cell cycie (Fig. 5).
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Another striking behavior of the chromatin of Group 1i species was its strong
tendency for euchromatic associations (Figs. 2, 5). As an apparent consequence of the
spatial segregation of heterochromatin and euchromatin within the nucleus, we observed
a close proximity among the euchromatic regions of the chromosomes in successive
stages from lale prophase to metaphase (Fig. 5). This association was observed either as
an interchromosomal phenomenon when chromosomes were arranged as links of a chain
or as an intrachromesomal event, which determined its “U” configuration (Figs. 2. 5b. 5¢).
Many hypotheses have been advanced to explain this chromosomal association, albait
invelving heterochromatic regions (SUMNER 1990). in these species of Melipona, the
nature of chromatin association seems related to euchromatic regions instead, and the
conspicuous associations are provisionally explained by the rather restricted location of
euchromatic regions isolated by vast extensions of heterochromatin,

Karyolypic evelution _

Phylogenies based on morphologic data of Melipona are controversial. The genus
has been considered either as the éﬁster group of all Meliponini (MICHENER 2000) or
alternatively, as the sister group of most Neotropical stingless bees (CAMARGO and
PEDRO 1992}). On a higher systematic level ROIG-ALSINA and MICHENER (1993)
placed Melipona as the sister group of Partamona with Apis and Bombus as putative more
inclusive sister groups. In Apis and Partamona, and in other genera of Meliponini,
heterochromatin is predominantly located on one of the chromosome arms {ALVES and
POMPOLO 1998, BRITO and POMPQOLO 1997; BRITO et al. 1997 BRITO-RIBON et al.
1880a, b; CAIXEIRO et al. 1998, CAIXEIRO and POMPOLO 1999; HOSHIBA and IMAI
1993; MAMPUMBU et al. 1989, MENEZES 1997, MOREIRA and POMPOLO 1997
POMPOLO 19921994, POMPOLO and CAMPOS 1995) fitting IMAI'S minimum-
interaction hypothesis (19386).

It has been postulated (KERR 1969) that Mefiponini karyotypes evolved by
alterations of ploidy levels. However, POMPOLO (1892, 1994) argued that the minimum
interaction hypothesis (IMAI et al. 1986) was necessary and sufficient as an explanatory
model of karyotypic evoiution for the Meliponini. Accordingly, one should expect that
ancestral species showed low chromosome numbers, which would increase by recurrent
fissions, with a fater increase of heterochromatin in one of the arms of the chromosomes.

Although this pattern is observed in most genera of Meliponini, Melipona does not fit this

N
(4]



model because it's low chromosome number, and the position of the heterochromatin {at
least in Group | species), which is pericentromeric or it is present on the short arm of the
chromosomes. On the other hand, in species of Group Ii the heterochromatin is present
along most of the chromosome length and the suchromatin is restricied fo the distal end
of the chromosomes.

To determine character polarity of heterochromatin contents within the QENUS, WE
considered as outgroup the meliponine Leuwrotrigona muelleri (Hypotrigona sensu
MICHENER 1880), n=8, 2n=16 (POMPOLC and CAMPOS 1995). This species has a
diploid number ciose to the species of Melipona, but its heterochromatin content and
distribution resembles the ones observed in species of Group | and its chromatin does not
show euchromatic associations. Based on these patterns of character distribution we
hypothesized that high heterochromatin contents and unigue chromatin {euchromatic)
association, resulting in "U” or chain configuration are derived characiers that characterize
Group 1l species as a natural group or clade within Mefipona. The increase in
heterochromatin content may have evolved either via amplification of heterochromatic
segments, or by heterochromatin addition. Within Meliponini, Group | does not display
unique derived characters and it may be also evolutionarity more diverse, in contrast o

the monophyletic Group II; mitochondrial DNA data also supports this hypothesis
{Salomao unpubl.}.
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Legends

Figure 1. ldiograms of the M. bicolor bicolor A. M. quadrifasciata B, M. marginata C,
M. asiivae D, and M. subnitida E karyotypes, based on C-banding and sequential staining
patterns. Dark blocks: BO. Checkered circles: B1. Gray blocks: B2. Vertical stripes: B3,
Gray vertical stripes: B4. Black oblique stripes: B5. «Band polymorphism.

Figure 2. Metaphases of females of M. crinifa subject to C-Banding a and sequential
staining with QM b /DA/ICMA, ¢/DAP! d fluorochromes. Arrowheads indicate CMAZ"

regions; * indicates interphasic nucleus and arrows indicate suchromatic associations.

Scale bar =5 ym.
Figure 3. Ag-NOR metaphase of M. asilvae. Arrows indicate NOR sites. Scale bar = 5 b,

Figure 4. Metaphase of M. compressipes after treatment with FISH rDNA probe.

Arrowheads indicate hybridized regions, * indicates interphasic nucleus. Scale bar = 5 um.

Figure 5. Mitotic celis of Melipona in different division stages. a - 1, 2 and 3, cells of males
of M. seminigra fuscopilosa in successive division stages after C-banding protocol. DAPI-
stained prometaphase cells of female of M. seminigra fuscopilosa (u indicates U-shaped
chromesome) (b); metaphase of female M. scutellaris stained with DAPI (c); metaphase of
maie M. capixaba stained with CMA; (d). Arrowhead indicates CMA," region, ¥ indicates

interphasic nucleus; arrows indicate euchromatic associations. Scale bar = 5 LErT,
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Table 1. Samples locales of Melipona

Species

{ocals

Melipona asilvae
Malipona bicolor bicolor
Melipona capixaba
fMelipona comprassipes
Melipons crinita
Melipona marginata
Melipona quadrifasciata
Melipena seminigra
fuscopiiosa

Melipona scutellaris

Melipona subnitida

Pedra de Maria da Cruz — MG and Santana do Seridd — RN
Caeté and Cunha -« MG

Venda Nova do Imigrante - ES
540 Luis ~ MA

Rio Branco ~ AC

Caste - MG

Caeté and Vigosa - MG

Rio Branco - AC

Lencois — BA
Santana do Seridd - BN




Table 2. Kinds of hetercchromatic bands, based on flucrochrome affinities

Kind of band GC specific (CMA;) AT specific (DAP] and QM)
BO Neutral Neutral

B4 Positive Negative

B2 Negative Positive

B3 Neutral Fositive

B4 Neutral Negative

B5 Positive Positive
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Table 3. Position and nature of bands of five species of Malipona bees.

Chromosome M. bicoior M. quadrifasciata M. marginata M. asilvae M. subnitida
numbers

1 P81 PHB1) P81} P*(B1; P83, B

p PWHBG) PYBO) P*(BO) P*(BO) PI*{B2)

3 PW(BO) A A PWI(BE,  P(BH

4 FWB2) PE2) =y P(B2) PWI(B2)

5 A PW(B0D) PW(B3) A P{B3)-E(B3)

& A C{BD) PW(BO) C(BO) P{P-B3.1-B4)

7 A A-E(B3) PW(BO) A PW(B3)

8 PWEBO A PW(BD) A A

g A PW(BD; P(BO A A

A — absence of C banding; E - seuchromatic band; P - pericentromeric C banding, G — C
banding restricted to short arm; | — interstitial C banding; W — weakly stained C banding.

Kinds of bands: (BC), (B1), (B2), (B3), (B4) and (BS) * - ocurrence of band
heteromorphism.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura b
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RESUMO

A citogenstica do género Mefipona iniciou-se em 1948, das 42 espécies descritas,
16 foram estudadas citogensticamente e fodas apresentaram n=9 e 2n=18 axcein
Melipona quinguefasciata. Este trabalho teve comoe objstivo diferenciar os cromossomos
de M. quinquefasciata por meio de técnicas citogenéticas classicas & molecuiares como a
FISH. clivagem com as enzimas de restrigdo (ER): Dral e Haslll colorag@o seglencial
com os flucrocromos QuinacrinaMostarda/Distamicina/Cromomicina-A./4-8-Diamidino-2-
Phenylindole (QM/DA/CMAL/DAPH e banda C. O nlmero cromossémico variou de 2n=19
a 22 (fémeas) e de n=9 a 13 (machos). Os cromossomos 'exiras’ foram heterocromaticos,
menores gueé 0s cromossomos do complementc A e apresentaram variacdo intra-
individual. Essas caracteristicas provaram a existéncia de um sistema de cromossomos B.
Apds a coloracdo com flucrocromos, eles foram corados com fluorocromos AT especificos
e ndo foram clivados pelas enzimas de restrico. Foram semelhantes aos cromossomos
das especies com alto conteudo heterocromatico, que foram classificadas como Grupo 1
Observou-se 3 tipos de cromossomos B: acrocénirico totalmente heterocromatico. e
submetacéntricos com o brago menor heterocromatico ou eucromatico. Os cromossomos
do compiemento A apresentaram bandas AT nos pares 1, 2. 4 e 7. A Regiao
Organizadora de Nucléolos foi visualizada, na regido pericentromérica do primeiro par
apds a marcacdo da FISH com sonda de rDNA A NOR, também foi corada com CMA,
(GC") e clivada pela enzima Haelll. A localizagao da NOR, contetido e distribuicio da
heterocromatina do complemento A de M. guinquefasciata foi muitc semelhante aos
dados das especies do Grupe | de Melipona (baixo contetido heterocromatico). inferimos
gue os cromossomos B podem ter se originado a partr da amplificacdo da
heterocromatina rica em pares AT, em cromossomos de uma especie semelhante as

espécies com baixo contelido heterccromatico (Grupo 1) ou por mecanismos de origem
interespecifica.
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introducao

Os meiiponinecs, tambem conhecidos como abelhas ‘indigenas’ ou ‘sem ferrao’,
ocupam grande parte das regides de clima tropical do planeta. Saoc de grande interesse
econdmico, devido a sua importdncia como agentes polinizadores & produtores de mel
(MICHENER 2000}

Melipona, o primeiro génerc de meliponineos estudados em nivel citogenstico
(KERR 1948}, atualmente apresenta 16 espécies com caridtipo descritc. ROCHA e
POMPOLO (1998) e ROCHA et al. (2002) demonstraram uma variacdo no conteddo e
distribuigao de heterocromatina entre as espécies, o que permitiu dividir o género em dois
Grupos, | e ll. No primeiro grupo estio as espécies que apresentaram cromossemos com
morfologias meta, submeta e acrocéntricas; e a heterocromatina distribuida na regido
pericentromerica ou no brago curto do acrocéntrico (M. marginata, M. quadrifascista,
M. bicofor, M. asilvae, M. subnitida). No Grupo 1i foram incluidas M. scuteliaris, M.
seminigra fuscopiiosa, M. capixaba, M. captiosa, M. crinita e M. compressipes, que
apresentaram heterocromatina distribuida em guase toda a extenséo dos cromossomos,
ficando a eucromatina restrita as exiremidades. A morfologia foi de dificil definicao,
devido a sua natureza heterocromatica.

De todas especies estudadas, apenas Melipona gquinguefasciata nao apreseniou 0
mesmo numero cromossdmico (n=9 e 2n=18). Foram observados individuos com
ndmeros cromossdmicos de 2n= 20 (POMPOLO 1994) e n= 9, 10 e 18 que foi
considerado macho dipidide (KERR 1972; TARELHO 1873).

Os cremossomos B ou supranumerarios sdo exiras ao complemento normal do
individuo. Suas caracteristicas s8o as mesmas em quase todos 0s organismos:
heterocromaticos, mencres que os cromossomos do complemento A & com segregacao
ndo-mendetliana (CAMACHO et al. 2000). Os cromossomos B s30 encontrados nos mais
diferentes organismos (JAMILENA ef al. 1985, SALVADOR e MOREIRA-FILHO 1992,
BEUKEBOOM et al. 1996; MARTINS et a/., 1996, HOUBEN ef al. 1993, GORLOV e
TSURUSAKI 2000; TANIC ef al. 2000). Na ordem de insetos Hymenoptera, foi descrito
em oito espécies de formigas, Lepfothorax spinosior (IMAI 1874), Aphaenogaster rudis
(CROZIER 18978), Podomyrma adelaide (IMAl et al. 1977), Predolepis jerdoni e
Pseudolacius spZ (IMAl et al. 1884), Lasius niger (PALOMEQUE et al. 1990), Pheidole
pallidufa (LORITE et al. 2000), Camponotus sp.(MARIANOC et al. 2001), em duas vespas,
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Nasonia vitripennis (WERREN 1991 e Trypoxvion albitarse (ARAUJO st af 2000) e uma
aspecie de abelha, Partamona helleri (COSTA ef al. 1992).

Neste trabalho nds apresentamos os primeiros estudos de bandamentos
cromossomicos em Melipona quinguefasciata, evidéncias a respeito da existéncia de um

sistema de cromossomos B, como a possivel origem e evolugio desses cromossomos.

Materiais e Métodos

Especimes de M. guinguefasciaia foram coletadas nas cidades de Brasilia - DE
(15°48'LS. 47°55'LW) e Luziadnia — GO (16°15'LS, 47°57'LW) nos anos de 1998 e 1999,
respectivamente. Foi coletada uma colénia em cada localidade e um total de 89 larvas,
sende10 individuos (fémeas) de Brasilia & 59 (46 fémeas e 13 machos) de Luzignia
{anexo 1.

Fara oblencio de cromossomos metafasicos, utilizou-se a técnica de IMA] ef af
(1988). A técnica para obtencdo de banda C (BSG) foi realizada segundo ROCHA =
POMPOLG  (1998). A coloragho seqlencial com fluorocromos Quinacring
Mostarda/Cromomicina As/4,6-Diaminofenilindole (QM/CMAL/DAPY) foi segunde ROCHA
et al. (2002). A FISH foi realizada segundo a técnica de VIEGAS-PEQUIGNOT {1992},
usando a sonda 455 de Drosophila, rDNA pDm 238 (ROIHA et al, 1981).

Utllizou-se as enzimas de restricdo Haelll (GCIGC) e Dral (AAALTTT). As ER
foram diluidas em tampao {1ul de enzima em 9ul do tamp&o) e posteriormente diluidas
em 80 mlL de agua Milli-Q. Cada 1amina recebeu 30uL da solucao final contendo 10U e foi
incubada durante 12 horas em camara (mida a 37°C. Apés a lavagem em agua corrente,
as l&minas foram coradas com Giemsa ou Quinacrina Mostarda. A coloragao com ©
fluorocromo Quinacrina Mostarda (QM) foi realizada de acordo com SCHMID (1980).

Resuliados e Discussio

O numero cromossémico de M. guinguefasciata varia de 2n=19 a 22 (fémeas) e de
n=9 a 13 (machos). Essa variacio numérica foi encontrada em células de ganglio cerebral
de um mesmo individuo e foi ocasionada pela presenga de cromossomos B. O numero de
cromossomos do complemento A foi de 18 (fémea) & 9 (macho) e o nUmero de
cromossomos B variou de 1 a 4 & de 0 a 4, respectivamente (Figs. 1, anexo 1). Verifica-se

que o numero de espécies que apresentam cromossomos B aumenta na medida que
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novas espécies sdo estudadas citogensticamente (CAMACHO ef al. 2000;. Dentre as
abelhas sem ferre, Melipona fol o segundo género com cromossomos B e das
18 espécies do género estudadas citogeneticamente, foi 2 dnica que apresentou esse tipo
gde Cromossomao.

Os cromossomos do complemento A, apresentaram morfologias meta, submets e
acrocéntricas (Figs. 1A, 2). Pela técnica de banda C, a heterccromatina esteve evidente
apenas no 1° par, com posiclo pericentromérica e apresentando um heteromorfisme de
tamanho {Fig. 1B) Essa hsterocromating corresponde a Regido Organizadora de
Nucléolos, pois foi clivada pela Haelll (Fig. 1C) evidenciada peia CMA. (Figs. 1G) e
marcada com sonda de rDNA (Fig. 3). A coloracdo com os fluorocromos QM e DAP|
evidenciou uma regido rica em pares de bases AT * localizada adiacente a NOR. Essa
banda também esteve presente nos pares 2, 4 & 7 (Figs. 1F, F) e nao foram clivadas pela
ER (Figs. 1C, D).

O complemento A de M. guinquefasciata apresentou-se semelhante a0 caridlipo das
espécies do Grupo | de Melipona (baixo contelde de heterocromatina) discutidos por
ROCHA ef al. (2002), em aspectos como a morfologia cromossémica, localizacdo da
NCR, contesudo e distribuicdo da heterocromatina. Dentre as espécies estudadas por
ROCHA ef al (2002), esta espécie apresentou maior semelhanca com Melipona
subnitida, considerada como a mais divergente do Grupo |.

Os cromossomos B de M. guinquefasciata possuem caracieristicas comuns acs
cromossomos B da maioria dos organismos por serem heterocromaticos e com
segregacéo nao-mendeliana (Figs. 1, 2). Esse tipc de segregacado foi caracterizado peia
variagdo intra-individual em células de génglic cerebral de fémeas e machos de
M. quinquefasciata. Segundo PROENCA et al. (1999), a existéncia de variacdo intra-
individual sugere uma nao-disjuncdo somatica. Outros tipos de variagbes ja foram
identificados para outros organismos: interpopuiacional (TSURUSAK! 1993, STEVENS e
BOUGOURD 1994, VICENTE et al. 1996, BRITO ef al. 1997, BEUKEBOOM ef a/. 1998
BLACKMAN 1988), interespecifica (AMOS e DOVER 1981, BLACKMAN 1988 MARTINS
et al. 1996), intersexual (PAULS e BERTOLLO 1983, MARYANSKA-NADACHOWSKA e
WARCHALOWSKA-SLIWA 1861, MARTINS et al. 1996, VICENTE ef al. 1996, PROENCA
ef al. 1999, MAFFEI ef al. 2000, MESTRINER et al. 2000), intertecidual (DAGNE 1995
IMAL 1874, PALOMEQUE et al. 18380), geografica (TSURUSAK! 1993, VICENTE et al.



19968, BEUKEBOOM et al. 1998, HOUBEN ef al. 1999, NEO et al. 2000, ARAUJC ef al.
2002) e sazonal (GORLOV e TSURUSAKI 2000).

A morfologia dos cromossomos B foi de dificil definicio, devido 2 sua natureza
heterocromatica. Contude, 2 andlise de metdfases mencs condensadas permitiu um
estudo mais detalhade da sua morfologia e revelou a presenca de diferentes tipos de
cromossomos B. Observou-se cromossomos B acrocéntricos totaimente heterocromaticos
(1) e submetacentricos, com o brago menor heterocromatice (2) ou sucromatico (3) (Figs.
1. 2}

Verificou-se que os cromossomos B sBo ricos em pares de bases AT (Figs. 1E, F,
G, 2) e aparentemente n&o foram clivados pelas ER (Figs. 1C, D). Os cromossomos B
apresentam constituicdo molecular e a distribuicZo da heterocromatina semelhantes aos
cromossomos das espécies do Grupo Il {alto conteldo heterocromatico).

Baseados nos dados citogenéticos de M. guinguefasciata, sugerimos gue, tanio
para cromossomos B quantc para o alto conteldo de heterocromatina, os mesmos
mecanismos de evolucéo cariotipica estdo envolvidos.

Uma hipdtese sobre a origem dos cromossomos B em M. quinquefasciata seria por
amplificag@o e posterior clivagem da heterocromatina rica em pares AT, em cromossomos
de uma espécie semelhante as espécies do Grupe |. Esse processo poderia ter ocorrido
em alguma espécie cariotipicamente semelhante a Melipona subnitida (ROCHA et al.
2002), pois esta abelha além de apresentar maior semelhanca entre o seu caridtipo e o
compiemento A de M. quinguefasciata, ela possui um grande bloco heterocromatico AT
no segundo par, que diante das técnicas citogenéticas utilizadas se comporicu
semelhante ac cromossomo B (FERNANDES com. pessoal). A maioria dos estudos sobre
cromossomos B sugere que eles tiveram origem intra-especifica (JAMILENA et al. 1995
PROENGCA ef al. 1999; ARAUJO ef al 2000). A origem interespecifica seria possivel
através de uma transferéncia horizontal, ou seja, pelo cruzamento entre espécies dos
Grupos | e Il. Este tipo de origem envolveria um menor nimero de passo, ou seja, mais
parcimonioso. Na literatura, este tipo de origem esta baseado principalmente nos dados

citogeneticos e moieculares da vespa Nasonia vitripennis (McALLISTER e WERREN
1897).
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Legendas das Figuras

Figura 1 ~ Cariogramas de Melipona quinquefasciata. A - Coloracdo convencional
(2n= 18 + 2Bs); B - Banda C (2n=18 + 2Bs); C - Tratamento com Haelll-Giemsa (2n= 18 +
1B). D - Tratamento com Dral-QM (Zn= 18 + 4B), E, F. G - Coloragio sequencial com
flucrocromos. UM, DA/DAPI, /ICMA;, respactivamente (2n= 18 + 3 Bs). Barra: Sum.

Figura 2 - lideograma do complementc A e dos cromossomos B de
M. quinquefasciata, baseadc em banda C e coloracdo seqliencial (QM/DA/CMAL/DAP! &
FISH). Circuio preto: NOR; Bloco cinza: regides ricas em AT; Listras pretas: regides
moderadamente ricas em AT. ” polimorfismo de banda.

Figura 3 — Metafase de Melipona quinquefasciata com 2n: 18 + 2Bs pela técnica de
FISH. Setas indicam NOR em 2 cromossomos. Barra: Sum.
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ANEXO 1

Tabela 1 ~ Relagdo das coldnias, nimero de espécies estudadas estudadas data de
coleta, sexo, numero cromossdmico, presenca e quantidade de ndmero de Bs, total de

metafase anaglisadas e nlimers maximo de B enconirade.

Colbnias atada | Sexo Numero 0B 1B 2B 3B 4B Total | Nimero
Coleta Cromossémico Mel max. B
Coldnia 1B
indwiduo 1 27/02/88 Fo12n=20, 21 0160 1 810 7 3
Individug 2 27/02/98 Fo|2n=19,21,22 1 0 | 1 011 3 4
individuo 3 27/02/88 oo 2n=21 o0 0110 1 3
individuo 4 27102/98 Foi2n=21 0101 0 1 K
Individuo 5 27102788 FoiZn=20 0101 0 0 1 2
individuo 8 27/02/98 Foi2n=20, 22 o0 g .2 3 4
individuo 7 27162/98 E|2n= 21 0 01810 it 3
individuo 8 27/02/98  F | 2n= 21 0 016|210 2z 3
individuo 9 27102/98 | F  [2n=19 011,800 1 1
Individuo 10 |27/02/98 | F [2n=20,2122 1 0 (O | 1 1 2 | 4 7 4
Colénia T2L
individuo 1 22/08/99 ! Fol2n=21 glo|o 1106 1
Individue 2 22/08/88G 2n= 20, 22 c,01 3]0 1 4 4
Coldonia T4L
individuo 1 22/08/99 | F |2n=20,21,22 0 [0 & 17 01 28 3
Individue 2 22/08/99 | F 2n= 21 o+ Ccj 01 0 1 3
individuo 3 22/08/88 Foi2n=21 0] 0 01210 2 3
individuc 4 22/08/99 F o 2n=20, 21 0|6 | 4 1210 25 3
individuo 5 22/08/99 | F |2n=20,2122 1 0 | 0 | 2 27|22 45 4
Coldnia T7L
individuo 1 22/08/99 F o i2n=198 20 0213010 5 2
individuo 2 22/08/98 F o 2n=20 G101 00 1 2
Individuo 3 22/08/98 | F | 2n=20, 27 010 1740 5 3
tndividuo 4 22/08/9% Foi2n=18, 20 1215|100 7 2
individuo 5 22/08/98 | F  2n=20 21 glo18 (12,0 18 3




Colonias | Datada | Sexc Nimero 0B 1B | 2B | 3B 4B Total | Namero
Coleia Cromossdmico Met, max. B
Coldnia T19L
Inaviduo 1 2270898 E 2= 51 5 OTeTTTT e 3
Individuc 2 2270816 | E T3n=20 501 070 2
frdviduo 3 | 22/08085 | F |2r=20. 2102 (5T T T 4 1T 3
Individuo 4 Z2m88e | E [an= 30 T A U A N TR R 2
lrdviduo 5 22/08/66 | F [ 3m= 30, 31 80 71 07 3 3
ihdwiduo 8 | 22/08/66 T E | 2n=40 5TOT 4 0 04 5
Inaviduo 7 22/08/96 | E 2= 16 CTITE T e o 3
Thdviduo & | 22/08/98 | F 1 9n= 20, 31 00 15 0 10 3
hdviduo 8 2208786 E [8r= 550 0TI o 08 3
ndividuo 10| 22008785 T F TIn= 18 5T 0 0 5 ]
haviduo 11 | 22/08/95 | F 3= 75 50 R TN R R 2
Indwiduo 12 22008086 T Fn=20 5o B0 2 5
Individuc 13 | 22008198 | F | 2= 15,20 5z 2 0673 2
ndividuo 14 | 22/08/98 | F [ n=21, 53 T 0 6 TTTTT 2 3
ndividuo 15 | 22/08/06 | F  2n=20 G o1 B0 5
Indviduo 16 | 22/08/99 | F | 3r=18 0Tz 00012 7
individuo 17 | 22/08/99 | F |2n=2027.22 [0 1 0 2 3 11T 5 4
individuc 18 | 22008788 | E  3n=30 00 100 1 5
Indviduc 18 | 22708788 F | 278 21 1110 2170173 3
Individuo 20 | 25/08/68 T F 2n=15.30 014 11T 5 15 3
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Resumo

As abelhas do género de Mslipona apresentam grande importancia econdmica e
ecoldgica. Uma delas € a Melipona mandacaia, que se encontra distribuida no nordeste
brasileiro. Este frabatho teve como objetivo descrever citogensticamente 2 M. mandacaia
per melo da técnica de banda C, colorago com flucrocromos (QM, CMA, e DAFD &
tratamentos com enzimas de restricBo (Haelll e Dral). O caridtipo de M. mandacaia
apresentou  Zn=18 (14 submetacéniricos, 2 metacéntricos & 2 acrocéntricos). A
neterocromatina fol evidenciada na regido pericemtromeérica dos pares 1, 2 2 8 e nos
demais, na forma de pequenos blocos. Pela coloracdc com fluorocromos base-
especificos, essa heterocromatina foi AT (QM. DAPI), exceto a regido correspondenie a
NOR que foi GC+ (CMA;) & clivada pela enzima Haelll. O tratamento Dral/Ciemsa
evidenciou um maior numero de bandas gue DraliQM. Esse resuitado pode ser devido 2
‘camuflagem’ de pequenas bandas negativas ocasionada pela irradiaco da flusrescéncia
da QWM. A pré-clivagem com a enzima Dral ocasionou um maior nimero de bandas apds a
coloracio com a QM. isso pode ter sido devido & remogdo de complexos DNA-proteinas
que impediam a associacdo do fluorocromo com o DNA rico em AT,

Palavras chaves: citogenética, enzimas de restricdo, NOR, abelha, mandagcaia



Introdugio

No Brasil, o principal grupo de abelhas sociais perfence a tribo Meliponini &
possuem uma grande importancia na polinizacdo de plantas nativas e cultivadas (KERR
et al 1998, HEARD 1989). Os meliponinecs apresentam maior diversidade na regifio
neotropical (MICHENER 2000). Melipona mandacaia, € uma abelha sem ferrdo,
conhecida popularmente como ‘mandagaia’ & com distribuico na regifo nordestina do
Brasil.

A citogenética da tribo Meliponini inicicu-se com o trabalho de KERR {1948}, guando
determinou o nimero cromossémico de algumas espécies do género Melipona, este
estudo foi ampliade para outros 27 géneros. C nimerc cromossémico hapldide variou
entre oifo a dezolto cromossomos, sendo n=17 o numerc predominante (KERR 1982,
1968,1972; KERR e SILVEIRA 1972; TARELHO 1973; HOSHIBA 1988, POMPOLC 1084,
BRITG-RIBON of &/ 1998).

Das 42 espécies de Melipona descritas, 16 foram estudadas citogensticamente.
Tedas apresentam n= § (machos) e 2Zn= 18 (fémeas), exceto a Melipona quinguefasciata
que apresentou cromossomos B (ROCHA ef al 2002b). ROCHA & POMPOLO (1998)
descreveram os carittipos de oito espécies de abelhas do género Melipona, relacionando-
os por meic do conteude e localizacdo da heterocromatina. Observaram uma grande
variagio no conteudo de heterocromatina entre seus caridtipos, o que permitiu dividir o
género em dois grupos: Grupc |, constituide por espécies com baixo conteudo de
heterocromatina (Melipona bicolor bicolor, M. quadrifasciata, M. marginata e M. asilvag) e
Grupo 1 com espécies de alto contelido de heterocromatina (Melipona seminigra
fuscopilosa, M. capixaba, M. scutellaris e M. captiosa). ROCHA et al. (2002a) ampliaram o
numerc de espécies estudadas e completaram as informacdes de ROCHA e POMPOLO
(1988). Com base no conteldo de heterocromatina; inferiram que o Grupo | é formado Dor
espécies com o conteudo de heterocromatina menor que 50% e o Grupo il acima de 50%.
Nas espécies do Grupe |, a heterocromatina esteve presente proxima ao centrémero ou
no brago curto dos acrocéntricos, enguanto nas espécies do Grupo |, esteve distribuida
por toda extens@o dos cromossomos, excelo nas extremidades. Outras técnicas
citogeneticas (Banda NOR, FISH, coleragio com fluorocromos, digestio com enzimas de
restri¢go) foram aplicadas para estudar a composigao molecular da cromatina, o que

permitiu fazer inferéncias filogenéticas sobre a posicdc do género dentro da tribo
Meliponini (ROCHA ef al. 2002a).
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As ER reconhecem segiéncias de bases do DNA e clivam em sitios especificos,
permitindo assim que o DNA fragmentado seja removido. Apds a coloracéo, essas regides
aparecem claras e as resistentes, escuras (BOSALVEZ of af 1897). Porém, a presenca
das seqléncias de reconhecimento ndo & determinante. Por exampic, gquando os
fragmentos clivados forem maiores de 1 kilobase pares {(kbp), eles ndo serdo removidos
(VERMA e BABU 1995); e o DNA nZo sers clivade quande estiver associado com ceras
gstruturas resistentes a ER (‘enzyme-resistant bodies’) (BABU e VERMA 1986). As
enzimas de restrico t8ém sido utilizadas na tentativa de entender as relagbes evolutivas
entre taxons relacionados, assim como aspectos estruturais e funcionais no seu genoma
(BABU e VERMA 1986). )

C presente estudo teve como objetivos, caracterizar citogensticamente a espécie

Melipona mandacaia, disculir a aplicacBo de diferentes tratamenios com as enzimas de
restricdo (ER) Haslil & Dral.

Materiais ¢ Mélodos

Fara este estudo foram analisadas amostras de duas colénias de M. mandacaia
oriundas e mantidas em Irecé — BA e uma coldnia oriunda da Bahia e mantida em
Luziania - GO. Em média, foram analisados 40 individucs de cada colénia.

A tecnica utilizada para a obtencéo de cromossomos metafasicos foi de IMAI ef al
(1988) a partir do ganglio cerebral de pré-pupas. A técnica de banda C {método BSG)
seguiu 0s procedimentos de SUMNER (1972), com as adaptacdes de ROCHA e
POMPOLG (1898). A coloracio seqlenciai com fluorocromos Cromomicina AJ/DAP! foi
segundo ROCHA et af (2002a).

Apoés a fixagdo, os cromossomos foram tratados com as ER Haelll (GC+GC) e Dral
(AAAITTT). As ER foram diluidas em tampéo (1ul de enzima em 9ul do tampso) e
posteriormente diluidas em 80 mL de &gua Mill-Q. Cada lamina recebeu 30 ul da solugdo
final contendo 10U e foi incubada durante 12 horas em camara Umida a 37°C. Apos a
lavagem em agua corrente, as {&minas tratadas com Haelll foram coradas com Giemsa e
as tratadas com Dral foram coradas com Giemsa ou Quinacrina Mostarda. A coloracdo

com o fluorocromo Quinacrina Mostarda (QM) foi realizada de acordo com SCHMID
(1980;.
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Resultados e Discussic

O numero cromossémico da espécie M. mandacaia fol 2n= 18 para fémeas e de
n= 8 para machos, confirmando ser uma caracteristica comum para & maioria das
espécies estudadas do género Melipona. Os cromossomos dessa espécie apresentam a
seguinte morfologia: 7 pares submetacéntricos, 1 metacénirico e 1 acrocénirico. {(Figs. 1}
A heterocromatina, visualizada pela fécnica de banda C, mostrou-se restrita a regiac
pericentromerica dos pares 1 e 2 e nos demais, ela se apreseniou na forma de pequenos
blocos (Figs. 1B, 2A). Em sua maioria, 2 heterocromating foi AT* (Figs. 1F, G, H e 2B
Esses dados foram semelhantes aos das espécies que constituem o Grupo |, descritos
por ROCHA e POMPOLO (1988) e ROCHA et al. (2002a) e por comparacao, foi mais
semelhante a M. subnitida.

Com as ER observou-se em fodos os cromossomos regifes com diferentes
intensidades de coloragio, sendo algumas édreas completamente clivadas {Gaps) e ouiras
resistentes & clivagem (Figs. 1C, D, £, 2B.C, D). Segundo LORITE et af (1929}, as
regides resistentes correspondem a regides heterocromaticas. De fato, algumas
corresponderam as regides evidenciadas pela banda C e as demais regibes, embora
provaveimente sejam heterocromaticas, ndo foram evidenciadas com a banda C.
Segundo CAMACHC ef ai (1984), a técnica de banda C nao revela toda 2
heterocromatina do genoma de um organismo. Portanto a técnica de enzimas de restricéo
diferenciou dois tipos de heterocromatinas, que n&o foram distinguiveis pela tradicional
técnica de banda C.

O tratamento Haelll/Giemsa permitiu um pareamento acurado dos cromossomos, o
padrdo de bandas (Figs. 1C, 2B) foi semelhante ao padréc de banda G da espécie
M. quadrifasciata descrito por TAMBASCO ef al. {1979). Em outros organismos ja havia
sido relatada a correspondéncia entre o padrio de bandas da Haelll e banda G MILLER
et al. 1983, BABU e VERMA 1886, LORITE et al. 1999).

Pela coloragao com fluorocromos hase-especificos, a regido periceniromérica do
primeiro par foi & unica que apresentou predominancia de pares GC* (Fig. 1F, G e H, 2E).
Essa regiGo apresentou um heteromorfismo de banda e foi sensivel a enzima Haelll (Figs.
1C, 2B). A presenca deste bloco heteromérfico foi verificada para seis especies do
mesmo género, sende que em Melipona asiivae (ROCHA ef al. 2002a) e Melipona
marginata (MAFFEl et al 2001) ele foi banda NOR positiva e em Melipona
guinguefasciata foi marcado pela FISH com sonda para rDNA (ROCHA ef a/ 2002b).
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Portanto, o bloco pericentromérico do 1° par de M. mandacaia contem os genes da regido
organizadora de nuciécio (NOR). Este trabalho permitiu relacionar Haelll” com CMAS™,
DAPI e QM', que por sua vez foram relacionados com NOR™ e FISH" por ROCHA ef gl
(20028, b). Foi verificado em outros organismos gue a Haelll cliva regites NOR positivas
(GOSALVEZ 1987, JUAN et al 1981, PADILHA of 2/, 1993, LORITE ef af 1998},

A melhor forma de coloragdo (QM ou Giemsa) apés a clivagem com ER foi
verificado, por comparagdo entres os padrdes de bandamentos, apos a aplicacdo de uma
mesma enzima (Dral). O fratamento Dral/Giemsa (Figs. 1D, 2C) evidenciou um maior
numero de bandas que Dral/QM (Figs. 1E, 2D). Esse resultadc pode ser devido a
‘camuflagem’ de pequenas bandas negativas ocasionada pela irradiacioe da fluorescéncia
da QM.

A localizacao das regides ricas em determinados pares de bases foi feila oala
coloracao com fluorocromos e pela QM apos um tratamento com ER. Verificou-se qug a
QM evidenciou um maior nimero de bandas quando os cromossomos foram pré-tratados
com a enzima Dral. Este tratamento evidenciou um bloco exira no par 1, que nao foi
evidenciado com a coloragdo exclusiva com os flucrocromos. Nas espécies M. subnitida
(ROCHA et al. 2002a) e M. quinquefasciata (ROCHA et al. 2002b) foi evidenciado apenas
um bicco no primeiro par. Provavelmente estas espécies também possuem o outro bloco,
contudo ele s6 foi identificado em M. mandacaia apés o tratamento com Dral. A evidéncia
de um maior ndmero de bandas apds o tratamento com a Dral pode ter sido ccasionada
peia retirada de DNA-proteinas, que impediam a associacdo dos fluorocromos com o DNA
rico em AT.

Esperava-se que as regides pericentroméricas AT”, fossem digeridas pela enzima
Drai, que tem o seu sitio especifico em regides ricas em pares de bases dessa natureza
(Figs. 1 D, E, 2C, D). A nao-digestao dessas regibes pode ser devido a0 tamanho do
fragmento clivado, ou ser um sitio protegide ou simplesmente por ndo ter sitios para a

enzima, mesmo sendo uma regido rica em pares de bases AT,
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Legendas das Figuras

Figura 1 — Cariogramas de fémeas (A, C, D, E, F, G) & macho (B) de Melipona
mandacaia. A - Coloragio convencional; B - Banda C. © - Tratamenio com Haelii-
Giemsa; D - Tratamento com Dral-Giemsa; E — Tratamento com Dral-QM, F - Coloracéo

com QM; G - Coloracdo segliencial com flucrocromos DA/DAP! e H - /CMA,. Barra: Bum.

Figura 2 - Ideograma de Melipona mandacaia. A - Banda C; B - Tratamento com
Haelli-Giemsa; € - Tratamento com Dral-Giemsa; D - Tratamento com Dral-QM. E -
Coloragéo com fluorocromos: QM, DA/DAPI/CMA,

@ Banda C", @ Banda GC',[) Banda AT', [ Banda negativa,® Banda positiva
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Resumo

Este trabaiho teve como objetivo estudar a localizacso da Regido Organizadora de
Nucleolos nos cromossomos de espécies de abeihas do génerc Melipona (Hymenoptera,
Meliponini) utiizando as técnicas de coloracée com fluorccromos, FISH e impregnacac
pela prata (banda NOR). Foram estudadas as espécies: Melivona bicolor, Melipona
quadrifasciata, Melipona capixaba e Melipona compressipes. A NOR esteve presente em
apenas um par cromossomico e sempre se localizou proxima ao cenirémero nas espécies
M. bicolor e M. quadrifasciata assim como as demais do Grupo | que apresentam baixo
conteudo de heterocromatina. Ja no Grupo I, com alto conteudo de heterocromatina, a
NOR pode estar localizada em uma das extremidades de um par cromossémico, como na

especie M. capixaba ou em uma regifio intermediéria da sucromatina e heterocromating
como Tol verificado para todas as outras espécies.
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Introducio

A NOR & uma regido do cromossomo que contém os genes responsaveis pela
sintese dos principais tipos de rRNA. A anélise dos rearranjos envolvende esta regidgo termn
sido utilizada para o entendimento da evolugio cromossémica e nos estudos filogenéticos
em diferentes grupos de organismos (FERNANDES-MATIOL! ef a/. 1997: MONTOVANI! ef
al. 2000, BARDHAN e SHARMA 2000, ODIERNA et a. 2001, HIRAl ef & 1296
PALOMEQUE ef al. 1888). Também tem sido utilizada no estudo da determinacéo sexual,
pois em alguns organismoes, pois ela apresenta localizacio preferencial nos mesmos
Cromossomos que carregam os genes que determinam o sexo (JUAN e PETITPIERRE
1993, MARCHI e PILlI 1994 WILHOEFT 1997, MANDRIOL! ef &l 1999, REED e
PHILLIPS 1897).

A NOR pode ser evidenciada pela impregnacao pels prata (banda NOR) ou pela
hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) com sonda de rDNA. Embora 2 NOR seja definida
pela sequéncia de DNA, a banda NOR néoc é baseada nas propriedades do DNA & sim
nas proteinas acidas produzidas durante a interfase e acumuladas em volta da NOR
{(SCHWARZACHER et a/. 1978).

Ja foram estudados citogeneticamente 28 géneros e 65 espécies de abelhas da
tribo Meliponini, sendo que a maioria desses estudos descreveu apenas ¢ numero
cromossdmico. O género Melipona foi o primeirc a ser estudado (KERR 1948} e
atualmente & mais estudado. Os frabalhos de ROCHA e POMPOLO {1998) com banda C
permitiram dividir o género em dois grupos | (com baixo contetido de heterocromatina) e Il
(alto conteldo), ROCHA ef al (2002a, b, c), completaram esses dados medindc o
conteudo de heterocromatina de algumas espécies e consideraram que no Grupo | estédo
as especies com menos de 50% de heterocromatina e com localizacao pericentromérica e
no Grupo il estao as espécies gue apresentam mais de 50% e com a heterocromatina
distribuida por toda a extensao dos cromossomos, exceto nas extremidades. Fazem parte
do Grupo | (Melipona bicolor, M. quadrifasciata, M. asilvae, M. marginata, M. subnitida,
M. quinquefasciata, M. mandacaia) e do Grupo I (Melipona seminigra fuscopiiosa,
M. crinita, M. scutellaris, M. capixaba, M. compressipes. M. captiosa). A heterocromatina
foi preferenciaimente AT, exceto um bloco heteromoérfico no primeiro par. Esse bloco,
além de ser corado pela CMA; em todas as espécies, foi clivado pela Haelll em

M. mandacaia (ROCHA et al. 2002b), impregnado pela prata em M. marginata (MAFFEI et



al. 2001) e M. asilvae e marcado pela FISH em M. compressipes (ROCHA et al. 2002a) e
M. quinguefasciata (ROCHA ef al. 2002b).

Este trabaiho teve como objetivo ampliar o estudo da NOR no género Melicons e
assim fornecer dados para futuros estudos filogenéticos.

Materiais e Matodos

Foram estudadas duas espécies do grupe It M quadrifasciata (Vicosa-MG),
M. bicolor (Vigosa-MG) e duas do grupo il: M. capixaba (Venda Nova do imigrante-£3) &
M. compressipes (Sdc Luis-MA). Em meédia, foram analisados 10 individuos de cada
especie.

Para obtencdo de cromossomos metafasicos, utilizou-se a técnica de IMAI of al
{1288). A coloracio seglencial com fiuorocromos Quinacrina
Mostarda/Distamicina/Cromomicina  Ay/4.6-Diaminofenilindole (QM/DAICMAS/DAPL 1o
segundo ROCHA ef al (2002a). A FISH foi realizada segundo a iécnica de VIEGAS-
PEQUIGNOT (1992), usando a sonda 458 de Drosophifa tDNA pDm 238 rDNA pDm 238
{(ROIHA et al. 1981). Banda NOR foi segundo HOWELL e BLACK (1980).

Resultados e Discussio

As espécies do presente trabalho apreseniam ¢ mesmo nimero de cromossomos
n= 9 e 2n=18 (ver ROCHA e POMPOLO 1998, ROCHA et af 2002 a, ¢). A coloragdo
seqlencial QM/DA/ICMAL/DAP! em M. capixaba e M. compressipes mostrou que a regido
de heterocromatina foi preferencialmente AT (dados nZo mostrados} e as extremidades
eucromaticas GC (Fig. 1). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados para as
outras especies do Grupo il (M. seminigra fuscopilosa, M. crinita e M. captiosa) descritas
por ROCHA et al. (2002 a).

A FISH marcou apenas um par de cromossomos em individuos dipidides e em um
cromossomo em individuos haploides. Foi possive! observar para essa regido, o mesmo
heteromorfismo de tamanho que foi descrito para as demais especies estudadas, um
padrao considerado por ROCHA et al. (2002a) como um efeito de reguiacdo génica
(Fig. 2).

A localizaggo da NOR nos cromossomos diferiu em algumas espécies: em
M. capixaba esteve nas exiremidades (Fig. 2A), em M. bicolor bicolor (Fig. 2B) e

M. quadrifasciata (Fig. 2C) na regifo pericentromérica e em M. COMpressipes na regiao



intersticial {Fig. 2D). Entretants, ROCHA et al (2002a) demonstraram gue tanto em
M. capixaba quanto nas demais espécies do Grupo Il, a NOR esteve localizada na regido
intersticial. na jungo entre a heterocromatina e eucromatina, e ndo na extremidade de um
par cromossOmico como demonstrado no presente trabalho. Varios mecanismos
envolvende mudancas da NOR foram propostos para outros organismos: transposicéo
(BARDHAN e SHARMA 2000, CASTRO ef g/ 2001}, translocacfio (LOURENCO ef al
1998, PALOMEQUE 1988), fissdo céntrica e translocacdo reciproca (HIRAI et al 10986).
Em M. capixaba n3o ocorreu um aumento de genes da NOR, mas somente na pasicao do
cromossomo, portanto sugerimos que pode ter ocorrido um rearranjo cromossémica do
tipo inversaoc envolvendo a NOR ou uma transposicdo da mesma.

Ainda na espécie M. capixaba houve correspondéncia entre CMA; & NOR nos
nucleos interfasicos (Fig. 3) e entre as regides CMA; (Fig. 1) e marcadas pela FISH
(Fig. 2A) nos cromossomos metafasicos. Esta mesma correlacio foi evidenciada em
varios organismos (MARTINEZ-EXPOSITO of al 1997 LOURENCGO et al 1998
WOZNICK! et al. 2000),

Os dados do presente trabalho permitiram relacionar a CMA.", com a FISH e 2
NOR®. Portanto para o género Melipona, a coloragéo utilizande o fluorocromo CMA,
parece ser um excelente substituto para a rDNA-FISH, que & uma técnica mais demorada
e com cusios mais elevados. Também pode substituir a banda NOR, gue em

cromossomos metafasicos nem sempre se consegue obter bons resultados.
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Legendas das Figuras

Figura 1 — Metéfese de Melipons capixaba corada com CMA, apds a coloracdo
seqlencial QM/DA/CMAL/DAPL Setas indicam regides GO positivas. Barra= Bum

Figura 2 — Metafases de Mellpona capixaba (A), M. bicolor (B), M. quadrifasciata Cre
M. scuteliaris (D} apds a FiSH com sonda de 1DNA. Barra= Sum

Figura 3 — NUcleos interfasicos de M. capixaba apos coloragao com CMA; seguida de
impregnacao pela prata (Banda NOR). Barra= 5um
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4, CONCLUSOES

A citogenética realizada em 12 espécies de abelhas sem ferrao do génerc Melivona
{Hymenoptera, Meliponini) permitiu concluir que:

» O namero cromossdmico foi constante 2n=18 {fémea) e n=9 (macho), excetlo para
M. quinquefasciata devido & presenca de cromossomos Bs.

» Os cromossomos das espécies: Melipona bicolor, M. quadrifasciata, M. asilvae.
M. marginata, M. subnitida, M. quinquefasciata e M. mandacaia apreéentaram a mesma
mortfologia (7 pares submetacéniricos, 1 metacénirico & 1 acrocéntrico). Ja nas espécies
Melipona seminigra fuscopilosa, M. crinita, M. scuteliaris, M. capixaba, M. compressipes,
M. captiosa, a morfolagia foi de dificil definico devido 2 distribuicBo da heterocromating
por {oda extensac dos cromossomos, exceto as extremidades.

» Os cromossomos Bs apresentaram 3 morfologias: acrocéntrico totalmente
heterocromaticos e submetacéniricos, com o bragco menor heterocromatico ou
eucromatico. O numero variou de 1 a 4 e de 0 a 4, respectivamente.

» Houve diferenca no contelGdo e distribuicio de heterocromatina entre as espécies,
O que permitiu separar o género em dois grupos. Grupo | ficaram as espécies com menos
de 50% de heterocromatina e com localizagdo pericentromérica e no Grupo i, as
espécies que apresentam mais de 50% e com a heterocromatina distribuida por toda a
extens&o dos cromossomos, exceto nas extremidades. Fazem parte do Grupoe | (Melipona
bicolor, M. quadrifasciata, M. asilvae, M. marginata, M. subnitida, M. quinquefasciata,

M. mandacaia) e do Grupo Il (Melipona seminigra fuscopilosa. M. crinita. M. scutelfaris,
M. capixaba, M. compressipes, M. captiosa).

» O tratamento com as ER em M. mandacaia permitiv uma melhor diferenciacéo dos

cromossomos. O padr&o de bandas apds a clivagem com Haelll/Giemsa foi semelhante
ao padrao de bandsa G.
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» A melhor forma de coloragéo apds a clivagem com ER foi com Giemsa, pois a QM
parece ‘camuflar peguenas bandas negativas devido a irraciacdo da fiuorescéncia,
WVerificou-se que o tratamento prévio com ER evidenciou um maior nidmero de bandas
apés a coicragdo com QM, isso pode ter side ocasionada pela retirada de DNA-proteinas

que impediam a associagdo dos fluorocromos com o DNA rico em AT,

> Provavelmente ¢ tamanho dos fragmentos obtidos apés o tratamento com a
enzima influenciou no padrio de bandamento.

» As enzimas de restrigio diferenciaram dois tipos de heterocromatinas, uma
sensivel ao tratamento de banda C e outra nao. “

» Houve correspondéncia entre CMA; e NOR nos nicleos interfasicos e entre as
regides CMA; e FISH nos cromossomos metafasicos. O que permitiu relacionar a CMAS”
com a FISH e NOR’. Portantc para o género Mefivona, a coioracde utilizando o
fluorocroms CMA; parece ser um excelente substituto para 2 rDNA-FISH e 2 banda NOR.

» A NOR foi encontrada em um par de cromossomos em individuos dipldides e em
um cromossomo em individuos hapldides. Ela apresentou a mesma localizacao
pericentromérica nas espécies do Grupo |, enguanto que no Grupo H ela apresentou
diferencas quanto a localizacéo. Foi sugerida a ocorréncia de um rearranjo cromossémico

do tipo inversao envolvendo a NOR ou uma transposicdo da mesma.

» Inferiu-se que os cromossomos B em M. quinquefasciata podem ter origem intra
ou interespecifica.

» O género ndo segue nenhum dos modelos proposios para g evolugdo cariotipica
dos meliponineos.

» Inferiu-se gue alto contelGdo de heterocromatina caracteriza o Grupo ll como um
grupo natural ou clado dentro de Melipona.
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