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Melipona - SEIS DECADAS DE CITOGENETICA
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RESUMO: Szo 59 anos de estudos citogenéticos no género Melipona e esse artigo é uma revisao dessa histéria,
que vai desde trabalhos com apenas a determinagdo do nimero cromossdmico até os trabalhos de citogenética molecular.
Os principais focos do artigo sdo: o nimero e morfologia dos cromossomos, conteido heterocromadtico e a natureza da
cromatina. Fundamentadas nesses dados sdo feitas inferéncias sobre a evolugdo cariotipica do género.
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INTRODUCAO

O género Melipona llliger, 1806, faz parte
da tribo Meliponini, que se encontra distribuida nas
regides de clima tropical do planeta (MICHENER,
2000). Como as demais abelhas da tribo, o género
possui uma grande importincia ecoldgica e
econdmica, devido & polinizacdo de plantas nativas
e cultivadas (KERR e colaboradores, 1996;
HEARD, 1999).

Os estudos citogenéticos de Melipona
iniciaram-se com Kerr (1948), que também foi o
precursor da citogenética de toda a tribo.
Atualmente é o género de meliponineo mais
estudado nesse nivel. Este trabalho tem como
objetivo, revisar toda a histéria da citogenética do
género Melipona.

Nimero Cromossomico

Desde 1948 até o presente, ja foram
estudados citogeneticamente dezenove espécies do
género Melipona, sendo que para dezoito dessas
espécies o lote hapldide ou valor de n foi igual a 9
(macho) e 2n=18 (fémea): Melipona marginata,
Melipona quadrifasciata (KERR, 1948), Melipona
rufiventris, Melipona interrupta, Melipona schencki
(KERR, 1952), Melipona bicolor (KERR, 1952;
ROCHA e POMPOLO, 1998), Melipona
compressipes (KERR, 1969), Melipona subnitida
(KERR, 1972), Melipona scutellaris (ALMEIDA,
1981), Melipona favosa (HOSHIBA, 1988),
Melipona asilvae, Melipona seminigra fuscopilosa,
Melipona capixaba, Melipona captiosa (ROCHA e
POMPOLO, 1998), Melipona crinita (ROCHA e
colaboradores, 2002), Melipona  mandacaia
(ROCHA e colaboradores, 2003), Melipona
mondory (LOPES e colaboradores, 2006) e

Melipona orbigny (ROCHA, com. pessoal).

A outra espécie estudada, Melipona
quinquefasciata, o nimero cromossdmico variou de
2n=19 a 22 (fémea) e de n=9 a 13 (macho) para
alguns individuos. Rocha (2002) constatou que a
variagdo foi devida a presenga de cromossomos B.
Essa  espécie j4 havia sido estudada
citogeneticamente por Kerr (1972) e Pompolo
(1994), porém ambos ndo citaram a presenca desse
tipo de cromossomo. Recentemente, Lopes e
colaboradores  (2006) também  encontraram
cromossomo B em uma colénia de Melipona
rufiventris, sendo que em 1952 Kerr ndo detectou
esse tipo de cromossomo na coldnia analisada.
Portanto, apesar da variacdo observada, pode-se
considerar que o nimero cromossdmico é uma
caracteristica conservada do género.

Morfologia Cromossomica e Conteido de
Heterocromatina

Rocha e Pompolo (1998) observaram que
existem diferencas na morfologia e na distribui¢do
de heterocromatina nos cromossomos do género
Melipona. Algumas espécies apresentam
cromossomos meta, submeta e acrocéntricos, e pela
técnica de Banda-C (método BSG) verifica-se que a
heterocromatina estd  distribuida na regido
pericentromérica ou no brago curto do tunico par
acrocéntrico. Perfazem este grupo: M. marginata,
M. quadrifasciata, M. subnitida, M. bicolor, M.
asilvae € o complemento A de M. quinquefasciata.
Para outras espécies, M. crinita, M. rufiventris, M.
compressipes, M. scutellaris, M. seminigra
Jfuscopilosa, M. capixaba e M. captiosa e M.
mondory, ndo foi possivel definir a morfologia dos
cromossomos, pois eles apresentam heterocromatina
distribuida em quase toda extensdo dos
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cromossomos, o que dificulta a localizacdo do
centrobmero. E interessante notar que 0s
cromossomos B de M. quinquefasciata e de M.

rufiventris ~ mostraram  padrdoes  semelhantes
(ROCHA, POMPOLO, 1998; ROCHA, 2002,

ROCHA e colaboradores, 2002, ROCHA e
colaboradores, 2003, LOPES e colaboradores,
2006).

Em 2002, Rocha e colaboradores calcularam
a porcentagem da heterocromatina para algumas
espécies do género: M. bicolor (8%), M. subnitida
(17%), M. crinita (54%), M. compressipes (61%) e
M. seminigra fuscopilosa (73%). Verificaram ainda
que as espécies com a heterocromatina distribuida
por quase toda extensdo dos cromossomos
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apresentavam porcentagem sempre maior que 50%,
enquanto as demais espécies possuiam menos que
50% de heterocromatina no seu cariétipo. Com base
nos dados de porcentagem e distribuicdo da
heterocromatina, os autores dividiram o género
Melipona em dois grupos: no Grupo I foram
incluidas as espécies com baixa proporcio de
heterocromatina (menor que 50%) e com
distribuicdo pericentromérica ou no brago curto dos
acrocéntricos (Figura 1A); e no Grupo II, as
espécies com mais de 50% de heterocromatina e
distribuicio por quase toda extensdo dos
Cromossomos, com eucromatina apenas nas
extremidades (Figura 1B).
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Figura 1. Banda-C de Melipona bicolor (A) e Melipona scutellaris (B). Regides escuras s@o heterocrométicas
e as claras, eucromaticas. Barra = Sum. (Fotos inéditas)

Natureza da Cromatina

Os primeiros estudos citogenéticos do
género Melipona descreviam apenas o nimero € a
morfologia dos cromossomos. Com o avangar da
tecnologia, outros métodos foram utilizados para
analisar a natureza da cromatina, como as técnicas
de bandamentos. A primeira técnica utilizada para
o género Melipona foi a Banda-G, em 1979, por
Tambasco e colaboradores. Essa técnica era
comumente utilizada na época para estudar
Cromossomos humanos.

A partir de entdo foram utilizadas outras
técnicas de bandamentos para caracterizar os
cromossomos de doze espécies dentro do género
(Tabela 1).

A Banda-C permitiu diferenciar as regides
de eucromatina e de heterocromatina nos
cromossomos. Com essa técnica, verificou-se que
dentro de cada Grupo (I e II) do género Melipona ha
similaridade no padrdo de distribuicdo dos blocos

heterocromdticos nos cromossomos. Porém,
somente com essa técnica ndo foi possivel saber se
esses blocos heterocromaticos t€ém a mesma
natureza. Para esse fim, utilizou-se a técnica de
coloracdo seqiiencial com os fluorocromos (Tabela
1), que sd@o corantes que se ligam especificamente a
certas regides dos cromossomos e emitem
fluorescéncia. Por exemplo, a Quinacrina Mostarda
(QM) e o 4-6-diamidino2-phenylindole (DAPI) se
ligam a regides ricas em AT, enquanto a
Cromomicina A; (CMA;) se liga a regides ricas em
pares de base GC.
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Tabela 1. Técnicas de bandamentos aplicadas ao género Melipona.

TECNICA

ESPECIES

REFERENCIAS

Banda-G

M. quadrifasciata

Tambasco e colaboradores, 1979

Banda-C (BSG)

M. marginata, M. bicolor, M.
quadrifasciata, M. quinquefasciata,
M. compressipes, M. subnitida, M.
asilvae, M. seminigra, M. capixaba,
M. scutellaris € M. mandacaia, M.
mondory, M. rufiventris.

Rocha e Pompolo, 1998; Rocha e
colaboradores, 2002; Rocha e
colaboradores; 2003;

Lopes e colaboradores, 2006

Banda Ag-NOR

M. asilvae e M. marginata

Maffei e colaboradores, 2001; Rocha e
colaboradores, 2002

113

FISH M. compressipes, M. |Rocha e colaboradores, 2002; Rocha,
quinquefasciata, M. capixaba, M. |2002
quadrifasciata e M. bicolor
Fluorocromos M. marginata, M. bicolor, M. |Rocha e colaboradores, 2002; Rocha,
quadrifasciata, M. quinquefasciata, |2002, Lopes e colaboradores, 2006.
M. compressipes, M. subnitida, M.
asilvae, M. seminigra, M. capixaba,
M. scutellaris, M. mandacaia, M.
orbigny, M. mondory e M.
rufiventris.
Enzimas de| M. quinquefasciata, M. mandacaia, |Rocha e colaboradores, 2002; Rocha,
Restricdo (ER) M. compressipes 2002; Fernandes, 2004.

Para se obter um padrdo complementar de
bandas, ou seja, regides QM e DAPI positivos e
CMA; negativo, foram realizadas as coloragdes
seqiienciais com QM/DA/CMA;/DAPI. Essa técnica
permitiu diferenciar dentro de cada Grupo do género
tipos de bandas conforme a sua natureza, o que nao
foi possivel com a Banda-C. No Grupo I, a
coloracdo seqiiencial com fluorocromos permitiu
diferenciar tipos de bandas em diferentes
cromossomos (Figura 2, Tabela 2)

As Enzimas de Restricio (ER) também
auxiliam na descoberta da natureza da cromatina,
pois clivam regides especificas do cromossomo. O
tratamento com a ER Dral, que cliva sitios
AAAITTT, seguido pela coloragio com QM
(Dral/QM), além de confirmar os resultados obtidos
com o uso de DAPI em M. mandacaia, demonstrou
outro tipo de banda (B6) nos pares 1, 2, 5 e 8, as
quais provavelmente possuem maior quantidade de
pares AT (ROCHA e colaboradores, 2003). Pelo
tratamento com a enzima de restricdo Haelll os
cromossomos B de M.  quinquefasciata
aparentemente nao foram clivados (ROCHA, 2002).

Ja nas espécies do Grupo II, a técnica de
coloracdo seqiiencial ndo permitiu diferenciar os
cromossomos e assim fazer o pareamento correto.
Isso foi possivel quando foram utilizadas as ER,
pois elas digeriram a heterocromatina de forma

heterogénea nessas espécies (ROCHA, 2002;
ROCHA e colaboradores, 2002; MIRANDA, 2004).

A Regido Organizadora de Nucléolos pdde
ser detectada aplicando uma técnica especifica, a
Banda Ag-NOR, que impregna proteinas presentes
nessa regido. Essa técnica é a mais utilizada para
esse fim, porém ela apresentou resultados
satisfatorios apenas para duas espécies do género, a
M. asilvae (ROCHA e colaboradores, 2002) e a M.
marginata (MAFFEI e colaboradores, 2001). Em
ambas as espécies 0 primeiro par apresentou um
bloco heteromérfico Ag-NOR™.
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Cromossomo Namero
Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 2. Idiograma de M. bicolor (A), M. quadrifasciata (B), M. marginata (C), M. asilvae (D), M.
subnitida (E), M. mandacaia (F) e M. quinquefasciata (G). Tipos de bandas BOM , B1® , B2H, B3Il , B4&
B5 M ,B6 M. Par com heteromorfismo de banda + . (Extraido de ROCHA, 2002; ROCHA e colaboradores;
2002; ROCHA e colaboradores; 2003).

Tabela 2. Tipos de bandas conforme afinidade com fluorocromos.
Tipo de banda GC especifico (CMA;) AT especifico (DAPI e QM)

BO Neutro Neutro
Bl Positivo Negativo
B2 Negativo Positivo
B3 Neutro Positivo
B4 Neutro Negativo
B5 Positivo Positivo
B6* Neutro Positivo

* Banda obtida somente apds clivagem com Dral. Dados extraidos de Rocha e colaboradores (2002, 2003).
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Para algumas espécies de Melipona (Tabela
1) foi possivel localizar a RON gragas a utilizagdo
de outras técnicas, como por exemplo, a coloracio
com CMA,;. Utilizou-se esse corante porque ele se
liga em regides ricas em GC e a RON apresenta
essa caracteristica. Além disso, ja foi verificada
uma relagdo direta entre banda-NOR" e CMA;"
para alguns organismos, como, por exemplo, os
insetos: abelhas, Tetragonisca angustula
(MENEZES, 1997) e Partamona helleri (BRITO e
colaboradores, 2005); formiga, Tapinoma
nigerrimum (LORITE e colaboradores, 1997); e
gafanhotos Eyprepocnemis plorans e Locusta
migratoria (CAMACHO e colaboradores, 1991).

Outra forma de detectar a RON ¢é
evidenciar o préprio DNAr, com a utilizagdo de
uma sonda especifica e marcada com fluorocromos,
ou seja FISH. Essa técnica também evidenciou a
RON no primeiro par de cromossomos em M.
quinquefasciata, M. quadrifasciata, M. bicolor, M.
capixaba e M. compressipes. Em M. mandacaia
(ROCHA e colaboradores, 2002; ROCHA e
colaboradores, 2003) o bloco heterocromatico do
primeiro par foi clivado pela enzima de restricdo
Haelll, que cliva em regides ricas em GC
(GCLGCQ), como é a natureza do sitio da RON.
Portanto, o nimero de RONs e a sua distribuicdo
sdo constantes para todas as espécies estudadas,
independente do grupo ao qual elas pertencam.

Evolucao Cariotipica

Kerr (1969), fundamentado no ndmero
cromossdmico, postulou que a evolucdo cariotipica
da tribo Meliponini teria ocorrido, principalmente,
por alteracdes no nivel de ploidia. Enquanto
Pompolo (1992; 1994) sugeriu que essa evolucdo
seguia a teoria da minima interagdo proposta por
Imai e colaboradores (1986), em que o principal
evento seria a fissdo seguida de aumento da
heterocromatina em um dos bragos cromossomicos.
O caridtipo da maioria dos géneros de
meliponineos parece evoluir de acordo com essa
teoria, contudo os dados citogenéticos de Melipona
indicam que o género ndo segue nenhum desses
dois modelos propostos.

A  diferenca na  quantidade de
heterocromatina do género Melipona sugere que
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deve ter ocorrido uma mudanca, um aumento ou
diminui¢do, no conteiido de heterocromatina entre
as espécies. Na tentativa de determinar o carater de
polaridade do conteido heterocromético dentro do
género Melipona, Rocha e colaboradores (2002)
consideraram como grupo externo, Leurotrigona
muelleri (Hypotrigona muelleri sensu MICHENER,
1990), por ser o meliponineo que apresenta nimero
cromossOmico semelhante ao de Melipona, com
n=8, 2n=16 (POMPOLO; CAMPOS, 1995). Houve
uma maior semelhanca do contetido e distribuigdo
da heterocromatina dos cromossomos de L.
muelleri com os cromossomos das espécies do
Grupo I de Melipona, de onde se inferiu que o
Grupo 1II € caracterizado como um grupo natural ou
clado dentro do género Melipona. Caso se
considere a posicdo filogenética dos géneros na
determinagdo do grupo externo, o género escolhido
seria Plebeia. Contudo, a inferéncia seria a mesma.

CONCLUSAO

Os estudos da citogenética do género
Melipona foram iniciados com trabalhos de
contagem do nimero cromossdmico, passaram por
técnicas de bandamento e alcancaram as técnicas de
citogenética molecular, como a FISH. Os dados
revelaram que o género Melipona apresenta
caracteristicas conservadas, como O numero
cromossdmico (n=9 e 2n=18), ndmero e
localizacgdo da RON. Porém, em relagdo as
caracteristicas divergentes da heterocromatina, foi
possivel dividir o gé€nero em dois grupos e
considerar que um grupo de espécies, que apresenta
maior quantidade de heterocromatina, € um grupo
natural dentro do género Melipona.
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ABSTRACT: they are 59 years of cytogenetics study in Melipona genus and this paper has a review about
this history, going to the works only with the chromosome number determination, up to molecular cytogenetic. The
mainly focuses of this paper are: chromosome number and morphology, heterochromatin content and the chromatin
nature. With base of this data they are realized inferences about the karyotype evolution of this genus.

KEYWORDS: Heterochromatin. Karyotypic evolution. Banding chromosomic
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