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RESUMO 

 

MARCHIORO, Priscila, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2019. 
Análises Citogenéticas em Vespas do gênero Polybia (Myrapetra) Lepeletier, 
1836 (Vespidae). Orientador: Lucio Antônio de Oliveira Campos. Coorientadora: 
Denilce Meneses Lopes. 
 

Polybia, com 58 espécies, é o gênero de vespa social mais numeroso da tribo Epiponini, 

e tem uma ampla distribuição na América do Sul. As espécies de Polybia são muito 

semelhantes entre si, e a coloração do corpo é muito variável, dificultando a 

identificação das espécies do gênero e causando problemas taxonômicos. A maioria dos 

estudos citogenéticos neste gênero se baseiam na descrição cariotípica de oito espécies. 

Assim, neste estudo descrevemos o cariótipo de Polybia fastidiosuscula com a presença 

de um cromossomo B relatado pela primeira vez na família Vespidae; apresentamos as 

diferenças e semelhanças de colônias de Polybia (gr. occidentalis), mostrando que a 

citogenética pode ser usada como ferramenta auxiliar na diferenciação das espécies do 

grupo ajudando na resolução dos problemas taxonômicos. Sugerimos que os indivíduos 

analisados neste estudo e classificados como P. (gr. occidentalis) pertencem a duas 

espécies distintas. Investigamos também a composição da cromatina dessas espécies 

através da coloração com fluorocromos DAPI/CMA3 e o mapeamento de sete 

microssatélites e do rDNA 18S, verificando que P. fastidiosuscula tem uma composição 

cromossômica muito diferente das espécies de P. (gr. occidentalis)  tanto na distribuição 

dos microssatélites como das regiões ricas em AT e GC. Sugerimos a origem 

intraespecífica do cromossomo B de P. fastidiosuscula baseado no compartilhamento da 

composição heterocromática e do microssatélite TAT(10) com os cromossomos do 

complemento A. Por fim mostramos que TTAGG(6) e TCAGG(6) não são sequências 

teloméricas de Polybia, assim a sequência telomérica deste grupo ainda precisa ser 

investigada. 
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ABSTRACT 

 

MARCHIORO, Priscila, M.Sc, Universidade Federal de Viçosa, February, 2019. 
Cytogenetic analysis of wasps from the genus Polybia (Myrapetra) Lepeletier, 
1836 (Vespidae). Adiviser: Lucio Antônio de Oliveira Campos. Co-adviser: Denilce 
Meneses Lopes. 
 
The genus Polybia, containing 58 species, has the largest number of social wasps in the 

Epiponini tribe, and has a wide distribution in South America. The species of Polybia 

are very similar to each other, and the color of the body is very variable, making it 

difficult to identify the species of the genus and causing taxonomic problems. The 

majority of cytogenetic studies in this genus are based in the karyotype description of 

eight species. Therefore, in this study, we described the karyotype of Polybia 

fastidiosuscula, and made the first report of the presence of B chromosome in the 

Vespidae family; we presented differences and similarities among colonies of the 

Polybia (gr. occidentalis), detailing that cytogenetic studies are a useful tool to support 

species differentiation in this group, which fills the gap of taxonomic issues. We 

suggested that the individuals analyzed in this study, and categorized as P. (gr. 

occidentalis) belong to two distinct species. We also investigated the chromatin 

composition of these species through fluorochrome dyes DAPI/ CMA3, mapping of 

seven microsatellites, and 18S rDNA. We verified that P. fastidiosuscula has a 

chromosomal composition markedly different from species of P. (gr. occidentalis) for 

both microsatellite distribution as well as AT and CG-rich regions. We suggested the 

interspecific origin of B chromosome of P. fastidiosuscula based on shared 

heterochromatin composition, and TAT(10) microsatellite with complement 

chromosomes A. Finally, we showed that TTAGG(6) and TCAGG(6) are not telomeric 

sequences of Polybia, so the telomeric sequence of this group requires further 

investigation.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Vespidae 

Vespa é o nome popular mais utilizado para indicar insetos da família Vespidae 

(Souza e Zanuncio, 2012). Esses insetos pertencem à ordem Hymenoptera, considerada 

uma das ordens mais diversa de insetos, com 132 famílias (Aguiar et al. 2013). A 

família Vespidae possui diferentes organizações sociais, compreendendo de espécies 

solitárias a eussociais (Hunt, 2007), por isso é considerada um importante grupo para 

estudar a evolução da socialidade, sendo utilizada geralmente como modelo evolutivo 

(Jandt e Toth, 2015). Além disso, atuam no controle biológico, na polinização de 

plantas e são importantes como indicadores de conservação da biodiversidade 

(Carpenter e Marques, 2001; De Oliveira Lima, 2008). 

Vespidae possui seis subfamílias, porém Polistinae é a única que ocorre no Brasil, 

essa subfamília abrange 28 gêneros e mais de 900 espécies neotropicais com ampla 

diversidade, seja na morfologia ou no comportamento (Somavilla, 2012). Ela é dividida 

nas tribos Ropalidiini, Epiponini, Polistini e Mischocytarini (Richards, 1978; Ross e 

Matthews, 1991). A tribo Epiponini é exclusiva da região Neotropical, e agrupa a 

maioria dos gêneros de vespas sociais (Ross e Matthews, 1991; Carpenter e Marques, 

2001). Dentre eles, Polybia é o mais numeroso com 58 espécies descritas que são 

encontradas do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (Richards, 1978; 

Carpenter et al. 2000; Carpenter e Marques, 2001).  

Polybia tem um histórico taxonômico confuso e foi criado para inserir as 

espécies que não se encaixam em nenhum outro gênero (Richards, 1978). O maior 

subgênero, Myrapetra, inclui as espécies que possuem os maiores problemas 

taxonômicos devido ao grande número de polimorfismos existentes (Richards, 1978). O 

subgênero possui o grupo chamado P. (gr. occidentalis), com 12 espécies. As espécies 

desse grupo têm diferenças estruturais muito pequenas, e a coloração do corpo, 

característica importante utilizada na identificação, é muito variável, e como possuem 

ampla distribuição, o intervalo de variação de cada espécie se torna maior dificultando 

ainda mais a sua classificação (Richards, 1978; Carpenter et al. 2000). 

 

1.2 Citogenética 

 Cada espécie ou grupo de espécies possui um conjunto de cromossomos com 

número e morfologia característica que é chamado cariótipo (Guerra, 1988). Algumas 

espécies possuem cromossomos extras ou supranumerários ao conjunto normal do 
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cariótipo e a eles dá-se o nome de cromossomos B (Camacho et al. 2000). Esses 

cromossomos não fazem parte do conjunto normal (cromossomos A), e a sua origem e 

efeitos ainda não são bem compreendidos para a maioria das espécies que os possuem 

(Revisado em Houben et al. 2014; Valente et al. 2017).  

Cromossomos B ocorrem em aproximadamente 15% dos eucariotos (Revisado em 

Houben et al. 2014). Na ordem Hymenoptera, já foram registrados em formigas (Imai, 

1974; Imai et al. 1977; Palomeque et al. 1990), abelhas (Costa et al. 1992; Lopes et al. 

2008; Barth et al. 2011), vespas da família Pteromalidae, Sphecidae e 

Trichogrammatidae (Werren 1991; Araújo et al. 2000; Stouthamer et al. 2001), porém 

na famíliaVespidae eles ainda não foram relatados.  

Todos os cromossomos, inclusive os B, são formados por um complexo de DNA e 

proteínas chamado cromatina, a cromatina é classificada de acordo com o grau de 

compactação e os níveis de expressão dos genes. A eucromatina é menos condensada, 

tipicamente rica em genes e, portanto, tem maior expressão dos mesmos, enquanto a 

heterocromatina é altamente condensada, pobre em genes, por isso exibe níveis mais 

baixos de expressão (Sumner, 2003). Mesmo apresentando níveis baixos de expressão, a 

heterocromatina é funcional e está envolvida em complexas redes reguladoras, além 

disso, pode atuar como um depósito onde novas moléculas funcionais poderão ser 

formadas (Pennisi, 2012). A distribuição da heterocromatina pode ser analisada em um 

cariótipo por meio da técnica de bandamento C, a qual permite ainda diferenciar 

cariótipos e identificar rearranjos cromossômicos (Imai et al. 1986; Pompolo e 

Takahashi, 1990a; Menezes et al. 2013).  

A heterocromatina é rica em DNA repetitivo que é encontrado em grandes 

quantidades no genoma dos eucariotos (Britten e Kohne, 1968). Eles são classificados 

como DNA repetitivo in tandem (DNAs satélites, microssatélites, minissatélites e 

famílias multigênicas como o DNA ribossomal) ou DNA repetitivo disperso 

(transposons e retrotransposons) (Revisado em López-Flores e Garrido-Ramos, 2012). 

Neste estudo abordaremos duas classes de DNA repetitivo in tandem, os microssatélites 

e os rDNA. Os microssatélites são repetições pequenas com menos de 9 nucleotídeos 

encontrados em matrizes menores que 1 kb, e podem ser encontrados em regiões 

codificadoras e não codificadoras, e o rDNA, transcrito em rRNA, é o principal 

componente estrutural e catalítico dos ribossomos, pois desempenha um papel vital na 

síntese de proteínas; o rDNA nos eucariotos compõe a região organizadora de nucléolo 

(NOR) em um ou mais cromossomos (Stephan e Walsh, 2001). Através da técnica de 

https://www.google.com/search?q=Pteromalidae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3SKksNE4HADRBLiMNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwib043D5YTgAhXbHrkGHeoMC5gQmxMoATAXegQIAxAR
https://en.wikipedia.org/wiki/Trichogrammatidae
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FISH (hibridização in situ fluorescente) é possível mapear essas sequências de DNA 

repetitivo diretamente nos cromossomos, auxiliando no reconhecimento dos homólogos 

e na comparação entre espécies (Guerra, 2004).  

Pesquisas citogenéticas detalhadas envolvendo características morfológicas e 

moleculares dos cromossomos como o mapeamento de DNA repetitivo, nos permitem 

analisar particularidades da morfologia, estrutura, organização e composição dos 

cromossomos, trazendo respostas sobre a relação entre as espécies, grupos de espécies 

ou populações, além de mostrar os processos envolvidos na evolução do cariótipo 

(Menezes et al. 2013, 2014; Piccoli et al. 2018; Santos et al. 2018). 

 

1.3 Citogenética de Vespidae 

Estudos citogenéticos em Vespidae começaram com os trabalhos de Pardi 

(1942) e Kerr (1952), onde basicamente se realizava uma caracterização do cariótipo 

com a descrição do número e morfologia cromossômica utilizando técnicas 

citogenéticas convencionais. A partir da década de 80, o número de estudos aumentou 

passando a considerar não somente número e morfologia cromossômica, mas também 

características como distribuição da heterocromatina (Hung et al. 1981; Pompolo e 

Takahashi, 1986, 1987, 1990a, 1990b; Hoshiba et al. 1989). Com o passar do tempo, as 

técnicas citogenéticas foram aperfeiçoadas e atualmente esses estudos combinam dados 

citogenéticos e moleculares para compreender os mecanismos envolvidos na evolução 

cromossômica e na caracterização de rearranjos cromossômicos, tais como inversões e 

fusões (Menezes et al. 2013, 2014, 2017).  

Por meio de pesquisas citogenéticas em Vespidae pode-se verificar um forte 

envolvimento de segmentos cromossômicos ricos em pares de base GC em diferentes 

tipos de rearranjos cromossômicos, levando a diversificação do cariótipo, e que o 

número de marcações e localização de genes ribossomais são conservados no genoma 

de Vespidae (Menezes et al. 2013, 2014; Cunha et al. 2017). A evolução cromossômica 

também tem sido discutida, e com base no número de cromossomos de várias espécies e 

informações obtidas através de estudos filogenéticos, sugere-se que a fusão foi o 

mecanismo que levou a diminuição gradual do número de cromossomos em Epiponini 

durante sua história evolutiva (Menezes et al. 2014).  

Apesar de a família Vespidae possuir cerca de 4500 espécies (Carpenter e 

Marques, 2001) apenas 75 tiveram o seu cariótipo estudado. Já no gênero Polybia das 

58 espécies apenas oito foram estudadas citogenéticamente e a maioria delas apenas 



 

4 
 

com descrição do número e morfologia cromossômica: P. jurinei n=5, P. rejecta n=15, 

P. sp. 1 n= 16, P. sp. 2 n=17, P. occidentalis n=17, P. paulista n=17, P. scutellaris n=17 

e P. sericea n=27 (Pompolo e Takahashi, 1987, 1990b; Menezes et al. 2014). Esses 

estudos mostram uma grande variação cariotípica tanto em número (n=5 até n=27), 

quanto morfologia dos cromossomos, assim essas características podem ser muito 

importantes na diferenciação dessas espécies.  

Além de poucos estudos citogenéticos, o gênero Polybia apresenta outras 

características que o torna um interessante modelo para estudos citogenéticos, como sua 

ampla distribuição na América do Sul (Richards, 1978), o que facilita a coleta e 

comparação entre populações de diferentes locais. Como foi visto Polybia apresenta 

problemas taxonômicos pela falta de caracteres diferenciados (Richards, 1978), assim o 

uso de outras ferramentas como a citogenética se torna muito importante, podendo 

revelar particularidades das espécies que não são detectadas através da sua morfologia 

(Sessions, 1996), auxiliando assim na resolução de problemas taxonômicos (Bertollo, 

1986). Além disso, Polybia apresenta uma grande quantidade de larvas nos ninhos o que 

possibilita o preparo de uma quantidade considerável de lâminas para análises. 

O presente estudo foi dividido em dois capítulos abordando diferentes espécies 

do gênero Polybia (Myrapetra) que tiveram como objetivo: 

Capítulo 1- descrever e caracterizar o cariótipo de Polybia fastidiosuscula. Investigar a 

composição da cromatina dessa espécie utilizando banda C, coloração com 

fluorocromos base-específicos e mapeamento físico de microssatélites e rDNA 18S. 

Capítulo 2- caracterizar e comparar o cariótipo de sete colônias de Polybia pertencentes 

a P. (gr. occidentalis) com o intuito de obter marcadores citogenéticos que possam ser 

usados como caracteres auxiliares na separação das espécies do grupo.  
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2. CAPÍTULO I  

Primeiro registro de cromossomo B em Polybia fastidiosuscula Saussure, 1854 

(Vespidae) e investigação da composição da cromatina através do mapeamento de 

microssatélites  
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Resumo 

A caracterização do cariótipo é importante pra compreender a estrutura e composição do 

genoma de uma espécie. Polybia é um gênero de vespa social pertencente à 

Hymenoptera, Vespidae, possui 58 espécies e apenas oito delas tem o número e 

morfologia cromossômica descrita. Assim o objetivo do estudo foi descrever e 

caracterizar o cariótipo de Polybia fastidiosuscula, relatando a ocorrência de um 

cromossomo B pela primeira vez em Vespidae. Além disso, investigamos a composição 

da cromatina dessa espécie por meio de bandamento C, coloração com fluorocromos 

base-específicos e mapeamento físico de sete microssatélites e do rDNA 18S. Foram 

analisadas quatro colônias de P. fastidiosuscula provenientes dos estados de Minas 

Gerais (MG) e Paraná (PR), Brasil. O número cromossômico foi 2n=34 com a presença 

de um cromossomo B em duas colônias analisadas. Sugerimos a origem intraespecífica 

do cromossomo B baseada na homologia da composição heterocromática com os 

cromossomos A. Caracterizamos a composição da cromatina dessa espécie, verificando 

a existência de diferentes composições heterocromáticas ricas em microssatélites e 

também enriquecidas com os pares de base AT e GC. Baseado em marcações dos 

microssatélites sugerimos também a ocorrência de uma translocação recíproca em P. 

fastidiosuscula, e que as sequências TTAGG(6) e TCAGG(6) não são sequências 

teloméricas nessa espécie, são apenas microssatélites que nessa espécie ocorrem no 

centrômero da maioria dos cromossomos, assim como GAG(10) e CGG(10). 

 

Palavras-chave: cromossomo B, vespas sociais, FISH, microssatélites.  
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Introdução 

O gênero Polybia compreende 58 espécies com distribuição do sul dos Estados 

Unidos até o norte da Argentina (Richards, 1978). Essa ampla distribuição facilita a 

coleta e comparação entre populações de diferentes locais, tornando-os um modelo 

interessante para estudos citogenéticos. Polybia pertence à tribo Epiponini da ordem 

Hymenoptera (Richards, 1978) e é caracterizado pela fundação de novas colônias por 

enxameagem (Carpenter e Marques, 2001). Estudos citogenéticos foram aplicados 

somente em oito espécies de Polybia, a maioria deles apenas com descrição de número 

e morfologia cromossômica, e evidenciam variabilidade interespecífica (Pompolo e 

Takahashi, 1987, 1990; Menezes et al. 2014).  

Cromossomos B já foram relatados em várias espécies da ordem Hymenoptera 

(Imai, 1974; Imai et al. 1977; Palomeque et al. 1990; Werren, 1991; Costa et al. 1992; 

Araújo et al. 2000; Stouthamer et al. 2001; Lopes et al. 2008; Barth et al. 2011), porém 

até o momento não foram observados na família Vespidae. Esses cromossomos não 

fazem parte do conjunto normal (cromossomos A), e são citados como dispensáveis, 

pois a maioria deles não apresentam genes com efeitos principais e não recombinam 

com nenhum outro membro do complemento cromossômico normal (Beukeboom, 

1994; Jones, 1995). Eles não apresentam herança mendeliana, e ocorrem em 

aproximadamente 15% dos eucariotos (Camacho et al. 2000). A maioria dos 

cromossomos B são heterocromáticos e compostos de sequências de DNA repetitivo, 

que variam tanto no tipo de repetição quanto no número de cópias (Camacho et al. 

2000).  

Técnicas citogenéticas permitem descrever, classificar e caracterizar o conjunto 

cromossômico, além disso, permitem investigar a distribuição e composição da 

cromatina desses cromossomos (Menezes et al. 2014; Bai et al. 2018). Podemos 

destacar a técnica de hibridização fluorescente in situ de DNA (FISH) que permite 

mapear fisicamente sequências cromossômicas específicas (Larracuente e Ferree, 2015), 

tais como sequências de DNA ribossomal ou outras regiões de DNA repetitivo.   

O genoma dos eucariotos apresenta grandes quantidades de DNA repetitivo 

(Britten e Kohne, 1968), que são classificados em DNA repetitivo disperso (transposons 

e retrotransposons) e DNA repetitivo in tandem (DNAs satélites, microssatélites, 

minissatélites e famílias multigênicas como o DNA ribossomal) (Revisado em López-

Flores e Garrido-Ramos, 2012). Os DNAs repetitivos, como os microssatélites e os 

genes ribossomais são utilizados como marcadores moleculares e permitem investigar a 
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composição e organização da cromatina, além da evolução cromossômica em vários 

grupos de organismos, inclusive em insetos (Butcher et al. 2000; Brito et al. 2005; Lopes 

et al. 2014; Menezes et al. 2014; Cunha et al. 2018; Picolli et al. 2018; Santos et al. 

2018; Travenzoli, 2018). 

Em Polybia das 58 espécies, apenas oito foram estudadas citogenéticamente e a 

maioria delas apenas com descrição do número e morfologia cromossômica: P. jurinei 

n=5, P. rejecta n=15, P. sp. 1 n= 16, P. sp. 2 n=17, P. occidentalis n=17, P. paulista 

n=17, P. scutellaris n=17 e P. sericea n=27 (Pompolo e Takahashi, 1987, 1990b; 

Menezes et al. 2014). Esses estudos mostram uma grande variação no número de 

cromossomos indicando uma alta taxa de reorganização genômica durante a evolução 

do cariótipo.  

 No presente estudo caracterizamos o cariótipo de Polybia fastidiosuscula 

relatando a ocorrência de cromossomo B. Além disso, investigamos a composição da 

cromatina dessa espécie utilizando banda C, coloração com fluorocromos base-

específicos e mapeamento físico de microssatélites e do rDNA 18S.  

 

Material e Métodos  

Foram coletadas quatro colônias de Polybia fastidiosuscula provenientes dos 

estados de Minas Gerais (MG) e Paraná (PR), Brasil (Tabela 1). Indivíduos adultos de 

cada colônia foram identificados pelo Dr. Orlando Tobias Silveira do Museu Paraense 

Emílio Goeldi, Belém, Pará. Os vouchers foram depositados na coleção científica do 

Apiário Central do Museu Regional de Entomologia da Universidade Federal de 

Viçosa, Minas Gerais. Para obtenção dos cromossomos mitóticos metafásicos utilizou-

se gânglios cerebrais de pré-pupas de acordo com Imai et al. (1988). Os gânglios 

cerebrais foram submetidos a tratamento na colchicina 0,005% e citrato de sódio 1% por 

90 minutos. Posteriormente o material foi macerado seguindo três etapas de fixação à 

base de etanol, ácido acético e água. A coloração convencional foi realizada com 

Giemsa (5% em tampão Sörensen). Para visualização do conteúdo e distribuição da 

heterocromatina utilizou-se o método de bandamento C proposto por Sumner (1972), 

com modificações (HCl 0,2M por 6 minutos, hidróxido de bário 5% a 60ºC por 8 

minutos, 2X SSC a 60º por 2 minutos). 

Para investigar a composição da cromatina foram utilizadas as técnicas de 

coloração sequencial com fluorocromos DAPI e CMA3 seguindo o protocolo proposto 

por Schweizer (1980) e a hibridização por fluorescência in situ (FISH) de acordo com 
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Pinkel et al. (1986). Para o FISH foram utilizadas sondas dos microssatélites: TAT(10), 

GA(15),  GAG(10), CGG(10) CAA(10),  TTAGG(6), TCAGG(6), (marcadas pelo método 

direto com Cy3 na extremidade 5’ durante a síntese - Sigma, St. Louis, MO, EUA), e a 

sonda de DNA ribossomal 18S que foi obtida por amplificação via PCR, utilizando-se 

primers de rDNA 18S F (5’-GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3’) e R (3’-

TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC-5’), desenvolvidos para a espécie Melipona 

quinquefasciata (Pereira, 2006). Essa sonda foi marcada pelo método indireto 

utilizando-se digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) durante a 

amplificação. A detecção da sonda foi realizada com antidigoxigenina-rodamina (Roche 

Applied Science) e as lâminas montadas com DAPI (Fluoroshield com DAPI- SIGMA 

F6057).  

 Foram analisadas 20 lâminas por colônia e 10 metáfases por lâmina em dois 

microscópios: Olympus BX-60 acoplado a um sistema de captura de imagens QColor 

Olympus®, para fotos de Giemsa e banda C e um microscópio de epifluorescência 

Olympus BX53 com a câmera DP73F Olympus usando o software Cell Sens Imaging 

para fotos de DAPI/CMA3 e FISH. Os cromossomos foram medidos no programa 

Image-Pro Plus 4.5, dispostos de acordo com o tamanho e classificados com base no 

índice relação de braços maior (q) e menor (p) (Levan et al. 1964). 

 

Resultados 

Das quatro colônias de P. fastidiosuscula analisadas, todas apresentaram 2n=34 

cromossomos, e em duas colônias foi observado a presença de um cromossomo B, 

(2n=34+1B) (Tabela 1; Fig. 1 e 2). Na colônia 2 (Palotina - PR), o cromossomo B 

estava presente em 31% dos indivíduos analisados e na colônia 4 (Viçosa - MG) em 

68% dos indivíduos analisados, não havendo variação dentro do indivíduo. A fórmula 

cariotípica foi 2K=30M+2SM+2ST em todas as colônias, sendo o par 10 

submetacêntrico, o par 11 subtelocêntrico e o restante dos pares foram metacêntricos 

(Fig. 1 e 2). O cromossomo B não foi classificado, pois não foi possível a visualização 

do centrômero.  

Doze pares cromossômicos apresentaram heterocromatina na região 

centromérica e/ou pericentromérica, cinco pares cromossômicos foram eucromáticos 

(Fig. 1b, 2b) e o cromossomo B foi totalmente heterocromático (Fig. 2b). 

Quanto à composição da cromatina, o microssatélite TAT(10) apresentou sinais 

positivos na região pericentromérica de 12 pares cromossômicos coincidindo com 
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regiões heterocromáticas (Fig. 1c, 2c). O cromossomo B também foi marcado 

positivamente por essa sonda, não sendo marcado por nenhuma das demais sondas 

utilizadas (Fig. 2). O microssatélite CAA(10) marcou a região heterocromática do braço 

maior de apenas dois pares de cromossomos (par 8 e 9) (Fig. 1g, 2g). 

O microssatélite GA(15) revelou marcações nas regiões eucromáticas de todos os 

cromossomos, sendo em 12 pares nas regiões terminais dos dois braços e o cromossomo 

inteiro em 5 pares (Fig. 1d, 2d).  

Os microssatélites GAG(10), CGG(10), TTAGG(6) e TCAGG(6) marcaram a região 

centromérica de 12 pares de cromossomos, sendo 11 pares heterocromáticos e um par 

eucromático (Fig. 1e, f, h, i; 2 e, f, h, i). O gene ribossomal 18S se localizou próximo a 

região do centrômero do par cromossômico 11 (Fig. 1j, 2j).  

 Ambos os fluorocromos DAPI e CMA3 marcaram regiões de heterocromatina, 

porém, em locais diferentes (Fig. 3). O DAPI marcou a região pericentromérica de 12 

pares cromossômicos e também o cromossomo B, assim como a sonda microssatélite 

TAT(10) (Fig. 3). Já marcações positivas de CMA3 foram observadas na região 

centromérica de 12 pares de cromossomos, assim como as sondas microssatélites 

GAG(10), CGG(10), TTAGG(6) e TCAGG(6) (Fig. 3). Não observamos variações nos 

resultados obtidos nas quatro colônias analisadas em nenhuma das técnicas, exceto a 

presença de um cromossomo B em duas das colônias.  

 

 

Discussão 

Neste estudo descrevemos o cariótipo de P. fastidiosuscula com a presença de 

um cromossomo B (2n=34+1B), aumentando para nove o número de espécies do gênero 

Polybia com descrição cariotípica. Os cariótipos das espécies desse gênero mostram 

uma grande variação em relação ao número (n=5 até n=27) (Pompolo e Takahashi, 

1987, 1990; Menezes et al. 2014). Essa variação também ocorre dentro da tribo 

Epiponini como um todo, e sugere uma alta taxa de reorganização genômica durante a 

evolução do cariótipo (Menezes et al. 2014). Apesar da variação numérica, a morfologia 

dos cromossomos não apresenta grandes variações, sendo a maioria dos pares 

classificados como metacêntricos (Pompolo e Takahashi, 1987, 1990; Menezes et al. 

2014), como observado em P. fastidiosuscula.  

Em duas colônias de P. fastidiosuscula analisadas observou-se a presença de um 

cromossomo B. Esse cromossomo foi identificado por suas características peculiares 
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como o tamanho reduzido em relação aos cromossomos do complemento A, sua 

variação na frequência nas células mitóticas, a ausência de homólogo e por ser 

completamente heterocromático. Tais características são genericamente comuns aos 

cromossomos B (ver Beukeboom, 1994; Camacho et al. 2000).  

Cromossomos B são relatados em milhares de espécies de animais, plantas e 

fungos (Revisado em Houben et al. 2014). Em Hymenoptera, os cromossomos B já 

foram registrados em formigas (Imai, 1974; Imai et al. 1977; Palomeque et al. 1990), 

abelhas (Costa et al. 1992; Lopes et al. 2008; Barth et al. 2011), vespas da família 

Pteromalidae, Sphecidae, e Trichogrammatidae (Werren 1991; Araújo et al. 2000; 

Stouthamer et al. 2001). Sendo este o primeiro registro para Vespidae.  

A presença do cromossomo B variou entre as colônias de P. fastidiosuscula (de 

0 a 1) e dentro da própria colônia (ocorrência em 31% dos indivíduos na colônia 2 e 

68% dos indivíduos na colônia 4), sendo uniformemente observado dentro do indivíduo. 

Essas variações de frequência e quantidade de cromossomos B já foram reportadas em 

várias espécies, como por exemplo, em Partamona helleri de, 0 a 4 cromossomos B; em 

Picea glauca de, 0 a 6 cromossomos B; em Vulpes vulpes de, 0 a 8 cromossomos B; em 

Rattus rattus de, 0 a 5 cromossomos B (Costa et al. 1992; Revisado em Houben et al. 

2014). Tais variações devem-se ao fato de que a transmissão dos mesmos não seguem 

as leis de segregação mendeliana, adotando seus próprios caminhos evolutivos e 

específicos da espécie (Camacho et al. 2000). Além disso, vimos que o cromossomo B 

esteve presente em colônias de P. fastidiosuscula coletadas em diferentes locais do 

Brasil (Minas Gerais e Paraná), mostrando que a presença do mesmo não é restrita a 

uma localidade geográfica. No gafanhoto Eyprepocnemis plorans os diferentes limites 

geográficos influenciam a presença de cromossomos B (Cabrero et al. 1997). 

Em geral, cromossomos B são compostos por DNA não codificante e não 

essenciais para o desenvolvimento normal das espécies que os possuem (Revisado em 

Houben et al. 2014). No entanto, nas vespas Nasonia vitripennis (Werren, 1991) e 

Trichogramma kaykai (Stouthamer et al. 2001), a presença do cromossomo B chamado 

de PSR (paternal sex ratio) provoca uma alteração na razão sexual da população 

(Werren, 1991). Em Trypoxylon albitarse sabe-se que o cromossomo B está passando 

por um processo de integração no genoma A (Araújo et al. 2001). Ainda não sabemos 

quais os efeitos do cromossomo B em P. fastidiosuscula, sendo necessário um estudo 

mais detalhado englobando análises citogenéticas e comportamentais da espécie.  

https://www.google.com/search?q=Pteromalidae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3SKksNE4HADRBLiMNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwib043D5YTgAhXbHrkGHeoMC5gQmxMoATAXegQIAxAR
https://en.wikipedia.org/wiki/Trichogrammatidae
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Em relação à composição da cromatina, evidenciamos marcações de apenas um 

microssatélite nas regiões eucromáticas dos cromossomos. Microssatélites em geral têm 

sido encontrados em regiões eucromáticas dos cromossomos de insetos como 

gafanhotos (Ruiz-Ruano et al. 2015), abelhas (Piccoli et al. 2018; Santos et al. 2018; 

Travenzoli, 2018), formigas (Barros et al. 2018) e vespas P. (gr. occidentalis) 

(Marchioro, 2019 cap. 2). Porém, nós relatamos aqui que a maioria dos microssatélites 

analisados se localizaram em regiões coincidentes com a heterocromatina dos 

cromossomos de P. fastidiosuscula, sugerindo que os mesmos podem ser encontrados 

na cromatina como um todo dependendo da espécie (Milani e Cabral-de-Mello, 2014).  

A heterocromatina evidenciada pela primeira vez em uma espécie do gênero 

Polybia apresentou diferentes composições de microssatélites, uma rica em sequências 

de DNA repetitivo TAT(10) e CAA(10) (em dois cromossomos) encontrada na região 

pericentromérica, e outra rica em CGG(10), GAG(10), TTAGG(6) e TCAGG(6) encontrada 

na região centromérica da maioria dos pares cromossômicos. A distribuição desses 

microssatélites na região centromérica sugere que tais sequências podem desempenhar 

um papel importante na estrutura organizacional e funcional do centrômero e, 

consequentemente, do genoma desta espécie (Raskina et al. 2008). As regiões 

centroméricas dos cromossomos são formadas por DNA repetitivo muito heterogêneo 

em composição, sendo regiões pouco conservadas entre as espécies (Tyler-Smith e 

Floridia, 2000), e até mesmo dentro da espécie, um exemplo é a cana-de-açúcar onde 

sequências de DNA repetitivo da família SCEN são encontradas no centrômero de 

apenas parte dos cromossomos (Nagaki et al. 1998). Isso pode explicar porque essas 

sequências microssatélites não foram encontradas em todos os centrômeros de P. 

fastidiosuscula.  

TTAGG é uma sequência telomérica difundida entre os insetos (Vitkova et al. 

2005), porém não é universalmente observada dentro da classe (Mravinac et al. 2011). 

Segundo Frydrychová et al. (2004), TTAGG é uma sequência ancestral dos telômeros 

dos insetos, mas foi perdida repetidas vezes ao longo do tempo evolutivo. Em 

Hymenoptera, TTAGG já foi encontrada nos telômeros de abelhas e formigas (Sahara et 

al. 1999; Lorite et al. 2002; Korandová et al. 2014; Pereira et al. 2018; Travenzoli, 

2018), não sendo observada na família Vespidae e nem em outras famílias de vespas 

parasitas (Gokhman et al. 2014; Menezes et al. 2017).  

Uma sequência telomérica alternativa encontrada em alguns insetos, como, por 

exemplo, Coleópteros da superfamília Tenebrionoidea é a repetição TCAGG (Mravinac 
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et al. 2011). Nossos dados mostram que essas duas sequências TTAGG(6) e TCAGG(6) 

estão presentes nos cromossomos de P. fastidiosuscula, porém não nos telômeros. Essas 

sequências foram encontradas em regiões centroméricas da maioria dos cromossomos, 

por isso acreditamos que não são sequências teloméricas nesta espécie, mas sim apenas 

sequências repetitivas que ocorrem no centrômero de alguns cromossomos, elas podem 

ter sido sequências teloméricas ancestrais que foram perdidas no decorrer da evolução 

através de rearranjos como fusão e inversão e agora são apenas resquícios que ficaram 

restritos a região do centrômero. Durante os rearranjos a sequência telomérica pode ter 

sido substituída por outra ainda não conhecida.  

O número de marcações e a localização do rDNA 18S em P. fastidiosuscula 

coincidiu com marcações de genes ribossomais de três espécies da mesma tribo, 

Metapolybia decorata, Metapolybia docilis, e Metapolybia cingulata (Menezes et al. 

2013; Menezes et al. 2014). O único par heterocromático não marcado pelos 

microssatélites CGG(10), GAG(10), TTAGG(6) e TCAGG(6)  na região centromérica foi o 

par marcado pela sonda ribossomal 18S, inicialmente esse par cromossômico poderia 

ter a mesma constituição centromérica dos demais pares heterocromáticos, porém no 

decorrer da evolução cromossômica pode ter ocorrido uma translocação recíproca, onde 

ocorre uma troca de material entre cromossomos não homólogos, assim o par 

heterocromático teria passado a sequência centromérica para o par eucromático e em 

contrapartida o par eucromático teria transferido a sequência do gene ribossomal 

(Badaeva et al. 1998; 2007).    

Os fluorocromos base específicos DAPI/CMA3 mostram regiões com riqueza em 

pares de base AT e GC respectivamente e em P. fastidiosuscula ambos foram 

observados na heterocromatina. Os sítios ricos em pares de base AT foram coincidentes 

com regiões heterocromáticas, incluindo o cromossomo B, evidenciando que a 

composição do cromossomo B é semelhante à heterocromatina dos cromossomos A, 

mais um indício de sua possível origem. As bandas CMA3
+ foram observadas nas 

regiões heterocromáticas centroméricas, assim como os microssatélites GAG(10), 

CGG(10), TTAGG(6) e TCAGG(6). Essas marcações CMA3
+ diferiram de outras espécies 

de Polybia analisadas e foram semelhantes a espécies de Metapolybia (Menezes et al. 

2013, 2014) evidenciando o compartilhamento dessa característica entre gêneros. Além 

disso, regiões CMA3
+ em Epiponini estão envolvidas em diferentes tipos de rearranjos 

cromossômicos, indicando uma intensa dinâmica evolutiva dessas regiões (Menezes et 

al. 2014).  
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Nossos dados apontam para uma homologia em relação à composição 

heterocromática do cromossomo B com os cromossomos do complemento A. Baseado 

em marcações DAPI + e TAT(10) positivas, mostramos que o cromossomo B de P. 

fastidiosuscula possui a mesma composição heterocromática dos cromossomos do 

complemento A. Existem duas principais hipóteses de origem dos cromossomos B: 

intraespecífica (se originam como subprodutos de rearranjos ocorridos nos 

cromossomos A da espécie), e interespecífica (originados a partir de cromossomos A de 

espécies relacionadas, mediante hibridização) (Camacho et al. 1997, 2000; Araújo et al. 

2000). A junção dessas duas hipóteses para explicar o surgimento do cromossomo B 

também já foi proposta (Li et al. 2017). Assim sugerimos que o cromossomo B de P. 

fastidiosuscula tenha se originado da fragmentação de uma porção heterocromática de 

um cromossomo A, corroborando com a hipótese de origem intraespecífica, assim como 

sugerido no peixe Steindacnerina insculpita (Sampaio et al. 2015); na abelha Melipona 

rufiventris (Lopes et al. 2008) e na vespa Trypoxylon albitarse (Araújo et al. 2000), 

através da observação de homologia entre os cromossomos do complemento A e B em 

relação a composição heterocromática rica em pares de base AT. 

Neste estudo descrevemos o cariótipo de P. fastidiosuscula com a presença de 

um cromossomo B, baseado na sua composição heterocromática sugerimos sua origem 

como sendo intraespecífica. Além disso, nosso estudo forneceu dados sobre a 

organização de sequências de microssatélites no genoma de P. fastidiosuscula, 

destacando a existência de diferentes composições heterocromáticas. Verificamos 

também que os microssatélites TTAGG(6) e TCAGG(6), não são sequências teloméricas 

de P. fastidiosuscula. O próximo passo é usar um maior número de espécies para 

compreender os padrões de distribuição desses microssatélites em Polybia.   
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Tabela 1. Colônias analisadas de Polybia fastidiosuscula, locais de coleta, coordenadas geográficas e 

número diploide (2n).  

Nº Colônia Local de coleta Coordenadas Geográficas 2n  

1 Viçosa-MG 20°45'31.3"S 42°52'05.5"W 2n=34  

2 Palotina-PR 24°17'03.7"S 53°50'27.3"W 2n=34+1B 

3 Viçosa-MG 20°48'07.3"S 42°51'30.5"W 2n=34 

4 Viçosa-MG 20°45'31.3"S 42°52'05.5"W 2n=34+1B 
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Figura 1: Cariótipo de fêmeas de P. fastidiosuscula a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT(10), d) GA(15), e) GAG(10), f) CGG(10), g) CAA(10), h) TTAGG(6), i) TCAGG(6), 

j) rDNA 18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas. 
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Figura 2: Cariótipo de fêmeas de P. fastidiosuscula com a presença do cromossomo B a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT(10), d) GA(15), e) GAG(10), f) CGG(10), g) 

CAA(10), h) TTAGG(6), i) TCAGG(6), j) rDNA 18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas. 
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Figura 3: Cromossomos mitóticos metafásicos de fêmeas de P. fastidiosuscula corados com a) DAPI, b) CMA3, c) DAPI/CMA3. Marcas brilhantes indicam regiões com 

marcação positiva. Setas indicam o cromossomo B. 
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Resumo 

Polybia é o gênero de vespa social mais comum da América do Sul. Essas vespas 

possuem um importante papel no controle biológico de pragas urbanas e agrícolas e na 

polinização de diversas plantas. Em relação à taxonomia não existe uma revisão atual 

para o gênero Polybia, e a existente apresenta problemas em relação à classificação das 

espécies, em especial quanto ao subgênero Myrapetra. Dentro desse subgênero algumas 

espécies foram inseridas em um grupo constituído por 12 espécies que são muito 

semelhantes e recebeu o nome de Polybia (gr. occidentalis). Nesse caso o uso de outras 

ferramentas como a citogenética pode ser útil na diferenciação dessas espécies. Assim, o 

objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar o cariótipo de sete colônias de Polybia 

pertencentes a P. (gr. occidentalis) através de técnicas citogenéticas buscando 

marcadores citogenéticos que auxiliem na separação das espécies. Sugerimos que os 

indivíduos analisados neste trabalho que foram classificados como P. (gr. occidentalis) 

pertencem a duas espécies distintas. Mostramos variações no número cromossômico e 

na distribuição da heterocromatina entre as espécies de P. (gr. occidentalis) e que a 

eucromatina tem diferentes composições evidenciadas pela riqueza em distintos 

microssatélites. Sugerimos também uma possível evidência de fusão cromossômica com 

base no número de cromossomos e nas marcações do rDNA 18S. Marcações positivas 

de DAPI foram relacionadas com regiões heterocromáticas e marcações CMA3
+ com o 

rDNA 18S, padrão encontrado também em outros himenópteros. Marcações positivas 

das sequências TTAGG e TCAGG foram observadas, mas não nas regiões teloméricas 

de Polybia, portanto a sequência do telômero desse grupo ainda permanece 

desconhecida. Por fim sugerimos uma revisão taxonômica do gênero Polybia mostrando 

que a citogenética pode ser usada como ferramenta auxiliar na diferenciação das 

espécies ajudando na resolução de problemas taxonômicos.  

 

Palavras- chave: Polybia, microssatélites, FISH, vespa, citogenética.   
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Introdução  

Polybia é o gênero de vespa social mais comum da América do Sul (Richards, 

1978). Essas vespas atuam na polinização de diversas plantas (Sühs et al. 2009; 

Fernández Corujo et al. 2010) e são predadoras de insetos atuando no controle biológico 

de pragas urbanas e agrícolas (Gobby e Machado, 1985, 1986; Prezoto et al. 2005). Em 

relação à taxonomia, não existe uma revisão atual de Polybia, sendo o trabalho proposto 

por Richards (1978) utilizado para a classificação das espécies desse gênero, porém, 

existe certa dificuldade com a classificação das mesmas. Segundo Richards (1978), as 

espécies que não se enquadram em nenhum outro gênero são classificadas como 

Polybia. Existe também dúvida sobre o monofiletismo do grupo, pois, vários 

subgêneros apresentam ausência de apomorfias e são sustentados por homoplasias 

(Carpenter et al. 2000). 

Polybia possui 58 espécies que são divididas em 11 subgêneros, o maior deles é 

Myrapetra com 21 espécies (Richards, 1978). Esse subgênero “inclui as espécies cuja 

separação é mais problemática” devido ao grande número de polimorfismos existentes 

(Richards, 1978; Carpenter et al. 2000). Nove espécies classificadas neste subgênero são 

mais distintas entre si, assim podem ser identificadas com maior facilidade, já as 12 

espécies restantes de Myrapetra são semelhantes à espécie Polybia occidentalis, por 

isso foram inseridas em um grupo que leva o nome da espécie: Polybia (gr. 

occidentalis), as espécies inseridas nele possuem diferenças estruturais muito pequenas, 

e a coloração do corpo, característica importante utilizada na identificação, é muito 

variável, podendo não justificar a separação entre elas (Richards, 1978). 

Em casos como o de P. (gr. occidentalis), em que as características morfológicas 

são pouco diferenciáveis, o uso de outras ferramentas como a citogenética podem ser 

úteis (Bai et al. 2018). A citogenética pode nos mostrar diferenças no cariótipo de 

indivíduos, espécies ou populações (Sessions, 1996). Isso é possível através de técnicas 

citogenéticas que permitem a contagem do número de cromossomos, análise de sua 

morfologia, e também através da citogenética molecular, que já auxiliou na descrição de 

novas espécies, na caracterização mais precisa de espécies (Petitpierre, 1996; Christoff 

et al. 2000; Lukhtanov e Dantchenko, 2017; Bai et al. 2018), e na detecção de espécies 

crípticas (Nichols, 2001; Milhomem et al. 2008), levando a resolução de problemas 

taxonômicos (Bertollo, 1986; Dobigny et al. 2008).   

Das 21 espécies do subgênero Myrapetra apenas três tem o cariótipo descrito: P. 

paulista 2n=34, P. occidentalis 2n=34 e P. scutellaris 2n=34, e apesar dessas espécies 
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mostrarem uma constância no número de cromossomos, o gênero Polybia como um 

todo mostra uma grande variação (n=5 até n=27) (Pompolo e Takahashi, 1987; 1990; 

Menezes et al. 2014). Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar o 

cariótipo de sete colônias de Polybia pertencentes a P. (gr. occidentalis) com o intuito 

de obter marcadores citogenéticos que possam ser usados como caracteres auxiliares na 

separação das espécies do grupo. 

  

Material e Métodos 

Foram coletadas sete colônias de vespas do gênero Polybia (Myrapetra) em 

diferentes localidades do Brasil, dentre elas duas colônias foram de Polybia paulista e o 

restante identificadas como P. (gr. occidentalis) (Tabela 1). A identificação dos 

espécimes foi realizada pelo Dr. Orlando Tobias Silveira do Museu Paraense Emílio 

Goeldi, Belém, Pará e depositados na coleção científica do Apiário Central do Museu 

Regional de Entomologia da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais. 

Foram utilizados gânglios cerebrais de pré-pupas para obtenção dos 

cromossomos mitóticos metafásicos, de acordo com a metodologia de Imai et al. (1988). 

Os gânglios foram inseridos em solução hipotônica colchicina (0,005%) por 90 minutos, 

passando para a etapa de maceração e fixação do material. As lâminas foram coradas 

com Giemsa (5% em tampão Sörensen). Para visualização dos padrões 

heterocromáticos utilizou-se o método de banda C proposto por Sumner (1972) com 

modificações: P. paulista e P. (gr. occidentalis) colônias 3, 4 e 5 (HCl 0,2M por 5 

minutos, hidróxido de bário 5% a 60ºC por 5 minutos, 2X SSC a 60º por 2 minutos), já 

para P. (gr. occidentalis) colônias 6 e 7 (HCl 0,2M por 5 minutos, hidróxido de bário 

5% a 60ºC por 5 minutos, 2X SSC a 60º por 1 minuto). 

Para o mapeamento cromossômico dos microssatélites TAT(10), GA(15), GAG(10), 

CAA(10), CGG(10), TTAGG(6), TCAGG(6) e o rDNA 18S, utilizamos a técnica de FISH 

(hibridização por fluorescência in situ) de acordo com o protocolo de Pinkel et al. 

(1986) onde os cromossomos foram desnaturados em formamida 70% a 75 oC por 3 

minutos. As sondas de microssatélites foram marcadas diretamente com Cy3 na 

extremidade 5’ (Sigma St. Louis, MO, EUA). 

A sonda de rDNA 18S foi obtida utilizando-se primers de rDNA 18S F (5’-

GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3’) e R (3’-TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC-

5’) por amplificação via PCR, desenvolvidos para a espécie de abelha Melipona 

quinquefasciata (Pereira, 2006). Essa sonda foi marcada indiretamente com 
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digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) durante a amplificação. A 

detecção da sonda foi feita com antidigoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) e 

as lâminas montadas com DAPI (Fluoroshield com DAPI- SIGMA F6057).  

Utilizamos a técnica de coloração sequencial com fluorocromos para localização 

de regiões ricas em pares de base AT (DAPI+) e GC (CMA3
+) seguindo o protocolo 

proposto por Schweizer (1980) com modificações: as lâminas foram mergulhadas em 

DAPI (0,3μg/ml) por 30 minutos, seguida da etapa de adição de 150μl de solução de 

(Cromomicina A3 0,5 mg/ml) em cada lâmina por 45 minutos. Para a montagem das 

lâminas utilizamos solução de sacarose 50% e mantivemos as mesmas em estufa a 37ºC 

por 48 horas. 

Foram analisadas 10 metáfases por lâmina e 20 lâminas por colônia em 

microscópio Olympus BX-60 acoplado a um sistema de captura de imagens QColor 

Olympus®, e em microscópio de epifluorescência Olympus BX53 com a câmera 

DP73F Olympus usando o software Cell Sens Imaging. Os cromossomos foram 

medidos no programa Image-Pro Plus 4.5 e classificados de acordo com o índice relação 

de braços (RB = comprimento do braço maior/comprimento do braço menor) (Levan et 

al. 1964). 

 

Resultados 

 Com relação ao número e morfologia cromossômica, P. paulista apresentou 

2n=34 cromossomos (2K=28M+6SM) sendo os pares 7, 8 e 11 submetacêntricos (Fig. 

1). Nas colônias de P. (gr. occidentalis) o número de cromossomos variou, por isso as 

separamos em sp. 1 e sp. 2 (Tabela 1). P. sp.1 (gr. occidentalis) apresentou 2n=34 

(2K=28M+6SM), sendo o pares 1, 2 e 8 submetacêntricos; e P. sp.2 (gr. occidentalis) 

apresentou 2n=40 (2K=36M+4SM), sendo os pares 7 e 12 submetacêntricos (Fig. 2 e 3). 

A distribuição da heterocromatina variou entre as colônias analisadas. Em P. 

paulista a heterocromatina se concentrou no braço maior de um par de cromossomos e 

no centrômero de dois pares (Fig. 1b). Em P. sp.1 (gr. occidentalis) a heterocromatina 

esteve presente no centrômero de seis pares e no braço maior de um par cromossômico 

(Fig. 2b), e em P. sp.2 (gr. occidentalis)  todos os cromossomos apresentaram regiões 

heterocromáticas, sendo concentrada em um dos braços em 9 pares e no centrômero de 

11 pares cromossômicos (Fig. 3b). 

Os microssatélites apresentaram ampla distribuição nos cromossomos, variando 

em quantidade e localização entre as colônias analisadas. Sinais positivos do 
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microssatélite TAT(10) foram observados em 9 pares de cromossomos na região do 

centrômero de P. paulista, sendo que em um par a marcação se estendeu para o braço 

maior (Fig. 1c); em 7 pares na região do centrômero em P. sp.1 (gr. occidentalis) (Fig. 

2c) e em 12 pares de cromossomos na região do centrômero em P. sp.2 (gr. 

occidentalis) (Fig. 3c).  

Os microssatélites GA(15), GAG(10) e CAA(10) se localizaram ao longo dos 

cromossomos na eucromatina em todas as colônias analisadas. Como a variação da 

distribuição desses microssatélites seguiu as regiões eucromáticas das espécies, colônias 

com maior quantidade de eucromatina tiveram maior distribuição desses microssatélites 

como blocos bem definidos (P. paulista e P. sp.1 (gr. occidentalis)) e consequentemente 

colônias com menor quantidade de eucromatina tiveram menor distribuição desses 

microssatélites (P. sp.2 (gr. occidentalis)) (Fig. 1d, e, f; 2d, e, f; 3d, e, f). 

Não foram identificados sinais de hibridização do microssatélite CGG(10) em 

nenhuma das colônias analisadas (Fig. 1g; 2g; 3g). Os sinais positivos dos 

microssatélites TTAGG(6) e TCAGG(6) foram muito semelhantes entre si em todas as 

colônias analisadas e também apresentaram marcações na região eucromática dos 

cromossomos, não ficando restrita apenas às extremidades (Fig. 1h,i; 2h,i; 3h,i).  

Os sinais de hibridização com a sonda de rDNA 18S na espécie P. paulista e em 

P. sp.1 (gr. occidentalis) se localizaram em um par de cromossomos na região 

pericentromérica (Fig.1j;2j), enquanto que em P. sp.2 (gr. occidentalis) se localizaram 

na região terminal do braço menor em dois pares de cromossomos (Fig.3j).  

Regiões DAPI+ foram observadas em regiões coincidentes com a 

heterocromatina em todas as colônias analisadas (Fig. 4 a, b, c). Regiões CMA3
+ em P. 

paulista e em P. sp.1 (gr. occidentalis) foram visualizadas em um par de cromossomos 

na região do centrômero, já em P. sp.2 (gr. occidentalis) marcaram dois pares de 

cromossomos na região terminal do braço curto (Fig. 4a, b, c). Todas as marcações 

CMA3
+ foram coincidentes com regiões marcadas pelo rDNA 18S.  

Em P. sp.1 (gr. occidentalis) foi observado em alguns indivíduos da colônia 4 e 

5 um heteromorfismo morfológico com diferença de tamanho entre os cromossomos 

homólogos do par 14, esse par heteromórfico foi marcado com o rDNA 18S que 

coincidiu com as marcações CMA3
+ (Fig. 2k; 4b).   
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Discussão 

 Polybia (gr. occidentalis) engloba várias espécies que são difíceis de classificar 

devido a sua morfologia muito semelhante (Richards, 1978). P. paulista foi a única a ser 

identificada em nível de espécie por suas características peculiares em relação à 

estrutura do ninho, as demais foram classificadas como pertencentes a P. (gr. 

occidentalis), pois não existe uma revisão taxonômica atual para esse gênero, e a chave 

taxonômica atualmente usada (Richards, 1978) não é suficiente para resolver o 

problema das identidades dessas espécies, só sendo possível atribuir com segurança 

nomes às diversas formas (algumas bem distintas da forma típica) deste grupo após um 

estudo taxonômico revisional (Orlando Tobias Silveira - Comunicação Pessoal). Assim, 

o presente estudo torna-se importante não apenas no campo da citogenética, mas 

também na taxonomia, pois apontamos diferenças cariotípicas que podem ser usadas na 

diferenciação das espécies desse grupo.  

Através dos resultados obtidos separamos as colônias de P. (gr. occidentalis) em 

duas espécies baseado inicialmente no número cromossômico, mas posteriormente 

observamos que elas possuem outras diferenças como na distribuição de 

heterocromatina, de microssatélites e do rDNA 18S. P. sp1. (gr. occidentalis) 

apresentou 2n= 34 cromossomos, caracterizados com baixa quantidade de 

heterocromatina presente apenas em alguns cromossomos e um par cromossômico com 

marcações do rDNA 18S, já P. sp.2 (gr. occidentalis)  apresentou 2n=40 cromossomos, 

heterocromatina presente em todos os cromossomos e dois pares contendo marcações 

do rDNA 18S. O microssatélite TAT(10) mostrou ser um bom marcador citogenético, e 

pode ser utilizado na diferenciação das espécies, pois marcou um número diferente de 

pares cromossômicos entre as duas espécies. Os outros microssatélites também variaram 

entre as espécies de acordo com a distribuição eucromática. A partir desses dados, e 

visto que as espécies cariotipadas do gênero não têm variações cromossômicas entre 

populações da mesma espécie, nós acreditamos que os indivíduos separados pertencem 

a espécies distintas.  

Polybia paulista, mesmo tendo o mesmo número de cromossomos de P. sp.1 (gr. 

occidentalis), apresentou diferenças na distribuição e quantidade de heterocromatina e 

no número de marcações do microssatélite TAT(10). Isso mostra que os dados 

citogenéticos foram essenciais na caracterização e diferenciação das colônias de P. (gr. 

occidentalis). 
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Apesar das espécies do subgênero Myrapetra descritas citogeneticamente até o 

momento apresentarem o mesmo número de cromossomos 2n=34 (Pompolo e 

Takahashi, 1987; 1990; Menezes et al. 2014), a presença de 2n=40 em P. sp.2 (gr. 

occidentalis) mostra que o número cromossômico não é constante dentro do subgênero, 

além disso, as espécies do gênero como um todo apresentam grande variação 

cromossômica: P. jurinei n=5, P. rejecta n=15; P. sp. 1 n= 16, P. sp. 2 n=17, 

P.occidentalis n=17, P. paulista n=17, P. scutellaris n=17, e P. sericea n=27 (Pompolo 

e Takahashi, 1987, 1990; Menezes et al. 2014),  sendo portanto o 2n=40 descrito pela 

primeira vez em Polybia.  

Padrões de distribuição da heterocromatina são reportados pela primeira vez em 

P. (gr. occidentalis), e as diferenças nestes padrões são aspectos notáveis entre as 

espécies estudadas, mostrando que a heterocromatina é uma característica importante na 

diferenciação das espécies desse grupo, assim como ocorre nas abelhas Euglossa 

tonwsendi e Euglossa carolina onde as variações na quantidade e localização da 

heterocromatina são critérios utilizados na diferenciação citogenética dessas espécies  

(Fernandes et al. 2013). 

Regiões DAPI+ foram coincidentes com regiões heterocromáticas em todas as 

colônias de P. (gr. occidentalis) analisadas, já regiões CMA3
+ foram coincidentes com 

as marcações do rDNA 18S em todas as colônias analisadas, semelhante ao encontrado 

em outros hymenopteros como abelhas e na vespa Trypoxylon albitarse (Araújo et al. 

2000; Rocha et al. 2002; Brito et al. 2005; Duarte et al. 2009; Cunha et al. 2018; Silva et 

al. 2018), o que confirma a predominância de pares de bases GC ao redor das regiões de 

genes ribossomais (Sumner, 2003). Menezes et al. (2014) encontraram padrões 

diferentes de marcações de CMA3
+ na espécie P. occidentalis, P. rejecta e P. jurinei 

onde marcações foram localizadas em ambas as extremidades do cromossomo, cobrindo 

todo um braço curto ou todo o comprimento dos cromossomos, especialmente os 

menores, diferente também do encontrado em Polybia fastidiosuscula onde as 

marcações ocorreram na região centromérica da maioria dos pares cromossômicos 

(Marchioro, 2019 – cap. 1), assim parece não existir um padrão de marcações CMA3
+ 

dentro do gênero. 

Em P. sp.1 (gr. occidentalis)  observamos um par de cromossomos com 

heteromorfismo de tamanho em alguns indivíduos, esse par foi marcado pelo rDNA 18S 

que coincidiu também com marcações CMA3
+. Heteromorfismo de tamanho no par de 

cromossomos homólogos carregando genes ribossomais já foram relatados em 
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Melipona scutellaris, e Melipona compressipes (Rocha et al. 2002; Piccoli et al. 2018), 

e relacionados a (NORs) em Melipona asilvae e sugerem a existência de regulação 

gênica entre os homólogos, possivelmente envolvendo regiões organizadoras de 

nucléolo (NORs) (Rocha et al. 2002), que são a regiões nucleares responsáveis pela 

produção e processamento das diferentes subunidades ribossomais (Stephan e Walsh, 

2001). 

Neste estudo também mostramos que a eucromatina em P. (gr. occidentalis) tem 

diferentes composições evidenciadas pela riqueza de distintos microssatélites (GA(15), 

GAG(10), CAA(10), TTAGG(6) e TCAGG(6)) que apresentaram ampla distribuição nos 

cromossomos,  e foram independentes do enriquecimento de pares de base AT ou GC, 

assim como no gafanhoto Abracris flavolineata (Milani e Cabral-de-Melo, 2014). 

Microssatélites em regiões eucromáticas já foram observados em insetos como 

gafanhotos (Ruiz-Ruano et al. 2015), abelhas (Piccoli et al. 2018; Santos et al. 2018; 

Travenzoli, 2018) e formigas (Barros et al. 2018). Já o microssatélite TAT(10) 

diferenciou-se dos demais por estar relacionado ao centrômero de alguns pares de 

cromossomos, inclusive estando relacionado a heterocromatina centromérica de alguns 

pares cromossômicos, sugerindo que essa sequência possa desempenhar alguma função, 

ou fazer parte da estrutura do centrômero.  

O microssatélite CGG(10) não marcou nenhum dos cromossomos das colônias 

analisadas, diferente do encontrado para  P.  fastidiosuscula que marcou o centrômero 

de vários pares cromossômicos (Marchioro, 2019 – cap. 1), mostrando que a 

distribuição desse microssatélite não segue um padrão nem mesmo em espécies do 

mesmo subgênero.   

TTAGG e TCAGG são sequências encontradas nos telômeros de insetos 

(Vitkova et al. 2005; Mravinac et al. 2011). A sequência TTAGG já foi testada em 16 

espécies de Vespidae, inclusive um uma espécie do gênero Polybia, e revelou a 

ausência dessa sequência nas espécies analisadas (Menezes et al. 2013, 2017). Em 

nossas análises, as sequências TTAGG(6) e TCAGG(6) não marcaram o telômero dos 

cromossomos de nenhuma colônia de P. (gr. occidentalis), essas sequências foram 

coincidentes com regiões eucromáticas dos cromossomos, assim como os outros 

microssatélites analisados, em P. fastidiosuscula, as sequências TTAGG(6) e TCAGG(6) 

também coincidiram com marcações de outros microssatélites, não ocorrendo nos 

telômeros (Marchioro, 2019 – cap. 1), assim, essa é mais uma evidência de que o 

telômero de vespas deve ser formado por outra sequência ainda não conhecida.  
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As marcações do rDNA 18S em P. paulista e em P. sp.1 (gr. occidentalis)  

foram semelhantes em número e localização, assim como em outras vespas como P. 

fastidiosuscula, Metapolybia decorata, Metapolybia docilis e Metapolybia cingulata 

que mostraram a conservação de genes ribossomais marcando também um par de 

cromossomos na região centromérica (Menezes et al. 2013; 2014; Marchioro, 2019 – 

cap. 1), as únicas colônias diferentes desse padrão foram em P. sp.2 (gr. occidentalis) 

onde as marcações do rDNA 18S variaram em número e localização.  

Baseado em evidências filogenéticas (Carpenter et al. 2000) e cromossômicas, 

Menezes et al. (2014) sugerem que Polybia apresenta um padrão de diminuição gradual 

do número cromossômico dentro do nível de subgênero, sugerindo que eventos de fusão 

tenham sido o principal mecanismo para essa diminuição, assim, foi visto que espécies 

basais tem um alto número de cromossomos e espécies derivadas menor número 

cromossômico. Uma possível evidencia de fusão pode ser vista através do número e 

localização de marcações do rDNA 18S em P. (gr. occidentalis), P. sp.2 (gr. 

occidentalis) apresentou 40 cromossomos e dois pares marcados na região terminal do 

braço curto, e P. paulista e P. sp.1 (gr. occidentalis)  apresentou 34 cromossomos e 1 

par marcado na região centromérica.  Pode ser que esses dois pares cromossômicos de 

P. sp.2 (gr. occidentalis)  tenham se fundido gerando apenas um par com marcação 

centromérica como em P. paulista e em P. sp.1 (gr. occidentalis), o mesmo pode ter 

ocorrido com outros pares cromossômicos levando a diminuição do número de 

cromossomos, assim se essa hipótese é verdadeira provavelmente no decorrer da 

evolução a heterocromatina pode ter sido perdida nesses eventos de fusão, isso porque 

as fusões são frequentemente acompanhadas de uma redução na heterocromatina nos 

locais de fusão (Elder e Hsu, 1988). 

Neste estudo evidenciamos a necessidade de uma revisão taxonômica no gênero 

Polybia e mostramos que dados citogenéticos podem ser usados como caracteres 

auxiliares na diferenciação das espécies de P. (gr. occidentalis), ajudando na resolução 

dos problemas taxonômicos existentes no grupo.  Também mostramos dados sobre a 

distribuição dos microssatélites no genoma de P. (gr. occidentalis), que foram 

encontrados em sua maioria na eucromatina. Além disso, sugerimos uma possível 

evidencia de fusão cromossômica com base em marcações do rDNA 18S e no número 

cromossômico. Por fim mostramos que TTAGG e TCAGG não são sequências 

teloméricas de P. (gr. occidentalis), portanto a sequência do telômero desse grupo ainda 

permanece desconhecida. 
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 Tabela 1. Colônias analisadas de P. (gr. occidentalis), locais de coleta, coordenadas geográficas e 

número diploide (2n).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nº Local de coleta  Coordenadas Geográficas    2n Espécie 

1 Palotina- PR 24°16'44.0"S 53°50'46.6"W 2n=34 P. paulista 

2 Palotina- PR 24°17'40.1"S 53°49'41.2"W 2n=34 P. paulista 

3 Ponte Nova- MG 20°24'50.6"S 42°53'55.8"W 2n=34 P. sp.1 (gr. occidentalis) 

4 Ponte Nova- MG 20°25'04.2"S 42°54'27.3"W 2n=34 P. sp.1 (gr. occidentalis) 

5 Palmas- TO 10°12'34.1"S 48°19'22.6"W 2n=34 P. sp.1 (gr. occidentalis) 

6 Pedra do Anta- MG 20°35'49.7"S 42°42'45.8"W 2n=40 P. sp.2 (gr. occidentalis) 

7 Viçosa- MG 20°45'19.5"S 42°52'25.0"W 2n=40 P. sp.2 (gr. occidentalis) 
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Figura 1: Cariótipo de fêmeas de P. paulista a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT(10), d) GA(15), e) GAG(10), f) CAA(10), g) CGG(10), h)TTAGG(6), i) TCAGG(6), j) 

rDNA 18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas. 
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Figura 2: Cariótipo de fêmeas de P. sp.1 (gr. occidentalis)  a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT(10), d) GA(15), e) GAG(10), f) CAA(10), g) CGG(10), h)TTAGG(6), 

TCAGG(6), j) rDNA 18S par 14, k) rDNA 18S par 14, evidenciando o heteromorfismo. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.
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Figura 3: Cariótipo de fêmeas de P. sp.1 (gr. occidentalis) a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT(10), d) GA(15), e) GAG(10), f) CAA(10), g) CGG(10), h)TTAGG(6), i) TCAGG(6), j) 

rDNA  18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.
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Figura 4: Cromossomos mitóticos metafásicos de fêmeas corados com DAPI, CMA3 e DAPI/ CMA3. a) 

P. paulista, b) P. sp.1 (gr. occidentalis), c) P. sp.2 (gr. occidentalis). Regiões brilhantes indicam 

marcações positivas. Setas indicam marcações CMA3
+.
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4. CONCLUSÕES GERAIS 

 

- Mostramos que as espécies do gênero Polybia (Myrapetra) são muito diferentes entre 

si com relação ao seu cariótipo mesmo apresentando muitas semelhanças em sua 

morfologia.  

- Evidenciamos a necessidade de uma revisão taxonômica no gênero Polybia e 

mostramos que dados citogenéticos podem ser usadas como caracteres auxiliares na 

diferenciação das espécies, ajudando na resolução dos problemas taxonômicos.  

- Sugerimos que o cromossomo B de P. fastidiosuscula tenha uma origem 

intraespecífica baseado no compartilhamento da composição heterocromática e do 

microssatélite TAT(10) com os cromossomos A.  

- Fornecemos os primeiros dados sobre a organização de sequências de microssatélites 

no genoma de espécies do gênero Polybia, mostrando que eles podem ser encontrados 

tanto na heterocromatina como na eucromatina dependendo da espécie.  

- Sugerimos uma evidencia de fusão cromossômica nas espécies de P. (gr. occidentalis) 

baseada no número de cromossomos e em marcações do rDNA 18S.   

-Verificamos que as sequências TTAGG(6) e TCAGG(6) nas espécies estudadas não 

fazem parte do telômero desses insetos, assim a sequência telomérica de vespas ainda 

precisa ser investigada.  
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