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EXTRATO

GOMES, Luiz Fernando, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 1995. Estudos Citogenéticos em Vespas do Género Trypoxylon
(Hymenoptera, Sphecidae, Larrinae, Trypoxylonini). Professor
Orientador: Licio Anténio de Oliveira Campos. Professores
Conselheiros: Silvia das Gragas Pompolo e Luiz Sérgio Saraiva.

Com o objetivo de fornecer mais dados para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na evolugdao do cariétipo dos
Hymenoptera e dos Trypoxylon em particular, foram realizados estudos
citogenéticos em algumas espécies de vespas do referido género.

As vespas do género Trypoxylon estio biologicamente divididas
em dois tipos, quanto ao modo de nidificagdo: as que fazem ninhos
externos, de barro, e as que nidificam em cavidades preexistentes. As
coletas das espécies que constroem ninhos externos foram feitas mediante
a procura direta nos locais de nidificagdo, como paredes e portas. As
coletas das espécies que nidificam em cavidades preexistentes foram
realizadas por meio da técnica de ninhos-armadilhas. Estes eram
constitufdos por blocos de madeira perfurada ou bambu, de comprimento e

didmetro varidveis, nos quais as vespas construiam seus ninhos. Esses
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blocos foram colocados em vdrios locais da regidao de Vigosa-MG, e eram
periodicamente inspecionados e coletados sempre que estavam nidificados.
No laboratério, os individuos na fase de prepupa ou pupa de olho branco
foram submetidos as preparagdes citogenéticas, sendo que pelo menos um
individuo de cada ninho foi deixado emergir, os quais foram montados em -
alfinetes entomolégicos, identificados e depositados no Museu de
Entomologia da UFV.

Foram estudados citogeneticamente 256 exemplares, pertencentes
a nove espécies. A variagdo de distribuicdio do complemento
cromossdmico hapléide (n) foi de 15 a 17 e a do nimero dipldide de
bragos (2AN), de 34 a 60.

As técnicas citogenéticas empregadas, coloragdo convencional e de
banda-C, proporcionaram uma excelente caracterizagdo numérica,
morfolégica e dos padrdes de distribui¢do da heterocromatina constitutiva,
além de fornecer subsidios para inferéncias dos mecanismos
cromossdmicos envolvidos na evolugdo do caridtipo das diferentes
espécies.

Rearranjos dos tipos fissoes e fusdes céntricas, inversdes
pericéntricas e paracéntricas, mudanca do centrémero funcional, adigdo e
delecdo de heterocromatina constitutiva foram os provdveis mecanismos
responsdveis pela constitui¢do cariotipica das espécies estudadas neste
trabalho. A evolugdo do cariétipo do género Trypoxylon, diante das
espécies aqui analisadas, é completamente consistente com a hipdtese da
interag¢io minima, sendo os principais mecanismos moldadores da
evolugdo atribuidos as fissdes céntricas, ao crescimento em 'tandem’ da

heterocromatina constitutiva e as inversdes pericéntricas.



1. INTRODUCAO

1.1. Consideragées Gerais sobre os Hymenoptera

A ordem Hymenoptera ¢é constituida de duas subordens:
Symphyta e Apocrita. A ultima subordem compreende dois grupos:
Terebrantia (parasitica) e Aculeata, na qual se encontram as vespas,
abelhas e formigas (WILSON, 1971). Trata-se de uma ordem bastante
grande e que possui um nimero notdvel de caracteristicas, tais como a
grande variedade de comportamentos, que inclui desde formas solitdrias
até eussociais. Com relagdo ao comportamento social, é interessante
destacar que esse surgiu vdrias vezes ao longo da evolugdo do grupo
(CROZIER, 1977).

O sistema de determinagdo do sexo ocorre por partenogénese
arrenétoca, isto é, os machos sdo hapléides e se originam de ovos ndo-
fecundados e as fémeas sido dipléides e provém de ovos fecundados. A
arrenotoquia é conhecida em quatro ordens de insetos: Coleoptera,
Homoptera, Thysanoptera ¢ Hymenoptera. Enquanto nas trés primeiras

ordens citadas a partenogénese arrenétoca € conhecida em uma ou em



poucas espécies, nos Hymenoptera existe na quase totalidade das
espécies, o que indica que esse mecanismo determinador do sexo € muito
primitivo nessa ordem (KERR, 1952; CROZIER, 1977; CRUZ-LANDIM,
1984).

A tribo Trypoxylonini (Sphecidae, Larrinae) possui cinco géneros
(Trypoxylon, Pison, Pisonopsis, Aulacophilus e Pisoxylon) e mais de 500
espécies descritas. Possui distribuigdo cosmopolita, mas apresenta maior
diversidade na regiio neotropical (BOHART e MENKE, 1976). Tanto em
termos de estrutura como de biologia, é considerada como um grupo
derivado dentro da subfamilia Larrinae.

Dentre os Sphecidae, Trypoxylon é o segundo maior género em
nimero de espécies (355 espécies descritas (BOHART e MENKE, 1976).
RICHARDS (1934), com base em caracteres morfolégicos, dividiu o
género em dois subgéneros: Trypoxylon e Trypargilum, tendo observado a
existéncia de diferengas tanto em nivel morfolégico quanto bioldgico. O
subgénero Trypargilum é restrito ao hemisfério sul ocidental e contém
aproximadamente 99 espécies, que sdo relativamente uniformes
morfologicamente (BOHART e MENKE, 1976; COVILLE, 1982;
AMARANTE, 1991). Esse subgénero tem maior diversidade de espécies
na regidio neotropical, enquanto o subgénero Trypoxylon é cosmopolita,
tem maior ndmero de espécies e possui vdrios grupos de espécies
morfologicamente distintas.

Todos os Trypoxylon aprovisionam seus ninhos com aranhas.
Algumas espécies constroem ninho de barro, outras utilizam cavidades
tubulares preexistentes, dividindo-as em uma série linear de células, com
partigdes de barro. Como a maioria dos Sphecidae, os Trypoxylon sio
solitirios, e a fémea constréi e aprovisiona seu préprio ninho. Em

Trypoxylon (subgénero Trypargilum), os machos se acasalam com as



fémeas durante a construgdo e o aprovisionamento do ninho, guardando-o

até que seja concluido (COVILLE, 1982).

1.2. Nogdoes a Respeito da Citogenética em Alguns Grupos de

Hymenoptera

Os primeiros estudos citogenéticos em Hymenoptera consistiam
basicamente na determinagdo do nimero cromossémico, 0 que nem sempre
era completamente vidvel, em virtude da ineficiéncia das técnicas
empregadas - técnicas convencionais de esmagamento, que geralmente
utilizavam células em divisdo meiética - (HOSHIBA e ONO, 1984).

Nas iltimas décadas, com o aprimoramento € o emprego de
técnicas mais adequadas, houve um grande avango nos estudos
citogenéticos, tanto em animais como em vegetais.

As técnicas citogenéticas atuais consistem em pré-tratamento do
material com colchicina e citrato de sédio, o que possibilita um acidmulo
de maior nimero de células em matdfase, para uma determinagdo mais
segura do nimero de cromossomos dos organismos em estudo (HUNG et
alii, 1981).

Os resultados obtidos por meio de técnicas antigas tém-se
mostrado distintos dos encontrados recentemente com o uso dessas
técnicas novas. O reestudo da citogenética de muitos grupos que foram
estudados no passado se faz necessdrio, com o uso de técnicas mais
apuradas.

HOSHIBA e ONO (1984), utilizando tais técnicas, obtiveram, em
vespas, resultados diferentes dos de MACHIDA (1934), que utilizou
c€lulas em divisdo meidtica com o emprego de técnicas convencionais, ao

estudar as mesmas espécies.



Antes da introdugdo das técnicas de bandamento, na década de 70,
a confecgio do cariétipo baseava-se principalmente em caracterizar o
nimero, a variagio dos tamanhos cromossdomicos e a posi¢do do
centrdmero. Com o advento das técnicas de bandamento, tornou-se mais
precisa a identificagio dos complementos cromossdmicos. Atudlmente, as
técnicas de bandamento mais empregadas nos estudos citogenéticos dos
Hymenoptera sio as de banda-C e as de banda-G. Contudo, outras
técnicas menos empregadas nos estudos desses organismos também podem
ser utilizadas: bandas-Q, bandas-R, bandas-NOR etc.

A citogenética constitui uma ferramenta a mais nos estudos dos
mecanismos envolvidos nos processos evolutivos do cariftipo. Sua
aplicagdo é de extraordindria importincia para os estudos a respeito da
filogenia, do mecanismo de especiagio e da variabilidade genética.

Quando se pretende realizar estudos sobre a evolugio de
determinados grupos, do ponto de vista citogenético, € de vital importincia
0 emprego de técnicas que oferegam confiabilidade na caracterizagio dos
cariétipos. Os estudos citogenéticos em Hymenoptera t€m obtido um
grande avango, por meio do emprego de técnicas modernas e com a
utilizagdo de tecidos apropriados.

Embora nos dltimos anos tenha se acumulado um grande nimero
de informagGes sob os aspectos da biologia e ecologia de Trypoxylon
(RICHARDS, 1934; KROMBEIN, 1967; COVILLE, 1979, 1981, 1982;
COVILLE e COVILLE, 1980; COVILLE e GRISWOLD, 1983, 1984;
AMARANTE, 1991; GOBBI et alii, 1991), apenas quatro espécies foram
estudadas, até o momento, em nivel citogenético (HOSHIBA e IMAI,
1993).



O presente estudo teve como principais objetivos:

1) Caracterizar o cariétipo de algumas espécies de vespas do géne-
ro Trypoxylon, visando contribuir para o melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na evolugdo do cariétipo desse grupo em
particular, e dos Hymenoptera em geral.

2) Analisar as inter-relagdes cariotipicas entre as diferentes espé-
cies do grupo, com base nos mecanismos de rearranjos cromossomicos.

3) Contribuir com dados adicionais para a taxonomia (citotaxono-

mia) do grupo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Variabilidade Cariotipica Dentro da Ordem Hymenoptera

Na citogenética animal, o estudo dos Hymenoptera vem ocupando
um lugar de destaque, em virtude do aumento do nimero de espécies
analisadas cariotipicamente e da utilizagdio de novas técnicas que
evidenciam estruturas importantes para o reconhecimento de homologias
cromossdmicas, dos mecanismos envolvidos nos rearranjos e das variagdes
que ocorrem em nivel inter e intra-especifico, além das variagdes
intrapopulacionais. |

Atualmente, cerca de 950 espécies, pertencentes a 11 superfami-
lias, j4 foram analisadas citogeneticamente, a maior parte apresentando

uma grande variabilidade cariotipica.
2.1.1. Subordem Symphyta

Esta subordem, representada pela superfamilia Tenthredinoidea,

familia Tenthredinidae, apresenta aproximadamente 200 espécies,



distribuidas em cinco subfamilias conhecidas citogeneticamente. O nimero
hapléide (n) variou de 5 a 22. O menor nimero foi encontrado em
Pseudohemitaxonus dryopteris (n=5) e o maior em Aglaostigma sp (n=22),
sendo o nimero modal da familia igual a 10. Quando as diferentes
subfamilias sdo analisadas separadamente, esse valor varia entre 7 ¢ 10

(CROZIER, 1975; NAITO, 1978a, b, 1982).
2.1.2. Subordem Apocrita-Parasitica (Terebrantia)

Este grupo estd representado pelas superfamilias Proctotrupoidea
com n=11, em uma espécie analisada; Ichneumonoidea com n=10-15, em
sete espécies analisadas; Cynipoidea com n=9-14, em 20 espécies
analisadas; e Chalcidoidea com n=3-10, em 19 espécies analisadas. O
menor valor de n nesta dltima superfamilia foi detectado em Brachymeria
intermedia com n=3 (HUNG, 1986) e o maior, em Callirhytis palmiformis
com n=10 (GOODPASTURE, 1975) e em Copidosoma truncatellum com
n=10 (HUNTER e BARTLETT, 1975).

2.1.3. Subordem Apocrita-Aculeata

Deste grupo, foram estudadas citogeneticamente seis superfami-
lias: Bethyloidea com n=19, em uma espécie analisada; Pompiloidea com
n=15, em duas espécies analisadas; Sphecoidea com n=3-24, em 18
espécies analisadas; Vespoidea com n=5-34, em 55 espécies analisadas,
Apoidea com n=3-28, em 127 espécies analisadas; ¢ Formicoidea com
n=1-48, em mais de 500 espécies analisadas.

A familia Sphecidae tem 18 espécies analisadas citogeneticamen-

te, distribuidas entre quatro subfamilias, com o complemento hapléide (n)



que varia de 3 a 24. O menor nimero foi encontrado em Microstigmus
arlei e M. luederwaldti (Pemphredoninae), ambas com n=3 (COSTA et
alii, 1993), e o maior em Chalybion japonicum (Sphecidae), com n=24
(HOSHIBA e IMAI, 1993).

Os estudos citogenéticos na superfamilia Vespoidea compreendem
a andlise de 55 espécies, distribuidas em duas familias: Eumenidae e
Vespidae (MISRA e SRIVASTAVA, 1971; GOODPASTURE, 1974;
HUNG et alii, 1981; HOSHIBA e ONO, 1984; HOSHIBA e YAMAMOTO,
1985; HOSHIBA, 1985a, b, 1986; HOSHIBA et alii, 1989; POMPOLO e
TAKAHASHI, 1986, 1987, 1990a, b; HOSHIBA e IMAI, 1993). A familia
Vespidae ¢ dividida em duas subfamilias (Vespinae e Polistinae). O
numero cromossdmico hapléide (n) dentro da superfamilia varia de 5 a 34.
O valor de n=5 foi detectado em Euodynerus quadrifasciatus (Eumenidae)
(HOSHIBA e IMALI, 1993) e o de n=34, em Mischocyttarus sp (Vespidae,
Polistinae) (POMPOLO e TAKAHASHI, 1990).

A citogenética na superfamilia Apoidea é conhecida em seis
familias: Andrenidae, Apidae, Anthophoridae, Colletidae, Halictidae e
Megachilidae, num total de 127 espécies -cariotipadas, com o
complemento hapléide (n) que varia de 3 a 28. O menor valor (n=3) foi
encontrado em Andrena togashii (Andrenidae) e o maior (n=28), em
Hylaeus sp2 (Colletidae, Colletinae) (HOSHIBA e IMAI, 1993).

Os estudos citogenéticos na familia Formicidae inclui oito
subfamilias, sendo essa a mais representativa tanto em nimero de espécies
cariotipadas (mais de 500) como em relagdo aos processos envolvidos na
evolugdo do cariétipo. A variagdo do nimero hapléide de cromossomos (n)
nessa familia é a maior dentro da ordem Hymenoptera, indo de 1 a 48,
com nimero nodal igual a 11 e média igual a 15. O menor valor foi

registrado em Myrmecia pilosula (Myrmecinae), que apresentou n=1



(CROSLAND e CROZIER, 1986; IMAI e TAYLOR, 1989), e o maior foi
detectado em Nothomyrmecia macrops (Nothomyrmecinae), com n=47

(IMAI et alii, 1990).
2.2. Alteragdes Cromossomicas nos Hymenoptera

A constincia do cromossomo como unidade estrutural reside em
sua capacidade de reproduzir-se a cada divisdo celular, com extraordindria
precisdo. Contudo, os cromossomos podem alterar-se espontaneamente
(SWANSON et alii, 1981).

A variagdo cromossdmica pode ocorrer entre diferentes cé€lulas do
individuo, entre individuos diferentes da mesma populagdo, ou entre
populagdes da mesma espécie (SWANSON et alii, 1981).

As variagGes cariotipicas podem ser de trés tipos: variagdo que
envolve alteragdo do nimero de cromossomos (aneuploidia e euploidia),
variagdo que envolve a estrutura do cromossomo (deficiéncias,
duplicagdes, inversdes e translocagdes) e variagio que envolve o nimero e

a estrutura cromossdmica (fissao e fusao).
2.2.1. Rearranjos Robertsonianos (Fusdo e Fissdao Céntricas)

Estes rearranjos levam a alteragSes no ndimero € na estrutura
cromossOmica. Alteram o ndmero dipléide, mas ndo alteram o ndmero
fundamental.

Dois cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos podem unir-se,
formando um de dois bragos, isto é, metacéntrico ou submetacéntrico, por

meio de uma fusio céntrica. Quando um cromossomo de dois bragos
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dissocia-se em dois, cada um com um Unico brago, o mecanismo €
chamado de fissdo céntrica.

H4 controvérsias quanto A origem da fusdo e fissdo céntricas. A
maioria dos citogeneticistas é favordvel a hipétese de WHITE (1973), de
que a tnica forma de fusdo seria por meio de uma translocagdo reciproca
entre dois cromossomos acrocéntricos, decorrente de quebras préximas ao
centrdmero, com formagdo de dois produtos: um cromossomo maior de
dois bragos (meta ou submetacéntrico) e dois fragmentos, um céntrico e
outro acéntrico, que se unem e, geralmente, sdo perdidos. Da- mesma
forma, o autor s6 admite a fissio como um processo em que um
cromossomo metacéntrico necessitaria de um outro Cromossomo como
doador de teldmero e centrdmero para poder fissionar-se. Ainda segundo o
autor, também ndo existem cromossomos telocéntricos, € que 0s casos
assim descritos seriam na realidade dotados de um pequeno brago, de
dificil visualizagdo.

A descrenga entre os citogeneticistas na hipétese da fissdo €
devida, principalmente, aos argumentos descritos anteriormente.
Entretanto, a existéncia de cromossomos telocéntricos foi demonstrada em
estudos de microscopia eletronica, por COMINGS e OKADA (1970), os
quais ndo visualizaram bragos curtos em cromossomos supostamente
acrocéntricos de cabras e ovelhas.

HSU et alii (1975) admitem que a fusdo céntrica pode ocorrer sem
a perda do centrdmero de um dos acrocéntricos envolvidos no processo. O
suporte para essa aceitagio consiste na estabilidade dos cromossomos
dicéntricos, quando os centrdmeros estio préximos um do outro,
funcionando como um sé, sendo que a probabilidade de inativa¢do de um

deles é proporcional 2 distidncia que os separa.
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Na espécie humana, vdrios casos de cromossomos dicéntricos com
inativa¢ido centromérica ja foram descritos (NEIBUHR, 1972; THERMAN
et alii, 1974).

Dentre os rearranjos robertsonianos, as fissdes céntricas sdo os
principais mecanismos envolvidos no processo evolutivo dos
Hymenoptera e, em especial, de certos grupos da familia Formicidae, em
que um nimero razoavelmente grande de espécie ja foi estudado.

Um exemplo cldssico de evolugdo cariotipica por fissGes céntricas
€ observado no género Oligomyrmex, em que trés espécies, Oligomyrmex
spS  (2n=26, 2K=26M), Oligomyrmex sp4 (n=16, K=6A+10M) e
Oligomyrmex asinus (2n=44, 2K=36A+8M), diferem em nimero
cromossdomico (n=13, 16 e 22), mas ndo diferem com relagio aos seus
numeros de bragos, isto é, todas apresentam 2AN=52, o que evidencia que
a diferenga no nimero de cromossomos € resultado de fissdo céntrica, uma
vez que o nimero de bragos é o mesmo em todas as espécies (IMAI et alii,
1984a).

As diferengas cariotipicas observadas entre as espécies
Parathechina largicornis (2n=16, 2K=2A+14M, 2AN=30), Parathechina
sp3 (2n=30, 2K=30A, 2AN=30) e P. indica (2n=30, 2K=28A+2M,
2AN=32) sido decorrentes de rearranjos do tipo fissdo céntrica, além de
inversGes pericéntricas, como podem ser claramente observados em razio
da pequena varia¢gio do numero dipléide de bragos (2AN=30-32), em
oposi¢do a grande variagdo do nimero de cromossomos (2n=16-30) (IMAI
et alii, 1984a).

O polimorfismo robertsoniano do tipo fusdo céntrica foi
encontrado em Camponotos crassisquamis, como pode ser observado em
razio da diferenca na constituigdo dos dois cariétipos (2n=40, 2K=40A,

2AN=40 e 2n=39, 2K=38+1M, 2AN=40), sendo o cariétipo com 2n=39
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cromossomos, resultado de uma fusdo céntrica entre dois cromossomos do
cariétipo com 2n=40 cromossomos acrocéntricos. J& em Camponotos sp9
(2n=34, 2AN=39 e 2n=35, 2AN=40), a diferenca do nimero de
cromossomos foi resultado de polimorfismo do tipo fissdo-inversdo (IMAI
et alii, 1984a).

Viarios casos de polimorfismo cromossémico do tipo fissdes
céntricas foram descritos entre sete coldnias de Rhytidoponera metallica,
sendo o seguinte o nimero de cromossomos encontrados em cada col6nia:
coldnia 1 (2n=36, 2K=26A+10M e 2n=37, 2K=28A+9M); coldnia 2
(2n=41, 2K=36A+5M e 2n=42, 2K=38A+4M); colénia 3 (2n=43,
2K=40A+3M); coldnia 4 (2n=43, 2K=40A+3M e 2n=42, 2K=40A+2M) e
colonias 5, 6 e 7 (2n=46, 2K=46A). Em virtude dessa varia¢do do niimero
dipléide de cromossomos e do nimero de cromossomos com dois bragos
(2n=36 (26A+10M) e 2n=46 (46A+OM) e da constincia do nidmero
dipléide de bragos (2AN=46), fica comprovado que a variabilidade
cariotipica é devida a fissdes céntricas (IMAI et alii, 1977). A
variabilidade cariotipica nessa espécie jd havia sido descrita anteriormente
por CROZIER (1969), ao estudar populagdes de outras localidades, em
que encontrou n=17, 19 e 21, AN=23; 2n=41, 42 e 43, 2AN=46, sendo a
variabilidade encontrada nessa populagio o produto dos mesmos
mecanismos descritos para a populagdo estudada por IMAI et alii (1977).

Outra série de variabilidade cariotipica robertsoniana foi
encontrada em Rhytidoponera maniae. Um estudo realizado com trés
coldnias apresentou variagio no nuimero dipléide de 2n=39 (11M), 44
(6M), 45 (5M), 46 (4M), 47 (3M) e 48 (2M). Essa variabilidade no nimero
de cromossomos foi detectada tanto intra como intercoldnia, enquanto o

nimero dipléide de bragos (2AN=50) foi 0 mesmo em todos o0s organismos
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de todas as coldnias, o que comprova ser esse o resultado de fissdo
céntrica (IMAI et alii, 1977).

Outros polimorfismos robertsonianos que envolvem fissGes
céntricas foram descritos para Aphaenogaster longiceps (2n=45 e 46),
Myrmecia forficata (2n=50 e 51), Pheidole nodus (n=17, 18, 19 e 20;
2n=37, 38 e 39) (IMAI e KUBOTA, 1972, 1975; IMAI et alii, 1977).

Outro caso de diferenciagdo cariotipica atribuida ao rearranjo do
tipo fissdo céntrica foi encontrado em duas espécies de abelhas do género
Leurotrigona. A espécie L. muelleri (2n=16, 2K=14SM/M+2T, 2AN=30)
apresentou heterocromatina constitutiva restrita a regido centromérica,
enquanto em L. pusila (2N=30, 2K=16SM/M+14A/T, 2AN=46), a
heterocromatina provavelmente ocupe um dos bragos dos cromossomos
SM/M (POMPOLO, 1992). Com base na hipStese da interagio minima de
IMALI et alii (1986, 1988a, b) e diante dessas observagdes, a autora supds
que a diferenciagdo do cariétipo entre as duas espécies foi decorrente de
sete fissdes céntricas, seguida de aumento da heterocromatina constitutiva.

Essa suposi¢do se torna mais consistente quando se analisa o
nimero de bragos eucromdticos entre as duas espécies, em que se observa
que ambas apresentam o0 mesmo nuimero, ou seja, 30 bragos

cromossdmicos eucroméaticos.

2.2.2. Fusées em Tandem

As fusdes em tandem sdo um tipo especial de translocagdo, que
envolve a unido de dois ou mais cromossomos, COmMoO se segue:
translocagdo centrémero-centrémero (C-C), translocagdo centrémero-
telomero (C-T) e translocagdo telomero-telomero (T-T) (HSU et alii,

1975). Recentemente, IMAI et alii (1988a, b) propuseram um sistema de
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nomenclatura diferente para fusio em tandem, usando os termos brago
eucromdtico (E) e brago heterocromdtico (H), e os trés tipos de fusGes
mencionados anteriormente foram designados, respectivamente, como
fusio HH, fusio EE e fusio EH. A fusdo HH ¢é sindnimo de fusdo céntrica.

-Esse tipo de rearranjo é considerado raro na evolugdo do cariétipo,
em animais (WHITE, 1973). Contudo, parece provdvel que alguns casos de
translocagio detectados em formigas possam ser explicados por esse tipo
de rearranjo, como no caso de Myrmecia pilosula (IMAI et alii, 1984b) e
em espécies do género Iridomyrmex, estudadas por CROZIER (1975). Esse
rearranjo foi também sugerido por HOSHIDA et alii (1989), para explicar
a origem dos cromossomos metacéntricos em espécies de vespas do género

Vespula (Vespidae).

2.2.3. Inversoes

As inversdes sdo rearranjos que envolvem duas quebras em um
cromossomo, seguidas de reinser¢do do fragmento originado de maneira
invertida, alterando a ordem génica. Quando as quebras envolvem o
centromero, a inversdo € dita pericéntrica, resultando, geralmente, em
modificagées na morfologia cromossdmica, que alteram o ndmero
fundamental, sem alteragdo do nimero dipléide. Se as quebras ocorrem no
mesmo brago cromossdmico, isto é, sem envolver o centrémero, a inversio
€ dita paracéntrica. Neste caso, ndo ocorrem mudangas nem na morfologia
nem no nidmero cromossdmico. Existem quatro tipos, teoricamente

possiveis, de inversdes pericéntricas (inversdes AA, AM, MA e MM),
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as quais sdo designadas como: p.i. AA, p.i. AM, p.i. MA; e p.i. MM!
(IMAI e MARUYAMA, 1978).

As inversGes, especialmente as pericéntricas, sdo freqiientemente
observadas em Hymenoptera, as quais constituem, juntamente com 0s
rearranjos robertsonianos € o crescimento em tandem de heterocromatina
constitutiva, os principais mecanismos envolvidos na evolugio cariotipica
de certos grupos de Hymenoptera (CROZIER, 1970b; IMAI e KUBOTA,
1972, 1975; IMAI et alii, 1977, 1984a, b; HOSHIBA e IMAI, 1993).

IMAI et alii (1984a), encontraram um polimorfismo que envolve
inversido paricéntrica em uma coldnia de Meranoplus bicolor (2n=16). O
par 8 é heteromérfico e consiste de um cromossomo metacéntrico e de
outro acrocéntrico (A/M), enquanto no cariétipo normal (homomdrfico),
esse par consiste de dois cromossomos acrocéntricos (A/A). Outro caso de
polimorfismo atribuido a inversio pericéntrica foi encontrado em
Crematogaster subnuda (n=18; 2N=36), com a variagio do nimero
dipléide de bragos entre 68 e 72 (2AN=68-72). Essa variagio é também
atribuida ao crescimento em tandem de heterocromatina constitutiva.

Outro caso tipico de polimorfismo que envolve inversdo
pericéntrica foi observado em um dos cromossomos do par 1 de Myrmecia
pilosula (2n=10). Os dois cromossomos desse par sdo subtelocéntrico nos
individuos de uma das coldnias analisadas, mas nos organismos da outra
coldnia esse par é constituido de um cromossomo subtelocéntrico e de
outro metacéntrico (IMAI et alii, 1984a).

Em Rhyridoponera metallica (2n=24), o par 10 € heterozigoto para
inversdo pericéntrica, com um dos cromossomos metacéntrico € 0 outro

submetacéntrico (M/SM). Outros exemplos de polimorfismo de inversdo

! (i.p. AA) = inversio pericéntrica de cromossomos acrocéntricos para acrocéntricos;
(i.p. AM) = inversio pericéntrica que converte Cromossomos acrocéntricos em metacéntricos;
(i.p. MA) = inversiio pericéntrica que converte cromossomos metacéntricos em acroceéntricos e
(i.p. MM) = inversdo pericéntrica de cromossomos metacéntricos para metacentricos.
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paricéntrica foram detectados em Monomorium sp2, Amblyopone australis
(IMAI et alii, 1977), Iridomyrmex gracilis (CROZIER, 1968), Tapinona
sessile (CROZIER, 1970b).

2.2.4. Heterocromatina Constitutiva

O termo heterocromatina constitutiva foi proposto por Heitz
(1929), citado por BIANCHI (1978), para indicar regides dos nicleos
interfisicos que apresentavam um maior grau de condensagdo
(heteropicnose positiva).

BROWN (1966) classificou a heterocromatina em dois tipos:
constitutiva e facultativa. A heterocromatina constitutiva estd presente
desde as primeiras divisdes do O6vulo fecundado, e estd localizada
simultaneamente nas mesmas porgdes dos cromossomos homdlogos. A
heterocromatina facultativa, contudo, aparece somente em um dos
cromossomos do par e em certas etapas do desenvolvimento. O caso tipico
€ o observado na inativagdio de um dos cromossomos X das fémeas de
mamiferos.

Ainda em relagdo & heterocromatina constitutiva, ressalta-se que
essa nem sempre se localiza simultaneamente nas mesmas porgdes dos
cromossomos homélogos, pois vérios casos de polimorfismos de banda-C
tém sido descritos (CELLA, 1987; IMAI et alii, 1988a, b).

A heterocromatina constitutiva é caracterizada de acordo com as
seguintes propriedades: replicagdo tardia, auséncia de genes estruturais,
inatividade génica (apresenta-se condensada durante todo o ciclo celular),
DNA altamente repetitivo, tendéncia a associagdo, susceptibilidade a

quebras, evidenciagdo pela técnica de banda-C. Entretanto, essas
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propriedades nem sempre estdo todas presentes ou sdo exclusivas da
heterocromatina constitutiva (HSU, 1975; BIANCHI, 1978).

A heterocromatina constitutiva apresenta-se preferencialmente
localizada nas regides centroméricas e pericentroméricas dos cromossomos
da maioria dos organismos, sendo também encontrada intersticialmente,
nos teldmeros, nos bragos inteiros e até mesmo em todo 0 Cromossomo
(HSU, 1975; IMAI 1991; HOSHIBA e IMAI, 1993).

Quanto a fungdo da heterocromatina constitutiva, destacam-se:
proporcionar a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, manter a estrutura
cromossémica, manter a ordem estrutural do nicleo celular, favorecer o
pareamento dos cromossomos homdélogos na meiose e proteger as regides
geneticamente ativas (BIANCHI, 1978; VERMA, 1988). Segundo
BIANCHI (1978), todas essas atribui¢gGes possuem argumentos tanto a
favor como contra.

A heterocromatina constitutiva tem tido uma importante fungdo na
evolugio do cariétipo dos Hymenoptera (IMAI, 1991; IMAI et alii, 1977,
1984a, b, 1986, 1988a, b, 1993; HOSHIBA e IMAI, 1993). Algumas
diferengas cariotipicas entre espécies de Hymenoptera sio devidas 2s
variagdes na quantidade e na localizagdo desta heterocromatina.

A diferenca no nimero de bragos cromossdmicos entre as espécies
Oligomyrmex sp2 e O. asinus, ambas com o mesmo nimero de
cromossomos (2n=44), é devida ao aumento do nimero de bragos curtos
por crescimento em tandem da heterocromatina constitutiva (IMAI et alii,
1984a).

IMALI et alii (1984a) encontraram cariétipos diferentes, ao analisar
duas coldnias de uma espécie do grupo Camponotus variegatus, uma das
colénias apresentou constituigio cariotipica 2n=26, 2K=6A+20M,

enquanto a outra, 2n=26, 2K=26M. A difereng¢a entre as duas coldnias
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consiste no nimero dipléide de bragos (2AN=46 na primeira ¢ 2AN=52 na
segunda), a qual é devida a adigdo de heterocromatina constitutiva.

A variabilidade cariotipica em razdo da flutuagdo no nimero de
bragos por crescimento em tandem de heterocromatina constitutiva foi
também detectada em Crematogaster subnuda (2n=36). Nesta espécie, foi
encontrada uma variagio de até cinco no ndmero de bragos
cromossémicos, em virtude da presenga ou auséncia de heterocromatina.
Nos cariétipos em que a heterocromatina estd presente, 0S Cromossomos
sdao metacéntricos, com um dos bragos totalmente heterocromiticos, e
quando ausente, 0§ Cromossomos sao acrocéntricos.

Em Solenopsis germinata, em cinco coldnias analisadas, foi
observado que todas apresentavam o mesmo nimero cromossdmico
(2n=32), mas apresentaram variagio quanto ao nimero de bragos (2AN=58
a 62) (IMAI et alii, 1977, 1984a). CROZIER (1970a) descreveu essa
espécie com 2n=32 e 2AN=46. A variabilidade do nimero de bragos
detectada nessa espécie € fungdo da presenga ou auséncia da
heterocromatina constitutiva em alguns cromossomos.

Outros polimorfismos de banda-C sdo descritos em Myrmecia
pilosula, Myrmecia brevinoda, Vallenhovia sp3, Podomyrma adelaidae e

Bothroponera sp2 (IMAI et alii, 1977, 1988a).
2.2.5. Cromossomos B

Virias espécies de animais e plantas apresentam cromossomos
adicionais ao do complemento bdsico. BATTAGLIA (1964) cita uma lista
de virios nomes pelos quais sio denominados tais cromossomos, entre 0s
quais cromossomos B, cromossomos acessorios € Ccromossomos

supernumerdrios. Segundo esse autor, 0s cromossomos B sdo, assim,
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sumariamente caracterizados: sdo geralmente menores que O menor
cromossomo do complemento normal, podendo, entretanto, variar bastante
de tamanho; sdo, em geral, totalmente heterocromiticos, podendo,
entretanto, ser parcialmente ou, até mesmo, totalmente eucromdtico; sio,
no minimo, desprovidos de genes importantes para a sobrevivéncia; podem
estar presentes ou ausentes em individuos de uma mesma espécie; variam
entre populagdes, individuos, tecidos e células; ndo segregam de acordo
com as leis mendelianas, apresentando comportamento instdvel, tanto na
meiose como na mitose.

A origem dos cromossomos supernumerdrios € um assunto
bastante controvertido. VOLOBUJEV (1981) relata que existem duas
hipéteses para explicar a origem de cromossomos B. Uma admite que tais
cromossomos sdo remanescentes de rearranjos estruturais que ocorreram
na evolugdo do cariétipo da forma ancestral. A outra admite que eles
podem resultar de ndo-disjungdo dos cromossomos autossomais ou
sexuais, seguida da inativagdo génica.

Sdo poucos os casos descritos de cromossomos supernumerdrios
em Hymenoptera, e parece pouco provdvel que eles tenham contribuido
significativamente para a evolugdo cariotipica deste grupo.

Entre as formigas, os cromossomos B Iforam encontrados em
Leptothorax spinosior (IMAI, 1974), Aphaenogaster rudis (CROZIER,
1975), Podomyrma adelaidae (IMAI et alii, 1977), Pseudolasius sp2 e
Prenolepis jerdoni (IMAI et alii, 1984a). PALOMEQUE et alii (1993)
descreveram a presenga de um segmento cromossdmico supernumerdrio em
Aphaenogaster iberica (n=17) e A. senilis (n=16).

O sistema de cromossomos supernumerdrios foi também
encontrado na abelha sem ferrdo Partamona cupira, com até trés

cromossomos B presentes (COSTA et alii, 1992).
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2.2.6. Translocagao

Em virtude do alto indice de gametas aneupléides em
heterozigotos, a ocorréncia de polimorfismo de translocagdo reciproca do
tipo ndo-robertsoniano é considerada rara (WHITE, 1973). Apesar disso,
esse rearranjo tem sido freqiientemente detectado em formigas.

IMAI et alii (1988a) sugeriram que a translocagao talvez seja
menos deletéria em formigas do que em outros animais.

Em Ponera scabra, por exemplo, uma translocagdo heterozigota
tem sido observada por mais de 15 anos na populagdo de Manuzuru. O
cariétipo normal € constituido de quatro cromossomos submetacéntricos
(n=4, K=4SM), enquanto o cariétipo mutante € constituido de dois
cromossomos submetacéntricos e um metacéntrico (n=3, K=2SM+1M),
decorrente de uma translocag@o entre o brago curto do cromossomo 3 e o
brago longo do cromossomo 4 do cariétipo normal. O cromossomo mutante
€ simbolizado por T(3,4) (IMAI e KUBOTA, 1972; IMAI et alii, 1988a).

IMALI et alii (1984a) detectaram, em Tetramorium sp3, o que eles
chamaram de um complicado polimorfismo cromossémico. Em trés
coldnias analisadas, todas apresentaram ndimero cromossdmico impar
(2n=35), sendo o cariétipo dipléide constituido de 12 pares de
cromossomos acrocéntricos, trés pares de metacéntricos € os outros cinco
cromossomos restantes (3M e 2A) nao pareiam. Em uma das coldnias, foi
observada uma célula com um diminuto cromossomo metacéntrico (m),
assim, 2n=36. Esse polimorfismo é decorrente de duas fissGes céntricas e
uma fusdo céntrica, o que resulta em trocas de bragos entre cromossomos
nao-homologos e na eliminagdo de um diminuto cromossomo (m).

Outro exemplo tipico de polimorfismo de translocagdo foi

encontrado em Myrmecia piliventris. Da andlise de uma coldnia, trés
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individuos, sendo dois machos e uma fémea, apresentaram variagdo no
nimero de cromossomos. Um dos machos tinha o cariétipo constituido de
dois grandes cromossomos subtelocéntricos € um pequeno metacéntrico
(n=3, K=2ST+1IM). O cariétipo da fémea era constituido por quatro
grandes cromossomos subtelocéntricos e dois pequenos metacéntricos
(2n=6, 2K=4ST+2M). J4 o outro macho tinha um cariétipo completamente
diferente do primeiro, tanto numericamente quanto morfologicamente,
sendo constituido por um cromossomo metacéntrico extremamente grande,
dois pequenos telocéntricos e um pequeno metacéntrico. (n=4,
K=2ST+2M). A andlise de banca-C revelou que o brago longo dos
pequenos telocéntricos € inteiramente banda-C positiva e que o brago
eucromdtico do grande metacéntrico e o brago longo heterocromdtico dos
dois pequenos telocéntricos no cariétipo do macho (n=4), juntos,
correspondem aproximadamente, em tamanho, aquela regido de
eucromatina e heterocromatina dos grandes subtelocéntricos do cariétipo
do macho (n=3). O macho mutante (n=4) é resultado de uma translocagio
reciproca incompleta, a qual ocorreu entre os bragos longos dos dois
grandes subtelocéntricos do cariétipo do macho (n=3) (IMAI et alii,
1984a).

A variabilidade cariotipica em razio do polimorfismo de
translocagdo foi também detectada em Camponotus dolensis, C. mitis,
Iridomyrmex spl5, Pheidole sp29, P. sp30, Triglyphothrix lanuginosa, T.
walsi, Monomorium indicum, Brachyponera sp, Thytidoponera metallica,
Myrmecia pilosula IMAI e KUBOTA, 1972; IMAI et alii, 1977, 1984a, b;
GONI et alii, 1983; CROSLAND e CROZIER, 1986).
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2.3. Evolugdo do Caridtipo nos Hymenoptera

A primeira hipétese para explicar a variagdio do numero
cromossdmico dentro da ordem Hymenoptera foi proposta por KERR
(1952, 1969), com relagio as abelhas sociais. O autor enfatizou a
possibilidade de variagdo cromossdmica por poliploidia, fusdes
robertsonianas e duplicagdo como 0s principais mecanismos envolvidos
nas altera¢des cromossdmicas nos apideos sociais. Posteriormente, KERR
(1972), KERR e SILVEIRA (1972), SILVEIRA (1971, 1972) e TARELHO
(1973), com base, principalmente, em dados de Meliponinae, forneceram
mais argumentos que reforcam a hipéStese. A hipdtese pressupde que o
cariétipo das abelhas sociais e, provavelmente, o de todas as demais
tinham n (nimero hapléide de cromossomos) igual a 8, e que as mudangas
que ocorreram no caridtipo, quer sejam numéricas ou estruturais, foram
ocasionadas principalmente por poliploidia, sendo secundariamente
atribuidas aos rearranjos robertsonianos.

Uma segunda hipétese foi proposta por IMAI et alii (1986, 1988a),
com base, principalmente, nas observagdes dos dados citogenéticos
obtidos na familia Formicidae, que inclui 95 géneros e mais de 500
espécies (CROZIER, 1975; IMAI et alii, 1977, 1984a, b, 1986, 1988a;
IMALI, 1971, 1986; CROSLAND e CROZIER, 1986), em que foi observado
uma distribui¢do ndo-aleatéria de polimorfismo de translocagio e
robertsoniano nas espécies com nimero cromossémico baixo (n<12) e alto
(n>12), respectivamente.

Diante de tal situagdo, esses autores propuseram a hipétese
denominada de "hip6tese da interagio minima"”, segundo a qual os
eucariotos tém evoluido no sentido de minimizar os riscos genéticos

ocasionados por mutagdes cromossomicas espontineas, principalmente a
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translocagdo reciproca, que tende a reduzir o "fitness" em heterozigotos.
Isto €, os organismos estdo evoluindo em dire¢do ao aumento do nimero
de cromossomos, por rearranjos robertsonianos do tipo fissdo céntrica,
diminuindo, assim, o tamanho dos cromossomos, €, conseqiientemente, as
interagGes entre si.

Como j4 foi mencionado anteriormente (pdgina 10), o mecanismo
da fissdo céntrica, no qual essa hipdtese se baseia, foi muito questionado.
Contudo, os argumentos mais fortes contra esse mecanismo jd nado
oferecem mais obstdculos, uma vez que foram comprovados serem
inexistentes (COMINGS e OKADA, 1970). No entanto, um ponto ainda
questionado € quanto a estabilidade do telomero de cromossomos
telocéntricos. Acredita-se, ainda hoje, que de fato o telomero desses
cromossomos confira uma certa instabilidade, mas que esses cromossomos
sdo capazes de se manterem na populagdo por algumas geragdes, até que
ocorra algum mecanismo no sentido de reestabelecer a sua estabilidade.

De acordo com a hipétese da interagdo minima, 0 mecanismo para
reestabelecer a estabilidade do teldmero de cromossomos telocéntricos,
apés terem sidos originados de outro tipo de cromossomo (meta ou
submetacéntricos), por fissio céntrica, seria o cre_scimento em tandem da
heterocromatina constitutiva, que o converteria para acrocéntrico, e, em
alguns casos, para submetacéntrico, metacéntrico ou mesmo em um
cromossomo onde o brago heterocromdtico seja maior que o eucromaético,
isto €, cromossomo pseudo-acrocéntrico (AM), e a inversdo pericéntrica e a
delegdo de heterocromatina constitutiva converteriam esses cromossomos

em outros tipos, sendo que o ciclo se iniciaria outra vez.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram estudados citogeneticamente 256 exemplares de vespas da
familia Sphecidae (género Trypoxylon - subgéneros: Trypoxylon e
Trypargilum), pertencentes a nove espécies, procedentes dos Estados do
Amazonas, Minas Gerais e Sio Paulo. A posi¢do taxondémica dos organismos

estudados € apresentada a seguir, de acordo com BOHART e MENKE (1976):

Filo: Arthopoda
Classe: Insecta
Subclasse: Pterygota
Ordem: Hymenoptera
Subordem: Apocrita
Superfamilia: Sphecoidea
Familia: Sphecidae

Subfamilia: Larrinae

24
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Tribo: Trypoxylonini
Género: Trypoxylon

Sugénero: Trypoxylon Latreille, 1796

Trypoxylon spl
Trypoxylon asuncicola Strand, 1910
Trypoxylon fabricator F.Smith, 1973

Subgénero: Trypargilum Richards, 1934

Trypoxylon nitidum F.Smith, 1856
Trypoxylon lactitarse Saussure, 1867
Trypoxylon sp3

Trypoxylon sp2

Trypoxylon sp4

Trypoxylon albitarse Fabricius, 1804.

A determinagio taxonomica dos espécimes foi feita pelo MS. Sérvio
Tilio Pires Amarantes (Museu de Zoologia, USP), e esses estdo depositados
na colegio entomolégica do Departamento de Biologia Geral da Universidade

Federal de Vigosa.
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3.2. Métodos

3.2.1. Obteng¢do do Material

Este trabalho foi executado na cidade de Vigosa-MG. As coletas de
espécies que constroem ninhos externos foram feitas mediante a procura em
paredes, portas, janelas, lustres, caibros de madeiras e fiagGes elétricas de
prédios e casas do meio urbano e rural. As coletas de espécies que nidificam
em cavidades preexistentes foram realizadas por meio de técnica de ninhos-
armadilhas (KROMBEIN, 1967). Esses sio constituidos por blocos de
madeira perfurada ou bambu, de comprimento e didmetro varidveis, nos quais
as vespas constroem seus ninhos. Esses blocos foram colocados em diferentes
locais da Regido de Vigosa, tendo sido periodicamente inspecionados. Apés
localizados, cada ninho foi observado, para saber se estava ativo ou ndo, ou
se estavam em fase de construgdo. Somente ninhos ativos e operculados
foram coletados e levados para o laboratdrio, onde foram selecionados os
individuos na fase de prepupa, para realizagdo dos estudos citogenéticos.

Os ninhos coletados com larvas ainda muito jovens (que ndo tinham
atingido a fase de prepupa) foram mantidos no laboratério, em estufa
incubadora a 28° C, até atingirem a fase desejada. O mesmo procedimento foi
feito com os ninhos onde os individuos estavam em diapausa, fendmeno
Muito comum durante os meses mais frios do ano.

Os ninhos obtidos de outros locais do Brasil também foram incluidos

neste trabalho.

De cada ninho, pelo menos um individuo foi deixado emergir, para,

posteriormente, ser identificado por especialista.
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3.2.2. Preparagdo Citogenética do Material

Para obtengdo de metdfase com boa defini¢io, foram empregados 0s
procedimentos técnicos desenvolvidos por IMAI et alii (1988a), que tém sido
os mais eficientes para insetos da ordem Hymenoptera.

A seguir, sdo descritos essses procedimentos:

« sob um estereomicrosc6pio, as larvas que ja defecaram sdo
dissecadas com o auxilio de estiletes, sobre lAmina para microscopia, em
solugio hipotdnica (solugdo de citrato de sédio 1%) ou diretamente em
solugiio de colchicina-hipotonica 0.005% (0,5 ml de solug@o de colchina ﬁ
0,1% / 9,5 ml de solugdo de citrato de sédio a 1%). O ginglio cerebral e, ou,
as gdnadas sdo retirados, removendo-se a0 mdximo 0O COTpo gorduroso
associado;

« esses 6rgios sdo transferidos para uma solugdo de colchicina
hipotdnica, deixando-os de trés a quatro horas;

« com o auxilio de uma pipeta Pasteur, transfere-se,
individualmente, cada 6rgao para uma lamina de microscopia (virgem -
previamente limpa em solugao sulfocromica, lavada em detergente neutro €
seca), inclinando-a num angulo de 10 a 20 graus, para drenar o mdximo de
solugdo colchicina-hipoténica. Com a lamina inclinada, pingam-se vdrias
gotas de fixador I (trés partes de etanol: trés partes de dcido acético: quatro
partes de dgua destilada) sobre 0 material e por toda a lamina, removendo 0
dreno com papel-filtro;

«  sob estereomicroscépio, com a lamina na horizontal, aplicam-se
mais duas gotas de fixador 1 diretamente sobre o material. Em seguida,
dissocia-se rapidamente O érgdo, com O uso de um estilete de dissecagao,

para separar as células € espalhar o material pela lamina;
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« antes que o fixador I seque, pingam-se duas gotas do fixador II
(etanol absoluto: 4cido acético, 1:1) sobre O material, e com papel-filtro
remove-se o fixador I, que é empurrado para as bordas da lamina pelo fixador
II;

« assim que o fixador II ocupar toda a superficie da lamina e
estiver parcialmente evaporado, aplicam-se duas gotas do fixador III (dcido
acético 100%), e com papel-filtro remove-se o fixador 1I, que é empurrado
para as bordas da lamina pelo fixador III. A lamina € deixada secar
completamente, a temperatura ambiente, sendo, posteriormente, mantida
protegida de poeira. Apds 24 horas, a preparagdo € coroada com solucdo de
Giemsa, em tampdo Sorensem, pH 6,8, na proporgdo de 1:30,
respectivamente, por 20 minutos, A temperatura ambiente. Em seguida, lava-
se cuidadosamente em dgua corrente. AS laminas a serem submetidas a

técnica de bandamento sdo guardadas por trés dias, sem serem coroadas.

3.2.3. Técnica de Bandamento-C

Os procedimentos isados para a obtengao de bandas-C foram os de
SUMMER (1972), de acordo com as modificagdes propostas por POMPOLO
e TAKAHASHI (1990a). Esses procedimentos envolvem os seguintes
tratamentos: |

Ap6s decorridos 0S trés dias de preparagao, as laminas sao:

1. hidrolisadas, mergulhando-as em solugio de HCI 0,2 N, a
temperatura ambiente, por tempo variavel (3 a 5 minutos);

2. lavadas em dgua destilada, por aproximadamente 30 segundos;

3. mergulhadas em solugdo de Ba(OH), 5%, em banho-maria, a

60° C, por tempo varidvel (5 a 7 minutos);
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4. lavadas em HCl 0,2 N por cerca de 30 segundos e, em seguida,
em 4gua destilada;

5. mergulhadas em solugdo de 2 X SSC (solugdo salina de citrato
de sédio e cloreto de sédio), pH 7,0, em banho-maria, a 60° C, por tempo
varidvel (6 a 8 minutos), €, em seguida, em dgua destilada;

6. coroadas com solugdo de Giemsa (MERCK), em tamp@o fosfato
(0,01 M), pH 6,8, a 8%. Em seguida, lavadas cuidadosamente em d4gua
corrente.

Vale ressaltar que algumas bandas-C foram obtidas a partir de
laminas preparadas em coloragio convencional. Depois de analisadas e
fotografadas, as laminas foram postas inclinadas sobre papel-filtro, para
drenar o 6leo de imersdo, e posteriormente lavadas numa bateria de trés
frascos com xilol, por 5 minutos em cada um, deixando-as completamente
limpas. Depois de secas, as laminas foram submetidas aos procedimentos
descritos anteriormente, para obtengdo de bandas-C, sendo que a
descoloragio é realizada quando a mesma ¢ mergulhada na solugdo de HCI
0,2 N, referente ao primeiro procedimento da técnica, seguindo-se

normalmente os demais procedimentos.

3.2.4. Andlise do Material

As laminas foram analisadas em um microscépio, sob objetiva de
imersio. A andlise minuciosa de metdfases completas foi feita, desenhando-as
esquematicamente e identificando 0s Cromossomos quanto a sua morfologia.
Foram selecionadas as melhores met4fases, que foram fotografadas. Para
iss0, foi utilizado um fotomicroscépio Zeiss, em objetiva de imersao, com

optovar de 1,25, com ou sem filtro verde. O filme utilizado foi AGFA
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COPEX PAN A.H.U. As revelagdes foram feitas em D-72, a temperatura
ambiente. Os negativos foram ampliados, todos na mesma proporg¢do, e
copiados em papel KODABROMIDE F-3, tendo sido usado o revelador jd
mencionado.

A documentagdo dos cari6tipos foi feita a partir de complementos
cromossémicos completos, obtidos por meio de fotos, recortados e dispostos
em forma de cariograma, tendo sido levados em conta a morfologia e ©
tamanho dos cromossomos. A caracterizagdo morfolégica foi feita com base
na posi¢io bem-definida dos centrdmeros. O cariétipo foi montado, ao dispor
0s cromossomos em ordem decrescente de tamanho das regides encromdticas.

Para a descrigio da morfologia dos cromossomos, foi seguido ©
sistema de classificagdo usado por IMAI (1991) (Figura 1). Para a descrigio
do nimero de cromossomos ¢ de bragos, foram usados 0s termos propostos
por IMAI e CROZIER (1980) e por IMAI et alii (1984a), em que 2N e 2AN
correspondem ao numero cromossdmico dipléide e ao nimero dipléide de

bragos, respectivamente, e N e AN, a0s casos hapléides.
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A AE AEO AIII A"c ﬁh ﬁc ﬁcc
A Cromossomo acrocéntrico com brago curto heterocromdtico.

AE  Cromossomo acrocéntrico com ambos 08 bragos eucromaticos.

AE*  Cromossomo acrocéntrico ~com heterocromatina na  regiao
proximal do centromero do brago maior.

AM  Cromossomo acrocéntrico (pseudo-acrocéntrico) com o brago curto

altamente desenvolvido, em razao do crescimento da heterocromatina

constitutiva, podendo ser muitas vezes maior que O brago

eucromadtico.

Cromossomo acrocéntrico (pseudo-acrocéntrico) com um dos bragos

totalmente heterocromdtico € com bloco de heterocromatina na regiao

proximal do centrdmero do brago eucromatico.

Cromossomo meta ou submetacéntrico totalmente heterocromatico.

Cromossomo meta ou submetacéntrico com bloco de heterocromatina

>
3

(£}

2l g

na regido proximal do centrdmero de um dos bragos.
¢ Cromossomo meta ou submetacéntrico com bloco de heterocromatina

4|

na regiao proximal do centromero de ambos os bragos.

FONTE: IMAI (1991).

FIGURA 1 - Representagﬁo Esquemdtica ¢ Nomenclatura Usada para os
Tipos de Cromossomos Encontrados nas Espécies de
Trypoxylon Estudadas, de Acordo com 0O Padrao de
Distribui¢do de Heterocromatina Constitutiva.



4, RESULTADOS

Inicialmente, serdo apresentadas as descri¢des dos caridtipos de
cada uma das espécies estudadas, € posteriormente serd feita uma andlise
conjunta e comparativa entre elas. Serdo apresentadas alguns cariogramas,
devendo ser ressaltado que a montagem nio seguiu um padrao
convencional, uma vez que a disposigdo que foi adotada pareceu ser a mais
adequada para a andlise comparativa dos cari6tipos das espécies. No
sistema de classificagdo dos cromossomos, nio foi considerado o tipo

telocéntrico, sendo 0s assim provdveis considerados como acrocéntricos.

4.1. Descrigdo dos Caridtipos

4.1.1. Subgénero Trypoxylon

4.1.1.1. Trypoxylon (Trypoxylon) spl1

Para o estudo citogenético desta espécie, foram utilizados trés

individuos fémeas, oriundos de um Gnico ninho. A determinagdo do

32
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complemento dipléide de 2n=32 cromossomos resultou da andlise de 65
células metafdsicas. O cariétipo € constitufdo de seis cromossomos
pseudo-acrocéntricos AM (pares 1, 8 e 10) e 26 acrocéntricos A, com a

seguinte férmula cariotipica: JK=6AM + 26A, e o nimero dipléide de

bragos é 2AN=38 (Figura 2 e Quadro 1).

!‘ U U TR ‘l "
(\r T I U

FIGURA 2 - Trypoxylon (Trypoxylon) spl. Cariétipo de Fémea (2n=32
Cromossomos), em Coloragao Convencional (Barra = 5 pm).

Em decorréncia da dificuldade de obter um maior nimero de
individuos dessa espécie, ndo foi possivel fazer a andlise de banda-C.
Contudo, mesmo em preparagao convencional, pode-se inferir sobre a
distribuigdo da heterocromatina constitutiva, uma vez que 0s Cromossomos
apresentaram regioes com tonalidade de coloragao diferenciada. Os
padroes de coloragao diferenciada indicam que a heterocromatina
constitutiva estd localizada em toda a extensdo de um dos bragos (bragos

maiores) nos Cromossomos pscudo—acrocéntricos AM e no brago curto € na
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QUADRO 1 - Dados Referentes aos Locais de Coletas, ao Nimero de
Ninhos, de Individuos ¢€ de Cromossomos, a Férmula
Cariotipica e ao Nimero de Bragos, em Nove Espécies de

Vespas do Género Trypoxylon

Espécies N° de N° de N° de Férmula N° de
Ninhos Individuos Cromossomos Cariotipica Bragos
o Q (n) (2n)
T.spl ™4 1 - 3 . 32 2k=6aM+26A 2AN =38
T. asuncicola *1-3 8 12 20 16 32 ak=dAM.2aMEL I M S424A 2AN = 40
T. fabricator "} 2 2 6 16 32 ax=14AMasaAME 12442 M P 2AN = 52
T. nitidum "1 11 11 30 15 30 ak=10AM+ 18442 M °° 2AN = 42
T. lactitarse 1 14 18 30 15 30 ak=28AMe 2 M ¢ 2AN = 60
T. sp3 #1 1 2 - 15 - k=3aM410A+2M AN =20
T, sp2 *t 2 . 9 - 32 ak=2aMs18aM% 124 2AN = 52
T. spa #1 1 2 4 16 32 2Kk=2aMC4304 2AN =34
T. albitarse #1-2-3 24 29 38 1617 32e  2K=28As2aMa2M" AN =36 .
== 14 sk=28A+2aMea MP 2AN = 40
Locais: Subgéneros: Siglas:
Vigosa-MG (1) Trypoxylon (*) AN = ndmero de bragos do
cari6tipo hapléide.
Juiz de Fora (2) Trypargilum (#) 2AN = nimero de bragos do
cariétipo dipléide.
Mariana-MG (3) K = para representar a férmula
cariotipica do cari6tipo
hapléide.
Manaus-AM (4) 2K = para representar a férmula

cariotipica do cari6tipo
diploide.
Sao Paulo-SP (5)
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regido pericentrométrica nos cromossomos acrocéntricos A (Figura 5(A)).

Em outras espécies, para as quais foi empregada a técnica de
banda-C, ficou confirmado que quando em coloragao convencional os
cromossomos exibiam tonalidades de coloragdo diferenciada; as regides

mais escuras correspondiam as de heterocromatina constitutiva.

4.1.1.2. Trypoxylon (Trypoxylon) asuncicola

Desta espécie, foram analisados oito ninhos, totalizando 32
individuos (12 machos e 20 fémeas). De cada individuo, foram analisadas
no minimo 15 células metafdsicas. Foi determinado que essa espécie
apresenta numero cromossdmico n=16 e 2n=32. O cariétipo consiste de
seis cromossomos pseudo-acrocéntricos, sendo quatro A™ (pares 8 e 10) e
dois AMe (par 1), dois submetacéntricos M (par 6) e 24 acrocéntricos A,
com a seguinte férmula cariotipica: 2K = 4AM + 2AMC + 2M° + 24A, e
2AN=40 é o nimero dipléide de bragos (Figura 3(A, B) e Quadro 195,

A identificagio de todos os pares cromossdmicos foi determinada
com maior precisio por meio dos padrdes de bandas-C. A andlise desses
padrGes revelou que a heterocromatina constitutiva ocupa toda a extensdo
de um dos bragos dos cromossomos AM. toda a extensdo de um dos bragos
e a regido proximal do centrdmero do outro brago nos cromossomos AN, a
regiio proximal do centromero de um dos bragos do par metacéntrico M° e

0 brago curto e a regiao pericentrométrica na maioria dos cromossomos

acrocéntricos (A) (Figuras 3(A, B) e Figura 5(B)).
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s-C, no cariétipo de macho (n = 16). B) Cariétipo de

A) Padroes de banda
5 wm).

fémea (2n = 32), em coloragao convencional (Barras =

FIGURA 3 - Trypoxylon (Trypoxylon) asuncicola.
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4.1.1.3. Trypoxylon (Trypoxylon) fabricator

O estudo citogenético para esta espécie consistiu na andlise de oito
individuos (dois machos € seis fémeas), provenientes de dois ninhos.

Foram analisadas 144 células metafdsicas, aproximadamente 18
por individuo, e foi determinado para essa espécie um complemento
hapléide igual a 16 e dipléide, igual a 32 cromossomos. O caridtipo €
constituido de 18 cromossomos pseudo-acrocéntricos, sendo 14 AM (pares
1,2, 3, 4, 6, 8 e 10) e 4 AV (pares 14 e 15), 12 acrocéntricos A (pares 3,
7,9, 11, 12 e 13) e dois metacéntricos M" (par 16), com 2K=14A" + 4AM®
+ 12A + 2M" e 2AN=52, os quais representam 2 férmula cariotipica e o
nimero dipléide de bragos, respectivamente (Figura 4(A, B) e Quadro 1

A identificagio de todos 0s pares cromossomicos foi possivel por
meio dos padroes de bandas-C. A heterocromatina constitutiva esta
localizada em toda a extensdo de um dos bragos nos cromossomos AM em
toda a extensio de um dos bragos € na regido proximal do centromero do
outro brago dos cromossomos AM¢  no brago curto € na regido
pericentrométrica nos acrocéntricos A e em toda a extensdo dos

cromossomos metacéntricos M" (Figuras 4(A, B) e Figura 5(C)).
4.1.2. Subgénero Trypargilum

4.1.2.1. Trypoxylon (Trypargilum) nitidum

O estudo citogenético desta espécie, por meio das preparagdes
cromossémicas de 41 exemplares (11 machos ¢ 30 fémeas), obtidos de 11

ninhos e da andlise de 30 células metafdsicas, em média, por individuo,

revelou o ndmero hapldide igual a 15¢ o dipléide, igual a 30
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A) Cariétipo de fémea (2n = 32), em coloragao convencional. B) Padroes
de bandas-C, no cariétipo de macho (n = 16) (Barras = 5 jtm).

FIGURA 4 - Trypoxylon (Trypoxylon) fabricator.
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A) Trypoxylon spl (n = 16). B) T. asuncicola (n = 16). C) T. fabricator
(n = 16). No retangulo, estdo representados 0s tipos de cromossomos 1,
encontrados nos cariotipos diploide (9) e hapléide (0) de T. asuncicola.
A distribuigio da heterocromatina de T. spl é baseada no padrio de
coloragdo diferenciada, observada em algumas metdfases.

FIGURA 5 - Idiograma e Padroes de Distribui¢io de Bandas-C.
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cromossomos. O cariétipo é representado por 10 cromossomos pseudo-
acrocéntricos AM (pares 1, 6, 8, 10 e 15), 18 acrocéntricos A e dois
metacéntricos M (par 14). A férmula cariotipica é representada por
2K=10AM + 18A + 2M® e o nimero dipléide de bragos, por 2AN=42
(Figura 6(A, B) e Quadro 1).

A andlise dos padrdes de bandas-C possibilitou a identificagdo
precisa de todos os pares cromossomicos. A heterocromatina constitutiva
estd localizada em toda a extensdo de um dos bragos nos cromossomos
pseudo-acrocéntricos A¥, no brago curto ¢ na regiio pericentrométrica dos

acrocéntricos A e na regiao pericentrométrica dos cromossomos

metacéntricos M (par 14) (Figuras 6(B) e Figura 9(A)).

4.1.2.2. Trypoxylon (Trypargilum) lactitarse

A anidlise citogenética desta espécie, por meio das prepragdes
cromossémicas de 48 espécimes (18 machos e 30 fémeas), oriundos de 14
ninhos e da andlise de 30 células metafésicas por individuo, revelou que o
complemento cromossdmico hapl6ide é 15 e o dipl6ide, 30. A constituigdo
cariotipica é de 28 cromossomos pseudo-acrocéntricos AY e 2
metacéntricos M*, com a seguinte férmula cariotipica 2K=28AM° + 2M*,
e o nimero dipléide de bragos & 2AN=60 (Figura 7(A, B) e Quadro 1).

A andlise dos padrdes de bandas-C evidenciou que a
heterocromatina constitutiva estd presente €m toda a extensio de um dos
bracos e na regido proximal do centrdbmero do outro brago nos

Cromossomos pseudo-acrocéntricos AMe ¢ na regido pericentromérica do

par metacéntrico M (par 1) (Figuras 7(A, B) e 9(B)). A identificagdo dos

homélogos foi facilitada por meio dos padrdes de bandas-C.
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em coloragio convencional. B) Padrdes

A) Cariétipo de macho (n = 15),
30) (Barras = 5 pm).

de bandas-C. no cariétipo de fémea (2n =

FIGURA 6 - Trypoxylon (Trypargilum) nitidum.
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s de bandas-C, no cari6tipo de macho (n = 15). B) Padrdes de
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bandas-C, no carioti

FIGURA 7 - Trypoxylon (Trypargilum) lactitarse.
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4.1.2.3. Trypoxylon (Trypargilum) sp3

O estudo citogenético desta espécie consistiu na anilise de dois
individuos machos, provenientes de um dnico ninho. Foram analisadas 25
metifases por individuo, sendo o complemento cromossémico hapléide (n)
igual a 15. O cariétipo é constituido de cinco cromossomos metacéntricos
(M) e dez acrocéntricos (A).

O padrio de coloragao diferenciada observado em algumas
metdfases sugere que dos cinco cromossomos metacéntricos (M), os trés
maiores (cromossomos 6, 10 € 12) apresentam o brago maior corado mais
intensamente, o que indica que sejam heterocrométicos, sendo por isso
denominados de pseudo-acrocéntricos AM. Os outros metacéntricos
(cromossomos 1 e 14) apresentaram coloragio mais forte na regido

proximal do centrdmero, sendo provavelmente M, e nos Cromossomos

acrocéntricos esse padrio sugere que a heterocromatina constitutiva estd
localizada no brago curto € na regiao periccntromérica (Figuras 8 € 9(C)).

Diante desse padrdo, essa espécie apresenta a seguinte férmula cariotipica:

K=3AM + 10A + 2M*®, e 0 niimero hapléide de bragos é AN=20 (Figura 8 e
Quadro 1).

4.1.2.4. Trypoxylon (Trypargilum) sp2

O estudo citogenético de nove exemplares fémeas desta espécie,

oriundos de dois ninhos, revelou que O complemento dipléide € 32

cromossomos, referentes 2 andlise de 30 células metafdsicas, em média,

por individuo. O cariétipo € constitufdo de 20 cromossomos pseudo-
acrocéntricos, sendo 2 A (par 1) € 18 AMe (pares 2, 6, 8, 10, 12, 13, 14,
15 e 16) e 12 acrocéntricos A, tendo 2K=2AM + 18AM° + 12A e 2AN=52
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FIGURA 8 - Trypoxylon (Trypargilum) sp3. Cariétipo de Macho (n = 15),
em Coloragao Convencional (Barras = 5 um).

como férmula cariotipica e nimero dipléide de bragos, respectivamente

(Figura 10 e Quadro 1).

A identificagio de todos oS homélogos tornou-se mais facil e

precisa, em razdo da coloragdo diferenciada dos Cromossomos. Os

cromossomos AM tdm os bragos menores mais claros e 0s maiores mais

escuros, os AM° tém os bragos maiores € a regido proximal do centroOmero

do brago menor mais escuros € os acrocéntricos (A) exibiram colorag¢ao

mais acentuada no brago curto ¢ na regiao pericentromérica (Figuras 10 e

12(A)). Esse padrdo de coloragio diferenciada sugere que as regides mais

escuras correspondem as de heterocromatina constitutiva.
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A) T. nitidum (n = 15). B) T. lactitarse (n = 15). ) T. sp3 (n = 15). Nos
retingulos, estdo representados 0S tipos de cromossomos encontrados nos
cariétipos dipl6ides (¥) ¢ hapldide (') de T. nitidum (Cromossomo 1) e de T.
lactitarse (Cromossomo 15). A distribui¢do da heterocromatina de T. sp3 €

baseada no padrio de coloragdo diferenciada, observada em algumas metdfases.

FIGURA 9 - Idiograma e Padrdes de Distribui¢io de Bandas-C.
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FIGURA 10 - Trypoxylon (Trypargilum) sp2. Cariétipo de Fémea (2n =
32), em Coloragao (Barra = 5 pum).

4.1.2.5. Trypoxylon (Trypargilum) sp4

Foram analisados seis individuos (dois machos e quatro fémeas),
oriundos de um tnico ninho. Foram analisadas 138 metdfases,

aproximadamente 23 por individuos, e foi determinado que o complemento

hapléide (n) é 16 ¢ o dipléide (2n) ¢ 32 cromossomos. O cariétipo €

. . ~ . M
constituido de dois cromossomos pseudo-acrocentricos AMe (par 16) e 30

. > . g X =F M
acrocéntricos, com a seguinte fé6rmula cariotipica: 2K=2A °+ 30A,¢eo0

nimero dipléide de bragos é 2AN=34 (Figura 11(A, B) e Quadro 1).

A andlise dos padrdes de banda-C evidenciou que a

. . M £
heterocromatina constitutiva do cromossomo AY¢ esta presente em toda a

extensio de um dos bragos € ocupa praticamente todo 0 outro brago, com

excegdo da regido terminal. Com excegao do par 14, em que somente a

regiio terminal do brago maior é eucromdtica, 2 heterocromatina esta

localizada no brago curto € na regiao centromérica, na maioria dos

cromossomos acrocéntricos (A) (Figuras 11(B) e 12(B)).
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A) Cariétipo de macho (n = 16), em coloragio convencional. B) Banda-C,

em met4fase de fémea (2n = 32) (Barra = 5 pm).

FIGURA 11 - Trypoxylon (Trypargilum) sp4.
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- 16). No retangulo, estdo representados

trados nos cari6tipos dipléides @ eT.
a de T. sp2 ¢ baseada no padrdo de

algumas metdfases.

A)T. sp2. (n = 16). B) T. sp4. (0
0s tipos de cromossomos 14 encon
sp2. A distribui¢do da heterocromatin
coloragio diferenciada, observada em

FIGURA 12 - Idiograma ¢ Padroes de Distribuigdo de Bandas-C.
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4.1.2.6. Trypoxylon (Trypargilum) albitarse

Os dados citogenéticos obtidos para esta espécie correspondem a
andlise de 67 individuos (29 machos e 38 fameas), oriundos de 24 ninhos,
e 2 andlise de 30 células metafdsicas por individuo, em média. Nessa
espécie, foi observada uma variagao no nimero de cromossomos, tanto em

individuos de ninhos diferentes quanto em individuos de mesmo ninho

(Quadro 2).

Foi determinado para o cari6tipo dessa espécie um complemento

hapléide igual a 16 e 17 € dipléide, a 32 e 34, ndo sendo encontrado’

nenhum individuo com 2n=33 cromossomos, embora tenha sido freqiiente

a ocorréncia de células com esse nimero. Estes resultados constituem uma

orrespondem aos de uma espécie

incégnita, uma vez que, possivelmente, €

que apresenta sistema de Cromossomos supernumerdrios, sendo que a

ocorréncia de individuos com 2n=33 cromossomos seria esperada.

Diante desses resultados, hi necessidade de aumentar a

amostragem, para que s€ possa inferir com maior precisdo a respeito do

que estd acontecendo com O cariétipo dessa espécie.

Por meio das andlises de bandas-C empregadas para essa espécie,

observou-se que a variagdo OCOTT® no ndimero de Cromossomos que

mostraram-se totalmente banda-C positiva. Quando 0 complemento

hapléide foi igual a 16, encontrou-s¢ apenas um desses cromossomos €

dois quando foi igual a 17. No complemento dipléide igual a 32, foram

encontrados dois desses cromossomos (par 16) e quatro quando ©

complemento foi igual a 34 (pares 16 € 17). Nos demais cromossomos, a

heterocromatina estd no brago curto e na regido pericentromérica. Os pares

Cromossdmicos 12 e 14 sa0 heteromdrficos, por apresentarem um dos

homélogos com o brago curto heterocromdtico maior, em  razao,



QUADRO 2 - Variagdes Intra e Intern
de Trypoxylon (Trypargi
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inhos do Nimero de Cromossomos
lum) albitarse

Ninhos N° de Individuos N° de Cromossomos
o Q (n) (2n)
1 : 4 . 34
‘2 2 1 - 34
3 1 I} 17 34
4 3 1 - 34
5 2 - 17 s
6 : 2 - 34
7 1 2 17 34
8 3 - 2(16) 1(17) -
9 4 4 2(16) 2(17)  1(32) 3(34)
10 . 1 E 34
11 3 1 1(16) 2(17) :
12 : 7 - 34
13 1 1 16 34
14 3 = 17 -
1S 1 = =
16 9 “ 17 =
17 2 - 17 =
18 3 2 - 1(32) 1(34)
19 1 2 17 34
20 ) 1 - 34
| : 2 - 34
22 2 2 1(16) 1(17) 34
23 1 3 . 34
—24 ) 2 17 34
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possivelmente, do crescimento em tandem da heterocromatina constitutiva,

sendo por isso denominados de pseudo-acrocéntricos AM (Figuras 13 (A,

B, C) e 14(C e D)).

As férmulas cariotipicas e os nimeros dipléides de bragos nos

cariétipos com diferentes nimereos de cromossomos (2n=32 e 2n=34) sio,

respectivamente, 2K = 28A + 2A™ + IM", 2AN = 36 e 2K=28A + 2AY +

4M", 2AN=40 (Quadro 1).
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A) Cariétipo de fémea (2n = 32), em colo
de fémea (2n = 34), em coloragio conven
no cariétipo de fémea (2n = 34) (Barra = 5 pm).
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FIGURA 13 - Trypoxylon (Trypargilum) albitarse.
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itarse (n = 17). Nos retingulos, estdao
representados 0s tipos de cromossomos 12, 14 e 16 cncpmr-ados nos
cariétipos dipléides (?), tanto para n = 16 como n = 17. O primeiro par de
cromossomos de dentro dos retingulos estd rcprcsentando os pares 12 e 14

€ 0 segundo representa 0 par 16.

T
afal 1

A) T. albitarse (n = 16). B) T. alb

FIGURA 14 - Idiograma e Padrdes de Distribuicdo de Bandas-C.



5. DISCUSSAO

5.1. Variabilidade Cariotipica no Género Trypoxylon

A variabilidade cariotipica encontrada no género Trypoxylon,

resultado da anilise cariotipica de nove espécies,
), sendo bem maior quando se analisou

=34 a 60) (Quadro 1). Essa

foi pequena quanto ao

nimero de cromossomos (n=15 a 17

0 nimero dipléide de bragos (2AN
erd a aumentar, 3 medida que novas

HIBA e IMAI (1993)

variabilidade provavelmente tend

espécies forem analisadas citogeneticamente. HOS

eéncontraram, em quatro espécies, nimero hapléide que variava de 9 a 14

Cromossomos.
teses existentes para explicar a evolugdo do

adas por IMAI et alii (1977)

Dentre as vérias hipo

cariétipo dos animais, trés foram mencion

Como provdveis para explicar as diversidades cariotipicas encontradas nas
formigas: hipéteses da fusio, fissao € modal.

De acordo com a hipétese da fusdo, o caritipo ancestral das

formigas teria um nimero cromossdmico elevado, € a evolugdo se deu no

sentido de diminuir esse valor. A hipétese da fissdo € exatamente o 0posto

54
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da anterior, ou seja, as formigas primitivas apresentavam baixo nimero
cromossdmico, e os cari6tipos evoluiram para ndmeros maiores. Na
hipétese modal, o cari6tipo ancestral teria um valor correspondente 2a
moda, e a variagdo durante a evolugdo se deu em ambos 0s sentidos, ou

seja, tanto para o aumento do nimero de cromossomos quanto para a

diminuigdo desse valor.
Situagdes semelhantes sdo propostas pard o e

cariétipo em mamiferos: hipétese da fusio (OHNO, 1969), hipétese da

fissio (Todd, 1970, 1975, citado por IMAI et alii, 1988b; IMAIL, 1975,
1976, 1978; IMAl e MARUYAMA, 1978) e hipétese modal (MATTHEY,.

1973).
Na hipétese modal, MATTHEY (1973) observou que

aproximadamente 50% das espécies de mamiferos, até entdo analisadas

citogeneticamente (1.063 espécies), apresentaram nimeros dipléides com

valores entre 40 e 56, sendo que 0S valores superiores a esses representam

16,4% e os inferiores, 31,5%, sugerindo que nesse grupo de organismos a

fusdo céntrica predomina sobre a fissdo céntrica. Esse padrdo de

distribui¢do foi também observado nos histogramas apresentados por
WHITE (1973) e IMAI (1975)

A evolugdo do cari6tipo, 2 partir de um ancestral com nimero

cromossdmico correspondente a0 valor modal, nos Hymenoptera, parece

ser aplicada aos Symphyta (Tenthredinidae). Os dados citogenéticos de

aproximadamente 200 espécies evidenciaram que O valor modal da familia

foi igual a 10 e que trés quartos das espécies analisadas apresentaram

nimero hapléide que variavam entre 7 € 10, os quais sdo valores préximos
a0 nimero modal (NAITO, 1982).

NAITO (1978b, 1982) acredita que nes
10 (valor modal) e que a

se grupo a evolugdo do

Caridtipo se deu a partir do valor de n=
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divergéncia do nimero de cromossomos para ambos os lados desse valor

foi resultado de rearranjos robertsonianos. A freqiiéncia de valores de n no

sentido ascendente foi maior que no sentido descendente, isto €, a

freqiiéncia de fissdo foi maior que a de fusdo. Logo, a evolugdo do

caritipo em Tenthredinidae segue em dire¢do ao aumento do nimero de

Cromossomaos.

Além das hip6teses anteriormente mencionadas, a possibilidade de
evolugio do caridtipo por poliploidia também foi sugerida para as

formigas, por IMAI (1969) € CROZIER (1975), em virtude da existéncia

de ndimeros cromossémicos duplicados em espécies taxonomicamente.

relacionadas. Entretanto, com o advento ¢ 4 utilizagdo de técnicas mais

apuradas e, principalmente, €m virtude do grande nimero de espécies

analisadas em nivel citogenético, essa hipétese tem sido considerada de

pouca importincia na evolugdo do cariétipo do grupo.

A hipétese da poliploidia, como mencionada anteriormente, foi

primeiramente sugerida por KERR (1952, 1969), como sendo o principal

mecanismo envolvido na evolugdo do cariétipo das abelhas. Nesse grupo, a

distribuigdo do nimero hapléide de CcromoSSOmos apresenta maiores picos,

em torno de n=8 ¢ 9 e n=16 a 18, sendo que a maioria das espécies

maior valor. Diante dessas

al hipétese, para explicar a evolugdo

apresenta ndmero cromossomico em torno do
observagdes, foi que 0 autor propds t

do cariétipo do grupo em questao.
rincipalmente, nos dados o
am a possibilidade de evolugdo dos

Com base, p bservados nos cariétipos de

formigas, IMAI et alii (1977) refutar

cariétipos por fusdo céntrica nesses organismos, embora esse mecanismo

Possa ocorrer eventualmente, admitindo as hipéteses da fissio e modal

como moldadoras desse fendmeno. Mesmo admitindo a possibilidade de

evolugio a partir de um ancestral com o valor modal, esses autores
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observaram que a proporgao fissio:fusdo foi de 10:1, respectivamente, o

que sugere que, ao longo do tempo, a tendéncia é aumentar 0 nuimero de

Cromossomos.
Os cari6tipos das trés espécies do subgénero Trypoxylon,

Trypoxylon spl, T. asuncicola € T. fabricator, apresentam O mesmo

nimero cromossémico (n=16), mas diferem quanto 20 nimero dipléide de

bragos (2AN=38, 40 ¢ 52), respectivamente (Quadro 1). As duas primeiras

espécies aparentemente sio bastante similares cariotipicamente. Contudo,

uma an4lise minuciosa revelou algumas diferencas. A diferenga mais

vistvel entre os dois cari6tipos consiste no nimero dipléide de bragos, 38

em Trypoxylon spl e 40 em T. asuncicola, a qual é devida 2 morfologia

dos cromossomos do par 6, acrocéntrico (A) na primeira e submetacéntrico

(M) na segunda (Figuras 2,3(A,B)e Quadro 1).

Além dessa diferenga, observa-se também que
cromossomos pseudo-

a relagdo entre os

bracos heterocromdticos € eucromaticos dos

acrocéntricos (AM) ¢ diferente nOS dois cariétipos, sendo de

aproximadamente 1,5:1 e maior que 2:1, em T. asuncicola ¢ T. spl,

respectivamente. Outra diferenca consiste na presenga de um par

heteromérfico (par 8), observado em todas as fémeas analisadas de T.

asuncicola, e na presenga de uma regido mais clara interstical no brago

heterocromitico de um dos homo6logos do par 10, em T. spl. Essa estrutura

possivelmente corresponde 2 regiao organizadora do nucléolo e, ou,

constri¢io secunddria, 0 que poderd vir a ser confirmado em estudos

posteriores.

Diante da suposigdo queé O cari6tipo ancestral que deu origem 20s

das espécies estudadas neste trabalho teve nimero baixo de cromossomos,

¢ que provavelmente esse $€ja constituido de cromossomos com dois

bragos (M), o que serd discutido a seguir, acredita-se que 0S Cromossomos
?



58

6 de Trypoxylon spl. e T. asuncicola foram originados a partir de um

desses cromossomos, por fissdao céntrica, com posterior adi¢cao de

heterocromatina, transformando-os de telocéntricos (T) para acrocéntricos

(A). A diferenciagio desses Cromossomos nessas duas espécies,

acrocéntricos na primeira € metacéntricos na segunda, se deu por maior

adi¢do de heterocromatina nos cromossomos que deram origem aos de T.

asuncicola, transformando-os em pseudo—acrocéntricos (AM), os quais, por

Inversdes pericéntricas com perda parcial de heterocromatina, originaram

0s cromossomos atuais, que fazem parte da constitui¢do cariotipica da

espécie, metacéntricas com blocos de heterocromatina na regiao

pericentrométrica (M®). Os provaveis rearranjos sao ilustrados na Figura

15,

g +t HPAN c=
c*? C A
_ Jmssdo CENTRICA iy __-:-E _T_.ﬁ
M = c
i T T A A A M M
CROMOSSOMO DO

CARIOTIPO ANCESTRAL

HIPOTETICO.

esponde ao de Trypoxylon spl. Os rearranjos

chete corr
o entre colchetes representam 0s passos

O cromossomo acrocéntrico fora do col

ocorridos a partir do cromossomo acrocéntric te
envolvidos na origem do Ccromossomo 6 deT. asuncicola. As reg_toes em preto correspondem
as de heterocromatina € as em branco, as de eucromatina. C** (adigdo de heterocromatina), C-
(eliminagio de heterocromatina), [.P. (inversdo pericéntrica). Setas pequenas indicam os

locais de quebras.

4stica da Possivel Seqiiéncia de

Rearranjos Ocorridos para Originar os Cromossomos 6 de
T. apl e T. asuncicola e da Diferenciagdo Desses

Cromossomos Nessas Duas Espécies.

FIGURA 15 - Representagao Esquem
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Trypoxylon fabricator 2n=32; 7AN=52) (Figura 4) apresentou um
caritipo bastante diferente dos das outras duas espécies. A principal

diferenga consiste no maior nimero de bragos nessa espécie, 0 que pode

ser observado na morfologia dos cromossomos que constituem o cariétipo,

que apresenta 18 do tipo pseuco-acrocéntrico (AM), contra 6 de mesma

morfologia nas outras duas espécies. Essa diferenca € atribuida,

principalmente, ao crescimento  em tandem da heterocromatina

constitutiva.

A estrutura detectada em um dos homélogos do par 10 de T. spl

(Figura 2) foi também encontrada em um dos homélogos do mesmo par,

em 7. fabricator (Figura 4(A, B)). A posigio dessa estrutura no

cromossomo difere nas duas espécies, estando mais préxima do

centrdmero na primeira, enquanto na dltima a localizagdo é mais préxima

da regidio terminal. A localizagdo em posigoes diferentes dessa estrutura,

nessas duas espécies, pode ser decorrente de uma inversdo paracéntrica no

brago cromossdmico que a contém.
As espécies do subgénero Trypargilum, T. nitidum (2n=30;

2AN=42), T. sp3 (n=15; AN=20), T. lactitarse (2n=30; 2AN=60), T. sp2

(2n=32; 2AN=52), T. sp4 (2n=32; 2AN=34) e T. albitarse (2n=32;

2AN=36 e 2n=34: 2AN=40), apresentar
tanto em termos do nimero de

am maior variabilidade do que as

espécies do subgénero Trypoxylon,

cromossomos quanto do nimero de bragos.
As espécies Trypoxylon sp3, T. nitidum e T. lactitarse, embora
apresentem o mesmo NUMEro de cromoss

quanto ao nimero de bragos (AN=20, 21 € 30), respectivamente. Acredita-

omos (n=15), diferem entre si

s€ que essa variabilidade observada seja devido a adicdo de

heterocromatina constitutiva, 0 que serd explicado na discussao da
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evolugdo do cariétipo do grupo, sob o prisma da hipétese da interagio
minima.
A heterocromatina é encontrada em maior quantidade nas espécies

que apresentam maior nimero de cromossomos com dois bragos, dos quais

a maioria apresenta no minimo um desses bragos totalmente

heterocromdtico (AM), como pdode ser comprovado tanto pelo padrio de

coloragio diferenciada dos cromossomos quanto pela técnica de bandas-C.

Em Trypoxylon lactitarse (Figura 7(B)), parece existir alguns

pares heteromérficos quanto aos padroes de bandas-C. Foi observado que

a heterocromatina da regiao pericentromérica dos bragos eucromdticos de-

alguns pares dos cromossomos AMe ¢ mais desenvolvida em um dos

homélogos.

Além desses provdveis polimorfismos, um outro foi observado na

populagio amostrada, quanto 3 morfologia cromossdmica do par 15.

Dentre as fémeas analisadas, observou-se que em algumas esse par €

constituido de dois Ccromossomos submetacéntricos (SM/SM, par

homomérfico) e em outras, de um cromossomo metacéntrico e outro

submetacéntrico (M/SM, par heteromorfico), sendo que ndo foi encontrado

nenhum individuo cujo par fosse constitufdo de dois Cromossomos

metacéntricos (par homom6rfico), embora fosse esperado (Figura 9(B)).

A auséncia de individuos com essa constituicio para tal par

cromossémico pode ser atribufda ao pequeno tamanho da amostra.
tanto O Cromossomo

Dentre o0s individuos machos analisados,

metacéntrico quanto 0O submetacéntrico foram encontrados. Esse

polimorfismo foi detectado em individuos de mesmo ninho e em

individuos de ninhos diferentes.

esse polimorfismo pode ser explicada simplesmente

A presenga d

por uma inversio pericéntrica, que converte 0 Cromossomo metacéntrico
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em submetacéntrico, ou vice-versa, como também pode ser decorrente de

uma mudanga do centrdmero funcional (IMAI, 1988b, 1991), conforme o

esquema representativo na Figura 16.

s
A S—— I.P. MSM B M.C.F.
*—-—-—-—*
I.P. SMM
— S
)

m(aMC) sm(a"®) m(aMC sM(AMC)

rica (I.P.); B) Polimorfismo de mudanga do centromero

A) Polimorfismo de inversdo pericent :
to correspondem as de heterocromatina e as em branco,

funcional (M.C.F.). As regides em pre
as de eucromatina.

FIGURA 16 - Representagao Esquemdtica dos Possiveis Rearranjos Envol-

vidos no Polimorfismo do Cromossomo 15 de T. lactitarse.

De acordo com a hipétese da interagio minima, IMAI et alii

(1988a, b) admitem que 0S cromossomos telocéntricos, originados a partir

de cromossomo com dois bragos, por fissio céntrica, sdo convertidos em

~ . a 1 M I 1
acrocéntricos (A) ou pscudo-acrocenmcos (AM), por crescimento em

tandem da heterocromatina constitutiva, € que essa regido heterocromdtica

conteria multiplos centromeros e telomeros dormentes ou inativos, 0s

quais poderiam ser reativados ¢ alterar a morfologia do cromossomo.

Esse mecanismo fol sugerido para 0s €asos de Myrmecia (pilosula)

(IMAI e TAYLOR, 1989) ¢ Myrmecia (piliventris) (IMAI et alii, 1988b).

IMAI (1991) admite, também, que a inat
elos quais 0s Cromossomos

ivagio e a reativagdo de

centrdmeros sdo uns dos mecanismos P
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acrocéntricos com brago curto e regido proximal do centrémero do brago
longo heterocromdtico (A°) e, ou, cromossomos pseudo-acrocéntricos com
heterocromatina na regido proximal do centrémero do brago eucromitico
(AM°) surgem a partir de cromossomo pseudo-acrocéntrico (AM),

Acredita-se que tal mecanismo € bastante consistente para explicar
a morfologia e os padrées de distribuigdo da heterocromatina nos
cromossomos AM¢, que constituem o cariétipo de 7. lactitarse.

O cromossomo 1 de 7. lactitarse, o cromossomo 14 de 7. nitidum
e os cromossomos 1 e 14 de T. sp3, todos metacéntricos com
heterocromatina na regido pericentromérica (M®), possivelmente sio
originados a partir de fusdes c€ntricas entre cromossomos acrocéntricos.

Uma dnica fusdo céntrica seria suficiente para originar esses
cromossomos, nas duas primeiras espécies, sendo, portanto, necessdrio
dois desses rearranjos na constitui¢do do cariétipo da dltima. A Figura 17
ilustra os possiveis mecanismos envolvidos na origem desses
Cromossomos.

As espécies T. (Trypargilum) sp4 (2n=32; 2AN=34) e T.
(Trypargilum) albitarse (2n=32; 2AN=36 e 2N=34; 2AN=40) diferem
bastante das demais espécies do presente estudo, no que se refere a
morfologia e ao tamanho dos cromossomos e a quantidade e a distribuigdo
da heterocromatina constitutiva. O cariétipo de ambas as espécies é
constituido praticamente de cromossomos acrocéntricos, sendo que em 7.
sp4 (Figura 11) o par 16 é constitufdo de dois grandes cromossomos
pseudo-acrocéntricos (AY¢), semelhantes dqueles encontrados no cariétipo
de T. lactitarse (Figura 7). A origem desses cromossomos pode ter se dado
a partir de um acrocéntrico, por crescimento em tandem de

heterocromatina constitutiva (C.T.H.C.).
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As regides em preto correspondem 3s de heterocromatina € as em branco, as de
eurocromatina. As setas pequenas indicam os locais de quebras.

FIGURA 17 - Representagdao Esquemdtica do Possivel Rearranjo Ocorrido
na Origem dos Cromossomos Metacéntricos (M) de T.
nitidum (Cromossomo 14), T. lactitarse (Cromossomo 1) e
T. sp3. (Cromossomos 1 e 14).

Em 7. albitarse (Figura 13(A, B e C)), entretanto, ocorre uma
variagdo numérica no cariétipo, possivelmente em razdo da ocorréncia de
um sistema de cromossomos supernuméricos. Estes cromossomos
encontrados no caridtipo dessa espécie podem ter sido originados a partir
de um cromossomo semelhante aquele do par 16 de 7. sp4, por rearranjos
de fissdo e mudanga do centrémero funcional.

Esse mecanismo parece ser consistente para explicar a origem dos
provédveis cromossomos B (M") observados no cariétipo de T. albitarse,
assim como a origem dos cromossomos do par 16, que também sdo
heterocromdticos. Esse mecanismo foi sugerido como possivel para
explicar a origem de cromossomos acrocéntricos e metacéntricos
heterocrométicos (A" e M"), encontrados em cariétipos de mamiferos
(IMAI 1991) e em Hymenoptera (HOSHIBA e IMAI, 1993).

O cariétipo de 7. (Trypargilum) sp2 (Figura 10) difere quanto ao
nimero de cromossomos (2n=32) das espécies do mesmo subgénero, 7.
nitidum (Figura 6), T. lactitarse (Figura 7) e T. sp3 (Figura 8), todas com
2n=30, que, como mencionado anteriormente, teve esse menor nimero de

cromossomos atribuido a fusdes céntricas, nas trés tltimas espécies.
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Nessas quatro espécies, o padrio de distribuicio de
heterocromatina constitutiva é semelhante na maioria dos cromossomos
que apresenta a mesma morfologia. A heterocromatina estd localizada na
regido pericentromérica dos cromossomos metacéntricos M, nas espécies
que apresentam esse tipo de cromossomos (as trés ultimas); nos bragos
curtos € na regido pericentromérica dos cromossomos acrocéntricos, com
excegdo de T. lactitarse, cujo cariftipo ndo apresenta cromossomo com
essa morfologia; e em toda a extensdo de um dos bragos dos cromossomos
pseudo-acrocéntricos, nas quatro espécies (Figuras 6(B), 7(A, B), 9(C) e
12(A)). Em T. lactitarse e T. sp2, contudo, a heterocromatina foi também
detectada na regido pericentromérica do brago eucromdtico desses
cromossomos, sendo que em alguns ocupa praticamente todos esses bragos

(Figuras 7 (A, B) e 10).

5.2. Comparagao dos Cariotipos de Espécies dos Subgéneros Trypargilum

e Trypoxylon

A andlise comparativa dos cariétipos de 7. (Trypargilum) sp2 e de
T. (Trypoxylon) fabricator evidenciou que ambos apresentam 0 mesmo
nimero de cromossomos e de bragos, 2n=32 ¢ 2AN=52 (Quadro 1).

As diferengas entre os cariftipos dessas espécies consistem na
proporgdo de cromossomos metacéntricos (M) e submetacéntricos (SM),
na nomenclatura convencional ou na propor¢io de bragos eucromdticos e
heterocromdticos dos cromossomos pseudo-acrocéntricos (AM), na
terminologia empregada neste trabalho.

Em Trypoxylon sp2, todos os cromossomos de dois bragos sdo
submetacéntricos ou AM, com o brago heterocromético maior que o

eucromdtico, enquanto em 7. fabricator, a relagdo entre os bragos é mais
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préxima de 1':1, na maioria dos cromossomos, isto €, sdo metacéntricos ou
AM, com bragos heterocromiticos e eucromdéticos basicamente de mesmo
tamanho. Outras diferengas observadas nos cariétipos dessas duas espécies
referem-se 4 presenga da estrutura mais clara intersticial do brago
heterocromético de um dos homélogos do par 10 de T. fabricator que,
como mencionado anteriormente, possivelmente corresponda a regido or-
ganizadora do nucléolo e, ou, constrigdo secunddria e de um polimorfismo
de banda-C no par 14 de Trypoxylon sp2 (Figuras 4 (A, B) e 10).

Os cari6tipos de T. (Trypargilum) sp2, T. (Trypoxylon) spl e T.
(Trypoxylon) asuncicola, todos com 0 mesmo nimero de cromossomos,
diferem entre si, com relagdo ao nimero dipléide de bragos (2AN=52, 38 ¢
40), respectivamente. O maior nimero de bragos em 7. sp2 € devido ao
crescimento em tandem da heterocromatina constitutiva, o que pode ser
observado quando se compara o nimero de cromossomos AM, sendo 20
nessa e 6 nas outras duas (Figuras 2, 3 (A, B) e 10).

A diferenca de dois bragos nos cariétipos de 7. spl e T.
asuncicola, como mencionado anteriormente, foi resultado de inversdo
pericéntrica (Figura 15).

O polimorfismo do par 1 de T. nitidum, do par 8 de T. asuncicola
e do par 14 de T. sp2 pode ser explicado por translocagdo, duplicagdo ou
por dele¢io em um dos homdlogos. A ultima possibilidade parece ser a
mais provdvel de ter acontecido, uma vez que ao comparar Os pareé
homomérficos para essa morfologia, percebe-se que sdo pseudo-
acrocéntricos (AM), com o brago heterocromdtico maior que o
eucromdtico, enquanto nos pares heteromérficos, um dos homélogos tem
essa propor¢do, mas no outro a relagdo entre os bragos € de
aproximadamente 1:1, indicando que houve dele¢cio de material

heterocromdtico (Figuras 3 (B), 5 (B), 6(B), 9(A), 10 e 12(A)).
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53 Evolugd‘b do Cariotipo em Trypoxylon de Acordo com a Hipotese da

Interagdo Minima

A hipétese da interagio minima foi proposta por IMAI et alii
(1986; 1988a, b), para explicar a distribuicdo ndo-aleatéria da freqiiéncia
de rearranjos de translocagido reciproca e robertsonianos, observada nos
dados citogenéticos obtidos em formigas. De acordo com essas
observagées, as espécies de formigas foram divididas em dois grupos, com
relagdo ao nimero de cromossomos: espécies com nimero cromossémico
baixo (n £ 12) e espécies com niimero cromossomico alto (n > 12).

A freqiiéncia de polimorfismo de translocagdo reciproca ocorre
preferencialmente em espécies do primeiro grupo (n < 12), enquanto a de
polimorfismo robertsoniano foi mais freqiiente em espécies do segundo
grupo (n > 12).

A denominagdo de hipétese da interagdo minima é para explicar
que os eucariotos tém evoluido no sentido de minimizar os riscos
genéticos ocasionados por mutagdes cromossOmicas deletérias,
principalmente a translocagio reciproca, que tende a reduzir o "fitness" em
heterozigotos, ou seja, que a evolugdo tem sido no sentido de diminuir o
contato (interagdo) entre os cromossomos ndo-homélogos no niicleo,
durante o paquiteno.

De acordo com a hipétese, o padrio de evolugdo do cariétipo tem
sido determinado pela propor¢io do genoma, em relagio ao volume
nuclear no paquiteno. Quanto maior for essa razdo, maior serd a interagdo
entre 0s cromossomos e, conseqiientemente, maior a probabilidade de
ocorréncia de translocagdes reciprocas. Dessa forma, a evolugdo do
cariétipo no sentido do aumento do nimero de cromossomos por

rearranjos de fissdes céntricas, diminuindo-os de tamanho e,



67

conseqiienterhente, as interagdes entre si, seria evolutivamente vantajosa
(adaptativa), uma vez que reduziria a probabilidade de ocorréncia de
translocagdes (IMAI et alii, 1986).

Considerando, ainda, a evolugdo do cariétipo sob o prisma dé
hipétese da interagdo minima, esta prediz também que outros mecanismos,
além da fissdo céntrica, sdo essenciais e estio envolvidos no processo:
crescimento em tandem da heterocromatina constitutiva (C.T.H.C.) e
inversdes pericéntricas. A fun¢ido da heterocromatina seria a de converter
os cromossomos telocéntricos, originados de um outro tipo de
cromossomos com dois bragos (M); por fissdo céntrica, em cromossomos
acrocéntricos (A) ou pseudo-acrocéntricos (AM), uma vez que
cromossomos telocéntricos apresentam instabilidade telomérica. A
inversdo pericéntrica com perda parcial ou total de heterocromatina
converteria esses Cromossomos em outros tipos, porém de tamanho menor
que os de origem (IMAI et alii, 1988a, b).

As constituigdes cariotipicas das espécies de vespas do género
Trypoxylon, analisadas neste trabalho, refor¢am a hipétese da interagdo
minima, e a discussio da evolugdo do cariétipo do grupo sob esse prisma é
consistente.

Considereando a variabilidade do ndmero dipléide de
cromossomos, observa-se que essa foi muito pequena (2n=30 a 34). A
mesma variabilidade é observada, se for considerado somente o nimero
dipléide de bragos eucromdticos (2ANE=30 a 34)2, ao passo que se for
analisada do ponto de vista do nimero dipléide de bragos (2AN=34 a 60) e

da morfologia dos cromossomos, percebe-se que essa variabilidade € bem

ampla.

2 O termo numero dipléide de bragos eucrométicos (2ANE) € criagio do autor da presente tese.
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Dianté dessas observagdes e de acordo com essa hipétese, supde-
se que o cariétipo ancestral dos Trypoxylon, com base nas espécies deste
estudo, provavelmente teve o nimero cromossdmico (n) entre 7 ¢ 8, e a
evolugdo seguiu em dire¢do ao aumento do nimero de cromossomos, por
fissio céntrica. A suposi¢gdo de um ancestral com baixo nimero
cromossomico foi também sugerida por vidrios autores, para diferentes
grupos de Hymenoptera. IMAI (1969) admite que os Hymenoptera mais
primitivos tiveram o ndmero hapléide de cromossomos entre 7 e 10;
NAITO (1978a, b; 1982) propds n=10 para o cariétipo ancestral dos
Tenthredinidae; HOSHIBA et alii (1989) admitem que o cariétipo
ancestral dos Hymenoptera teve nimero cromossémico menor ou igual a
12 (n<12). Essas suposi¢des foram feitas principalmente com base na
variabilidade morfolégica, numérica e na distribui¢io e conteido da
heterocromatina constitutiva.

No presente estudo, foi observado que o agente principal da
variabilidade cariotipica, tanto em nivel morfolégico quanto do nimero
dipléide de bragos, foi decorrente, principalmente, do conteido e da
distribui¢io da heterocromatina constitutiva. A presenga dessa
heterocromatina e de sua distribuigdo preferencial em um dos bragos dos
cromossomos reforga as pressuposi¢ées da hipétese da interagiio minima.

Essas observagdes sustentam, também, a suposi¢do do presente
trabalho de que realmente esses caridtipos sdao derivados de um tipo
ancestral com baixo nimero de cromossomos, por, principalmente, fissdo
céntrica e posterior crescimento de heterocromatina constitutiva.

HOSHIBA e IMAI (1993) propuseram que o0 nuimero de
cromossomos com um dos bragos heterocromdticos (A ou AM) aumenta, 2
medida que aumenta o nimero de cromossomos. Esses autores admitem

que essa correlagdo € uma forte indicagdo da alta instabilidade telomérica
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dos cromossomos telocéntricos, nos Hymenoptera. A ocorréncia desses
cromossomos € maior em abelhas e vespas, 0 que sugere que esses grupos
de organismos, mais do que as formigas, apresentam maior instabilidade
telomérica em cromossomos telocéntricos.

Essa suposigio € reforgada quando se comparam as espécies de
Trypoxylon estudadas neste trabalho, com as estudadas por HOSHIBA e
IMAI (1993). Observou-se que quanto menor 0 nimero de cromossomos
menor € a freqiiéncia de cromossomos com um dos bragos totalmente
heterocromdticos. Em Trypoxylon spl. (n=9), segundo os autores, a
maioria dos cromossomos € de morfologia metacéntrica, com
heterocromatina  pericentromérica, apresentando somente trés
cromossomos com um dos bragos heterocromiticos (cromossomos
acrocéntricos). J4 nas espécies T. absonator (n=14), T. petiolatum (n=14)
e T. sp2. (n=13), ainda segundo esses autores, com exce¢do da dltima, que
apresenta um cromossomo totalmente eucromdtico, as outras tém os
cromossomos com um dos bragos heterocromdtico; situagdo semelhante é
observada nos cariétipos das espécies estudadas neste trabalho.

As técnicas de coloragdo convencional e de bandas-C tém
oferecido bons resultados na caracterizagio numérica, morfolégica, do
contetdo e da distribui¢do da heterocromatina constitutiva, nos diferentes
trabalhos realizados com Hymenoptera. Contudo, a utilizagdo de novas
técnicas de bandamento, ainda pouco empregadas nos estudos
citogenéticos do grupo (G, NOR, R), assim como as de quantificagdo de
DNA, hibridizagdo "in situ", se faz necessdria para uma caractcrizaqﬁé
cariotipica mais completa, a qual fornece subsidios adicionais para o

entendimento do curso da evolugdo do cariétipo.



6. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de fornecer dados adicionais para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na evolugdo do cariétipo dos
Hymenoptera e dos Trypoxylon em particular, foram realizados estudos
citogenéticos em algumas espécies de vespas do referido género.

Foram estudados citogeneticamente 256 exemplares, pertencentes
a nove espécies. A variagdio de distribuicio do complemento
cromossdmico hapléide (n) foi de 15 a 17 e do nimero dipléide de bragos
(2AN), de 34 a 60.

Considerando a variabilidade do numereo dipléide de
cromossomos, observa-se que essa foi muito pequena (2N=30 a 34). A
mesma variabilidade é observada, se for considerado somente 0 nimero
dipléide de bragos eucromdticos (2ANE=30 a 34), ao passo que se for
analisada do ponto de vista do nimero dipléide de bragos (2AN=34 a 60) e
da morfologia dos cromossomos, percebe-se que essa variabilidade ¢ bem
ampla.

Diante dessas observagdes e de acordo com a hipétese da interagdo

minima, sob o prisma da qual a evolugdo do caridtipo foi discutida,
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conclui-se qué o cariétipo ancestral que deu origem aos Trypoxylon, com
base nas espécies estudadas neste trabalho e nas descritas na literatura
(HOSHIBA e IMAI, 1993), provavelmente tinha baixo ndmero de
cromossomos, € a evolugdo seguiu em dire¢do ao aumento do nimero de
cromossomos, por fissdes céntricas. _

Os resultados obtidos sugerem que o agente principal da
variabilidade cariotipica, apés a ocorréncia de fissGes céntricas, seja
decorrente do conteddo e da distribui¢do da heterocromatina constitutiva,
sendo também atribuida aos rearranjos de inversdes pericéntricas,
inversdes paracéntricas, mudanga do centromero funcional e fusdes
céntricas. Essas observagdes refor¢am a hipétese da interagdao minima de
IMALI et alii (1986, 1988a, b).

A discussdo da evolugdo do caridtipo com base na hipdtese da
interagdo minima é coerente, embora os dados ndo permitam maiores
discussdes a esse respeito. Uma discussio mais aprofundada poderd ser
assunto para trabalhos futuros, os quais poderdo vir a confirmar ou nio as

pressuposi¢des aqui apresentadas.
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