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EXTRATO

Dalbosco, Anderson Medeiros. M.S. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
novembro de 2020. Estudos cromossomicos em abelhas sem ferrao
(HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI) com énfase em espécies do estado de

Mato Grosso. Orientador: Dr. Marco Antonio Costa. Coorientadora: Adriane Barth.

As abelhas da tribo Meliponini, popularmente conhecidas como abelhas sem ferrao,
sao agentes que desempenham um importante papel na polinizagao de plantas
nativas e cultivadas. Dada a importancia destas abelhas para o meio ambiente, sédo
fundamentais os estudos que ampliem o conhecimento sobre a diversidade de
espécies, variabilidade genética e suas implicagbes evolutivas para esta tribo. O
presente estudo teve como objetivo analisar citogeneticamente espécies de abelhas
da Tribo Meliponini provenientes da fauna da regido de Mato Grosso, até o momento
pouco conhecida do ponto de vista citogenético. Neste estudo foram coletadas e
analisadas comparativamente amostras das espécies Tetragona clavipes (i),
Tetragona dorsalis (i) e amostras de diferentes localidades da espécie Trigona
pellucida (iii). A preparagao das laminas para obtencédo dos cromossomos metafasicos
foi realizada seguindo a técnica descrita por Imai et al. (1988). Posteriormente foram
aplicadas as técnicas de coloragao por fluorocromos CMA3/DAPI e hibridizacao in situ
fluorescente (FISH) utilizando sondas de rDNA 18S, sondas teloméricas e sonda
microssatélite (GA)1s. No estudo comparativo das espécies do género Tetragona foi
observado: (i) para a espécie Tetragona clavipes o numero cromossémico de 2n=34
com formula cariotipica 2K = 32 M-SM + 2 A. Os cromossomos apresentaram
predominédncia de regides heterocromaticas no brago curto da maioria dos
cromossomos. Marcagbes CMAs* foram observadas em 15 pares de cromossomos,
resultado divergente ao encontrado em estudos anteriores com esta espécie. A
hibridizagdo por FISH das sondas de rDNA 18S ocorreu em quatro cromossomos,
enquanto a sonda microssatélite (GA)1s revelou marcagdes nas extremidades de um
dos bracos de todos os cromossomos da espécie. Um heteromorfismo de tamanho foi
observado no primeiro par cromossdémico; (ii) Tetragona dorsalis também apresentou
0 numero cromossdmico de 2n=34 com formula cariotipica 2K = 32 M-SM + 2 A.
Entretanto, analises anteriores determinaram o niumero cromossdémico de n=18 para

esta espécie. Regides heterocromaticas foram observadas no brago longo da maioria

\"



dos cromossomos. Marcagées CMAs* ocorreram em treze pares de cromossomos e,
com padrao heteromorfico, em apenas um dos cromossomos do par dezessete. A
FISH com sondas rDNA 18S revelou marcagdes em quatro cromossomos, € com
sonda microssatélite (GA)1s foram, também, visualizadas marcagdes em apenas um
dos bragos de todos os cromossomos. Foi observado também um heteromorfismo de
tamanho envolvendo o par 17. Na segunda parte deste estudo foi caracterizado o
cariotipo de (iii) Trigona pellucida de diferentes localidades, que apresentou numero
cromossOmico de 2n=20 e formula cariotipica 2k = 18 M-SM + 2 A, resultado
divergente das outras espécies do género Trigona analisados em outros trabalhos,
que apresentaram 2n=34 em 11 espécies e 2n=32 em Trigona braueri. Para Trigona
pellucida regides heterocromaticas foram observadas ao longo do brago curto de seis
pares e no brago longo de quatro pares de cromossomos. Marcagbes CMA3* foram
visualizadas em todos os cromossomos. A FISH com sonda de rDNA 18S revelou uma
marcacao terminal no brago curto do nono par. Com a FISH usando sondas
teloméricas foi observado marcagcdes apenas em regides terminais no cariotipo. A
sonda microssatélite (GA)1s revelou marcagdes em todos os cromossomos, em trés
pares as marcagoes ficaram restritas ao brago longo dos cromossomos, enquanto nos
outros sete pares as marcagdes (GA)1s envolveram a extremidade dos dois bragos.
Os estudos aqui realizados trazem novas contribuicdes para o conhecimento
citogenético da Tribo Meliponini. A analise comparativa demonstrou que embora o
numero cromossdmico se mantenha conservado em T. clavipes algumas variagdes
evidenciam que a espécie esteja sofrendo processos de reorganizagdes estruturais
em seu genoma. Para T. dorsalis pudemos confirmar que o numero cromossémico da
espécie € de 2n=34. Ja a caracterizagdo citogenética de T. pellucida acrescenta
informagdes relevantes para o género Trigona e demonstra grandes diferengas
cromossOmicas numéricas que nao foram vistas em outras espécies deste género,
podendo indicar que T. pellucida tenha seguido um caminho evolutivo diferente das

outras espécies do género Trigona.

Palavras-chave: Fluorocromos, FISH, heteromorfismo, heterocromatina
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ABSTRACT

Dalbosco, Anderson Medeiros. M.S. Universidade Estadual de Santa Cruz, lIhéus
November 2020. Chromosomal studies in stingless bees (HYMENOPTERA,
APIDAE, MELIPONINI) with an emphasis on species in the state of Mato Grosso.
Advisor: Dr. Marco Antonio Costa. Co-supervisor: Adriane Barth.

Stingless bees are agents that play an important role in the pollination of wild and
cultivated plants. Given the importance of these bees to the environment, studies that
expand knowledge about species diversity, genetic variability and their evolutionary
implications for this tribe are essential. The present study aimed to analyze
cytogenetically species of the Meliponini Tribe belonging to the fauna of the state of
Mato Grosso, until now little known from the cytogenetic point of view. In this study,
samples of Tetragona clavipes (i), Tetragona dorsalis (i) and samples from different
locations of the species Trigona pellucida (iii) were collected and comparatively
analyzed. Metaphasic chromosomes were obtained using the technique described by
Imai et al. (1988). Subsequently, the techniques of CMA3/DAPI fluorochromic staining
and fluorescent in situ hybridization (FISH), using 18S rDNA probes, telomeric probes
and microsatellite probe (GA) 15 were applied. In the comparative study of the species
of the genus Tetragona it was observed: (i) for Tetragona clavipes the chromosome
number of 2n = 34 with karyotypic formula 2K = 32 M-SM + 2 A. There was a
predominance of heterochromatic regions in the short arm of most chromosomes.
CMAs* markings were observed on 15 pairs of chromosomes, a result that differs from
that found in previous studies with this species. FISH hybridization of the 18S rDNA
probes occurred on four chromosomes, while the microsatellite probe (GA)15
hybridized at the ends of one of the arms of all chromosomes of the species. A
heteromorphism in size was observed in the first chromosome pair; (ii) Tefragona
dorsalis also presented the chromosome number of 2n = 34 with karyotype formula 2K
= 32 M-SM + 2 A. However, previous analyzes determined the chromosome number
of n = 18 for this species. Heterochromatic regions were observed in the long arm of
most chromosomes. CMA3*™ markings occurred on thirteen pairs of chromosomes, with
a heteromorphic pattern on the chromosomes of pair seventeen. FISH with 18S rDNA
probes marked four chromosomes, and with microsatellite probe (GA) 15, markings
were also visualized on only one arm of all chromosomes. A size heteromorphism was

also observed in the 17th chromosomal pair. In the second part of this study (iii) the
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karyotype of Trigona pellucida from different locations showed a chromosome number
of 2n = 20, and a karyotype formula 2k = 18 M-SM + 2 A, a result that is different from
other species of the genus Trigona analyzed in other studies. , which presented 2n =
34 in 11 species and 2n = 32 in Trigona braueri. For Trigona pellucida heterochromatic
regions were observed along the short arm of six pairs and on the long arm of four
pairs of chromosomes. CMA3 + markings were visualized on all chromosomes. FISH
with the 18S rDNA probe revealed a terminal marking on the short arm of the 9th pair.
FISH using telomeric probes showed markings only in terminal regions on the
karyotype. The microsatellite probe (GA)15 revealed markings on all chromosomes, in
three pairs the markings were restricted to the long arm of the chromosomes, while in
the other seven pairs the markings (GA) 15 marked the end of both arms. The studies
performed here bring new contributions to the cytogenetic knowledge of the Meliponini
Tribe. The comparative analysis showed that although the chromosome number
remains conserved in T. clavipes, some variations show that the species is undergoing
structural reorganization processes in its genome. For T. dorsalis we could confirm that
the chromosome number of the species is 2n = 34. The cytogenetic characterization
of T. pellucida adds relevant cytogenetic information for the genus Trigona and
demonstrates greater numerical karyotype differences that were not seen in other
species of this genus, which may indicate that T. pellucida has followed a different

evolutionary path from the other species of the genus Trigona.

Keywords: Fluorochromes, FISH, heteromorphism, heterochromatin
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INTRODUCAO

O estado do Mato Grosso compreende trés biomas em seu territorio,
Amazobnia, Cerrado e Pantanal. Juntos Amazbnia e Cerrado abrangem 72% do
territério brasileiro e 92% da area mato-grossense (IBGE, 2019), contando com uma
ampla biodiversidade que apesar de ser muito estudada, devido a sua grandeza, pode
ser considerada pouco conhecida. As abelhas sem ferrdo, integrantes da tribo
Meliponini, formam um grupo amplamente distribuido nestes biomas, possuindo uma
importante fungdo na manutencao de formas de vida vegetal e animal, por atuar como
principais polinizadores de espécies vegetais nativas e cultivadas. Além disso, os
meliponineos desempenham grande importancia econdmica e cultural, através do
extrativismo do mel e polen (KERR et al., 2001).

Os representantes das abelhas sem ferrdo estao distribuidos por quase todo
o planeta, no entanto, a maior diversidade de meliponineos encontra-se na regiao
Neotropical (COSTA et al. 2003), que apresenta um total de 418 espécies ja
identificadas, sendo que no Brasil, ja foram catalogadas 244 espécies de
meliponineos (CAMARGO; PEDRO 2013; PEDRO, 2014). As acgdes de
desmatamento e queimadas principalmente ligadas a ampliagao da agricultura coloca
em risco a existéncia de muitas colbénias, o que prejudica ndo s6 a manutencao dos
ecossistemas, mas também a polinizagdo da prépria produgéo agricola (KERR et al.,
2001; MESSINGER et al., 2016).

Os primeiros estudos citogenéticos com a Tribo Meliponini abordavam apenas
0 numero cromossOmico das espécies (KERR, 1948). Com o avango nas pesquisas,
novas técnicas citogenéticas mais informativas e de maior resolugdo foram
desenvolvidas e passaram a ser aplicadas, como o uso de fluorocromos e citogenética
molecular, permitindo assim um maior detalhamento sobre a constituicdo e morfologia
cromossOmica nos meliponineos (FERNANDES; BARTH; SAMPAIO, 2013, LOPES et
al., 2014; MARTINS et al., 2013).

O género Tetragona Lepeletier & Serville, 1828 compreende um total de 13
espécies, das quais 8 ocorrem no Brasil, com predominancia de espécies em regides
do bioma Amazénia (CAMARGO; PEDRO, 2013). Tetragona clavipes (Fabricius,
1804) apresenta grande apelo comercial com produtos como mel e prépolis. Entre as
espécies deste género apenas quatro foram analisadas citogeneticamente (KERR,

1969; ROCHA et al., 2003; TARELHO, 1973).
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O género Trigona Jurine, 1807 apresenta um total de 32 espécies das quais
21 ocorrem no Brasil. Sua distribuicdo € ampla, ocorrendo por quase todo o territorio
nacional (CAMARGO; PEDRO, 2013, PEDRO, 2014). As espécies do género sao
importantes polinizadoras de culturas como a manga e a acerola (GIANNINI et al.,
2014). Estudos citogenéticos com o género Trigona foram realizadas até o momento
em doze espécies (COSTA et al., 2004; DOMINGUES et al., 2005; FERNANDES;
BARTH; SAMPAIO, 2013; FERREIRA, 2015; KERR, 1969; ROCHA et al., 2003;
SILVEIRA, 1972; TARELHO, 1973; WALDSCHMIDT et al., 2005). Ninhos de Trigona
pellucida Cockerell, 1912 foram encontrados nos estados de Mato Grosso, Para e
Rondbnia (CAMARGO; PEDRO, 2013).

Considerando a importancia e diversidade dos meliponineos para o meio
ambiente, a produgdo de estudos citogenéticos sdo de grande relevancia para o
entendimento de possiveis mecanismos envolvidos na evolugao do cariétipo, podendo
contribuir com o desenvolvimento de estratégias que visem a preservagao do grupo e
do ambiente em que vivem.

A proposta deste trabalho foi realizar estudos com a aplicag&o de citogenética
classica e molecular em espécies dos géneros Tetragona e Trigona pertencentes da
fauna do estado de Mato Grosso. O estudo teve como objetivos especificos:

- Obter amostras de abelhas do género Trigona e Tetragona no estado de
Mato Grosso;

- Descrever o caridtipo das espécies coletadas e consequentemente ampliar
as informacgdes citogenéticas nestes géneros.

- Comparar os dados obtidos neste estudo com outros estudos anteriores que
envolvam os géneros analisados;

- Inferir relagbes evolutivas entre as espécies com base nas diferengas e
similaridades cariotipicas observadas, assim como sobre a evolugcdo cariotipica

nestes géneros.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas gerais das abelhas e da tribo Meliponini

As abelhas constituem o maior grupo dentro da ordem Hymenoptera, que
também compreende as formigas e as vespas e, assim como os demais Hymenoptera,
apresenta o sistema de determinacéo do sexo por haplodiploidia, no qual os machos
haploides sao originados a partir de ovos nao fecundados através de partenogénese,
e as fémeas diploides se originam de ovos fecundados (MICHENER, 2007). Acredita-
se que as abelhas surgiram a partir das vespas, ha aproximadamente 125 milhdes de
anos, concomitante a grande radiagao das plantas com flores que ocorreu entre 130
a 90 milhées de anos (CRANE; FRIIS; PEDERSEN, 1995; WING; BOUCHER, 1998).

Sao consideradas como fundamentais e principais polinizadores de varias
espécies vegetais, o que pode ser explicado pela sua alta dependéncia de recursos
florais, como o pdlen e o néctar durante todos os estagios de sua vida (BAWA, 1990).
Esta caracteristica também as diferencia da maioria dos outros integrantes da ordem
Hymenoptera, que se utilizam quase que exclusivamente da captura de outros
artrépodes para alimentacéo (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). No planeta existem
mais de 20.000 espécies de abelhas, distribuidas principalmente nas regides tropical
e subtropical (MICHENER, 2007).

Os integrantes da tribo Meliponini sdo popularmente conhecidos como
abelhas sem ferrao, devido ao fato de seu ferrao ser atrofiado, o que lhes impossibilita
utilizar deste recurso para defesa (OLIVEIRA et al., 2013).

Na regido Neotropical, foram catalogadas 418 espécies de Meliponini,
distribuidas em 34 géneros, enquanto no Brasil sdo conhecidas 244 espécies,
distribuidas em 29 géneros (CAMARGO; PEDRO 2013; PEDRO, 2014; MELO, 2016).

Os representantes da tribo Meliponini sdo abelhas sociais, formando col6nias
permanentes compostas por milhares de individuos. Seus ninhos sdo construidos em
uma variedade de substratos, podendo se alojar em ocos e galhos de arvores, no solo,
colmos de bambu, hastes florais, cavidades pré-existentes em paredes, entres outros.
Os ninhos geralmente sdo construidos utilizando cera, resina e barro e o tamanho
pode ser variavel, dependendo da quantidade de individuos na colénia de cada

espécie e espacgo disponivel no local da nidificagcdo (MICHENER, 2007).
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Os meliponineos sao importantes integrantes da biodiversidade e do
ecossistema brasileiro, atuando como polinizadores, de arvores nativas e cultivos
agricolas economicamente importantes (GIANNINI et al., 2015; KERR et al., 2001).
Apesar de possuirem preferéncia por determinadas plantas, as abelhas sem ferrao
costumam visitar varias espécies de flores. Seus ninhos sao duraveis e muitas
espécies sao utilizadas de forma racional para a produgdo de mel, propolis,
geopropolis e o polen, sendo a criagdo de suas colbnias uma atividade muito atrativa
comercialmente (HEARD, 1999; ROUBIK, 2006; SILVA, 2002).

Os biomas mato-grossenses

O estado de Mato Grosso abrange os biomas Amazénia, Cerrado e Pantanal
em seu territorio. Amazdnia € o bioma que compreende a maior extensao territorial no
Brasil, estando presente em cerca de 49% do territério nacional e 53% da area do
estado de Mato Grosso. Seu clima é umido e quente, com chuvas bem distribuidas
durante todo o ano (IBGE, 2019). A biodiversidade do Bioma Amazénia, devido a sua
vasta extenséao territorial, ainda pode ser considera pouco conhecida. S6 entre 1999
e 2009 foram descobertas mais de 1.200 novas espécies na Amazbnia, 0 que
demonstra a grandeza da biodiversidade ainda desconhecida neste bioma (WWF,
2010).

O bioma Cerrado € o segundo maior bioma em extensao territorial tanto no
Brasil como no estado de Mato Grosso, estando presente em aproximadamente 23%
do territério nacional e em 39% do territério mato-grossense (IBGE, 2019). O clima
neste bioma é tipicamente sazonal, devido aos regimes pluviais (PROENCA;
OLIVEIRA; SILVA, 2000). E considerada uma das regides de maior biodiversidade do
planeta, contando com mais de 160 mil espécies, sendo o grupo dos insetos 0 mais
numeroso, ultrapassando as 90 mil espécies ja encontradas (RATTER; RIBEIRO;
BRIDGEWATER, 1997; MMA, 2016). Em estudos realizados com a biologia floral do
Cerrado e analise de inventarios base, foi estipulado a existéncia de 494 espécies de
abelhas, distribuidas em cinco familias, sendo a familia Apidae a mais numerosa,
compreendendo um total de 58% das abelhas do Cerrado (SANTOS, 2009).

O bioma Pantanal esta presente apenas nos estados de Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, ocupando cerca de 2% do territério brasileiro. Sua vegetacédo se

assemelha a Caatinga, ao Cerrado e a pequenas areas de floresta Amazobnica e a
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mata Atlantica, mas o que o diferencia destes biomas sao suas planicies de inundacao
continua, que sdo as maiores do planeta. Nos periodos de inundagdes, boa parte da
fauna se refugia em areas mais elevadas, retornando logo apds as aguas baixarem.
Apesar de se assemelhar com biomas vizinhos, muitas espécies que vivem no entorno
nao ingressam na planicie pantaneira, desta forma, o Pantanal pode atuar como
barreira ecolégica e corredor de dispersdo de muitas espécies (FERNANDES;
SIGNOR; PENHA, 2010; IBGE, 2019).

A Amazébnia e o Cerrado, além de apresentarem ampla biodiversidade,
também apresentam em comum um forte avanco na perda de habitats naturais, que
sao causados principalmente por acées de queimadas e desmatamento, sendo a
ampliagao da agropecuaria um dos principais motivos que levam a estas agées (MMA,
2016). As abelhas sem ferrao ndo apresentam mecanismos que permitam deslocar
as colbnias em casos de destruicao do ambiente, o que ocasiona na perda de colénias
inteiras. Além do desmatamento e das queimadas, o uso indiscriminado de inseticidas
em conjunto com a falta de preparo e conhecimento sobre a criagdo de maneira
racional de meliponineos vém contribuindo para a reducdo de muitas colénias nos
ambientes naturais, prejudicando a manuten¢do dos ecossistemas (KERR et al.,
2001). Estas agdes refletem diretamente na produgéo agricola que com a polinizagéao
menos eficiente sofre com quedas na qualidade e quantidade dos frutos gerados
(MESSINGER et al., 2016).

Com grande importancia para o meio ambiente, estudos que acrescentem
dados sobre a variabilidade genética, a riqueza de espécies e a compreensao dos
fatores evolutivos dos meliponineos sdo fundamentais, uma vez que estas abelhas se
distribuem amplamente ao longo dos biomas mato-grossenses e apresentam papel
fundamental para a manutencdo dos ecossistemas ali presentes. Estes estudos
podem auxiliar também na elaboracdo de politicas e estratégias que visam a
preservagao deste grupo, auxiliando na preservagcdo dos ambientes em que estas

vivem.

A Citogenética da Tribo Meliponini
A Citogenética € uma ciéncia que reune estudos envolvendo a estrutura,
funcao, variacdo e evolucdo dos cromossomos. As informacdes provenientes de

analises citogenéticas tém sido amplamente usadas para auxiliar na compreensao da

13



filogenia de diversos grupos e também na separacdo de espécies que sao
morfologicamente semelhantes (GUERRA, 1988; SUMNER, 2003).

Os estudos citogenéticos com a tribo Meliponini iniciaram-se com Kerr (1948),
que determinou o numero cromossémico de algumas das espécies do género
Melipona llliger, 1806. No entanto, neste estudo foi utilizada a técnica de
esmagamento para fixagao do material biolégico em |aminas, que apresentava baixa
resolugao.

Imai, Taylor e Crozier (1988) desenvolveram a técnica de fixacdo de
Cromossomos com secagem ao ar, que permite uma boa resolucdo para
caracterizagao dos cromossomos. Esta técnica permitiu uma melhor visualizagado dos
cromossomos de himenopteros e favoreceu a citogenética das abelhas. A maioria dos
dados citogenéticos de abelhas sem ferrdo foram levantados com o uso de técnicas
de bandeamento classicas (BRITO; POMPOLO, 1997; COSTA et al., 1992; COSTA,;
BRITO; MIYAZAWA, 2004; DOMINGUES et al., 2005; POMPOLO; CAMPOS, 1995).

Com o avango nas pesquisas, novas técnicas citogenéticas de maior
resolugcao e mais informativas passaram a ser aplicadas, como o uso de fluorocromos
e hibridizagao in situ, permitindo assim um maior detalhamento sobre a morfologia e
constituicdo cromossbmica das abelhas sem ferrdo (FERNANDES; BARTH;
SAMPAIO, 2013; LOPES et al., 2014; MARTINS et al., 2013). As Técnicas de
citogenética molecular sdo mais sensiveis na detecgcdo de polimorfismos em
organismos que apresentam constancia em seu numero cromossdmico, quando
comparadas com as técnicas de citogenética classica (DUARTE et al., 2009; GODOY;
FERREIRA; LOPES, 2013; MAMPUMBU, 2002).

O uso de sondas de rDNA e sequéncias repetitivas tem gerado dados
importantes sobre a organizagdo do genoma em eucariotos (CABRAL-DE-MELO et
al., 2011; CIOFI; KEUNOVSKY; BERTOLLO, 2011; CUADRADO; CARDOSO; JOUVE,
2008; CUADRADO; JOUVE, 2011; KAVALCO et al., 2013; PALACIOS-GIMENEZ;
CABRAL-DE-MELO, 2015), servindo de ferramenta utii em estudos evolutivos
(CABRAL-DE-MELO et al., 2011; NGUYEN et al., 2010) e na diferenciagéo entre
cromossomos supranumerarios e autossémicos (MILANI; CABRAL-DE-MELO, 2014).

Em revisao realizada por Tavares, Lopes e Campos (2017) foram citadas 104
espécies de meliponineos caracterizadas citogeneticamente. Trabalhos posteriores
realizados por Andrade-Souza et al. (2018) e Novaes (2019) elevaram o numero de
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espécies para 107, representando 26% das espécies de meliponineos da regiao
neotropical cariotipadas. Os géneros Melipona (23 espécies), Trigona (12 espécies) e
Partamona (11 espécies), sdo os mais estudados entre os meliponineos, enquanto os
géneros Aparatrigona, Meliwillea, Nogueirapis, Paratrigonoides, Schwarzula e
Trichotrigona até o momento nao apresentam nenhuma espécie analisada

citogeneticamente.

Evolugao cromossdémica em Meliponini

Para tentar explicar as alteracbes cariotipicas relacionadas ao numero e a
estrutura cromossémica dos meliponineos, dois caminhos evolutivos foram propostos.
O primeiro deles foi sugerido por Kerr e Silveira (1972) que considerava eventos de
poliploidia que surgiram de forma independente em diferentes géneros, como o
principal evento responsavel pela evolugdo cromossOmica das abelhas. Através de
novos estudos citogenéticos, a teoria de poliploidia tem perdido forga em prol da
Teoria da Interagdo Minima (HOSHIBA; IMAI, 1993; IMAI et al., 1994, 2001) que
pressupde fissdo e fusdo céntricas como principais mecanismos envolvidos na
evolugdo cromossOmica em diversos grupos de himenodpteros (HOSHIBA; IMAI,
1993).

A Teoria da Interacdo Minima propde que a evolucdo do caridtipo favorece
um aumento no numero de cromossomos através de fissdo céntrica, resultando em
uma reducdo no tamanho dos cromossomos e, apos a fissdo, o crescimento em
tandem da heterocromatina tende a ocorrer nos pontos de quebra, restaurando a
estabilidade dos telomeros (IMAI et al., 1994, 2001). Com base na Teoria da Interacao
Minima, o ancestral comum dos meliponineos possuiria um numero baixo de
cromossomos, 0s quais aumentariam ao longo do tempo através de processos de
fissdes com subsequente aumento da heterocromatina (COSTA; BRITO; MIYAZAWA,
2004; GODOY; FERREIRA; LOPES, 2013; KRINSKI et al.,, 2010; MIRANDA,;
FERNANDES; LOPES, 2013). Também poderiam ocorrer redu¢cées no numero de
cromossomos através de eventos de fusdo céntrica, que atuaria como um mecanismo
de eliminagdo de heterocromatina constitutiva (HOSHIBA; IMAI, 1993; IMAI et al.,
1988, 2001)

Analises filogenéticas realizadas por Rasmussen e Cameron (2010)

reconhecem a presenga de trés clados distintos na linhagem Neotropical da Tribo

15



Meliponini: Trigonisca s.I., Melipona s.I. e “demais meliponineos neotropicais. Tavares,
Lopes e Campos (2017), ao realizar uma revisdo sobre a citogenética desta tribo,
observaram que o numero haploide de cromossomos dos seus integrantes variava
entre n=8 a n=18, formando trés grupos principais, com n=9, n=15 e n=17.

O numero cromossOmico de n=17 é o mais frequente na Tribo Meliponini
sendo encontrado na maioria dos géneros presentes no grupo dos demais
meliponineos neotropicais. Os caridtipos com n=9 foram visualizados apenas nos
integrantes do clado Melipona s.I., sendo esta uma caracteristica do grupo. Em trés
subespécies de Melipona seminigra foi observado o numero cromossémico haploide
de n=11, indicando a ocorréncia de fissao de dois cromossomos (ANDRADE-SOUZA
et al., 2018). O conjunto haploide de n=15 foi observado em seis géneros, sendo os
géneros Celetrigona, Trigonisca e Leurotrigona pertencentes ao clado Trigonisca s.!.
e Geotrigona, Duckeola e Frieseomelitta ao clado dos “demais meliponineos
neotropicais”. Esta observagdo pode demonstrar que o cariétipo de n=15 surgiu de
forma independente mais de uma vez durante a historia evolutiva da Tribo Meliponini
(TAVARES; LOPES; CAMPOS, 2017).

Considerando que os caridtipos com alto numero de cromossomos sao 0s
mais comuns na tribo Meliponini, sugere-se que o ancestral comum do cariétipo de
todos os meliponineos tenha um numero cromossémico elevado (n=17-20) e que este
numero pode ter sido mantido em alguns grupos. Os carioétipos com numeros
haploides inferiores a n=17 podem ter se originado através de fusdes céntricas, o que
poderia ajudar a explicar os cariétipos encontrados nas espécies dos clados
Trigonisca s.l. e Melipona s.I. As analises citogenéticas realizadas até o momento com
os meliponineos da regido Neotropical corroboram, com base no numero
cromossOmico, com a filogenia proposta por Rasmussen e Cameron (2010)
(TAVARES; LOPES; CAMPOS, 2017).

Em geral o numero cromossémico das espécies de um mesmo género tende
a ser conservado, mas alguns outros aspectos citogenéticos como a morfologia dos
cromossomos, a quantidade e a disposi¢ao de heterocromatina e eucromatina podem
apresentar variagboes, que sao importantes para auxiliar em analises evolutivas e
taxondmicas desta tribo (BARTH et al., 2011; BRITO, 1998; DUARTE; MARTINS;
WALDSCHMIDT, 2009; LOPES et al., 2014; MIRANDA, 2012; MIRANDA et al., 2013;
ROCHA et al., 2002). Desta forma, a aplicacéo de técnicas de citogenética classica e
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molecular podem resultar em dados importantes, que podem ser usados em estudos
envolvendo a comparacgao de processos evolutivos que talharam a diversificagao dos
meliponineos.

Cromossomos supranumerarios também denominados de cromossomos B
também foram visualizados em 6 espécies de trés diferentes géneros de meliponineos
(TAVARES; LOPES; CAMPOS, 2017).

Apesar da Teoria da Interacdo Minima ser a mais citada para explicar a
evolugdo dos meliponineos, em alguns casos diversos tipos de rearranjos
cromossOmicos precisam ser considerados para explicar algumas variagdes
(TAVARES; LOPES; CAMPOS, 2017).
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CAPITULO 1: Analise citogenética de duas espécies do género
Tetragona Lepeletier & Serville, 1828 (Hymenoptera, Apidae,

Meliponini)

Resumo

O género Tetragona € composto por treze espécies das quais oito tem registro de
ocorréncia no Brasil; destas apenas quatro possuem dados citogenéticos disponiveis
em literatura. Neste estudo, técnicas de coloragdo convencional com Giemsa,
coloragao sequencial com fluorocromos CMA3/DAPI e FISH com sondas de rDNA 18S
e microssatélite (GA)1s foram utilizadas para caracterizar os caridtipos das espécies
Tetragona clavipes e Tetragona dorsalis, provenientes do estado do Mato Grosso.
Tetragona clavipes apresentou 0 numero cromossémico de 2n=34, com férmula
cariotipica diploide 2K = 32 M-SM + 2A, e predominancia de regides heterocromaticas
no brago curto da maioria dos cromossomos. Regides ricas em pares de bases GC
foram observadas em 15 dos 17 pares de cromossomos. A férmula cariotipica e os
resultados obtidos com fluorocromos CMA3/DAPI divergiram dos observados em
estudos anteriores. Com a hibridizacao fluorescente in situ de sondas de rDNA 18S,
foram observadas quatro marcagdes terminais no brago curto de dois pares de
cromossomos. Utilizando sondas microssatélites (GA)1s as hibridizagdes ocorreram
em todos os cromossomos, restritas as extremidades de um dos bragos. Em
Tetragona clavipes também foi observado um heteromorfismo de tamanho no primeiro
par cromossdmico. Tetragona dorsalis apresentou 0 numero cromossdmico de 2n=34
com férmula cariotipica diploide 2K = 32 M-SM + 2 A, e regides heterocromaticas nos
bragos longos da maioria dos cromossomos. Marcagdes de regides ricas em GC foram
visualizadas em 13 pares de cromossomos e na regidao terminal do brago curto de
apenas um dos cromossomos do par 17, neste par também foi visualizado um
heteromorfismo de tamanho cromossémico. A sonda de rDNA 18S hibridizou gerando
marcagdes em quatro cromossomos, sendo que dois cromossomos marcaram em
regides terminais no brago curto e outros dois cromossomos marcaram em regioes
intersticiais do brago longo. A sonda do microssatélite (GA)1s gerou o padrdo de
marcacdes em apenas um dos bracos de todos os cromossomos de Tetragona

dorsalis. A analise comparativa das duas espécies demonstra que, embora o nimero
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cromossOmico dentro do género seja conservado, existem diferencas consideraveis

entre os caribtipos destas.

Palavras-chave: abelhas sem ferrao, fluorocromos, nimero cromossémico,
Hibridizag&o Fluorescente in situ

1. Introducao

O género Tetragona Lepeletier & Serville, 1828 (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini) compreende um total de 13 espécies distribuidas do México até o sudeste
do Brasil, com predominancia de espécies em regides de bioma Amazdnia
(CAMARGO & PEDRO, 2013). Oito das 13 espécies de Tetragona ocorrem no Brasil:
Tetragona clavipes Fabricius, 1804; Tetragona dorsalis Smith, 1854; Tetragona
essequiboensis Schwarz, 1940; Tetragona goettei Friese, 1900; Tetragona
handlirschii Friese, 1900; Tetragona kaieteurensis Schwarz, 1938; Tetragona
quadrangula Lepeletier, 1836 e Tetragona truncata Moure, 1971 (CAMARGO &
PEDRO, 2013). Assim como outras espécies de abelhas sem ferrdo da tribo
Meliponini, durante as visitas as plantas para coletas de pdlen e néctar para producao
de mel, estas abelhas desempenham importante trabalho de polinizagcédo, o que as
tornam espécies com apelo comercial e um atrativo para a sua criagao e manejo.

Tetragona clavipes € uma espécie que apresenta colénias bem populosas,
podendo produzir uma grande quantidade de mel e prépolis (CORTOPASSI-
LAURINO et al., 2006). E conhecida popularmente como abelha “bora” e, no Brasil,
seus ninhos ja foram encontrados em quase todos os estados, do Amazonas ao Rio
grande do Sul (SILVEIRA et al., 2002; CAMARGO & PEDRO, 2013). Tetragona
dorsalis, popularmente conhecida como abelha “boca de vidro” € menos conhecida
guanto ao seu potencial de utilizacdo comercial. Sua ocorréncia parece estar restrita
entre o estado do Amazonas e o Mato Grosso (SILVEIRA et al., 2002; CAMARGO &
PEDRO, 2013).

Estudos citogenéticos foram realizados, até o presente, em apenas quatro das
13 espécies descritas de Tetfragona. Os numeros cromossémicos n=17 e 2n=34 foram
registrados em T. clavipes em amostras de localidades nos Estados de Sao Paulo e
Minas Gerais (ROCHA et al., 2003; TARELHO, 1973), n=17 em T. quadrangula de
localidades de Goias e S&o Paulo (TARELHO, 1973), n=17 em T. truncata de Goias
(TARELHO, 1973) e n=18 em T. dorsalis de localidade n&o conhecida (KERR, 1969).
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A maioria dos estudos anteriores envolveram basicamente analises de
citogenética classica com coloragdo convencional. Em alguns casos, ainda foram
utilizadas técnicas de preparacdo de laminas por esmagamento, de menor poder de
resolucao para cromossomos de abelhas (TARELHO, 1973; KERR, 1969). Tetragona
clavipes € a unica com dados de coloragdo com fluorocromos (ROCHA et al., 2003).

O acumulo e a reavaliagao por novas técnicas de dados citogenéticos sobre
as espécies de abelhas sdo importantes para subsidiar as analises citotaxondmicas,
filogenéticas e evolutivas no grupo. Neste estudo, novas amostragens e técnicas
citogenéticas classicas e moleculares foram realizadas com as espécies T. clavipes e
T. dorsalis, com a finalidade de se obter novos caracteres citogenéticos de melhor

resolucao para as duas espécies.

2. Materiais e Métodos

Foram coletadas amostras de favos contendo pré-pupas de um ninho de T.
clavipes (11°30'12.5" S 58°34'37.5" W) e um ninho T. dorsalis (11°31'45.0" S
58°49'00.2" W) diretamente na natureza no municipio de Juina no estado de Mato
Grosso. Os espécimes identificados pelo Dr. Gabriel A. R. Melo foram depositados na
Colecao Entomoldgica Pe. J. S. Moure da Universidade Federal do Parana (DZUP),
Curitiba, Brasil.

A preparacédo das laminas para a obtengdo dos cromossomos metafasicos e
coloracdo convencional com Giemsa foram feitas pela maceracdo individual de
ganglio cerebral de pré-pupas, segundo a técnica descrita por Imai et al. (1988). A
coloragao com fluorocromos CMA3/DAPI seguiu o protocolo de Schweizer (1980).

A técnica de FISH foi realizada seguindo o protocolo de Pinkel et al. (1986),
com estringéncia de 77%. A sonda de rDNA 18S foi amplificada por reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), utilizando-se o kit de Taq polimerase (Fermentas) conforme
recomendacdes do fabricante e com uso dos primers 629F
AAAGCTCGTAGTTGAATCTGTG e 1300R CTGGTGAGGTTTCCCGT TTG (WARD;
DOWNIE, 2005). Os produtos resultantes da PCR foram marcados com biotina
utilizando o kit de BioNick™ Labeling System da Invitrogen®. Para a detecgéo do sinal
o material foi incubado com Estreptavidina-FITC (Vector).

A sonda microssatélite (GA)1s foi marcada diretamente com 6-

Carboxytetramethyl Rhodamine (TAMRA) durante a sua sintese pela Sigma (Sigma-
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Aldrich, MO, USA). Todas as laminas de FISH foram montadas usando Antifading
Vectashield (Vector laboratories) contendo DAPI.

Foram analisadas o minimo de dez individuos por colénia e 0 minimo de dez
metafases por lamina. As metafases foram analisadas e fotografadas em um
Microscopio de Epifluorescéncia Olympus BX51 com camera Olympus DP72 e
software Image-Pro Plus, Versao 6.3. Os cariétipos foram editados no software Adobe
Photoshop CC 20. Os cromossomos foram organizados nos cariogramas em ordem
decrescente de tamanho com o auxilio do software ImagedJ 1.52a, utilizado para
determinar a razdo entre os bragos cromossémicos e classificar conforme a

nomenclatura proposta por Levan et al. (1964).

3. Resultados e discussao

As duas espécies analisadas neste trabalho apresentaram o numero
cromossOmico diploide de 2n=34 e férmula cariotipica diploide de 2K = 32 M-SM + 2
A, entretanto, foram observadas diferengas interespecificas na morfologia
cromossOmica (Figura 1).

Kerr (1969) relatou o numero cromossomico de n=18 para T. dorsalis.
Nenhuma analise posterior resgatou este numero em Tetragona (ROCHA et al., 2003;
TARELHO, 1973). Esta diferenga, provavelmente pode ser atribuida a um artefato de
técnica, uma vez que naquele estudo foi utilizada a técnica de esmagamento para
coloracédo convencional. Esta técnica geralmente apresenta baixa resolugao devido
ao menor espalhamento dos cromossomos. A técnica de secagem ao ar utilizada
atualmente oferece boa resolugcédo conforme observada nos presentes resultados e na
maioria dos estudos (BARBOSA, 2018; BARTH et al., 2011, BRITO, 1998;
FERREIRA, 2015; IMAI et al., 1988; ROCHA et al., 2003; TRAVENZOLI et al., 2019)
desenvolvidos com abelhas depois de Kerr (1969). Desta forma confirma-se a
determinagdo com seguranga do numero 2n=34 (n=17) para esta espécie, mas um
aumento de amostragem nos pontos de distribuicdo da espécie analisada no estudo
anterior, no entanto, pode trazer novidades quanto a isso € ndo deve ser descartada.

Tetragona clavipes apresentou segmentos heterocromaticos no brago curto
de 12 pares cromossémicos (pares 1 ao 9, 11, 13 e 15) e no brago longo dos pares
14, 16 e 17. Os pares 10 e 12 sao totalmente eucromaticos (Figura 1A e 1C). Em um

estudo anterior, Rocha et al. (2003) ao analisarem uma colénia de T. clavipes de
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Vigosa-MG, observaram segmentos heterocromaticos presentes no brago curto de 14
pares de cromossomos, no brago longo de dois pares e por toda a extensao de um
par de cromossomos. Apesar de Rocha et al. (2003) classificarem os cromossomos
usando nomenclatura cromossémica diferente (i.e. IMAI et al. 1988) para T. clavipes,
observamos diferengas na formula cariotipica, visto que o estudo anterior registrou
seis cromossomos acrocéntricos, tendo este numero diminuido para dois
cromossomos (par 10) em nossas amostras. Também foram observadas diferengas
quando a distribuicdo de heterocromatina em alguns pares de cromossomos, e a
presenca de dois pares de cromossomos totalmente eucromaticos sem
correspondentes no estudo anterior. Os dois cromossomos totalmente
heterocromaticos observados por Rocha et al. (2003) ndo apresentaram
correspondentes com este estudo. Variagdes intra-especificas sédo indicadas por estes
resultados pelas incongruéncias observadas em T. clavipes, visto que as amostras do
presente estudo e o de Rocha et al. (2003) foram coletadas em locais distintos.

O primeiro par cromossdémico de T. clavipes apresentou heteromorfismo de
tamanho nas amostras analisadas, sendo o primeiro cromossomo o maior do cariotipo
e seu par mais curto. Este heteromorfismo de tamanho também foi observado nos
cariétipos apresentados por Rocha et al. (2003).

A distribuicdo de segmentos heterocromaticos em T. clavipes diferiu
substancialmente de T. dorsalis, espécie na qual apresentou regides heterocromaticas
nos bragos longos da maioria dos cromossomos. Tetragona dorsalis apresentou sete
pares cromossémicos com heterocromatina nos bragos curtos (pares 1, 2, 5, 6, 7, 10
e 17) e em nove pares nos bragos longos (pares 3, 4, 8, 9, 11, 12, 14, 15 e 16). O par
13 é predominantemente eucromatico em toda sua extensao. O par 17 apresentou um
heteromorfismo de tamanho (Figura 1B e 1D).

Os resultados da coloragdo com fluorocromos CMA3/DAPI para a espécie T.
clavipes também foram divergentes do encontrado por Rocha et al. (2003), que
observaram marcagdes CMAs* na regido terminal de trés pares de cromossomos,
enquanto neste trabalho foram observadas marcacdes CMA3* em 15 pares de
cromossomos (Figuras 2A, 2C e 3A), sendo oito pares com marcagdes em regides
terminais (pares 1, 4, 6, 9, 10, 13, 14 e 17), trés pares com marcagdes terminais em
ambos os bragos cromossémicos (2, 7 e 12) e trés pares com marcagdes em regides
intermediarias e terminais dos cromossomos (5, 8 e 11). O par 3 foi o unico par a
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apresentar marcacdes terminais em ambos os bracos cromossdmicos e uma
marcagao intermediaria no brago longo. Os pares 6 e 7 apresentaram toda a extensao
do brago longo marcado por CMAs*, enquanto o par 8 apresentou marcagao CMAs*
por toda a extensao do braco curto.

Estas observacbdes indicam que apesar do numero cromossémico ser
conservado na espécie T. clavipes, divergéncias entre a disposicao da cromatina e
regides ricas em pares de base GC podem indicar que a espécie esteja sofrendo um
processo de reorganizagdo estrutural no genoma através de rearranjos envolvendo
estas regides.

Em T. dorsalis (Figura 2B, 2D e 3B) observou-se marca¢gdes CMA3s* em 13
pares e em um cromossomo do par 17, sendo sete pares com marcag¢des apenas nas
regides terminais (pares 2, 4, 6, 8, 9, 10 e 15), cinco pares com marcagdes em regides
intermediarias e terminais dos cromossomos (1, 3, 5, 12 e 14) e o par 11 com
marcacoes terminais em ambos os bragos cromossdmicos. Nos pares 7, 13 e 16 ndo
foram observadas marcagdes CMAs. A marcagao CMAs* existente na regidao terminal
de apenas um cromossomo do par 17 esta relacionada com o heteromorfismo de
tamanho observada neste par, indicando que vem ocorrendo um rearranjo nesta
regiao do par cromossémico.

A técnica de FISH com sonda ribossomal 18S revelou quatro marcacdes em
regides terminais do brago curto de dois pares de cromossomos em T. clavipes (Figura
4A), que coincidem com uma das marcagdes CMAs* observadas nos pares 2 e 4.
Tetragona dorsalis também apresentou quatro marcagbes em dois pares de
cromossomos, sendo duas em regides terminais no brago curto e duas em regides
intermediarias do brago longo (Figura 4B), que correspondem respectivamente com
um das marcag¢des CMAs3* observadas nos pares 6 e 14.

Com a técnica de FISH usando sondas microssatélites (GA)is foram
observadas marcacbes em apenas um dos bracos de todos os cromossomos has
duas espécies analisadas. Tetragona clavipes apresentou marcagdes (GA)15 no brago
longo de 11 pares (1, 2, 5, 6, 9, 10, 11, 14, 15, 16, 17) e no brago curto de seis pares
(3, 4,7, 8, 12, 13) (Figuras 5A e 5C), enquanto para T. dorsalis foram visualizadas
marcagdes no braco longo de seis pares (1, 4, 6, 9, 11, 16) e no brago curto de 11
pares cromossomicos (2, 3, 5,7, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 17) (Figura 5B e 5D).
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Neste estudo foram observadas marcagdes (GA)15s em regides eucromatica e
heterocromaticas dos cromossomos nas duas espécies de Tetragona, no brago curto
ou longo, ndo sendo constatado uma relacdo direta entre estas regibes e as
marcagodes de (GA)15 e CMAs™.

Os dados apresentados com as técnicas de FISH com rDNA 18S e
microssatélite (GA)1s sdo inéditos para as duas espécies do género Tetragona
analisados neste trabalho, bem como os resultados obtidos através da dupla
coloragao com Fluorocromos CMA3/DAPI para a espécie T. dorsalis.

Os novos dados apresentados neste estudo, acrescentam informacgdes
citogenéticas importantes ao género Tetragona, demonstrando similaridades no
numero cromossémico, férmula cariotipica e numero demarcacdes de rDNA 18s, nas
duas espécies de Tetragona analisadas neste estudo. Novas analises com amostras
de outras localidades e espécies deste género ainda néo cariotipadas sao importantes

para uma melhor compreensao cariotipica do grupo.
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Figura 1. Cari6tipos e metafases de Tetragona submetidos a coloragao com Giemsa.

A e C. T. clavipes. B e D. T. dorsalis
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Figura 2. Cari6tipos e metafases de Tetragona submetidos a dupla coloragdo com

CMAs3 em verde e DAPlI em azul. A e C. T. clavipes. B e D. T. dorsalis.

a. Tetragona clavipes

1 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17
b. Tefragona dorsalis

Figura 3. Ideograma representando o conjunto haploide com dados obtidos através
da coloragéo sequencial com fluorocromos CMA3/DAPI. Azul para DAPI e verde para
CMAs. A. T. clavipes, par 1 demonstra a heteromorfia de tamanho. B. T. dorsalis, par
17 demonstra a heteromorfia de tamanho e marca¢gdes CMA3/DAPI.
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Figura 4. FISH com rDNA 18S em metafases de Tetragona. A. T. clavipes. B. T.
dorsalis.

Figura 5. Cariétiopos e Metafases de Tetragona corados em vermelho com sondas
de DNA repetitivo (GA)1s. A e C. T. clavipes. B e D. T. dorsalis.
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CAPITULO 2: Caracterizagdo citogenética de Trigona pellucida
Cockerell, 1912 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)

Resumo

O género Trigona é composto por 32 espécies, das quais 21 sdo foram encontradas
no Brasil. Destas, 12 espécies ja foram analisadas citogeneticamente e a maioria
apresentou o numero cromossdmico de 2n=34, exceto Trigona braueri, que
apresentou 2n=32 devido a uma provavel reducdo numérica por fusdo cromossémica.
No presente estudo, utilizou-se de técnicas da citogenética classica e molecular
(coloragao convencional com Giemsa, coloragao com os fluorocromos CMA3/DAPI e
FISH utilizando sondas de rDNA 18S, teloméricas e microssatélite (GA)is) para
caracterizar citogeneticamente a espécie Trigona pellucida coletada nos municipios
de Juina e Aripuana no estado de Mato Grosso. O numero cromossémico observado
foi de 2n=20 e férmula cariotipica diploide de 2k = 18 M-SM + 2 A para as duas
colonias analisadas. Este numero se mostrou bastante divergente quando comparado
a outras espécies ja cariotipadas. A coloracdo com fluorocromos CMA3/DAPI
demonstrou a presenca de regides de marcagdo positiva para cromomicina A3
(CMA3™) em todos os cromossomos de T. pellucida, o que também se mostrou
divergente de outras espécies de Trigona, que apresentaram estas marcagbes em
poucos cromossomos. A hibridizagao in situ com sondas de rDNA 18S ocorreu no
braco curto de ambos os cromossomos do nono par, que coincidiram com regides
também CMAs3*. Com as sondas microssatélites (GA)1s foi possivel observar
marcagdes em todos os cromossomos, sendo que em sete pares estas marcagdes
ocorreram nas regides terminais de ambos os bragos. A FISH com sondas teloméricas
apresentaram marcagées somente em regides terminais dos cromossomos, n&o
sendo observadas marcagdes intersticiais que seriam indicadores de possiveis
fusbes. O presente estudo com Trigona pellucida, contribui com novos dados
citogenéticos para o género Trigona e demonstra a ocorréncia de mais uma variagéo
numeérica neste género, sugerindo uma maior reorganizagdo cariotipica do que

suposto previamente.

Palavras-chave: Hibridizacdo Fluorescente in situ, Fluorocromos, abelhas sem
ferrdo, numero cromossomico
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1. Introducao

O género Trigona Jurine, 1807 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)
compreende um total de 32 espécies, das quais 21 tem registro de ocorréncia no Brasil
(CAMARGO; PEDRO, 2013; PEDRO 2014). As espécies que compreendem este
género sao eficientes polinizadoras de culturas como acerola e a manga e também de
outras plantas silvestres (GIANNINI et al., 2014), no entanto, algumas espécies séo
muito prejudiciais as flores de Citrus, sendo consideradas pragas nestas culturas
(SILVA et al., 1997).

Estudos citogenéticos com o género Trigona foram realizados em 12
espécies, sendo que 11 destas apresentaram o numero cromossdémico de 2n=34:
Trigona branneri Cockerell, 1912; Trigona hyalinata Lepeletier, 1836 (COSTA et al.,
2004); Trigona chanchamayoensis Schwarz, 1948; (COSTA et al., 2004,
FERNANDES et al., 2013); Trigona cilipes Fabricius, 1804 (KERR, 1969); Trigona
fuscipennis Friese, 1900 (TARELHO, 1973; WALDSCHMIDT et al., 2005); Trigona
hypogea Silvestri, 1902; Trigona pallens Fabricius, 1798; Trigona truculenta Almeida,
1984; Trigona williana Friese, 1900 (FERREIRA, 2015), Trigona recursa Smith, 1863
(COSTA etal., 2004; ROCHA et al., 2003; SILVEIRA, 1972; TARELHO, 1973); Trigona
spinipes Fabricius, 1793 (KERR, 1969; ROCHA et al., 2003; TARELHO, 1973).
Trigona braueri Friese, 1900 apresentou 2n=32 devido a uma provavel reducao
numeérica por fusdo cromossémica (DOMINGUES et al., 2005).

Trigona pellucida Cockerell, 1912 € uma espécie com ocorréncia restrita a
regiao neotropical do planeta, suas colbnias foram encontradas até o momento em
localidades nos estados de Mato Grosso, Para e Rondénia (CAMARGO; PEDRO,
2013).

Neste estudo foi desenvolvida a primeira caracterizagao cariotipica desta
espécie por meio de diferentes técnicas citogenéticas classicas e moleculares,
visando fornecer novos dados que possam contribuir com o conhecimento

citogenético e evolutivo do género Trigona.

2. Materiais e Métodos

As amostras de T. pellucida foram coletadas diretamente da natureza em um
ninho localizado no municipio de Juina (11°32'07.6" S, 58°40'57.1" W) e um ninho
localizado em Aripuana (10°08'18.8" S, 59°23'50.1" W) no estado de Mato Grosso. Os
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espécimes identificados pelo Dr. Gabriel A. R. Melo foram depositados na Colegcao
Entomoldgica Pe. J. S. Moure da Universidade Federal do Parana (DZUP), Curitiba,
Brasil.

A preparacao das laminas contendo cromossomos metafasicos para analise
do cariétipo seguiu a técnica descrita por Imai et al. (1988) e coloragdo convencional
com Giemsa. A técnica de coloracdao com fluorocromos CMA3/DAPI foi realizada
seguindo Schweizer (1980).

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) de sondas especificas seguiu o
protocolo proposto por Pinkel et al. (1986), com estringéncia de 77%. Nesta analise
foram utilizadas sondas rDNA 18S amplificadas por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com DNA extraido de espécimes adultos e os primers 629F-
AAAGCTCGTAGTTGAATCTGTG e 1300R CTGGTGAGGTTTCCCGT TTG (WARD;
DOWNIE, 2005). As sondas teloméricas foram obtidas a partir dos primers (TTAGG)s
seguindo as recomendacdes de ljdo et al. (1991), com modificagdes propostas por
SAHARA et al. (1999). Os produtos da PCR foram posteriormente marcados com
biotina, utilizando o kit de BioNick™ Labeling System da Invitrogen®, seguindo as
recomendacgoes do fabricante. Para a deteccéo do sinal, o material foi encubado com
Estreptavidina-FITC (Vector).

As sondas microssatélite (GA)is foram sintetizadas pela Sigma (Sigma-
Aldrich, MO, USA), sendo marcadas diretamente com 6-Carboxytetramethyl
Rhodamine (TAMRA). Todas as laminas de FISH foram montadas com Antifading
Vectashield (Vector laboratories) contendo DAPI.

Nas analises citogenéticas foram analisadas o minimo de dez individuos por
colénia e dez metafases em cada lamina. As metafases foram analisadas e
fotografadas em um Microscopio de Epifluorescéncia Olympus BX51 equipado com
camera Olympus DP72 e software Image-Pro Plus, Versédo 6.3. Os cariétipos foram
editados através do software Adobe Photoshop CC 20. Os cariogramas foram
organizados em ordem decrescente de tamanho dos cromossomos e classificados
com base na nomenclatura proposta por Levan et al. (1964 ), utilizando-se do software

ImageJ versao 1.52a, que estima a razao entre os bragos dos cromossomos.
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3. Resultados e Discussao

Nas duas colbnias de T. pellucida analisadas neste estudo todos os
espécimes apresentaram o numero cromossdmico 2n=20 e férmula cariotipica de 2k
=18 M-SM + 2 A (Figura 1). Este numero cromossdmico € divergente do determinado
em estudos anteriores com outras espécies do género Trigona, que apresentaram,
em sua maioria, o numero cromossdmico diploide 2n=34.

Trigona pellucida apresentou cariétipo simétrico com pequeno e gradual
decréscimo no tamanho dos cromossomos e pouca heterocromatina, presente em
apenas um dos bracos cromossémicos, sendo os pares 1, 3, 4, 6, 7 e 8 com
heterocromatina no brago curto e os pares 2, 5, 9 e 10 no brago longo (Figura 1). A
heterocromatina presente em apenas um dos bragos cromossémicos € um padrao
comum na maioria dos cromossomos das espécies do género Trigona (FERREIRA,
2015).

A coloragao com fluorocromos CMA3/DAPI revelou marcagbes CMA3* em
todos os cromossomos de T. pellucida. O primeiro par foi tri-segmentado de
marcagdes CMAs™ no brago longo. O segundo par apresentou marcagdes CMA3* na
regiao terminal do brago curto e padréo bi-segmentado no brago longo (Figuras 2 e
3). Os pares 3, 5 e 8 apresentaram marcagdes em regides terminais de ambos os
bragcos cromossémicos. O quarto par apresentou marcagdées na regido terminal dos
dois bragos cromossGmicos e uma marcagao proxima ao centrébmero no brago longo.
No sexto par foi observada marcagées CMAs* apenas no brago longo, sendo uma na
regiao terminal e outra proxima ao centrdmero. O sétimo par apresenta marcagdes
em regides terminais em ambos os bragos cromossémicos e outra proxima ao
centrdbmero no bracgo curto. O nono par apresenta o braco curto inteiramente marcado
por CMAs* e outra marcagado na regiao terminal do brago longo. O décimo par
apresenta apenas uma marcagao envolvendo a regidao terminal do brago longo
(Figuras 2 e 3).

Estudos anteriores com fluorocromos CMA3/DAPI foram realizados em quatro
espécies do género Trigona e mostraram resultados diferentes. Trigona branneri
apresentou marcagbes CMAs3* em 4 cromossomos heteromorficos (COSTA et al.,
2004), em T. braueri foram observadas marcagdbes CMAs3* em 2 pares de
cromossomos (DOMINGUES et al., 2005), em T. chanchamayoensis em 1 par
(COSTA et al., 2004; FERNANDES et al., 2013) e T. recursa nao apresentou
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marcagdes CMAs* (COSTA et al.,, 2004). Estes dados se mostram bastante
divergentes quando comparados aos resultados obtidos neste estudo com T.
pellucida, que apresentou marcagbées CMA3" em todos 0s seus cromossomos.

A hibridizagdo da sonda para rDNA 18S revelou uma marcagéo na regiao
terminal do brago curto do nono par em T. pellucida (Figura 4) que coincide com
regides heterocromaticas e CMAs*. Em estudo realizado por Ferreira (2015), com 8
espécies do género Trigona, foi observado espécies com uma a quatro marcagdes de
rDNA 18S neste género, sendo que Trigona pallens e Trigona williana apresentaram
marcacgdes em apenas um par de cromossomos, resultado semelhante ao encontrado
neste estudo.

As sondas microssatélite (GA)15 hibridizaram nas extremidades de ambos os
bracos em quase todos os pares cromossémicos de T. pellucida (Figura 5). Os pares
1, 9 e 10 apresentam marcagdes em regides terminais apenas no brago longo. As
marcacgdes (GA)1s coincidem com regides CMAs* nos pares 1, 2, 3,4, 5,8 e 10 e com
regides de heterocromatina nos pares 9 e 10.

Em analises realizadas nas espécies Austroplebeia australis (TRAVENZOLI,
2018), Partamona helleri NOVAES, 2019), Tetragonisca fiebrigi (CAPOCO, 2016) e
Trigona spinipes (FERREIRA, 2015) que apresentam o numero cromossémico de
2n=34, as marcagdes com sondas (GA)1s com poucas exceg¢des, ocorreram apenas
em um dos bragos cromossémicos. Ja em analises realizadas em dezessete espécies
do género Melipona que apresentam numero cromossdémico de 2n=18 e 2n=22, foi
possivel observar marcagdes (GA)1s presentes em ambos os bragos da grande
maioria dos cromossomos destas espécies (BARBOSA, 2018; TRAVENZOLI et al.,
2019). Analises anteriores em conjunto com os dados obtidos neste estudo podem
indicar que espécies com um numero baixo de cromossomos apresentem
predominancia de marcacgdes de sequéncias repetitivas (GA)1s em ambos os bragos
cromossdmicos, enquanto, espécies com maior nimero de cromossomos apresentam
regides repetitivas (GA)15 em apenas um de seus bragos cromossdémicos. Estas
informacdes sao consistentes com a Teoria da Interacdo Minima HOSHIBA; IMAI,
1993; IMAI et al., 1994, 2001). Essas observagdes levantam questionamentos se
regides repetitivas de microssatélite (GA)is presentes em ambos os bragos
cromossOmicos dos cromossomos seria um estado ancestral nos meliponineos, que

possuiam um baixo numero cromossdmico. Processos de diversificacdo por fissao
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céntrica, resultariam no aumento do numero cromossémico e separacao dos blocos
de microssatélites. Quando um dos bragos cromossémicos dos cromossomos
resultantes do processo de fissdo sdo refeitos através do crescimento de
heterocromatina, eles acabam ficando sem as regides de microssatélite.

A FISH usando sondas teloméricas tem sido amplamente utilizada pelo seu
potencial de detectar envolvimento de algum mecanismo de fusao ou fissao céntrica,
resultando em reduc&o ou aumento do numero cromossémico (KASAHARA, 2009).
Em casos de fusdo, por exemplo, podem ocorrer a presenga de segmentos
teloméricos intersticiais detectaveis pela FISH. A aplicagcao da técnica de FISH usando
sondas teloméricas foi aqui utilizada com o intuito de auxiliar a elucidar possiveis
fusdes no caridtipo de T. pellucida, que poderia vir a explicar o numero cromossdmico
reduzido observado nesta espécie quando comparado a outras deste género. Os
resultados observados demonstraram marcacgdes teloméricas esperadas, apenas nas
regides terminais nos cromossomos de T. pellucida (Figura 6), o que enfraquece a
hipétese de fusdes cromossdmicas nesta espécie.

Os novos dados apresentados neste estudo sao inéditos para Trigona,
expandindo as informagdes sobre este grupo e demonstrando a existéncia de mais
variagdo no numero cromossémico neste género, de 2n = 20 a 2n = 34. Porém poucos
registros de numeros intermediarios entre estes dois extremos foram feitos até o
momento. Também foram observados padrées cromossémicos estruturais exclusivos,
nao vistos em outras espécies deste género, como marcagdes CMAs3* em todos os
cromossomos do caridtipo e marcacbes terminais em ambos os bracos
cromossOmicos da maioria dos cromossomos usando a sonda microssatélite (GA)1s.

As diferencas observadas neste estudo quando comparados com estudos
anteriores com espécies deste género podem indicar que T. pellucida pode ter seguido
um caminho evolutivo diferente das outras espécies do género Trigona. Por fim,
destaca-se a importancia da realizagdo de estudos citogenéticos com espécies de
Trigona que ainda n&o foram analisadas, visando o preenchimento de lacunas,

necessario para uma maior compreensao da evolugao cariotipica no género.
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Figura 1. Cariotipos e metafases de T. pellucida submetidos a coloragdo com
Giemsa. A. T. pellucida de Juina-MT. B. T. pellucida de Aripuana-MT.

Figura 2. Cariétipos e metafases de T. pellucida submetidos a dupla coloragdo com
CMAs em verde e DAPI em azul. A. T. pellucida de Juina-MT. B. T. pellucida de
Aripuana-MT.
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Figura 3. |deograma de T. pellucida representando o conjunto haploide com dados
obtidos através da técnica de fluorocromos CMA3/DAPI. Azul para DAPI e verde
para CMAs.

Figura 4. Cariograma e metafases de T. pellucida submetidos a FISH com sondas
de rDNA 18S. A. T. pellucida de Juina-MT. B. T. pellucida de Aripuana-MT.
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Figura 5. Caridtiopos e Metafases de T. pellucida corados em vermelho com sondas
de DNA repetitivo (GA)1s. A. T. pellucida de Juina-MT. B. T. pellucida de Aripuana-
MT.

Figura 6. Metafases de T. pellucida marcados em verde com sondas teloméricas. A.
T. pellucida de Juina-MT. B. T. pellucida de Aripuana-MT.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As analises citogenéticas realizadas neste trabalho constituiram um
importante acréscimo nos estudos do cariotipo de abelhas sem ferrdo, com as
espécies Tetragona clavipes, Tetragona dorsalis e Trigona pellucida, permitindo a
observagédo de algumas variagdes cromossOmicas e analises comparativas destas
espécies com outros meliponineos.

A revisdo dos dados citogenéticos e de evolugdo cromossémica sob uma
perspectiva filogenética de abelhas sem ferrdo da Regiao Neotropical, permitiu sugerir
0 numero cromossdmico de n=17 sendo ancestral dos meliponineos, numero este que
se manteve ao longo da evolugao na maioria das espécies. NUmeros cromossdmicos
menores como observado em alguns géneros pode ter se originado por processos de
fusdes céntrica, a exemplo das espécies do género Melipona.

As analises realizadas com Tetragona clavipes e Tetragona dorsalis em
conjunto com estudos anteriores demonstram que o numero cromossdmico de 2n=34
manteve-se conservado no género Tetragona, no entanto, as espécies apresentam
diferencas cromossémicas estruturais. Analises comparativas com T. clavipes
mostrou resultado divergente do observado em estudos anteriores, o que demonstra
que a especie pode estar passando por processos de diferenciacdo cariotipica ao
longo de sua distribuicdo geografica. Diferencas interespecificas detectadas na
comparacgao com T. dorsalis mostram estas mudancas se estabelecendo em nivel de
género Tetragona.

Em Trigona pellucida foi observado o numero cromossdmico de 2n=20,
resultado muito diferenciado do encontrado em outras espécies do género Trigona,
demonstrando a existéncia de mais uma variagdo numérica dentro deste género.
Analises com fluorocromos CMA3/DAPI, FISH com sondas de rDNA 18S e
microssatélite (GA)1s demonstraram padrées cromossOmicos estruturais exclusivos
nesta espécie. As diferengas observadas podem indicar que T. pellucida tenha
seguido um caminho evolutivo diferente em relagdo as outras espécies do género
Trigona.

Os dados citogenéticos totais aqui apresentados representam a primeira
analise de T. pellucida e acrescentam novas informagdes ao género Tetragona,
revelando novas alteracdes cromossémicas e diferenciacdes numéricas e estruturais

entre 0s meliponineos, 0 que demonstra a importancia de andlises citogenéticas
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classicas e moleculares para o enriquecimento do conhecimento genético das abelhas

sem ferrao.
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