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RESUMO
Scaura é um género de abelhas sem ferrdo pertencente a tribo Meliponini. Atualmente, ha sete
espécies descritas para o género, incluindo Scaura tenuis e Scaura amazonica. Varios estudos
destacam problemas a respeito da taxonomia no género como a possibilidade de S. tenuis e
Scaura latitarsis serem sindnimos e, também, a existéncia de um complexo de espécies dentro
de S. latitarsis que pode incluir no minimo quatro espécies. A citogenética tem mostrado ser
de grande importancia para a identificacdo de complexo de espécies, destacando variagdes
cromossomicas interespecificas bem com variagcdes intraespecificas entre colonias de
diferentes regides. No entanto, informagdes citogenéticas para o género sdo escassas. Esse
estudo visa expandir o conhecimento citogenético pela descri¢dao do cariotipo, localizagdo dos
sitios de rDNA e mapeamento cromossdmico do microssatélite (GA), em S. fenuis e S.
amazonica para identificar possiveis padroes cromossOmicos espécie-especificos. Ambas
espécies apresentaram O mesmo numero cromossdmico 2n=34, no entanto, constatou-se
formulas cariotipicas distintas, sendo elas 2n=10m+8sm+16st e 2n=2m+12sm+20st para S.
amazonica ¢ S. tenuis, respectivamente. O mapeamento do rDNA foi localizado em apenas
um par cromossdmico nas espécies do estudo, seguindo o padrdao putativo ancestral de
Hymenoptera, porém com varia¢des na localizagdo nos cromossomos de cada espécie. Scaura
tenuis mostrou os clusters de rtDNA no brago curto do segundo par submetacéntrico enquanto
em S. amazonica estava localizado no brago longo do primeiro par metacéntrico. O
microssatélite (GA), foi detectado nos bragos longos eucromaticos de ambas espécies, porém
o microssatélite foi localizado nos bragos curtos nos dois pares cromossomicos maiores de S.
tenuis, podendo ser um indicio de amplificacdo de heterocromatina na espécie. Portanto, esse
trabalho expandiu o conhecimento citogenético do género Scaura e mostra que a citogenética

pode auxiliar na separagdo das espécies.

Palavras-chave: Hymenoptera, cromossomos, FISH, rDNA 18S.



ABSTRACT

Scaura is a genus of stingless bees belonging to the tribe Meliponini. Currently, there are
seven species described for the genus, including Scaura tenuis and Scaura amazonica.
Several studies highlight problems regarding the taxonomy of the genus, such as the
possibility of S. fenuis and Scaura latitarsis being synonyms and also the existence of a
species complex within S. latitarsis that may include at least four species. Cytogenetics has
shown to be of great importance for the identification of species complexes, highlighting
interspecific chromosomal variations as well as intraspecific variations between colonies from
different regions. However, cytogenetic information for the genus is scarce. This study aims
to expand cytogenetic knowledge by describing the karyotype, localizing rDNA sites and
mapping the microsatellite (GA), chromosome in S. fenuis and S. amazonica to identify
possible species-specific chromosomal patterns. Both species presented the same
chromosome number 2n=34; however, distinct karyotypic formulas were observed, being
2n=10m+8sm+16st and 2n=2m+12sm+20st for S. amazonica and S. tenuis, respectively. The
rDNA mapping was localized in only one chromosome pair in the studied species, following
the putative ancestral pattern of Hymenoptera, but with variations in the location in the
chromosomes of each species. Scaura tenuis showed the rDNA clusters in the short arm of the
second submetacentric pair, while in S. amazonica it was located in the long arm of the first
metacentric pair. The microsatellite (GA), was detected in the euchromatic long arms of both
species, but the microsatellite was located in the short arms of the two largest chromosome
pairs of S. fenuis, which may be an indication of heterochromatin amplification in the species.
Therefore, this work expanded the cytogenetic knowledge of the genus Scaura and shows that

cytogenetics can aid in the separation of the species.

Keywords: Hymenoptera, chromosomes, FISH, 18S rDNA.
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FIGURA 1: Cari6tipo de Scaura amazonica com 2n=34 cromossomos, corados com Giemsa
(a); FISH com diferentes sondas de DNA repetitivo (regides vermelhas): 18S rDNA (b) e
GA ;5 (c). Cromossomos foram classificados como metacéntrico (m), submetacéntrico (sm) e
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FIGURA 2: Cariotipo de Scaura tenuis com 2n=34 cromossomos, corados com Giemsa (a);
FISH com diferentes sondas de DNA repetitivo (regides vermelhas): 18S rDNA (b) e GA;;s
(c). Cromossomos foram classificados como metacéntrico (m), submetacéntrico (sm) e
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FIGURA 3: Metafase de Scaura tenuis corados com DAPI. Setas apontam os pares
cromossOmicos maiores: par 2 (seta amarela) e par 8 (seta vermelha). Regido do brago longo
corada fortemente com DAPI, indicando regido rica em AT e possivelmente heterocromatina.
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1. INTRODUCAO

A Tribo Meliponini (Apidae), popularmente conhecida como "abelhas sem ferrdo", ¢
um grupo monofilético e abriga abelhas altamente eussociais, com uma grande variedade de
comportamentos e caracteristicas morfoldgicas (Rasmussen & Cameron, 2010; Camargo &
Pedro, 2013). Este grupo ¢ composto por 34 géneros e mais de 500 espécies descritas
(Camargo et al., 2023). Scaura ¢ um desses géneros e¢ engloba abelhas pequenas, com
tamanhos variando entre 4 ¢ 5,5 mm, de coloragdo escura, e estd amplamente distribuida pela
regido Neotropical, desde o México até regides tropicais e subtropicais da América do Sul
(Moure et al., 2007). O género ¢ identificado pela forma do basitarso posterior, sendo ele tao
largo quanto ou mais largo que a tibia, diferindo de outros Meliponini (Laroca & Lauer, 1973;

Michener, 2007).

Hé sete espécies descritas para o género, dentre as quais cinco sdo encontradas no
Brasil: Scaura atlantica, Scaura amazonica, Scaura latitarsis, Scaura longula, e Scaura
tenuis (Camargo et al. 2023). A taxonomia do género Scaura vém sendo constantemente
discutida em diferentes estudos. Por meio de analises morfologicas foi proposto que Scaura
seria um subgénero de Plebeia (Michener, 2007), porém dados moleculares sugeriram
distancia genética entre esses dois grupos, mantendo a classificagdo como géneros distintos
(Costa et al., 2003). Além disso, existem discussdes sobre a existéncia de um complexo de
espécies dentro de S. latitarsis (Friese, 1900) (Melo & Costa, 2004), podendo englobar pelo
menos quatro espécies (Moure et al., 2007). Ha ainda estudos que levantam a possibilidade de
sinonimizagdo S. fenuis e S. latitarsis. A proposicdo de Melo & Costa (2004) restringe a
aplicacdo do nome /latitarsis a populagdo encontrada ao longo do rio Parand, no sudeste do
Brasil. Porém as espécies de Scaura depositadas em ZMB (Berlim, Alemanha) nio
correspondem morfologicamente ao que ¢ originalmente interpretado como S. latitarsis,
incluindo o lectotipo utilizado por Melo & Costa (2004), e o que era interpretado como S.
tenuis corresponderia a S. latitarsis (Nogueira et al., 2017). Assim, o uso de diferentes
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ferramentas ¢ importante para tentar esclarecer as relagdes filogenéticas e taxondmicas do

grupo.

A citogenética classica e molecular mostra-se de fundamental importancia para
realizar comparacdes entre espécies, analisar variagdes intraespecificas e realizar inferéncias

citogenéticas. Com isso, € possivel caracterizar novas espécies, comparar populacdes e



espécies simpatricas e auxiliar na separacdo de espécies cripticas (Imai et al., 1994; Guerra,

1988; Loiselle et al., 1990; Mariano et al., 2012).

Estudos citogenéticos em Meliponini Neotropical mostram que 2n=34 ¢ o nimero
cromossdmico mais comum para o grupo (Cunha et al.,, 2021). Contudo, os dados
cromossOmicos para o género Scaura ainda sdo escassos, contando com apenas dois taxons
estudados por meio de citogenética classica: S. latitarsis de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
apresentando 2n=34 cromossomos e formula cariotipica 2K=14A+20AM (Rocha et al.,

2003a), e Scaura sp. com nimero cromossomico de 2n=34 (Pereira & Lopes, 2023).

Técnicas citogenéticas moleculares, como o uso da hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH), tém contribuido para um entendimento mais aprofundado da organizacdo dos
cromossomos (Andrade-Souza et al., 2018; Piccoli et al., 2018; Travenzoli et al., 2019a, b;
Cunha et al. 2024), por meio do mapeamento fisico de diferentes genes ou sequéncias de

DNA repetitivo, como a localizacdo dos genes ribossomais.

O gene rDNA 45S do ribossomo de eucariotos ¢ constituido por uma subunidade
grande 28S, uma subunidade pequena 18S e o gene 5.8S. O DNA ribossomal 18S ¢
frequentemente usado em estudos filogenéticos, por apresentarem as frequéncias de evolugao
mais lentas encontradas em todos os seres vivos (Hillis & Dixon, 1991; Anne, 2006). Pelas
taxas de evolucdo dessas sequéncias serem muito diferentes entre as espécies, 0s genes
ribossomais se mostram de grande utilidade para andlises filogenéticas, permitindo a
reconstru¢do da histéria evolutiva dos organismos (Kocher et al., 1989; Meyer et al., 2010;

Cunha et al., 2023).

O mapeamento fisico do rDNA em Hymenoptera mostra que sua localizacdo em
apenas um par de cromossomos ¢ observada na maioria das espécies estudadas até 0 momento
e parece ser o padrdo ancestral putativo nos insetos dessa ordem (Menezes et al., 2021;
Teixeira et al., 2021; Cunha et al. 2024). Os genes ribossomais em Hymenoptera podem ser
localizados em regides terminais, pericentroméricas, ou intersticiais de um ou mais pares
cromossomicos (Lopes et al. 2020; Pereira et al., 2021a, b; Barboza & Costa, 2021; Elizeu et
al., 2021).

Outro tipo de sequéncia mapeada por FISH s3o os microssatélites (SSRs), sendo
repeticdes curtas in tandem, com menos de 9 nucleotideos, distribuidas nos cromossomos e

com altas taxas de variacdo dentro dos genomas das espécies. O polimorfismo dessas
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sequéncias ¢ uma das principais caracteristicas para o seu uso como marcadores citogenéticos
(Cuadrado & Jouve, 2007; Lopez-Florez & Garrido-Ramos, 2012; Schemberger et al., 2014;
Abad et al., 2014). Dessa forma, o emprego dos microssatélites t€m demonstrado que
diferentes espécies de Meliponini possuem, geralmente, tipos especificos de sequéncias
repetitivas em regides eucromaticas de seus cromossomos (Lopes et al., 2014; Cunha et al.,
2020; Pereira et al., 2020, 2021), exibindo variac¢des inter e intraespecificas em relacdo ao
numero e localizagdo dessas sequéncias (Piccoli et al., 2018; Travenzoli et al. 2019a; Barboza

& Costa, 2021; Elizeu et al., 2021; Cunha et al. 2023).

Com isso, nesse estudo, utilizamos técnicas da citogenética classica e molecular para
caracterizar o cariotipo, mapear fisicamente os sitios de sequéncias repetitivas de rDNA e do
microssatélite (GA), para as espécies Scaura amazonica ¢ Scaura tenuis. Esses dados
agregardo novos conhecimentos citogenéticos acerca do género Scaura com implicagdes

taxondmicas e sobre a evolugdo cromossomica das espécies de Meliponini.

2. OBJETIVOS
Entender a evolucdo cromossomica no género Scaura e obter informagdes

citogenéticas sobre o género que auxiliem na resolucao de problemas taxondmicos.

2.1. Objetivos especificos

e Investigar padroes citogenéticos de S. amazonica e S. tenuis;

e Comparar os cariotipos de S. amazonica e S. tenuis com os resultados ja existentes de
outras espécies do género;

e Compreender melhor a organizacdo de sequéncias repetitivas nos cromossomos das

espécies do estudo.

3. METODOLOGIA

3.1. Obten¢ao do material biologico

Cerca de 20 larvas de cada espécie, S. amazonica e S. tenuis, foram coletadas em
colonias provenientes do municipio de Presidente Figueiredo, Amazonas, Brasil. O material
foi identificado por Hugo de Azevedo Werneck, seguindo a identificagdo proposta por Melo

& Costa (2004), e depositado na colecdo do Apiario da Universidade Federal de Vicosa.
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3.2. Descrigao do cariotipo

Os cromossomos metafasicos foram obtidos a partir de ganglios cerebrais de larvas
pos-defecantes utilizando metodologia descrita por Imai et al. (1988), conforme descrito
abaixo. Utilizando um estereomicroscopio, a larva foi dissecada para a retirada do 6rgao em
solu¢do hipotonica-colchicina 0,005% (0,5 mL de solucao colchicina 0,1% diluida em 9,5 mL
de solugdo de citrato de so6dio a 1%) e os ganglios cerebrais foram imersos por
aproximadamente uma hora na mesma solugdo; transferiu-se o Orgdo para uma lamina
histologica limpa, com auxilio de uma pipeta Pasteur ou de uma seringa de insulina; com a
lamina inclinada, retirou-se a solucdo hipotdnica-colchicina e foram pingadas multiplas gotas
do fixador I (dgua destilada:etanol:acido acético, 4:3:3) para maceragdo do Orgao;
transferiu-se a lamina para um estereomicroscopio, e duas gotas do fixador II (etanol:acido
acético, 1:1) e duas gotas do fixador III (100% dacido acético) foram pingadas,
respectivamente. Para a retirada do excesso de cada fixador, pedagos de papel-filtro foram
utilizados, posicionados nas bordas das laminas. Por fim, as l1aminas foram acondicionadas em
caixas porta-lamina e conservadas a -20°C para posterior utilizacdo na técnica de hibridizagao
in situ fluorescente. Os cromossomos foram corados com Giemsa 4% para andlises numéricas
e de morfologia cromossdmica. Os cromossomos foram classificados de acordo com Levan et
al. (1964), que considera a razdo dos bracos cromossdmicos (brago longo/brago curto), em m

= metacéntricos, sm = submetacéntricos e st = subtelocéntricos.

3.3. Mapeamento fisico de sequéncias repetitivas

Para a detec¢do de clusters de rDNA , o FISH foi realizado usando o método proposto
por Pinkel et al. (1986), que consiste em: Preparar as laminas. Adicionar 100 microlitros de
RNAse na lamina, cobrir com laminula e incubar em camara umida 37 °C por 1 hora.
Preparar o MIX por lamina: 2 microlitros 18S + 18 microlitros HybMix. Retirar as laminulas
e lavar em 2xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente (Shaker). Adicionar 50 microlitros
de pepsina 0,005%, cobrir com laminula por 10 minutos a temperatura ambiente. Incubar em
1xPBS por 5 min temperatura ambiente (Shaker). Incubar em solug¢ao de formaldeido 1% por
10 min temperatura ambiente (100mL1xPBS + 1 mL formaldeido). Incubar em 1xPBS por 5
min temperatura ambiente (Shaker). Desidratar em série alcoolica: 50%, 70% e 100% por 2
min cada. Adicionar 100 microlitros de formamida 70%, cobrir com laminula e colocar na
placa aquecedora 72 °C por 2 minutos e 30 segundos. Desidratar em série alcodlica: 50%
(alcool gelado), 70% e 100% por 2 minutos cada. Desnaturalizar o MIX em termociclador (10

min 85 °C e 2 min 4 °C). Adicionar 20 microlitros do MIX por lamina, cobrir com laminula e
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deixar overnight em cadmara umida 37 °C. Incubar em 2xSSC por 5 minutos temperatura
ambiente (Shaker). Incubar em 1xSSC por 5 minutos temperatura ambiente (Shaker). Para
marcacao indireta: Incubar 10 min em 3% NFDM 4xSSC (preparar na hora: 80 mL agua
destilada + 20 mL 20xSSC + 3g leite em p6 MOLICO). Retirar uma aliquota (1 mL) para
etapa futura. Lavar em 2xSSC rapidamente. Aplicar 100 microlitros de solucdo de detecgao
em cada lamina, cobrir com laminula e incubar por 1h em camara timida 37 °C (preparar na
hora: 990 microlitros de NFDM + 10 microlitros de antidigoxigeninarodamina). Para
marcacao direta e indireta: Incubar em 5 minutos em 4xSSCTween temperatura ambiente
(Shaker) Lavar rapidamente em 1xPBS. Desidratar em série alcodlica: 50%, 70% e 100% por
2 minutos cada. Adicionar 2 gotas de solu¢do DAPI e cobrir com laminulas e conservar na
geladeira (e no escuro) até tirar as fotos.

A sonda de rDNA foi amplificada via PCR wusando os primers F
(5'-TCATATGCTTGTCTCAAAGA-3") e R(3-TCTAATTTTTTCAAAGTAAAC-5") e foi
marcada pelo método indireto usando digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Alemanha).
Os sinais de FISH foram detectados indiretamente com antidigoxigenina-rodamina (Roche
Applied Science). O microssatélite (GA),s foi diretamente marcado com Cyanine-3 (Cy3) na
regido terminal 5’ durante sintese pela Sigma (St. Louis, MO, USA). A contracolorag¢do foi
obtida com DAPI (DAPI Fluoroshield, Sigma Aldrich).

Para as andlises da hibridizagdo in sifu fluorescente (FISH), as metafases foram
fotografadas com o auxilio de um microscopio Olympus BX53, acoplado a uma camera
monocromatica digital XM10, e utilizados filtros de detec¢ao da fluorescéncia WU (330-385
nm) para DAPI e WG (501-550 nm) para rodamina. Sete individuos de cada espécie foram
analisados, contabilizando 30 metafases para cada individuo de S. fenuis e S. amazonica

foram analisadas para obter os resultados de FISH descritos.

4. RESULTADOS

Ambas espécies S. amazonica e S. tenuis apresentaram ndmero cromossomico
diploide de 2n=34. As espécies S. amazonica € S. tenuis apresentaram formulas cariotipicas
dipléides 2n=10m+8sm+16st (Figura 1a) e 2n=2m+12sm+20st (Figura 2b), respectivamente.
Esses dados evidenciam uma variagdo na morfologia cromossdmica entre as duas espécies.
Ademais, em S. tenuis € possivel observar dois pares cromossoOmicos muito maiores (pares 2 €
8) (Figura l1a) em relagdo aos demais, o que nao foi observado em S. amazonica (Figura 2a).

Analises citogenéticas feitas utilizando sondas de rDNA 18S mostraram que esses

genes ribossomais estdo localizados em apenas um par cromossémico (Figura 1b e Figura 2b).
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Entretanto, os clusters apresentaram variagdes em relagdo ao par cromossomico em que foram
mapeados nessas espécies. Em S. fenuis, os cistrons foram observados no braco curto do
segundo par submetacéntrico (par 3) (Figura 2b), enquanto em S. amazonica ocorreram no
braco longo do primeiro par metacéntrico (par 1) (Figura 1b).

O microssatélite (GA), teve localizagdo variada nos cromossomos das espécies de
Scaura deste estudo. Em S. amazonica, marcagdes de (GA), foram localizadas
exclusivamente nos bragos longos dos cromossomos (Figura 1c). J& em S. fenuis, o
mapeamento desse microssatélite foi observado nos bragos longos dos cromossomos menores
e somente nos bracos curtos dos cromossomos maiores (pares 2 e 8) (Figura 2c¢).

O DAPI corou fortemente a regido dos bragos longos cromossomicos dos pares 2 e 8

de Scaura tenuis (Figura 3).

5. DISCUSSAO

O numero cromossdmico diploide obtido para ambas espécies, S. amazonica e S.
tenuis, foi 2n=34, sendo o mesmo numero observado nas outras espécies do género
previamente estudadas (Rocha et al. 2003; Pereira & Lopes, 2023). A tribo Meliponini ¢
dividida filogeneticamente em trés clados, sendo o numero cromossdmico bem conservado
dentro de cada clado (Rasmussen & Cameron, 2010). O nimero cromossdémico encontrado
em Scaura é similar ao de outras espécies pertencentes ao mesmo clado, corroborando os
dados obtidos para outras espécies de Meliponini, sendo proposto que este seja o padrao
ancestral para Meliponini neotropicais (Travenzoli et al., 2019a; Cunha et al., 2021). Além
disso, a conservagao do nimero cromossomico para as espécies do mesmo género segue um
traco citogenético comum para abelhas sem ferrdo (Tavares et al. 2017; Travenzoli et al.
2019a; Cunha et al. 2021a).

Apesar da semelhanga no numero de cromossomos, houve variagdo morfoldgica
cromossOmica entre as espécies de Scaura do presente estudo. De forma similar, nos géneros
Plebeia e Trigona também ha variagdes: Plebeia droryana (2n =24 m + 8 sm + 2st), P. cf.
mosquito (2n = 24 m + 2sm + 8st), Plebeia aff. flavocincta (2n = 10 m + 18sm + 6st)
(Campos et al., 2024), Trigona pallens (2n = 26 m+6sm+2st), Trigona truculenta (18
m+14sm+2st). Isso pode ser resultante de rearranjos cromossOmicos, como inversdes €
translocagdes (Barth et al., 2011; Cunha et al., 2018, Kerr e Silveira, 1972; Rocha et al.,
2003b). No caso dos dois pares cromossdmicos em S. tenuis, uma possivel explicacdo para
esse polimorfismo morfoldgico seria a ocorréncia de amplificagdo de heterocromatina. A

formula cariotipica obtida de S. fenuis e da espécie S. latitarsis de trabalhos anteriores diferem
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fortemente, mesmo utilizando outra metodologia de classificacdo dos cromossomos. Em S.
latitarsis ndo ha a presenga de dois pares cromossdmicos bem maiores que o restante dos
outros, como ¢ visto em S. fenuis do presente estudo (Rocha et al., 2023). Isso mostra que a

sinonimizagao dessas duas espécies nao se aplica, sendo entdo espécies distintas.

Estudos de mapeamento do rDNA 18S, mostram que sua localizagdo em apenas um
par de cromossomos ¢ considerado como padrdo ancestral putativo em Hymenoptera, em
geral. Além disso, na maior parte das espécies de Hymenoptera analisadas, a localizagdo dos
genes ribossomais foi nas regides pericentroméricas ou terminais (Menezes et al., 2021;
Teixeira et al., 2021; Cunha et al., 2024). Em abelhas, especificamente, essas marcagdes sao
mais frequentes nas regides intersticiais ou terminais (Menezes et al., 2021). As marcagdes
obtidas no presente estudo estdo na regido terminal de apenas um par cromossomico, com
clusters variando em relagao ao par cromossomico em que foi mapeado (Figura 1b e Figura
2b). Os resultados obtidos para S. amazonica (Figura 1b) e S. tenuis (Figura 2b) seguem o
padrdo ancestral descrito anteriormente de distribuicdo do gene ribossomal 18S, assim como ¢
visto em varias espécies de Meliponini, como Leurotrigona muelleri, Melipona
quinquefasciata, Melipona fasciculata, Melipona fulva, Melipona lateralis, Duckeola
ghilianii e Lestremelitta limao. Em outras espécies, como Tetragonisca fiebrigi, Schwarziana
quadripunctata e em Frieseomelitta trichocerata, hd marcagdes de 18S em mais de um par de
cromossomos, sendo um padrdo apomorfico (Cunha et al., 2023; Andrade et al., 2024),

diferentemente dos resultados obtidos para as espécies neste estudo.

Apesar de estarem em apenas um par de cromossomos, as marcacdes de tDNA 18S,
podem apresentar diferencas no tamanho, como ¢ visto em M. fulva e S. quadripunctata
(Cunha et al., 2021, 2023). Quanto a localizagdo nos pares cromossomicos, os cistrons de
rDNA 18S estdo localizados no brago longo do segundo par submetacéntrico (par 3) em S.
tenuis (Figura 2b) e no brago curto do primeiro par metacéntrico (par 1) em S. amazonica
(Figura 1b). Com isso, foi detectada uma variagdo intraespecifica da localiza¢ao dos cluster de
rDNA nas espécies estudadas, assim como nas vespas Synoeca cyanea e Synoeca ilheensis
(Menezes et al., 2019). Em Plebeia, também hd marcacdes de 18S rDNA em diferentes pares
cromossomicos para cada espécie, como em P. droryana com o par 4 marcado no braco curto
e em P. poecilochroa com o par 10 marcado no braco curto (Andrade et al., 2024). Em
Plebeia lucii e em D. ghilianii, o rDNA esta na regido terminal do brago curto do primeiro par
de cromossomos metacéntricos (Cunha et al., 2023), similar ao que € observado em S. fenuis

(Figura 2b) e diferentemente de S. amazonica (Figura 1b).

14



Em geral, os cromossomos caracterizam-se por apresentar uma grande quantidade de
DNA repetitivo em regides de heterocromatina (Milani et al., 2014), porém estudos de
mapeamento de microssatélites em Meliponini demonstraram que essas sondas geralmente
tem hibridizagdo preferencial na regido eucromatica (Cunha et al., 2024), semelhante ao
observado nas abelhas do presente estudo.

O mapeamento do microssatélite (GA);s foi observado nos bragos longos dos
cromossomos em S. amazonica de forma exclusiva (Figura 1¢). Diferentemente, em S. tenuis
o microssatélite foi localizado nos bracos longos dos cromossomos, com excecao dos
cromossomos maiores (pares 2 e 8), cuja marcacdo foi observada nos bragos cromossomicos
curtos (Figura 2c¢). Os resultados obtidos vao de acordo com a possivel condi¢do ancestral de
ocorréncia de microssatélite restrita a apenas um brago nos cromossomos em espécies com
2n=34 cromossomos (Cunha et al., 2023). Com a coloracao com Giemsa (Figura la e Figura
2a), € possivel perceber regides heterocromaticas e eucromaticas de acordo com o padrdo de
coloracdo em regides mais escuras ou mais claras, respectivamente. Com isso, ¢ possivel
notar que os dois pares maiores de S. fenuis possuem bracos longos heterocromaticos,
enquanto que os bragos curtos, com coloragdo mais clara por Giemsa, indicam a regido
eucromatica dos cromossomos. Geralmente, o (GA);s ¢ observado nas regides eucromaticas
dos cromossomos de abelhas Meliponini (Lopes et al., 2014; Cunha et al., 2020., 2023;
Andrade et al., 2024). Dessa forma, o resultado obtido vai de acordo com esse padro, ja que
o microssatélite ndo foi detectado nos bragos longos de S. fenuis e sim nos bragos curtos dos
pares 2 e 8 (Figura 2c¢), e S. amazonica apresentou marcacdes restritas aos bragos longos dos
cromossomos (Figura 1c¢). Como o (GA),sndo foi detectado nos bragos longos dos pares 2 e 8
em S. tenuis (Figura 2c), essa regido aparenta ser heterocromatica, sendo indicio de ampliagdo
da heterocromatina. Essa ampliag¢do parece estar diretamente relacionada com o deslocamento
dos sitios de rDNA para a regido terminal cromossdmica (Cunha et al., 2020; Pereira et al.,
2021), como ¢ observado em Melipona (Melikerria) fasciculata (Pereira et al., 2019). Dessa
forma, essa hipdtese de ampliagdo de heterocromatina também explicaria o polimorfismo
morfologico cromossomico entre as duas espécies de Scaura estudadas. Ademais, a marcacao
de (GA);s em S. amazonica abrange a localizagao do rDNA 18S, diferentemente do que
ocorre em S. tenuis.

O DAPI hibridiza em regides ricas em AT, sendo equivalentes as regides
heterocromaticas dos cromossomos. Em S. tenuis, o (GA),s ndo hibridizou no brago longo

(Figura 2¢) e o DAPI esta fortemente marcado nesse brago (Figura 3). Assim, a possibilidade
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de que o braco longo seja heterocromatico e a hipotese de amplificagdo de heterocromatina

nos pares 2 e 8 sao sustentadas.

6. CONCLUSAO

O ntmero cromossomico dipldide obtido para ambas espécies de 2n=34 ¢ o mesmo
nimero observado nas outras espécies do género, seguindo o proposto padrdo ancestral de
Meliponini neotropicais. O polimorfismo morfologico observado entre as duas espécies de
Scaura pode ser resultante de rearranjos cromossdémicos, como inversdes € translocagdes. Em
especifico, S. tenuis pode ter sofrido ampliagdo da heterocromatina em dois pares
cromossomicos, como foi evidenciado pelo microssatélite (GA),s. Os resultados obtidos do
mapeamento do gene ribossomal 18S seguem o padrdo ancestral para Meliponini
neotropicais, com apenas um par de cromossomos marcados. Ainda sim, foi possivel observar
variacdo entre as espécies do género quanto a localizagdo desses cistrons que ja sugere
rearranjos cromossdmicos envolvendo essas regides génicas. Caridtipos contrastantes foram
observados entre as espécies desse estudo e de S. latitarsis previamente estudada mostrando
que a citogenética pode ser uma ferramenta auxiliar na delimitagao de espécies de Scaura.

Com isso, esse trabalho expandiu o conhecimento citogenético do género Scaura,
caracterizando o cariotipo e mapeando pela primeira vez regides repetitivas do DNA. Estudos
futuros em outras espécies do género integrando abordagens -citogenomicas para
caracterizacdo da composicdo da heterocromatina poderao trazer informagdes importantes
para o entendimento da evolug¢do cromossdmica do grupo e do possivel complexo de espécies

em S. latitarsis.
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Figura 1: Cariotipo de Scaura amazonica com 2n=34 cromossomos, corados com Giemsa
(a); FISH com diferentes sondas de DNA repetitivo (regides vermelhas): 18S rDNA (b) e
GA ;5 (¢). Cromossomos foram classificados como metacéntrico (m), submetacéntrico (sm) e
subtelocéntrico (st). Barras = Sum
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Figura 2: Cariotipo de Scaura tenuis com 2n=34 cromossomos, corados com Giemsa (a);
FISH com diferentes sondas de DNA repetitivo (regides vermelhas): 18S rDNA (b) e GA ;s
(c). Cromossomos foram classificados como metacéntrico (m), submetacéntrico (sm) e
subtelocéntrico (st). Barras = Sum.
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Figura 3: Metafase de Scaura tenuis (2n=34) corada com DAPI. Setas apontam os pares
cromossomicos maiores: par 2 (setas amarelas) e par 8 (setas vermelhas). Regido do braco

longo corada fortemente com DAPI, indicando regido rica em AT e possivelmente
heterocromatina. Barra = Sum.
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