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RESUMO

NOVAES, Camila Moura, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Analises molecular, cariotipica e morfométrica de abelhas sem ferrdo do género
Partamona (Schwarz, 1939). Orientadora: Tania Maria Fernandes Salomao
CoorientadoraDenilce Meneses Lopes.

Partamonaé um género de abelhas sem ferrdo pertencente a tribo Meliponini que possui
33 espécies muito similares em sua morfologia. Considerando a uniformidade fenotipica
de Partamonaestudos utilizando outras ferramentas como a citogenética, filogenia
molecular e morfometria geométrica podem ajudar por meio da identificacdo de
marcadores, a sistematica e a taxonomia do grupo. Assim, o objetivo desse trabalho foi
analisar espécies dartamonautilizando essas trés ferramentas.espécie®. rustica

P. gregarig P. auripennis Partamona spl apresentaram 2n=34 confirmando a
estabilidade numérica dos cariétipos do género. Com base em sequéncias parciais dos
genes mitocondriai€Ol e CytB foi confirmado o monofiletismo do género e também

a divisdo das espécies dartamonanos dois grupos previamente definidos pela
citogenéticaP. cupirae P. ailyae foram discriminadas pela morfometria geométrica
sendo separad@&ntre si das demais espéciéschapadicolaP. gregaria P. helleri, P.

rusticae P. auripennisndo apresentaram uma discriminagéo completa €r@ne relacao

a forma das asas, porém observou-se uma ligeira separacdo dessas espécies em dois
grupos que corroboraram a divisdo das espécies nos grupos baseados em marcadores
citogenéticos e moleculares. A andlise populacional Pdehelleri indicou uma
variabilidade da forma das asas da espécie, porém nao indicou nenhuma estruturacdo de
acordo com a localidade geografica. Foi registrada a presenca de cromoBsemos
colénias de localidades que ndo haviam sido amostradas, ampliando o registro desses
cromossomos para a espécie. A coloracdo com fluorocromo {C&A rDNA18S
indicaram a ocorréncia de 11 citotiposnmelleri O microssatélite GAs) se acumulou-

sena regido eucromatica de todos os cromossomos do complemento A e ndo acumulou
nos cromossomos B. O microssatélite TTAg@velou sinais positivos nas duas por¢des
teloméricas dos dois bragcos cromossdmicos com variacdo de intensidade de sinais. A
citometria de imagem resolveu as diferencas entre os cromossomoR.Bheléeri e

sugerem fortemente uma diversidade desses cromossomos na espécie. Esses marcadore

Xiv



citogenéticos revelam uma diversidade cariotipic@ehellerirepresentando rearranjos

que podem ter papel na evolucao e divergéncia da espécie.
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ABSTRACT

NOVAES, Camila Moura, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2019
Molecular, karyotypic and morphometric analyzes of stingless bees of the genus
Partamona (Schwarz, 1939)Adviser: Tania Maria Fernandes Salom@o-Adviser:
Denilce Meneses Lopes.

Partamonais a genus of stingless bees belonging to the Meliponini tribe that has 33
species very similar in their morphology. Considering the phenotypic uniformity of
Partamona,studies using other tools such as cytogenetics, molecular phylogeny and
geometric morphometry may help by identifying the markers, systematics and taxonomy
of the group. Thus, the objective of this work was to anaBemtamonaspecies using

these three tools. The speciesréstica, P. gregaria, P. auripennis, Partamospl
presented 2n=34 confirming the numerical stability of the karyotypes of the genus. Based
on the partial sequences of the mitochondrial g€l®@sandCytB, it was confirmed the
monophyleticism of the genus and also the division ofRfhgamonaspecies into the

two groups previously defined by cytogenetid®. cupira and P. ailyae were
discriminated by geometric morphometry and were separated from each Bther.
chapadicola, P. gregaria P. helleri, P. rustiaadP. auripennigdid not present complete
discrimination in relation to the shape of the wings, but a slight separation of these species
was observed in two groups that corroborated the division of the species in groups based
on cytogenetic and molecular markers. Population analysB. dfelleri indicated a
variability of the wing shape of the species, but did not indicate any structuring according
to the geographical location. It was recorded the presence of B chromosomes in colonies
of locations that had not been sampled, increasing the registration of these chromosomes
for the species. Fluorochrome staining (C#)land rDNA18S indicated the occurrence

of 11 cytotypes irP. helleri The GAuss) microsatellite accumulated in the euchromatic
region of all complement A chromosomes and did not accumulate in the B chromosomes.
The TTAGGs) microsatellite revealed positive signals in the two telomeric portions of
the two chromosomal arms with varying signal intensity. The image cytometry solved the
differences between the B chromosomeB dfelleriand strongly suggest a diversity o

these chromosomes in the species. These cytogenetic markers reveal a karyotypic
diversity inP. hellerirepresenting rearrangements that may play a role in the evolution

and divergence of the species.
XVi
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1.INTRODUCAO GERAL

O génerd?artamongpertence a tribo Meliponini que é composta por abelhas que
possuem o ferrdo atrofiado, e por isso sdo conhecidas como abelhas “sem ferrdo”. As
abelhas desse género sao restritas ao continente sul-americano, com distribuicao
geografica do sul do México até o sul do Brasil. Além disso, habitam varios biomas como
Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Amazonia, utilizando os mais variados substratos
para construcdo de seus ninhos, que podem ser encontrados tanto em ambientes de
florestas quanto em ambientes urbanos (Pedro e Camargo, 2003; Camargo e Pedro, 2003).

Partamonaé um género composto por 33 espécies divididas em quatro grupos
com base em caracteristicas morfolégicas e de nidificacdo. Esses grupos sdo denominados
epiphytophila/bilineata, musarum, nigrior e cupira e foram definidos por Pedro e
Camargo (2003) que fizeram a descricdo de 17, das 33 espécies conhecidas. Estes autores
também descreveram os habitos de nidificacdo dessas albmllzag praticamente
peculiar de cada espécie. Associando os dados morfolégicos e de nidificacdo, esses
mesmos autores propuseram uma hipotese filogenéticaPpata@mona A filogenia
proposta indicou o monofiletismo do género que foi confirmado, posteriormente, por
Rasmussem e Cameron (2010) com base em marcadores moleculares para as abelhas da
tribo Meliponini. Embora monofilético, as relacdes de parentesco entre as espécies
propostas na hipétese filogenética de Rasmussem e Cameron (2010) ndo concordaram
com as propostas na filogenia de Camargo e Pedro (2003).

Diversos estudos corRartamona utilizando ferramentas moleculares foram
relatados. Esses estudos resultaram em abordagens filogeograficas para asRespécies
rustica (Mirandaet al., 2016) eP. seridoense¢Mirandaet al, 2017), estimativas de

diversidade genética de populacée®deelleri(Borgeset al., 2010; Brito e Arias, 2010)



e P. seridoensegFernandest al, 2012), caracterizagdo do DNA mitocondrial das
espécie®. hellerie P. mulata(Brito e Arias, 2005) e quantificacdo do conteudo de DNA
de P. helleri P. rusticae P. chapadicolaTavareset al, 2012). No entanto, um Unico
estudo de filogenia do génemartamonafoi relatado e apenas sete espécies de
Partamonaforam analisadas (Rasmussem e Cameron, 2010).

Também em relacdo aos aspectos morfolégicos e de nidificacdo, 0 género
Partamonatem sido pouco investigado. Nenhum estudo de revisdo relacionado a
descricéo de espécies e de ninhos foi documentado apds o realizado por Pedro e Camargo,
(2003). As abelhaBartamonasao muito semelhantes quanto a morfologia dificultando
a correta classificacdo desses insetos. Para o reconhecimento das espécies sao utilizadas
combinacdes de alguns caracteres como a forma dos dentes da mandibula, variacdes de
coloracdo do integumento, cor da pilosidade e asas, e comprimento de cerdas do escapo
sendo, muitas vezes, necessarias, também, informacdes adicionais como procedéncia das
abelhas e o substrato de nidificacdo (Pedro e Camargo, 2003). Os problemas taxonémicos
em Partamona sdo evidentes sendo a dificuldade de se estabelecer caracteres
morfolégicos de importancia taxonémica, somada a auséncia de informacdes sobre
nidificacdo de algumas espécies, um dos fatores, possivelmente, associados a dificuldade
na elucidacado de questdes taxonbmicas no género.

Uma das ferramentas utilizadas no reconhecimento de espécies consideradas
muito similares, ou até mesmo cripticas, € a morfometria geométrica (Fretnaby
2009; Francoy e Fonseca, 2010; Franebwl, 2012). Tal andlisé considerado mais
eficaz do que a morfologia tradicional na determinacdo de taxons pois captura a forma
geomeétrica, que inclui a forma e o tamanho do 6rgéo ou estrutura analisados. Porém, nao

foram encontrados, até o momento, nenhum registro de estudos envolvendo morfometria



geométrica déartamona,estudos esses, possivelmente Uteis para o esclarecimento da
taxonomia dessas abelhas e melhor definicdo das espécies do género.

Além dos problemas taxonémicos, o géndPartamona apresenta pouco
conhecimento sobre o cariétipo de suas espécies. ABetestacea, P. cuga, P. vicing
P. peckoltj P. seridoensesP. ailyae P. mulata, P. nhambiquara, P. chapadicola e P.
helleri possuem descricdo do numero diploide, sendo n=34 para todas as edf&rcjes
1969; Costaet al, 1992; Britoet al, 1997; Brito-Riboret al, 1999; Britoet al, 2003;
Martinset al,, 2009; Martheet al, 2010; Martingt al, 2013, 2014; Miranda, 2012). Mais
da metade das espécies do género ainda ndo possui seu cariétipo conhecido e nenhuma
delas possui mapeamento cromossémico de sequéncias repetitivas, evidenciando a
necessidade de ampliacdo de estudos que permitam a identificacdo de marcadores
citogenéticos que podem auxiliar na taxonomi®aeamona

Embora o numero diploide (2n=34) seja constante nos cariotipos das espécies de
Partamonaestudadas, ha uma diferenca numérica devido a presenca de cromossomos
supranumerarios, também, conhecidos como cromossomo B. Essas diferencas foram
relatadas parB. cupirague apresentou um unico cromossomo B (Maetla, 2010), e
P. helleri que tem apresentado uma variacdo de numero e morfologia desses
cromossomos extras (Costizal ,1992; Britoet al, 1997; Tostat al, 2004, 2007). Foram
detectados erR. helleriindividuos portando até sete cromossomos B, porém, a origem
desses cromossomos ainda ndo € bem definida, embora essa espécie tenha sido muito
estudada citogeneticamente (Tostal, 2004, 2007; Martinet al, 2009, 2014).

Tostaet al (2004) identificaram e sequenciaram um marcador RAPD associado a
um cromossomo B de. helleri. Posteriormente, foi desenvolvido um marcador SCAR
(regido amplificada caracterizada por sequéncia) a partir de sequéncia parcial desse

marcador RAPD, obtendo-se um marcador mais fidedigno para identificacdo dos
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cromossomos B, uma vez que os marcadores RAPD apresentam inespecificidade e baixa
repetibilidade (Tostaet al., 2007). Analise de hibridizacdo com o marcador SCAR
resultou na identificacdo de sequéncia especifica do cromossomo B em individuos adultos
de outras espécies Bartamonacomo em P. rusticae P. criptica (Tostaet al, 2014),
P. seridoensig¢Correiaet al, 2014),P. chapadicola P. gregaria(Machadcet al,, 2016).
Com base na identificacdo dessa sequéncia nessas espédiestadrona foram
sugeridas duas hipoteses de origem desses cromossomos no género. A primeira hipétese
€ de que o cromossomo B estava presente em um ancestral comum a estas espécies. A
segunda hipGtese baseia-se na hibridacdo interespecifica, por meio da qual esses
cromossomos foram transferidos horizontalmente entre as espéciee{tbs2014).

Uma primeira hipotese de origem do cromossomo BPefellerifoi proposta
por Costa e colaboradores (1992). Esses mesmos autores sugeriram que 0S Cromossomos
B teriam se originado de rearranjos estruturais dos cromossomos autossomos. Entretanto,
uma microdissecc¢ao realizada no cromossomo B dessa espécie permitiu a obtencédo de
uma sonda especifica desse cromossomo. Por meio da hibridizac&o por fluor@scéncia
situ, essa sonda hibridizou apenas com o proprio cromossomo B, ndo hibridizando com
nenhum outro cromossomo do complemento normal. Entdo, devido a falta de uma
homologia entre o cromossomo B e 0s cromossomos do complemento normal foi
sugerido que o cromossomo B microdissectado ndo seria o produto de alteracdes
estruturais do cariétipo regular e por isso a hipétese de origem intraespecifica ndo tem
sido usada para explicar a presenca desses cromossomos (dMatirz013).

Embora a presenca de cromossomos BRenhmelleri tenha sido amplamente
registrada, a constituicAo desses cromossomos ainda é pouco conhecida. Alguns
cromossomos apresentaram regides GM#outros apresentaram regiées organizadoras

de nucléolo (Martinet al, 2014). Porém, nenhum estudo com sequéncias de DNA

4



repetitivo foi conduzido nesses cromossomos. Nao foram realizados, também, trabalhos
populacionais analisando colbnias provenientes de diferentes estados dentro da
distribuicdo geogréfica d@. helleri que vai do sul da Bahia até o norte de Santa Catarina
(Camargo e Pedro, 2003). Geralmente, os estudos dos cariétipos dessa espécie, bem como
dos cromossomos B identificados, foram realizados com individuos de colbnias de
localidades préximas, dentro de um mesmo estado. Assim, ha necessidade de uma analise
populacional deP. helleri que contemple vérias localidades, compreendendo estados
diferentes, para atualizar o conhecimento sobre a dinamica populacional dos cari6tipos
dessa espécie bem como entender a dindmica populacional e possiveis origens dos
cromossomos B.

Diante do exposto, a presente tese teve como objetivo estudar a histéria evolutiva
e as relacdes filogenéticas artamonaA tese foi dividida em trés capitulos que foram
escritos no formato de artigo cientifico. No primeiro artigo é apresentada uma filogenia
parcial do género, bem como descricbes cariotipicd®. desticg P. chapadicolaP.
gregaria, P. auripennise Partamonaspl. Esse artigo foi submetido a revi§anetics
and Molecular BiologyNo segundo artigo a asa anterior direita de operarias adultas de
P. rusticg P. chapadicolaP. gregarig P. auripennis, P. ailyae, P. helleg,P. cupira
foram analisadas por meio da morfometria geométrica. No terceiro artigo foi realizado
um estudo populacional d helleri com base em analise de citogenética e morfometria

geométrica das asas.
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CHROMOSOME AND MOLECULAR DATA REVEAL A DIFFERENT

EVOLUTIONARY HISTORY FOR THE GENUS Partamona(SCHWARZ, 1939)

Abstract

The genud?artamonacomprises 33 species with very similar morphologies and
the phylogeny proposed based on this characteristic presents inconsistencies. Of the 33
species only 10 species had the described karyotype. Here, we used partial sequence data
from the mitochondrial genesCQI and CytB) of 11 species ofPartamona for
phylogenetic inferences. The karyotypesPofauripennis P. gregarig P. rusticg and
Partamonaspl. were described and a comparative analysis was performed between the
karyotypes described in this study and those availible in the literature. Females of all of
the species presented as 2n=34 and the males as n=17. Although the diploid number was
constant within the genus, the heterochromatin regions andsChkégions presented
variations, which allowed us to separate the species into two groups (A and B), suggesting
that the repetitive DNA of these species followed different evolutionary paths.
Phylogenetic reconstruction corroborated the monophyly of the genus and supported the
separation of the species into groups A and B. Neither analysis could confirm the
morphological groups dPartamona suggesting that they are not natural and that these

cytogenetic markers are potential sources of phylogenetic information for these bees.

Key-words: Meliponini, stingless bee, phylogeny, karyotype, ideogram.

Introduction

Partamona(Schwarz, 1939) is a genus of stingless bees that are found in forest
environments, as well as in urban environments, between southern Mexico and southern
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Brazil (Pedro and Camargo, 2003). These bees show uniformity in terms of their
morphological characteristics, and because of this homogeneity, the species has been
identified by a combination of characteristics, such as the shape of the teeth in the
mandible, integument coloring, and the color of the hair and wings (Pedro and Camargo,
2003). The attributes of the nest entrance and nesting substrate have also been used to
identify species of this group of bees (Camargo and Pedro, 2003).

Based on an analysis of the morphological characteristidag@monaspecies
were separated into four groups called ephiphytophila/bilineata, musarum, nigrior, and
cupira (Pedro and Camargo, 2003). The nest characteristics were coded and combined
with the morphological and biogeographic data; this information was then used to
construct a phylogenetic hypothesis using cladistic methodology (Camargo and Pedro,
2003). However, the phylogeny proposed thus far is inconsistent, and the difficulty of
coding and the polarization of the characteristics used are the factors likely associated
with this inconsistency (Camargo and Pedro, 2003).

The homogeneity reported for thieartamona species is not restricted to
morphological and behavioral characteristics, as the genus has been frequently described
as a group of bees with a preserved karyotype. The same diploid humber (2n=34) has
been determined fd?. helleri, P. vicina, P. mulata, P. aylae, P. peckolti, P. cupira, P.
testacea, P. seridoenses, P. nhambiquaradP. chapadicolgBrito et al, 1997; Brito-
Ribonet al, 1999; Britoet al, 2003; Martingt al, 2009; Marthet al, 2010; Martinset
al., 2013; Tavareet al, 2017). Numerical changes in the karyotype have only been
reported forP. helleriandP. cupira(Costaet al, 1992; Britoet al, 1997; Martheet al,

2010; Martinset al, 2013, 2014), due to the presence of supernumerary chromosomes.

Despite the numerical karyotype homogeneity, differences in the heterochromatin

distribution and cluster number of the 18S rDNA were observed wheh thaleriand
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P. seridoensi¢Brito et al, 2005). Differences in the distribution of heterochromatin and
number of rDNA sites have also been detected among species of other groups of insects
with the same diploid number (Grzywaatzal,, 2015), as well as in amphibians (Kasahara

et al, 2003), fish (Vicariet al, 2008), plants (Hasteroai al, 2006), and mammals
(Labaroniet al., 2014).

Chromosome analysis data, combined with DNA sequence information, have
resulted in the establishment of patterns of chromosome evolution, as well as
phylogenetic hypotheses, within some taxonomic groups, such in as ants (@ralgso
2014). However, no study registry, aiming to hypothesize an evolutionary scenario for
Partamonabased on cytogenetics, has been documented to date. The only report is that
of Rasmussem and Cameron (2010), which used molecular data, and only a few species
were analyzed.

In the present study, partial sequence data from the mitochondrial genes (COIl and
CytB) of 11 species d?artamonawere used for phylogenetic inferences. The karyotypes
of P. auripennis P. gregarig P. rustica and Partamonasp. were described ugin
conventional and molecular cytogenetic methods, and, finally, a comparative analysis
was performed between the karyotypes described in this study and those registered in the

literature forPartamona

Material and Methods

Sampling

Larvae ofPartamona auripenn|$. rustica, P. gregarigandPartamonasp. were
used in the cytogenetic analyses. Adult workers fronfPdtamonaspecies (Table 1)
were studied using molecular analydearatrigona, Geotrigona, TrigonandMelipona

represented the outgroup. (Supplementary Material 1). Samples from the adult individuals
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were stored in absolute ethanol in a freeze2@t°C and deposited in the Laboratory of

Molecular Biology of Insects of the Universidade Federal of Vigcosa.

Cytogenetic analyses

The metaphase chromosomes were obtained from the brain ganglion of larvae in
the last instar according to the procedure developed byeihzi (1988). After staining
with Giemsa, the chromosome number of each individual was characterized, and the
morphology of the chromosomes was determined according to the ratio of arms (Levan
et al, 1964). The characterization of the heterochromatin distribution (C Banding) was
performed according to the method of Sumner (1972) with modifications (Supplementary
Material 2). The metaphases were photographed under an OLYMPUS BX-60
microscope, coupled to a Q-Color3 camera. The chromosomes were measured, and the
metaphases were assembled using the image-editing program.

Staining with cromomycin A3/ distamyci#\/4'-6-diamidino-2-phenylindole
(CMAB3/DA/DAPI) was conducted by following the protocol from Schweizer (1980). The
in situ fluorescence hybridization (FISH) technique was performed according to Pinkel
et al (1986). The probes were obtained by PCR amplification using 18S F (5'-
GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3) and 18S R (3-TCTAATTTTT-
CAAAGTAAACGC-5") rDNA primers and labeled using digoxigenin-11-dUTP (Roche,
Applied Science) and the signal was detected with anti-digoxigeninerhodamine (Roche
Applied Science). The metaphases were photographed with an OLYMPUS BX-53
epfluorescence photomicroscope coupled to an OLYMPUS XM10 camera and mounted
with the help of the image-editing program.

The karyotypic descriptions ofP. rustica P. gregarig P. auripennis and

Partamonasp. and the karyotypes described in the literature for the species listed in Table
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2 were used to construct an ideogram with the chromosome number, heterochromatin

distribution patterns, and CMAmarkers.

Molecular analyses

Total DNA was extracted according to Waldschmeédt al (1997). Partial
sequences of the cytochrome oxidase subun@@l)(and cytochrome BQytB) genes
were amplified using the COIldegF (TAAACTTCWGGATGWCCAAAAAATCA) and
COldegR (TATCWACHAATCATAAAAATMTTGG) primer pairs and encoded using
the CytbF (TCGTTTAATTCAYATAAATGGAGC) and CytbR
(ATTACWCCTCCTAATTTATTWGGAAT) primers (Batalha-Filhet al.,2010).

Consensus sequences from the forward and reverse strands of each sample were
assembled with the CodonCode Aligner package v.5 (Copyright 2002-2015 CodonCode
Corporation). The sequences of each gene fragment were separately aligned in the
program Mega v6.06 (Tamueaal, 2013) using the MUSCLE method, and the data were
concatenated into a single matrix in the SequenceMatrix program (\Vetidya2011).

Bayesian inference was performed online using the CIPRES Science Gateway
server (Milleret al, 2010) with the program MrBayes v.3.2.1 (Rongeisal, 2012).

Two independent runs were used, each with four Monte Carlo Markov Chain (MCMC)
replications. For this, the mixed model was implemented (Ronquist and Huelsenbeck,
2003) with an invariant ratio and Gamma correction for the two gene fragments. For the
tree generated from the concatenated data, 12,000,000 generations of the MCMC were
used, with trees sampled every 1,000 generations. The convergence of the Markov chains
was verified in the program Tracer v.1.5 (Rambaut and Drummond, 2009). Twenty-five
percent of the initial MCMC generations were excluded, and the remainder was used to

calculate a consensus tree. The frequency of each branch in the majority consensus
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represented the value of the posterior probability (PP = posterior probability) of the
Bayesian formula. The tree resulting from the analysis was edited in FigTree v. 1.3.1

(Rambaut, 2009).

Results
Karyotypic analyses

The diploid number described for the four analyzed species was 2n = 34. Male
subjects (n = 17) were only observedRogregaria As shown in Figure 1, the karyotypic
formulas were determined fét. gregaria(2K=30M+4SM females an&=15M+2SM
males), P. auripennis (2K=20M+10SM+4ST), P. rustica (2K=26M+8SM), and
Partamona spl. (2K=28M+6SM). In P. gregaria and Partamona spl., the
heterochromatin was restricted to the centromeric and pericentromeric regions, while in
P. auripennisit was observed along the short arm of all of the chromosdMesstica
had heterochromatin markers in the centromeric and pericentromeric regions, as well as
along the chromosome arm, although with less intense staining (Figure 2).

The CMAs*, C-band, DAPI, and 18S rDNA sites are shown in Figure 2. GMA
markings were identified in different number of chromosomes depending on the species
analyzed: six irP. gregarig four in Partamonasp., and two irP. auripennis andin P.
rustica Except forPartamonasp., DAPT coincided with the heterochromatin regions. In
addition, 18S rDNA sites were obseniadsix chromosomes of tHe gregaria (Figure
2), six chromosomes of the. rustica and two chromosomes of th& auripennis
chromosomes (data not shown). The analysis of the £6iid C-band marking patterns
resulted in the separation of the species into two groups (groups A and B). The species in
group A shared some characteristics, like heterochromatin along one arm and the presence

of CMA3" in only two chromosomes. CMAmarkings on four to six chromosomes and
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restriction of the heterochromatin to the centromeric and pericentromeric regions were
the karyotypic characteristics shared by the species of group B. The karyotypic
descriptions of the species analyzed in the present study and the karyotypes described in
the literature for the species listed in Table 2 are shown in Figure 3b. This information
was used to construct an ideogram with the chromosome number, heterochromatin

distribution patterns, and CMA

Molecular analyses

The mean partial sequence sizes of @@ andCytB genes were 593 and 598
base pairs, respectively. Phylogenetic reconstruction, based on the COI and CytB
sequences, confirmed the monophyly of lagtamonaspecies that were distributed into
two clades (clades A and B). Clade A was formed by the sp@cegl/ae P. rustica, P.
mulata, P. testaceaandP. vicing and clade B included the speckeschapadicola P.

seridoensisP. cupira, P. helleri, P. gregaria, andP. nhambiquaraFigure 3a).

Discussion

This is the first karyotypic description &% rustica P. gregarig P. auripennis
and Partamonasp. The diploid number (2n = 34) of these species was similar to those
that have been reported for other species of the genus (€catal1992; Britoet al,
1997; Brio-Ribonet al, 1999; Britoet al, 2003; Martin®t al, 2009; Marthet al, 2010;
Lopeset al, 2011), confirming the numerical stability of chromosomes in this group of
bees. This conserved diploid number pattern has also been found in anotherfgenus o
stingless bees from the Meliponini tribe asvielipong TetragoniscaTrigona Plebeia
(Rochaet al, 2003; Dominguest al, 2005; Bartheet al, 2011; Godoyet al., 2013).

Despite the preservation of the diploid number Rartamona variations in the
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morphology of the chromosomes can be observed. This pattern of variation may be
related to rearrangemerasparacentric and pericentric inversions, likewise proposed for
species of the genefaigona, ScaptotrigonaandNanotrigona(Rochaetal., 2003).

In Hymenoptera (bees, wasps, and ants), the Minimum Interaction Theory (TIM)
has been proposed to explain karyotype evolution within the order €iredi, 1984;

1988). According to this theory, chromosomes pass through fission events to thus increase
the number of chromosomes with smaller sizes, which would lead to a decrease in
deleterious interactions during the cell cycle. Considering that the species of the genus
Partamona as well as those of other genera of the Meliponini tribe, do not show diploid
number variation, fission events and consequently, increases in the number of
chromosomes would not be the main method of karyotype evolutiBartamona as
predicted by the TIM. In these bees, the karyotypic variations found are related to the
chromosome morphology, amount and distribution of heterochromatin, and repetitive
DNA composition, and these variations do not promote an increase or decrease in the
diploid number.

The CMAs* and C-band marking patterns revealed other differences in the
karyotypes of th@?artamonaspecies, showing that they are not homogeneous in their
composition. These differences, which allowed the separation of the species into two
groups A and B, suggest that the repetitive DNA of these species may undergone different
evolutionary paths. The division of the species into these two groups based on the CMA
and C-band markers is corroborated by the molecular phylogeny. However, these results
do not confirm the division dPartamonainto the groups musarum, cupira, nigrior, and
epiphytophila/bilineata, suggesting that these groups are not natural (Pedro and Camargo,

2003).
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Phylogenetic reconstructions based on the COI and CytB sequences confirmed the
monophyly of the genu8artamonaas reported by Camargo and Pedro (2003), who used
morphological and nesting data, and as observed by Rasmussem and Cameron (2010),
based on the molecular phylogeny of the Meliponini tribe. However, the phylogenetic
relationships inferred by molecular data differs from those reported by Pedro and
Camargo (2003). The combined molecular and cytogenetic analyses revealed a
phylogeny that conflicted with the morphology. Thus, we suggest that the genus
Partamonaneeds taxonomic revision and a revision of the morphological characteristics
used to identify its species.

As discussed by Pedro and Camargo (2003), the gPattamonapresents
species with very similar morphologies, such that the morphological characteristics
provide little information for phylogenetic inferences. Rasmussen and Cameron (2010)
proposed a time of divergence of 4 million years ago for this genus, with this homogeneity
as a consequence of a recent process of divergence. However, Camargo and Pedro (2003)
reported that although the morphological and structural characteristics of the nests are
used to identifyfPartamonaspecies, information on the nesting habits is still incomplete
or non-existent for many species. This makes it difficult to carry out phylogenetic studies
based on these parameters, and it is not possible to trace an evolutionary history based
only on the morphological and nesting characteristics (Camargo and Pedro, 2003). Unlike
the morphological and behavioral characteristics that are not very informative for
Partamona the cytogenetic data are congruent with the molecular information, thus

proving to be potential sources of phylogenetic information for this group of bees.
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Figure 1: Karyotypes of thBartamonaspecies, based on Giemsa staining. Females: 2n=34. Male: n=17. a and b: females andRnales of
gregarious respectively. cP. auripennisd: P. rustica and:Partamonaspl. 10 um bar.
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Figure 2: Metaphase of thBartamonaspecies. a: C-band with markings in the
centromeric and pericentromeric regions, and regions of less intense coloration along the
chromosomal arm oPartamona rusticab: in the centromeric and pericentromeric
regions & P. gregarig c: and along the chromosomal arnPofauripennisd: DAPI of P.

rustica e: P. gregarig f: P. auripennisk: andPartamonaspl. g: CMAs" in P. rustica

h: P. gregarig i: P. auripennis |: and Partamonaspl. j: 18S rDNA sites on six
chromosomes of the speci@srustica 10 um bar.
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Table 1 Species of the gentartamonaused in the molecular analyses and their respective sampling locations and geographic coordinates.

Scientific name City / State Geographical coordinates
Partamona ailyae 1 Redencao/PA 7°57'2.32"S 50°15'44.84"W
Partamona ailyae 2 Nova Xavantina/MT 14°38'14.93"S 52°24'59.91"W
Partamona rustica Lontra/MG 15°52'4.27"S 44°17'22.05"W
Partamonamulata Cuiaba/MT 15°35'53.51"S 56° 2'16.14"W
Partamona testacea Novo Progresso/PA 6°55'52.95"S 55°45'54.81"W

Partamona vicina Nova Xavantina/MT 14°39'10.06"S 52°23'12.96"W
Partamona chapadicola Urbano Santo/MA 3°16'22.06"S 43°23'14.45"W
Partamona seridoensis Mirador/MA 6°33'1.02"S 45° 3'39.59"W

Partamona cupira Guimarania/MG 18°49'6.54"S 46°43'29.76"W

Partamona helleri 1 Paraopeba/MG 19°16'16.72"S 44°24'5.65"W
Partamona helleri 2 Governador Lindemberg/ES 19° 9'31.43"S 40°30'8.55"W

Partamona helleri 3 Nova Venécia/ES 18°46'31.96"S 40°35'51.79"W
Partamona helleri 4 Vicosa/MG 20°45'20.15"S 42°51'45.50"W

Partamona helleri 5
Partamona gregaria

Partamona nhambiquara

Silva Jardim/RJ
Novo Progresso/PA
Tangara da Serra/MT

22°40'48.92"S 42°24'11.75"W
7°50'21.75"S 55°44'30.95"W
14°43'26.50"S 57°41'26.49"W




1 Table 2. Cytogenetic data (diploid number, localization of heterochromatin, and"Gé& 18S rDNA sites) for the genBartamona separated
2 into the groups defined by Pedro and Camargo (2003).

Group cupira

Species 2n Heterochromatin 18S References
Partamona 34 Centromeric and pericentromeric region. It ranged Brito et al, 1997, Britoet al., 2005,
helleri heterochromatic block in the first pair from six to Martinset al, 2009, Martint al,
eight 2013, Martinset al, 2014
markings
between
colonies
P. ailyae 34 Heterochromatic blocks along a 1 marking - Brito-Ribonetal., 1999
chromosomal arm
P. mulata 34 Heterochromatic blocks along a 2 markings - Brito-Ribonetal., 1999
chromosomal arm
P. rustica 34 Centromeric region, with chromosomes 2 markings 6 markings  In this study
and three color tones
P. cupira 34 - 3 markings - Martheetal., 2010, Pompolo, 1992
Pompolo, 1994; Cosktal., 1992
Group nigrior
P. chapadicola 34 Eucromatic and heterochromatic arms w 4 markings 7 markings  Fernandes, 2012
chromosomes showing three colordsn
P. auripennis 34 Along one arm of all chromosomes 2 markings 2 markings In this study
P. seridoensis 34 Blocks in the pericentromeric region. Pai 8 markings 7 markings  Brito etal., 2005
2,4,9, 10 and 15 have terminal
heterochromatic blocks
Group bilineata/epiphytophila
P. peckolti 34 Pericentromeric region of all 1 marking - Brito etal., 2003

chromosomes, a heterochromatic block i
the first pair
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P. 34 Eucromatic and heterochromatic arms w 4 markings 6 markings Brito-Ribometal., 1999,
nhambiquara chromosomes showing three color tones Fernandes, 2012
Group musarum
P. vicina 34 Along a chromosomal arm and a band ai 2 markings - Brito-Ribonetal., 1999
the terminal region in one of the
homologues of the largest pair
P. gregaria 34 Centromeric and pericentromeric regions 6 markings 6 markings  In this study
P. testacea n=18 - - - Kerr, 1969
P. pearsoni n=17 - - - Tarelho, 1973
Partamonasp 34 Centromeric and pericentromeric regions 4 markings - In this study

1
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Figure S1: Concatenated Bayesian phylogeny of the COI and CytB genes, including the out groups.
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Table S1: Modifications of the C Banding Protocol of the cytogenetically analyzed species.

Sumner, 1972 Partamona auripennis Partamona rusica Partamona gregaria Partamonasp
HCI 1 hour 7 minutes 4 minutes 2 minutes 2 minutes
H20 Quick wash Quick wash Quick wash Quick wash Quick wash
Bario 5-15 minutes 13 minutes 10 minutes 8 minutes 8 minutes
HCI - 1 minutes 30 seconds 30 seconds 30 seconds
H20 Quick wash Quick wash Quick wash Quick wash Quick wash
2XSSC 1 hour 11 minutes 10 minutes 8 minutes 8 minutes
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4.Artigo Il
VARIABILIDADE MORFOMETRICA DE ESPECIES DE ABELHAS SEM

FERRAO DO GENERO PartamonaSCHWARZ, 1939

Resumo

Partamonaé um género de abelhas sem ferrdo que apresenta espécies com
morfologias muito semelhantes que tornam complexa a taxonomia do géifendtam
a identificacdo correta das espécies. O objetivo desse estudo foi investigar a variabilidade
morfométri@ das asas anteriores de operarias adultas das edpecigsrg P. ailyae,
P. gregaria, P. chapadicola, P. rusticg, auripennise P. helleriutilizando morfometria
geomeétrica. A andlise de variaveis candnicas sepeaeapecie®. cupiraeP. ailyaeem
duas nuvens de pontos ndo sobrepostas a nenhuma outra espécie no morfogspaco. A
espéciesP. gregaria, P. chapadicola, P. rustic&. auripennise P. helleri ndo
apresentaram uma discriminacdo completa entre as espécies em relacdo a forma das asas
porém observouseuma ligeira separacéo dessas espécies em dois grupos. As dapécies
gregariae P. auripennisapresentaram p-valor 0,0006 para o teste de permutacdo sobre
as distancias de Procrustes. Todas as outras combinacoes de espécies apresentaram o p-
valor significativo nas distancias de Procrustes e Mahalanobis. A distingdo das espécies
P. cupira e P. ailyae indicou que a morfologia das asas dessas espécies contém
informacdes significativas que podem ser utilizadas na correta identificagdo das mesmas.
Além disso, a morfologia das asandicou tendéncias evolutivas das espécies de
Partamona separando-as em dois grupos que sao corroborados por marcadores

citogenéticos e moleculares.

Palavras-chave: Meliponini, morfometria geométrica, citogenética, filogenia.
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Introducao

A taxonomia e a correta identificacdo das espécies sao de extrema importancia
para as diferentes areas da biologia basica e aplicada (Moraes, 1987). No contexto da
biologia da conservacéo, os esforcos precisam ser direcionados a partir de uma base
taxondmica solida, pois a auséncia dessa base pode dificultar a execucdo de medidas
apropriadas para uma acao conservacionista (Dubois, 2003).

Apesar da importancia da taxonomia, muitos grupos de organismos apresentam
problemas nessa area devido a dificuldade de se estabelecer padrbes para separacao entre
as espécies. Este € o caso, por exemplo, de muitas espécies de abelhas sem ferrdo que
desempenham papel importante na manutencédo dos ecossistemas através da polinizacéo
(Roubik, 1989; Ker 1997). Dentre essas abelhas encontra-se o Ban@monaque
compreende 33 espécies descritas distribuidas na regido neotropical (Pedro e Camargo,
2003). Essas abelhas apresentam muitas similaridades morfolégicas e para a correta
classificacdo das espécies, muitas vezes € necessaria uma combinacdo de varios
caracteres, dentre eles, a forma dos dentes da mandibula, coloracdo do integumento, cor
da pilosidade e asas (Pedro e Camargo, 2003). Além disso, informacdes adicionais, como
substrato de nidificacdo e localizacdo geografica, também séo utilizadas (Camargo e
Pedro, 2003).

Apoés a descricdo das espéciesRdgtamona,utilizando dados de morfologia
tradicional, ndo ha registros, até o momento, de revisdo das caracteristicas morfologicas
gue possam estabelecer, com mais preciséo, as caracteristicas que definem as espécies do
género. Utilizando caracteristicas morfologicas e habitos de nidificagédo, Pedro e Camargo
(2003) propuseram uma divisdo do género em quatro grupos, sendo eles

bilineata/epiphytophila, musarum, nigrior e cupira. Porém, esses grupos parecem nao ser
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naturais e a taxonomia do género ainda é considerada complexa devido a dificuldade de
se estabelecer caracteres de importancia taxonémica (Pedro e Camargo, 2003).

A morfometria geométrica tem sido considerada mais eficaz do que a morfologia
tradicional na determinacédo de taxons porque captura a forma geométrica, que inclui a
forma e o tamanho do 6rgéo analisado (Bookstein, 1991). Em abelhas, asas dos individuos
adultos sdo comumente utilizadas nas analises de morfometria geométrica (@tgkkin
2007; Mendegt al, 2007). O fato dessas estruturas serem planas facilita a mensuracao
do tamanho e da forma das mesmas (Nabed., 2007, 2008; Francogt al., 2009).

Dessa forma, muitos estudos, com diferentes abordagens, tém sido conduzidos utilizando
a morfometria geométrica nesse grupo de insetos (Aytetkah. 2007; Mendegt al,

2007; Nunestal., 2007, 2008, 2012; Villemaetal. 2007; Francoyt al.,2009, 2012
Francoy e Fonseca, 2010).

Contudo, nenhum trabalho utilizando a morfometria geométrica foi realizado em
Partamonapara auxiliar na taxonomia das espécies e assim confirmar o nimero de
unidades taxondmicas do género. Assim, objetivo do presente estudo foi avaliar a
variacdo morfométrica das asas anteriores direita de operarias adultas das Bspécies
cupira, P. ailyae, P. gregaria, P. chapadicola, P. rusti€a,auripennise P. helleripor

meio da morfometria geométrica.

Material e Métodos

Foram utilizadas operarias adultas Blecupira, P. ailyae, P. auripennis, P.
chapadicola, P. gregaria, P. rustica e P. hellgd nimero de coldnias de cada espécie e
a procedéncia de cada colbnia estdo disponiveis na Tabela 1. As abelhas foram
identificadas por Silvia Pedro e armazenadas em tubos contendo alcool etilico 100% em

freezer a uma temperatura de -20°. Os individuos analisados foram provenientes de
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material depositado no Laboratorio de Biologia Molecular de Insetos do Departamento
de Biologia Geral na Universidade Federal de Vigd§a-

Utilizamos a asa anterior direita de sete a dez operarias por colbnia. As asas foram
retiradas, dispostas entre duas laminas histolégicas e fotografadas em um
estereomicroscopio binocular Olympus (Carl Zeiss) acoplado a uma camera AxionCam
Erc 5S (10MB), utilizando o programa Axion Vision. Todas as fotos foram tiradas no
mesmo aumento da lente para manter as fotos na mesma escala.

Apos a digitalizacdo das imagens, foram criados arquivos do tipo TPS utilizando
o programa tpsUtil versdo 1.72 (Rohlf, 2015). Usando o software tpsDig2 (Rohlf, 2015)
0s marcos anatémicos foram digitalizados sempre na mesma ordem em cada imagem.
Onze marcos anatdmicos foram desenhados manualmente nas intersecdes das nervuras
de cada asa (Figura 1). Para o teste de erro de digitacdo foram criados dois conjuntos de
fotos e os marcos anatémicos foram digitados em todas as fotos desses dois conjuntos.
Foi realizada uma andlise dos componentes principais (PCA) dessas fotos, utilizando a
matriz de variancia-covariancia dos residuos da sobreposicao de Procrustes. Depois disso,
a distribuicdo normal dos dados multivariados foi testada no programa PAST 3.0.

Apos os testes preliminarescanfiguracdes foram analisadas usando o software
MorphoJ versdo 1.03 (Klingenberg, 2011) através do qual foi feito o alinhamento de
Procrustes, que exclui diferencas de posi¢cdo, tamanho e orientacdo, para identificar os
pontos de variacdo da forma. A técnica de variavel candnica (CVA) foi utilizada para
maximizar o valor explicativo de cada variavel candnica em relacdo as diferencas
morfolégicas entre as espécies estudadas e testar se as médias das espécies foi
significativamente diferente. Para facilitar a interpretagcdo geométrica, as semelhancas
entre as espécies foram identificados em grafico de dispersdo bidimensional. Séo

apresentadas as distancias de Procrustes e as distancias de Mahalanobis entre todos os
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pares de espécies avaliadas, para quantificar as distancias na forma media entre as

espécies comparasia

Resultados

As trés primeiras variaveis canonicas explicaram 78,588@& variancia
CV1=39,50%; CV2=23,17%; CV3=15,91% analise de variaveis candnicas separou
asespécie®. cupira e P. ailyaeem duas nuvens de pontos ndo sobrepostas a nenhuma
outra espécie no morfoespaco. Essa analise (CVA) amplifica as diferencas entre os
grupos, porém ss espécies gregaria, P. chapadicola, P. rusticR, auripennise P.
helleri ndo apresentaram uma discriminacdo completa entre as espécies em relacdo a
forma das asas (Figura 2). No entanto, o resultado das medidas de distancia de Procrustes
e de Mahalanobis apontam uma separacéo entre as espécies, sendo na maior parte das
vezes sustentada por um p-valor significativo. As premissas foram negligenciadas, dessa
forma impossibilitando que os CVAs ndo possuam uma verdade estatistica, todavia a
estruturacdo dos dados sdo mais facilmente visualizados no CVA e por isso esse teste foi
apresentado. Foi possivel observar uma ligeira separacéo das espécies em dol.grupos (
chapadicola + P. gregaria; P. helleri + P. auripennis + P. rusjca

P. auripennise P gregariasédo as mais proximas na Distancia de Procrustes
enguanto que as espédieschapadicola P gregariasao as mais proximas na Distancia
de Mahalanobis. J4 as mais distantes, segundo a distancia de Procristaaahobis
saoP. cupirae P. rustica As espécieP. gregariae P. auripennisapresentaram p-valor
0,0006 para o teste de permutacdo sobre as distancias de Procrustes. Todas as outras
combinacoes de espécies apresentaram o p-valor significativo em ambas distancias
(Tabela 2 e 3).

Discussao
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As espécid’. ailyaee P. cupirapertencem ao mesmo grupo cupira definido por
Pedro e Camargo (2003). As espécies desse grupo apresentam similaridades morfologicas
como a forma dos dentes da mandibula e ainda possuem habitos de nidificar em
termiteiros (Pedro e Camargo, 2003; Camargo e Pedro, 2003). Embora pertencam ao
mesmo grupo, tendo similaridades morfologicas e de nidificacdo, observa-se uma correta
classificacdo das espéciesailyaee P. cupirautilizando a morfologia da asa anterior
direita. Assim, a morfometria geométrica € uma ferramenta alternativa eficiente para a
identificacdo dessas duas espécies. Em outros géneros que possuem espécies cripticas,
como em Bombus (Aytekiatal. 2007) e Eubeus (Villemantetal. 2007), a morfometria
geométrica também tem ajudado no reconhecimento das espécies, mesmo sendo as
espécies morfologicamente semelhantes.

Com excecdao das espédresupiraeP. ailyaeque foram totalmente distinguiveis
pela morfologa das asas, foi possivel observar uma ligeira separacdo das espécies em
dois grupos. Esses dois grupos ficariam assim definidoselleri, P. rusticae P.
auripennisnos scores positivos da CV2Re gregariae P. chapadicolanos scores
positivos da CVle negativo da CV2. Essa separacdo nao concorda com a 0S grupos
definidos por Pedro e Camargo (2003) oRdénelleri, P. rustica, P. cupira P. ailyae
pertencem ao grupo curpifd, gregariaao grupo musarum 8. chapadicolaao grupo
nigrior. Assim, a morfometria geométrica das asas anteriores direita de operarias adultas
indicam que esses grupos previamente definidosHamtamonanao sejam naturais.

Os organismos podem apresentar similaridades morfogenéticas por
compartilharem um mesmo caminho evolucibméKlingenberg, 2008). De acordo com
marcadores moleculares e citogenéticos, 12 espéciddadamonatambém foram
divididas em dois grupos (Artigo 1) distintos dos grupos previamente definidos para o

género (Pedro e Camargo, 2003). Esses dois grupos (A e B) corroboram as similaridades
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morfologicas encontradas nesse estudo, sendo as espéciesticae P. auripennis
alocadas no grupo AR. gregariae P. chapadicolano grupo B. Essa divisao reforca a
hipétese de que os grupos definidos com base em caracteristicas morfolégica e de
nidificacdo (Pedro e Camargo, 2003) ndo sejam naturais e que os grupos definidos pelos
marcadores citogenéticos, moleculares (Artigo 1) e morfométricos possam estar
definindo melhor a divisdo das espécies do género.

As diferencas na morfologia das asas das espécieBatdamonatém sido
observadas pela mudanca dos contornos das células dessa estrutura. Esses contornos
também conhecidos como padrdo de venacdo da asa tem mostrado resultados
significativos na discriminacdo das espécies tais como as dos gapes¢israncoyet
al., 2006) eeuglossaFrancoyet al, 2012). O padrao de venacao pode estar relacionado
com a estabilidade das asas durante o v6o, uma vez que a auséncia dessas veias levaria a
reducao da rigidez da asa, comprometendo, assim, a locomoc¢ao do individuo (Combes e
Daniel, 2003). EnP. cupira observa-se uma expansao das células do 2° cubital e 1°
medial e também da parte final da asa (CV18+), enquantP.cuilyae apresenta mais
expansao da parte final da asa (CV28+). Ambas expansfes podem estar relacionadas a
estabilidade no vdo como relatadas para outras abelhas.

N&o detectamos diferencas na morfologia da a$a delleri e P. rustica Essas
duas espécies, assim corRo cupira e P. ailyae, também apresentam semelhancas
morfologicas e de nidificacdo e além disso, sdo simpatricas em sua distribuicdo, que vai
do norte de Minas Gerais ao estado da Bahia (Pedro e Camargo, 2003). Uma possivel
explicacdo para a auséncia de diferenciacdo morfologica das &dmetlerie P. rustica
pode ser associada ao recente processo de especiacao, que pode nao ter ainda permitido

uma diferenciacdo dos caracteres morfologicos dessas duas espeécies.
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Embora a morfologia tradicional tenha sido a base utilizada para a classificacao
e divisdo das espécies Bartamona as similaridades morfologicas entre as espécies
tornam o género complexo em sua taxonomia. A distingdo das espécigsirae P.
ailyaeindicou que a morfologia das asas dessas espécies contém variacdes significativas
que podem ser utilizadas na correta identificacdo das mesmas. Além disso, essas
estruturas morfologicas também indicaram tendéncias evolutivas na morfologia dessas
abelhas, separando-as em dois grupos que séo corroborados por marcadores citogenéticos

e moleculares.
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Tabela 1: Espécies @Rartamonautilizadas nas analises morfométricas e suas respectivas
localidades
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Nome cientifico

Localidade/Estado

Numero de espécimes

analisados
Partamona cupira Bom Despacho/MG 10
Partamona cupira Guimarania/MG 10
Partamona gregaria Novo Progresso/PA 20
Partamona rustica Bocaitva/MG
Partamona rustica Lontra/MG
Partamona ailyae Cataldo/Goias 10
Partamona ailyae Novo Progresso/PA 10
Partamona auripennis Novo Progresso/PA 10
Partamona chapadicole Urbano Santos/MA 20
Partamona helleri Santa Teresa/ES 10
Partamona helleri Paraopeba/MG 10

Figura 1: Asa anterior direita de operarias adultas de abelhas do Ban@mona Os
circulos brancos representam os pontos anatdémicos utilizados nas analises morfométrica
e 0S numeros indicam a ordem que os pontos anatémicos foram marcados. Barra: 1 mm.
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Figura 2: Gréfico dos escores das variaveis candnicas CV1 e CV2 da asa anterior dirditglde Os outlines em azul escuro representam as
deformacdes encontradas nas extremidades dos eixos CV1 (a direita) e CV2 (a esquerda), ja os outlines em azul claro represeatam a deform
média. Os valores abaixo dos outlines indicam os extremos das variacdes positiva e negativa para cada CV.
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Tabela2: Distancias de Procrustes entre as espécies e seu p-valor para teste de permutac@&@ptiedO®esultado do CVA da da asa anterior
direita.

Distancia de Procrustes

P gregaria P. ailyae P. auripenns P. chapadicola P. cupira  P. helleri
P. ailyae 0,0245
P. auripennis 0,0142 0,0219
P. chapadicola 0,0156 0,0316 0,0218
P. cupira 0,0195 0,0298 0,0293 0,0255
P. helleri 0,0181 0,0300 0,0179 0,0168 0,0309
P. rustica 0,0208 0,0264 0,0176 0,0235 0,0343 0,0176
Valor-p para teste de permutacéo de 1000 réplicas
P gregaria P. ailyae P. auripennis  P. chapadicola P. cupira P. helleri
P. ailyae <.0001
P. auripennis 0,0006 <.0001
P. chapadicola <.0001 <.0001 <.0001
P. cupira <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
P. helleri <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
P. rustica <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
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Tabela3: Distancias de Mahalanobis entre as espécies e seu p-valor para teste de permutacao de 1000 réplicas. Resultadcaari@®tfoda a

direita.
Distancia de Mahalanobis

P gregaria P. ailyae P. auripennis P. chapadicola P. cupira P. helleri
P. ailyae 6,7938
P. auripennis 6,0448 7,7185
P. chapadicola 5,0159 8,1041 6,7583
P. cupira 6,4455 7,6565 9,7707 7,8588
P. helleri 7,5313 7,5168 6,8689 6,8770 9,6980
P. rustica 6,7881 7,3554 6,9878 7,2809 10,3292 6,9928

Valor-p para teste de permutacédo de 1000 réplicas

P gregaria P. ailyae P. auripennis P. chapadicola P. cupira P. helleri
P. ailyae <.0001
P. auripennis <.0001 <.0001
P. chapadicola <.0001 <.0001 <.0001
P. cupira <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
P. helleri <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
P. rustica <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
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Artigo 1 11

DIVERSIDADE MORFOLOGICA E CARIOTIPICA ENTRE POPULACOES
DE Partamona helleri(FRIESE, 1900) CROMOSSOMOS B E IMPLICACOES

PARA EVOLUCAO DA ESPECIE

Resumo

Partamonahelleri € uma abelha sem ferrdo pertencente a tribo Meliponini que apresenta
variagdo morfoldgica. Embora possua numero monomorfico de cromossomos do
complemento A, variagbes cromossOmicas numéricas sdo encontradas em virtude da
presenca de cromossomos B. Aqui, nés avaliamos a diversidade morfolégica e cariotipica
entre populacdes d& hellerilocalizadas no bioma Mata. As populacdes da da espécie
apresentaram variacdo morfométrica das asas anteriores direita das operarias adultas. O
namero cromossdmico encontrado foi 2n=34 (feméas) e n=17 (machos). Adicionalmente
aos cromossomos do complemento A, até quatro cromossomos B foram enco@trados.
rDNA 18S e o fluorocromo CM& indicaram a ocorréncia de 11 citétipos para a espécie.

O microssatélite§&SAgs) hibridizou nas regibes eucromaticas do braco longo de todos os
cromossomos do complemento A e nao se acumulou nos cromossomos B. O
microssatélite TTAG() revelou sinais positivos nas duas porcdes teloméricas dos
cromossomos do complemento A e B com variagdes de intensidade de sinais entre os
bracos cromossOmicos. A citometria de imagem indicou variacfes de densidade Optica
integrada entre os cromossomos do complemento A (0,672 paemaassomo 1 a 0,388

para o cromossomo 17), e entre os cromossomos B (0,01 a 0,33) e resolveu diferencas
entre os cromossomos B, mostrando a diversidade desses cromossdmoglésr. A
aplicacdo da citometria de imagem juntamente com as analises citogenéticas foram
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importantes para revelar variagbes cromossOmicas e as diferengcas na composi¢do da

cromatina podem ser um mecanismo comum de divergéncia intraespecifica.

Palavras-chave: Cromossomo B, abelhas sem ferrdo, citometria de imagem,

citétipos, DNA repetitivo, Meliponini, morfometria geométrica.

Introducao

Partamona helleri(Friese, 1900¢ uma abelha sem ferrdo com distribuicdo no
leste do territorio brasileiro (Camargo e Pedro, 2003). E uma abelha pequena, de
coloracéo escura e de comportamento agressivo a qual tem sido incluida no grupo cupira
devido as semelhancas morfoldégicas com as espécies desse grupo (Pedro e Camargo,
2003). Entretantd?. hellerié a Unica espécie pertencente ao grupo cupira que nao nidifica
em associagao com termiteiros (Camargo e Pedro, 2003). Seus ninhos geralmente sao
livres ou semi-expostos e sdo comumente encontrados em ninhos abandonados de aves
como oPhacellodomusufifrons (“Joao gravetd) bem como em ambientes antropizados
(Camargo e Pedro, 2003). Embora ndo seja comum, foi relatada, para algumas
populacdes, a utilizacdo de cupinzeiros como substratos de nidificacRo lesleri
(Pedro e Camargo, 2003). Essas populagcbes precisam ser melhor analisadas para a
elucidacao de questdes taxonémicas da espécie.

Em abelhas, a morfometria geométrica tem sido uma ferramenta eficaz no estudo
de variacdo morfologica intraespecifica (Francist@l, 2008; Francoyet al., 2011;
Francoyet al., 2016). Essa ferramenta descreve, representa e compara a geometria das
formas estudadas. Além disso, a morfometria geométrica é capaz de descrever e
identificar mais nitidamente as regides de mudancas na forma e, principalmente,

reconstituir graficamente estas diferengas (Bookstein, 1991). CoRtudellerinéo foi,
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até o momento, estudada por meio dessa ferramenta de analise visandoaavaliar
variacdes morfologicas de suas populacoes.

Além dasdiferencas morfologica®,. helleriapresenta também variagdes em seu
cariotipo devidas a presenca de cromossomos extras ao complementosA
Cromossomos supranumerarios ou cromossomos B @réh 1997; Tostat al, 2004;

Brito et al, 2005; Martinset al, 2009, 2013). Esses cromosSsomos apresentanaan
variedade de numero (1 a 7) e morfologia (submetacéntricos e acrocéntrico) na espécie
(Brito et al, 1997; Tostat al, 2007; Martin®t al, 2009, 2013, 2014). As duas hipoéteses
mais provaveis para explicacdo da presenca de cromossomo B no caridtipo séo: (1)
resultados de alteragdes estruturais nos cromossomos do complemento A (Gamacho
al., 2000), e (2) resultados de hibridac&o entre espécies (McAllister and Werren, 1997;
Tostaet al, 2004, 2014).

Além das alteracdes numéricas ocasionadas pela presenca de cromossomos B,
outras variacdes cariotipicas, como heteromorfismo de cromossomos do complemento A,
sao encontradas em helleri A (Brito et al, 1997; Britoet al, 2005). Essas varia¢des
foram indicadas como resultado de rearranjos estruturais, que porzspadeen ter
originado os cromossomos B na espécie (Bital, 1997; Britoet al, 2005). Porém, a
sonda gerada a partir da microdissec¢do de um cromossomo B indicou auséncia de
homologia entre esse cromossomo B e os cromossomos do complemento A e néo
confirmou a hip6tese de uma origem intraespecifica (Magtiaé, 2013).

Tostaet al (2007) isolaram e clonaram um marcador RAPD associado a um dos
cromossomos B de. helleri que foi entdo convertido em marcador SCAR (regiédo
amplificada caracterizada por sequéncia). Com esse marcador foi possivel identificar
individuos adultos que portavam o cromossomo B, uma vez que s6 era possivel detectar

citologicamente a presencga/auséncia desses cromossomos no estagio larved &rosta
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2007). O marcador SCAR foi também utilizado para investigar a presenca de
cromossomos B em outras espécies do géRamamona sendo encontrados nas
espécied. cupirg P. rustica P. criptica (Tostaet al, 2014),P. seridoensigCorreiaet
al., 2014)P. chapadicolaP. gregara (Machadcet al, 2016). Com isso foram sugeridas
duas hipoteses de origem dos cromossomos B no género, sendo a primeira hipétese de
que este cromossomo estava presente em um ancestral comum a estas espécies e a
segunda hipotese de que estes cromossomos B foram transferidos de uma espécie para
outra por meio de hibridacdo interespecifica (Testl, 2014; Machadetal., 2016).

Embora o cariétipo dB. hellerija tenha sido estudado, principalmente com foco
na origem dos cromossomos B, pouco se conhece sobre a organizacdo e estrutura dos
cromossomos do complemento A e B. Também séo escassos o0s estudos que busquem
elucidar questdes taxonémicas da espécie diante das varnamdeldgicas encontradas.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade morfologica e cariotipgita de

helleri e a diversidade e dinamica do cromossomo B de diferentes populagoes.

Material e métodos
Morfometria geométrica

Utilizamos abelhas operarias adultas de 38 col6nias naturais da &spégieri
distribuidas em 14 localidades compreendendo os estados de Minas Gerais (MG), Espirito
Santo (ES) e Rio de Janeiro (RJ). Os locais de procedéncia das abelhas e o nimero de
individuos analisados estéo descritos na Tabela 1. As abelhas foram capturadas na entrada
das col6nias com o auxilio de armadilha de interceptagéo de v6o, autorizadas pela Licenca
SISBIO-ICMBIo 52690-1. Apés a captura, as abelhas foram transferidas para tubos

contendo etanol absoluto e foram mantidas em freezer a uma temperatura de -20°. Os
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espécimes foram devidamente identificados e os exemplares foram depositados no Museu
de Entomologia do Apiério Central da Universidade Federal de Vigosa-MG.

As asas anteriores direita de 10 operarias por col6nia foram retiradas, dispostas
entre duas laminas histologicas e fotografadas na mesma orientacdo e aumento da lente
para manter as fotos na mesma escala. Utilizamos um estereomicroscopio binocular
Olympus (Carl Zeiss) acoplado a uma camera AxionCam Erc 5S (10MB) e o programa
Axion Vision para captura das imagens.

ApOs a digitalizagéo das imagens foram criados arquivos do tipo TPS utilizando
o programa tpsuUtil versdo 1,72. Utilizamos o programa tpsDig versaoRoih, 006)
para digitalizar os 11 marcos anatdémicos nas intersecdes das nervuras de caglaasa (F
1). Feito isso, criamos dois conjuntos iguais de fotos e digitamos 0s marcos anatdomicos
nas imagens desses dois conjuntos para realizamos um teste de erro de digitacdo, que foi
avaliado pela andlise dos componentes principais (PCA), utilizando a matriz de variancia-
covariancia dos residuos da sobreposicdo de Procrustes. Apds esse teste, avaliamos a
distribuicdo normal dos dados multivariados no programa PAST 3.0.

As imagens foram analisadas usando o software MorphoJ versdo 1.06
(Klingenberg, 2011) através do qual foi feito o alinhamento de Procrustes, exclui os
fatores de posicao, tamanho e orientacdo, para identificar os pontos de variagéo da forma.
A técnica de variavel canénica (CVA) foi utilizada para maximizar o valor explicativo de
cada variavel canbnica em relacdo as diferencas morfolégicas entre as populacdes
estudadas e testar se as médias das populacdes foi significativamente diferente. Para
facilitar a interpretagdo geométrica, as semelhancas entre as espécies foram identificada
em um gréfico de dispersao bidimensional. A CVA também apresenta as distancias de

Procrustes e as distancias de Mahalanobis entre as populagfes avaliadas.
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Andlises citogenéticas

Amostras de 21 coldnias naturais foram coletadas da espécieelleri
compreendendo 14 localidades distribuidas no bioma Mata Atlantica dos estados de
Minas Gerais (MG), Espirito Santo (ES), Rio de Janeiro (RJ) e Bahia (BA) (Tabela 2

O géanglio cerebral das larvas em ultimo instar foi coletado para obtencdo dos
cromossomos metafasicos, conforme protocolo estabelecido patlahaf1988). Apos
coloragcdo com Giemsa, 0 numero cromossdmico de cada individuo foi determinado,
assim como a presenca/auséncia de cromossomos B. Pelo menos 10 individuos de cada
colénia foram analisados. Em cada individuo foram analisadas 10 metafases que foram
fotografas para determinagédo do nimero cromossémico. Quando a lamina, representando
cada individuo, ndo continha 10 metéafases, foram analisadas o numero total de metafases
presentes na lamina.

A caracterizacéo da distribuicdo da heterocromatina por meio do Bandeamento C
foi realizada de acordo com o método de Sumner (1972), com modificacBes. As metafases
foram fotografadas em microscopio OLYMPUS BX-60 acoplado a uma camera Q-Color3
OLYMPUS e os cariogramas foram montados com auxilio do programa de edicdo de
imagens.

A coloragdo DA/DAPI/CMA" (distamicina A/4’-6-diamidino-2-phenylindole
/cromomicina A3) foi feita segundo protocolo de Schweizer (1980). A técnica de
hibridizacdo por fluorescéncia situ (FISH) foi realizada segundo Cio#t al (2010a).

Os microssatélites utilizados como sondas de DNA repetitivo forags) @A TAGGe)
marcados diretament® sua extremidade 5’ com Cy3 (Sigma-Aldrich, MO,USA). Para

a sonda especifica do rDNA 188 protocolo seguido foi dBinkel et al(1986) Essa
sonda foi marcada utilizando digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany). As

metafases foram fotografadas em um fotomicroscopio de epifluorescéncia OLYMPUS
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BX-53 acoplado a uma camera XM10 OLYMPUS e montadas com auxilio do programa

de edicao de imagens.

Citometria de imagem

Os cromossomos mitéticos obtidos nas analises citogenéticas foram utilizados na
citometria de imagem. Os procedimentos da reacdo de Feulgen foram realizados de
acordo conCavalhoet al.(2011), com poucas modifica¢gdes. Apdsacao, as laminas
foram lavadas em agua destilada, secas ao ar e hidrolisadas em HCI 5 M (Merék) por 1
— 22 min a 25°C. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada, coradas com
o reativo @ Schiff durante 12 h a 4°C. Depois disso, as laminas foram lavadas trés vezes
(durante 2 min de cada vez) em 0,5% de agua sulfurosa.

Imagens das metéfases foram capturadas com uma camera de video CCD
monocromatica de 12 bits, Photometrics CoolSNAP Pro (Roper Scientific, Tucson, AZ,
EUA) em um microscépio Olympl$ BX-60 (Olympus, Toquio, Japdo). O microscopio
foi equipado com uma fonte de luz estabilizada, com uma objetiva PlanApo de 100x e
abertura numérica de 1.4, um condensador de aplanat achromat com abertura de 1.4, um
filtro de densidade neutra (ND6) e outro de cor verde de interferéncia (IF550). O
alinhamento Koéhler foi verificado antes de cada sesséo de captura para ajustar o caminho
optico ideal e, consequentemente, reduzir a luz difusa.

As imagens foram digitalizadempregando o Kit CoolSNAP Pro (MD, EUA), e
a analise por citometria de imagem foi realizada utilizando o sistema de analise Image
Pro-Plus 6.1 (Media Cybernetics, MD, EUA). A calibracdo e avaliacdo do sistema de
analise de imagens foi conduzida por meio de trés testes: estabilidade, linearidade e
uniformidade (Carvalhet al, 2011). A luz do microscopio estabilizou ap6s 12 min, e 0

software do sistema de analise de imagens calculou automaticamenfe=uf9R78

50



para o teste de linearidade e um coeficiente de variacdo = 0,68% para o teste de
uniformidade.

A digitalizacdo e o mensuramento da densidade 6ptica (DO) das imagens foram
feitas usando o sistema Image Pro Plus 6.1 Media Cybernetics. As imagens foram
selecionadas e segmentadas para montar o cariograma. Com 0 mesmo programa, 0S
cromossomos foram segmentados e os valores referentes a area e a DO foram gerados
pelo software. Com base nos valores de area e DO de cada cromossomo, os valores de

DOI foram calculados.

Resultados
Morfometria geométrica

As trés primeiras variaveis canonicas (CV) explicaram 100% da variancia (CV1
47,98%; CV2 28,18%; CV3 23,83%). A CVA amplifica as diferengas entre 0s grupos,
porém ndo houve uma discriminagcdo completa entre as populagbes (Figura 2). No
entanto, o resultado das medidas de distancia de Mahalanobis (Tabela 2) e de Procrustes
(Tabela 3) apontam uma separacéo entre as populagdes, sendo na maior parte das vezes
sustentada por um p-valor significativo. E necessario reforcar que as premissas foram
negligenciadas, dessa forma impossibilitando que os CVAs ndo possuam uma verdade
estatistica, todavia a estruturacdo dos dados, que sdo mais facilmente visualizados no
CVA e por isso apresentamese teste.

E possivel observar a projecéo de individuos nos escores positivos e negativos de
cada variavel canénica (CV1 e CV2). A projecédo individual da populagédo de Paraopeba-
Mg é bastante sobreposta as demais popula¢des, com a maior parte dos individuos nos

escores positivos da CV1 (Figura 2).
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Andlises citogenéticas

O caridtipo deP. helleri foi 2n=34 cromossomos para as fémeas e n=17 para
machos. N&o foi encontrada variagdo numérica entre as populacdes estudadas em relacao
aos cromossomos do complemento A, nem mesmo entre as populagdes mais distantes
geograficamente como Macarani (BA) e Cataguases (MG). Interessantemente,
cromossomos B foram encontrados em 17, das 21 coldnias amostradas. Metafases com
cromossomos B e metafases sem cromossomos B foram identificadas num mesmo
individuo. Além disso, uma variagdo numérica intraindividual de um a cinco
cromossomos B foi constatada. Cromossomos B de tamanho e morfologia diferentes
foram observados num mesmo individuo (Figura 3 e Tabela 2).

Os cromossomos do complemento A apresentaram heterocromatina nas regioes
centromérica e pericentromérica ndo apresentando variagdo interpopulacional. As
marcagOes positivas para fluorocromo DAPI coincidiram com as regides de
heterocromatina, mostrando que a heterocromatina € rica em pares de bases AT (Figura
4).

A coloracdo sequencial com fluorocromo revelou blocos positivos em CG
(CMA3") na regido eucromatica dos cromossomos do complemento A. Além disso, o0s
blocos CMA" mostraram a ocorréncia de distintos citétipos, com variagdo de intensidade
e de niumero de cromossomos com regides ricas em CG (Figura 2). O rDNA 18S também
indicou a ocorréncia de citotipos com sinais positivos do gene ribossomal presente em
guatro, cinco, seis, sete e nove cromossomos (Fige&.5

O microssatélite G@s) apresentou sinais positivos nas regidées eucromaticas no
braco longo em todos os cromossomos. Esse microssatélite gerou sinais homogéneos na

maioria dos caridtipos, sendo que a variacdo da intensidade de sinal foi observada em
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alguns cari6tipos. O microssatélite @) ndo apresentou sinais positivos nos
cromossomos B (Figura.6)

O microssatélite TTAG() resultou sinais positivos nos telémeros dos
cromossomos, contudo o tamanho e intensidade dos sinais variaram entre as porcoes
teloméricas terminais dos cromossomos. Os cromossomos B apresentaram sinais
positivos desse microssatélite. Ndo foram detectados sinais teloméricos intersticiais

(Figura 7).

Citometria de imagem

Cromossomos estequiometricamente corados foram obtidos nas laminas
hidrolisadas com solu¢do 5 M de HCI por 18 min a 25°C e coradas com reativo de Schiff
durante 12 h a 4°C (Figura 6). Os cromossomos apresentaram as por¢cdes teloméricas e
centroméricas bem definidas, pré-requisitos para caracterizagdo morfométrica e
mensuramento dos valores de area, DO e, consequentemente, de DOI.

Todos os cariogramas mostraram 2n=34 cromossomos e até cinco cromossomos
B foram detectados. Valores médios de DOI (Tabela 2) dos cromossomos do
complemento A variaram de 0,672 (cromossomo 1) a 0,388 (cromossomo 17). O valor
médio de DOI do cromossomo 4 (0,548) foi menor do que os valores médios dos
cromossomos 5 e 6 (0,453 e 0,484), assim como do cromossomo 8 (0,432) foi menor em
relacdo ao do cromossomo 9 (0,452). O cromossomo 15 mostrou um valor médio da DOI
(0,419) maior comparado os cromossomos 14 (0,392).

Quatro cromossomos B foram detectados em Carangola (MG) e os valores médios
de DOI para estes cromossomos variaram de 0,28 a 0,11. cromossomos com DOI de 0,22,
0,18 e 0,16 foram encontrados em mais de uma metéafase nessa populacdo. As metafases

obtidas dos individuos da populacdo de Vigosa apresentaram um cromossomo B. Para
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todas os cromossomos, os valores de DOI variaram de 0,28 a 0,01, evidenciando
diferencas entre os cromossomos B. A variacado de DOI dos cromossomos B de Linhares
(ES) foi de 0,33 a 0,14 e de Santa Teresa (ES) foi de 0,08 a 0,15. Um cromossomo B com
DOI de 0,28 esteve presente no cariétipo das trés populacdes (Carangola-MG, Vicosa-
MG, Santa Teresa-ES) (Tabela 3).

Baseado nos dados morfomeétricos e na citometria de imagem, o cariéBpo de

helleri foi recém delineado e os cariogramas puderam ser reunidos (Figura 8

Discussao
Variacdo morfologica

Partamona hellerapresenta polimorfimo das asas anteriores direita das operarias
adultas que pode ser explicada pela projecao de individuos nos scores positivo e negativo
dos eixos das variaveis canbnickssas diferencas de projecdes individuais indicam
variabilidade morfométrica da asa Be helleri porém ndo houve uma discriminacao
completa entre as populacées. Uma possivel explicacdo para a auséncia de variacdo
morfolégica de acordo com a localidade geografica pode ser associada a fatores
ecolégicos/ambientais, uma vez que nao foram encontradas alteracdes das condicdes
ambientais que pudessem representar pressdes seletivas determinantes da variabilidade
fenotipica. Embora néo tenha sido encontrada variacdo ambiental que pudesse modular o
polimorfismo na asa deP. helleri uma modulacdo da dinamica populacional,
possivelmente influenciada por diferengas ambientais, tém sido relatadas para outras
abelhas sem ferrdo, comidelipona beecheii (Francoy et al., 2011), Tetragonula
iridipenis (Francoyet al., 2016) ePlebeia remotgFranciscoet al., 2008). Em outros
insetos, como mosquitos, o desmatament® wbanizagdo também tém provocado

variagcdo na forma das asas (Wilk-da-Séval., 2018 Multini et al, 2019).
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Ndo observamos estruturacdo morfolégica dos individuos da populacdo de
Paraopeba-MG que foram relatados como tendo habitos de nidificacéo diferentes do
considerado comum da espécie (Camargo e Pedro, 2003). Assim, sugerimos que a escolha
de um substrato diferente para construgdo dos ninhos possa estar relaéionada
disponibilidade de recursos ambientais e ndo esteja relacionado a uma possivel espécie
nova ou classificacéo incorreta Behelleri Até o momento, este trabalho € o primeiro

estudo populacional d&. helleriutilizando marcadores morfoldgicos.

Diversidade cariotipica

Este foi o primeiro estudo de citogenética populacionalPdénelleri e as
populacbes amostradas, inclusive as geograficamente distintas, tém numero
cromossOmico idéntico (2n=34 para fémeas e n=17 para machos), evidenciando um
estabilidade numérica do cromossomo no cariétipo da espécie referente ao complemento
A. Entretanto, como relatado por Brébal. (2005), existe variagao interpopulacional em
relacdo a estrutura e organizacdo dos cromossomos, com destaque as regides ricas em
pares de bases CG e ao rDNA1S8S.

A coloragdo sequencial com fluorocromo (CM)pe o rDNA 18S indicaram a
ocorréncia de 11 cit6tipos distintos &rhelleri Esses citétipos foram peculiares de cada
localidade geografica amostrada, exceto para os citétipos 1 e 5 que foram encontrados em
duas localidades (Cataguases-MG e Santa Teresa; Itarana e Macarani, respectivamente).
Os citétipos 10 e 11 revelaram o0 mesmo namero de cromossomos com bloceseCMA
sinais do rDNA 18S (6 e 9 cromossomos, respectivamente). A coincidéncia de blocos
CMA3z" com rDNA 18S emP. helleri também foi relatada por Britet al (2005).
Contudo, os citétipos descritos por esses mesmos autores revelaram a coincidéncia de 8

cromossomos com essas duas marcagbes (CMADNAL8S), o que difere dos
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resultados apresentados nesse estudo. As variagbes encontradas nesse estudo foram
resultado de uma caracterizagcdo mais sisteméatica do cariotipoheédleri, abrangendo
localidades distintas de sua distribuicdo geografica. Assim, reforcamos a importancia de
uma abordagem mais ampla para uma compreensdo mais conclusiva da evolugcéo dos
cromossomos da espécie.

Brito et al (2005) encontraram uma variagcdo interpopulacional de seis e oito
cromossomos carreando o rDNA 18S, enquanto nds encontramos de quatro a nove
Cromossomos com com sinais positivos dessa sequéncia repetitiva. A variagdo numérica
de cromossomos com rDNA em uma espécie pode ser atribuida ao crossing-over desigual
(Eickbush & Eickbush, 2007) ou a insercao de elementos transponiveis dentro dos genes
de rRNA (Zhanget al, 2008; Cioffiet al, 2010b).

A FISH foi utilizada para detectar sequéncias repetitivas de DNA, como@s GA
e TTAGGe), no cariétipo deP. helleri A diferenca de tamanho dos sinais do
microssatélite GAs) nos cariétipos encontrados em Cataguases, Santa Teresa, Antonio
Prado de Minas e Macarani sugere uma trajetéria distinta de expanséo e acumulacdo dessa
sequéncia nessesridtipos. A auséncia do microssatélite @fAnos cromossomos B
indica que essa sequéncia repetitiva ndo tem desempenhado fungdo na diferenciacéo
desses cromossomos e helleri No gafanhotoAbracris flavolineata porém, o
microssatélite GAs) apresentou sinais positivos no cromossomo B, e o acumulo desse
microssatélite no cromossomo B pode estar envolvido no processo de diferenciacéo
desses cromossomos na espécie (Milani e Cdbilslelo, 2014).

O microssatélite TTAG) hibridizou nas por¢des terminais dos cromossomos de
P. helleri revelando a composicdo das porgbes telomeéricas dos cromossomos dessa
espécie. Esse microssatélite também hibridizou nas porgbes teloméricas dos

cromossomos B. As variagbes de intensidade e sinais desse microssatélite nos
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cromossomos de. helleri sdo similares as encontradas por Pereiral. (2018) na

formiga Acromyrmejstriatus Segundo esses mesmos autores, essas diferencas podem
indicar dois processos, sendo eles a diferenca no nimero de repeticdes teloméricas que
compreendem 0s cromossomos e/ou o comprometimento da hibridizagédo da sonda como
resultado das limitacdes do protocolo. Emn helleri as variacdes do microssatélite
TTAGG) podem ser consequéncia do numero de repeticdes dessa sequéncia nas por¢des
teloméricas dos cromossomos.

Oscromossomos classificados como 6 e 15 apresentaram valores médios de DOI
maiores que 0s cromossomo 5 e 14, respectivamente. Essa diferenca pode estar
relacionada as regifes heterocromaticas, evidenciadas pela Banca C e pela coloracéo
DAPI nos cromossomos 6 e 15. Os cromossomos que possuem uma maior proporcéo de
heterocromatina atingem niveis de compactacdo maiores do que 0s outros e apresentam
mais DNA em relacdo aos cromossomos com maior propor¢ao de regiées eucromaticas
(Silvaet al.,2018).

Diferentes valores de DOI foram mensurados para os cromossomosPB de
helleri, indicando que esses cromossomos sao distintos em relacdo ao contetdo de DNA.
Houve variacdo de DOI dos cromossomos B entre populagfes, entre individuos e entre
metéfases relevando diferenciacdo desses cromossomos na espécie. Assim, os dados
obtidos por meio da citometria de imagem ampliam e corroboram com os resultados
evidenciados pela citogenética classica e molecular. Diferentes cromossomos B também
foram encontrados por Martiret al (2014) que caracterizaram 0sS cromossomos de
acordo com a variagdo numerica (7 cromossomos B por individuo), tamanho e estrutura
(banda C e composicdo molecular da heterocromatina). Entretanto, nesse estudo a

diversidade de cromossomos B foi revelada pela citometria de imagem, em virtude da
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ocorréncia de cromossomos peguenos, morfologicamente similares e dificeis de serem
distinguidos por essas caracteristicas (tamanho e morfologia).

Dois cromossomos B foram observados no cariétipo do citétipo 2 (Vigcosa-MG),
com tamanho e morfologia semelhantes a outros dois cromossomos B (Bl e B2)
caracterizados previamente nos cariotipos dessa mesma localidadee(@bstE092).

As semelhangas dos cromossomos B, encontrados nesse estudo, com 0s cromossomos B
(B1 e B2) ja relatados parB. helleri podem sugerir uma fixacdo desses dois
cromossomos nesta populacao.

O numero maximo de cromossomos B encontrados foi de cinco cromossomos por
metafase e por individuo. Esse nimero maximo foi observado em col6nias de Santa
Teresa, as quais haviam sido relatadas com até dois cromossomos B @tlatfin614).

Existe um modelo de equilibrio para explicar a presenca de mecanismos de acumulacdo
dos cromossomos B e seus possiveis efeitos sobre o fitness do hospedeioulelo
parasitario. Esse modelo propde que o equilibrio é alcancado pela interagdo entre os
mecanismos de acumulacdo e os efeitos prejudiciais nos individuos portadores do
cromossomo B (Nur, 1966). Sendo assim, a diferenca do numero de cromossomos B
encontrados nos cariétipos da localidade de Santa Teresa (ES) pode sugerir que esses
cromossomos ndo tém um efeito deletério para a populacéo e para a espécie, e por isso 0
namero deles esteja aumentando.

Nossa abordagem cariotipica forneceu novos dados valiosos sobre a organizacao
de sequéncias repetitivas em genomas de abelhas, incluindo o complemento A e os
cromossomos B. Esses marcadores citogenéticos revelam uma diversidade cariotipica em
P. helleri representando rearranjos que podem ter papel na evolucdo e divergéncia da
espécie. Assim, a caracterizacdo da composi¢cdo da cromatina dos cromossomos da

espécie é importante em andlises sistematicas e evolutivas.
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Tabela 01: Populacdes &artamonahelleri utilizadas nas anélises morfoldgicas e suas
respectivas localidades.

Cidade Coordenadas NUmero de individuos
analisados
Antdbnio Prado de MinaB4G  20°58'55.12" 42°09'47.49' 10
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Bom DespachddG 19° 44' 11" 45° 15' 08" 10
CarangolaMG 20°39'59.71" 42°1'12.33" 20
CataguaseMG 21°14'36.12" 42°43'57.40 10

Governador LindembergS 19°17'18.5 040°30'08.4" 120
ltaranaES 19°50'54.4" 040°53'13.5" 20
LinhareseS 19°24'58.0" 040°04'31.8" 20
NatividadeRJ 21°2'32.65" 41°58'16.94" 10
ParaopebdG 19° 16' 28" 44° 24' 15" 20
Ponte Nova 20° 24' 59" 42° 54' 31" 10
PorcitinculaRJ 20°59'16.45' 42°6'8.23" 10
Santa Teres&S 19°57'13.0" 040°36'18.2" 80
VicosaMG 21°14'36.12" 42°43'57.40 50

Figura 1: Asa anterior direita de operarias adultaBadtamona helleriOs circulos
brancos representam os pontos anatbmicos e 0os humeros indicam a ordem que 0s pontos
anatdmicos foram marcados. Barrani.
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Figura 2: Gréfico dos escores das variaveis candnicas CV1 e CV2 da asa anterior direita
deP. helleri Os outlines em azul escuro representam as deformacfes das asas
encontradas nas extremidades dos eixos CV1 (abaixo) e CV2 (na esquerda), ja 0s
outlines em azul claro representam a deformacdo média. Os valores abaixo dos outlines
indicam os extremos das variagdes positiva e negativa para cada CV.
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Tabela2: Distancias de Mahalanobis entre as espécies e seu p-valor para teste de permutacdo de 1000 réplicas. Resultadcaaiistfoddieeita.

Distancias de Mahalanobis

Antonio Bom Governador Ponte Santa

Prado Despachc Carangole Cataguase Lindemberg Itarana Linhares Natividade Paraopebe Nova Porcilncula Teresa Vigcosa
Antonio Prado de Minas 6,2054
Bom Despacho 55213 6,5257
Carangola 47718 3,9895 5,4769
Cataguases 5,2804 4,3499 6,2722 3,8175
Governador Lindemberg 5,1961 3,4107 5,2957 3,119 3,9524
Itarana 57446 3,6186 5,7288 3,5731 4,9791 2,9056
Linhares 6,6535 4,996  5,7177 4,6336 5,2543 3,6264 4,1766
Natividade 6,8981 5,9989 6,8437 5,0108 6,6944 4,9699 4,2796 6,7105
Paraopeba 51784 5,0585 4,3184 4,7151 5,3776 3,6684 3,3103 4,0889 5,1628
Ponte Nova 6,2149 4,7672 5,897 3,8119 5,1968 4,1199 4,1771 6,027 4,9037 5,5328
Porciancula 53471 4,4883  5,3896 3,3056 4,9789 3,676 3,4155 5,1753 5,2131 4,5845 3,6063
Santa Teresa 50229 3,8825 5,2169 2,7369 4,0187 2,3211 2,3669 3,4819 4,8142 3,2396 3,5006 2,7826
Vicosa 54344 3,6056 5,5133 2,7756 3,2591 2,5588 3,5015 4,1647 5,3586 4,3861 4,3234 3,9439 2,6183

Valor-p para teste de permutacdo de 1000 réplicas
Antdénio Bom Governadol Ponte Santa
Prado Despachc Carangole Cataguase Lindemberg Itarana Linhares Natividade Paraopebi Nova Porcilnculz Teresa Vigosa

Antdnio Prado de Minas <.0001
Bom Despacho <.0001 <.0001
Carangola <.0001 <.0001 <.0001
Cataguases <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Governador Lindemberg <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Itarana <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Linhares <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Natividade <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
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Paraopeba <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Ponte Nova <.0001 <.0001 0,0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Porciancula <.0001  0,0002 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,0001 <.0001 <.0001

Santa Teresa <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Vigcosa <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
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Tabela3: Distancias de Procrustes entre as espécies e seu p-valor para teste de permutacao de 1000 réplicas. Resultado degCArediamddireita

Distancias de Procrustes

Antonio Bom Governador Ponte Santa

Prado Despachc Carangole Cataguase Lindemberg Itarana Linhares Natividade Paraopebe Nova Porcilncula Teresa Vigcosa
Antonio Prado de Minas 0,0227
Bom Despacho 0,02 0,0253
Carangola 0,0201 0,0147 0,0189
Cataguases 0,0235 0,0178 0,0247 0,012
Governador Lindemberg 0,0183 0,015 0,0147 0,0114 0,0194
Itarana 0,019 0,0142 0,018 0,0122 0,02 0,0087
Linhares 0,0229 0,0223 0,0176 0,0165 0,0221 0,0126 0,0158
Natividade 0,0189 0,0191 0,0223 0,0141 0,0197 0,0154 0,012 0,0205
Paraopeba 0,0184 0,0238 0,0136 0,0175 0,0232 0,0137 0,0128 0,0151 0,0155
Ponte Nova 0,0234 0,0199 0,0209 0,0153 0,018 0,0161 0,0172 0,0218 0,0183 0,0218
Porcitncula 0,0201 0,0199 0,0169 0,0158 0,0198 0,0153 0,0133 0,0213 0,0165 0,0156 0,0151
Santa Teresa 0,0183 0,0178 0,0157 0,0106 0,0168 0,0096 0,0085 0,0136 0,0124 0,0107 0,0134 0,0108
Vicosa 0,0204 0,0144 0,0198 0,0081 0,0129 0,0126 0,0113 0,0181 0,014 0,0167 0,017 0,0137 0,01

Valor-p para teste de permutacdo de 1000 réplicas
Antdénio Bom Governadol Ponte Santa
Prado Despachc Carangole Cataguase Lindemberg Itarana Linhares Natividade Paraopebi Nova Porcilnculz Teresa Vigosa

Antdnio Prado de Minas <.0001
Bom Despacho <.0001 <.0001
Carangola <.0001 0,0001 <.0001
Cataguases <.0001 <.0001 <.0001 0,0004
Governador Lindemberg <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Itarana <.0001 0,0005 <.0001 <.0001 <.0001 0,0001
Linhares <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Natividade <.0001 0,0006 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,0002 <.0001
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Paraopeba <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,0002

Ponte Nova <.0001 0,0001 0,0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Porciancula <.0001 0,0007 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,0001 <.0001 0,0001 <.0001 0,0001

Santa Teresa <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0,0003 <.0001 <.0001 <.0001 0,0001 0,0006
Vigcosa <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
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Figura 3: Cromossomos @k helleride acordo com as localidades de coleta. As setas indicam os cromossomos B. Barra: 5um.
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Figura 3 continuagao: k) Cromossomoddéelleride acordo com as localidades de coleta. As setas indicam os cromossomos B. Barra: 5pum.
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Figura 4: a) Cari6tipo dB. hellerisubmetido a banda C. b-h) Fluorocromos DAPI em azul e £&ii verde. Os asteriscos indicam os sinais
positivos.
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Figura 4 continuagdo: Cari6tipo &ehelleri de acordo com as localidades de coleta. Fluorocromos DAPI em azul ¢ EMAerde. Os
asteriscos indicam os sinais positivos.




Figura 5: FISH do rDNA 18S nas metafase$deelleri. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho o rDNA 18S. Setas indicam
0s cromossomos B. a) Cataguases-MG; b) Vigcosa-MG; c) Linhares-ES; d) Governador Lindemberg-ES; e) Itarana-ES; f) SantagYeresa-ES
Natividade-RJ; h) Carangola-MG; i) Porcitncula-RJ; j) Antonio Prado de Minas-MG; k) Ponte Nova-MG,; |) Jaguaraci-MG; m,n) Macarani-BA.
(m) Macho, os demais cariotipos sao referentes as fémeas.
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Figura 6: Cariogramas d& helleri com sinais positivos do microssatélite @A Em azul os cromossomos corados com DAPI e em vermelho as

marcacdes do microssatélite @A (a,f) Machos, (b, ¢, d, e, g, h, i, ], k, I, m, n) ffmeas. Os asteriscos indicam as variagdes encontradas.
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Figura 7: Cariogramas d& helleri com sinais positivos do microssatélite TTA@EEm azul os cromossomos corados com DAPI e em
vermelho as marcagfes do microssatélite TTAS@ e n) Machos, (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, ], k, I, m) fémeas.
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Figura 8 Cariogramas dP. helleri. Os cromossomos estdo estequiometricamente corados e possuem as porc¢des teloméricas e centroméricas
bem definidas, pré-requisitos para 0 mensuramento dos valores de area, DO e DOI. Barra = 20 um.
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Tabela 4: Localidades amostradas, numero de cromossomos B por localidade e dados carid®iphedieide

Localidade Coordenadas NuUmero de Morfologia CMA3z*2 rDNA18S2 GA@s)P TTAGG )® Classificagdo
Cromossomos dos
B Cromossomos
B
Cataguases 21714'36.12" Até 3 em Telocéntrica 4 5 Cromossomolt Ambos os Citotipo 1
~ MG 424357.40"  fameas e 1 em bracos. *
macho
Vigosa - 21°14'36.12" Até 3 Telocéntrica; 6* 9 Bloco uniforme  Ambos os Citotipo 2
MG 42°43'57.40" submetacéntrica, em todos os bracos. *
acrocéntrica Cromossomos
Linhares -  19°24'58.0" Até4 Telocéntrica e 7 5 Bloco uniforme  Ambos os Citotipo 3
ES 040°04'31.8" acrocéntrica em todos os bracos. *
Cromossomos
Governador 19°17'18.5 Até 3 em telocéntrica 6 7 Bloco uniforme  Ambos os Citétipo 4
Lindemberg 040°30'08.4" fémeas e até 2 em todos os bracos. *
-ES em machos Cromossomos
ltarana -ES 19°50'54.4"  Até 2 Submetacéntrica 4 6 Bloco uniforme  Ambos os Citétipo 5
040°53'13.5" em todos os bragos. *
Cromossomos
Santa 19°57'13.0" 2 Telocéntrica e 4 5 Cromossomos  Ambos o0s Citotipo 1
Teresa £ES 040°36'18.2" Cromossomos acrocéntrica 2,6e12 bracos. *
no machee5
nas fémeas
Natividade - 21°2'32.65" 1 Cromossomc  telocéntrica 7 4 Bloco uniforme  Ambos os Citotipo 6
RJ 41°58'16.94" em todos os bracos. *
Cromossomos
Carangola - 20°39'59.71" Até 3 telocéntrica 7* 6 Bloco uniforme  Ambos os Citétipo 7
MG 42°1'12.33" em todos os bracos. *
Cromossomos
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Porciincula 20°59'16.45' 1 Cromossomc  telocéntrica 8 7 Bloco uniforme  Ambos os Citotipo 8

-RJ 42°6'8.23" em todos 0s bracos. *

Cromossomos
Anténio 20°58'55.12" Até 2 Telocéntrica 5 7 Pares 5, 6, 13 ¢ Ambos os Citotipo 9
Pradode  42°09'47.49" 14 bragos. *
Minas -MG
Ponte Nova 20°25'08.56" 1 Cromossomc  Telocéntrica 6 6 Bloco uniforme  Ambos os Citotipo 10
- MG 42°55'41.87" em todos os bracos. *

Cromossomos
Jaguaracu - 19°39'7.07" Sem - 9 9 Bloco uniforme  Ambos os Citétipo 11
MG 42°42'57.59" cromossomo B em todos os bracos.

Cromossomos
Marliéria -  19°43'13.03" Sem - 3 - Pares 14 e 17 Ambos os -
MG 42°44'9.24"  cromossomo B bracos.
Macarani -  15°49'22.0" 1 nos machos:  Telocéntrica 4 4-macho; Par 17 Ambos os Citétipo 5
BA 40°31'52.3" 2 nas fémeas 6-fémea bracos. *

anumero de cromossomos do complemento A com sinais positivos.
*cromossomo B com sinais positivos.
b variacdo de intensidade de sinal.



Tabela 5: Densidade optica integrada (DOI) dos cromossomos metafasicos Ae lielieri

Cromossom¢ Cromossomo A

Cromossomo B

CarangolavG VicosaMG LinharesgS Santa Teres&S

1 0,672 + 0,0015 Metafase 1 Metafase 1 Metafase 1 Metafase 1
2 0,635 £ 0,0009 0,28 0,28 0,28 0,12
3 0,5506 + 0,0015 0,27 Metafase 2 0,22 0,08
4 0,548 £ 0,0067 0,22 0,20 0,21 0,08
5 0,453 £ 0,0003 0,18 Metafase 3 0,14 Metafase 2
6 0,484 + 0,0044 Metafase 2 0,05 0,15 0,15
7 0,437 + 0,0021 0,22 Metafase 4 Metafase 2 0,13
8 0,432 £+ 0,0005 0,21 0,01 0,20
9 0,452 + 0,0004 0,14 Metafase 5 0,18
10 0,448 £ 0,0011 0,15 0,15 0,16
11 0,422 + 0,0013 Metafase 3 Metafase 6 Metafase 3
12 0,418 + 0,00007 0,18 0,25 0,32
13 0,416 £ 0,0088 0,16 Metafase 7 0,27
14 0,392 £ 0,0125 Metafase 4 0,31 0,25
15 0,419 + ,00007 0,18 Metafase 8 Metafase 4
16 0,390 £+ 0,00237 0,16 0,11 0,33
17 0,388 + 0,00006 Metafase 5 Metafase 9 0,18

0,13 0,18

0,11

& Média dos valores de densidade o6ptica integrada (DOI) de cada cromossoongptiamento A obtida de 22 metafases. + desvio padréao
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b DOI (densidade Optica integrada) dos cromossomos B individuais.
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Figura 9: Mapa com distribuigdo dos citétipos encontradoB.ehelleride acordo com
a localidade geografica e distribuicdo dos cromossomos B.
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6. CONCLUSOES

- As espécies do génelRartamonaapresentam um numero diploide conservado;

- Apesar da estabilidade numérica, os cromossomos das espéaemdenaapresentam diferentes
padrdes de distribuicdo de DNA repetivivo que permitem separar o género em dois grupos;

- Os dois grupos ndo concordam com 0s grupos propostos na literatura, sugerindo que eles nao sejan
naturais;

- Os grupos baseados em marcadores citogenéticos e moleculares sugerem que as espécies d
Partamonatém seguido caminhos evolutivos distintos

- P. cupirae P. ailyaeséo distinguiveis pela morfologia da asa anterior direita das operarias adultas;

- P. gregaria, P. chpadicola, P. auripennis, P. rustieaP. helleri ndo apresentam uma
discriminacdo completa entre as espécies em relacdo a forma das asas, porém observou-se uma ligeir
separacao dessas espécies em dois grupos que vao de encontro a separacao dos grupos definidos cc
base em marcadores citogenéticos e moleculares;

- Embora sutis, as asas anteriores direita das operarias adtasetleri apresentam variacoes;

- Os individuos de Paraopeba-MG néo apresentam diferenciacdo morfolégica, apesar de apresentaren
habito de nidificacdo diferente do considerado comuR. thelleri;

- A auséncia de variacdo morfologica dos individuos de Paraopeba-MG indica que essa populacéo
Nnao seja uma espécie nova;

- A utilizacdo de um substrato diferente do considerado comum da espécie pode estar relacionada a
fatores ecolégicos/ambientais como a disponibilidade de recursos para nidificacao;

- P. helleriapresenta uma diversidade cariotipica dos cromossomos do complemento A, apresentando
11 citétipos

- Os cromossomos B die helleriapresentam diferentes DOI indicando distintos contetdos de DNA

e evidenciando a diversidade desses cromossomos na espeécie;
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