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RESUMO

MARCHIORO, Priscila, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Analises Citogenéticas em Vespas do género Polybia (Myrapetra) Lepeletier,
1836 (Vespidae). Orientador: Lucio Antdnio de Oliveira Campos. Coorientadora:
Denilce Meneses Lopes.

Polybia, com 58 espécies, é o género de vespa social mais numeroso da tribo Epiponini,
e tem uma ampla distribui¢do na América do Sul. As espécies de Polybia sio muito
semelhantes entre si, € a coloragdo do corpo € muito varidvel, dificultando a
identificacdo das espécies do género e causando problemas taxondmicos. A maioria dos
estudos citogenéticos neste género se baseiam na descri¢do cariotipica de oito espécies.
Assim, neste estudo descrevemos o caridtipo de Polybia fastidiosuscula com a presenca
de um cromossomo B relatado pela primeira vez na familia Vespidae; apresentamos as
diferencas e semelhancas de colonias de Polybia (gr. occidentalis), mostrando que a
citogenética pode ser usada como ferramenta auxiliar na diferenciacdo das espécies do
grupo ajudando na resoluc@o dos problemas taxondmicos. Sugerimos que os individuos
analisados neste estudo e classificados como P. (gr. occidentalis) pertencem a duas
espécies distintas. Investigamos também a composicdo da cromatina dessas espécies
através da coloracdo com fluorocromos DAPI/CMAj3; e o mapeamento de sete
microssatélites e do rDNA 188, verificando que P. fastidiosuscula tem uma composi¢ao
cromossOmica muito diferente das espécies de P. (gr. occidentalis) tanto na distribuicao
dos microssatélites como das regides ricas em AT e GC. Sugerimos a origem
intraespecifica do cromossomo B de P. fastidiosuscula baseado no compartilhamento da
composi¢do heterocromatica € do microssatélite TAT(p) com os cromossomos do
complemento A. Por fim mostramos que TTAGG) e TCAGG) ndo sdao sequéncias
teloméricas de Polybia, assim a sequéncia telomérica deste grupo ainda precisa ser

investigada.
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ABSTRACT

MARCHIORO, Priscila, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Cytogenetic analysis of wasps from the genus Polybia (Myrapetra) Lepeletier,
1836 (Vespidae). Adiviser: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Co-adviser: Denilce
Meneses Lopes.

The genus Polybia, containing 58 species, has the largest number of social wasps in the
Epiponini tribe, and has a wide distribution in South America. The species of Polybia
are very similar to each other, and the color of the body is very variable, making it
difficult to identify the species of the genus and causing taxonomic problems. The
majority of cytogenetic studies in this genus are based in the karyotype description of
eight species. Therefore, in this study, we described the karyotype of Polybia
fastidiosuscula, and made the first report of the presence of B chromosome in the
Vespidae family; we presented differences and similarities among colonies of the
Polybia (gr. occidentalis), detailing that cytogenetic studies are a useful tool to support
species differentiation in this group, which fills the gap of taxonomic issues. We
suggested that the individuals analyzed in this study, and categorized as P. (gr.
occidentalis) belong to two distinct species. We also investigated the chromatin
composition of these species through fluorochrome dyes DAPI/ CMAj, mapping of
seven microsatellites, and 18S rDNA. We verified that P. fastidiosuscula has a
chromosomal composition markedly different from species of P. (gr. occidentalis) for
both microsatellite distribution as well as AT and CG-rich regions. We suggested the
interspecific origin of B chromosome of P. fastidiosuscula based on shared
heterochromatin  composition, and TATo microsatellite with complement
chromosomes A. Finally, we showed that TTAGG, and TCAGG, are not telomeric
sequences of Polybia, so the telomeric sequence of this group requires further

investigation.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1 Vespidae

Vespa € o nome popular mais utilizado para indicar insetos da familia Vespidae
(Souza e Zanuncio, 2012). Esses insetos pertencem a ordem Hymenoptera, considerada
uma das ordens mais diversa de insetos, com 132 familias (Aguiar et al. 2013). A
familia Vespidae possui diferentes organizagdes sociais, compreendendo de espécies
solitarias a eussociais (Hunt, 2007), por isso € considerada um importante grupo para
estudar a evolugdo da socialidade, sendo utilizada geralmente como modelo evolutivo
(Jandt e Toth, 2015). Além disso, atuam no controle bioldgico, na polinizacdo de
plantas e s3o importantes como indicadores de conservacdo da biodiversidade
(Carpenter e Marques, 2001; De Oliveira Lima, 2008).

Vespidae possui seis subfamilias, porém Polistinae € a unica que ocorre no Brasil,
essa subfamilia abrange 28 géneros e mais de 900 espécies neotropicais com ampla
diversidade, seja na morfologia ou no comportamento (Somavilla, 2012). Ela € dividida
nas tribos Ropalidiini, Epiponini, Polistini e Mischocytarini (Richards, 1978; Ross e
Matthews, 1991). A tribo Epiponini € exclusiva da regido Neotropical, e agrupa a
maioria dos géneros de vespas sociais (Ross e Matthews, 1991; Carpenter e Marques,
2001). Dentre eles, Polybia ¢ o mais numeroso com 58 espécies descritas que sdo
encontradas do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina (Richards, 1978;
Carpenter et al. 2000; Carpenter e Marques, 2001).

Polybia tem um histérico taxondmico confuso e foi criado para inserir as
espécies que ndo se encaixam em nenhum outro género (Richards, 1978). O maior
subgénero, Myrapetra, inclui as espécies que possuem o0s maiores problemas
taxondmicos devido ao grande niumero de polimorfismos existentes (Richards, 1978). O
subgénero possui o grupo chamado P. (gr. occidentalis), com 12 espécies. As espécies
desse grupo tém diferencas estruturais muito pequenas, e a coloracdo do corpo,
caracteristica importante utilizada na identificacdo, € muito varidvel, e como possuem
ampla distribuicdo, o intervalo de variagdo de cada espécie se torna maior dificultando

ainda mais a sua classificagc@o (Richards, 1978; Carpenter et al. 2000).

1.2 Citogenética
Cada espécie ou grupo de espécies possui um conjunto de cromossomos com
numero e morfologia caracteristica que € chamado cariétipo (Guerra, 1988). Algumas

espécies possuem Cromossomos extras ou supranumerdrios ao conjunto normal do
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cariétipo e a eles dd-se o nome de cromossomos B (Camacho et al. 2000). Esses
cromossomos nao fazem parte do conjunto normal (cromossomos A), € a sua origem e
efeitos ainda ndo sdo bem compreendidos para a maioria das espécies que os possuem
(Revisado em Houben et al. 2014; Valente et al. 2017).

Cromossomos B ocorrem em aproximadamente 15% dos eucariotos (Revisado em
Houben et al. 2014). Na ordem Hymenoptera, ja foram registrados em formigas (Imai,
1974; Imai et al. 1977; Palomeque et al. 1990), abelhas (Costa et al. 1992; Lopes et al.
2008; Barth et al. 2011), vespas da familia Pteromalidae, Sphecidae e
Trichogrammatidae (Werren 1991; Aratjo et al. 2000; Stouthamer et al. 2001), porém
na familiaVespidae eles ainda ndo foram relatados.

Todos os cromossomos, inclusive os B, sdo formados por um complexo de DNA e
proteinas chamado cromatina, a cromatina € classificada de acordo com o grau de
compactacdo e os niveis de expressdo dos genes. A eucromatina é menos condensada,
tipicamente rica em genes e, portanto, tem maior expressao dos mesmos, enquanto a
heterocromatina € altamente condensada, pobre em genes, por isso exibe niveis mais
baixos de expressao (Sumner, 2003). Mesmo apresentando niveis baixos de expressao, a
heterocromatina é funcional e estd envolvida em complexas redes reguladoras, além
disso, pode atuar como um depdsito onde novas moléculas funcionais poderdo ser
formadas (Pennisi, 2012). A distribui¢do da heterocromatina pode ser analisada em um
cariétipo por meio da técnica de bandamento C, a qual permite ainda diferenciar
caritipos e identificar rearranjos cromossomicos (Imai et al. 1986; Pompolo e
Takahashi, 1990a; Menezes et al. 2013).

A heterocromatina € rica em DNA repetitivo que € encontrado em grandes
quantidades no genoma dos eucariotos (Britten e Kohne, 1968). Eles sdo classificados
como DNA repetitivo in tandem (DNAs satélites, microssatélites, minissatélites e
familias multigénicas como o DNA ribossomal) ou DNA repetitivo disperso
(transposons e retrotransposons) (Revisado em Lopez-Flores e Garrido-Ramos, 2012).
Neste estudo abordaremos duas classes de DNA repetitivo in tandem, os microssatélites
e os TDNA. Os microssatélites sdo repeticdes pequenas com menos de 9 nucleotideos
encontrados em matrizes menores que 1 kb, e podem ser encontrados em regides
codificadoras e ndo codificadoras, e o rDNA, transcrito em rRNA, € o principal
componente estrutural e catalitico dos ribossomos, pois desempenha um papel vital na

sintese de proteinas; o rDNA nos eucariotos compde a regido organizadora de nucléolo

(NOR) em um ou mais cromossomos (Stephan e Walsh, 2001). Através da técnica de
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FISH (hibridizagao in situ fluorescente) é possivel mapear essas sequéncias de DNA
repetitivo diretamente nos cromossomos, auxiliando no reconhecimento dos homélogos
e na comparacgdo entre espécies (Guerra, 2004).

Pesquisas citogenéticas detalhadas envolvendo caracteristicas morfoldgicas e
moleculares dos cromossomos como o mapeamento de DNA repetitivo, nos permitem
analisar particularidades da morfologia, estrutura, organizacdo e composi¢do dos
cromossomos, trazendo respostas sobre a relacio entre as espécies, grupos de espécies
ou populacdes, além de mostrar os processos envolvidos na evolu¢do do cariétipo

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

1.3 Citogenética de Vespidae

Estudos citogenéticos em Vespidae comecaram com os trabalhos de Pardi
(1942) e Kerr (1952), onde basicamente se realizava uma caracterizacdo do caridtipo
com a descricdo do nimero e morfologia cromossomica utilizando técnicas
citogenéticas convencionais. A partir da década de 80, o nimero de estudos aumentou
passando a considerar nio somente nimero € morfologia cromossdomica, mas também
caracteristicas como distribuicdo da heterocromatina (Hung et al. 1981; Pompolo e
Takahashi, 1986, 1987, 1990a, 1990b; Hoshiba et al. 1989). Com o passar do tempo, as
técnicas citogenéticas foram aperfeicoadas e atualmente esses estudos combinam dados
citogenéticos e moleculares para compreender os mecanismos envolvidos na evolugdo
cromossOmica e na caracterizagdo de rearranjos cromossomicos, tais como inversoes e
fusdes (Menezes et al. 2013, 2014, 2017).

Por meio de pesquisas citogenéticas em Vespidae pode-se verificar um forte
envolvimento de segmentos cromossOmicos ricos em pares de base GC em diferentes
tipos de rearranjos cromossOmicos, levando a diversificagdo do cariétipo, e que o
nimero de marcacdes e localizacdo de genes ribossomais sdo conservados no genoma
de Vespidae (Menezes et al. 2013, 2014; Cunha et al. 2017). A evolucdo cromossdmica
também tem sido discutida, e com base no nimero de cromossomos de vdrias espécies e
informacgdes obtidas através de estudos filogenéticos, sugere-se que a fusdo foi o
mecanismo que levou a diminui¢do gradual do nimero de cromossomos em Epiponini
durante sua histoéria evolutiva (Menezes et al. 2014).

Apesar de a familia Vespidae possuir cerca de 4500 espécies (Carpenter e
Marques, 2001) apenas 75 tiveram o seu caridtipo estudado. Ja no género Polybia das

58 espécies apenas oito foram estudadas citogenéticamente e a maioria delas apenas
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com descricdo do ndimero e morfologia cromossdmica: P. jurinei n=5, P. rejecta n=15,
P. sp. 1 n=16, P. sp. 2 n=17, P. occidentalis n=17, P. paulista n=17, P. scutellaris n=17
e P. sericea n=27 (Pompolo e Takahashi, 1987, 1990b; Menezes et al. 2014). Esses
estudos mostram uma grande varia¢do cariotipica tanto em nidmero (n=5 até n=27),
quanto morfologia dos cromossomos, assim essas caracteristicas podem ser muito
importantes na diferenciacdo dessas espécies.

Além de poucos estudos citogenéticos, o género Polybia apresenta outras
caracteristicas que o torna um interessante modelo para estudos citogenéticos, como sua
ampla distribuicdio na América do Sul (Richards, 1978), o que facilita a coleta e
comparagdo entre populacdes de diferentes locais. Como foi visto Polybia apresenta
problemas taxondmicos pela falta de caracteres diferenciados (Richards, 1978), assim o
uso de outras ferramentas como a citogenética se torna muito importante, podendo
revelar particularidades das espécies que ndo sdo detectadas através da sua morfologia
(Sessions, 1996), auxiliando assim na resolu¢do de problemas taxonomicos (Bertollo,
1986). Além disso, Polybia apresenta uma grande quantidade de larvas nos ninhos o que
possibilita o preparo de uma quantidade considerdvel de laminas para anélises.

O presente estudo foi dividido em dois capitulos abordando diferentes espécies
do género Polybia (Myrapetra) que tiveram como objetivo:

Capitulo 1- descrever e caracterizar o caridtipo de Polybia fastidiosuscula. Investigar a
composicdo da cromatina dessa espécie utilizando banda C, coloracio com
fluorocromos base-especificos e mapeamento fisico de microssatélites e rDNA 18S.

Capitulo 2- caracterizar e comparar o caridtipo de sete colonias de Polybia pertencentes
a P. (gr. occidentalis) com o intuito de obter marcadores citogenéticos que possam ser

usados como caracteres auxiliares na separag@o das espécies do grupo.
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2. CAPITULO I
Primeiro registro de cromossomo B em Polybia fastidiosuscula Saussure, 1854
(Vespidae) e investigacao da composicao da cromatina através do mapeamento de
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Resumo

A caracterizagdo do cariétipo € importante pra compreender a estrutura e composi¢ao do

[~

genoma de uma espécie. Polybia é um género de vespa social pertencente
Hymenoptera, Vespidae, possui 58 espécies e apenas oito delas tem o nimero e
morfologia cromossdmica descrita. Assim o objetivo do estudo foi descrever e
caracterizar o caridtipo de Polybia fastidiosuscula, relatando a ocorréncia de um
cromossomo B pela primeira vez em Vespidae. Além disso, investigamos a composi¢ao
da cromatina dessa espécie por meio de bandamento C, coloracio com fluorocromos
base-especificos e mapeamento fisico de sete microssatélites e do rDNA 18S. Foram
analisadas quatro colonias de P. fastidiosuscula provenientes dos estados de Minas
Gerais (MG) e Parand (PR), Brasil. O nimero cromossomico foi 2n=34 com a presenca
de um cromossomo B em duas col6nias analisadas. Sugerimos a origem intraespecifica
do cromossomo B baseada na homologia da composi¢do heterocromatica com o0s
cromossomos A. Caracterizamos a composi¢do da cromatina dessa espécie, verificando
a existéncia de diferentes composicdes heterocromdticas ricas em microssatélites e
também enriquecidas com os pares de base AT e GC. Baseado em marcagdes dos
microssatélites sugerimos também a ocorréncia de uma translocacdo reciproca em P.
fastidiosuscula, e que as sequéncias TTAGGs e TCAGGE ndo sdo sequéncias
teloméricas nessa espécie, sdo apenas microssatélites que nessa espécie ocorrem no

centromero da maioria dos cromossomos, assim como GAG o) e CGGqj).

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

10



Introducao

O género Polybia compreende 58 espécies com distribui¢do do sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina (Richards, 1978). Essa ampla distribui¢do facilita a
coleta e comparacdo entre populacdes de diferentes locais, tornando-os um modelo
interessante para estudos citogenéticos. Polybia pertence a tribo Epiponini da ordem
Hymenoptera (Richards, 1978) e € caracterizado pela fundacdo de novas colonias por
enxameagem (Carpenter e Marques, 2001). Estudos citogenéticos foram aplicados
somente em oito espécies de Polybia, a maioria deles apenas com descricao de nimero
e morfologia cromossdmica, e evidenciam variabilidade interespecifica (Pompolo e
Takahashi, 1987, 1990; Menezes et al. 2014).

Cromossomos B ja foram relatados em vdrias espécies da ordem Hymenoptera
(Imai, 1974; Imai et al. 1977; Palomeque et al. 1990; Werren, 1991; Costa et al. 1992;
Araujo et al. 2000; Stouthamer et al. 2001; Lopes et al. 2008; Barth et al. 2011), porém
até o momento ndo foram observados na familia Vespidae. Esses cromossomos nao
fazem parte do conjunto normal (cromossomos A), e sdo citados como dispensaveis,
pois a maioria deles ndo apresentam genes com efeitos principais € nao recombinam
com nenhum outro membro do complemento cromossdmico normal (Beukeboom,
1994; Jones, 1995). Eles ndo apresentam heranca mendeliana, e ocorrem em
aproximadamente 15% dos eucariotos (Camacho et al. 2000). A maioria dos
cromossomos B sdo heterocromdticos e compostos de sequéncias de DNA repetitivo,
que variam tanto no tipo de repeticdo quanto no numero de copias (Camacho et al.
2000).

Técnicas citogenéticas permitem descrever, classificar e caracterizar o conjunto
cromossOmico, além disso, permitem investigar a distribuicdo e composi¢do da
cromatina desses cromossomos (Menezes et al. 2014; Bai et al. 2018). Podemos
destacar a técnica de hibridizacdo fluorescente in situ de DNA (FISH) que permite
mapear fisicamente sequéncias cromossdmicas especificas (Larracuente e Ferree, 2015),
tais como sequéncias de DNA ribossomal ou outras regides de DNA repetitivo.

O genoma dos eucariotos apresenta grandes quantidades de DNA repetitivo
(Britten e Kohne, 1968), que sao classificados em DNA repetitivo disperso (transposons
e retrotransposons) € DNA repetitivo in tandem (DNAs satélites, microssatélites,
minissatélites e familias multigénicas como o DNA ribossomal) (Revisado em Lépez-
Flores e Garrido-Ramos, 2012). Os DNAs repetitivos, como os microssatélites e os

genes ribossomais sdo utilizados como marcadores moleculares e permitem investigar a
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composi¢do e organiza¢do da cromatina, além da evolucdo cromossomica em varios
grupos de organismos, inclusive em insetos (Butcher et al. 2000; Brito et al. 2005; Lopes
et al. 2014; Menezes et al. 2014; Cunha et al. 2018; Picolli et al. 2018; Santos et al.
2018; Travenzoli, 2018).

Em Polybia das 58 espécies, apenas oito foram estudadas citogenéticamente e a
maioria delas apenas com descricdo do nimero e morfologia cromossdmica: P. jurinei
n=5, P. rejecta n=15, P. sp. 1 n= 16, P. sp. 2 n=17, P. occidentalis n=17, P. paulista
n=17, P. scutellaris n=17 e P. sericea n=27 (Pompolo e Takahashi, 1987, 1990b;
Menezes et al. 2014). Esses estudos mostram uma grande variacdo no nimero de
cromossomos indicando uma alta taxa de reorganizacdo gendmica durante a evolugdo
do cariétipo.

No presente estudo caracterizamos o caridtipo de Polybia fastidiosuscula
relatando a ocorréncia de cromossomo B. Além disso, investigamos a composicao da
cromatina dessa espécie utilizando banda C, coloracdo com fluorocromos base-

especificos e mapeamento fisico de microssatélites e do rDNA 18S.

Material e Métodos

Foram coletadas quatro colonias de Polybia fastidiosuscula provenientes dos
estados de Minas Gerais (MG) e Parana (PR), Brasil (Tabela 1). Individuos adultos de
cada coldnia foram identificados pelo Dr. Orlando Tobias Silveira do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Belém, Para. Os vouchers foram depositados na colegdo cientifica do
Apidrio Central do Museu Regional de Entomologia da Universidade Federal de
Vicosa, Minas Gerais. Para obtencdo dos cromossomos mitéticos metafésicos utilizou-
se ganglios cerebrais de pré-pupas de acordo com Imai et al. (1988). Os ganglios
cerebrais foram submetidos a tratamento na colchicina 0,005% e citrato de sédio 1% por
90 minutos. Posteriormente o material foi macerado seguindo trés etapas de fixacdo a
base de etanol, dcido acético e 4dgua. A coloracdo convencional foi realizada com
Giemsa (5% em tampao Sorensen). Para visualizagdo do conteudo e distribuicdo da
heterocromatina utilizou-se o método de bandamento C proposto por Sumner (1972),
com modificacdes (HC1 0,2M por 6 minutos, hidroxido de bario 5% a 60°C por 8
minutos, 2X SSC a 60° por 2 minutos).

Para investigar a composicdo da cromatina foram utilizadas as técnicas de
coloracdo sequencial com fluorocromos DAPI e CMAj; seguindo o protocolo proposto

por Schweizer (1980) e a hibridizacdo por fluorescéncia in situ (FISH) de acordo com
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Pinkel et al. (1986). Para o FISH foram utilizadas sondas dos microssatélites: TAT o),
GAqs, GAGqo. CGGuoy CAAx0, TTAGGE), TCAGG), (marcadas pelo método
direto com Cy3 na extremidade 5’ durante a sintese - Sigma, St. Louis, MO, EUA), e a
sonda de DNA ribossomal 18S que foi obtida por amplificagdao via PCR, utilizando-se
primers de rDNA 18S F (5’-GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3’) e R (3’-
TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC-5’), desenvolvidos para a espécie Melipona
quinquefasciata (Pereira, 2006). Essa sonda foi marcada pelo método indireto
utilizando-se digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) durante a
amplificacdo. A detec¢do da sonda foi realizada com antidigoxigenina-rodamina (Roche
Applied Science) e as laminas montadas com DAPI (Fluoroshield com DAPI- SIGMA
F6057).

Foram analisadas 20 laminas por colonia e 10 metafases por lamina em dois
microscopios: Olympus BX-60 acoplado a um sistema de captura de imagens QColor
Olympus®, para fotos de Giemsa e banda C e um microscépio de epifluorescéncia
Olympus BX53 com a camera DP73F Olympus usando o software Cell Sens Imaging
para fotos de DAPI/CMA; e FISH. Os cromossomos foram medidos no programa
Image-Pro Plus 4.5, dispostos de acordo com o tamanho e classificados com base no

indice relagao de bracos maior (q) e menor (p) (Levan et al. 1964).

Resultados

Das quatro colonias de P. fastidiosuscula analisadas, todas apresentaram 2n=34
cromossomos, € em duas colonias foi observado a presenca de um cromossomo B,
(2n=34+1B) (Tabela 1; Fig. 1 e 2). Na colénia 2 (Palotina - PR), o cromossomo B
estava presente em 31% dos individuos analisados e na colonia 4 (Vicosa - MG) em
68% dos individuos analisados, ndo havendo variacido dentro do individuo. A férmula
cariotipica foi 2K=30M+2SM+2ST em todas as colonias, sendo o par 10
submetacéntrico, o par 11 subtelocéntrico e o restante dos pares foram metacéntricos
(Fig. 1 € 2). O cromossomo B nao foi classificado, pois nao foi possivel a visualizacio
do centromero.

Doze pares cromossdOmicos apresentaram heterocromatina na regido
centromérica e/ou pericentromérica, cinco pares cromossdomicos foram eucromaticos
(Fig. 1b, 2b) e o cromossomo B foi totalmente heterocromatico (Fig. 2b).

Quanto a composi¢do da cromatina, o microssatélite TAT ;o) apresentou sinais

positivos na regido pericentromérica de 12 pares cromossOmicos coincidindo com
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regides heterocromdticas (Fig. 1c, 2c). O cromossomo B também foi marcado
positivamente por essa sonda, nio sendo marcado por nenhuma das demais sondas
utilizadas (Fig. 2). O microssatélite CAA o) marcou a regido heterocromatica do bracgo
maior de apenas dois pares de cromossomos (par 8 e 9) (Fig. 1g, 2g).

O microssatélite GA(;s) revelou marcacdes nas regides eucromaticas de todos os
cromossomos, sendo em 12 pares nas regides terminais dos dois bracos e 0 cromossomo
inteiro em 5 pares (Fig. 1d, 2d).

Os microssatélites GAGi0), CGGqi0), TTAGG) € TCAGGs) marcaram a regiao
centromérica de 12 pares de cromossomos, sendo 11 pares heterocromdticos e um par
eucromatico (Fig. le, f, h, 1; 2 e, f, h, 1). O gene ribossomal 18S se localizou préximo a
regido do centromero do par cromossomico 11 (Fig. 1j, 2j).

Ambos os fluorocromos DAPI e CMAj3; marcaram regides de heterocromatina,
porém, em locais diferentes (Fig. 3). O DAPI marcou a regido pericentromérica de 12
pares cromossdmicos € também o cromossomo B, assim como a sonda microssatélite
TATqo) (Fig. 3). J4 marcacdes positivas de CMA; foram observadas na regido
centromérica de 12 pares de cromossomos, assim como as sondas microssatélites
GAG0), CGGqp), TTAGG) e TCAGG (Fig. 3). Nao observamos variacdes nos
resultados obtidos nas quatro colonias analisadas em nenhuma das técnicas, exceto a

presenca de um cromossomo B em duas das coldnias.

Discussao

Neste estudo descrevemos o caridtipo de P. fastidiosuscula com a presenca de
um cromossomo B (2n=34+1B), aumentando para nove o nimero de espécies do género
Polybia com descri¢do cariotipica. Os caridtipos das espécies desse género mostram
uma grande variacdo em relacdo ao ndmero (n=5 até n=27) (Pompolo e Takahashi,
1987, 1990; Menezes et al. 2014). Essa variacdo também ocorre dentro da tribo
Epiponini como um todo, e sugere uma alta taxa de reorganizacdo gendmica durante a
evolucdo do caridtipo (Menezes et al. 2014). Apesar da variagdo numérica, a morfologia
dos cromossomos ndo apresenta grandes variacOes, sendo a maioria dos pares
classificados como metacéntricos (Pompolo e Takahashi, 1987, 1990; Menezes et al.
2014), como observado em P. fastidiosuscula.

Em duas col6nias de P. fastidiosuscula analisadas observou-se a presenga de um

cromossomo B. Esse cromossomo foi identificado por suas caracteristicas peculiares
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como o tamanho reduzido em relagdo aos cromossomos do complemento A, sua
variagdo na frequéncia nas células mitéticas, a auséncia de homoélogo e por ser
completamente heterocromadtico. Tais caracteristicas sdo genericamente comuns aos
cromossomos B (ver Beukeboom, 1994; Camacho et al. 2000).

Cromossomos B sao relatados em milhares de espécies de animais, plantas e
fungos (Revisado em Houben et al. 2014). Em Hymenoptera, os cromossomos B ja
foram registrados em formigas (Imai, 1974; Imai et al. 1977; Palomeque et al. 1990),
abelhas (Costa et al. 1992; Lopes et al. 2008; Barth et al. 2011), vespas da familia
Pteromalidae, Sphecidae, e Trichogrammatidae (Werren 1991; Aradjo et al. 2000;
Stouthamer et al. 2001). Sendo este o primeiro registro para Vespidae.

A presenga do cromossomo B variou entre as colonias de P. fastidiosuscula (de
0 a 1) e dentro da propria colonia (ocorréncia em 31% dos individuos na coldnia 2 e
68% dos individuos na coldnia 4), sendo uniformemente observado dentro do individuo.
Essas variacdes de frequéncia e quantidade de cromossomos B j4 foram reportadas em
vérias espécies, como por exemplo, em Partamona helleri de, 0 a 4 cromossomos B; em
Picea glauca de, 0 a 6 cromossomos B; em Vulpes vulpes de, 0 a 8 cromossomos B; em
Rattus rattus de, 0 a 5 cromossomos B (Costa et al. 1992; Revisado em Houben et al.
2014). Tais variacdes devem-se ao fato de que a transmissdo dos mesmos nao seguem
as leis de segregacdo mendeliana, adotando seus proprios caminhos evolutivos e
especificos da espécie (Camacho et al. 2000). Além disso, vimos que o cromossomo B
esteve presente em colonias de P. fastidiosuscula coletadas em diferentes locais do
Brasil (Minas Gerais e Parand), mostrando que a presenca do mesmo nao é restrita a
uma localidade geografica. No gafanhoto Eyprepocnemis plorans os diferentes limites
geograficos influenciam a presenca de cromossomos B (Cabrero et al. 1997).

Em geral, cromossomos B sdo compostos por DNA ndo codificante e nao
essenciais para o desenvolvimento normal das espécies que os possuem (Revisado em
Houben et al. 2014). No entanto, nas vespas Nasonia vitripennis (Werren, 1991) e
Trichogramma kaykai (Stouthamer et al. 2001), a presenca do cromossomo B chamado
de PSR (paternal sex ratio) provoca uma alteracdo na razdo sexual da populagdo
(Werren, 1991). Em Trypoxylon albitarse sabe-se que o cromossomo B estd passando
por um processo de integracdo no genoma A (Aradjo et al. 2001). Ainda ndo sabemos
quais os efeitos do cromossomo B em P. fastidiosuscula, sendo necessario um estudo

mais detalhado englobando andlises citogenéticas e comportamentais da espécie.
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Em relagdo a composi¢do da cromatina, evidenciamos marcagdes de apenas um
microssatélite nas regides eucromaticas dos cromossomos. Microssatélites em geral t€ém
sido encontrados em regides eucromadticas dos cromossomos de insetos como
gafanhotos (Ruiz-Ruano et al. 2015), abelhas (Piccoli et al. 2018; Santos et al. 2018;
Travenzoli, 2018), formigas (Barros et al. 2018) e vespas P. (gr. occidentalis)
(Marchioro, 2019 cap. 2). Porém, nds relatamos aqui que a maioria dos microssatélites
analisados se localizaram em regides coincidentes com a heterocromatina dos
cromossomos de P. fastidiosuscula, sugerindo que os mesmos podem ser encontrados
na cromatina como um todo dependendo da espécie (Milani e Cabral-de-Mello, 2014).

A heterocromatina evidenciada pela primeira vez em uma espécie do género
Polybia apresentou diferentes composi¢des de microssatélites, uma rica em sequéncias
de DNA repetitivo TAT(10) € CAA(0) (em dois cromossomos) encontrada na regido
pericentromérica, e outra rica em CGGgg), GAG(10), TTAGG) € TCAGG 6 encontrada
na regido centromérica da maioria dos pares cromossomicos. A distribuicdo desses
microssatélites na regido centromérica sugere que tais sequéncias podem desempenhar
um papel importante na estrutura organizacional e funcional do centrdmero e,
consequentemente, do genoma desta espécie (Raskina et al. 2008). As regides
centroméricas dos cromossomos sdo formadas por DNA repetitivo muito heterogéneo
em composi¢do, sendo regides pouco conservadas entre as espécies (Tyler-Smith e
Floridia, 2000), e at¢ mesmo dentro da espécie, um exemplo € a cana-de-agucar onde
sequéncias de DNA repetitivo da familia SCEN sdo encontradas no centromero de
apenas parte dos cromossomos (Nagaki et al. 1998). Isso pode explicar porque essas
sequéncias microssatélites ndo foram encontradas em todos os centrdmeros de P.
fastidiosuscula.

TTAGG € uma sequéncia telomérica difundida entre os insetos (Vitkova et al.
2005), porém nao € universalmente observada dentro da classe (Mravinac et al. 2011).
Segundo Frydrychova et al. (2004), TTAGG ¢é uma sequéncia ancestral dos teldmeros
dos insetos, mas foi perdida repetidas vezes ao longo do tempo evolutivo. Em
Hymenoptera, TTAGG j4 foi encontrada nos telomeros de abelhas e formigas (Sahara et
al. 1999; Lorite et al. 2002; Korandova et al. 2014; Pereira et al. 2018; Travenzoli,
2018), ndo sendo observada na familia Vespidae e nem em outras familias de vespas
parasitas (Gokhman et al. 2014; Menezes et al. 2017).

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

exemplo, Coledpteros da superfamilia Tenebrionoidea € a repetigdio TCAGG (Mravinac
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et al. 2011). Nossos dados mostram que essas duas sequéncias TTAGG) e TCAGGs)
estdo presentes nos cromossomos de P. fastidiosuscula, porém ndo nos telomeros. Essas
sequéncias foram encontradas em regides centroméricas da maioria dos cromossomos,
por isso acreditamos que nao sao sequéncias teloméricas nesta espécie, mas sim apenas
sequéncias repetitivas que ocorrem no centromero de alguns cromossomos, elas podem
ter sido sequéncias teloméricas ancestrais que foram perdidas no decorrer da evolugdo
através de rearranjos como fusdo e inversdo e agora sdo apenas resquicios que ficaram
restritos a regido do centrdmero. Durante os rearranjos a sequéncia telomérica pode ter
sido substituida por outra ainda nao conhecida.

O numero de marcagdes e a localizagdo do rDNA 18S em P. fastidiosuscula
coincidiu com marcacdes de genes ribossomais de trés espécies da mesma tribo,
Metapolybia decorata, Metapolybia docilis, e Metapolybia cingulata (Menezes et al.
2013; Menezes et al. 2014). O unico par heterocromdtico nio marcado pelos
microssatélites CGGyi0), GAG(10), TTAGG) € TCAGG) na regido centromérica foi o
par marcado pela sonda ribossomal 18S, inicialmente esse par cromossOmico poderia
ter a mesma constituicao centromérica dos demais pares heterocrométicos, porém no
decorrer da evoluciao cromossdmica pode ter ocorrido uma translocacgdo reciproca, onde
ocorre uma troca de material entre cromossomos nido homdlogos, assim o par
heterocromatico teria passado a sequéncia centromérica para o par eucromatico € em
contrapartida o par eucromadtico teria transferido a sequéncia do gene ribossomal
(Badaeva et al. 1998; 2007).

Os fluorocromos base especificos DAPI/CMA3; mostram regides com riqueza em
pares de base AT e GC respectivamente e em P. fastidiosuscula ambos foram
observados na heterocromatina. Os sitios ricos em pares de base AT foram coincidentes
com regides heterocromdticas, incluindo o cromossomo B, evidenciando que a
composi¢do do cromossomo B é semelhante a heterocromatina dos cromossomos A,
mais um indicio de sua possivel origem. As bandas CMA;* foram observadas nas
regides heterocromaticas centroméricas, assim como os microssatélites GAGq),
CGG10, TTAGGs) € TCAGGgg). Essas marcagdes CMA;" diferiram de outras espécies
de Polybia analisadas e foram semelhantes a espécies de Metapolybia (Menezes et al.
2013, 2014) evidenciando o compartilhamento dessa caracteristica entre gé€neros. Além
disso, regides CMA3" em Epiponini estdo envolvidas em diferentes tipos de rearranjos
cromossOmicos, indicando uma intensa dindmica evolutiva dessas regioes (Menezes et

al. 2014).
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Nossos dados apontam para uma homologia em relacio a composicao
heterocromatica do cromossomo B com os cromossomos do complemento A. Baseado
em marcacdes DAPI * e TAT0) positivas, mostramos que o cromossomo B de P.
fastidiosuscula possui a mesma composi¢do heterocromédtica dos cromossomos do
complemento A. Existem duas principais hipdteses de origem dos cromossomos B:
intraespecifica (se originam como subprodutos de rearranjos ocorridos nos
cromossomos A da espécie), e interespecifica (originados a partir de cromossomos A de
espécies relacionadas, mediante hibridiza¢ao) (Camacho et al. 1997, 2000; Aratjo et al.
2000). A jun¢do dessas duas hipdteses para explicar o surgimento do cromossomo B
também ja foi proposta (Li et al. 2017). Assim sugerimos que o cromossomo B de P.
fastidiosuscula tenha se originado da fragmentacdao de uma porcdo heterocromadtica de
um cromossomo A, corroborando com a hipétese de origem intraespecifica, assim como
sugerido no peixe Steindacnerina insculpita (Sampaio et al. 2015); na abelha Melipona
rufiventris (Lopes et al. 2008) e na vespa Trypoxylon albitarse (Araidjo et al. 2000),
através da observacdo de homologia entre os cromossomos do complemento A e B em
relacdo a composicao heterocromadtica rica em pares de base AT.

Neste estudo descrevemos o caridtipo de P. fastidiosuscula com a presenca de
um cromossomo B, baseado na sua composi¢do heterocromadtica sugerimos sua origem
como sendo intraespecifica. Além disso, nosso estudo forneceu dados sobre a
organizacdo de sequéncias de microssatélites no genoma de P. fastidiosuscula,
destacando a existéncia de diferentes composi¢Oes heterocrométicas. Verificamos
também que os microssatélites TTAGG) e TCAGGg), ndo sdo sequéncias teloméricas
de P. fastidiosuscula. O préximo passo € usar um maior nimero de espécies para

compreender os padrdes de distribui¢do desses microssatélites em Polybia.
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Tabela 1. Coldnias analisadas de Polybia fastidiosuscula, locais de coleta, coordenadas geogréficas e

nimero diploide (2n).

N° Colonia Local de coleta Coordenadas Geogréaficas 2n

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

2 Palotina-PR 24°17'03.7"S 53°50'27.3"W 2n=34+1B
3 Vigcosa-MG 20°48'07.3"S 42°51'30.5"W 2n=34

4 Vicosa-MG 20°45'31.3"S 42°52'05.5"W 2n=34+1B
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Figura 1: Cariétipo de fémeas de P. fastidiosuscula a) Giemsa; b) banda C c¢) microssatélite TAT ¢y, d) GA(;s), €) GAG ¢, ) CGG(y0), g) CAA(10), h) TTAGGg), 1) TCAGGgg),

j) tDNA 18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.
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Figura 2: Cariétipo de fémeas de P. fastidiosuscula com a presenga do cromossomo B a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT ¢, d) GA(s), €) GAGyy), ) CGG(y), )

CAAx10, h) TTAGGg), i) TCAGGy), j) rDNA 18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.
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Figura 3: Cromossomos mitéticos metafdsicos de fémeas de P. fastidiosuscula corados com a) DAPI, b) CMA;, ¢) DAPI/CMA;. Marcas brilhantes indicam regides com

marcacdo positiva. Setas indicam o cromossomo B.
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Resumo

Polybia é o género de vespa social mais comum da América do Sul. Essas vespas
possuem um importante papel no controle bioldgico de pragas urbanas e agricolas e na
polinizacdo de diversas plantas. Em relacdo a taxonomia nao existe uma revisao atual
para o gé€nero Polybia, e a existente apresenta problemas em relacdo a classificagdo das
espécies, em especial quanto ao subgénero Myrapetra. Dentro desse subgénero algumas
espécies foram inseridas em um grupo constituido por 12 espécies que sdo muito
semelhantes e recebeu o nome de Polybia (gr. occidentalis). Nesse caso o uso de outras
ferramentas como a citogenética pode ser titil na diferenciacdo dessas espécies. Assim, o
objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar o cariétipo de sete colonias de Polybia
pertencentes a P. (gr. occidentalis) através de técnicas citogenéticas buscando
marcadores citogenéticos que auxiliem na separacdo das espécies. Sugerimos que 0s
individuos analisados neste trabalho que foram classificados como P. (gr. occidentalis)
pertencem a duas espécies distintas. Mostramos varia¢cdes no nimero cromossomico e
na distribuicdo da heterocromatina entre as espécies de P. (gr. occidentalis) e que a
eucromatina tem diferentes composi¢des evidenciadas pela riqueza em distintos
microssatélites. Sugerimos também uma possivel evidéncia de fusdo cromossdmica com
base no nimero de cromossomos e nas marcacdes do rDNA 18S. Marcagdes positivas
de DAPI foram relacionadas com regides heterocrométicas e marcacdes CMA;* com o
rDNA 18S, padrao encontrado também em outros himendpteros. Marcagdes positivas
das sequéncias TTAGG e TCAGG foram observadas, mas ndo nas regides teloméricas
de Polybia, portanto a sequéncia do telomero desse grupo ainda permanece
desconhecida. Por fim sugerimos uma revisdo taxonémica do género Polybia mostrando
que a citogenética pode ser usada como ferramenta auxiliar na diferenciacdo das

espécies ajudando na resolucdo de problemas taxondmicos.

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

Polybia é o género de vespa social mais comum da América do Sul (Richards,
1978). Essas vespas atuam na polinizacdo de diversas plantas (Siths et al. 2009;
Ferndndez Corujo et al. 2010) e sdo predadoras de insetos atuando no controle biolégico
de pragas urbanas e agricolas (Gobby e Machado, 1985, 1986; Prezoto et al. 2005). Em
relagcdo a taxonomia, ndo existe uma revisao atual de Polybia, sendo o trabalho proposto
por Richards (1978) utilizado para a classificacdo das espécies desse género, porém,
existe certa dificuldade com a classificacdo das mesmas. Segundo Richards (1978), as
espécies que ndo se enquadram em nenhum outro género sdo classificadas como
Polybia. Existe também duvida sobre o monofiletismo do grupo, pois, varios
subgéneros apresentam auséncia de apomorfias e sdo sustentados por homoplasias
(Carpenter et al. 2000).

Polybia possui 58 espécies que sao divididas em 11 subgéneros, o maior deles é
Mpyrapetra com 21 espécies (Richards, 1978). Esse subgénero “inclui as espécies cuja
separacdo ¢ mais problematica” devido ao grande nimero de polimorfismos existentes
(Richards, 1978; Carpenter et al. 2000). Nove espécies classificadas neste subgénero sao
mais distintas entre si, assim podem ser identificadas com maior facilidade, ja as 12
espécies restantes de Myrapetra sdo semelhantes a espécie Polybia occidentalis, por
isso foram inseridas em um grupo que leva o nome da espécie: Polybia (gr.
occidentalis), as espécies inseridas nele possuem diferengas estruturais muito pequenas,
e a coloragdo do corpo, caracteristica importante utilizada na identificacdo, é muito
varidvel, podendo ndo justificar a separacao entre elas (Richards, 1978).

Em casos como o de P. (gr. occidentalis), em que as caracteristicas morfoldgicas
sdo pouco diferencidveis, o uso de outras ferramentas como a citogenética podem ser
uteis (Bai et al. 2018). A citogenética pode nos mostrar diferencas no caridtipo de
individuos, espécies ou populagdes (Sessions, 1996). Isso € possivel através de técnicas
citogenéticas que permitem a contagem do nimero de cromossomos, andlise de sua
morfologia, e também através da citogenética molecular, que ja auxiliou na descricao de
novas espécies, na caracterizagdo mais precisa de espécies (Petitpierre, 1996; Christoff
et al. 2000; Lukhtanov e Dantchenko, 2017; Bai et al. 2018), e na detec¢do de espécies
cripticas (Nichols, 2001; Milhomem et al. 2008), levando a resolu¢do de problemas
taxonomicos (Bertollo, 1986; Dobigny et al. 2008).

Das 21 espécies do subgénero Myrapetra apenas trés tem o cariétipo descrito: P.

paulista 2n=34, P. occidentalis 2n=34 e P. scutellaris 2n=34, e apesar dessas espécies
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mostrarem uma constancia no nimero de cromossomos, o género Polybia como um
todo mostra uma grande variagdo (n=5 até n=27) (Pompolo e Takahashi, 1987; 1990;
Menezes et al. 2014). Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar o
caridtipo de sete colOnias de Polybia pertencentes a P. (gr. occidentalis) com o intuito
de obter marcadores citogenéticos que possam ser usados como caracteres auxiliares na

separacdo das espécies do grupo.

Material e Métodos

Foram coletadas sete colonias de vespas do gé€nero Polybia (Myrapetra) em
diferentes localidades do Brasil, dentre elas duas colonias foram de Polybia paulista e o
restante identificadas como P. (gr. occidentalis) (Tabela 1). A identificacio dos
espécimes foi realizada pelo Dr. Orlando Tobias Silveira do Museu Paraense Emilio
Goeldi, Belém, Para e depositados na colecao cientifica do Apiédrio Central do Museu
Regional de Entomologia da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais.

Foram utilizados ganglios cerebrais de pré-pupas para obtencdo dos
cromossomos mitdticos metafasicos, de acordo com a metodologia de Imai et al. (1988).
Os génglios foram inseridos em solu¢do hipotdnica colchicina (0,005%) por 90 minutos,
passando para a etapa de maceracdo e fixacdo do material. As laminas foram coradas
com Giemsa (5% em tampdao Sorensen). Para visualizacio dos padroes
heterocromaticos utilizou-se o método de banda C proposto por Sumner (1972) com
modificagdes: P. paulista e P. (gr. occidentalis) colonias 3, 4 e 5 (HCI 0,2M por 5
minutos, hidréxido de bario 5% a 60°C por 5 minutos, 2X SSC a 60° por 2 minutos), ja
para P. (gr. occidentalis) colonias 6 e 7 (HCl 0,2M por 5 minutos, hidréxido de bério
5% a 60°C por 5 minutos, 2X SSC a 60° por 1 minuto).

Para o0 mapeamento cromossdmico dos microssatélites TAT19), GA(15), GAGi0),
CAAx0), CGGi0), TTAGGs), TCAGG) € o rDNA 188, utilizamos a técnica de FISH
(hibridizacdo por fluorescéncia in situ) de acordo com o protocolo de Pinkel et al.
(1986) onde os cromossomos foram desnaturados em formamida 70% a 75 °C por 3
minutos. As sondas de microssatélites foram marcadas diretamente com Cy3 na
extremidade 5’ (Sigma St. Louis, MO, EUA).

A sonda de rDNA 18S foi obtida utilizando-se primers de tDNA 18S F (5’-
GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3’) e R (3’-TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC-
5’) por amplificagdio via PCR, desenvolvidos para a espécie de abelha Melipona

quinquefasciata (Pereira, 2006). Essa sonda foi marcada indiretamente com
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digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) durante a amplificacdo. A
deteccao da sonda foi feita com antidigoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) e
as laminas montadas com DAPI (Fluoroshield com DAPI- SIGMA F6057).

Utilizamos a técnica de coloracdo sequencial com fluorocromos para localizacao
de regides ricas em pares de base AT (DAPI") e GC (CMA;") seguindo o protocolo
proposto por Schweizer (1980) com modificagdes: as laminas foram mergulhadas em
DAPI (0,3pg/ml) por 30 minutos, seguida da etapa de adicdo de 150ul de solucdo de
(Cromomicina A3 0,5 mg/ml) em cada ldmina por 45 minutos. Para a montagem das
laminas utilizamos solu¢do de sacarose 50% e mantivemos as mesmas em estufa a 37°C
por 48 horas.

Foram analisadas 10 metafases por ldmina e 20 laminas por col6nia em
microscopio Olympus BX-60 acoplado a um sistema de captura de imagens QColor
Olympus®, e em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX53 com a camera
DP73F Olympus usando o software Cell Sens Imaging. Os cromossomos foram
medidos no programa Image-Pro Plus 4.5 e classificados de acordo com o indice relagdo
de bragos (RB = comprimento do brago maior/comprimento do braco menor) (Levan et

al. 1964).

Resultados

Com relagdo ao numero e morfologia cromossOmica, P. paulista apresentou
2n=34 cromossomos (2K=28M+6SM) sendo os pares 7, 8 e 11 submetacéntricos (Fig.
1). Nas colonias de P. (gr. occidentalis) o nimero de cromossomos variou, por isso as
separamos em sp. 1 e sp. 2 (Tabela 1). P. sp.1 (gr. occidentalis) apresentou 2n=34
(2K=28M+6SM), sendo o pares 1, 2 e 8 submetacéntricos; e P. sp.2 (gr. occidentalis)
apresentou 2n=40 (2K=36M+4SM), sendo os pares 7 ¢ 12 submetacéntricos (Fig. 2 e 3).

A distribuicdo da heterocromatina variou entre as colonias analisadas. Em P.
paulista a heterocromatina se concentrou no braco maior de um par de cromossomos e
no centromero de dois pares (Fig. 1b). Em P. sp.1 (gr. occidentalis) a heterocromatina
esteve presente no centromero de seis pares € no braco maior de um par cromossdomico
(Fig. 2b), e em P. sp.2 (gr. occidentalis) todos os cromossomos apresentaram regioes
heterocromaticas, sendo concentrada em um dos bragos em 9 pares e no centromero de
11 pares cromossomicos (Fig. 3b).

Os microssatélites apresentaram ampla distribuicdo nos cromossomos, variando

em quantidade e localizacdo entre as colOnias analisadas. Sinais positivos do
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microssatélite TATjp) foram observados em 9 pares de cromossomos na regido do
centromero de P. paulista, sendo que em um par a marcagdo se estendeu para o braco
maior (Fig. 1c); em 7 pares na regido do centromero em P. sp.1 (gr. occidentalis) (Fig.
2c) e em 12 pares de cromossomos na regido do centrdbmero em P. sp.2 (gr.
occidentalis) (Fig. 3c).

Os microssatélites GA(5), GAGuo) € CAA() se localizaram ao longo dos
cromossomos na eucromatina em todas as coldnias analisadas. Como a variagdo da
distribuicdo desses microssatélites seguiu as regides eucromadticas das espécies, colonias
com maior quantidade de eucromatina tiveram maior distribuicdo desses microssatélites
como blocos bem definidos (P. paulista e P. sp.1 (gr. occidentalis)) e consequentemente
colonias com menor quantidade de eucromatina tiveram menor distribuicdo desses
microssatélites (P. sp.2 (gr. occidentalis)) (Fig. 1d, e, f; 2d, e, f; 3d, e, 1).

Nao foram identificados sinais de hibridizacdo do microssatélite CGG(p) em
nenhuma das colonias analisadas (Fig. 1g; 2g; 3g). Os sinais positivos dos
microssatélites TTAGG) € TCAGGs) foram muito semelhantes entre si em todas as
colonias analisadas e também apresentaram marcagdes na regido eucromadtica dos
cromossomos, nao ficando restrita apenas as extremidades (Fig. 1h,i; 2h,i; 3h,1).

Os sinais de hibridizacao com a sonda de rDNA 18S na espécie P. paulista e em
P. sp.1 (gr. occidentalis) se localizaram em um par de cromossomos na regido
pericentromérica (Fig.1j;2)), enquanto que em P. sp.2 (gr. occidentalis) se localizaram
na regido terminal do braco menor em dois pares de cromossomos (Fig.3j).

Regides DAPI" foram observadas em regides coincidentes com a
heterocromatina em todas as coldnias analisadas (Fig. 4 a, b, ¢). Regides CMA;" em P.
paulista e em P. sp.1 (gr. occidentalis) foram visualizadas em um par de cromossomos
na regido do centrdomero, ja em P. sp.2 (gr. occidentalis) marcaram dois pares de
cromossomos na regido terminal do braco curto (Fig. 4a, b, ¢). Todas as marcacdes
CMA ;" foram coincidentes com regides marcadas pelo TDNA 18S.

Em P. sp.1 (gr. occidentalis) foi observado em alguns individuos da coldnia 4 e
5 um heteromorfismo morfoldgico com diferenca de tamanho entre os cromossomos
homoélogos do par 14, esse par heteromorfico foi marcado com o rDNA 18S que

coincidiu com as marcacdes CMA;" (Fig. 2k; 4b).
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Discussao

Polybia (gr. occidentalis) engloba varias espécies que sdo dificeis de classificar
devido a sua morfologia muito semelhante (Richards, 1978). P. paulista foi a tnica a ser
identificada em nivel de espécie por suas caracteristicas peculiares em relacdo a
estrutura do ninho, as demais foram classificadas como pertencentes a P. (gr.
occidentalis), pois ndo existe uma revisio taxondmica atual para esse género, e a chave
taxondmica atualmente usada (Richards, 1978) ndo € suficiente para resolver o
problema das identidades dessas espécies, s6 sendo possivel atribuir com seguranca
nomes as diversas formas (algumas bem distintas da forma tipica) deste grupo apds um
estudo taxondmico revisional (Orlando Tobias Silveira - Comunicagdo Pessoal). Assim,
o presente estudo torna-se importante ndo apenas no campo da citogenética, mas
também na taxonomia, pois apontamos diferencas cariotipicas que podem ser usadas na
diferenciagdo das espécies desse grupo.

Através dos resultados obtidos separamos as coldnias de P. (gr. occidentalis) em
duas espécies baseado inicialmente no nimero cromossOmico, mas posteriormente
observamos que elas possuem outras diferencas como na distribuicio de
heterocromatina, de microssatélites e do rDNA 18S. P. spl. (gr. occidentalis)
apresentou 2n= 34 cromossomos, caracterizados com baixa quantidade de
heterocromatina presente apenas em alguns cromossomos € um par cromossomico com
marcacgdes do rDNA 188, ja P. sp.2 (gr. occidentalis) apresentou 2n=40 cromossomos,
heterocromatina presente em todos os cromossomos € dois pares contendo marcacdes
do rDNA 18S. O microssatélite TAT(;9) mostrou ser um bom marcador citogenético, e
pode ser utilizado na diferenciacdo das espécies, pois marcou um nimero diferente de
pares cromossOmicos entre as duas espécies. Os outros microssatélites também variaram
entre as espécies de acordo com a distribuicdo eucromadtica. A partir desses dados, e
visto que as espécies cariotipadas do género ndo tém variagdes cromossdmicas entre
populacdes da mesma espécie, nds acreditamos que os individuos separados pertencem
a espécies distintas.

Polybia paulista, mesmo tendo o mesmo numero de cromossomos de P. sp.1 (gr.
occidentalis), apresentou diferencas na distribuicdo e quantidade de heterocromatina e
no ndmero de marcacdes do microssatélite TAT(p). Isso mostra que os dados
citogenéticos foram essenciais na caracterizacdo e diferenciacdo das colonias de P. (gr.

occidentalis).
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Apesar das espécies do subgénero Myrapetra descritas citogeneticamente até o
momento apresentarem o mesmo numero de cromossomos 2n=34 (Pompolo e
Takahashi, 1987; 1990; Menezes et al. 2014), a presenca de 2n=40 em P. sp.2 (gr.
occidentalis) mostra que o nimero cromossdmico ndo € constante dentro do subgénero,
além disso, as espécies do género como um todo apresentam grande variacdo
cromossOmica: P. jurinei n=5, P. rejecta n=15; P. sp. 1 n= 16, P. sp. 2 n=17,
P.occidentalis n=17, P. paulista n=17, P. scutellaris n=17, e P. sericea n=27 (Pompolo
e Takahashi, 1987, 1990; Menezes et al. 2014), sendo portanto o 2n=40 descrito pela
primeira vez em Polybia.

Padrdes de distribui¢do da heterocromatina sdo reportados pela primeira vez em
P. (gr. occidentalis), e as diferencas nestes padrdes sdo aspectos notdveis entre as
espécies estudadas, mostrando que a heterocromatina € uma caracteristica importante na
diferenciacdo das espécies desse grupo, assim como ocorre nas abelhas Euglossa
tonwsendi e Euglossa carolina onde as variacdes na quantidade e localizacdo da
heterocromatina sdo critérios utilizados na diferenciacdo citogenética dessas espécies
(Fernandes et al. 2013).

Regides DAPI" foram coincidentes com regides heterocromdticas em todas as
colonias de P. (gr. occidentalis) analisadas, j4 regides CMA;* foram coincidentes com
as marcagoes do rDNA 18S em todas as colonias analisadas, semelhante ao encontrado
em outros hymenopteros como abelhas e na vespa Trypoxylon albitarse (Aradjo et al.
2000; Rocha et al. 2002; Brito et al. 2005; Duarte et al. 2009; Cunha et al. 2018; Silva et
al. 2018), o que confirma a predominancia de pares de bases GC ao redor das regides de
genes ribossomais (Sumner, 2003). Menezes et al. (2014) encontraram padrdes
diferentes de marca¢des de CMA;" na espécie P. occidentalis, P. rejecta € P. jurinei
onde marcagdes foram localizadas em ambas as extremidades do cromossomo, cobrindo
todo um braco curto ou todo o comprimento dos cromossomos, especialmente os
menores, diferente também do encontrado em Polybia fastidiosuscula onde as
marcacOes ocorreram na regido centromérica da maioria dos pares cromossOmicos
(Marchioro, 2019 — cap. 1), assim parece ndo existir um padrido de marcagdes CMA;"
dentro do género.

Em P. sp.l1 (gr. occidentalis) observamos um par de cromossomos com
heteromorfismo de tamanho em alguns individuos, esse par foi marcado pelo rDNA 18S
que coincidiu também com marcagdes CMA;". Heteromorfismo de tamanho no par de

cromossomos homodlogos carregando genes ribossomais ja foram relatados em
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Melipona scutellaris, e Melipona compressipes (Rocha et al. 2002; Piccoli et al. 2018),
e relacionados a (NORs) em Melipona asilvae e sugerem a existéncia de regulacdo
génica entre os homdlogos, possivelmente envolvendo regides organizadoras de
nucléolo (NORs) (Rocha et al. 2002), que sdo a regides nucleares responsdveis pela
producdo e processamento das diferentes subunidades ribossomais (Stephan e Walsh,
2001).

Neste estudo também mostramos que a eucromatina em P. (gr. occidentalis) tem
diferentes composicdes evidenciadas pela riqueza de distintos microssatélites (GA(;s),
GAGp, CAA(10), TTAGG) e TCAGG)) que apresentaram ampla distribui¢do nos
cromossomos, € foram independentes do enriquecimento de pares de base AT ou GC,
assim como no gafanhoto Abracris flavolineata (Milani e Cabral-de-Melo, 2014).
Microssatélites em regides eucromdticas ja foram observados em insetos como
gafanhotos (Ruiz-Ruano et al. 2015), abelhas (Piccoli et al. 2018; Santos et al. 2018;
Travenzoli, 2018) e formigas (Barros et al. 2018). J4 o microssatélite TAT
diferenciou-se dos demais por estar relacionado ao centrdmero de alguns pares de
cromossomos, inclusive estando relacionado a heterocromatina centromérica de alguns
pares cromossomicos, sugerindo que essa sequéncia possa desempenhar alguma funcgao,
ou fazer parte da estrutura do centromero.

O microssatélite CGG(jp) ndo marcou nenhum dos cromossomos das colonias
analisadas, diferente do encontrado para P. fastidiosuscula que marcou o centromero
de varios pares cromossomicos (Marchioro, 2019 — cap. 1), mostrando que a
distribuicdo desse microssatélite ndo segue um padrdo nem mesmo em espécies do
mesmo subgénero.

TTAGG e TCAGG sao sequéncias encontradas nos telomeros de insetos
(Vitkova et al. 2005; Mravinac et al. 2011). A sequéncia TTAGG ja foi testada em 16
espécies de Vespidae, inclusive um uma espécie do género Polybia, e revelou a
auséncia dessa sequéncia nas espécies analisadas (Menezes et al. 2013, 2017). Em
nossas andlises, as sequéncias TTAGG) e TCAGG) ndo marcaram o telomero dos
cromossomos de nenhuma col6nia de P. (gr. occidentalis), essas sequéncias foram
coincidentes com regides eucromdticas dos Cromossomos, assim como O0s outros
microssatélites analisados, em P. fastidiosuscula, as sequéncias TTAGG e TCAGGgs)
também coincidiram com marcagdes de outros microssatélites, ndo ocorrendo nos
teldmeros (Marchioro, 2019 — cap. 1), assim, essa € mais uma evidéncia de que o

teldomero de vespas deve ser formado por outra sequéncia ainda niao conhecida.
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As marcagdes do rDNA 18S em P. paulista e em P. sp.1 (gr. occidentalis)
foram semelhantes em nimero e localizagdo, assim como em outras vespas como P.
fastidiosuscula, Metapolybia decorata, Metapolybia docilis e Metapolybia cingulata
que mostraram a conservacdo de genes ribossomais marcando também um par de
cromossomos na regido centromérica (Menezes et al. 2013; 2014; Marchioro, 2019 —
cap. 1), as tnicas colonias diferentes desse padrao foram em P. sp.2 (gr. occidentalis)
onde as marcagdes do rDNA 18S variaram em nimero e localizag@o.

Baseado em evidéncias filogenéticas (Carpenter et al. 2000) e cromossOmicas,
Menezes et al. (2014) sugerem que Polybia apresenta um padrdao de diminuicdo gradual
do niimero cromossdmico dentro do nivel de subgénero, sugerindo que eventos de fusdao
tenham sido o principal mecanismo para essa diminuic¢ao, assim, foi visto que espécies
basais tem um alto nimero de cromossomos e espécies derivadas menor numero
cromossOmico. Uma possivel evidencia de fusdo pode ser vista através do nimero e
localizacdo de marcacdes do rDNA 18S em P. (gr. occidentalis), P. sp.2 (gr.
occidentalis) apresentou 40 cromossomos e dois pares marcados na regido terminal do
braco curto, e P. paulista e P. sp.1 (gr. occidentalis) apresentou 34 cromossomos e 1
par marcado na regido centromérica. Pode ser que esses dois pares cromossOmicos de
P. sp.2 (gr. occidentalis) tenham se fundido gerando apenas um par com marcagio
centromérica como em P. paulista e em P. sp.1 (gr. occidentalis), o mesmo pode ter
ocorrido com outros pares cromossomicos levando a diminuicdo do numero de
cromossomos, assim se essa hipdtese € verdadeira provavelmente no decorrer da
evolucdo a heterocromatina pode ter sido perdida nesses eventos de fusdo, isso porque
as fusdes sdo frequentemente acompanhadas de uma reducdo na heterocromatina nos
locais de fusdo (Elder e Hsu, 1988).

Neste estudo evidenciamos a necessidade de uma revisdo taxondmica no género
Polybia e mostramos que dados citogenéticos podem ser usados como caracteres
auxiliares na diferenciacdo das espécies de P. (gr. occidentalis), ajudando na resolugao
dos problemas taxondmicos existentes no grupo. Também mostramos dados sobre a
distribuicdo dos microssatélites no genoma de P. (gr. occidentalis), que foram
encontrados em sua maioria na eucromatina. Além disso, sugerimos uma possivel
evidencia de fusao cromossomica com base em marca¢des do rDNA 18S e no nimero
cromossOomico. Por fim mostramos que TTAGG e TCAGG ndo sdo sequéncias
teloméricas de P. (gr. occidentalis), portanto a sequéncia do telomero desse grupo ainda

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

nimero diploide (2n).

N° Local de coleta Coordenadas Geograficas 2n Espécie

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

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

3 Ponte Nova- MG 20°24'50.6"S 42°53'55.8"W 2n=34 P. sp.1 (gr. occidentalis)
4 Ponte Nova- MG 20°25'04.2"S 42°54'27.3"W 2n=34 P. sp.1 (gr. occidentalis)
5 Palmas- TO 10°12'34.1"S 48°19'22.6"W 2n=34 P. sp.1 (gr. occidentalis)
6 Pedra do Anta- MG 20°35'49.7"S 42°42'45.8"W 2n=40 P. sp.2 (gr. occidentalis)
7 Vicosa- MG 20°45'19.5"S 42°52"25.0"W 2n=40 P. sp.2 (gr. occidentalis)
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a) Giemsa

b) Banda C

c) TAT(10)

d) GA(15)

e) GAG(10)

f) CAA(10)

g) CGG0)

h) TTAGG(e)

i) TCAGG(s)

RES

Figura 1: Cariétipo de fémeas de P. paulista a) Giemsa; b) banda C c¢) microssatélite TAT ¢y, d) GA(;s), €) GAG(y), f) CAA(p), g8) CGG(p), ) TTAGG), i) TCAGGgs), j)

rDNA 18S. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.
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a) Giemsa

Figura 2: Caridtipo de fémeas de P. sp.1 (gr. occidentalis) a) Giemsa; b) banda C c) microssatélite TAT ), d) GA(js), €) GAG(yg), ) CAA(10), ) CGG(19), ) TTAGG g,

TCAGG,), j) rtDNA 18S par 14, k) rDNA 18S par 14, evidenciando o heteromorfismo. Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.
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a) Giemsa

b) Banda C

c) TAT(10)

d) GA(15)

e) GAG(10)

f) CAA(10)

g) CGG10)

h) TTAGG(e)

i) TCAGG(s)

j) 18S

Figura 3: Cariétipo de fémeas de P. sp.1 (gr. occidentalis) a) Giemsa; b) banda C c¢) microssatélite TAT (), d) GA(s), €) GAGg), ) CAA0), ) CGG(g), h)TTAGG), i) TCAGG), j)

rDNA 18S. Em azul, Cromossomos corados com DAPI e em vermelho sondas hibridizadas.

47




DAPI/CMA3

Figura 4: Cromossomos mitéticos metafdsicos de fémeas corados com DAPI, CMA; e DAPI/ CMA;. a)
P. paulista, b) P. sp.l (gr. occidentalis), c) P. sp.2 (gr. occidentalis). Regides brilhantes indicam

marcagdes positivas. Setas indicam marcagdes CMA;".
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4. CONCLUSOES GERAIS

- Mostramos que as espécies do género Polybia (Myrapetra) sao muito diferentes entre
si com relacdo ao seu caridtipo mesmo apresentando muitas semelhancas em sua
morfologia.

- Evidenciamos a necessidade de uma revisdo taxonOmica no género Polybia e
mostramos que dados citogenéticos podem ser usadas como caracteres auxiliares na
diferenciagdo das espécies, ajudando na resolucdo dos problemas taxondmicos.

- Sugerimos que o cromossomo B de P. fastidiosuscula tenha uma origem
intraespecifica baseado no compartilhamento da composicdo heterocromdtica e do
microssatélite TAT 19y com os cromossomos A.

- Fornecemos os primeiros dados sobre a organizacdo de sequéncias de microssatélites
no genoma de espécies do género Polybia, mostrando que eles podem ser encontrados
tanto na heterocromatina como na eucromatina dependendo da espécie.

- Sugerimos uma evidencia de fusd@o cromossdmica nas espécies de P. (gr. occidentalis)
baseada no nimero de cromossomos e em marcagdes do rDNA 18S.

-Verificamos que as sequéncias TTAGG) e TCAGG) nas espécies estudadas ndo
fazem parte do teldmero desses insetos, assim a sequéncia telomérica de vespas ainda

precisa ser investigada.
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