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RESUMO

TRAVENZOLI, Natélia Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2018. Citogenética classica e molecular com énfase na evolucdo cromossémica
em Meliponini. Orientadora Tania Maria Fernandes Salom&o. Coorientadora
Denilce Meneses Lopes.

Os Meliponini sdo um grupo é monofilético, em que as espécies Neotropicais
formam um grupo irmao com as espécies Afrotrapiedndo-Malaia-Australasia.
Citogeneticamente, a maioria dos estudos estéa relacionada a descricdo do numero de
cromossomos nas espécies Neotropicais8 (a 22 cromossomos, predominando
n=17 en=18). Para as demais espécies da Tribo, essa descricdo esta restrita a cinco
espécies AfrotropicaisnE€l7 en=18) e uma Unica espécie da regido Indo-Malaia-
Australasia 1=20). Baseada nos numeros cromossémicos dessas espécies, a Teoria
da Interacdo Minima (TIM) passou a ser a mais aceita para explicar a evolugéo
cromossOmica em abelhas dessa Tribo. Segundo essa proposta, o ancestral das
espécies viventes apresentaria baixo niamero cromossémico, o qual aumentaria ao
longo da evolucdo por fissdes com posterior acumulo de heterocromatina.
Consequentemente 0s cromossomos dessas espécies apresentaria um braco
cromossbmico eucromatico e outro heterocromatico. Uma excecdo ao padrao foi
observada emMelipona que possui espécies com baixo e alto teor de
heterocromatina. Nesse contexto, os padrdes heterocromatichelgmonini e a
predominancia do alto nimero cromossémicel{ en=18) sdo caracteristicas de
interesse a sem investigadas nessa Tribo. Assim, os objetivos desse estudo foram:

(i) inferir o nimero cromossémico ancestral entre as espécies de Meliponini, bem
como a do grupo irmao Bombini, a fim de propor hipéteses de evolucéo relacionadas
as alteracdes cromossdmicas; (ii) descrever o caridtiphudeoplebeia australis
baseados no nimero cromossémico, padrdo heterocromatico, riqueza em pares de
base Citosina-Guanina e Adenina-Timina e 0 mapeamento dos sitios de rDNA,
microssatélites G@s), GAG(10), CAA10) CGGuo)€ as regides teloméricas TTAGSH

(iii) caracterizar o cariétipo délelipona (Melikerria) interrupta com base nos
padrbes heterocromaticos e as regides ricas em pares de base Citosina-Guanina (CG)
e Adenina-Timina (AT) nos cromossomos, bem como o mapeamento dos sitios de
rDNA, microssatélites Gas), GAG10, CAA1o CGGuo) € as regides teloméricas

TTAGGe), (iv) realizar uma analise comparativa das informagdes citogenéticas



existentes parMeliponae um mapeamento cromossdmico das sequéncias de DNA
repetitivas; (v) infereir o padréo heterocromatico do ancestral comum das espécies de
Melipona para melhor entender o surgimento da heterocromatina e a diversificacao
cariotipica do género. Os resultados obtidos sugerem: (i) que o cariétipo ancestral
entre Meliponini e Bombini possuia&18 cromossomos e o dos Meliponmil7
cromossomos, sendo que os numeros haploides inferiores se originaram por fusées
adicionais; (ii) O cariétipo dé. australispossui 2=36 cromossomos, 0S quais séo
constituidos por grande quantidade de heterocromatina. Os padrdes de DAPI
CMA3" divergiram do encontrado para a tribo e as sequéncias de DNA repetitivo
hibridizaram apenas em regides de eucromatiig Melipona (Melikerria)
interrupta apresentour2=18 cromossomos, alto teor de heterocromatina, marcacfées
do CMA3" e DNA ribossomal 18S foram observadas na regido intersticial proxima a
juncdo da eucromatina e heterocromatina do primeiro par cromossomico
cromossémico; (iv) Melipona possui espécies com numero cromossémico
conservado (2=18) e as regibes de heterocromatina sdo importantes marcadores
para separar as espécies do Grupo | e Il, assim como o DAPFCGMA 18S. A

sondas de DNA repetitivos foram restritas a eucromatina dos cromossomos, com
padrdes de distribuicdo distintos entre as espécies de baixo e alto teor de
heterocromatina. A sequéncia TTAEGfoi observada nos teldbmeros dos
cromossomos d#&lelipong (v) observamos que o ancestral comumMidipona
possuia baixo conteudo de heterocromatinaabapumentou no ancestral comum de
Michmelia e independentemente eilelikerria, com diferentes constituicdes
heterocromaticas. Concluimos que o numero cromossémico ancesti@l se
manteve ao longo da evolucédo em diferentes espécies da Tribo, sendo os eventos de
fusdo os principais responsaveis pelas variacdes dos numeros haploides. O baixo
namero de cromossomos encontradoMetiponaé uma apomorfia do género. Em

A. australis a grande quantidade de heterocromatina é semelhante ao cariotipo das
espécies do Grupo Il ddelipona Entretanto, a constituicdo da cromatina baseada

na riqgueza de bases AT e CG é mais semelhante ao observado em espécies solitarias.
As espécies dd&lelipona possuem caracteristicas citogenéticas conservadas, o que
possivelmente é resultado do tempo recente de diversificagcdo dessas espécies. O
baixo conteudo heterocromatico € o carater ancestral do género e a alta quantidade de
heterocromatina o resultado de sua amplificacdo a partir da regido centromérica,

surgindo em momentos independentes nas espécies.



ABSTRACT

TRAVENZOLI, Natalia Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2018.
Classical and molecular cytogenetics with emphasis in chromosomal evolution

in Meliponini. Adviser. Tania Maria Fernandes Saloméao. Co-adviser: Denilce
Meneses Lopes.

The Meliponini were group is monophyletic, which the Neotropical species form a
sister group with the species Afrotropical / Indo-Malay-Australasigtogenetically

most studies are related to the chromosomes' number description in Neotropical
species 1f=8 to n=22 chromosomes, predominatingl7 andn=18). For the other

Tribe species this description is restricted to five Afrotropical spece$7(and

n=18) besides one from the Indo-Malay-Australasian regior2@). Based on
Meliponini chromosome numbers, the Theory of Minimum Interaction (MIT)
became the most accepted to explain the chromosomic evolution in bees this bribe. It
proposes that the ancestor of living species would present a low chromosome number
that would increase throughout the evolution by fissions with later accumulation of
heterochromatin. Consequently the chromosomes present the species as an
euchromatic chromosome and another heterochromatic. An exception to the standard
was observed iMelipona which has species with low and high heterochromatin
content. In this context, the heterochromatic patterns in Meliponini and the
predominance of the high number of chromosomesnei7 and n=18 are
characteristics of interest to be investigated in this Tribe. Thus, the objectives of this
study were: (i) to infer the ancestral chromosome number among the Meliponini
species as well as that of the Bombini sister group, in order to propose evolutionary
hypotheses related to chromosomal alterations;T@i)describe the karyotype of
Austroplebeia australis based on chromosome number, heterochromatic pattern,
richness in base pairs Cytosine-Guanine and Adenine-Thymine and mapping of
rDNA GA@s), GAGo), CAA@1o CGGio) and telomeric regions TTAGEs (iii)
characterize the karyotype oMelipona (Melikerria) interrupta based on
heterochromatic patterns and regions rich in pairs of cytosine-Guanine (CG) and
Adenine-Thymine (AT) bases on chromosomes, as well as the mapping of rDNA,
microsatellites GAus), GAGuo, CAAxn CGGio and the telomeric regions
TTAGGe); (iv) to perform a comparative analysis of the existing cytogenetic
information forMeliponaand a chromosomal mapping of the repetitive sequences of

DNA,; (v) the heterochromatic pattern's inference of Mediponaspecies' common
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ancestral, for better understanding the heterochromatin's emergence and the genus
karyotypic diversification. The results suggest that: (i) the ancestral karyotype
between Meliponini and Bombini had=18 while Meliponini’s had n=17
chromosomes which the lower haploid numbers were caused by additional ;fusions
(i) the A. australiskaryotype has r2=36 chromosomes which are composed of a
large amount of heterochromatin. The DARIMA3" patterns diverged from what
was found for the tribe and repetitive DNA sequences hybridized only to
euchromatin regions; (iii)Melipona (Melikerria) interrupta presented 2=18
chromosomes, high heterochromatin content, CM&®& 18S ribosomal DNA were
observed in the interstitial region near the junction of euchromatin and
heterochromatin of the first chromosomal chromosomal pair; Nig)ipona has
species with a conserved chromosome numberl@) and the heterochromatin
regions are important markers for separating the species from Group | and Il as well
as DAPI-CMA3 and 18S. Repetitive DNA probes were restrictedhtomosomes’
euchromatin  with distinct distribution patterns between low and high
heterochromatin species. The sequence TTAG(Ee observade in the telomeres of
Melipong (v) it was observed that thklelipona is common ancestor had low
heterochromatin content which increased in the common ancedtictuheliaand
independently inMelikerria with different heterochromatic constitutions. We
conclude that the ancestral chromosomic nunmsdi8 was maintained throughout

the evolution in different species of the Tribe, being the fusion events the main
responsible for the haploid numbers variations. The low number of chromosomes
found in Melipona is a genus apomorphy. InA. australisthe large amount of
heterochromatin is similar to the karyotypeMélipona Group Il species. However,

the chromatifs constitution based on the richness of AT and CG bases is more
similar to that observed in solitary species. TWelipona species have conserved
cytogenetic characteristics which possibly is a result of the recent time of these
species diversification. The low heterochromatic content is the genus ancestral
character and the high amount of heterochromatin is the result of its amplification

from the centromeric region which appears at independent moments in the species.
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INTRODUCAO GERAL

1.1 Evolucéo cromossdmica em Meliponini

As abelhas ocorrem nas regibes Afrotropical, Indo-Malaia, Australasia,
Neoartica, Paleoartica e Neotropical (Michener, 2007; Rasmussen & Cameron, 2010;
Camargo & Pedro, 2013; Ascher & Pickering, 2016). Dentre as espécies, encontram-se
os corbiculados, que compreendem as tribos Apini, Euglossini, Bombini e Meliponini.
A historia evolutiva desses taxons tem sido abordada por meio de estudos morfolégicos
(Michener, 2007; Camargo & Pedro, 2008; Frangetsal, 2016), filogenéticos (Costa
et al, 2003; Hinest al, 2006; Cameromt al, 2007; Rasmussen & Cameron, 2010;
Branstetteet al, 2017) e citogenéticos (Hoshiba & Kusanag, 1978; Oatext, 1995;
Fernandest al, 2013; Tavarest al, 2017).

Os Meliponinisiao abelhas popularmente conhecidas como “abelhas sem ferrdo”
(Camargo & Pedro, 2013). Com mais de 500 espécies descritas, distribuidas em 36
géneros, a tribo possui maior diversidade comportamental e morfolégica entre as
abelhas eussociais (Michener, 2007; Camargo & Pedro, 2013). Filogeneticamente,
formam um grupo monofilético em que as espécies da linhagem Neotropical (Novo
Mundo) sdo um grupo irmdo com as espécies das linhagens Afrotropical/Indo-Malaia-
Australasia (Velho Mundo) (Rasmussen & Cameron, 2010).

Citogeneticamente, os estudos em espécies das linhagens Afroteofridat
Malaia-Australasia estdo restritos apenas a descricdo do numero cromossémico que
varia den=08 a 20 ex=20 cromossomos, respectivamente (Hoshiba & Imai, 1993). Para
as espécies da linhagem Neotropical, andlises realizadas inelud#scricdes do
namero cromossémico (revisado em Tavaksal, 2017, padrdo de distribuicdo da
heterocromatina (Rocha & Pompolo, 1998; Roehal, 2002), localizacdo de regides
ricas em bases AT (adenina-timina) e CG (citosina-guanina) (Batthal, 2011;
Carvalho & Costa, 2011), mapeamento fisico de genes ribossomais 18SetRxito
2005; Cunheet al, 2018no preld e de sequéncias de DNA repetitivos (Picetlal,

2018, pintura cromossémica (Lopesal., 2014).

Em relagdo ao numero e estrutura cromossOmica, dois caminhos evolutivos
foram propostos para explicar as alteracées cariotipicas observadas em Meliponini. A
primeira proposta foi sugerida por Kerr & Silveira (1972) e considerava a poliploidia
como o principal evento na evolugdo cromossdmica dessas abelhas, surgindo
independentemente em diferentes géneros. Com o resultado de novos estudos

citogenéticos, esta hipotese foi descartada e a Teoria da Interagédo Minima (TIM) (Imai
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et al, 1978; 1986, 1988, 1994, 2001; Hoshiba & Imai, 1993) passou a ser a mais aceita
para explicar a evolugdo cromossémica em Hymenoptera (abelhas, vespas e formigas)
(Hoshiba & Imai, 1993Rocha et al., 2003). Essa teoria foi inicialmente proposta para
formigas australianas do complektyrmecia pilosulaFrederick Smith, 1858 e que as
modificacdes nos cariétipos das espécies ocorrem no sentido de minimizar os efeitos
deletérios das interac6es cromossdmicas, 0 que ocorreria por meio de fissbes céntricas
e, consequentemente, minimizar as chances de rearranjos deletérios entre o0s
cromossomos, no nucleo. No entanto, elas geram uma instabilidade nos regifes
ficcionadas que entdo tende a ser minimizada pela incorporacdo de heterocromatina
(Imaiet al, 1977; Imaiet al, 1986, 1988, 1994; Hoshiba & Imai, 1993).

Baseados nessa teoria 0 ancestral comum das espécies viventes dos Meliponini
apresentaria baixo namero cromossémico o qual aumentaria ao longo do tempo
evolutivo por meio de fissées com posterior aumento de heterocromatina éCalsta
2004; Krinskiet al, 2010; Godoyet al, 2013; Mirandaet al, 2013). Em uma revisdo
citogenética considerando 104 espécies de Meliponini, observou-se que 0 numero
cromossOdmico dessas espécies variand@8 a n=18 cromossomos, sendo 0s mais
frequentesn=9, 15, 17. Baseado nessas informacdes, trés grupos foram considerados
dentro dess#ibo: o primeiro grupo de=15 cromossomos, compreende espécimes em
géneros nao relacionados filogeneticamente, o que indica que este nimero surgiu varias
vezes independentementes ao longo da evolucao dos Meliponini. O segundo grupo com
n=9 cromossomos, presente em espéciedlelgpona e o terceiro grupo com=17
cromossomos, encontrado na maioria das espécies avaliadas (Tetvate2017).

Como a maioria das espécies de Meliponini apresento alto nimero cromossdémico
propésse que o numero ancestral da tribo estaria emtfe/ a 20 cromossomos e que
eventos de fusdo céntrica explicariam espécies com menor ndmero cromossdmico
(Tavareset al.,2017).

Apesar da constancia, do ndmero cromossémico entre espécies do mesmo
género de Meliponini, caracteristicas citogenéticas, tais como, morfologia
cromossOmica, quantidade e distribuicAo da heterocromatina apresentam diferentes
padrOes e essas caracteristicas sdo Uteis para andlises evolutivas e de inferéncias
taxondmicas nesta tribo (Tavamsal, 2017). Neste contexto, 0os estudos citogenéticos
podem fornecer importantes informagdes dos comparagbes dos processos evolutivos

que moldaram a diversificacdo das espécies de Meliponini.



1.2 Citogenética classica

Em abelhas, uma das técnicas da citogenética classica mais utilizada em andlises
cariotipicas é o bandeamento C, que consiste em evidenciar a distribuicdo da
heterocromatina nos cromossomos (Miraatlal, 2013; Cunhat al, 2018no prelg.

Os resultados obtidos por essa técnica demonstraram que 0S cromossomos de
Meliponini, em geral, possuem um brago cromossémico eucromatico e outro
heterocromético (Costat al, 2004; Carvalho & Costa, 2011; Godey al, 2013;
Miranda et al, 2013). Entretanto, uma excecdo desse padrdo heterocromatico foi
observada enMelipona Com base na distribuicdo da heterocromatina, esse género
pode ser dividido em dois grupos: um composto por espécies com baixa (Grupo 1) e
outro com alta (Grupo 1l) quantidade de heterocromatina em seu cariétipo (Rocha &
Pompolo, 1998; Rochet al, 2002; Rochat al, 2003). Essas diferencas na quantidade

de heterocromatina observadas nos cariotipos das espéciddelg®na podem
contribuir para o conhecimento das relacdes filogenéticas das espécies (Rocha &
Pompolo, 1998), uma vez que porpde-se que o aumento de heterocromatina seria o
evento principal na evolugdo cariotipica das abelhas e que o0s baixos niveis
heterocromaticos, observado em algumas espécies, poderiam indicar uma condi¢ao
ancestral do génef®ochaet al, 2002). Uma comparagao dos dados de distribuicdo de
heterocromatina nos cromossomos dessas espécies sob um contexto filogenético sugeriu
gue a heterocromatina apareceu mais de uma vez em diferentes momentos da historia
evolutiva do grupo (Lopest al, 2011), sendo uma caracteristica de interesse para
novos estudos.

Outra regido cromossémica muito utilizada em estudos de evolugao cariotipica é
conhecida como regido organizadora de nucléolo (NOR) (Almeida-Toledo, 1998). Em
espécies de Meliponini, foi observado a relacdo entre essas regides e as evidenciadas
pelo bandamento com fluorocromo base-espécifico de riqueza em Citosina-Guanina
(CMA3) em espécies deMelipona llliger, 1806, Partamona Schwarz, 1939 e
ScaptotrigonaMoure, 1942 (Rochat al, 2002; Britoet al, 2005; Duarteet al, 2009;
Cunhaet al, 2018no prelg. Além dessa correspondéncia entre as NORs e LM
observado que essas regides também sdo coincidentes com os sitios génicos de DNA
ribossomal (rDNA) 18S (Rochet al, 2002; Britoet al, 2003; Rochat al, 2003; Brib
et al, 2005; Duarteet al, 2009; Lopest al, 2011; Godoyet al, 2013; Cunhaet al,

2018 no preld. Nessas espécies de abelhas sem ferrdo, analises com fluorocromos

indicaram que a heterocromatina € rica em pares de bases de AT (Adenina-Timina)

(regides DAPI), enquanto a eucromatina € rica em CG (Citocina-Guanina) (regides
3



CMA3") (Rochaet al, 2003; Mirandaet al, 2013; Godoyet al, 2013; Cunhat al,
2018no prelg.

1.3 Citogenética Molecular

Em estudos de citogenética molecular, andlises utilizando a técnica de
hibridacdo fluorescenten situ (FISH) no mapeamento de sitios ribossomais, assim
como de sequéncias de DNA repetitivo, tem fornecido importantes informacdes sobre a
estrutura cariotipica e de evolucdo em diferentes taxons (Cabedra2009; Cabral-de
Mello et al, 2011; Kavalcecet al, 2013; Palacios-Gimenez & Cabdd-Melo, 2014;
Peixotoet al, 2016; Cunhaet al, 2016). Essas sequéncias de DNA repetitivos sé&o
segmentos de tamanhos variados que se repetem dezenas a milhares de vezes no
genoma (Martingt al, 2011). De acordo com o tamanho de suas unidades de repeticéo,
essas sequéncias que se repatetandempodem ser classificadas em satélite (100 a
300 pb), microssatélites (10 a100 pb) e minissatélites (1 a 6 nuclep(idetsado em
Martinset al, 2011), podendo ocorrer em todas as regiées dos cromossomos, tais como:

teldomeros, centrémeros, docusou bracos cromossdmicos especificos, em ambos 0s

bracos cromossdmicos ou dispersas pelos cromossomos (Figura 1) (rewsado e
Martinset al, 2011).

el 0D
i

Telomeric Centromeric  Specificlocus Arm-specific  Whole chromosome  Dispersed DNA
probe probe probe probe probe probe

Figura 1. Principais padrbes de marcac¢des das sondas de sequéncias de DNA repetitivo.
Fonte: Martinset al, 2011.

Embora essas sequéncias de DNA repetitivo nos cromossomos fornecam
importantesgnsightspara a compreensao da estrutura e evolugédo do genoma é€ioffi
al., 2009; Martinset al, 2006; Schneideet al, 2015), em abelhas esses estudos sao
escassos. Até o momento, apeaasll espécies da tribo Meliponini foram conduzidos
estudos quanto as sequéncias repetitivas de DNA, seja ribosddati@iofa asilvai

Moure, 1971 Melipona puncticollisFriese, 1902 Melipona bicolorLepeletier, 1836,
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Partamona helleri(Friese, 1900) &artamonaseridoensisPedro & Camargo, 2003)
(Brito et al, 2005; Cunhat al, 2018no prelg ou microssatéliteMelipona fasciculata
Smith, 1854 Melipona quadrifasciatdepeletier, 1836lMelipona rufiventrisLepeletier,

1836, Melipona scutellarid_atreille, 1811,MeliponaseminigraMoure & Kerr, 1950
(Piccoli et al, 2018). Essas analises utilizando a técnica de FISH, demostraram que o
mapeamento de diferentes sequéncias de DNA repetitGgsf, CAas, GACu10),
GAG(10), CGG1o) € TAA10) hibridizaram apenasm regides de eucromatina e que o
conteudo heterocromatico déelipona scutellarise Melipona seminigradiferem das
demais espécies dos subgéneros (Pietall, 2018).

Nesse contexto, considerando a importdncia dos estudos citogenéticos para
elucidar as questbes relacionadas a evolucdo cromossdmica das espécies da tribo
Meliponini, esse estudo teve como objetivdd: inferir o nimero cromossdémico
ancestral da tribo Meliponini e do seu grupo irméo, a tribo Bombini, a fim de avaliar e
propor hipéteses de evolucdo relacionaglasibjacentes as alteracbes cromossdmicas
em Meliponini; (i) descrever o cariotipo déustroplebeia australidbaseados no
namero cromossOmico, padrdo heterocromatico, riqueza em pares de base Citosina-
Guanina e Adenina-Timina, bem como o mapeamento dos sitios de rDNA,
microssatélites G@e), GAG(10, CAA10) CGGuo) € as regides telomericas TTAGS>
(iii) caracterizar o cariétipo ddelipona(Melikerria) interrupta com base nos padrdes
heterocromaticos e as regides ricas em pares de base Citosina-Guanina (CG) e Adenina-
Timina (AT) nos cromossomos, bem como o0 mapeamento dos sitios de rDNA,
microssatélites G@e), GAG(10, CAA10) CGGuo) € as regides telomericas TTAGS>
(iv) realizar uma analise comparativa das informagfes citogenéticas existentes em
Meliponae um mapeamento fisico de diferentes sequéncias repetitivas)(GAG10),

CAA@0) e CGGuo) e telomérica (TTAG)) em espécies dos diferentes subgéneros de
Melipong a fim de que novos marcadores citogenéticos possam auxiliar no
entendimento da evolucgéo cariotipica do grupo; (v) inferir o carater heterocromatico do
ancestral comum mais recente (baixo ou alto contelddo de heterocromatina) das espécies
de Meliponae entender a composicéo e similaridades da heterocromatina, bem como a
localizacdo dos sitios de DNA ribossomal 18S, para melhor entender a evolugdo da

heterocromatina nesse género.
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ARTIGO 1

Chromosomal evolution in Meliponini: a phylogenetic approach

Abstract

Bees, as well as other Hymenoptera (wasps and ants), present great variation in
chromosome number. Two evolutionary mechanisms are used to explain the rrocesses
that gave rise to this variation: the first one points that polyplisidiye main cause of
chromosome evolution, while the second, known as Minimum Interaction Theory
(MIT), is used much more frequently to explain chromosomal changes in Meliponini
and suggests that centric fission is responsible for karyotype variations. Under the
considerations of MIT the ancestor of Meliponini species should have a low
chromosome number which increases throughout evolution because of centric fission
events, with subsequent accumulation of heterochromatin. However, differences in
chromosome number between Meliponini and its sister taxa, and the karyotype patterns
of species of genudelipong cannot be explained by MIT, suggesting that other events
were involved in the chromosomal evolutionbees of that tribe. Thus, the purpose of
this study was to infer the ancestral chromosome number of the Meliponini tribe and its
sister group Bombini in order to evaluate and propose hypotheses of the evolutionary
pathways underpinning chromosome changes in Meliponini. To do this, we assembled
the cytogenetical information of species with known karyotypes. In order to put these
data in a phylogenetic context, we reconstructed a phylogenetic hypothesis using partial
sequences of the genes ArgK, opsin, EF128S, and 16S rRNA, obtained from
GenBank. The Meliponini showed haploid number variation betweghandn=18
chromosomes, with haploid number of 17 chromosomes being predominant. In the
sister group Bombini the haploid chromosome number varied fiefi2 to n=20
chromosomes, with haploid number of 18 chromosomes being predominant. The
reconstruction of ancestral chromosome number indicatd@& chromosomes for the
ancestor of the Meliponini tribe, and for the ancestor of between Meliponini and
Bombini. The data indicate that the karyotype witti7 chromosomes was maintained

in several species of Meliponini, that variations of haploid numbers possibly originated
through additional fissions and fusions robertsonian, and that repeated fusions led to the
reduction of chromosome numberhtelipona We conclude that fusions are the type of

chromosomal rearrangement that originated the current karyotypes in Meliponini.
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Keywords: Centric fission, chromosomal variations, phylogeny, repetitive fusion

1. Introduction

The Meliponini, Bombini, Apini, and Euglossini tribes comprise the bees known
as "corbiculate”, and their evolutionary history has been studied through morphological,
phylogenetic, and cytogenetic analyses (Hoshiba and Kusanag, 1978; Owen et al., 1995
Hines et al., 2006; Cameron et al., 2007; Michener, 2007; Camargo and Pedro, 2013;
Rasmussen and Cameron, 2010; Fernandes et al., 2013; Francoso et al., 2016; Tavares
et al., 2017). Cytogenetic analyses, in particular, represent an important tool for
understanding the macro-scale genomic organization of different any species. These
analyses comprise descriptions of chromosome number (Hoshiba and Imai, 1993; Owen
et al., 1995; Fernandes et al., 2013), heterochromatin distribution pattern (Cunha et al.,
2018in press, characterization of regions rich in AT and CG bases (Cristiano et al.,
2014; Cunha et al., 201i& press, localization of 18S ribosomal genes (Brito et al.,
2005; Cunha et al., 2018 pres$, mapping of repetitive DNA sequences (Piccoli et al.,
2018), and inferences about karyotype evolution (Hoshiba and Imai, 1993; Tavares et
al., 2017).

In bees, two main hypotheses were proposed to explain changes related to
chromosome number and structure. The first one, indicates that changes in ploidy,
through whole-genome duplication, are the main mechanism involved in chromosome
evolution (Kerr and Silveira, 1972). On the other hand, a second hypothesis, known as
Minimum Interaction Theory (MIT), suggests centric fission as the main mechanism
responsible for chromosome variation (Imai, 1978; Imai et al., 1986, 1988, 1994, 2001,
Hoshiba and Imai, 1993). According to the MIT, modifications in the karyotypes that
occur through centric fission in different species evolve in order to minimize the
deleterious effects of chromosomal interactions. However, they generate instability in
the break regions of fictional chromosomes, which then tends to be minimized by the
incorporation of heterochromatin (Imai et al., 1988, 1994, 2001). This would generate
chromosomes presenting one heterochromatic arm and one euchromatic arm, and we
would expect to find this as a common pattern in the Meliponini (Costa et al., 2004;
Krinski et al., 2010; Godoy et al., 2013).

Based on this theory, the ancestor of the living species of the Meliponini tribe
would present a low chromosome number and this number would increase throughout
evolution by fission, with later accumulation of heterochromatin. However, when we
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analyzed the karyotype of other corbiculate tribes phylogenetically close to Meliponini
(predominate$=17), such as Bombinn€18-20), Apini 6=17) and EuglossininE20-

21), we observed that they have a high chromosome number (Hoshiba and Kusanagi,
1978; Owen et al., 1995; Fernandes et al.,, 2013). In addition, the heterochromatin
distribution patterns of severdelipona species (Rocha et al., 2003b) seem to have
arisen from events different from those proposed by MIT.

Thus, the MIT, although widely used to explain the chromosomal evolution in
Meliponini, does not seem to explain the numerical observed in this tribe and structural
variations or heterochromatic patterns Nfelipona Therefore, the objective of this
study was to infer the ancestral chromosome number of the Meliponini tribe and its
sister group Bombini in order to evaluate the MIT as the main evolution force shaping
the karyotypic changes and based on this phylogenetic approach propose hypotheses f

the evolutionary processes underpinning chromosomal changes in bees.

2. Material and Methods
2.1Phylogenetic analysiandMolecular dating

A total of 67 species representing 28 genera with haploid chromosome numbers
described in the literature, including 50 Meliponini and 17 Bombini species, were
selected to compose our dataset (Supplementary Material Table A.2). To the
phylogenetic analysis, were considered as ingroup Meliponini and Bombini tribes, and
to outgroup Apis dorsataFabricius, 1793,Euglossa imperialis(Cockerell, 1922)
Eulaema boliviensis(Friese, 1898), andexaerete smaragdingGuérin-Méneville,
1845). Partial sequences of the following nuclear genes were used to infer the
phylogenetic tree: arginine kinase (ArgK), long-wavelength rhodopsin copy 1 (Opsin),
elongation factorta F2 (EF1-a), 28S (28S rDNA), and the mitochondrial 16S rRNA.
The GenBank accessiarumber of the gene sequences can be found in Table A.2.
Sequences were aligned using MAFFT (Katoh and Standley, 2014) and visually verified
in MEGA v7.0 (Tamura et al., 2013). The nuclear gened &€Fpsin and ArgK were
partitioned into exons and introns (Tomita et al., 1996; Kawakita et al., 2003), while
28S and 16S were considered as a single partition each one. The final alignments were
concatenated into a single matrix in the Sequence Matrix v.1.7.8 (Vaidya et al., 2011).
The analyses were performed on the CIPRES Science Gateway online server (Miller et
al.,, 2010) using Bayesian inference, performed in the MrBayes v3.2.2 software
(Ronquist et al., 2012), with two independent runs and four Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) in each one. The mixed model (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) was
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implemented for all partitions with a proportion of invariable sites and a Gamma
correction. We used 50,000,000 generations of MCMC, with trees sampled every 1000
generations. The convergence of the Markov chains was verified in Tracer v.1.5
(Rambaut and Drummond, 2009). Twenty-five percent of the initial trees were
discarded and the remaining ones were used to generate the consensus tree. The trees
were viewed and edited in FigTree v.1.3.1 (Rambaut, 2009).

The same data matrix from phylogenetic analyses was used for the molecular
dating. The divergence times were estimated using a Bayesian approach implemented in
BEAST 2.0 (Bouckaert et al., 2014) on the CIPRES server (Miller et al., 2010). The
molecular clock modeRelaxed Clock lognormakas used as it allows evolutionary
rates to vary between trees branches (Drummond et al., 2006). The nucleotide
substitution model was GTR+G+I for all partitions and the Yule process was uaed as
priori probability for the trees (Drummond and Rambaut, 2007). We used 300,000,000
generations of MCMC and the convergence was checked in Tracer v.1.5 (Rambaut and
Drummond, 2009). A maximum clade credibility tree was created in the program
TreeAnnotator v2.4.1 (implemented in BEAST) using 25% burn-in, and was visualized
and edited in FigTree v.1.3.1 (Rambaut, 2009). To the calibration points we based on
Rasmussen & Camaron (2010) and Martins et al. (2014).

2.2Reconstruction of the ancestral state

The reconstruction of the ancestral chromosome number was performed using
Maximum Likelihood analysis in the Mesquite software v.3.04 (Madison and Madison,
2011) using the last 1000 trees from the Bayesian MCMC analyses as input. In this
analysis, the different haploid numben3 ¢f each species were considered as character
states (Table A.1) and the values referring to the analysis of the ancestral chromosome

number were represented by percentages (%).

3. Results
3.1 Chromosome number, phylogenetic analyses and molecular dating

Meliponini species showed variation of haploid number ranging fne to
n=18 chromosomes, with=17 being the predominant chromosome number. The Old
World species presented onfgl7 andn=18 chromosomes, and in the New World
species the number of chromosomes ranged freénto n=18. In Bombini species, on
the other hand, the haploid number varied froxti2 ton=20 chromosomes, with=18
predominating (Table A.1).

14



The concatenated dataset resulted in 3,263 aligned base pairs and the
phylogenetic tree obtained from Bayesian inference analysis agrees with the phylogeny
proposed by Rasmussen and Cameron (2010) (Supplementary Material Fig. A.1).
According to this phylogeny, the Old World clade is formed by the Meliponini of the
Afrotropical, Australasian, and Indo-Malayan regions, and the New World clade is
formed by the species of the Neotropical region. The Neotropical Meliponini initially
diverged into two clades, separatifiggoniscasensu latqcladeTrigoniscas.l.) which
includes the generaolichotrigonaMoure, 1950,TrigoniscaMoure, 1950 Celetrigona
Moure, 1950andLeurotrigonaMoure, 1950rom the remaining species. Subsequently,
there was a second split betweldelipona sensu lato(Melipona s.l.) and the other
Meliponini (also see Rasmussen and Cameron, 2010).

According to the molecular dating, the most recent common ancestor between
Bombini and Meliponini is dated to about 79.1 (95% HPD = 74-83.3) million years ago
(mya) in the upper Cretaceous. Among the Meliponini, the common ancestor dates to
about 65.5 (95% HPD = 65-66.6) mya, corresponding to the Paleocene, and, between
species of the genwdelipona to about 18.1 (95% HPD = 12-26) mya, corresponding
to the Miocene (Fig. A.1; Supplementary Material Fig. B.1).

3.2Reconstruction of the ancestral chromosome number

The ancestral reconstruction indicate¢18 as the ancestral chromosome
number of the tribe Meliponini (73%, node A), amdl8 (75%, node B) as the ancestral
chromosome number of Meliponini and Bombini (Fig. A.1; Supplementary Material
Fig. C.D. In the Meliponini species belonging to the Old World clade]l8
chromosomes remained in most of the lineages (97%, node C), whereas in the New
World clade there was reduction fron¥18 (37%, node D) te=17 chromosomes
(50%, node E). One exception wislelipong with a reduction to half the number of
chromosomes (froom=18 to n=9) (100%, node F). In Bombinn=18 chromosomes
remained the most common number (100%, node G), with a reductionlib and
n=16 chromosomes in the subgenfubterraneobombusand Thoracobombus
respectively. All values referring to the probabilities of each character found in the
ancestor nodes of the Meliponini and Bombini species are indicated in the

Supplementary Material (Supplementary Material Table A.3).
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4. Discussion

This is the first study reconstructing the ancestral chromosome number in
Meliponini based on cytogenetic and molecular d&@ar results indicate that the
common ancestor of the Meliponini tribe had18 chromosomes and that, in the
Neotropical species, this chromosome number decreaseck1@. According to
karyotype descriptions, Meliponini can be separated into three groups based on the most
frequent number of chromosomes in the species (reviewed in Tavares et al., 2017). The
first group consists of Meliponini specieglwn=17 chromosomes. Although different
species have the same chromosome numbel7), the morphological variation
observed in the karyotypes (Table A.1) indicates that rearrangements such as inversions
and translocations were responsible for variations in chromosomal valfiigeonand
Silveira, 1972; Rocha et al., 2003b; Barth et al., 2011). A variation in the number of
chromosomes was observedlingonasp., possivelmentérigonabraueri Friese, 1900
(described a3rigona fulviventrisGuérin, 1844 in Domingues et al., 2005a) witir22
chromosomes, unlike the oth&rrigona species with 2=34. This reduction of the
chromosome number is the result of centric fusion of two pseudoacrocentric
chromosomes which generated a larger metacentric chromosome with heterochromatin
restricted to the pericentromeric region (Domingues et al., 2005a). The second group is
formed by species with=15 chromosomes, a chromosomal number which would have
appeared independently several times during the evolution of Meliponini. The third
group is composed of species of the gemdslipona that typically haven=9
chromosomes. The only variation within this groupslipona seminigrériese, 1903
(n=11), for which chromosome number could have arisen by fission from an ancestor
with n=9 (Francini et al., 2011) anllelipona quinquefasciataLepeletier, 1836 and
Melipona rufiventrisLepeletier, 1836 due to the presence of chromosomes B. The low
number of chromosomes found in the genus would be an apomorphy of that group.

Initial studies in bees revealed that some species had a low chromosome number,
betweenn=8 andn=9 (Hoshiba and Imai, 1993; Pompolo and Campos, 1995; Rocha
and Pompolo, 1998), and a pattern of heterochromatin distribution in the chromosomes
similar to that observed in ant species of the gétyrsneciaFabricius, 1804 (Rocha et
al., 2002; Rocha et al., 2003a; Costa et al., 2004; Barth et al., 2011). Based on
cytogenetic datdMyrmeciapilosula complex, Imai et al. (1986, 1988, 1994) observed
that the ancestor of this group had a lower chromosome number when compared to
species that had recently diverged. They also observed that there was an increase of
heterochromatin in one of the chromosome arms in the species with the highest diploid
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number. Thus, considering the cytogenetic information and phylogenetic relationships
between these species, they proposed that the ancestral karyotype of this group should
have a low chromosome numbee(n=3) and that centric fissions would be the main
rearrangement responsible for the increase in chromosomes numbers (Imai et al., 1986,
1988, 1994). Such cytogenetic patterns led the researchers to suggest that the same
mechanism would be involved in chromosome evolution in bees, and that the ancestral
species would have a chromosome number smaller than that found in species that
diverged more recently (Pompolo, 1992; Costa et al., 1992; Hoshiba and Imai, 1993;
Rocha and Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002; Rocha et al., 2003b; Costa et al., 2004;
Krinski et al., 2010; Godoy et al.,, 2013). However, our analysis indicates that the
ancestral karyotype of Meliponini had a high chromosomal nunmzdi8], which was
maintained in many species, and that, possibly as a result of fusion events, this number
decreased froom=18 to n=17 in the Neotropical Meliponini, contrary to the pattern
indicated by the MIT for chromosome evolution in bees.

In addition to a decrease from the ancestral chromosome number in the
Meliponini, some structural characteristics of the chromosomes of beed/iebpona
also suggest that this group does not follow the evolutionary model proposed by MIT.
Species ofMelipona have unique characteristics that distinguish them from other
Meliponini species, such as: a caste differentiation system that is based on genetic
characteristics shaped by the environment rather than the amount of food received
(Kerr, 1948; Kerr and Nielsen, 1966), phylogenetically the genus is monophyletic in
relation to the other Neotropical Meliponini (Rasmussen and Cameron, 2007, 2010;
Ramirez et al., 2010) and cytogenetically the species present a haploid number of nine
chromosomes and variation in the amount and pattern of distribution of
heterochromatin, with species with less than 50% of heterochromatin and other species
with more than 50% of heterochromatin in their karyotype (Rocha and Pompolo, 1998;
Rocha et al., 2002; Rocha et al., 2003a).

Phylogenetic reconstructions and the time of divergence suggest that the species
of Melipona diverged more recently (£ 20 Ma) than those Meliponini with a high
number of chromosomes (+ 54 Ma) (Rasmussen and Cameron, 2010). Thus, the unique
characteristics of the genus in relation to its divergence time of suggeMéiyabna
followed a "different" path from the other Meliponini, and underwent different
evolutionary processes from the rest of the species of the tribe; the decrease in the
number of chromosomes Melipona may have been the result of repetitive centric
fusions.
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Centric fusion is considered one of the major chromosomal rearrangements in
animal karyotype evolution (White, 1973). Rearrangements of this type were used to
explain the karyotype evolution in Epiponini tribe wasps (Menezes et al., 2014),
parasitic waspsMinotetrastichusfrontalis (Nees, 1834) an€hrysocharis laomedon
(Walker, 1839) (Gokhman, 2004), and antdy¢etophylax morsch{Emery, 1888))
(Cardoso et al., 2014). In other taxonomic groups, fusions have also been suggested as
the main mechanism responsible for changes in chromosome numbers, as in locusts of
the Ephippigerini tribe (Warchatowska-Sliwa et al., 2013), and in several species of
mammals Elaphodus cephalophudlilne-Edwards, 1873Muntiacus reeves{Ogilby,

1839) andMuntiacus muntjak vaginaligBoddaert, 1785)) (Wang and Lan, 2000;
Hartmann and Scherthan, 2004; Chi et al., 2005; Tsipouri et al., 2008).

On the other hand, in different taxa such as ants, fish, mammals, and frogs fissions
are also important events in chromosome rearrangement throughout evolutionary time
(Imai and Taylor, 1977; Imai et al., 2001; Busin et al., 2000; Primo et al., 2017). In
Meliponini, an example of chromosome fission was observddalipona seminigra
Friese, 1903, which has=11 chromosomes (Francini et al., 2011; Cunha et al., 2018
presy. According to our findings this chromosome number observed today likely
originated by fission events from an ancestor w#B. Similar events may have shaped
chromosome number evolutionTmigona cilipes(Fabricius, 1804), so that fission in an
ancestor withn=17 led to the karyotype with=18 chromosomes. However,
chromosome fission requires the formation of new centromeres and telomeres for the
new chromosomes (Robinson et al., 2006), and therefore may not be the most common
mechanism in karyotype evolution in different groups.

The results of this stugdyith cytogenetic evidence and ancestral states, also
suggest that the ancestor between Meliponini and Bombininkd8 chromosomes.
Cytogenetic descriptions found for the other corbiculate tribes show a range in
chromosome number betwean8 andn=21. For example, in ApininE1l7) (Hoshiba
and Kusanagi, 1978), Euglossim=@0-21), Bombini 1(=18-20) (Hoshiba and Imai,
1993; Owen et al., 1995; Fernandes et al., 2013), and Meliposi®il@, with the most
commonn=17) (Tavares et al.,, 2017). Owen et al. (1995) considered the ancestral
number to ben=18 for Bombus and that variations ofi=16 Bombus Subterraneo
appositus Cresson, 1878 an@ombus Subterraneo borealiKirby, 1837), n=17
(Bombus Thoracobombus pseudobaicaleMaigt, 1911 andBombus Thoracobombus
schrenckMorawitz, 1881) andh=20 Bombus Thoracobombuspauloensigese, 1913)
would be the result of chromosomal fusions and fissions. Our results suggest that the
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ancestor of the Bombini tribe had a high chromosomal numizei8], and that this
chromosome number was maintained throughout evolution in several species, which
contradicts what was expected from MIT (Hoshiba and Imai, 1993).

Based on the cytogenetic information, as well as in insights into chromosome
evolution using a phylogenetic approach in Meliponini, we suggest that the ancestral
chromosome number between the Meliponini and Bombini tribesli8 chromosomes.

This chromosome number remained in the common ancestor of the Meliponini, and, by
chromosomal fusion robertsonian, decreased freh8 to n=17 in the Neotropical
Meliponini. We also conclude that chromosome fission processes, as predicted by MIT,
are not the main mechanism in the karyotype evolution of eliponini and Bombini, that
the ancestral chromosome number (®©18) was maintained throughout evolution in
different species, and that the variation in haploid chromosome numbers, was possibly
shaped by chromosomal fusion. The low number of chromosomes foeliponaan

apomorphy of that clade.
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Fig. A.1. Consensus tree obtained from the Bayesian analysis of concatenated data
based on partial sequences of the Arg-K, Opsin, &cF28S and 16S genes from
Meliponini and Bombini species, including molecular dating and ancestral chromosome
number inference. The colored circles in the terminal branches represent the different
haploid numbers and the ancestor nodes indicate the probabilities of ancestral states.

The blue and green branches represent the Meliponini and Bombini tribes, respectively.
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Supplementary Material Fig. A.1L Consensus tree of Bayesian analysis, based on
partial sequences of the Arg-K, Opsin, E128S and 16S concatenated genes of the

Meliponini and Bombini. The numbers after the nodes represent the later probabilities,

blue branches represent the tribe Meliponini, while the green ones, the Bombini. The
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Table A.1. Species of bees, haploid humba), karyotype formula and references

Species n Karyotypic formula References
Austroplebia australis 18 _ Personal communication Denilce Lopes, 2018
BombugBombu$ hypocrita 18 4A™+2 A+1 A +BM +2M +2M Ci+ 1 ME Hoshiba and Imai, 1993
BombugBombuj ignitus 18 4AM+1AC+1A+1A+5MS+3M +1IMI+1IM C+1 Mt Hoshiba and Imai, 1993
BombugBombus terricola 18 Owen et al., 1995
BombugCullumanobombys Owen et al., 1995
griseocollis 18
BombugCullumanobombys Owen et al., 1995
rufocinctus 18
BombugMegabombuysdiversus 18 1A™+1AMCH+5ACHIA+1A+IAS+2MC+IM+IMCC+1IM+IMC+IM!  Hoshiba and Imai, 1993
BombugPyrobombu}sardens 18 3AM+4AMC+] AC+] A+S5MC+IM +2M CC+IMCCT Hoshiba and Imai, 1993
BombugPyrobombu}shuntii 18 Owen et al., 1995
BombugPyrobombulimpatiens 18 Owen et al., 1995
Bombus(Pyrobombu}perplexus 12 Owen et al., 1995
BombugSubterranepappositus 16 Owen et al., 1995
BombugSubterranepborealis 16 Owen et al., 1995
BombugThoracobombusfervidus 18 Owen et al., 1995
BombugqThoracobombuspauloensis 20 Personal communication Denilce Lopes, 2018
BombugThoracobombus
pensylvanicus 18 Owen et al., 1995
BombugThoracobombus 1AMC+]1 A+1A+1 AMi+1 AMLLEM C+3M CC+2M C+2MC
pseudobaicalensis 17 Hoshiba and Imai, 1993
BombugThoracobombusschrencki 17 10MS+1IM+5Mi+1MCi Hoshiba and Imai, 1993
Cephalotrigona capitata 17 18A+16A" Rocha et al., 2003a
Dactylurina staudingeri 17 _ Kerr, 1969,1972
Duckeola ghilianii 15 _ Kerr, 1969,1972
Friesella schrottkyi 17 _ Pompolo, 1992; Mampumbu, 2002
Frieseomelitta trichocerata 15 4AM+16A+10A" Nascimento, 2005
Frieseomelitta varia 15 AM+4A+22A" Kerr, 1969; Tarelho, 1973; Pompolo, 1992; Rocha et al., 2003a
Geotrigona mombuca 15 2M+6A+7AM Kerr, 1969; Pompolo, 1992; Rocha et al., 2003a
Lestrimelitta limao 14 6M+6A+16A™ Silveira, 1971; Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003a
Leurotrigona muelleri 08 _ Kerr, 1969; Tarelho, 1973; Pompolo, 1992; Pompolo and Camp8s, 1
Leurotrigona pusilla 15 _ Pompolo and Campos, 1995
Meliplebeia becarii 17 Kerr, 1969, 1972

31



Continuation

Speces n Karyotypic formula References

Melipona Eomelipona bicolor 09 _ Pompolo, 1992; Rocha and Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002

Melipona Eomelipona marginata 09 _ Pompolo, 1992; Rocha and Pompolo, 1998, Rocha et ak, 200

Melipona(Melikerria) fasciculaa 09 _ Kerr, 1969; Rocha et al., 2002; Lopes et al., 2011.

Melipona(Melikerria) quinquefasciata 09 _ Kerr, 1969, 1972; Pompolo, 1992; Rocha et al., 2002

Melipona(Melipong favosa 09 _ Hoshiba, 1988; Hoshiba and Imai, 1993

Melipona(Melipong mandacaia 09 _ Rocha et al., 2003b

Melipona(Melipong quadrifasciata 09 _ Kerr, 1948; Pompolo, 1992; Rocha and Pompolo, 1998

Melipona(Michmelig crinita 09 _ Rocha et al., 2002

Melipona(Michmelig) scutellaris 09 _ Pompolo, 1994; Rocha and Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002

Melipona(Michmelig seminigra 11 _ Francini et al., 2011

Meliponula bocandei 18 _ Kerr and Araujo, 1957

Meliponula ferruginea 18 _ Kerr and Araujo, 1957

Mourella caerulea 17 113+6AN Rocha et al., 2003a

Nannotrigona testaceicornis 17 18A+16AM Pompolo, 1992; Hoshiba and Imai, 1993; Rocha et al., 2003a

Oxytrigona tataira 17 Kerr, 1969, 1972

Paratrigona subnuda 17 24A+10A" Kerr, 1969, 1972; Pompolo, 1992; Rocha et al. 2003a

Partamona auripennis 17 _ Personal communication Camila Novaes, 2018

Partamona testacea 18 _ Kerr, 1969

Plebeia droryana 17 _ Kerr, 1952, 1969, 1972; Pompolo, 1992; Hoshiba and Imai, ;1
Caixeiro, 1999

Plebeina hildebrandti 18 _ Kerr, 1969, 1972

Ptilotrigona lurida 11 6M+3A+2AM Rocha et al., 2003a

Scaptotrigona bipunctata 17 2A+30A™+2M Godoy, 2014

Scaptotrigona depilis 17 26A+8AM Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003a

Scaura latitarsis 17 1IM+2A+14AM Silveira, 1972; Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003a; Rocha 208Bp;
Domingues, 2005b

Scaura longula 17 3A+14AM Domingues, 2005b

Schwarziana quadripunctata 17 18A+16A™ Tarelho, 1973; Pompolo, 1992; Rocha et al., 2003a

Tetragona clavipes 17 6A+28AM Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003a

Tetragonisca angustula 17 34AM Tarelho, 1973; Pompolo, 1992; Hoshiba e Imai, 1993; Rochad.,e
2003a; Barth et al., 2011

Trigona chanchamayoensis 17 182+2/4+12A" Costa et al., 2004

Trigona cilipes 18 _ Kerr, 1969
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Continuation

Species

Karyotypic formula

References

Trigona fuscipennis
Trigona hyalinata
Trigona hypogea
Trigona pallens
Trigona recursa
Trigona spinipes
Trigona truculenta
Trigona williana

17
17
17
17
17
17
17
17

4A+2AS+30AT
DA+24AT+BATE

2A%+32A"M

12A+2A+30A™

6A+28A™

4ACH2AAT+BA™
2AC+2A+30A™

Tarelho, 1973; Waldschmidt et al., 2005
Costa et al., 2004; Ferreira, 2015

Ferreira, 2015
Ferreira, 2015
Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003a; Ferreira, 2015
Tarelho, 1973; Rocha et al., 2003a; Ferreira, 2015
Ferreira, 2015
Ferreira, 2015

Supplementary Material Table A.2.Species of bees and the external group analyzed, collection site, gene access number in GenBank (http:

/lIwww.ncbi.nlm.nih.gov) and references

Species Collection site 16S ArgK EFl-a Opsin 28S References

Ingroup

Austroplebia australis Duaringa, Australia AF343112 - - - - Costa et al., 2003

Axestotrigona ferruginea Cameroon, Ngaoundere DQ790450 DQ813032 DQ813109 DQ813187 FJ042175 Rasmussen and Cameron, 2010
BombugBombu$ hypocrita Kyushu, Japan AY737347  AF492889 JQ820913 DQ7888209 - Hines et al., 2006
BombugBombu$ ignitus Beijing, China AY737348  AF492898 DQ788207 AF493032 - Hines et al., 2006
BombugBombus} terricola Ontério, Canada AY737387  AF492885 AY739606  AF493019 - Hines et al., 2006
BombugCullumanobombys lllinois, USA AY737341  AF492905 DQ788196 AF493039 - Hines et al., 2006

griseocollis

BombugqCullumanobombys Alberta, Canada AY737377 AF492900 DQ788268 AF493034 - Hines et al., 2006

rufocinctus

BombugMegabombugsdiversus Kyushu, Japan DQ788000 AF492894 AF492961  AF493028 HM750236 Cameron et al., 2007; Cardinal et al.,z
BombugPyrobombusardens Dae-Dong, South Korea DQ787966  AF492897 DQ788149 AF493031 HM750237 Hines et al., 2006; Cardinal et al.,201(
BombugPyrobombu}shuntii Washington, USA AY737344  AF492911 DQ788203 AF493045 - Hines et al., 2006
BombugPyrobombuyimpatiens lllinois, USA AY737349  AF492875 DQ788209 AF493009 - Hines et al., 2006
BombugPyrobombu}perplexus Ontério, Canada AY737373 AF492878 DQ788254  AF493012 - Hines et al., 2006
BombugSubterraneocbombiis Utah, USA DQ787965 DQ788395 DQ788148 DQ788314 - Cameron et al., 2007

appositus

BombugqSubterraneobombiis Maine, USA DQ787981  AF492909 AF492976 AF493043 - Cameron et al., 2007

borealis

BombugqThoracobombuysfervidus Missouri, USA AY268406 AF492863 AF492930 AF492997 - Cameron et al., 2007
BombugThoracobombyspauloensis Minas Gerais, Brazil _ KT187910 KT187930 _ - Francoso et al., 2016
BombugThoracobombys Missouri, USA EF032352 DQ788479 EF032374  AF492996 - Cameron et al., 2007

pennsylvanicus
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Continuation

Species Collection site 16S ArgK EFl-a Opsin 28S References
BombugThoracobombus Primorskiy Kray, USA EF032357 AY267171 EF032372 AY267155 - Cameron et al., 2007
pseudobaicalensis

BombugThoracobombusschrencki ~ W. Khentey, Mongolia AF364828  AF492866 AF492933  AF493000 - Cameron et al., 2007
Cephalotrigona capitata San Martin, Peru FJ041915 FJ042191 FJ042292 FJ042394 FJO42015 Rasmussen and Cameron, 2010
Dactylurina staudingeri Cameroon, Yaoundé DQ790451 DQ813034 DQ813111 DQ813189 FJ042176 Rasmussen and Cameron, 2010
Duckeola ghilianii Amazonas, Brazil FJ041917 FJ042193 FJ042294 FJ042396 FJO42018 Rasmussen and Cameron, 2010
Friesella schrottkyi S&o Paulo, Brazil FJ041922 FJ042198 FJ042299 FJ042401 FJ042023 Rasmussen and Cameron, 2010
Frieseomelitta trichocerata Loreto, Peru FJ041923 FJ042199 FJ042300 FJ042402 FJ042024 Rasmussen and Cameron, 2010
Frieseomelitta varia Sé&o Paulo, Brazil FJ041924 FJ042200 FJ042®1 FJ042403 FJ042025 Rasmussen and Cameron, 2010
Geotrigona mombuca Sé&o Paulo, Brazil FJ041928 FJ042204 FJ042305 FJ042407 FJ042029 Rasmussen and Cameron, 2010
Lestrimelitta limao Sé&o Paulo, Brazil FJ041931 FJ042207 FJ042308 FJ042410 FJ042032 Rasmussen and Cameron, 2010
Leurotrigona muelleri S&o Paulo, Brazil FJ041933 FJ042209 FJ042310 FJ042412 FJ042034 Rasmussen and Cameron, 2010
Leurotrigona pusilla San Martin, Peru FJ041932 FJ042208 FJ042309 FJ042411 FJO42033 Rasmussen and Cameron, 2010
Meliplebeia becarii Mgahinga, Uganda AF343109 - - - - Costa et al., 2003
Melipona(Eomelipona bicolor Minas Gerais, Brazil FJ041919 FJ042195 FJ042296 FJ042398 FJ041919 Rasmussen and Cameron, 2010
Melipona(Eomelipona marginata Sao Paulo, Brazil FJ041920 EU163072 EU163240 FJ042399 FJ042021 Rasmussen and Cameron, 2010
Melipona(Melikerria) fasciculata Séo Paulo, Brazil FJ041946 FJ042223 FJ042324 FJ042426 FJ042048 Rasmussen and Cameron, 2010
Melipona(Melikerria) Brazil EU162989 EU163074 EU163242 - - Ramirez et al., 2010
quinquefasciata

Melipona(Melipong favosa French Guiana EU162961 EU163046 EU163214 - - Ramirez et al., 2010
Melipona(Melipong mandacaia Brazil EU162990 EU163075 EU163243 - - Ramirez et al., 2010
Melipona(Melipong quadrifasciata ~ Minas Gerais, Brazil AF343100 EU163069 EU163237 - - Costa et al., 2003
Melipona(Michmelig crinita Madre de Dios, Peru FJ041942 FJ042219 FJ042320 FJ042422 FJ042044 Rasmussen and Cameron, 2010
Melipona(Michmelig scutellaris Minas Gerais, Brazil FJ041939 FJ042216  FJ042317 FJ042419 FJO42041 Rasmussen and Cameron, 2010
Melipona(Michmelig seminigra Amazonas, Brazil FJ041940 FJ042217 FJ042318 FJ042420 FJO42042 Rasmussen and Cameron, 2010
Meliponula bocandei Bwindi, Uganda DQ790452 DQ813052 DQ813131 DQ813209 FJ042177 Rasmussen and Cameron, 2010
Mourella caerulea Rio Grande do Sul, Brazil FJ041950 FJ042227 FJ042328 FJ042430 FJ042052 Rasmussen and Cameron, 2010
Nannotrigona testaceicornis Séo Paulo, Brazil FJ041953 FJ042230 FJ042331 FJ042433 FJ042056 Rasmussen and Cameron, 2010
Oxytrigona tataira Séo Paulo, Brazil FJ041960 FJ042237 FJ042338 FJ042440 FJO42062 Rasmussen and Cameron, 2010
Paratrigona subnuda Espirito Santo, Brazil AF343105 - - - - Costa et al., 2003

Partamona auripennis San Martin, Peru DQ790463 DQ813056 DQ813135 DQ813213 EU049746 Rasmussen and Cameron, 2010
Partamona testacea San Martin, Peru FJ041961 FJ042238 FJ042339 FJ042441 FJ042063 Rasmussen and Cameron, 2010
Plebeia droryana Sao Paulo, Brazil FJ041974 FJ042252 FJ042353 FJ042455 FJ042078 Werneck, 2016

Plebeina hildebrandti L. Trichardt, South Africa DQ790455 DQ813061 DQ813140 DQ813218 FJ042180 Rasmussen and Cameron, 2010
Ptilotrigona lurida San Martin, Peru FJ041980 FJ042258 FJ042359 FJ042460 FJ042085 Rasmussen and Cameron, 2010
Scaptotrigona bipunctata S&o Paulo, Brazil FJ041987 FJ042265 FJ042366 FJ042467 FJO42092 Rasmussen and Cameron, 2010
Scaptotrigona depilis Séo Paulo, Brazil FJ041988 FJ042266 FJ042367 FJ042468 FJO42093 Rasmussen and Cameron, 2010
Scaura latitarsis San Martin, Peru FJ041991 FJ042269 FJ042370 FJ042471 FJ042096 Rasmussen and Cameron, 2010
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Continuation

Species Collection site 16S ArgK EFl-a Opsin 28S References

Scaura longula San Martin, Peru FJ041989 FJ042267 FJ042368 FJ042469 FJ042094 Rasmussen and Cameron, 2010
Schwarziana quadripunctata Sao Paulo, Brazil FJ041992 FJ042270 FJ042371 FJ042472 FJ042097 Rasmussen and Cameron, 2010
Tetragona clavipes San Martin, Peru FJ042010 FJ042287 FJ042389 FJ042490 FJ042117 Rasmussen and Cameron, 2010
Tetragonisca angustula Séo Paulo, Brazil DQ790470 DQ813076 DQ813155 DQ813233 FJ042107 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona chanchamayoensis San Martin, Peru EU049698 EU049748 EU049769 EU049793 EU049719 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona cilipes San Martin, Peru EU049699 EU049749 EU049771 EU049794 EU049721 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona fuscipennis Limén, Costa Rica EU049709 EU049759 EU049783 EU04984 HM750238 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona hyalinata Sé&o Paulo, Brazil EU049718 EU049768 EU049792 EU049813 EU049742 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona hypogea San Martin, Peru EU049714 EU049764 EU049788 EU049809 EU049738 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona pallens San Martin, Peru EU049702 EU049752 EU049775 EU049797 EU049725 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona recursa S&o Paulo, Brasil EU049715 EU049765 EUO049789 EU049810 EU049739 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona spinipes S&o Paulo, Brasil EU049716 EU049766 EUO049790 EU049811 EU049740 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona truculenta Madre de Dios, Peru EU049708 EU049758 EU049782 EU049803 EU049732 Rasmussen and Cameron, 2010
Trigona williana Loreto, Peru EU049713 EU049763 EU049787 EU049808 EU049B7 Rasmussen and Cameron, 2010
Outgroups

Apis dorsata Bangalore, India L22893 AY267178 AY267146  AF091733 FJ042186 Rasmussen and Cameron, 2010
Euglossa imperialis Sao Paulo, Brazil AJ581085 AY267176 AY267144  AY267144 FJ042183 Rasmussen and Cameron, 2010
Eulaema boliviensis La Paz, Bolivia DQ788139 DQ788523 DQ788307 DQ788387 FJ042184 Rasmussen and Cameron, 2010
Exaerete smaragdina - AJ581101 EU421585 AJ582379 AJ581738 FJ042185 Rasmussen and Cameron, 2010

Supplementary Material Table A.3.Probabilities (in percentage) of the haploid numbers in the reconstruction of the ancestral state between the

clades.

Clado Probabilidades (%) de numero haploide 1)

08 09 11 12 14 15 16 17 18 20

A 3 5 1 1 1 3 1 11 73 1

B 3,5 3,5 1 1 1 4 1 9 75 1

C 0 0 0 0 0 0 0 3 97 0

D 9 10 1 1 1 9 1 30 37 1

E 5 20 2 2 2 5 2 50 10 2

F 0 100 0 0 0 0 0 0 0 0

G 0 0 0 0 0 0 0 0 100 0
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ARTIGO 2

Descricdo cariotipica e mapeamento de DNA repetitivo eustroplebeia australis

(Friese, 1898), Meliponinida Australia

Resumo

Filogeneticamente os Meliponini sdo um grupo monofilético em que as espécies da
linhagem Neotropical formam um grupo irmd@o com as espécies das linhagens
Afrotropical, Indo-Malaia e da Australia. Varios estudos citogenéticos foram realizados
com Meliponini Neotropicais, entretanto apenas uma espédietragonula
minangkabalda regido australiana foi analisada tendo somente a descricdo do niumero
cromossoémico. O génewustroplebeiaMoure, 1961 é formado por espécies endémicas

da regido da Australia e Nova Guiné e inclui cinco espécies. Considerando a escassez de
dados citogenéticos para os Meliponini da regido da Austrdlia, o objetivo deste estudo
foi descrever o caridtipo deustroplebeia australivaseados no nimero cromossémico,
padrao heterocromético, riqueza em pares de base Citosina-Guanina e Adenina-Timina,
bem como o mapeamento dos sitios de rDNA, microssatélites) &@AGo0, CAA(10)
CGGuo) e as regides teloméricas TTA@GAustroplebeia australigpresentou r2=36
cromossomos, com um cariétipo constituido por grande quantidade de heterocromatina
e um polimorfismo no primeiro par cromossdmico. Marcacdes DfsiPdm observadas

em regides intersticiais e terminais de alguns cromossomos, enquanto queso CMA
marcou levemente a heterocromatina dos cromossomos. Os sitios de rDNA 18S
localizaram-se na regido terminal em tréss pares cromossémicos e a eucromatina
apresentou uma rigueza dos microssatélitesi558AG10, CAA@10, CGGio) €
TTAGGE). O numero cromossdmico foi semelhante ao encontrado em espécies da
linhagem Afrotropical, grupo ao qual a espécie esta filogeneticamente proxima. A
grande quantidade de heterocromatina observada no cariétipd. dmistralis é
semelhante a espécies com alto conteudo heterocromatibtelg®mna (Meliponini,
Neotropical). No entanto, os padrées de DAPCMA:" no cariodtipo divergem do
encontrado nas demais espécies da tribo estudadas, o que demonstra uma diferenca na
constituicdo da cromatina entre as espécies e que a heterocromatina parece ser uma
caracteristica importante para evolugcdo cromossdémica da tribo. Possivelmente, passe

por processos de crescimento independentes em cada género.
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Palavras-chave: Eucromatina, Fluorocromos base-especificos, Heterocromatina,
Hibridacaoin situ Fluorescente, Microssatélite

1. Introducéo

A tribo Meliponini possui espécies com grande diversidade morfoldgica e
comportamental (Michener, 2013). Com mais de 500 espécies descritas, sdo conhecidas
como “abelhas sem ferrdao” e sua distribuicdo abrange as regides Afrotropicais, Indo-

Malaia, Australasia, Neoartica, Paleoartica e Neotropical (Rasmussen & Cameron,
2010; Camargo & Pedro, 2013; Michener, 2013; Ascher & Pickering, 2016).
Filogeneticamente, Meliponini é um grupo monofilético em que as espécies da
linhagem Neotropical (Novo Mundo) formam um grupo irmdo das espeécies das
linhagens Afrotropical e Indo-Malaia/Australasia (Velho Mundo) (Rasmussen &
Cameron, 2010).

Na regido da Indo-Malaia e Australasia, sdo descritas 89 espécies de abelhas
agrupadas em 15 géneros, sendo que apenas os géatagonulaSmith, 1854 e
AustroplebeiaMoure, 1961 ocorrem na Austrélia (Dol al, 1997; Rasmussen, 2008;
Michener, 2013). O génevaustroplebeiaé um grupo de abelhas endémico da Australia
e da Nova Guiné (Camargo & Pedro, 2013), sendo representado por apenas cinco
espéciesAustroplebeia assingtor(iCockerell 1905)Austroplebeia australigFriese,
1898),Austroplebeia cinctéMocsary, 1898)Austroplebeia cassiag&ockerell, 1910) e
Austroplebeia magnéMichener, 1990) (Dolliret al, 2015; Halcrofet al., 2015).

Citogeneticamente o génebaistroplebeiando foi analisado até o momento. Em
espécies da linhagem Indo-Malaia/Australasia, as analises cromossdmicas se restringem
a descricdo do numero diploide Betragonula minangkaba@n=40) (Hoshiba & Imai,

1993). A maior parte dos estudos esta relacionada as espécies Neotropicais com
descricdo do nimero de cromossomos (revisado em Tavares et al., 2017), distribuicdo e
quantidade de heterocromatina (Rocha et al., 1998; Rocha et al., 2002), localizacao de
regides ricas em pares de base adenina-timina e citosina-guanina (Carvalho & Costa,
2011), pintura cromossémica (Lopes et al.,, 2014), mapeamento fisico de gene
ribossomal 18S (Brito et al., 2004; Cunha et al., 20d.8relg e de sequéncias de DNA
repetitivos (Piccoli et al., 2018). Em Meliponini, encontramos pouca variagdo numerica
e as informacdes obtidas por técnicas de citogenéticas classica sugeriam uma
semelhanca na constinuicdo da cromatina entre os géneros (Rocha & Pompolo, 1998,
Brito et al, 2005; Rochat al, 2003b). No entanto, o uso de novas ferramentas de
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biologia molecular, por exemplo, em técnicas de Hibridizacdo Fluoresicersieu
(FISH) e de cinética de reassociacdaetQem possibilitado encontrar variacdes na
constinuicdo nao observadas anteriormente (Pietali, 2018).

Assim, considerando a escassez de dados citogenéticos para os Meliponini da
regido da Austrélia, o objetivo deste estudo foi descrever o cariotiposdeplebeia
australisbaseados no numero cromossdmico, padrao heterocromatico, riqueza em pares
de base Citosina-Guanina e Adenina-Timina, bem como o mapeamento dos sitios de
rDNA, microssatélites G@e), GAG1o), CAA10 CGGuo e as regibes teloméricas
TTAGGe), buscando informagdes que auxiliem no entendimento da evolugao

cromossOmica dos Meliponini.

2. Material e Métodos

Larvas de duas colbnias (A2Q e A3Q)Algstroplebeia australiforam cedidas
da criacdo da pesquisadora Megan Halcroft da Universidade do Oeste de Sydney,
Australia. Os exemplares adultos de rainhas, machos e operarias foram depositados na
colecdo cientifica do Apiario Central no Museu Regional de Entomologia na
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Ganglios cerebrais de larvas no
final do ultimo instar larval foram utilizadas para obtencdo dos cromossomos mitéticos,
conforme descrito por Imait al. (1988). As laminas foram coradas com Giemsa para
observacdo do numero cromossdmico e morfologia. Para identificacdo das regibes de
heterocromatina foi utilizada a técnica de banda-C (Sumner, 1972). Para as analises dos
fluorocromos base especificos (DAPI/CH)Aseguiu-se o protocolo de Schweizer
(1980). Foram analisados 10 individuos e 10 metafases em média por lamina, por
colénia. As imagens foram obtidas em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX60,
usando o software Q-Color3 Olympus ® images.

Sondas de DNA ribossomal 18S e de microssatélites foram utilizadas para
hibridacaoin situ Fluorescente (FISH) segundo Pinkelal (1986), com modificacdes
(formamida 70% em 2xSSC a 75 °C por 5 min para desnaturacdo dos cromossomos). A
sonda rDNA 18S foi amplificada utilizando osprimers F1 (5’-
GTCATATGTTGTCTCAAAGA-3’) e 18SR1.1 (3>-TCTAATTTTTTCAA
AGTAAACGC-5’) (Pereira, 2006). Esta sonda foi marcada com digoxigenina-11-dUTP
(Roche Applied Science) e o sinal detectado por anti-digoxigenina-rodamina (Roche
Applied Science). As sondas de DNA repetitivo (6A GAG10), CAA10), CGGuo) €
TTAGG) foram marcadas diretamente com Cy3 durante a sintese (Sigma - St. Louis,
MO, USA). Todas as metafases foram fotografadas em microscéopio Olympus BX53
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com a camera DP73F Olympus com o software CellSens Imaging. Uma média de 10
metéfases foi analisada para determinar os padrbes das técnicas citogenéticas usadas
neste estudo.

3. Resultados

O numero cromossémico observado pAraaustralisfoi 2n=36 (Fig. 1a).0
padrdo heterocromatico obtido pela técnica de banda-C revelou um cariétipo em
australis constituido por 14 pares cromossdémicos com grande quantidade de
heterocromatina, destes seis pares em que metade do cromossomo é heterocromatico e a
outra metade é eucromatico e oito pares apresentam heterocromatina distribuida em
quase toda extensdo dos cromossomos com excec¢do das regides terminais eucromaticos
e (quatro pares totalmente eucromaticos (Fig. 1b). A grande quantidade de
heterocromatina dificultou a visualiza¢do do centrémero, ndo sendo possivel identificar
a morfologia dos cromossomos e, consequentemente, a férmula cariotipica da espécie.
Um polimorfismo morfoldgico com diferencas damanhos entre 0s cromossomos
homologos foi observado no primeiro par cromossémico (Fig).1a-

A coloracdo com fluorocromos base especificos, o DApiesentou riqueza em
pares de base Adenina-Timina (AT) em regides eucromaticas (Fig. 1c; Fig. 2), enquanto
o CMAz" marcacbes de pares de base em Citosina-Guanina (CG) mais claras na
heterocromatina dos cromossomos (Fig. 1d; Fig. 2).

Baseados no FISH, os genes ribossomais 18S hibridizaram na regiao terminal de
um dos bracos em trés pares cromossdémicos (Fig. 3a) e as sequéncias dos
microssatélites G@e), GAGuo, CAA10) € CGGio) apresentaram marcacdes apenas na
regido eucrontéica dos cromossomos ddé. australis (Fig. 2b-e). A sequéncia

telomérica TTAGGs) marcou todos os sitios telomeéricos dos cromossomos (Fig. 3f).

4. Discusséao

O numero cromossdmico observado neste estudo Aarustralis (n=18) é
semelhante ao sugerido para o ancestral comum das espécies da regido Indo-
Malaia/Australasia. Baseado em uma inferéncia do nimero cromossémico ancestral
para as gpécies de Meliponini foi sugerido que o ancestral comum entre as linhagens
dessa tribo possuia=18 cromossomos, que se manteve no ancestral comum das
espécies Afrotropicais, Indo-Malaia/Australasia e, por fusdo cromossdmica, diminuiu
para n=17 nas espécies Neotropicais (Travenzoli, 2018). Além disaustralis
apresentam um numero de cromossomwsl) mais proximo ao observado nas
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espécies de Meliponini Afrotropicais estudadas, variando=d& em Dactylurina
staudingeri (Gribodo, 1893)a n=18 em Cleptotrigona cubicepgFriese, 1912) e
Plebeina hildebrandt{Friese, 1903) (Kerr & Araujo, 1957; Kerr, 1969), do @quea
Unica espécie australiana estudada até o moriettagonula minangkabacom n=20
(Hoshiba & Imai, 1993), o que corrobora as andlises de filogenia molecular que indicam
que Austroplebeiaseja estreitamente relacionada com espécies da linhagem africana
(Rasmussen & Cameron, 2010).

O cariotipo deA. australisconstituido por grande quantidade de heterocromatina
€ semelhante ao observado em algumas espécies de um Unico género de M&8iponini.
abelhas neotropicais dessa tribo € possivel observar diferentes padrdes de distribuicédo e
quantidade de heterocromatina. De maneira geral, as espécies apresentam cromossomos
apresentam com um braco eucromatico e outro heterocromatico @aata2004;
Godoy et al, 2013; Mirandaet al, 2013), exceto o génefdelipona que apresenta
padrdes caracteristicos do grupo. Baeadoso na distribuicdo da heterocromatina, as
espécies d&leliponapodem ser dividido em dois grupos: um composto por espécies
com baixa (Grupo 1) e outro com alta (Grupo Il) quantidade de heterocromatina em seu
cariétipo (Rocha & Pompolo, 1998; Rookiaal, 2002. Quando correlacionamos esses
padrdes heterocromaticos com o cariétipo Aleaustralis observamos uma grande
semelhanca com essas espéciedMaéépona do Grupo Il, o que sugere que a alta
guantidade de heterocromatina pode ndo ser exclusiva deste género neotropical

Diferentemente déMelipona que apresenta dois grupos distintos de espécies
com caracteristicas heterocromaticas conservadas dentro de cada gripaustralis
observa-se uma variagdo no padrédo de heterocromatina entre os pares cromossOmicos
que consiste na presengca Cromossomos pequenos totalmente eucromaticos e
cromossomos de tamanho maior com grande quantidade de heterocromatina. Uma
possivel explicacdo para esses dados seria um crescimento diferencial de
heterocromatina em cada cromossomo, o que também foi sugerido para explicar o
padrdo exclusivo heterocromatico observado Melipona (Travenzoli, 2018). Esse
crescimento heterocromético diferenciado também é uma possivel explicacam para
polimorfismo no tamanho entre os os cromossomos homologos do primeiro par em
australis o que também foi sugerido para explicar o as vaia¢cdes no tamanho entre os
cromossomo homodlogos do primeiro par evtelipona flavolineatae Melipona
capixaba(Travenzoli, 2018). Assim como observados nessas espécies de abelhas, em
formigas as alteragcbes na quantidade de heterocromatina, sdo consideradas um o0s
principais mecanismos envolvidos na evolugcdo cariotipica, que resultou nos
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polimorfismos em certos pares de cromossomos (ireli, 1988; Lorite & Palomeque,
2010).

Os dados obtidos com os fluoréforos base-especificos DAPIsChéda A.
australismostram que a heterocromatina rica em pares de bases (CG) e a eucromatina
rica em pares de bases Adenina-Guanina (AT), difere do observado para a maioria dos
Meliponini estudados, em que a heterocromatina geralmente apresenta uma riqueza em
pares de bases AT, evidenciadas pelo DA&iquanto as regides de eucromatina sédo
ricas em pares de bases CG, evidenciadas pelas marcas” (Bfi#o et al, 2003;

Rochaet al., 2003; Lopest al., 2011; Godoyet al, 2013; Cunheet al, 2018no

prelo). Um padrao semelhante de heterocromatina rica em CG também foi observado na
espécie de abelha solitafdelitoma segmentarigFabricius, 1804) (Cristianet al,

2014) eEuglossa carolindNemésio, 2009 (Fernandesal., 2013.

Outro padrao observadoneA. australisque diferete dos demais Meliponini foi
que a localizacao dos genes rDNA 18S nédo coincidiram com as marcacdes obtidas com
o fluorocromo CMA. Essa correspondéncia ja foi observada em alguns géneros de
Meliponini Neotropical comoMelipona llliger, 1806, Partamona Schwarz, 1939 e
ScaptotrigonaMoure, 1942 (Rochat al., 2002; Britoet al, 2005; Duarteet al, 2009
Geralmente esses sitios ribossomais séo ricas em pares de bases GC (Sumner, 2003),
sendo comum a localizacdo dos genes rDNA corresponderem as marcagfes com o
fluorocromo CMAA néao correlacao entre as regides de 18S rDNA e ¢isiAbém ja
foi evidenciada em espécies de vespas (Meretizals 2014) e em formigas (Santes
al., 2016). Estes resultados demonstram que esses genes nao sao ricos em bases GC
nessa espécie.

Em geral, os cromossomos caracterizam-se por apresentar uma grande
guantidade de DNA repetitivo em regifes de heterocromatina (Yaetaala 2016).

Mas, embora 0s cromossomos @e australis possuam grande quantidade de
heterocromatina, as sondas de microssatélites hibridizaram apenas nas regides
eucromaticas. Em abelhas, estudos de mapeamento dessas regides ainda sdo escasso
Até 0 momento, apenas as espébiesipona scutellarid_atreille, 1811 (Piccolet al,

2018), Melipona interrupta Latreille, 1811 (Travenzoli, 2018),Partamona helleri

(Friese, 1900) ePartamona seridoensis(Pedro & Camargo, 2003) (Comunicacdo
Pessoal, Denilce Lopes) foram estudadas empregando-se uma ou mais sondas de
microssatélites GA(15, CAs), GAC10) GAG10), CAA10, TAA (100 CGGio). Nesses
estudos, essas espécies também apresentaram marcacdes de DNA repetitivo unicamente
nas regides eucromaticas, indicando que outros tipos de DNA repetitivo como DNA
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satélite ou elementos transponiveis sejam encontrados na heterocromatina de
Meliponini.

Estudos revelaram a presenca dessa sequéonservada em teldbmeros de
varias espécies de Hymenoptera, incluidgos melliferaLinnaeus, 1758 &elipona
llliger, 1806 (Meyneet al, 1995; Sahara, 1999; Loritt al, 2002; Frydrychovat al,

2004; Robertsoret al, 2006; Travenzoli, 2018). Em. australis as marcacdes de
TTAGG somente na regido terminal dos cromossomos, somadas a manutencdo do
namero cromossémico ancestrak=1{8), confirmam a ndo ocorréncia de rearranjos
cromossomicos alterando o nimero de cromossomos nessa especie.

Baseados nessas informacdes verificamos que o niumero cromossémico de
australis € proximo ao de espécies da linhagem Afrotropical, corroborando dados
filogenéticos. A quantidade de heterocromatina dessa espécie, entretanto, € mais
semelhante a observada nos cariotipos de algumas espébiedipma da linhagem
Notropical e a constituicdo da cromatina baseadas na riqueza de bases AT e CG é mais
semelhante ao observado em espécies solitarias. Nosso dados, portanto, demonstram
gqua a quantidade e padrdo da distribuicdo da heterocromatina parece ser uma
caracteristica importante @aevolucdo cromossémica da tribo. Possivelmente, passe

por processos de crescimento independentes em cada género.
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Fig. 1. Cromossomos metafasicos mitéticos Algstroplebeia australizorados com:
Giemsa (a), banda-C (b), DAPI (c), CN&l) e DAPI-CMAg (d). Barra de escala = 5
um.
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Fig. 2. Hibridizac&o fluorescentm situ (FISH) deAustroplebia australisrDNA 18S
(@), GAus) (b), GAGuo) (c), CAA1o (d), CGGuo (e) e TTAGGs (f). Em azul,
cromossomos corados com DAPI e em vermelhos, sondas hibr&glizada
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ARTIGO 3

Karyotypic description and repetitive DNA chromosome mapping ofMelipona
interrupta Latreille, 1811 (Hymenoptera: Meliponini)

Abstract

Cytogenetic patterns for the gendgliponamay vary among subgenus species. Here,
we describe the karyotype oMelipona (Melikerria) interrupta based on the
chromosomal heterochromatic patterns, AT and GC content, mapping of rDNA,
microsatellites and telomeric regions. We found=28 chromosomes, with a high
heterochromatin content rich in AT and euchromatic regions in GC. Increased GC
content was observed in the interstitial region near the junction of the stained
euchromatin and heterochromatin of the first chromosomal pair, the same region stained
for the rDNA 18S locus. Microsatellites hybridized only on euchromatin regions and the
telomeric probe on terminal regions of all chromosoméslipona (Melikerria)
interruptabelongs to heterochromatic Group Il, suggesting there has been an increase in
heterochromatin content Melikerria.

Keywords: Stingless bee, Cytogenetics, Fluorescemceitu Hybridization (FISH),

HeterochromatinMelikerria

1. Introduction

Bees of the genubleliponal llliger, 1806, are eusocial insects belonging to the
Meliponini tribe and are present throughout the Neotropical region (Michener 2007,
Camargo and Pedro 2013). This genus is represented by 73 species, 43 of which can be
found in Brazil (Camargo and Pedro 2013; Pedro 2014). Morphologically, the genus
Melipona is grouped into four subgenergomelipona Melikerria, Melipona stricto
sensy and Michmelia (Camargo and Pedro 2013lhe Melikerria, Melipona stricto
sensu,and Michmelia subgenera are considered monophyletic, whdeeaseliponais
polyphyletic (Rasmussen and Cameron 2010; Ramirez2QH)).

Cytogenetically, only 25 of all th&lelipona species have had their karyotypes
described. These species are characterized by a conserved diploid numbet&f 2
chromosomes in females amgt9 in males, excepM. seminigra merrilaeand M.

seminigrapernigra, with 2n=22 (Francini et al. 2011), in addition to two patterns of
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heterochromatin distribution that differ from that in the other species in the Meliponini
tribe (reviewed in Tavares et al. 2017; Cunha e2@1.8in press. The genus can be
divided into two groups based on this pattern of distribution and heterochromatin
content: Group | is composed of species with a low heterochromatin content present
only in the pericentromeric regions, similar to that in the other Meliponini; and Group Il

is formed of species with a high heterochromatin content that covers large extensions of
their chromosomes (Rocha and Pompolo 1998; RochazG1).

Of all the analyzed species, all those belonging tEthmeliponaand Melipona
stricto senswsubgenera present low levels of heterochromatin, whereas all those of the
subgenusMichmelia have high levels of heterochromatin (Rocha and Pompolo 1998;
Rocha et al2002; Rocha et ak003; Lopes et ak011; Cunha et al. 2018 press3.
However, Melikerria is the only subgenus with only two species with described
heterochromatic patternMelipona fasciculataSmith, 1854, with high content of
heterochromatin andlelipona quinquefasciatdepeletier, 1836 with a low content
(Rocha et al2002; Lopes et ak011; Rocha 2002), making heterochromatic evolution
in this group difficult to elucidateThus, cytogenetic studies with other species of the
subgenusMelikerria are necessary since they may help to elucidate the processes
leading to the chromosomal alterations in the genus.

Consequently, the objective of this study was to characterize the karyotype of
Melipona (Melikerria) interrupta based on the heterochromatin distribution pattern and
chromosomal regions rich in Guanine-Cytosine (GC) and Adenine-Thymine (AT) base
pairs, as well as mapping the ribosomal 18S DNA sites, the microsatellitgs, GA
GAG0, CAA@10, and CGGo), and the regions containing telomeric TTA(G

sequences.

2. Material and methods

Larvae ofMelipona (Melikerria) interruptawere collected from colonies of the
Meliponéario of the Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), Manaus,
Amazobnia, Brazil. Mitotic chromosomes were obtained from the larval brain ganglia at
the last larval instar as described by Imai et al. (1988), and stained with Giemsa. The
heterochromatin regions were visualized by the C-band technique (Sumner 1972) and
the DAPI and CMAS3 fluorochromes were used according to Schweizer (1980). Fifteen
individuals were used, with 10 metaphases being analyzed on average for each slide.
The images were obtained with an Olympus BX60 epifluorescence microscope, using
Olympus Q€olor3™ software Olympus® images.
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Fluorescent in situ Hybridization (FISH) was performed according to Pinkel et
al. (1986), with modifications. The 18S ribosomal DNA probe was labeled with
digoxigenin-11-dUTP (Roche Applied Science) and the signal was detected with anti-
digoxigenin-rhodamine (Roche Applied Science). This probe was obtained by
Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification, using the primers FI1(5'-
GTCATATGTTGTCTCAAAGA-3") and 18SR1.1 (3'-
TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC-5') designed for the species Melipona
quinquefascita (Pereira 2006). The microsatellites @ GAG10), CAA10), CGGuo),
and TTAGGg) were labeled directly with Cy3 in the 5’ regions (Sigma, St. Louis, MO,

USA). The metaphase images were obtained with an Olympus BX53 microscope fitted

with an Olympus DP73F camera, using the CellSens Imaging software.

3. Results and discussion

The chromosomal number observedin(Melikerria) interruptawas2n=18 (Fig.
la) corroborating the findings of Barbosa (2018), which does not differ from that
reported by Kerf1969, 1972) and follows the pattern of high heterochromatin content
identified for most species of this genus (revised in Cunha et al.i2Qik8s3. The C-
band heterochromatic pattern revealed a karyotype with a high heterochromatin content
(Fig. 1b), making visualization of the centromere difficult; consequently, we could not
identify chromosome morphology to determine the karyotype of the species. Based on
the heterochromatic patterrid, (Melikerria) interrupta can be classified as belonging
to the group composed of species with more than 50% heterochromatin coverage,
designated as Group Il by Rocha and Pompolo et al. (1998M.AéVelikerria)
interrupta the speciedl. (Melikerria) fasciculatawas similarly classified as belonging
to this group (Lopes et al. 2011). Although it does not have a described heterochromatic
pattern, the specidd. (Melikerria) grandiscontains a high amount of DNA compared
with species with a low heterochromatin content (Tavares et al. 2010), suggesting it
could also be classified as belonging to Group Il. Unlike the other species of the
Melikerria subgenus where the heterochromatic patterns have been stivtlied,
(Melikerria) quinquefasciatéhas a low heterochromatin content (Rocha et al. 2007),
indicating thatM. quinquefasciea may be evolving independently within the group and
that, as in the subgenddichmelia there may have been an increase in the levels of
heterochromatin in the karyotype of thielikerria species.

Staining with the base-specific fluorophores, DAPI and CMAS, indicated that the
heterochromatic regions were DAP(Fig. 1c) and the euchromatic regions were
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CMAZ3". Stronger labeling with CMA3 was seen in the interstitial region near the
euchromatin and heterochromatin junction of the first chromosomal pair (Fig. 1d),
coincident with the hybridization site of the 18S rDNA probe (Fig. 2a). Staining with
DAPI has shown that heterochromatin in eusocial bees is generally AT-rich (Brito et al
2003; Rocha et a003; Lopes et aR011; Godoy et aR013) a characteristic shared by
Meliponaspecies that contain either high or low levels of heterochromatin. ThesCMA
regions coincident with the rDNA sites differ between species and can be used to
distinguish between Groups | and II, corroborating the divisioMeliponainto two
groups as proposed by Rocha and Pompolo (2002).
Although the numbers of CMA markers and 18S ribosomal loci on a single pair

of chromosomes are conserved traits in the genus (Cunha 2218in press, the
chromosomal positions differ among species, even in those with a high heterochromatin
content. According to the results of CNfAand rDNA marker labeling, species with a
low heterochromatin content exhibited pericentromeric labeling in the first chromosome
pair, while Group Il species showed terminal labeling (reviewed in Cunha et alir2018
presg. Although M. (Melikerria) interrupta is classified as belonging to Group II,
CMA;" and rDNA labeling was seen in the interstitial region of the first chromosomal
pair. Meliponafasciculata which belongs to the same subgenus, also showedzCMA
labeling in this region (Lopes et al. 2011), contrary to that observed in the other species
with high heterochromatin content (reviewed in Cunha et al. 204@&esg. These
results suggest that variation in the positions of GC- and 18S rDNA-rich sites may be
the result of divergent heterochromatin evolutionary pathways in this genus.

The microsatellite probes GA), GAGu10), CAA0), and CGGuo) labeled only
euchromatin regions (Fig. 2b-e), while the telomeric probe TT@&GBowed staining
in the terminal regions of the chromosomed/o{Melikerria) interrupta (Fig. 2f). This
staining pattern in regions of euchromatin was also observed in the chromosomal
mapping of Melipona scutellaris Latreille, 1811 using different repetitive DNA
sequences (C#s), GACuo), and TAAuo) (Piccoli et al.2018). The TTAGG,) labeling
on the terminal regions of the chromosomes indicated the presence of the TTAGG
sequence in the telomeric sites in the karyotyp&otMelikerria) interrupta as has
also been reported fépis melliferaLinnaeus, 1758 (Sahara et 5999).

We conclude thal. (Melikerria) interruptais classified as belonging to Group
Il based on heterochromatic patterns, which suggests an increase in the amount of
heterochromatin in the subgenus Melikerria. It further suggests thatMhe
quinquefasciataspecies may be evolving independently in the group, and that the
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differences in the CMA3 and 18S marker regions seen only in the speéilesiladrria

with high heterochromatin content are an important feature to be investigated further.
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Figure 1. Mitotic metaphase chromosomeshélipona(Melikerria) interrupta stained
with Giemsa (a), C- banding (b), DAP)){(@nd CMA (d). Scale ba# 5 um.
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Figure 2. Patterns obtained in metaphase chromosombitembona(Melikerria)
interruptawith FISH using the following repetitive DNA probes: 18S (a),{s4b),
GAG5)(c), CAA10)(d), CGGuo)(e), and TTAGG (f). In blue: chromosomes stained
with DAPI. In red: regions hybridized with probes.
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ARTIGO 4

Revisdo citogenética e mapeamento cromossémico de DNAs repetitivos em

Mélipona llliger, 1806 (Hymenoptera: Meliponini)

Resumo

As espécies do génekdeliponasdo morfologiamente subdivididas entre os subgéneros
Eomelipona,Melikerria, Meliponastricto sensue Michmelia Citogeneticamente as
espécies desse género pessi2n=18 cromossomos e caracteristicas heterocrométicas

as quais permitem sepdms em dois grupossrupo | formado por espécies com baixo
conteudo de heterocromatina e Grupo Il formado por espécies com alto contetudo de
heterocromatina. Esses padrfes heterocrométicos e 0 nimero de cromossomos sao
caracteristiceaexclusivas dévieliponae as distinguem dos demais subgéneros da tribo
Meliponini. Assim, para melhor compreender a organizacdo cromossdmica em
Meliponae sua relacdo dentro dos subgéneros, foi realizado uma analise comparativa
dos dados citogenéticos existentes na literatura e um mapeamento das sequéncias
repetitivas, buscando novos marcadores citogenéticos que possam auxiliar no
entendimento da organizacdo e evolucdo cromossdmica do género. A maioria das
espécies ddlelipona possuem 2=18 cromossomos e cariotipos constituidos, em sua
maioria, por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, nas espécies em que foi
possivel visualizar o centrdbmero. As espécies de cada grupo compartilham entre si as
mesmas caracteristicas em relacdo as regides de heterocromatina, marcacdes com 0s
fluor6foros DAPI-CMAg'e o numero e distribuicdo dos sitios de rDNA 18S. Os
microssatélites marcaram apenas a regido de eucromatina, com localizacdes distinta
entre as espécies dos dois grupos e o microssatélite TEAGBIdizou em todos os

sitios teloméricos. Nossos dados mostram ddelipong além do numero
cromossOmico, possui caracteristicas citogenéticas conservadas e padrdes
compartilhados pelas espécies do Grupo |, as quais diferem do Grupo Il. Além disso, as
carateristicas citogenéticas em geral foram constantes dentre dos subgéneros, com
excecdo deM. capixabae M. scutellaris Nossos dados confirmam a separagéo
morfolégica em quatro subgéneros e sugerem que o subdg@iermelia deva ser

revisto.
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Palavras-chave: Citogenética molecular, Constituicdo Nucleotidica, Eucromatina,

Heterocromatina, Hibridizacao Fluoresceintsitu

1. Introducéo

As espécies do génekldeliponallliger, 1806, sdo insetos sociais pertencentes a
tribo Meliponini e estdo distribuidas em toda a regido neotropical (Camargo & Pedro,
2013; Michener, 2013). Baseados nos caracteres morfoldégicos esse género pode ser
dividido nos subgénerdsomelipona, Melikerria, Meliponatricto sensue Michmelia
(Camargo & Pedro, 2007). Estudos filogenéticos indicamEgumeeliponaé polifilético
e os demais subgéneros monofiléticos (Randteal, 2010; Rasmussen & Cameron,
2010). Citogeneticament&lelipona possui 0 maior numero de estudos entre 0s
Meliponini (revisado em Tavares al, 2017). De acordo consanalises cariotipicas, o
género caracteriza-se por apresentar um nimero cromossomicel@epara fémeas e
n=9 para os machos (revisado em Tavaesl, 2017) e padrdes de distribuicdo e
guantidade de heterocromatina que as distinguem das demais espécies de Meliponini.
Baseados nesse padradvielipona possui espécies com baixa quantidade
heterocromt@na (Grupo 1), tais comdylelipona bicolor Lepeletier, 1836 Melipona
subnitida Ducke, 1910 com 8% e 17% do cariétipo constituido por regides
heterocromaticas, respectivamente. E espécies com alta quantidade de heterocromatina
(Grupo II) comoMeliponacrinita Moure & Kerr, 1950 com 54 %Jelipona fasciculata
Smith, 1854 com 61% Blelipona fuscopilosaMoure & Kerr, 1950, em que 73%o0
cariotipo é constituido de heterocromatina (Roehal, 2002). A grande quantidade
heterocromatica presente nas espécies do Grupo I, ndo permitiu, at¢é o momento,
visualizar o centrdbmero desses cromossomos, 0 que dificulta a descricdo da formula
cariotipica e marcadores citogenéticos que possam ser utilizados para a identificacao
das espécies. Nesse contexto, tanto esse padrao heterocromatico quanto o numero
cromossOmico tipico e exclusivo as abelhas do géMalipona (2n=18), podem
indicar uma evolucao cariotipica diferente para essas espécies.

Assim, para compreender a organizagcdo cromossOmicMelipona e como
essas caracteristicas estdo distribuidas nos subgéneros foi realizada uma analise
comparativa das informacdes citogenéticas existentes na literaturlslglggenae um
mapeamento fisico de sequéncias repetitivas, em 16 espécies, a fim de que novos
marcadores citogenéticos possam auxiliar no entendimento da evolugdo cariotipica do

grupo.
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2. Materiais e Métodos

Foi realizado um levantamento dos dados citogenéticos descritos na literatura
para as espécies #&eliponabaseados em estudos de numero cromossémico, formula
cariotipica, padrbes de distribuicdo da heterocromatina, regides ricas em pares de base
AT e GC (DAPI-CM#As), rDNA e outros DNAS repetitivos.

Para a realizacdo das andlises citogenéticas moleculares foram utilizadas larvas
de 16 espécies ddelipona (M. asilvai M. bicolor, M. capixaba M. fasciculata M.
flavolineatg M. fuliginosa M. mandacaiaM. mondury M. paraensisM. puncticollis
M. quadrifasciata M. quinquefasciataM. rufiventris M. scutellaris M. seminigra
pernigrae M. subnitidg coletadas em 10 cidades do Br§Sabela 1).

Os cromossomos metafasicos mitoticos foram obtidos do ganglio cerebral de
larvas no ultimo estagio do instar conforme descrito por &hai. (1988) e corados
com Giemsa. Para a descricdo da férmula cariotipica seguiu-se as propor¢cdes de braco
segundo Levart al. (1964). As sondas de oligonucleotideos com sequéncias),GA
GAG(10, CAA(10), CGGuo) e TTAGGe) foram marcadas diretamente com Cy3 (Sigma
(St. Louis, MO, USA)) e o mapeamento realizado pela técnica de Hibridait
Fluorescente (FISH) segundo Pinladl al. (1986), com modificacbes (as metafases
foram desnaturadas em formamida 70% a 75 °C por 5 min). Em todas as analises foram
utilizados 15 individuos por espécie e 10 metafases, em média, para cada lamina. Todas
as imagens das metafases foram obtidas em microscépio Olympus BX53, com camera

DP73F Olympus, utilizandeeo software CellSens Imaging.

3. Resultados e discussao

3.1 Numero diploide e férmula cariotipica

Das 73 espécies descritas para o géméetipong 25 j4 foram analisadas
citogeneticamente (Tabela 2). As primeiras descri¢cdes cariotipicas do género foram
realizadas em 1948 com a descricdo do numero de cromossomas=1k pfara
Melipona marginataLepeletier, 1836. Com excecao Melipona seminigra merrilae
Cockerell, 1919 eM. seminigra pernigraMoure & Kerr, 1950 (ambas comm=222)
todas as outras espécies apresentanl® cromossomos, 0 que evidencia que esse
namero cromossémico € uma caracteristica conservada nas espéditdipdma
(Cunhaet al, 2018no prelg. Em abelhas, de maneira geral, observa-se pouca variagcao
no numero cromossodmico dentro de cada género, tanto em espécies Bmuidis
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Smith, 1869 1(=18), Frieseomellita Ihering 1912 (n=15), PartamonaSchwarz, 1939

(n=17) e Trigona Jurine, 1807r{=17) (Owen et al., 1995; revisado em Tavaesal,

2017), quanto solitariasE(glossaNemésio 2009n=21) (Fernandest al, 2013)
Provavelmente, muitas alteracbes cromossdmicas sejam pouco suportadas por esses
organismos. Outra possibilidade € que por serem haplodiploides mutacfes sejam
transmitidas mais lentamente e grandes variacbes sejam observadas apenas entre
espécies mais distantes filogeneticamente. Entretanto, em formigas que também sé&o
haplodiploides, existe grande variagdo do numero de cromossomos em espécies do
mesmo género, tais como ddolichoderus(2n=10, 18, 20, 22, 28 e 38) (revisado em
Cardoso et al., 2018Mycetophylax(2n=13, 15 e 18) Emery, 1913 (Cardosbal,

2014) e Trachymyrmexorel, 1983(2n=12, 18, 20 e 22) (revisado em Baredsal,

2018). Tais dados evidénciam gue outros mecanismos devem ser responsaveis pela
baixa variabilidade numeérica dos cariétipos das abelhas.

Embora o nimero cromossémico seja conservaddMelipong as diferente
férmulas cariotipicas das espécies (Tabela 2) demonstram a ocorréncia de rearranjos
cromossdmicos na evolugdo do grupo. O elevado numero de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (Rocha e Pompolo, 1998; &oaha?002; Rocha
et al, 2003; Cunhaet al, 2018) nos caribtipos corroboram a sugestdo de que fusdes
céntricas repetidas sejam responsaveis pela diminuicdo do nimero cromossémico em

Melipona(Travenzoliet al, 2018).

3.2 Polimorfismo cromossGmico

Em Melipong dois tipos de polimorfismos cromossomicos sdo encontrados, 0s
numéricos e os estruturais. Polimorfismos numeéricos foram observadoM.em
rufiventris e Melipona quinquefasciatdevido a presenca de cromossomos B. Nessas
duas espécies esses cromossomos sao pequenos e heterocromaticaost @gRp20682,
Lopeset al, 2008) e podem variar de um a quatro no cariétipMdguinquefasciata
(Rocha, 2002) e de apenas um Muorufiventris(Lopeset al, 2008). O cromossomo B
de M. rufiventris mostrou se DAPl e CMAs semelhante & constituicdo da
heterocromatina dos cromossomos do complemento A, sugerindo que 0 Cromossomo
ele pode ter derivado de uma fissdo de regido heterocromatica dos cromossomos do
genoma A (Lopeet al, 2008) (Tabela 2). ErfVl. quinquefasciatafoi observado que
embora a espécie apresente baixo conteldo de heterocromatina 0 cromossomos B
apresenta constituicdo molecular e alto contetdo de heterocromatina assim como as
espécies do Grupo Il (Rocha, 2002). Possivelmente, a origem dos cromossemos B
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M. quinquefasciataeaia por amplificacdo e posterior clivagem da heterocromatina em
cromossomos de uma espécies semelhante as de baixo contedudo de heterocromatina
(Rocha, 2002).

Ja o polimorfismo estrutural esta relacionado com diferencas de tamanhos entre
0s cromossomos homoélogos e foi observado em um numero maior de espécies. Em
Melipona mondurye M. rufiventris a quantidade adicional de heterocromatina foi
sugerida como a responsével pela diferenca no tamanho dos cromossomos homélogos
do primeiro par (Lopest al, 2008). Ja enmM. scutellaris (Piccoli et al, 2018),
Melipona asilvaj M. bicolor, Melipona capixaba Melipona crinita Melipona
fasciculata M. quadrifasciata M. marginata e M. seminigra foram detectados
polimorfismos no tamanho das marcas GiMfRochaet al, 2002; Lopest al, 2011).

Esses polimorfismos podem estar relacionados a regulacdo génica entre o0s
cromossomos homodlogos, geralmente relacionadas as Regides Organizadoras de
Nucléolo (NOR) (Rochat al, 2002) visto a pequena varicdo no tamanho entre os
cromossomos homélogos.

De todas as espécies analisadas, uma de duas col6nids cdpixabae M.
flavolineata apresentaram um polimorfismo no primeiro par cromossémico, presente
em todas as metafases dos individuos analisados (Fig. 2; Tabela 3). Em ambas as
espécies, foi observado um cariétipo homomorfico em que o primeiro par com dois
cromossomos de maior tamanho em uma colénia e um cariétipo heteromérfico, em que
um dos cromossomos possui homologos possuia metade do tamanho, em outra colénia
(Fig. 2c-d, g-h). EnM. capixabafoi observado que o cromossomo homadlogo de menor
tamanho estava presente apenas nas fémeas, diferentemkhtfagelineataem que
machos e fémeas apresentavam o cromossomo de menor tamanho (Fig. 2c, g-h). A
presenca do polimorfismo cromossémico estruturalMencapixabae M. flavolineata
ndo havia sido registrado nas descricdes cariotipicas dessas espécies (Rocha &
Pompolo, 1998; Rochat al, 2002; Lope<t al, 2011). As variacdes observadas no
tamanho destes cromossomos homologos do primeiro par nestas espécies, ndo parecem
ser explicadas pelas diferencas dos das marcacdes de*@uAle rDNA. Assim a
melhor explicacdo é que tais polimorfismos, com grande variagdo dos tamanhos entre os
cromossomos do primeiro par, até 0 momento observados apenas em espécies com alto
conteudo de heterocromatina sejam provenientes do crescimento diferenciado da regiao

de heterocromatina.
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3.3 Padrdes heterocromaticos e composi¢cao da cromatina

Os estudos citogenéticos Meliponainiciaram com Kerr em 1948. Mesmo apos
um aumento no numero de espécies com caridtipos analisados, foram encontramos
sempre dois padroes de distribuicdo e quantidade de heterocromatina, obtido pela
técnica de banda-C. Esses padrbes permitem dividir o género em dois grupos: o
primeiro relne espécies com baixa quantidade de heterocromatina, l@saizaegido
pericentromérica dos cromossomos e 0 segundo, agrupa as espécies que presentam alte
guantidade de heterocromatina dispersa ao longo dos cromossomos (Rocha e Pompolo,
1998; Cunhaet al, 2018no prelo). Tavareset al (2010) verificaram uma variacdo do
contetdo de DNA entre as espécies do género coincide com os grupos de alto e baixo
contetdo heterocromatico, indicando que essas variacdes sdo decorrentes do aumento
ou perda de heterocromatina. Uma excecadifojuinquefasciataque embora possua
com baixa quantidade de heterocromatina nos cromossomos, apresentou alto teor de
DNA. Os autores sugerem que esse alto valor de DNA seja devido a presenca de
cromossomos B encontrados no cariétipo dessa espécie (Tewvare2010). Dentre as
espécies do Grupo M. subnitidaé a que possui o cariétipo com maior quantidade de
heterocromatina (17%) (Rocla al, 2002), possivelmente devido a presenca de um
grande bloco heterocromético na regido pericentromérica de um dos pares
cromossoritos, o qual ndo foi observado em nenhuma outra espécie de baixo contetdo
de heterocromatina. Independente do grupo, em todas as espécies a heteroakomatina
rica em pares de bases AT como demonstrado pelas marca¢des de DAPI positivas.

Quando relacionamos esses padrOes de heterocromatina com o0s subgéneros
verificamos que todas as espécies do subgé@denteliponae Meliponastricto sensu
possuem baixa quantidade de heterocromatina e &diatkenelia alta quantidade de
heterocromatina. Ja no subgéneévielikerria, duas das trés espécies cariotipadas
possuem alta quantidade de heterocromatina e uma, baixa quantidade éRatha
2002). Estudos realizados por Logesl. (2011, Cunhaet al (2018no prelg e Piccoli
et al. (2018 correlacionando esse padrdo caracteristicddigpona com a proposta
filogenética do género, em que o subgérieomeliponaé polifilético e Michmelig
Melikerria e Meliponastricto sensumonofiléticos (Ramireet al, 2010; Rasmussefa
Cameron, 2010), sugerem que, possivelmente, a heterocromatina surgiu em diferentes
momentos ao longo da histéria evolutivaMeliponae que as baixas quantidades de
heterocromatina nos cromossomos indicam uma condi¢g&o ancestral.

Adicionalmente, as espécies dédelipona analisadas citogeneticamente no

presente estudo ou por outros autores apresentaram duas marcacdes mais evidentes en
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um par de cromossomos do fluoroforo base-especifico £ Méoincidentes com
marcacOes para rDNA (Rocle al, 2002; Cunheet al, 2018no prelg (Tabela 2).

Outros géneros de MeliponinPértamonae ScaptotrigonaMoure, 1942) também
apresentam correlagdes entre as regibes DARE regides de heterocromatina e as
marcac6es CM& com os sitios génicos de DNA ribossomal (rDNA) 18S (Bettal,

2005; Duarteet al, 2009). Diferentemente da constancia das marcacfes de GvbA
Melipong a localizagbes de sitios para rDNA foram diferentes entre as espécies. Nos
subgénerofEomeliponae Melipona stricto sensucujas espécies apresentam baixo
conteudo heterocromatico, a marcacdo estava presente na regido pericentromérica do
primeiro par cromossdémico. Emichmelia que engloba espécies de alto conteddo
heterocromatico, as marcacdes encontram-se na regido terminal dos cromossomos. No
entanto, no subgénerdelikerria, as duas espécies com alta quantidade de
heterocromatina M. fasciculata e M. interrupta Latreille, 1811) apresentaram
marcacdes na regido intersticial proxima a juncdo da eucromatina e heterocromatina do
primeiro par cromossOmico, diferentemente das espécies de alto conteddo de
heterocromatina do subgénektichmelia Por outro lado, enM. quinquefasciata
também do mesmo subgénelelikerria, a marcacdo foi observada na regidao
pericentromeérica do par cromossdmico, assim como as demais espécies do Grupo | dos
subgéneros=Eomeliponae Melipona stricto sensu(Tabela 2). Essadiferencas na
posicdo dos sitios de riqgueza em CG e de rDNA 18S nos carittipdslipenaforam
sugeridos como, possivelmente, resultado dos diferentes caminhos evolutvos da
regibes heterocromati¢Travenzolietal., 2018).

A localizacdo dos microssatélites £ GAGuo, CAA@o e CGGio) foram
coincidentes com as regifes de eucromatina. Nas espécies do Grupo | as marcacdes
localizaram-se ao longo dos bracos cromossémicos, enquanto nas espécies do grupo Il
as marcacdes foram restritas as regides terminais (Fig. 3a-c, 4a-c, 5a-c e 6a-c).
Resultados semelhantes foram observados em outros Meligdnggutellaris(Piccoli
et al, 2019, M. interrupta(Travenzoliet al, 2018),PartamonachapadiculaPedro &
Camargo, 2003Rartamona helleri(Friese, 1900) ®artamona nhambiquar®edro &
Camargo, 2003 (Lopes, com. Pessodljigona spinipes (Ferreiraet al, 2015),
Nannotrigona punctatéSmith, 1854) e erScaptotrigona bipunctaté.epeletier, 1836)
(Novaeset al, 2015). EmM. quinquefasciatando foram observadas marcacdes no
cromossomo Bheerocromético, independentemente das sondas utilizadas. Isso mostra
que a heterocromatina desses cromossomos deve apresentar outros tipos de DNA
repetitivo.
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Estudos realizados por Lopesal (2014) demonstraram el. rufiventrisquea
heterocromatina parece ser constituida por sequéncias compartilhadas por todos os
cromossomos e que estas sdo diferentes da heterocromafiieratponisca fiebrigi.

Piccoli et al (2018) obtiveram resultados semelhantes ddnscutellaris indicando

uma similaridade entre as sequéncias de heterocromatina dessa espécie. Além disso,
eles observaram que essas sequéncias foram encontradas em espécies de alto conteud
heterocromético pertencentes ao mesmo subgénero, mas ndo entre subgéneros
diferentes. Analises de sequenciamento poderdo indicar se essas sequéncias se referem ¢
alguma familia de DNA satélite ou elementos transponiveis.

Excecbes a esse padrao de marcacdes de microssatélites repetitivos em regides de
eucromatina foram observados nos caridtipoMdeapixabaMoure & Camargo, 1994
e M. scutellaris Latreille, 1811 em que a sonda GASp marcou as regides
heterocromaticas e eucromaticas (Fig. 4d). As semelhancas nos padrdes de marcacao
entreM. scutellarise M. capixabadeve estar relacionadas a proximidade filogenética
entre essas espécies, detectadas por Resende, 2012 e sugerem que 0 subgénerc
Michmeliadeva ser revisto.

A sonda de sequéncia telomérica TTAgGsultou em marcas positivas nos
teldmeros de todos os cromossomos das espécielg@nado Grupo | e Il (Fig. 7),
assim como no cromossomos B Ne quinquefasciata(Fig. 7c). Em insetos sao
observadas diferentes sequéncias teloméricas: TTAGG (Sataral999) ou TCAGG
(Mravinacet al, 2011), senda repeticdo TTAGG a sequéncia telomérica mais comum
em Apis melliferaLinnaeus, 1758 (Meynet al, 1995; Saharat al, 1999) e também
em espéciedlelipona Os teldbmero sao responsaveis por manterem a integridade dos
cromossomos e a localizagdo de sequéncias teloméricas em regides ao longo dos bracos
cromossOmicos podem sugerir rearranjos que ocorreram durante a evolucdo do
cariotipica de um tdxon (Nana al, 2009; Buencet al, 2013; Rovatsost al, 2015;
Lanzoneet al, 2016). EmMelipona embora tenha sido sugerido que eventos de fusdes
cromossOmicas repetidas foram as responsaveis pela reducdo do numero de
cromossomos, quando comparado com outros géneros de Meliponini (Traeeakoli
2018), ndo foram observadas marcacdes intersticiais de TEAG@GGs cromossomos.
Resultado semelhante foi observado em uma espécie de foAwigenfrmex striatus
(Roger, 1863)), em que a auséncia de uma marcacgdo intersticial indicou a fusdo com
inativacdo do telébmero (Pereied al, 2018). Segundo Slijepcevic (1998) um dos pré-

requisitos em eventos de fuséo do tipo Robertsoniana seria a perda do teléomero ou sua
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inativacdo. Nesse contexto, a auséncia de sitios intersticiaMediponaindica que,
possivelmente, ocorreu perda e ndo inativacao das sequéncias teloméricas.

A presenca de marcas de sequéncias teloméricas nos cromossomos também
foram observadas nos cromossomos B M quinquefasciata A natureza
heterocromética do cromossomo B observada € uma caracteristica comum desses
cromossomos (Camacho, 2005) que é geralmente associada ao acumulo de DNAs
repetitivos, tais como, DNAs satélites (satDNAs), rDNAs e elementos transponiveis
(Camachoet al., 2000) A marcacdo apenas da sequéncia repetitiva TT@HGGa
auséncia de marcagbes das sondasis5& GAGuo) demonstram a semelhanca
heterocromética do cromossomo B e dos cromossomos do complemento A sugerido por
Rocha, 2002.

4. Concluséo

As caracteristicas citogenéticas das espécies do gEledippnabaseadas nos
padrdes heterocromaticos, marcacdes com DBEBRA3" e sitios ribossomais
confirmam a separacao déeliponaem dois grupos, 0s quais possuem caracteristicas
Gnicas e, em geral, conservadas. Espécies do grupo | apresentam baixa quantidade de
heterocromatina, localizada na regido pericentromérica e uma marcacde GMA
regido pelentromérica do primeiro par cromossémico, coincidente com sitios de
rDNA e observadas entre as espécies dos subgéBenoeliponae Melipona stricto
sensu Espécies do grupo Il possuem alto conteudo de heterocromatina localizada ao
longo de todo o cromossomo e duas regides com marcacbes’ CidAninal ou
intersticial préxima a juncdo da eucromatina e heterocromatina do primeiro par
cromossOmico, ambas coincidentes com rDNA, observadas nas espécies dos subgéneros
Michmelia e Melikerria. Uma excec¢do éM. quinquefasciata que parece evoluir
independentemente no grupdelikerria. A presenca de DNA repetitivo do tipo
microssatélite encontrados preferencialmente em regibes de eucromatina nos dois
grupos, sugerem que outras familias de DNA repetitivo sejam observadas na

heterocromatina.
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Figuras
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Figura 1. Caridtipo das espécies Melipona (a) M. asilvai (b) M. bicolor, (c) M.
puncticollis (d) M. quinquefasciata(e) M. mandacaia(f) M. quadrifasciatae (g)M.
subnitida As letras representam cromossomos: (m) metacéntrico, (sm) submetacéntrico

e (a) acrocéntrico. Em azul, cromossomos corados com DAPI.
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Figura 2. Cariotipo das espécies Meelipona capixaba Melipona flavolineataM.

capixaba individuos sem polimorfismo: (a) fémea e (b) macho; individuos com
polimorfismo (c) fémea e (d) machd. flavolineata individuos sem polimorfismo: (e)
fémea e (f) macho; individuos com polimorfismo (g) fémea e (h) macho. Em azul,

cromossomos corados com DAPI.
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M. asilvai

M. bicolor

M. puncticollis

b) M. fasciculata

M. quinquefasciata

c) M. mandacaia

M. quadrifasciata

M. subnitida
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M. flavolineata

M. fuliginosa

M. mondury " ’( i i
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M. rufiventris

M. scutellaris

Figura 3. Padrdes obtidos com o FISH com a sonda de DNA repetitives&n
espécieMeliponapertencentes aos subgénerosHa@nelipona (b) Melikerria, (c)
Meliponastricto senswe (d)Michmelia Em azul, cromossomos corados com DAPI e

em vermelho, marcagao da sonda.
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Figura 4. Padrdes obtidos com o FISH com a sonda de DNA repetitivos4&G

espécieMeliponapertencentes aos subgénerosHa@nelipona (b) Melikerria, (c)
Meliponastricto senswe (d)Michmelia Em azul, cromossomos corados com DAPI e

em vermelho, marcagao da sonda.




CAA(10)
a) M. asilvai

M. bicolor

M. puncticollis

b) M. fasciculata

M. quinquefasciata

¢) M. quadrifasciata

M. subnitida

M. capixaba

M. flavolineata

M. mondury

M. rufiventris

M. scutellaris

Figura 5. Padrdes obtidos com o FISH com a sonda de DNA repetitivoG/Aefn
espécieMeliponapertencentes aos subgénerosH@nelipona (b) Melikerria, (c)
Meliponastricto sensie (d)Michmelia Melipona quinquefasciaté individuo macho.

Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho, marcagao da sonda.
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CGG(10)
a) M. bicolor

b) M. fasciculata

€) M. mondury

M. rufiventris

Figura 6. Padrdes obtidos com o FISH com a sonda de DNA repetitivo &6
espécieMeliponapertencentes aos subgénerosEHanelipona(b) Melikerria e (c)
Michmelia Em azul, cromossomos corados com DAPI e em vermelho, marcacéo da
sonda.
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M. seminigra
pernigra

Figura 7. Padrdes obtidos com o FISH com a sonda de DNA repetitivo TTH&G
espécieMeliponapertencentes aos subgénerosEHa@nelipona (b) Melikerria, (c)
Meliponastricto senswe (d)Michmelia Em azul, cromossomos corados com DAPI e

em vermelho, marcacéo da sonda.
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Tabela 1.Espécies d&lelipong coordenadas geograficas e locais de coleta em diferentes estados do Brasil

Espécies

Coordenadas GPS

Localidade

LTI (LEL

. asilvaiMoure, 1971

. bicolor Lepeletier, 1836

. capixabaMoure & Camargo, 1994
. fasciculataSmith, 1854

. flavolineataFriese, 1900

. fuliginosaLepeletier, 1836

. mandacaiéSmith, 1863

. mondurySmith, 1863

. paraensidDucke, 1916

. puncticollisFriese, 1902

. quadrifasciata_epeletier, 1836

. quinquefasciatdepeletier, 1836

. rufiventrisLepeletier, 1836

. scutellarisLatreille, 1811

. seminigra pernigraMoure & Kerr, 1950
. subnitidaDucke, 1910

15°38'2.99"S; 44°18'55.03"0O
20°45'19.74"S; 42°52'6.92"0
20°21'34.68"S; 40°39'39.78"0O
03°44'22.53"S; 52°19'39.15"0
03°15'10.09"S; 43°18'5.12"0
03°15'10.09"S; 43°18'5.12"0
11°18'12.80"S; 41°51'22.14"0
20°45'19.74"S; 42°52'6.92"0
02°52'20.05"S; 52°15'56.23"0
02°52'20.05"S; 52°15'56.23"0
20°45'19.74"S; 42°52'6.92"0
19°53'7.00"S; 43°39'51.93"0
18°51'28.76"S; 46°41'12.27"0O
12°33'39.53"S; 41°23'40.64"0O
02°52'20.05"S; 52°15'56.23"0
6°43'36.17"S; 36°46'17.89"0

Pedra de Maria da Cruz, Minas Gerais
Vicosa, Minas Gerais

Domingos Martins, Espirito Santo
Altamira, Para

Urbano Santos, Maranhao
Urbano Santos, Maranhao

Irecé, Bahia

Vicosa, Minas Gerais

Altamira, Para

Altamira, Para

Vicosa, MG, Brasil

Caeté e Vigosa, Minas Gerais
Guimarénia, Minas Gerais
Lencgadis, Bahia

Altamira, Para

Santana do Seridd, Rio Grande do Norte
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Tabela 2. Dados citogenéticos disponiveis para espéciedMelgpona quanto ao caridtipo, numero diploiden)2 baixa ou alta quantidade de
heterocromatina) - tamanho do genoma em pb (pares de base};,Giias de DNA ribossomal 18S e microssatélites. Os subgéneros das espécies

foram baseados em Camargo & Pedro, 2013

BandaC
Subgéneros Espécies 2n Cariétipo gen-oma Numero e padrBes de marcac¢des nos pares cromossdmicos Referéncias
(pb)
Microssatélites
CMA3 18S
GA@s) GAG 10 CAA10) CGGo) TTAGG ()
. Rocha & Pompolo,
. Baixo! 2 2 Dispersos- Dispersos- Dispersos- Dispersos- o 1998; *Neste estudo;
M. asilvar 18 6m+10sm+2a*  0.29- eucromatina* eucromatina*  eucromatina*  eucromatina* Terminais* Tavar’es et al., 2020 ’
283.62 Intersticiai$ Intersticiais* o
Rochaet al.,2002
. Rocha & Pompolo,
. Baixo' 2 Dispersos- Dispersos- Terminais- o 1998, *Neste estudo
M. bicolor® 18  6m+8sm+4a* 0.28- - S > - - Terminais* '
L eucromatina eucromatina eucromatina Tavares et al., 2020
273.84 Intersticiai$
Rochaet al.,2002
Eomelipona ) Kerr, 1948; Rocha &
Baixo! 2 2 Pompolo, 1998
M. marginat& 18 - 0.28— - - - - - T polo, | 202
273.84 Intersticiai$ Intersticiais avares et al., 2010
: Rochaet al.,2002;
Silva et al., 2013
2 2 . . - Cunhaet al., 2018;
M. puncticollis 18  2m+l4sm+2a  Baixc® elalcsr%?\g?iia* ezfrpc))?rrlzct)iia* eTJ?:rr?rlrr\]:tlisrTa* - Terminais* *Neste estudo
Intersticiai$ Intersticiai$
~ L . . BandaC , o o a . N
Subgéneros Espécies 2n Cariotipo ) NUmero e padrdes de marcacdes nos pares cromossdmicos Referéncias
genoma
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(pb)

Microssatélites

CMA3 18S
GA(s) GAG0) CAA (10 CGGo) TTAGG )
2 2
Alto® Intersticial Intersticial Kerr, 195Z; Lopeset
M. fasciculatd 167 i 0.78- préxima a proxima a Terminais— Terminais- Terminais- Terminais- Terminais* al., 20128, Tavares et
) 76;2 82 juncdo da juncéo da eucromatina*  eucromatina*  eucromatina*  eucromatina* al., 2016; *Neste
) eucromatina e eucromatina e estudo
heterocromatina heterocromati
8 na
2 2
Melikerria
Intersticial Intersticial Kerr. 1969
M. interrunta 169 i Alto0 proxima a préxima a Terminais- Terminais- Terminais- Terminais- Terminaid® Traver;zoliet ,al
) P jungédo da jungédo da eucromatin®  eucromatin®  eucromatin®  eucromatin# 20180 ’
eucromatina e eucromatina e
heterocromatina heterocromati
10 nalO
M Baixo!! 2 Dispersos- Dispersos- Kerr, 1969; Rocha,

. . 18° 0.70- - o S - - Terminais* 2002%; Tavares et al.,
quinquefasciath 10m+6sm+28  684.¢ Intersticiaid?! eucromatina eucromatina 201 *Neste estudo
M. favosa 182 2m+4sm+2¥ - - - - - - - - Hoshiba, 1988

Baixo!? 2 DisSpersos. Rochaet al.,20033;
M. mandacaia 1818 2m+14sm+28  0.35- - eucr%matina* - - - Terminais* Tavares et al., 2020
Melipona 342.3 Intersticiais® *Neste estudo
. 2 2 . . L Kerr, 1948; Silva et
. . Baixo! Dispersos- Dispersos- Terminais- S ) 4t
M. quadrifasciatd 18  4m+12sm+2# | g o eucromatina*  eucromatina*  eucromatina - Terminais* al., 200I2 - Rocha &
0.27— ntersticiai Intersticiais Pompolo, 1998

Rocha et al., 2032
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264.06

Tavares et al., 2020
*Neste estudo

Silveira, 19715

Baixo? 2 . . -
M. subnitida 185 4m+10sm+4a* 0.27- Dispersos- . Dispersos- N Terminais- N - Terminais* Rochaet aI.,ZOOZ*,i
264.06 Intersticiaié eucromatina eucromatina eucromatina Tavares et al., 2030
) *Neste estudo
Alto?! Terminal— Terminais- Rocha & Pompolo,
M. capixaba 18t 1.38—- todos Terminais— eucromatina / Terminais- i Terminais* 1998 Tavares et al.,
- cap 1349.64 CrOMoSSomas eucromatina* disperso no eucromatina* 201, Rochaet al.,
2 Cromossomos* 2002; *Neste estudo
. Rocha & Pompolo
1 _ 1 - _ _ _ _ _ ’
M. captiosa 18 Alto 1994
Alto® .
Terminal—
" Rochaet al.,2002;
M. crinita 18 ) 0.73- todos & ) ) ) ) ) Tavares et al., 2020
713.92 cromossom
Terminal— . L L )
Michmelia M. flavolineata 188 - Alto8 todos Termlnal_& R Termlnal_sf . Termlnal_sf . - Terminais* I*_opeset al, 201%,
cromossomas eucromatina eucromatina eucromatina Neste estudo
Terminal— Lopeset al, 201%;
M. fuliginosa 188 i Alto? todos Terminais- Terminais- ) ) ) *Neste estudo
- 1ulig cromossomds eucromatina*  eucromatina*
Alto? Terminal— Rocgla & Pompolo,
M. fuscopilosa 18t - 1.10— todos - - - - - %gio_g?fgzst 2} al.,
1075.8  cromossomos 2007
M. mondur§ 18'° - Alto Terminal— e-ll-Jecrrrng:w]:tlisn_a* eTJec:?:rr\]:tI;_a* eTJec:?:rr\]:tI;_a* eLeCrr?r'::t'isn_a* Terminais* Lopeset al, 20085,
0.95— todos Lopes et al., 2009;
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929.16  cromossomo$ *Neste estudo
. Cassinela et al., 2013;
Terminal— 2 L o » £ ;
M. paraensis 1817 Alto® todos Termlnalg— . i Termlna|§— . i ) Cunhaet al, 2018;
cromossomds Terminaf eucromatina eucromatina
*Neste estudo
. Kerr, 1948; Lopeset
15 _ [} y
! . Alto Terminal Terminais— Terminais— Terminais- Terminais— .., al., 20085 Lopes et
M. rufiventrit 18 0.93- todos - . T . - - . Terminais L 20096 *
909545  cromossomd$ eucromatina eucromatina eucromatina eucromatina al., 2 - *Neste
' estudo
Alto? Terminal— Terminais- Rocha & Pompolo,
M. scutellaris 181 1.08— todos i Terminais— eucromatina / Terminais- i Terminais* 1998 Tavares et al.,
) 1056.24 CrOMOSSOmas eucromatina disperso no eucromatina* 201 Rochaet al.,
2 Cromossomos* 2002;*Neste estudo
- Alto?
méfrmg"gra 2217 0.85- - - - - - - - Franciniet al.,2011"
831.3 Tavares et al., 2020
M. seminiara Terminal— 2 Terminais— Silva et al., 201%;
erniara 9 2218 Alto® todos - - cucromatina* - Terminais* Cunhaet al, 2018;
pernig cromossomds Intersticiai§ *Neste estudo

& espécies com polimorfismo
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Tabela 3 Espécies déMelipona analisadas com e sem polimorfismo cromossémico em individuos (machos e fémeas) e o niumero de metafase
analisadas

Espécie Cariotipo Individuos Metéafases

Macho Fémea Macho Fémea

Melipona capixaba Sem polimorfismo 1 8 18 50
Com polimorfismo 2 13 20 50
Melipona flavolineata ~ Sem polimorfismo 1 16 17 50
Com polimorfismo 1 9 11 50
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ARTIGO 5

Tendéncias evolutivas nas caracteristicas heterocromaticas em espécies de

Melipona (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)

Resumo

As espécies do génehldelipona, possuem na maioria um ndmero cromossémico
caracteristico derZz18 para fémeas e=9 para machos, e apresentam um padrdo de
distribuicdo e quantidade de heterocromatina, que as distinguem dos demais Meliponini.
Em Melipong o cariétipo € composto por menos de 50% de heterocromatina em
algumas espécies e por mais de 50% em outras, sendo esse padrdo uma caracteristica
importante a ser investigada quanto a sua evolucao neste taxon. Assim, esse estudo teve
como objetivo inferir, com base em andlises citogenéticas e moleculares, a quantidade
de heterocromatina (baixa ou alta) presente no ancestral das espédielipdag e
correlaciona-la com a evolucdo heterocromatica ao longo da diversificacdo deste
género. Para isso, foram usadas todas as espécielleligona com padrdo
heterocromético descritos na literatura que possuissem sequéncias parciais dos genes
ArgK, Opsin, EFle, 28S e 16S rRNA disponiveis no Genbank. A reconstrugido da
guantidade de heterocromatina indica o baixo conteddo heterocromético como
caracteristico no ancestrsleliponae que permaneceu nos subgéndtomeliponae
Melipona stricto sensu Assim, o0 alto contelddo heterocromatico surgiu
independentemente no ancestral das espécieMdli&erria. Entretanto,Melipona
(Melikerria) quinquefasciatgparece ter passado por processos diferentes pois possui
baixo conteudo de heterocromatina, uma vez que, as outras espécies do subgénero
Melikerria pousem alto conteddo. Nossos resultados confirmam que o baixo contetdo
heterocromético € uma caracteristica plesiomérficdVietiponae que o alto contetido

é resultado da adicao de heterocromatina ao longo da evolucao deste género.

Palavras chave:Cytogenetics, Reconstrucdo do estado ancestral, Stingless bees.

1. Introducéo
As abelhas do génendeliponallliger, 1806, pertences a tribo Meliponini, sdo
insetos eussociais que ocorrem por toda a regido neotropical (Michener, 2000; Camargo

e Pedro, 2013). O género é representado por 73 espécies, sendo que destas 43 ocorrern
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no Brasil (Michener, 2007; Camargo e Pedro, 2013). Do ponto de vista citogenético,
apenas 18 espécies foram analisadas e apresentam numero diploide conservado de
2n=18 cromossomos em fémeasned em machos, exceto eMelipona seminigra

merillae Cockerell, 1919 eéMelipona seminigra pernigraMoure & Kerr, 1950 com

2n=22 (Rocha et al., 2002; 2003; revisado em Taveaire$, 2017; Cunhat al, 2018).

Outras variagbes do numero cromossémico foram registradas Mefipona
quinquefasciata_epeletier, 1836 e erilelipona rufiventrisLepeletier, 1836 devido a
presenca de cromossomos B's (Roethal., 2007; Lopegt al, 2008).

Além do numero cromossdmico caracteristi®lieliponatambém apresenta um
padrdo de distribuicdo e quantidade de heterocromatina que a difere dos demais
Meliponini. Enquanto nos outros géneros, oS cromossomos S8o0 caracterizados, em
grande parte, por possuirem um braco cromossdmico heterocromético e outro
eucromaticdRochaet al, 2003; Costa&t al, 2004; Godoyet al, 2013; Mirandaet al.,

2013). EmMelipong algumas espécies possuem pouquissima heterocromatina nos
cromossomos, tais como efteliponabicolor Lepeletier, 1836 Melipona subnitida

Ducke, 1910 com 8% e 17% do cari6tipo constituido de heterocromatina,
respectivamente. E espécies com muita quantidade de heterocromatina, por exemplo:
Meliponacrinita Moure & Kerr, 1950 com 54 %yleliponacompressipegFabricius,
1804)com 61 % eMeliponaseminigra fuscopilosoure & Kerr, 1950 com 73 % do
cariétipo constituido de heterocromatina (Roehal, 2002).

Considerando as caracteristicas morfologhatipona pode ser subdividida em
quatro subgénerofomelipona, Melikerria, Melipona Michmelia (Ramirezet al,

2010; Rasmussen e Cameron, 20I)ogeneticamente, os subgénendglikerria,
Melipona e Michmelia sdo considerados monofiléticos, enquafomelipona é
polifilético (Ramirez et al, 2010; Rasmussen e Cameron, 2010). Estudos
correlacionando a proposta filogenética do género com andlises citogenéticos dos
padrdes de distribuicdo heterocromética, foi sugerido que, possivelmente, a
heterocromatina possa ter surgido em diferentes momentos ao longo da histéria
evolutiva deMelipona(Lopeset al, 2011; Cunhat al, 2018; Piccolet al.,2018).

Andlises citogenéticas envolvendo a heterocromatina em diferentes grupos
taxondmicos demonstraram que os padrbes de distribuicdo heterocromaticos no
cariotipo podem fornecer informag¢des importantes sobre diferenciacdo de espécies
(Vicari et al, 2010), caracterizacéo cariotipica (Inetial, 1988; Imai, 1991; Imagt
al., 2001), analises comparativas (Rocha e Pompolo, 1998; Rzcladg, 2002),
marcador citogenético na identificacdo de espécies (&lilab, 2012; Travenzoli et.al.,
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2015) e de evolucdo cromossémica (Yamatdal, 2006; revisado em Tavares al.,

2017). Desta forma, considerando que estudos da heterocromatina sdo Uteis como
ferramentas para definir padrdes evolutivos dos cromossomos, a evolugdo da
heterocromatina emMelipona parece ser uma importante caracteristica a ser
investigada nas espécies dos quatro subgéneros. Nesse sentido, o objetivo desse estudc
foi inferir a quantidade de heterocromatina (baixa ou alta) presente no ancestral das
espécies ddlelipong e correlaciona-la com a evolugdo heterocromatica ao longo da

diversificacdo dos subgéneros.

2. Materiais e métodos
2.1 Amostragem citogenética, analise filogenética e datagdo molecular

Foram selecionadas 17 espéciesviidiponacom numero haploide e contetudo
heterocromatico descritos na literatura (Tabela 1). Para analise de inferéncia
filogenética, todas as espéciesMeliponaforam utilizadas como grupo interno e as
espécies Austroplebeia symei Celetrigona euclidiana Hypotrigona gribodai
Hypotrigona ruspolij Leurotrigona muelleriLiotrigona madecassa.isotrigona furva
Meliponula bocandeiTrigonisca buyssong Trigonisca townsendtonsideradas como
grupo externo. Foram utilizadas sequencias parciais de DNA dos genes nucleares
codificadores de proteina Arginine Kinase (ArgK), Rodopsina verde (Opsin), Fator de
Alongamento 1 Alfa (EF1y), 28S (28S rDNA) e do gene mitocondrial 16S (16S rRNA)
das espécies disponiveis no GenBank (Material suplementar Tabela S1). Todas as
sequéncias foram alinhadas no MAFFT (Katoh e Standley, 2014) e inspecionadas
visualmenteno MEGA v 7.0 (Tamuraet al, 2013). Os genes nucleares foram
particionados em exons e introns, enquanto os mitocondriais considerados cada um
como uma Unica particdo (Tomia al, 1996; Kawakiteet al, 2003). Os alinhamentos
finais foram concatenados em uma Unica matriz no programa Sequence Matrix v. 1.7.8
(Vaidyaet al, 2011) e a inferéncia bayesiana foi realizada no software MrBayes v 3.2.2
(Ronquistet al,, 2012) com duas corridas independentes e cada uma com quatro cadeias
de Markov. Para todas as particbes foi implementado o modelo misto (Ronquist e
Huelsenbeck, 2003), com proporcéo de invariaveis e correcdo Gamma. Foram utilizadas
50.000.000de geracbes da MCMC, com as arvores sendo amostradas a cada 1.000
geracOes. A convergéncia das cadeias de Markov foi verificada no programa Tracer
v.1.5 (Rambaut e Drummond, 2009). Vinte e cincos por cento das geracdes iniciais

foram descartados e as restantes utilizadas para gerar a arvore consenso. As analises
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foram feitas no servidor CIPRES (Millet al, 2010), utilizando o MrBayes (Ronquist
et al, 2012) e as arvores editadas no programa FigTree v. 1.3.1 (Rambaut, 2009).

Para a datagcdo molecular foi utilizada a mesma matriz de dados da reconstrugéo
filogenética. Os tempos de divergéncia foram estimados usando uma abordagem
Bayesiana implementada no BEAST 2.0 (Bouckatwl, 2014) no servidor CIPRES
(Miller et al, 2010). Foi utilizado o modelo de relégio molecuRelaxed Clock
Lognormal por permitir que as taxas de evolugdo variem entre os ramos da arvore
(Drummondet al, 2006). O modelo de substituicdo de nucleotideos foi GTR+G+I para
todas as particdes e o processo de Yule utilizado como probabilidade a priori para as
arvores (Drummond e Rambaut, 2007), de acordo com o proposto por Ratralez
(2010). No total, foram realizadas 50,000,000 milhdes de geracdes da MCMC e a
convergéncia dos valores foi avaliada no Tracer v.1.5 (Rambaut e Drummond, 2009).
Uma arvore consenso com burn-in de 25% foi criada no programa TreeAnnotator v2.4.1
(implementado no BEAST) e editada no FigTree v.1.3.1 (Rambaut, 2009). Os pontos de
calibragéo foram baseados em Rametal. (2010).

2.2. Reconstrucdo do estado ancestral

A reconstrugdo da quantidade de heterocromatina presente no ancestral das
espécies deMelipona foi realizada pela analise de verossimilhanca no software
Mesquite v. 3.04 (Madison e Madison, 2011), utilizando as ultimas 1000 arvores da
analise Bayesiana MCMC. Consideramos como estados de carater as diferentes
quantidades de heterocromatina, baixo e alto (Tabela 1), e os valores referentes a analise
foram representados em porcentagens (%) (Tabela S2).

3. Resultados
3.1.Amostragentitogenética, analise filogenética e datagdo molecular

Das espécies ddlelipona analisadas citogeneticamente, nove possuem alto
conteudo de heterocromatina e sete apresentam baixo conteudo no cari6tipo segundo 0s
padrdes heterocrométicos descritos por Retlzh (2002) (Tabela 1; Fig. 1).

O conjunto dos dados concatenados resultou em p&@%s de bases alinhados
e a arvore filogenética concorda com a filogenia proposta por Raetiedz(2010)e
Rasmussen e Cameron (2010) (Fig. 1; Material Suplementar Figura S1). Segundo essas
propostas filogenéticas o0s subgénerbkelikerria, Melipona e Michmelia séo

monofiléticos eeomelipongpolifilético.
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De acordo com a datacdo molecular, o subgéaemeliponadivergiu dos
demais em +23 milhdes de anos atrds (Mayliehmelia divergiu dos subgéneros
Melikerri e Meliponaem + 21 Ma. E as espéciesMelikerri e Meliponadivergiram-se

em x 18 Ma (Fig. 1; Material Suplementar Figura S2).

2.2. Reconstrucao do estado ancestral

A andlise da reconstrucdo indica que o ancestral (node A) de todas as espécies
de Melipona possuiam baixo conteudo de heterocromatina (75%). Esse carater foi
mantido nas espécies do subgérisvmeliponae no ancestral (node B, 60%) dos outros
trés subgéneros. Na diversificacdo ddichmelia ocorreu um aumento da
heterocromatina mostrando o ancestral desse grupo (C) com 84% de probabilidade
desse carater. Por outro lado, os dados indicam que o ancestral KBlipena e
Melikerria continuou com baixo contetdo (63%) e que ocorreu um novo aumento de
heterocromatina na separacédo destes dois subgéneros visto nas espédeldedi.
Isso mostra que a heterocromatina surgiu em momentos diferentes nas espécies de alto
conteddo do géneroMelipona Considerando isso,Melipona (Melikerria)
quinquefasciatd_epeletier, 1836 parece ter passado por processos diferentes pois possui
baixo conteddo de heterocromatina enquanto as outras espécies do subgénero
Melikerria pousem alto conteud&ig. 1; Material Suplementar Figura S3)

4. Discusséao

Esse é o primeiro estudo de inferéncia da quantidade de heterocromatina
presente no ancestral tkeliponautilizando informacdes citogenéticas e moleculares.
Nossas andlises confirmam que o baixo conteddo heterocromético é uma condicéo
plesiomérfica emMelipona (Cunhaet al, 2018), que se manteve nas espécies dos
subgénero€omelipona Melipona e independentemente elh. quinquefasciatakE a
alta quantidade de heterocromatina, presente nos cromossomos das espécies de
Melikerria e Michmelia,surgiu duas vezes ao longo da evolucéo do género.

Em uma comparacdo da distribuicdo da heterocromatica com a filogenia do
grupo proposta por Ramirezt al (2010), foi sugerido que a heterocromatina tenha
surgido em diferentes momentos e mais de uma vez ao longo da historia evolutiva deste
género e que as baixas quantidades heterocrométicas nos cromossomos indicam uma
condicéo ancestral (Rocletal, 2002; Lope®t al, 2011; Cunhat al, 2018; Picolliet
al., 2018). Tavaregt al. (2010) observaram, que além do padréao de distribuicdo da
heterocromatina, que agrupa espécies com menos de 50% e com mais de 50% em seu
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caridtipo (Rocha e Pompolo, 1998; Roehal, 2002; Rochat al, 2003), a quantidade

de DNA também separa as espéciedétipong em dois grupos. No primeiro grupo

estdo as espécies que possuem baixo conteudo de DNA (variando de 0,27 a 0,35 pg de
DNA), com representantes nos subgéndvtdipona e Eomelipona E no segundo

grupo, encontram-se as espécies com alto teor de DNA (variando de 0,70 a 1,38 pg de
DNA), com representantes nos subgéndviidikerria e Michmelia (Tavareset al,

2010). Uma excecao eiMelikerria, foi M. quinquefasciatacom baixa quantidade de
heterocromatina e alto teor de DNA. No entanto, esse alto valor de DNA & devido a
presenca de cromossomos B’s em seu cariétipo (Tagtueds 2010; Tavaregt al.,

2017). Além das espécies desses dois subgénerdprarliponaMelipona marginata
Lepeletier, 1836 destaca-se por apresentar caracteristicas morfolégicas ancestrais e
baixa quantidade de heterocromatina e de DNA (Cametrgt, 1967; Rocheet al,

2007; Tavareet al, 2010). Desta forma, essas analises confirmam que o genoma com
baixo conteddo de DNA € uma caracteristica plesiomorfica no género e que, tanto as
diferencas na quantidade de heterocromatina ou de DNA presentes nos cromossomos,
indicam o aumento dessas regides.

A adicdo de heterocromatina e os padrées de distribuicio dos blocos
heterocrométicos nos cromossomos, assim com®/elipong foram utilizados para
explicar os diferentes caminhos evolutivos nas espécies de Meliponini, inicialmente
com base na Teoria da Interacdo Minima (TIM). Essa teoria, foi postulada com bases os
padrées de distribuicdo dos blocos heterocrométicos de formigas do complexo de
espécies do génerdlyrmecia e sugere que a heterocromatina estaria envolvida na
recuperacdo da estabilidade telomérica apGs eventos de fissdes céntricas e diretamente
ligada a evolucdo cromossémica pelo acumulo de heterocromatina encontrada em um
dos bracos cromossomos (Inedial, 1986; Imaiet al, 1988; Imai, 1991; Pompolo,

1992; Hoshiba e Imai, 1993; Imat al, 1994, Pompolo e Campos, 1995; Iretial,

2001). Entretanto, diferentemente das demais espécies, no §falgronaparece ter

ocorrido a adicdo de heterocromatina sem ter sido precedida por eventos de fissdo, ja

que a heterocromatina esta restrita aos centros dos cromossomos e ndo somente a um
braco cromossémico (Rocha e Pompolo, 1998; Retha, 2003), e que eventos de

fusdo céntrica teriam sido os mais importantes na evolugéo tanto desse género, como na
tribo Meliponini (Travenzolet al, 2018).

De acordo com a datagdo molecuMeliponat 20 Ma é um grupo que divergiu
recentemente quando relacionado aos ancestrais comuns das espécies de Meliponini que
divergiram em + 54 Ma (Rasmussen e Cameron, 2010, Raetigdz 2010). O tempo
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de divergéncia dos ancestrais comum entre os subgéneros sugere que o ancestral comum
do grupoMichmelia que possui espécies com alto teor de heterocromatina, datava + 18
Ma e ancestral comum d#®lelikerria, datando + 8 Ma, demonstram que a alta
guantidade de heterocromatina surgiu mais de uma vez em um curto periodo de tempo.
E desta forma, como o género apresenta espécies com baixo teor heterocromatico, em
que a heterocromatinas estdo presentes nas regides pericentromérica e no brago curto
dos cromossomos acrocéntricos e espécies com alto teor, em que a heterocromatina esté
presente ao longo de quase todo o cromossomo, sendo a eucromatina restrita as regides
subtelomérica (Rocheet al, 2002), indicamos que 0 aumento dessas regides
heterocrométicas nos cromossomos Wkelipona ocorreram com adicdo de
heterocromatina a partir das regides pericentroméricas em direcdo aos telémeros. Ou
seja, a adicdo de heterocromatina nos cromossomos ocorreu a partir de um cariétipo
com baixo conteludo heterocromatico presente no ancestral comiititaelia que

surgiu independentemente no ancestral Miglikerria, 0 que n&o aconteceu nos
cromossomos das espécies dos subgéienmeliponaMelipona stricto sensa emM.
quinquefasciatao que demonstra os diferentes caminhos evolutivos no crescimento
heterocromatico. E que a caracterizacao citogenética de outras espédielikeria
permitirdo melhor compreenséo dos processos que moldaram a evolucdo da cromatina
neste subgénero.

O aumento de regides heterocromaticas dos cromossomos também ocorreram na
evolucdo de outros grupos taxondmicos. Em espécies de camundongos transgénicos,
por exemplo, observou-se que o aumento do trinucleétidos GAA estimula a
heterocromatinizacdo de genes proximos (Savelteal, 2003), uma vez que, essas
repeticbes podem formar estruturas secundarias que interferem na replicacdo e podem
desencadear formacgédo de heterocromatina (Mirkin, 2007). Por outro laddytdus
(Mollusca) foi sugerido a transformacéo da heterocromatina em eucromatina, ou vice-
versa, para explicar as diferencas cariotipicas observadas neste género (Martinez-Lage
et al, 1995). Ja em espécies@msophila tem sido observado que multiplas cépias de
um gene podem causar a formacéo de heterocromatina (Henikoff, 1998; Hsieh e Fire,
2000). E em espécies de formi§alenopsis invictaobservou-se o crescimento de
sequencias repetitivas que constituem a regido centromeérica NoS Cromossomos, com
posterior expansdo do centrobmerbluéng et al, 2016), demonstrando que o
crescimento de sequéncias repetitivas no DNA pode ocorrer em estruturas e regidoes dos
cromossomos. Além disso,emvolvimento de heterocromatina constitutiva em eventos
de evolugcdo cromossdmica é discutido em varios estudos, sugerindo que essas regides
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atuam como pontos criticos que permitem o0 cromossomo estruturar rearranjos (Chaves
et al, 2004, Louzada&t al, 2008, Venturaet al, 2009; Martinset al, 2011).Assim,

novas analises utilizando sondas especificas que marquem a regido da heterocromatina
podem ter resultados promissores para evidenciar sua composicdo, natureza e origem
em cada género.

Dentre esses estudos, destacam-se as andlises utilizando enzimas de restricao
(REs), que clivam o DNA em sequéncias especificas (Leritd, 2004; Amoret al,

2009; Saksoulet al, 2015; Milaniet al, 2017), e estudos envolvendo sequéncias de
DNA repetitivo tém revelado informacdes sobre a organizacdo do genoma, além de ja
estarem sendo utilizadas em estudos evolutivos em diferentes tdxons como: roedores
(Pieczarkaet al, 1998; Paceet al, 2009), primatas (Pieczarks al, 1996), lagarto
(Pokornéet al, 2011), peixegCioffi et al 2011, Kavalcaet al 2013;Yanoet al, 2014;
Cunhaet al, 2016), grilos (Milani e Cabral de Mello, 2014; Palacios-Gimenez e Cabral

de Mello, 2014) e formigas (Aguiaat al, 2015; Pereiraet al, 2018). Além dessas
andlises, os estudos de identificacdo de proteinas relacionadas as regibes de
heterocromatina também estdo fornecendo importantes informacdes a respeito da
constituicdo dessas regides heterocroméaticas e do genoma de espécies éMairek
2014; Saksoulet al, 2015; revisado em Nikolov e Taddei, 2016). Desta forma, essas
andalises sdo promissoras para caracterizar a constituicdo e os processos envolvidos na
formacdo da heterocromatina no genoma das espédidsligena.

Portanto, com base nas informacdes citogenéticas e moleculares da reconstrucao
quantidade de heterocromatina ancestral Migdipong confirmamos que o baixo
contetdo heterocromatico presente no cariétipo ancestral é uma caracteristica
plesiomorfica, que se manteve, independentementd/.equinquefasciataQue o alto
conteudo heterocromatico € resultado da adicdo de heterocromatina a partir de regides
pericentroméricas, ao longo da evolucgdo, surgindo apareceu mais de uma vez durante a

diversificacdo dos subgénendéchmeliae Melikerria.
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Figura 1. Arvore consenso da analise bayesiana com base em sequéncias parciais dos
genes Arg-K, EFX Opsin, 16S e 28S concatenados nas espécies Melipong
incluindo a datagdo moleculae a inferéncia da quantidade de heterocromatina
ancestral. Os circulos nos ramos terminais representam as diferencas na quantidade de
heterocromatina (em branco, baixo conteido e em preto, alto contelms) nos
ancestrais indicam as probabilidades dos estados ancestrais. Os ramos coloridos
representam o0s subgénerdsomelipona (vermelho), Melipona (azul), Melikerria

(verde) eMichmelia(roxo).
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Figura 2. Padrdes obtidos com o FISH com a sonda de DNA 18S ribossomal em
espéciesMelipona pertencentes aos subgéneros: Eajnelipona (b) Melikerria, (c)
Meliponastricto senswe (d) Michmelia Em azul, cromossomos corados com DAPI e

em vermelho, a marcagao da sonda.
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Figura S1.Arvore consenso da analise bayesiana com base em sequéncias parciais dos

genes Arg-K, EFX, Opsin, 16S e 28S em espécies de Melipona Os ramos coloridos
representam o0s subgénerdsomelipona (vermelho), Melipona (azul), Melikerria
(verde) e Michmelia (roxo). O grupo externo foi representado pelas espécies
Austroplebeia symeiCeletrigona euclidiana Hypotrigona gribodai Hypotrigona
ruspolii, Leurotrigona muelleri Liotrigona madecassd.isotrigona furva Meliponula
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Figura S2. Arvore consenso da analise bayesiana com base em sequéncias parciais dos

genes Arg-K, EFXx, Opsin, 16S ¢ 28S em espécies de Meliponaincluindo o tempo de

divergéncia estimado pelo programa Beast. Os ramos coloridos representam o0s
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Figura S3. Reconstrugcdo do estado ancestral de acordo com a quantidade de
heterocromatina. Os circulos nos ramos terminais representam as diferencas na
qguantidade de heterocromatina (em branco: baixo conteido e em preto: alto contetdo) e

nos nos ancestrais indicam as probabilidades dos estados ancestrais.
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Tabela 1 Espécies deMelipona incluindo as do presente estudo, nimero doploide, padrbes de bandeamento-C (baixo ou alto contetdods
heterocromatina) e locais de coleta. As foram separadas em subgéneros baseado segundo Camargo & Pedro, 2013

Subgénero Espécies 2n Bandegmento- Localizacdo Referéncias bibliogréaficas
Eomelipona M. asilvaiMoure, 1971 18 Low Pedra de Maria da CruzMG Rocha and Pompolo, 1998
M. bicolor Lepeletier, 1836 18 Low Vicosa (MG Rocha and Pompolo, 1998
. . . Rocha and Pompolo, 1998; Rocl
M. marginatalLepeletier, 1836 18 Low Caeté (MG) et al., 2007
Melikerria M. fasciculataSmith, 1854* 18 High Sao Luiz (MA), Urbano Santos (MA) 2Rglc;1a et al, 2002; Lopeset al.,
M. interruptalLatreille, 1811 18 High Manaus (AM) Travenzoli et al., 2018a
M. quinquefasciatdepeletier, 1836 18*** Low Brasilia (DF), Luiziania (GO) Rochaet al.,2002
Melipona M. favosaFabricius, 1798 18 Low Suriname (referred as Surinum)  Hoshiba, 1988
M. mandacaig&Smith, 1863 18 Low Irecé (BA) Rochaet al.,2003
M. quadrifasciataLepeletier, 1836 18 Low Vicosa (MG Rocha & Pompolo, 1998
Michmelia M. captiosaMoure, 1962 18 High Rio Branco (AC) Rocha & Pompolo, 1998
M. crinita Moure & Kerr, 1950 18 High Rio Branco (AC) Rochaet al.,2002
M. flavolineataFriese, 1900 18 High Urbano Santos (MA) Lopeset al.,2011
M. fuliginosalLepeletier, 1836 18 High Urbano Santos (MA) Lopeset al.,2011
M. fuscopilosaMoure & Kerr, 1950 18 High Rio Branco (AC) Rocha & Pompolo, 1998; Rocle

al., 2002
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Continuacao

Subgénero Espécies 2n Bandegmento- Localizacdo Referéncias bibliogréaficas
M. rufiventrisLepeletier, 1836 18x** High Guimarania (MG) Lopeset al.,2008
M. scutellars Latreille, 1811 18 High Lencois (BA) Rocha & Pompolo, 1998; Rocle
al., 2002
M. seminigra merrillagCockerell, 1919 22 High Altamira (PA) Cunhaet al., 2018
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Material Suplementar

Tabela S1.Espécies de abelhas e o grupo externo analisado, local de coleta, nimero de acesso dos gerakr{btghByw.nchi.nim. nih.gov)
e as referéncias bibliogréaficas

Espécies Voucher Local de coleta 16S ArgK EFl-o Opsin 28S Referéncias bibliografica

Grupo interno

Melipona asilvai MP82  Brazil EU162991 EU163076 EU163244 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona bicolor 456 Brazil, Minas Gerais FJ041919 FJ042195 FJ042296 FJ042398 FJ042020 Rasmussen & Cameron, 2010
Melipona captiosa MP43  French Guiana EU162976 EU163061 EU163229 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona crinita 586 Peru, Madre de Dio: FJ041942 FJ042219 FJ042320 FJ042422 FJ042044 Rasmussen & Cameron, 2010
Melipona fasciculata 120 Brazil, S&o Paulo FJ041946 FJ042223 FJ042324 FJ042426  FJ042048 Rasmussen & Cameron, 2010
Melipona favosa MP19  French Guiana EU162961 EU163046 EU163214 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona flavolineata MP49  Brazil EU162981 EU163066 EU163234 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona fuliginosa MP42  French Guiana EU162975 EU163060 EU163228 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona fuscopilosa MP35  Brazil EU162970 EU163055 EU163223 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona interrupta MP20  Brazil EU162962 EU163047 EU163215 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona mandacaia MP81  Brazil EU162990 EU163075 EU163243 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona marginata 461 Brazil, S&o Paulo FJ041920 FJ042196 FJ042297 FJ042399 FJ042021 Rasmussen & Cameron, 2010
Melipona quadrifasciata MP23  Brazil EU162965 EU163050 EU163218 _ _ Ramirez et al., 2010

M. quinquefasciata MP80  Brazil EU162989 EU163074 EU163242 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona rufiventris MP77  Brazil EU162985 EU163070 EU163238 _ _ Ramirez et al., 2010
Melipona scutellaris 121 Brazil, Minas Gerais FJ041939 FJ042216 FJ042317 FJ042419 FJ042041 Rasmussen & Cameron, 2010

Melipona seminigra _
il 122 Brazil, Amazonas FJO041940 FJ042217 FJ042318 FJ042420 FJ042042 Rasmussen & Cameron, 2010
merrillae
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Continuacao

Espécies Voucher Local de coleta 16S ArgK EFl-o Opsin 28S Referéncias Bibliograficas
Grupo externo
Austroplebeia symei 223  Australia, QLD DQ790445 - DQ813105 DQ813183 FJ042170 Rasmussen & Cameron, 2010
Celetrigona euclidiana 062  Peru, San Martin ~ FJ041912 FJ042188 FJ042289 FJ042391 FJ042012 Rasmussen & Cameron, 2010
Hypotrigona gribodoi 405  Uganda, Bwindi DQ790440 DQ813043 DQ813121 DQ813199 FJ042165 Rasmussen & Cameron, 2010
Hypotrigona ruspolii 425 Cameroon, Yaounde DQ790441 DQ813044 DQ813122 DQ813200 FJ042166 Rasmussen & Cameron, 2010
Leurotrigona muelleri 466  Brazil, Sdo Paulo  FJ041933 FJ042209 FJ042310 FJ042412 FJ04D34 Rasmussen & Cameron, 2010
o Madagascar, Rasmussen & Cameron, 2010
Liotrigona madecassa 404 . DQ790443 DQ813049 DQ813127 DQ813205 FJ042168
Mahajanga
o Thailand, Rasmussen & Cameron, 2010
Lisotrigona furva 420 _ DQ790444 - DQ813128 DQ813206 FJ042169
Pathumthani
Meliponula bocandei 406  Uganda, Bwindi DQ790452 DQ813052 DQ813131 DQS813209 FJ042177 Rasmussen & Cameron, 2010
o ] Costa Rica, Rasmussen & Cameron, 2010
Trigonisca buyssoni 150 FJ041998 FJ042276 FJ042377 FJ042478 FJ042103
Guanacaste
Trigonisca townsendi 383  Peru, Tumbes DQ790456 DQ813068 DQ813147 DQ813225 FJ042105 Rasmussen & Cameron, 2010
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Tabela S2 Probabilidades (em porcentagem) da quantidade de heterocromatina observada na reconstrucdo dmmemeest@lctado entre as
espécies ddelipona

Clado Probabilidades (%)
Baixo Alto

A 75 25
B 60 40
C 16 84
D 63 37
E 33 67
F 92 8
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CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nas informacdes citogenéticas e de evolugcdo cromossémica sob uma
abordagem filogenética em Meliponini, sugerimos quen=l8 é o numero
cromossOmico ancestralque se manteve ao longo da evolucdo em diferentes espécies,
reduzindo paran=17 no ancestral comum dos Meliponini neotropical por eventos de
fusdo cromossdmica. E o baixo numero de cromosson®x® €m Melipona é uma

apomorfia do grupo.

A espécieAustroplebeia australipossui uma constituicdo da cromatina, baseada na
riqueza de bases AT e CG, mais semelhante a ao observado em espécies solitarias e que
grande quantidade de heterocromatina semelhante ao observado em algumas espécies de
Melipona da linhagem Neotropical. O que demonstra que a heterocromatina parece ser
uma caracteristica importante para evolucdo cromossdmica da tribo. Possivelmente,

passe por processos de crescimento independentes em cada género.

As analises de citogenética classica e moleculdvielgoona (Melikerria) interrupta
confirmam que, baseados nos padrées heterocromaticdsd/elikerria) interrupta &
classificada como pertencente ao Grupo I, o que sugere o aumento da quantidade de
heterocromatina no subgénevtelikerria. A espéciedM. quinquefasciatgparece estar
evoluindo independentemente no grupo e que as diferencas nas regioes de marcagdes do
CMAs e do sitio de 18S apenas nas espécies de alto contetdo de heterocromatina de

Melikerria € uma caracteristica importante a ser melhor investigada.

Com base nas informacBes de citogenéticas classicas e moleculaidslipana
concluimos que os padrdes heterocromaticos, fluorocromos base-especifico e de DNA
repetitivo quando correlacionados sdo marcadores cromossOmicos que permitem
caracterizar e separar as especies de cada subgénero. O DNA repetitiegides
eucromatica € semelhante entre as espécies dos subgéneros, diferentemente da
heterocromatina. E as diferencas nos sitios de CMAPDNA 18S indicam as regides

heterocromaticas estejam evoluindo de maneira independente entre as espécies.
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Concluimos que o ancestral comum bdéelipona possui baixo conteudo de
heterocromatina, esta que cresceu no ancestral comum Midmelia e
independentementeme Melikerria. E as diferencas nos padrdes de marcagé@ia
posicdo dos sitios de rDNA 18S, nas espécies de alto teor pertencentes a distintos
subgéneros em trés posicdes diferentes confirmam que a heterocromatina surgiu em

momentos independentes entre as espécies.
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