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RESUMO
FERREIRA, Riudo de Paiva, D. Sc., Universidade Fad#e Vicosa, julho de 201Bnalise

citogenética de abelhas do género Trigona Jurine,8Q7 (Hymenoptera: Meliponini).
Orientador: Denilce Menezes Lopes.

O géneroTrigona é um dos maiores e mais amplamente distribuidams$ade abelhas da
tribo Meliponini. A citogenética comparativa perendtravés de suas técnicas de bandamento
classica e molecular entender sobre a evolucdoadotipo em diversos organismos. As
informacgdes citogenéticas disponiveis para o gémeagmna mostram um numero dipldide
constante (2n=34), além disso, as espécies do @érmmpartiham um cromossomo
acrocéntrico totalmente eucromatico®fAEste trabalho buscou (i) verificar se existem
variacdes cromossdmicas e como estas se distrieaér® as populacées de espécies com
ampla distribuicdo;Trigona spinipes(ii) descrever citogeneticamente algumas espéiies
género e por fim, (iii) buscar alguns caractergéggenéticos para entender a evolugdo
cariotipica emrrigona Os resultados obtidos neste trabalho reforcdmnaogeneidade do
namero diploide entre as espécies do gérigigona O mapeamento do microssatélite
(GA)15s mostrou-se mais efetivo para separar populacdds geinipesdo que as espécies do
mesmo género. O gene rDNA 18S apresentou variagfeFespecificas, contudo nédo foram
observadas diferengas numéricas e de posic¢cdo desgeentre as pdp spinipes Uma
comparagao usando os marcadores citogeneticosti@pas de heterocromatina, rDNA 18S
e cromossomo A sugere um processo de eliminacédo da heterocromatngénerd rigona

Por fim, esse estudo ressalta a importancia deaetécnicas de citogenética molecular em
estudos com populacdes, e de citogenética comyearat espécies com baixo polimorfismo

cromossOmico, como as abelhas da tribo Meliponini.



ABSTRACT
FERREIRA, Riudo de Paiva, 8¢, Universidade Federal de Vicosa, July, 202¥togenetic

analysis of theTrigona genus Jurine, 1807 (Hymenoptera: Meliponini)Adviser: Denilce
Menezes Lopes.

The Trigona is agenusof the stingless bees rich in species and it telyi distributed.The
comparative cytogenetics allows us understandirg khryotype evolution in various
organisms. Cytogenetic informations availableTfagona showed a constant diploid number
(2n = 34) and a euchromatic acrocentric chromos@feis shared among their species. This
study aimed to (i) check for chromosomal variatioasiong populations with wide
distribution, such a3rigona spinipegii) describe cytogenetically some species ofdghaus
and finally, (iii) seek some cytogenetic characteysunderstand karyotype evolution of
Trigona The results corroborate the homogeneity of chramesnumber among the species
of the genusTrigona The mapping of microsatellite (G&)was more effective to separate
populations ofT. spinipesthan species of the samenus In contrast, the location of the 18S
rDNA varied among species. A comparison using otegc markers (amount of
heterochromatin, rDNA 18S and chromosome®) Asuggests the elimination of

heterochromatin inTrigona Therefore, this study points out the importance of
molecular cytogenetics in population studies anthéncomparative citogenetics of

species with a few chromosomal variations, sucttingless bees.

Vi
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INTRODUCAO GERAL

O géneralrigona sensu lat@ um dos maiores e mais amplamente distribuidergén
de abelhas da tribo Meliponini, e agrupa tantospe@es da regido Neotropical quanto as da
regido Indo-Malasia/Australiana segundo a classiio proposta por Michener (2000).
Rasmussem e Cameron (2007) utilizando dados malesyle ampliando o numero de
espécies amostradas na regido Neotropical, mastiguaTrigona s.l.ndo formam um grupo
monofilético como sugerido por Michener (2000). dsssutores sugerem que no género
Trigona sejam incluidas apenas as espécies que ocorreAmescas, correspondendo estas
aTrigona sensu strictoonforme de Michener (2000)

No Brasil, este género possui uma ampla distrilougcdbrange quase todo o territorio
nacional (Silveira et al. 2002) e suas espéciesmpartiham entre outros caracteres
morfologicos, a presenca de mandibula com quatrciraio dentes e uma area de aparéncia
sedosa na porc¢ao interna do basitarso posteribng@tz 1948, Michener, 2000; Silveira et al
2002).

As espécies d@rigona utilizam uma infinidade de substratos para a cagéty de
seus ninhos, desde cavidades em arvoregdna truculentaAlmeida, 1984 T. williana
Friese, 1900 &@. hypogedilvestri, 1902), no solal( recursaSmith, 1863), algumas espécies
constroem ninhos aéreos em locais geralmente pmessiveis, como as espediespinipes
(Fabricius, 1793¢ T. hyalinata(Lepeletier, 1836) (Rasmussen e Camargo 2008).

A maioria das espécies coleta néctar e pélen gmmmgipais recursos alimentares,
porém, as especies hypogea, T. crassipesT. necrophaggpossuem o habito de coletar
proteina animal (Roubik 1982, Camargo e Roubik 199ateus e Noll 2004). Outras
espécies comdrigona spinipes, T. hyalianitaT. fuscipennigoletam substancias acucaradas

secretada por ninfas de hemipteros herbivoros,reoca,tas protegem contra predadores.



Deste modo, entre esses insetos foi estabelecidarel@mcdo mutualistica (Carvalho 2004,
Oda et al 2009).

Atualmente sdo reconhecidas 32 espécies do gdmgmna, e aproximadamente 28
espécies nao descritas (Camargo e Pedro 2013, P@tid. No Brasil, ocorrem em torno de
21 espécies e mais 12, sem suas descricbes publi¢Redro 2014). As propostas de
filogenia molecular usando genes nucleares e mitb@a posicionam 0 génerbrigona
como grupo-irmdo deéCephalotrigona(Rasmusen et al 2010) e separam as espécies de
Trigona s.sem dois grandes grupos denominados A e B (Rasnau€amargo 2008).

A citogenética, ao estudar as caracteristicas gsdmicas pode fornecer informacdes
para estudos de filogenia, diversidade e taxongRoanpolo e Takahashi 1986, Rocha et al
2003, Duarte et al 2009, Dutrillaux e Dutrillaux 30Menezes et al 2014). As informacdes
citogenéticas sobre as abelhas da tribo Melipanmstram uma variacdo de n=8 a n=17 no
namero de cromossomos, sendo n=17 o numero predotaientre os géneros ( Pompolo e
Campos 1995, Rocha et al 2002, Rocha et al 2003)pa@rdo de distribuicdo de
heterocromatina em um dos bragcos cromossomos eaga@ numérica observada sugerem o
processo de fissdo cromossdmica como o principalamemo atuante na evolucdo do
cariétipo das espécies desta tribo (Rocha et aB)2@ssas evidéncias corroboram com a
teoria de interacdo minima proposta por Imai €1888), onde as mudancas observadas no
namero e morfologia dos cromossomos tendem a nedsizteracdes inespecificas entre eles

no nucleo.

Grande parte das informagBes obtidas sobre astedsticas citogenéticas, em
Meliponini, tem sido revelada pelas técnicas dedbarento classicas (Costa et al 1992,
Pompolo e Campos 1995, Brito e Pompolo 1997, Cestal 2004, Barth et al 2005,
Domingues et al 2005, Lopes et al 2008, Duartd 20@9, Martins et al 2009, Krinski et al

2010, Carvalho e Costa 2011, Francini et al 20hek et al 2011, Fernandes et al 2013,

2



Godoy et al 2013, Miranda et al 2013).0 uso de tésnde citogenética molecular tem , nas
ultimas décadas, ampliado as informacfes sobsgratwra cromossomal em abelhas sem-

ferrdo (Fernandes et al 2011, Martins et al 20bBes et al 2014).

Atualmente, o mapeamento de DNA ribossomal e deiésegps repetitivas tém
revelado informacdes sobre a organizacdo do geromdiferentes eucariotos (Cuadrado et
al 2008, Ciofi et al 2011, Cuadrado e Jouve 2&Elalco et al 2013, Palacios-Gimenez e
Cabral-de-Melo 2015) e vem sendo aplicado nos estwdlutivos (Nguyen et al 2011,
Cabral-de-Melo 2011) e na diferenciacdo entre co@moSSOMOS autossdmicos e

supranumerarios em Orthoptera (Milani et al 2014).

Estas ferramentas da citogenética molecular podammais sensiveis para revelar
polimorfismos intra- e interespecificos em orgamisngue apresentam uma constancia no
namero dipléide e pouca variagdo cromossémica wadas pelas técnicas de citogenética
classica, como no caso de abelhas da tribo MelpdMampumbu 2002, Duarte 2009,
Godoy et al 2013). Dentre os marcadores citogargtios genes de rDNAs ribossomais
mapeado nos MeliponiniFriesella schrottkyi Melipona compressipgsNannotrigona
punctata Sacaptotrigona bipunctat, revelaram baixo polimorfismo no nimero deepa
cromossOmicos carregando esses genes entre espeaiessmo género. Porém, diferencas
numeéricas, de posicéo e tamanho desses genesssuantas entre 0os géneros de Meliponini
(Mampumbu 2002, Rocha et al 2002, Brito et al 2066doy 2014). Os trabalhos com
mapeamento de sequéncias microssatélites em abddéistés tribo sdo recentes, contudo
mostram-se promissores em revelar diferencas guiprilacbes e entre os géneros de

Meliponini (Ferreira et al 2015, Novaes et al 20&venzolli et al 2015).

Considerando a diversidade do génkrigona, sua ampla distbuicdo e seus problemas

na sistemética e classificagdo, este estudo teveo ambjetivos (i) verificar se existem



variacbes cromossOmicas entre as populacdes deiespdm ampla distribuicdo, usando
como modelo a espécigigona spinipes(ii) descrever o cariotipo de algumas espécees d
Trigona, e consequentemente, ampliar as informacdes oiktigas para 0 género, e por fim,
(iif) analisar marcadores citogenéticos que pemmitntender as mudancas cariotipicas em

Trigona
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CAPITULO 1: Variacdo intraespecifica revelada pelomapeamento fisico de
sequéncias de DNA repetitivo nos cromossomos da #isesem-ferréo

Trigona spinipes (Hymenoptera, Meliponini)



Resumo

A abelha sem-ferradrigona spinipesapresenta ampla distribuicdo na Ameérica do Sula Ess
espécie causa danos em culturas agricolas o qulevado a reducéao de suas populacdes por
exterminio de col6nias pelos agricultores. Essdéath®m buscou estudar as variacdes
cromossOmicas entre as populacbespinipegor meio de técnicas de bandamento classica,
e 0 mapeamento fisico do gene ribossomal 18S @alz€scia de DNA repetitivo (GA)
Para a preparacdo das laminas foram utilizadosliganterebrais de larvas de 23 colbnias
provenientes das regides Sudeste e Sul do Brasilin@ero cromossémico de spinipedoi
2n=34, sendo um par de cromossomos acrocéntritaimemnte eucromaticos fAe 16 pares
pseudoacrocentricos (A ou seja, com heterocromatina distribuida em wma Hracos
cromossomicos. O gene rDNA 18S foi localizado guatro pares cromossémicos sendo,
trés marcacdes na regido terminal do braco menoraena regido intersticial, logo abaixo da
porcao terminal. Nao foi observada variacdo ensrep@apulacdes quanto ao numero de
cromossomos, distribuicdo da heterocromatina e ralohe pares cromossémicos carregando
o rDNA 18S. O DNA repetitivo (GA} foi mapeado: (i) no braco maior do cromossonfo A
(i) no braco eucromatico de todos cromossomd8seA(iii) no braco heterocromatico de
alguns pares A As populagdes del. spinipes mostraram homogeneidade em suas
caracteristicas citogenéticas, porém foi possiveleofar polimorfismo na marcacdo do
(GA)15 entre algumas delas. O presente trabalho ressaftportancia do uso das técnicas de
citogenética molecular em estudos com populagbesgpe&cies que apresentam baixo

polimorfismo cromossdmico, como as abelhas da ibtiponini.
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Introducao

A abelhaTrigona spinipeqFabricius, 1793pertence a tribo Meliponini, composta
pelas abelhas sem-ferrdo. Esta espécie possui atigitibuicdo, sendo encontrada na
Argentina, Coldombia, Guiana, Paraguai, Peru e rnasiB{Pedro 2014; Camargo e Pedro
2013; Silveira et al 2002). Esta abelha é consitiexan polinizador eficiente em culturas
como a da manga e da acerola (Giannini et al 2@bfietanto nas d@itrus, essas abelhas
pode causar dano as flores prejudicando a formdgdiuto (Silva et al 1997). Devido a esse
hébito, muitos agricultores tentam controlar as fapdies desta espécie através do exterminio

de ninhos, o que reduz suas populagoes.

A reducéo nas populacdes pode acarretar a dimmdgdiversidade genética. Assim,
estudar as populacdes buscando medir e/ou venfisaacdes genéticas sdo importantes para
estratégias de conservacdo e manejo (Stanimird\at 2005, Carvalho e Del-Lama 2015).
Nesse sentido, marcadores moleculares e citogesésido ferramentas que vem sendo
utilizadas em estudos populacionais (Tavares 20@I, Mariano et al 2008).

A citogenética, ao estudar as variacoes e carsiitas cromossdmicas, pode fornecer
informac0des para estudos de filogenia, diversigatixonomia (Duarte et al 2009, Dutrillaux
e Dutrillaux 2013, Menezes et al 2014). Em estudopulacionais, a citogenética tem
revelado polimorfismos que ajudam a entender sobrprocessos evolutivos envolvidos na

diferenciagéo das populagdes (Stanimirovic et ab2Mariano et al 2008, Duarte et al 2009).

Poucas espécies de abelhas foram analisadas @tmgenente a nivel populacional
(Costa et al 1992, Stanimirovic et al 2005, Duattal 2009). Em geral, sdo usados poucos
ninhos, ou poucos individuos, para a descricdoadiotgpo (Krinski et al 2010, Carvalho e
Costa 2011, Miranda et al 2013) e né&o se tem muiflermacdo sobre a variagcédo

cromossOmica tanto dentro da mesma col6nia quamte eoldnias de regidesferentes.
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Atualmente, além das técnicas de citogenética iclsderramentas como o
mapeamento de DNA ribossomais e de sequénciastiregetem revelado informacgdes sobre
a organizacao do genoma em diferentes eucariotosd(@do et al 2008, Ciofi et al 2011,
Cuadrado e Jouve 2011, Kavalco et al 2013, Pal&ioenez e Cabral-de-Melo 2015). A
aplicacdo dessas técnicas de citogenética moleqdde revelar polimorfismos néo
observados pelas citogenética classica em esgp@espresentam uma constancia no nimero
diploide e baixo polimorfismo como no caso de a#elda tribo Meliponini (Mampumbu

2002, Duarte 2009, Godoy et al 2013).

Espécies com ampla distribuicdo, por exemplo, spiniges podem apresentar
variacbes genéticas em diferentes ambientes. Asesre trabalho buscou estudar a
diversidade cromossdmica utilizando como mod@&lo spinipes devido a sua ampla
distribuicdo e ser uma espécie nédo utilizada p@agéo racional. Neste trabalho, citogenética
classica e molecular foram usadas para verificaxgtem variagcdes cromossdmicas e como
estas se distribuem dentro de uma mesma coloni@ asitcoldnias da mesma localidade e

entre ninhos de regides distintas.

Material e Métodos

Foram coletados favos de cria e individuos aduttms um total 23 ninhos de.
spinipes provenientes de nove cidades das regifes SudeStel €o Brasil (Figura 1).
Individuos adultos foram montados e depositadoscalacdo entomoldgica do Apiario
Central da Universidade Federal de Vicosa (UFV)as Golecbes Zooldgicas das UFMG

apos a confirmacao da espécie.

Foram utilizadas cerca de 30 larvas em ultimo instaetadas em cada ninho, para as
preparacdes citogenéticas. O ganglio cerebral da tarva foi retirado e processado de

acordo com Imai et al (1988). As laminas foram dasacom Giemsa 5% durante 15min.
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Para avaliar a localizacéo e distribuicdo da hetenoatina, foi realizada a técnica de
banda C pelo método BSG (hidroxido de bario/citrd¢osodio/Giemsa) segundo Sumner
(1972) com as seguintes modificacdes (tratamemiosHCl por 7min e com Ba(Okid 60°C

por 14min).

Foram considerados quatro niveis (individual, icwkonial, entre colénias da mesma
localidade e entre colbnias de regides distintaa)a pverificar como a diversidade
cromossOmica estava distribuida &mspnipesPara isso, foram analisadas 10 metafases do
mesmo individuo, num segundo momento 10 individieomesma colbnia e 10 individuos da
mesma localidade. Por ultimo uma analise abrangeuttas populacdes. Foram fotografadas
e analisadas, em média, 10 metafases por laminam@moscopio OLYMPUS BX-60
acoplado a um sistema de captura e analise de msla@s cromossomos metafasicos foram

pareados e classificados segundo Imai (1991).

No mapeamento de DNA ribossomal, as sondas pezgi@ de rDNA 18S foram
obtidas por amplificacéo via PCR, utilizando-se osprimers F
(5TCATATGCTTGTCTCAAAGA-3) e R (3-TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC-5),
desenhados para a espécie de abdigona quinquefasciatéPereira 2006). As sondas de
rDNA 18S foram marcadas utilizando-se digoxigenirdUTP (Roche, Mannheim,
Germany) durante a amplificagéo. A reacdo de PCRefdizada em um volume de 25 pL
[tampédo 1X (200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI)],™ pL de MgQd (100 mM), os
dNTps (1,5 pl de dATP, dCTP e dGTP (2uM), 1,5 pPdRpM) e 0,6 uM dUTP-
digoxigenina (2uM), 1,0 uL de cada primer (10uMR @L (2.5 U) de Taq polimerase
(Phoneutria) e 2uL de DNA (100 nd)] de Trigona spinipesias condi¢cdes de amplificacéo
propostas por Pereira (2006). Os procedimentdsilitadizacdoin situ fluorescentg FISH)

foram realizados de acordo com Pinkel et al (19B6Ja a deteccao do sinal, o material foi
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incubado com anti-digoxigenina-rodamina (Roche, iM@im Germany). Ao final as laminas

foram montadas com Antifading contendo DAPI (Flshield com DAPI- SIGMA F6057).

Na localizacdo de sequéncias de DNA repetitivo dtilizada a sonda de di-
oligonucleotideo (GA). Esta sonda foi testada ehnigona spinipesem estudo prévio e se
mostrou promissora para estudos populacioffasreira et al 2015). A sonda microssatélite
foi marcada com Cy3 na extremidade 5’ durante soise pela VBC Biotech ( Vienna,
Austria ). Ao final as laminas foram montadas contifading contendo DAPI (Fluoroshield

com DAPI- SIGMA F6057).

Tanto no mapeamento do rDNA 18S quanto no do (GA)idsram observadas no
minimo de 15 metafases usando um microscopio du@gscéncia OLYMPUS BX-53

aclopado com camera OLYMPUS DRatwareCell Sens.

Resultados e discussao

O cari6tipo deTrigona spinipesnostrou-se muito homogéneo em relacdo ao numero
cromossOmico, quantidade e localizagdo da heter@thom ndo sendo encontrada variacao
entre as metafases de um mesmo individuo, entreithais de uma mesma col6nia e nem

entre colbnias de uma mesma localidade.

O numero dipléide de cromossomosTdespinipedoi 2n=34 (Fig. 2). Dois trabalhos
analisaram essa espécie anteriormente e tambémtemaon o mesmo numero diploide
(Brito e Pompolo 1997, Rocha et al 2003). Outrgeeiss,T. branneri, T.chanchamayoensis,
T. cfr. fuscipennis, T. hyalinata, T. recurf@ocha et al 2003, Costa et al 2004, Fernandes et

al 2013) apresentam o mesmo numero diploide sestdobem conservado dentro do género
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Trigona. A excecédo €T fulviventris que apresenta 2n=32 cromossomos (Domingues et al

2005).

As populacdes deT. spinipes provenientes das nove localidades analisadas
apresentaram férmula cariotipica 2K="2432 A" n&o havendo variacdo morfolégica e na
distribuicdo de heterocromatina entre estas pofeta¢rig 2). No entanto, em comparacao
com as descricdes citogenéticas para a mesma eggadizada nos trabalhos de Brito e
Pompolo (1997) e Rocha et al (2003) algumas dif@®mpodem ser ressaltadas. No presente
trabalho, foi registrada a presenca de um par ol@a@ssomos totalmente eucromaticd)(A
dado coincidente com amostras da regido de Vigd§a, porém Rocha et al (2003) nao
mencionaram esse tipo de cromossomo em amostrd®rarde Vicosa. Esse par pode
corresponder ao segundo par apresentado por agsessaem sua Figura 1, o que torna os
dois caridtipos mais semelhantes. Em outra descriggfogenetica deT. spinipesfoi
encontrado 16 pares de cromossomos metacéntri®ot (e Pompolo 1997), cromossomos
com essa morfologia ndo foi verificada neste estndm em nenhuma outra descri¢cdo para o
géneroTrigona e nem para outros géneros de Meliponini (Rochal &003, Costa et al

2004).

A comparacdo dos cariétipos observados entre @pieslrevelou um padrdo muito
homogéneo em relacdo ao nimero cromossémico, ragidok padrdes de distribuicdo da
heterocromatina e regido 18S rDNA. Em estudos eitéticos, polimorfismos numéricos séo
pouco frequentes em abelhas, e aqueles ja registsadapre estdo relacionados a presenca de
cromossomos supranumemarios (Costa et al 1992 sletpal 2008). Do mesmo modo, sao
raras as variacbes morfolégicas cromossémicas carootece na espéckcaptotrigona
xanthotrichana qual foram relatadas diferencas entre colGgaBahia e de Minas Gerais
(Duarte et al 2009). Em outros Hymenoptera comofoasiigas Dinoponera lucidae

Pachycondyla harpaxo polimorfismo numérico € mais frequente entre apufacoes
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(Mariano et al 2008, Velasco et al 2014). Bmoponera lucidgoolimorfismo numérico (2n=
106-120) foi observado entre as populacdes querarnoao norte do Rio Doce (Norte do
Espirito Santo e Sul da Bahia) e ao sul do rio Dodgsolamento dessas populacdes durante o

o Pleistoceno parece explicar as diferencas obasvagls caridtipo (Mariano et al 2008).

No mapeamento da regido de rDNA 18S foram marcagieatro pares de
cromossomos, em todas as coloniasTdepinipesanalisadas. Trés pares de cromossomos
pseudoacrocentricos marcaram na regiao terminabrdgo menor e um par na regiao
intersticial, logo abaixo da por¢ao terminal (Fey3). Entre as populacdes Tespinipesnao
foram verificados polimorfismos de nimero nem deaiaho dodoci do gene 18S rDNA.
Variacdes no numero de pares carregando a NOR fastos emPartamona heller(Brito et
al 2005) eS. xanthotrichgDuarte et al 2009). Por outro lado €&mesella schrottikyiforam
observadas variagcbes de tamanho das regibes NOR ast populacdes analisadas

(Mambumbu 2002).

Outro tipo de polimorfismo visto em Meliponini fenadiferengas no tamanho dos
bragcos heterocromaticos como observadoRdebeia lucii (Godoy et al 2013). No entanto
essa regido também foi marcada pelo GMugerindo que esta seja a regido organizadora de
nicleo, pois regides CMA em geral coincidem, com as regides NOR (Brit@le2005).
Dessa forma o polimorfismo mais freqiiente em alsettzatribo Meliponini até o momento

foram referentes a variagOes nas regioes de rDNA.

A sonda de DNA repetitivo (GA) marcou na grande maioria regides de eucromatina
(Fig 4 a-i), sendo distribuida da seguinte formjanf braco maior do par cromossémico
eucromatico (A (ii) no braco eucromatico de todos os cromossopsesidoacrocéntricos
(A™ e (iii) no braco heterocromatico de alguns p#&@€s nas col6nias de Raul Soares (Fig 4

b, pares 2 e 3) e de Ribeirdo Preto (Fig 4 h,sparé, 10 e 14).
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As regifes de heterocromatina sao regides ricaPMm repetitivo e seria esperado
que a sequéncia (GA)estivesse distribuida nessa regido como vistoestelrados (Ciofi et
al 2010). No entanto, o mapeamento fisico dessaése@ repetitiva em insetos tem
apresentando um padrdo diferente, ndo sendo eadantlacdo deste microssatélite com as
regides de heterocromatina. A heterocromatina neéocgs de OrthopteraAbracris
flavolineata se distribui em apenas um dos bracoes cromosséro@us acontece en.
spinipes Neste Orthoptera, o sinal da sonda ({gAsteve distribuido ao longo do braco
eucromatico (Milani et al 2014), assim como o veaidio neste estudo em spinipesOutros
trabalhos em abelhas dos géndvimipona(Travenzolli et al 2015)Nannotrigona puctata
Scaptotrigona bipunctatgNovaes et al 2015) também verificaram a disic#o do
microssatélite (GA) nas regides de eucromatina. EBmflavolineataos autores sugeriram
que elementos transponiveis da famMariner estejam relacionados com a distribuicdo
dessas sequencia na eucromatina (Milani et al 2@lémentos transponiveis da familia
Mariner também ja foram identificados em abelhas (Lampal &003) podendo contribuir

para o espalhamento dessas sequéncias nesses Higreenop

Dentre as técnicas analisadas, apenas o mapeaniergonda de (GAy revelou
diferencas entre as colonias Tespinipegprovenientes de diferentes localidades. Na maioria
das localidades as marcacdes pelo (@8¢guiram o padréo geral observado (Fig 4 a, c-d,f-
g,i), com marcacfes na eucromatina. Nas colbniaRalé¢ Soares, Zona da Mata Mineira,
além dessas marcagfes, o microssatélite {38jam mapeados nas extremidades dos bracos
heterocromaticos nos pares 2 e 3 (Fig 4 b). Comdaraom os resultados da técnica de

banda C, essa regido ndo apresenta por¢oes euicas(&ig 2 b).

Uma das coldnias coletadas em areas do Norte dasMfig. 4 e) a marcagdo nas
regides de eucromatina ndo formou um bloco homagé&oeno visto em outras colonias,

podendo ser vistas bandas no segundo par de cromossNos individuos provenientes de
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Ribeirdo Preto todos os pares cromossémicos forancatos na regido eucromatica. Além
disso, os pares 7, 9,10 e 14 apresentaram marcagepgorcao terminal do braco
heterocromatico (Fig. 4 h). Nessa populacdo o flaadresentou marcacdes terminais em
ambas as extremidades e 0 bragco eucromatico némtédmente marcado (Fig 4 h), um
padrdo ndo visto nas outras colbnias. Nas amosiea$alotina, oeste do Parana, foi
observado bandas menos conspicuas nos pares 2de drbmossomos e sinal restrito a
porcao terminal do braco eucromatico nos pares 18 @ig. 4 i). As variagcdes observadas
entre as populacdes de spinipespermitem caracterizar as populacdes e indicamag@s
genéticas locais sendo pouco influenciadas petadn¢éo de colbnias nessas areas, Ppois

spinipesndo € manejada para a criacao racional.

Em geral, poucas variacoes intra-especificas tdmadservadas nos Meliponini e, a
maioria delas se referem ao numero de cromossoexidoda presenca de cromossomos
extras (Costa et al, 1992, Lopes et al., 2008;hBatral. 2011), numero de NOR (Duarte et al.,
2009) ou tamanho de NOR (Mampumbu, 2002, Krinskale2010). Possiveis explicacdes
seriam uma baixa variabilidade ou baixa resolucés técnicas aplicadas. No caso das
abelhas sem ferrdo, entretanto, parece ser neicesgizar técnicas que revelem mais
detalhes da constituicdo cromossdmica para diferepopulagbes e até mesmo algumas
espécies (Lopes et al 2014) como observado nestgoesom as variagdes na localizacao da

sequéncia repetitiva (Gfgentre populacoes.

Embora ndo tenham sido amostradas populacdes aw Ide toda a area de
distribuicdo deT. spinipes as colbnias analisadas abrangeram uma regidoaamp
apresentam variagbes ambientais tanto em relagétittde como a temperatura. Mesmo
assim, para a maioria das caracteristicas citogasétnao foram vistos polimorfismos. O

presente trabalho ressalta a importancia de setésaicas de citogenética molecular em

18



estudos com populacbes de espécies que apreseatam gwlimorfismo cromossémico,

como as abelhas da tribo Meliponini.
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Figura 3. Mapeamento do DNA ribossomal 18S nas nove popatadelrigona (a) Mutum /MG, (b) Raul Soares /MG, (c)
Vicosa /MG, (d) Florestal /MG, (e) Bocailva /MG) Janauba /MG, (g) Januaria /MG, (h) Ribeirdo P88, (i) Palotina, PR.
Barras: 5un
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CAPITULO 2: Citogenética comparativa de cinco espées do género

Trigona Jurine 1807 (Hymenoptera, Meliponini)
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Resumo

A citogenética comparativa permite através de deamicas de bandamento classica e
molecular entender sobre a evolucdo do genoma\ersds organismos. Assim, neste estudo
foi feita uma descricéo citogenética de cinco esgéio génerdrigona (Trigona pallens, T.
williana, T. hypogea, T. truculenta Trigona sp. grupo fuscipenni¥ numa abordagem
comparativa entre elas . Todas as espécies apem®nd numero cromossodmico 2n=34 e um
dos bracos cromossOmicos heterocromatico na maidce pdos cromossomod.rigona
pallens, T. williana,e T. truculentaapresentaram cromossomos acrocéntricos totalmente
eucromaticos, também encontrados em outras espiEcgEnero. Essa morfologia foi ausente
em Trigona spl grupo fuscipennis e T. hypogeaO sitios de rDNA 18S variaram entre as
espécies sendo localizados em um a quatro paresossémicos. Porém, em todas as
espécies essa regido esteve presente no bracocheteatico. Tanto o numero diploide
quanto a distribuicdo da heterocromatina foi senméhao encontrado para outras espécies
do género descritas citogeneticamente reforcanumneogeneidade dessas caracteristicas no
género. Por outro lado o posicionamento do geneArB&tiou entre as espécies constituindo
um marcador promissor para o entendimento da edolap caridtipo enfrigona e em

outros Meliponini.
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Introducao

As abelhas sem-ferrdo do géndmigonaque ocorrem na regido Neotropical formam
um grupo monofilético (Costa et al 2003, Rasmussédameron 2009 ). No Brasil, o género
possui uma ampla distribuicdo abrangendo quase a@otsritério nacional (Silveira et al
2002). As espécies do género sao consideradasizaoloras de culturas como manga e
acerola, e de plantas nativas (Nogueira-Couto ar®@@000, Lattaro e Malerbo-Souza 2006,
Giannini et al 2014), embora em culturasGius, essas abelhas possam causar injurias nas
flores (Silva et al 1997).

Estudos citogenéticos tém sido usados como fertameara o entendimento da
filogenia, mecanismos de especiacao e diferencis populacdes em diversos grupos de
Hymenoptera (Pompolo e Takahashi 1986, Duarte €08B, Menezes et al 2014). A
citogenética comparativa pode auxiliar no entendimelas relacdes entre as espécies do
género Trigona complementando os estudos de filogenia do grupsedndo nas
caracteristicas cromossémicas das diferentes espéci

S&o reconhecidas 32 espécies para o género (Camatgdro 2013, Pedro 2014) e
destas, apenas sete apresentam algum registreratogp: Trigona recursaSmith, 1863
Trigona aff. fuscipennis Friese, 1900 Trigona fulviventris Guérin, 1844 Trigona
chanchamayoensiSchwarz, 1948Trigona branneriCockerell, 1912 Trigona spinipese
Trigona hyalinata(Rocha et al 2003; Costa et al 2004; Domingued 2005). As espécies do
género apresentam um numero diploide igual a 3mmassomos, exceto em fulviventris
(2n=32) (Domingues et al 2005).

Nas ultimas décadas, o mapeamento fisico dos genbslA ribossomal (rDNA) tem
sido bastante aplicado em estudos sobre a evoldgécariotipo em diversas ordens de
insetos: Coleoptera (Cabral-de-Melo et al 2010; @late-Melo et al 2011a,b), Diptera (

Rafael et al 2003, 2006), Orthoptera (Cabreto &0aB , Grzywacz et al 2014), Hemiptera
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(Nokkala et al 2007; Grozeva et al 2011), Lepidapi@&guyen et al 2010). Nas abelhas da
tribo Meliponini foram realizados estudos de |lazatigo fisica do rDNAS apenas nas espécies
de Friesella schrottkyi(Mampumbu 2002) Melipona compressipegRocha et al 2002),
Partamona helleri e Partamona seridoensigBrito et al 2005),Nannotrigona puctata
Paratamonasp. e Scaptotrigona bipuctat§Godoy 2014) sendo 0s outros géneros pouco
estudados, incluindo o génerdgona

As informacgbes disponiveis sobre a citogenética efgmecies ddrigona tém se
apoiado em descri¢cdes e técnicas de bandamentibogangtica classica (Brito e Pompolo
1997, Rocha et al 2003, Cogthal 2004; Domingues et al 2005). As informadoesecidas
por esses meétodos ndo permitiram esclarecer omdmrteom clareza as relacdes entre 0s
grupos de espécies do género. Dessa forma, a gleandda citogenética molecular, como o
mapeamento fisico de genes pela técnica de hiagéan situ fluorescente (FISH), pode
incrementar as informacdes citogenéticas até o mmméisponiveis para as espécies do

género.

A andlise comparativa dos resultados obtidos gétascas de bandamentos classicas
e do mapeamento de genes ribossomais tem fornedwmionacbes sobre a organizagao e
evolucdo do genoma em diversos organismos auxdiandestudos de filogenia e sistematica
(Loreto et al 2008, Cabral-de-Melo et al 2010, $ugpig et al 2013, Grywacz et al 2014).
Com esse intuito, este estudo descreveu e compdrauvés de técnicas de citogenética

classica e molecular cinco espécieddgonade ocorréncias no Brasil.

Material e Métodos

Neste estudo foram utilizadas as seguintes espétCiepallens, T. williana,T.

hypogea, T. truculentacoletadas no municipio de Altamira- Para (3°22'18,99'S /
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51°56'25,74” W), Trigona sp. grupo fuscipenni% proveniente de Florestal- Minas Gerais
(21° 10" 40" S /47° 48" 36" WYPs individuos adultos foram montados, identificaget
prof. Fernando Silveira da Universidade FederaMd®as Gerais (UFMG) e depositados na
colecdo do Museu Regional de Entomologia da Undade Federal de Vigcosa (Apiario
Central/UFV) e na Colecao Zoologica da Universidedderal de Minas Gerais (UFMG). Os
nameros de registro dos espécimes encontram-sdela tl.

Cromossomos metafasicos foram obtidos a partigalgglio cerebral de 30 larvas
pos-defecantes de cada espécie e processadosrde eom a técnica desenvolvida por Imai
et al (1988). A coloracédo convencional foi realzadm Giemsa 5%. A heterocromatina foi
identificada pela técnica de bandamento C desemapor Sumner (1972) com as seguintes
modificacbes (tratamentos com 0,2M HCI por 6 mirb® Ba (OH) a 60 °C por 14 min).
Foram analisadas, em meédia, 15 metafases por l&anmnenicroscépio OLYMPUS BX-60
acoplado a um sistema de captura e analise de msla@s cromossomos metafasicos foram
pareados e classificados baseando na localizacAetel@cromatina, como sugerido por Imai
(1991).

As sondas das regidbes de rDNA 18S foram obtidas gpoplificagdo via PCR,
utilizando-se os pirmers F(5'-GTCATATGCTTGTCTCAAAGA -3') e R(3-
TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC -5"), desenhados para a ésfe de abelhdVielipona
quinquefasciata(Pereira 2006). As sondas de rDNA 18S foram masadtilizando-se
digoxigenin-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) dtea a amplificagdo. Os
procedimentos do FISH foram realizados de acordo Rmkel et al (1986). Para a deteccao
do sinal, o material foi incubado com antidigoxigearodamina (Roche, Mennheim
Germany). Ao final as laminas foram montadas coriféding contendo DAPI (Fluoroshield
com DAPI- SIGMA F6057). Foram analisadas, em métiametafases por [amina em um

fotomicroscopio de epifluorescéncia OLYMPUS BX-53.
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Resultados e Discussao

O numero cromossdmico observado nas espéaigena hypogea, T. pallens, T.
truculenta, T. willianae Trigona sp. grupo fuscipennis foi 0 mesmo, 2n=34 (Figs 1 e 2).
Assim como visto em varios géneros da tribo Melippro nimero cromossdmico parece ser
constante para as seis espécie$rigona descritas citogeneticamente na literatura (Rocha et
al 2002, Costa et al 2004, Fernandes et al 2018hi¢a excec¢do no génerd efulviventris
2n=32, em que a reducdo do numero diploide sesialteelo de uma fusdo cromossémica
(Domingues et al. 2005). A constancia do numerdoitlp tem sido observada para os
génerosFrieseomelitta,2n=30 (Rocha et al 2003, Carvalho e Costa 203a&3ptotrigona,
2n=34 (Rocha et al 2003, Duarte et al 200Plebeia,2n= 34 (Rocha et al 2003, Godoy et al
2013). Diferencas numéricas foram encontrada®arramona(Costa et al 1992Martins et
al 2009),Melipona (Lopes et al 2008) &etragoniscaBarth et al 2011), no entanto, estas
diferencas estavam relacionadas a presenca de £somos supranumerarios. No género
Meliponga além da presenca de cromossomos Bs, uma variagdaimero diploide foi
encontrada para a espéebelipona seminigra merrillagFrancini et al 2011).

Com base no padrao de distribuicdo da heterocromats cromossomos das cinco
espécies foram majoritariamente pseudoacrocéntreoseja, um dos bragcos cromossémicos
é totalmente heterocromatico (Fig. 1). Na tabelesth indicada a formula cariotipica das
espécies deste estudo. Os tipos cromossomicosfrecagncias encontradas nas espécies
foram 81% pseudoacrocéntricos "jA 8% pseudoacrocéntricos com heterocromatina na
regido centromérica, (K), seguido de 6% de cromossomos acrocéntricos (AYcede
acrocéntricos totalmente eucromaticos)(AEm T. pallense T. williana foi observada
coloracdo mais forte em alguns pares (Rig 1 f-g). A principal hipétese sobre evolucio
cariotipica do grupo sugere eventos de fissédo icanseguidas de crescimenia tanden”

da heterocromatina como forma de estabilizar @a8esdeloméricas resultantes dessas fissdes
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(Imai et al 1988), o que justificaria a predomiriante cromossomos dos tipo§' A A™ no
caridtipo de varios géneros das abelhas da triblipbfeni (Rocha et al 2003, Godoy et al
2013).

As espécied. pallens e T. willianapresentaram um par AFig. 1f, g) enquantd.
truculenta dois pares (Fig. 1 j). Cariétipos com a morfotodf foram registrados para outras
espécies do génerd: chanchamayoensis. fulviventris T. recursaT. brannerj T. hyalinata
e T. spinipes(Brito e Pompolo 1997, Costa et al 2004, Domingeteal 2005, Ferreira et al
2015), o que sugere uma homologia desse cromossntr®as espécies do générgona
(Costa et al 2004)Trigona hypogea Trigona spl grupo‘fuscipennis” ndo apresentaram
cromossomos A(Fig.1 h,i). Dentre a3rigonas estudadas essas duas espécies apresentam
habitos alimentares diferenciados das demais. A&cesd. hypogeajuntamente conil.
crassipes T. necrophilaestocam proteina animal que € utilizada na aliagéat das larvas,
ao contrario das outras espécies do género quéarolpdlen (Camargo e Roubik 1991,
Mateus e Noll 2004). As espécies do grufwscipennis coletam secre¢fes acucaradas
excretadas por insetos da ordem Hemiptera (Carvab@4). Outras abelhas da tribo
Meliponini e outras espécies @egonatambém apresentam essa interacdo mutualistica, mas
de forma facultativa enquanto nas espécies do gffymcipennis” essa interagdo é
obrigatéria (Carvalho 2004, Rasmussen e Camarg8,2Dfa et al 2009). Tanto os habitos
alimentares quanto as diferencas dos dados citbgen&mT. hypogea e Trigonap. grupo
“fuscipennis”corroboram com a proposta filogenética que coloeases grupos em clados
diferentes das demais espécies do género (Rasmasseammargo 2008, Rasmussen e
Camerom 2010) sugerindo modos diferentes de elgamde heterocromatina.

O caridtipo da espécikrigona. spgrupo ‘fuscipennis”foi semelhante, ao encontrado
para outra espécie do grupo descrita para o estadblinas Gerais. As duas espécies

assemelham-se, tanto em ndamero quanto morfologimagsdmica, embora haja uma
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distancia de cerca de 600 km entre os locais d#acdDs dados citogenéticos deste trabalho
sugerem se tratar da mesma espécie encontradagloa Bt al (2003). O grupduscipennis
constitui um conjunto de espécies ainda ndo dascrisendo consideradas coriio
fuscipennisapenas os espécimes com distribuicdo do Méxiaesie do Equador (Camargo e
Pedro 2013). No entanto, existem espécies de owiarém outros paises da América do Sul
que fazem parte desse grupo (Camargo e Pedro 2D&8e modo uma revisdo taxonémica
do grupo torna-se necessaria para entender aéeslagste complexo de espécies.

As informacfes sobre mapeamento fisico da regi@dAr[l8S nas espécies de
Trigona deste estudo e em outras abelhas da tribo Mefipdigponiveis na literatura estao
resumidos na Tabela 2. Tanto €migona quanto nos outros Meliponini encontramos
variacbes no numero e na localizacao das marcaedd3NA 18S (Tabela 2T. pallenseT.
williana (Fig. 2 a, b) apresentaram apenas um par de csom@s marcado na regiao
intersticial do braco curto do par cromossémitohypogea Trigonasp grupo fuscipennis
tiveram dois pares marcados sendo um par na regtécsticial e outro par na regiao
subterminal (Fig. 2c,d) e, e truculentaquatro pares foram marcados, sendo dois na regiao
intersticial e dois na regiao subterminal (Fig 2e).

O gene rDNA 18S mapeado nos Meliponikriesella schrottkyi Melipona
compressipes Nannotrigona punctata Sacaptotrigona bipunctat (Maffei et al 2001,
Mampumbu e Pompolo 2000, Rocha et al 2002, Brit@le2005, Godoy 2014) mostra
distribuicdo na regido terminal do braco longo empar de cromossomos. Nas espécies do
géneroPartamona o numero de pares marcados varia de um a qeamdp que em todos 0s
casos odoci rDNA estéo localizados na regido terminal do bregmmossémico longo. As
espécies dé@rigona no entanto, apesar de apresentarem o mesmo ndiptrigle mostram
variacdo no numero e na localizacdo dos genes N@ anto entre as espécies do género

quanto em comparacao com outros Meliponini. A iaegbio do gene rDNA 18S proximo a
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regides de heterocromatina foi registrada paraasuirdens de insetos sendo sugerido que a
acdo elementos transponiveis, a recombinacdo eatd@issas regides de heterocromatina
poderiam explicar o espalhamento dosi rDNA sem alteracdo do namero cromossémico

(Nguyen et al 2010, Cabral-de-Melo 2011, Grzywdcd 2014).

Este estudo além de ampliar as informacdes cittigasélo génerdrigona, reforca a
homogeneidade das espécies em relacdo ao conjuptoided e a distribuicdo da
heterocromatina. A variacéo interespecifica erredatno mapeamento do gene ribossomal e
a associacdo desse gene as regides de heterooamegsaltam a importancia dos rDNA
como marcadores citogenéticos no entendimento dagiado cariotipo no génefiaigona

e em outros Meliponini.
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Tabela 1 Morfologia cromossémica e numero de registrainao espécies do génefagona Tipo de cromossomos segundo Imai (1991):
acrocéntrico , & acrocentrico totalmente eucromatico§; pseudoacrocéntricos,”& pseudoacrocéntrico com cromatina pericentromérica

Espécies Morfologia Cromossémicas Numero de reygistr
2n A° A A" A™
T. pallens 34 2 - 32 - UFMG-IHY-1403740
T.williana 34 2 2 30 - UFMG-IHY-1403739
T. hypogea 34 - 2 24 8 UFMG-IHY-1403738
T. truculenta 34 4 - 24 6 UFMG-IHY-1403736
Trigonasp. grupo fuscipenni% 34 - 4 30 - -
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Tabela 2 Mapeamento do rDNA 18S nas espécies de abelhagdvieli. S&o mostrados o niumero de pares portargéme e localizacao do

rDNA 18S.

Espécies

NUmero de pares cromossdmico
contendo rDNA

Localizacdo no cromossomo do rDNA

Referéncias

Friesella schrottkyi
Melipona compressipes
Nannotrigona punctata

Partamona helleri
Partamona seridoensis

Partamonasp.
Plebeiasp.
Sacaptotrigona bipunctata
Trigona truculenta
Trigona hypogea
Trigona pallens
Trigonasp."fucipennis" grupc
Trigona spinipes
Trigona williana

R AN R NDNRRPRPRPRPRDMNYRPRR

intersticial/ por¢cao subtelomerica do braco hetenmético Mampumbu 2002

porcao terminal do braco longo
porcao terminal do braco heterocromatico
posicéo terminal do braco longo
posicéo terminal do braco longo
posicao terminal do brago heterocromético
par metacéntrico
posicao terminal do braco heterocromético
intersticial/ porcao subterminal do braco hetesowtico
intersticial/ porcao subterminal do braco hetesowtico
posicao intersticial do braco heterocromatico
intersticial/ por¢éo subterminal do braco hetesottico

D

Rocha et al 2002
Godoy 2014
Brito et al 2005
Brito et al 2005
Godoy 2014

Maffeit et al 2001

Godoy 2014
neste estudo
neste estudo
neste estudo
neste estudo

intersticial/ por¢cao subterminal do braco heteso@tico Ferreira et al 201

posicao intersticial do braco heterocromatico

neste estudo
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Figura 1. Carittipo das cinco espécies tiergona segundo coloracdo convencional (a-e) e
submentidos ao bandamento C (ffjligona pallenga-f), T. williana (b-g), T. hypogedc-h),
Trigona sp grupo fuscipenni$ (d-i) e T. truculenta(e-j). Morfologia dos cromossomos
segundo Imai (1991): acrocéntrico totalmente euétmm (A%, acrocéntrico (A),
pseudoacrocentrico (A e pseudoacrocéntrico com heterocromatina permaérica (A™).

O arteriscos (*) indicam regifes mais fortementedas pela banda C nas espétigsallens

e T. williana em alguns pares"A As setas indicam a regido centromérica dos creamoss

A™,
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Figura 2. Mapeamento do DNA ribossomal 18S nas cinco espé@glrigona (a) T. pallens
(b) T. williana (c) T. hypogead), Trigona sp grupo fuscipenni¥ (e) T. truculenta Barras:

Spm.
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CAPITULO 3: Heterocromatina, organiza¢do cromossombdo rDNA
18S e de sequéncia de DNA repetitivo: marcadoredamenéticos para o

estudo de evolucao cariotipica do géneitrigona Jurine, 1807
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Resumo

As propostas de filogenia molecular posicionam reg&Trigona como grupo-
irmao deCephalotrigonag separam as espéciesTldgonaem dois grupos, A e B. As
informacdes citogenéticas disponiveis para o géfdeiona mostram um numero
diploide constante (2n=34). Este estudo relaciom®caracteristicas citogenéticas do
géneroTrigona com as propostas de filogenia, buscando marcaddaggenético que
permitissem inferir sobre a evolugcdo cromossOmicarrwlas do género. Foram
medidas as quantidades de heterocromatina e mapeadgne ribossomal 18S e
sequéncia de DNA reptitivo (GA)nas espécies derigona As espécies do género
compartilham um cromossomo acrocéntrico totalmeateromatico (8 e a
distribuicdo do microssatélite (GA)somente no braco maior do paf reforca a
hipétese de homologia deste cromossomo entre &lgaantidade de heterocromatina
foi diferente entre os grupos, nas espécies dooghy@ proporcdo de heterocromatina
foi inferior a 30% { =24,27 +1,62%) e no grupo B, os valores foram sopEs a isso
("= 30,46 +4,34%). O mapeamento do gene rDNA 18Snmmostariacbes na posicao e
no numero de marcacdes (1 a 4 pares marcados)mpacacao entre os marcadores
citogenéticos avaliados entre os génefephalotrigonae os dois grupos dérigona
sugere um processo de eliminacdo da heterocronmatir@vendo as regides NOR. Nas
espécies que compdem o grupo A, esta hipétesercadh pela menor quantidade de
heterocromatina e apenas um par portando a red. Em contrapartida, as espécies
incluidas no grupo B apresentam diferencas nasecatecas citogenéticas (quantidades
de heterocromatina, presenca do cromossonioe Avariagdes no nldmero desse
cromossomoentre populacbes e entre as espéciemcOex no numero e no
posicionamento da regido NOR) e, sdo mais semathastcaracteristicas citogeneticas

registradas par&ephalotrigona.
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Introducao

Segundo Michener (2000), o géndmigona lato sensé um dos maiores e mais
amplamente distribuidos taxons de Meliponini. Bdeeam caracteres morfologicos
esse autor agrupa no géndrigonas.l. tanto as espécies da regido Neotropical quanto
as da regido Indo-Malasia/Australiana.

Rasmussem e Cameron (2007) utilizando dados malesuke ampliando o
namero de espécies amostradas na regiao Neotrancaleus trabalhos de filogenia,
mostraram quelrigona s.l. ndo forma um grupo monofilético como sugerido por
Michener (2000). Esses autores sugerem considenao goertencente ao género
Trigona apenas as espécies da regido Neotropical, quesponde darigona stricto
sensude Michener (2000) As propostas de filogenia molecular usando ganekeares
e mitocondriais posicionam o0 génefoigona como grupo-irmao d€ephalotrigona
(Rasmusen et al 2010) e separam as espéciesgdma s.sem dois grandes grupos que
eles denominaram de A e B (Rasmusen e Camargo.2008)

Atualmente sédo reconhecidas 32 espécies pagana s.s.(Camargo e Pedro
2013). No Brasil, o género possui uma ampla disgém abrangendo quase todo o
territdrio nacional (Silveira et al. 2002) e swespécies compartilham entre outros
caracteres morfolégicos, a presenca de mandibmaqu@tro ou cinco dentes e uma
area sedosa na porcao interna do basitarso pos(sticnener, 2000; Silveira et al
2002).

Os estudos citogenéticos de varias espécies dbaabeh tribo Meliponini, na
qual esta inserido o génefigigona apontam a fissdo como o principal mecanismo
atuante na evolucdo do caridtipo das espécies dabsa(Rocha et al 2003). As

informacgBes citogenéticas disponiveis para o géfeigona mostram um numero
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diploide constante (2n=34) no género (Rocha e0@B2Costa et al 2004, Ferreira et al
2015 capitulo 2), variacdo no numero de cromossdimiosegistrada apenas pafa
fulviventris 2n=32 (Domingues et al. 2005). As espécies aer@écompartilham um
cromossomo acrocéntrico totalmente eucromatico téCes al 2004, Ferreira 2015
capitulo 2).Cromossomos com esta morfologia ndanfiomencionados em descri¢coes
citogenéticas em outros géneros de abelhas daNtddponini. Esse fato sugere uma
homologia deste cromossomo no génkigona(Costa et al 2004).

As técnicas de bandamento classicas e a localizEE@®nes ribossomais pela
técnica de hibridacédion situ fluorescente tém sido usadas como ferramentarpaetar
rearranjos cromossémicos entre as espécies, psadenento dos mecanismos de
especiacao e das relacdes filogenéticas em diverdass de insetos (Noor et al 2001,
Brown et al 2004, Cabral-de-Melo et al 2010, Ngugtal 2010, Menezes et al 2013).

Assim, este estudo relacionou as caracteristidageriéticas encontradas no
géneroTrigona com as propostas de filogenia, buscando marcaddoggenéticos que

permitam inferir sobre a evolugdo cromossomicara@amneste género.

Material e Métodos

Neste estudo, foram reunidas informacfes sobrarasteristicas citogenéticas
das espécies do géndrogonadisponiveis na literatura (Tabela 1). Neste estadam
incluidas ainda amostras das populacdes das espéaeursae T. hyalinata(Tab. 1).
Foram usados trés parametros para avaliar a relagie as espécies do género (i)
distribuicdo e quantidade de heterocromatina,ldgéplizacdo e niumero de marcacoes

para o rDNA 18S e (iii) distribuicdo do microssae(GA)15.

As espécies para as quais ndo existiam dadosrta K3 esta foi feita segundo

Summer (1972) com modificagbes (Tab. 2). Para avak a heterocromatina presente

48



nos cromossomo de. pallense T. williana apresentava constituicao diferencial, como
mencionado por Ferreira (2015, capitulo 2), ali@eacnos tempos de depurinacdo e

hidrolise foram feitas na técnica de banda C (taBgl

A partir dos resultados de banda C, foi calculageoporcao de heterocromatina
nos cromossomos das espécies. A quantidade dendrermatina foi medida com o
programa Image ProPlus®. Para isso, foi medidaa tatal de todos os cromossomos
(C). O mesmo foi feito para a area ocupada pekrt@bmatina (H) evidenciada pela
técnica de banda C. Em seguida foi calculada aopgép de heterocromatina no
cari6tipo das espécies através da féormula: Ph €1H.100, onde Ph representa a
propor¢cdo ocupada pela heterocromatina, H a anepada pela heterocromatina em

todos os cromossomos e C a area total de todosm®ESOMOS.

Para as andlises estatisticas, os dados expressoporentagens foram
transformados em raiz quadrada do arcosseno cogeoido por Zar (2010). Todos o0s
dados foram testados quanto a normalidade pele t€stmogorov-Smirnov. Foi
realizado um Teste T para avaliar se quantidadeeterocromatina era diferente entre
esses grupos A e B segundo divisdo de Rasmussamar@b (2008). Para o teste foi

adotado o nivel de significancia de 95% (Zar 2010).
Mapaeamento ddNA 18S

As sondas das regides de rDNA 18S foram obtidasapmlificacdo via PCR,
utilizando-se os pirmers F(5’-GTCATATGCTTGTCTCAAAGA-3) e R(3-
TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC -5’), desenhados para a ésje de abelha
Melipona quinquefasciatéPereira 2006). As sondas de rDNA 18S foram masad

utilizando-se digoxigenin-11-dUTP (Roche, Mannheingermany) durante a
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amplificacdo. A reacédo de PCR foi realizada dedwaom Ferreira (2015 capitulo 1)

nas condicdes de amplificacdo propostas por PEREOGH).

Os procedimentos da FISH (Hibridizagaositu fluorescente) foram realizados
de acordo com Pinkel et al (1986). Para a detedg&mnal, o material foi incubado com
anti-digoxigenina-rodamina (Roche, Mennheim GermaAy final as laminas foram
montadas com Antifading contendo DAPI (Fluoroshiettn DAPI- SIGMA F6057).
Foram analisadas, em média, 15 metafases por laemmaim fotomicroscépio de

epifluorescéncia OLYMPUS BX-53 e software CellSBisensions.

Microssatélites

Foi usada a sonda de di-oligonucleotideo (&A3 sonda do microssatélite foi
marcado com Cy3 na extremidade 5 durante suassimgela VBC Biotech (Vienna,
Austria). Ao final as laminas foram montadas comtifading contendo DAPI
(Fluoroshield com DAPI- SIGMA F6057). No minimo de5 metéfases foram
observadas usando um microscépio Olympus BX 53kpadas com filtros WU (330-
385nm) para DAPI e WG (510-550nm) para Cy3 com canraonocromarica e

software CellSens Dimensions.

Resultados

O numero dipléide foi constante entre as espécieggé&ltero, 2n=34. As
férmulas cariotipicas obtidas nas espécies contaaplneste estudo e literatura estéao
descritas na tabela 1. As espécieshyalinatae T. recursaavaliadas neste estudo
apresentaram diferencas em relacdo aos dadosedsura (Tab. 1)T. hyalinatando

apresentou cromossomos eucromaticos (Fig 1 a) ais pram registrados na maioria
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das espécies ddrigona avaliadas ate momentol. recursa apresentou dois
Cromossomos acrocéntricos totalmente eucromaticos dois pares de cromossomos
pseudoacrocéntricos com heterocromatina pericegnioay A™ (fig. 1b).

As principais morfologias cromossdémicas encontradas espécies foram
acrocéntricos (A), acrocéntricos totalmente euctmms (A, pseudoacrocéntricos
(A™), pseudoacrocéntricos com heterocromatina permadtica (&™), metacéntricos
(M), metacéntricos totalmente heterocromatico (M Os principais tipos
cromossomicos foram do grupo acrocéntrico8 (A, A™ e A°) e representaram 93%
das morfologias encontradas, 7% s&o representamtosrgmossomos do grupo dos
metacéntricos (M). Os cromossomos do tipd A72%) e A (15%) sdo 0s mais
frequéntes entre as espéciesTdigona Cromossomos A(4%) foram observados na
maioria das espécies do género excetuando nas ieEspBtGgona Sp. grupo
“fuscipenni§ T. hypogedFerreira 2015 capitulo 2) B hyalinatadeste estudo.

As espéciesT. pallens e T. williana apresentaram padrdes diferentes de
heterocromatina revelados pela técnica de bandaméntquando esta foi feita
utilizando-se tempos diferentes em cada etapa [@&bEig. 2). Tempos maiores nas
etapas de depurinacdo e hidrélise deste DNA deplainavelaram marcagées mais
fortes em apenas alguns cromossomos e tambémiéa oegtromérica. (Fig 2b-c,e-f),
nao sendo visto o padrdo de cromossomos pseudatroogé comumente encontrados.
Nas demais espécies estudadas, mudancas nos teesgas etapas da técnica de banda
C nao revelaram diferencas na heterocromatinagigl).

Considerando a proposta filogenética sugerida psnfisen e Camargo (2008),
as espécies analisadas no presente trabalho fayaupaalas da seguinte forma: no
grupo A, as espéciek chachamayoensis. williana, T. pallense T. fulfiventris e no

grupo B as espécids recursaT. hypogeaT. brannerj T. spinipesT. hyalinata, T.sp.
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grupo ‘fuscipennis’e T. truculenta No grupo A os valores de heterocromatina foram
inferiores a 30%'(=24,27 £1,62%) e no grupo B, os valores foram sapes a iSSo
("= 30,46 +4,34%). Pelo teste T esses dois gruposigadicativamente diferentes em
relacdo a quantidade de heterocromatina (t= -2ifA3;3; p<0,05).

O mapeamento do gene rDNA 18S mostrou variacogmsigdo e no numero
de marcacdes. As espécibspallense T. williana apresentaram marcac¢des na regido
intersticial do brago curto em apenas um par demgssomos (Fig. 3 a, b). hypogeae
Trigona sp grupo fuscipennis tiveram dois pares marcados, sendo um par na@agegi
intersticial e outro par na regido subterminal (Bg-d). Nas espéciek recursae T.
hyalinata o0 gene rDNA 18S foi mapeado em trés pares, semdgoar na regiao
intersticial e em dois pares na regido subteloraé braco heterocromatico (Fig. 3e-
f). Em T. spinipesforam marcados um par na regido intersticial & p@es na regiao
subterminal (Fig 3g). A espécie truculentaapresentou quatro pares marcados sendo
dois na regiéo intersticial e dois na regiao subieal (Fig 3h).

De modo geral, nas espécies o sinal produzidogmelda (GA)s foi observado,
preferencialmente, em regides eucromaticas (Figsdhdo distribuido da seguinte
forma: (i) no braco maior do par cromossdmico emdtico (A), (i) no braco
eucromatico de todos os cromossomos pseudoacrico&nfA™) e, (iii) disperso no
braco heterocromatico de. pallensdos pares 3, 8 e 9 (Figura 4&). hypogeanao

apresentou marcacoes para a sonda {§5A)

Discussao

Avaliacdo das caracteristicas citogenétcas
As diferentes espécies do génefoigona apresentam o mesmo numero

cromossbmico (2n=34), com uma Uunica excec¢do serukereada emTrigona
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fulviventris (Domingues et al 2005). O padrédo de distribuicdonitrossatélite (GA)

foi semelhante na maioria das espécies e mostroma&Es efetivo para separar
populacdes como emrigona spinipegFerreira 2015 capitulo 1) que as espécies do
mesmo género. Resultados similares foram vistopadres da familia Bagridae em que

o microssatélite (GA}foi mapeado nas regides teloméricas dos cromossdasosove
espécies do mesmo género avaliadas no trabalhon@upiet al 2014). Uma diferenca
marcante foi vista efi. hypogeaem que néo foi observada nenhuma marcagéo, o que
pode refletir um caminho evolutivo diferente dagasiespécies do género.

A guantidade de heterocromatina foi significativatealiferente entre os grupos
das espécies dErigona se mostrando um bom parametro para comparacé® &nt
espécies do género. Em abelhas do géllpona este mesmo parametro foi usado
para separar as espécies em dois grupos, um core alitro com baixo contetudo de
heterocromatina (Rocha e Pompolo 1998, Rocha €0&1)2

Nas espécie3. williana e T. pallenso brago heterocromatico parece ter uma
composicao diferenciada, dado as alteracdes oluserve heterocromatina e dispersao
da sonda (GA)15 nessa regidao em alguns pares csomaos del. pallens Outra
espéciel. fulfiventris pertencente ao grupo-irmao fepallens(Rasmussen e Camargo
2008), também apresenta o braco heterocrométice fordémente marcado pela banda
C em um par de cromossomos (Domingues et al 2@%)cos heterocromaticos
apresentando coloracéo diferencial foram observadogénerdPartamona(Miranda
2012). Uma hipdtese para explicar essa diferenclrago heterocromatico seria uma
matriz menos compacta da heterocromatina nesse biegdo a interacdo entre as
lisinas metiladas de suas histonas (Grewal and20i@7), o que poderia estar
acontecendo nesse grupo €rigona Outra hipétese seria que a inativacdo dessaoregia

com a formagdo de heterocromatina, nas duas espéuialiadas, essa nova
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heterocromatina que estaria se formando seria seaisivel & variagcbes nos etapas da
técnica de Banda C.

Uma caracteristica marcante entre as espécidgigena aqui avaliadas foi a
presenca de um cromossomo acrocéntrico totalmenteraatico (X). Essa morfologia
nao foi mencionada em nenhuma outra espécie depdmiti (Rocha et al 2003,
Miranda et al 2013). Além disso, Costa et al (2084derem uma homologia deste
Cromossomo entre as espéciesTdgona 0 que torna esse cromossomo um potencial
marcador citogenético para o género. A distribuigdanicrossatélite (GA3 somente
no braco maior do par 2em todas as espécies aqui avaliadas reforca tebipde
homologia deste cromossomo no génkigona

O numero de pares portando o rDNA 18S variou exgrespécies avaliadas. Por
outro lado, polimorfismos deste gene ndo foram mbses entre as populacdes e
spinipes(Ferreira 2015 capitulo 1). Em Orthoptera, esgedie génerd?oecilimone
Rhammatoceruapresentam variacéo interespecificalnosde rDNA 18S (Loreto et al
2008, Grzywacz et al 2014), contudo, em espéciegéderolsophyada mesma tribo,
foram observados variagOes intraespecificas desse gbossomal (Grzywacz et al
2011). O mapeamento de genes ribossomais em ddsrenfjanismos pode revelar
variacbes entre populagcbes ou entre espécies. Nwergélrigona analises
populacionais usando o0 mapeamento do rDNA néo ageveblimorfismos , porém o
mapeamento desse gene se mostrou mais promissooreparacdes entre as espécies
do género ao mostrar variagbes numeéricas e no esicignamento nos bragos
cromossomicos.

A localizacdo do gene rDNA 18S proximo as regideshdterocromatina em
Trigona assim como em outras ordens de insetos sugerena @@éo de elementos

transponiveis ou a recombinacdo ectopica nessisesede heterocromatina poderiam
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explicar o espalhamento dos loci rDNA sem alterag@onimero cromossémico

(Nguyen et al 2010, Cabral-de-Melo 2011, Grzywacd 2014).

Marcadores citogeneticos e filogenia molecular

Considerando a proposta de filogenia molecular paraénero Trigona
(Rasmussen e Camargo 2008), as espécies analisadasesente trabalho foram
agrupadas da seguinte forma: no grupo A, as espEcahachamayoensis. williana,

T. pallenseT. fulviventris e no grupo B as espéciksrecursaT. hypogeaT. brannerj

T. spinipes T. hyalinata, Trigona smrupo fuscipennise T. truculenta Esses dois
grupos foram comparados em relacdo as variacogsamidade de heterocromatina, ao
cromossomo Ae localizacdo do rDNA 18S.

A proposta filogenética molecular sugerida paratzihas daribo Meliponini
coloca o géner@ephalotrigonacomo grupo-irmao dérigona(Rasmussen e Cameron
2010). As espécies deephalotrigonadescritas citogeneticamente apresentam nimero
cromossOmico 2n=34, assim como a maioria das espéeilrigona Nas descricbes
citogenéticas do génerdrigona cromossomos do tipo *Aforam encontrados na
maioria das espécies e dnephalotriogonaessa morfologia ndo foi registrada. Em
Cephalotrigona femoratae em Cephalotrigona capitataforam observadas trés
marcacbes CMA (Miranda et al 2013, Rocha et al 2003) essas maesac
correspondem a regifes organizadoras de nuclé@&jNm abelhas (Brito et al 1997,
Maffei et al 2001).

Uma comparacdo ent@ephalotrigonae os dois grupos dérigona sugere a
ocorréncia de eliminagdo da heterocromatina, s@sde processo mais acentuado no
grupo A que no grupo B, tal evento provavelmentarec durante a separacao desses

dois grandes grupos envolvendo perdas de heteratramnas regibes NOR. Nas
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espécies que compdem o grupo A, esta hipéteseeadh pela menor quantidade de
heterocromatina e apenas um par cromossomico portandegido NOR. Em
contrapartida, as espécies incluidas no grupo Brsiie polimorficas (quantidade de
heterocromatina, presenca do cromossor® variacdes no nimero desse cromossomo
entre populacdes e entre as espécies, variacoegimero e no posicionamento da
regido NOR) e apresentam caracteristicas citogasetimais proximas de
Cephalotrigona.

Contudo, o evento que levou a eliminagdo da het@metina pode ter ocorrido
bem no inicio da separacdo dos dois gruposrigmnae nas espécies do grupo A, um
ciclo de heterocromatinizagcdo pode estar ocrorrehiio evidencia que reforca essa
hipotese seria a coloracao diferencial dos bracsdwomaticos revelada pela técnica
de Banda C e dispersao da sonda (GA)15 nessa mgiatguns pares cromossoémicos.
Baseando-se nessas evidéncias, as alteracfes dggmdésl proposta pela Teoria da
Interacao Minima (Imai et al 1988) para explicasrescimento de heterocromatina em
Meliponini (Rocha et al 2003) pode representar ggseos mais dinamicos e rapidos na

histdria evolutiva dos grupos deigona
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Tabela 1 Descricédo das férmulas cariotipicas, medidas datigade de heterocromantina e nimero de regigesiaadoras de nucolo (NOR)

nas espécies do género Trigona.

Espécies Clados* 2n Morfologia cromossémicas Localidades Referéncia
A A® A" M M
T. chanchamayosensis A 34 18 2 12 - Cuiaba, MT Costa et al 2004
T. chanchamayosensis** A 34 - - - - Tangara da Serra, MT Fernandes et 4820
T. fulviventris A 32 2 2 26 2 Pedra Branca, BA Domingues et al 2005
T. pallens A 34 - 2 32 - Altamira, PA neste estudo
T. pallens** A 34 - - - - Urbano Santos/MA Praga-Fontes et al®?01
T.williana A 34 2 2 30 - Altamira, PA neste estudo
T. branneri B 34 14 2 16 - Cuiaba, MT Costa et al 2004
T. hyalinata B 34 4 2 28 - Cuiab4, MT Costa et al 2004
T. hypogea B 34 6 - 20 - Altamira, PA neste estudo
T. recursa** B 34 4 - 30 - Luislandia, MG Rocha et al 2003
T. recursa B 34 12 2 18 - Cuiaba, MT Costa et al 2004
T. spinipes** B 34 6 - 28 - Vicosa, MG Rocha et al 2003
T. truculenta B 34 - 4 24 - Altamira, PA neste estudo
T aff fuscipennis** B 34 4 - 30 - Conego Marinho, MG Rocha et al 2003
Trigona hyalinata B 34 4 - 30 - Palotina PR, Januéria. MG neste estudo
Trigona recursa B 34 2 2 30 - Lontra MG , Januaria MG neste estudo
Trigonasp grupd'fuscipennis” B 34 4 - 30 - Florestal, MG neste estudo
Trigona spinipes B 34 6 2 26 - varias (MG, PR, SP) Ferreira 2015 cap 1
Trigona spinipes** B 34 - 2 - 32 Vicosa, MG Brito e Pompolo 1997

(*) Segundo Rasmusen e Camargo (2008). (**) figuman técnica de banda C nao disponivel.
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Tabela 1 Cont.

Quantidade de

Regides organizadoras de nucleo

Especies Clados* heterocromatina (%) (rDNA ou CMA3") Referéncia
T. chanchamayosensis A 26,40 1 Costa et al 2004
T. chanchamayosensis** A - 1 Fernandes et al 2013
T. fulviventris A 22,58 1 Domingues et al 2005
T. pallens A 24,50 1 neste estudo
T. pallens** A - - Praca-Fontes et al 2010
T.williana A 23,60 1 neste estudo
T. branneri B 23,96 4 Costa et al 2004
T. hyalinata B 32,40 - Costa et al 2004
T. hypogea B 36,46 2 neste estudo
T. recursa B - - Rocha et al 2003
T. recursa B 29,20 - Costa et al 2004
T. spinipes B - - Rocha et al 2003
T. truculenta B 30,54 4 neste estudo
T .aff fuscipennis B - - Rocha et al 2003
Trigona hyalinata B 28,30/ 29,00 3 neste estudo
Trigona recursa B 25,50/ 27,80 3 neste estudo
Trigonasp grupd'fuscipennis" B 37,60 2 neste estudo
Trigona spinipe B 34,40 4 Ferreira 2015 cap 1
Trigona spinipes** B - 4 Brito e Pompolo 1997

(*) Segundo Rasmusen e Camargo (2008). (**) figuman técnica de banda C nao disponivel.
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Tabela 2 Descri¢cao dos tempos usados na técnica de banda-C*

Etapas da técnica de Banda C Atuacao Tempos1 Tempos 2

Tratamento com acido diluido (HCI 0,2M) depurinagdo do DNA 6 min 7 min
Tratamento com hidréxido de bario Ba(OH), hidrélise do DNA depurinado 14 min 14 min 30s

Lavagem em solucdo salina (2X SSC) extracdo do DNA hidrolisado 2 min 2 min

*Etapas da técnica de bandamento C segundo Sutfi&?)(
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Figura 1. Cari6tipo deTrigona recursaa) eT. hyalinata(b) submentidos ao bandamento C.
Escala: 5um. Morfologia dos cromossomos segundo (h®91): acrocéntrico totalmente
eucromatico (A&, acrocéntrico (A), pseudoacrocentrico™jAe pseudoacrocéntrico com
heterocromatina pericentromérica A As setas indicam a regido centromérica dos

cromossomos A.
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Figura 2. Metafases de trés espéciesTdgonasubmetidas a tecnlca de banda C nos tratamelftos)le tratamento 2 (d-f)T.. spinipega,d).
Trigona pallens(b,e), T. williana (c,f). (*) indicam locais de degracdo na heterom@mbna no tratamento com aumento nos tempos de
depurinacéo e hidrolise. Setas indicam bandas foréés apos aumentos nos tempos de depurinac@ioatide (Tratamento 2).
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Figura 3. Mapeamento do DNA ribossomal 18S nas oito espéa@drigona (a) T. pallens(b) T.
williana (c) T.recursa(d) T.hyalinata(e) Trigona sp. grupo fuscipenni§ (f ) T.hypogea (g) T.
spininipe;, (h) T.truculente. Escal: 5unm.
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Figura 4. Mapeamento do DNA repetitivo (GA)nas seis espécies figgona (a) T. pallens(b) T. williana (c) T.recursa(d), Trigonasp. grupo

“fuscipenni¥ (e) T. hyalinata(f) T. truculenta (*) Cromossomos acrocéntricos totalmente eucrmostA’. Escala: 5pum.
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CONCLUSAO GERAL

As informacdes obtidas neste estudo:

* Reforcam a homogeneidade no numero dipldide eates@écies do génefoigona, e
permite deiferencia-las quanto a suas carctersst@agenéticas (morfologia dos
cromossomos, qualidade de heterocromatina, preseisémcia de cromossomos
acrocéntricos eucromaticos, localizagdo do rDNA)18S

 Em relagdo aos marcadores citogenéticos, o matdgs (GA)s mostrou-se mais
efetivo para separar populacdes que as espéecimesioo género. Em contrapartida a
localizacéo do rDNA 18S foi mais variavel entseeapécies,

* Demonstram a importancia de se usar técnicas dgeciética molecular em estudos
polulacionais de espécies que apresentam baixm@dismo cromossdmico como é

0 caso das abelhas da tribo Meliponini.
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