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RESUMO

VIGNATI, Zulemara Boldrini Manhago, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2025. Estudo citogendmico de DNA satélites em abelhas das tribos
Meliponini e Bombini: uma perspectiva evolutiva. Orientadora: Denilce Meneses
Lopes. Coorientadores: Mara Garcia Tavares e Gisele Amaro Teixeira.

A heterocromatina é rica em sequéncias repetitivas, como DNA satélite (satDNA) e
elementos transponiveis. As novas ferramentas de bioinformatica tém auxiliado na
identificacdo dessas sequéncias, permitindo um estudo mais detalhado de suas
caracteristicas. Aliando ferramentas da bioinformatica, como o RepeatExplorer2, as
técnicas de citogenética molecular, como a Hibridizag&o in situ Fluorescente (FISH),
avaliamos espécies das tribos Meliponini e Bombini com o objetivo de ampliar o
entendimento sobre o papel e a evolugdo dessas sequéncias nesses Qrupos.
Estudos recentes com Meliponini mostraram que a heterocromatina € constituida por
uma familia de satDNA que predomina sobre os outros satélites. Devido a isso, as
analises de citogenética molecular foram feitas utilizando o satDNA mais abundante
como referéncia. No Capitulo I, realizamos uma analise citogenbmica de
Frieseomelitta varia e avaliamos o compartilhamento do satDNA mais abundante
dessa espécie com outras do mesmo género e de 13 géneros adicionais de
Meliponini. Nosso objetivo foi caracterizar o satelitoma de F. varia e verificar se seu
satDNA mais abundante é compartilhado com outras abelhas. Constatamos que o
satDNA FvraSat01-306 é o mais abundante no genoma de F. varia e esta presente
em 10 das 17 espécies analisadas, localizando-se principalmente na regiao
centromérica. No Capitulo Il, sequenciamos e analisamos o genoma de quatro
espécies do género Partamona para caracterizar seus satelitomas e compreender
como o satDNA mais abundante esta distribuido nos cromossomos. Também
investigamos sua participacdo na constituicdo dos cromossomos B de P. helleri em
diferentes populagdes, buscando contribuir para o entendimento da origem e
composicdo desses cromossomos, bem como para esclarecer as relacdes
filogenéticas do grupo. Verificamos que, qualitativamente, os genomas das espécies
de Partamona sdo semelhantes, mas quantitativamente, espécies do clado A
apresentam menor teor de satDNA em comparagdo as do clado B. Além disso,
nossas analises mostraram que o satDNA PartamonaSat01-316 ocupa
principalmente as regides de heterocromatina centromérica e pericentromérica,
sendo o principal constituinte dos cromossomos B observados em algumas
populagdes. No Capitulo Ill, analisamos o satelitoma de seis espécies do género
Bombus, com 0 objetivo de



caracteriza-lo e verificar se a biblioteca dessas espécies de Bombus segue 0s
padrées observados em Meliponini. Nossos resultados mostraram que o satelitoma
das espécies de Bombus contém 100 familias de satDNAs, sendo a maioria
compartilhada entre as seis espécies. A maioria desses satDNAs possui mais de
50% de AT, sendo os maiores percentuais de AT observados entre 0s néao
compartilhados. Em geral, o satelitoma € composto predominantemente por uma
familia de satDNA e a variagdo na biblioteca de uma espécie se da mais em termos
quantitativos do que qualitativos uma vez que a maioria dos satDNA sé&o
compartilhados.

Palavras-chave: Genoma; DNA repetitivo; RepeatExplorer; Citogenética



ABSTRACT

VIGNATI, Zulemara Boldrini Manhago, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2025. Cytogenomic study of satellite DNA in bees of the tribes
Meliponini and Bombini: an evolutionary perspective. Adviser: Denilce Meneses
Lopes. Co-advisers: Mara Garcia Tavares and Gisele Amaro Teixeira.

Heterochromatin is rich in repetitive sequences such as satellite DNA (satDNA) and
transposable elements. New bioinformatics tools have facilitated the identification of
these sequences, allowing for a more detailed study of their characteristics. By
combining bioinformatics tools, such as RepeatExplorer2, with molecular
cytogenetics techniques like Fluorescent In Situ Hybridization (FISH), we analyzed
species from the Meliponini and Bombini tribes to expand our understanding of the
role and evolution of these sequences within these groups. Recent studies on
Meliponini have shown that heterochromatin is composed of a dominant satDNA
family that prevails over other satellite sequences. Consequently, molecular
cytogenetic analyses were performed using the most abundant satDNA as a
reference. In Chapter |, we conducted a cytogenomic analysis of Frieseomelitta varia
and evaluated the sharing of its most abundant satDNA with other species of the
same genus and with 13 additional genera of Meliponini. Our goal was to
characterize the satellitome of F. varia and determine whether its most abundant
satDNA is shared among other bee species. We found that FvraSat01-306 is the
most abundant satDNA in the genome of F. varia and is present in 10 out of the 17
species analyzed, predominantly located in the centromeric region. In Chapter Il, we
sequenced and analyzed the genome of four species from the genus Partamona to
characterize their satellitomes and understand how their most abundant satDNA is
distributed across chromosomes. We also investigated its role in the composition of B
chromosomes in P. helleri from different populations, aiming to contribute to the
understanding of the origin and structure of these chromosomes, as well as to clarify
the phylogenetic relationships within the group. We observed that, qualitatively, the
genomes of Partamona species are similar; however, quantitatively, species from
clade A have a lower satDNA content compared to those from clade B. Furthermore,
our analyses revealed that PartamonaSat01-316 is primarily located in centromeric
and pericentromeric heterochromatin regions and is the main constituent of the B
chromosomes observed in some populations. In Chapter Ill, we analyzed the
satellitome of six species from the genus Bombus with the aim of characterizing it
and assessing whether their satDNA library follows patterns observed in Meliponini.
Our results showed that the satellitome of



Bombus species comprises 100 satDNA families, most of which are shared among
the six species. The majority of these satDNAs have an AT content above 50%, with
the highest AT percentages found in the non-shared families. Overall, the satellitome
is predominantly composed of a single satDNA family, and variation within a species
library occurs more at the quantitative than qualitative level, since most satDNAs are
shared among species.

Keywords: Genome; Repetitive DNA; RepeatExplorer; Cytogenetics.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Heterocromatina

O termo heterocromatina foi proposto por Heitz (1928) para designar o tipo de
cromatina que permanece condensada mesmo apds a teldfase, sendo fortemente corada. Ela é
classificada em heterocromatina “facultativa” ou “constitutiva”. A heterocromatina constitutiva
(c-heterocromatina) permanece condensada ao longo do ciclo celular, enquanto a
heterocromatina facultativa (f-heterocromatina) pode mudar seu estado de condensacdo em
funcdo do estdgio de desenvolvimento, em resposta a sinais celulares e a atividade genética

(Grewal, Jia, 2007).

A heterocromatina é rica em sequéncias repetitivas, como DNA satélite, aqui
denominado satDNA, e elementos transponiveis. Essa regido cromossdmica esta associada a
papéis importantes, como a montagem dos cinetdcoros e a correta segregacdo cromossomica,
além da estabilidade gendmica, restringindo a atividade de elementos méveis e evitando a
recombinacdo ndo homoéloga de sequéncias repetitivas durante o reparo do DNA (Saksouk;

Simboeck; Déjardin, 2015; Allshire; Madhani, 2018; Penagos-Puig; Furlan-Magaril, 2020).

Em abelhas sem ferrdo, a maioria das espécies possui uma grande quantidade de c-
heterocromatina localizada ao longo de um dos bracos cromossomicos ou até mesmo em quase
toda a sua extensao cromossOomica (revisdo por Tavares; Lopes; Campos, 2017; Cunha et al.,
2021; Pereira; Salomao; Lopes, 2020; Pereira et al., 2021b). Além disso, amplificacdes da
heterocromatina foram propostas como responsdveis pela origem de genomas com maiores
valores C (quantidade de DNA no genoma nuclear haploide) observados em algumas espécies
de Meliponini, destacando o papel da heterocromatina na evolucdo gendmica dessas abelhas

(Tavares et al., 2012; Cunha et al., 2021).

Ao longo dos ultimos anos, estudos citogenéticos moleculares utilizando diferentes
metodologias de produ¢do de sondas especificas (microdisseccdo cromossdmica, enzimas de
restricdo e cinética de renaturacdo Cot-DNA) e hibridizac¢do in situ fluorescente (FISH) em
espécies de gé€neros distintos de abelhas sem ferrdo permitiram propor os primeiros insights
sobre a composi¢do e evolugdo da heterocromatina em Meliponini (Lopes et al., 2014; Piccoli
et al.,2018; Cunha et al., 2020; Pereira; Salomao; Lopes, 2020; Pereira et al., 2021a,b; Pereira;

Cabral-de-Melo; Lopes, 2023). Esses estudos mostraram que a heterocromatina apresenta uma
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sequéncia de DNA repetitivo altamente abundante, que ¢ compartilhada entre os cromossomos
da mesma espécie e entre espécies intimamente relacionadas do mesmo género, mas ndo entre

géneros diferentes.

1.2 DNA repetitivo

O genoma de eucariotos apresenta uma grande complexidade. Ele é composto por
sequéncias de cdpia dnica, como a maioria dos genes, e sequéncias repetitivas, como elementos
transponiveis e satDNA (Wagner; Maguire; Stallings, 1993). Em algumas espécies, essas
sequéncias podem representar mais da metade do conteido do DNA nuclear (Pereira et al.,
2021b; Mora et al., 2023). Apesar de compor uma fracao tdo importante do genoma, ainda é a
por¢dao menos compreendida. Os estudos sobre essas sequéncias indicam que uma compreensao
completa de cada genoma eucaridtico sé € possivel com uma visdo detalhada de sua fracao

repetitiva (Satovié-Vuksié; Plohl, 2023).

As sequéncias repetitivas podem ser dispersas ou em tandem (Richard; Kerrest; Dujon,
2008). As repeticdes dispersas incluem os elementos transponiveis, genes de tRNA e genes
pardlogos. As repeticdes em tandem englobam genes em tandem, matrizes de repeticio de DNA
ribossomico (rDNA) e satDNA, sendo este ultimo subdividido em satélites, minissatélites e
microssatélites (Richard; Kerrest; Dujon, 2008). As sequéncias repetitivas sdao encontradas
preferencialmente em regides de heterocromatina, onde participam da formacgao de centromeros
e telomeros, essenciais a manutengdo da estrutura cromossomica (Grewal; Jia, 2007). Também
atuam na regulacdo génica e na dinamica evolutiva do genoma (Kidwell; Lisch, 2000;

Feschotte, 2008).

Algumas sequéncias repetitivas sdo fortemente conservadas entre as espécies, em
contrapartida, outras estdo entre as mais varidveis, podendo apresentar diferencas até entre
espécies proximas (Biscotti; Olmo; Heslon-Harrison, 2015). Os estudos das sequéncias
repetitivas em diferentes espécies t€ém contribuido para a compreensdo das mudancas dessas
sequéncias ao longo do tempo e de como elas podem influenciar a evolugao do genoma (Pereira;
Salomao; Lopes, 2020; Pereira et al., 2021a, 2021b; Teixeira et al., 2021; Pereira; Cabral-de-
Melo; Lopes, 2023).
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Com o progresso das metodologias de sequenciamento e a evolucao das ferramentas de
bioinformatica, hoje € possivel definir uma colecdo de todos os DNAs repetitivos € DNAs
satélites em um genoma, o repetitoma e o satelitoma, respectivamente. Essa evolucdo das
ferramentas e o estudo de espécies nao modelo t€m mostrado que a diversidade e complexidade
do satelitoma podem ser maiores do que se supunha inicialmente, reforcando a importancia de
conhecer melhor essas sequéncias (Satovié-Vuksié; Plohl, 2023), uma vez que elas podem
representar um elemento-chave para entender os mecanismos e a dindmica dos rearranjos

cromossdmicos entre genomas eucariotos (Eichler; Sankoff, 2003).

1.3 DNA satélite

O satDNA apresenta-se no genoma como sequéncias repetitivas em tandem (Ruiz-
Ruano et al., 2016). De acordo com o tamanho dessas sequéncias, elas podem ser classificadas
em microssatélites, minissatélites e satélites, apesar de ndo haver um consenso a respeito do
comprimento (Tautz, 1993; Richard; Kerrest; Dujon, 2008). Segundo Charlesworth,
Sniegowski e Stephan (1994), os microssatélites possuem de 1 a 5 pb, os minissatélites = 15
pb e os satélites = 100 pb. Richard, Kerrest e Dujon (2008) propdem que repeticdes de 1 a 8
nucleotideos devem ser tratadas como microssatélites, enquanto repeticdes de nove ou mais

nucleotideos devem ser chamadas de minissatélites.

O termo DNA satélite € historico e esta relacionado ao fato de essa sequéncia repetitiva
ter sido descoberta como um pequeno pico no perfil de ultracentrifugacio de CsCl7.
Experimentos de ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto de césio permitiram a primeira
identificacdo dessas sequéncias. Verificaram-se duas bandas com diferentes densidades, sendo
que a banda menos densa representava cerca de 10% do genoma (Kit, 1961; Sueoka, 1961). Por
meio da técnica de cinética de reassociagdo (Cot), constatou-se que essa regido apresentava uma
taxa de renaturacdo superior ao restante do DNA gendmico, caracterizando sua natureza
repetitiva, sendo essa por¢ao denominada satDNA (Waring; Britten, 1966; Britten; Davidson,
1971). Essa técnica para o estudo de sequéncias repetitivas predominou até por volta de 1980,
mas, com o advento de técnicas utilizando enzimas de restri¢do, foi possivel isolar uma

sequéncia repetitiva especifica (Horz; Zachau, 1977).
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Posteriormente, essas metodologias foram associadas a Hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH), que permitiu a verificacdo da localizacdo nos cromossomos, e também a clonagem em
vetores e posterior sequenciamento, o que possibilitou conhecer a constitui¢ao das sequéncias
repetitivas (Ratan et al., 2017). Mais recentemente, essas metodologias foram complementadas
por andlises de bioinformdtica de uma colecdo de sequéncias curtas de DNA produzidas por
Sequenciamento de Nova Geracdo (Novak et al., 2017; Novédk, Neumann; Macas, 2020).
Apesar disso, o termo satDNA ainda € util por ser simples, descritivo e amplamente utilizado
na literatura, o que levou a proposta do termo “satelitoma” para designar o conjunto dos
diferentes DNAs satélites (microssatélites, minissatélites e satélites) de um genoma (Ruiz-

Ruano et al., 2016).

De acordo com a similaridade, os mondmeros de satDNA sao classificados em variante,
familia e superfamilia (Ruiz-Ruano et al., 2016). Espécies relacionadas podem compartilhar
um conjunto ou uma biblioteca de sequéncias de satDNA herdada do ancestral comum, as quais
podem evoluir de forma independente, conforme prevé a Hipdtese da Biblioteca (Salser et al.,
1976). Sendo assim, € possivel que, em cada espécie, existam familias de satDNA
predominantes (Garrido-Ramos, 2017), como ja observado em espécies dos géneros Melipona
e Trigona (Pereira et al., 2021b; Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023). Os satDNAs estdo
entre os componentes mais dindmicos dos genomas eucariéticos, evoluindo rapidamente tanto
na sequéncia quanto na abundancia (Garrido-Ramos, 2017; Plohl; Metrovic; Mravinac., 2012).
Em funcao disso, € comum a existéncia de repeticdes especificas em géneros ou mesmo em
espécies (Macas et al., 2010) e até mesmo sequéncias especificas de cromossomos (Montiel e?

al., 2022).

O satDNA, apesar de representar um componente importante dos genomas de
eucariotos, ainda é pouco conhecido e sub-representado em projetos de sequenciamento e
montagem de genoma inteiro (Ruiz-Ruano et al., 2016). Devido a homogeneidade das
sequéncias repetitivas do satDNA, sua montagem representa um desafio, e muitas vezes essas
sequéncias sao removidas durante a andlise (Biscotti et al., 2005; Vitales; Garcia; Dodsworth,

2020; Paula-Freitas et al., 2020).

As ferramentas de bioinformética disponiveis geralmente exigem a montagem completa
dos genomas sequenciados, o que torna a caracterizacio de sequéncias repetitivas um desafio.
Contudo, novas abordagens computacionais t€ém auxiliado na identificacao dessas sequéncias,

como o pipeline RepeatExplorer2, cujo protocolo se fundamenta na identificacdo e
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clusterizacdo de reads semelhantes geradas por sequenciamento de nova geracdo, cortadas
aleatoriamente. Graficos sdo gerados a partir dessas semelhangas entre as reads, e sua topologia
¢ analisada com o objetivo de identificar sequéncias repetitivas (Novék et al., 2017; Novik,

Neumann; Macas, 2020).

O avanco dessa técnica tem permitido estudos com sequéncias repetitivas em diversos
grupos, como insetos (Palacios-Gimenez et al., 2018; Milani et al., 2018; Silva et al., 2019;
Bardella; Milani; Cabral-de-Melo, 2020; Mora et al., 2020, 2023; Pereira et al., 2021b; Lima
et al.,2022; Camacho et al., 2022; Montiel et al., 2022; Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023),
plantas (Fu et al., 2019), mamiferos (Pacgo et al., 2015) e anfibios (Silva et al., 2020). Dados
sobre a abundancia e similaridade de sequéncias repetidas t€ém fornecido resultados
importantes, inclusive para a reconstrucdo de filogenias (Dodsworth ef al., 2015; Vitales;
Garcia; Dodsworth, 2020). Em espécies com cromossomos B, o uso de sequéncias repetitivas
para determinar a ancestralidade e descrever a composi¢cdo desses cromossomos tem

contribuido para a compreensdo de sua origem e histéria evolutiva (Milani et al., 2018).

Embora o satDNA tenha sido tradicionalmente considerado "DNA lixo", algumas
possiveis fun¢des foram sugeridas ao longo dos ultimos anos, incluindo estudos que analisam
a atividade e a dinamica transcricional do satDNA, que, anteriormente, era considerado uma
por¢do inativa do genoma (Ver revisdo de Cabral-De-Mello; Palacios-Gimenez, 2024). As
matrizes de satDNA, apesar de serem tradicionalmente encontradas em regides de
heterocromatina centromérica e telomérica dos cromossomos, também tém sido descritas em
regides de eucromatina (Dibartolomeis; Tartof; Jackson, 1992; Kuhn et al., 2012; Pavlek et al.,
2015; Milani et al., 2018). Os satDNAs dominantes na eucromatina possuem caracteristicas
estruturais, organizacionais e evolutivas semelhantes as encontradas na heterocromatina
(Satovié-Vuksi¢; Plohl, 2023). Cromossomos sexuais e supranumerarios, que geralmente sio
altamente heterocromaticos, sao ricos em satDNA (Lower er al., 2018; Charlesworth;

Sniegowski; Stephan, 1994).

A investigacdo da atividade de transcri¢do ou expressdo das sequéncias repetitivas tem
proporcionado uma nova perspectiva sobre suas funcdes. Em insetos, a transcri¢ao do satDNA
ja foi descrita em diversos grupos, como moscas (Lima; Svartoman; Kuhn., 2017; Mills et al.,
2019), mosquitos (Halbach et al., 2020), mariposas (Vechtova et al., 2016), formigas (Lorite et
al., 2002), vespas (Renault et al., 1999), besouros (Feliciello et al., 2015; Mora et al., 2017) e

grilos (Palacios-Gimenez et al., 2018). A compara¢@o da natureza, composi¢ao, abundancia e
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localizacdo dessas sequéncias entre espécies mais e menos relacionadas t€ém fornecido
informacdes importantes sobre sua evolugdo e amplificagcdo (Biscotti; Olmo; Heslon-Harrison,
2015; Ruiz-Ruano et al., 2016; Pereira et al., 2021b; Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023;
Lima et al., 2022; Anjos et al., 2023).

Ademais, com base nas informacdes do satelitoma, é possivel propor hipdteses de
relagdes evolutivas congruentes com andlises sistematicas baseadas em marcadores de DNA
comumente utilizados (Dodsworth et al., 2015; Vitales; Garcia; Dodsworth, 2020). Os satélites
apresentam diferencas nao apenas em nimero e abundancia, mas também em sua distribuicao
ao longo do genoma, comprimento, padrdes de interdispersdo, associacdo com elementos
transponiveis e localiza¢io na heterocromatina e/ou na eucromatina (revisado por Satovié-

Vuksi¢; Plohl, 2023).

A revisdo de Satovié-Vuksi¢ e Plohl (2023) mostra que as caracteristicas relacionadas
as sequéncias repetidas em tandem, como nimero, abundancia, organizagdo, distribuicdo e
localizac@o na heterocromatina/eucromatina, representam caracteristicas independentes entre
si. O estudo do satelitoma em um maior nimero de espécies pode aprofundar o conhecimento
dessas sequéncias e contribuir para uma melhor compreensao de como elas influenciaram a

evolucdo cromossdmica das abelhas Meliponini.

1.4 Meliponini

A tribo Meliponini é composta por abelhas sem ferrdo, distribuidas em dreas tropicais
ou subtropicais (Michener, 2007). Esses organismos desempenham um papel ecoldgico notavel
como polinizadores de diversas angiospermas (Roubik et al., 2018). De acordo com a filogenia
molecular, a tribo Meliponini é constituida por trés clados principais: Afrotropical, Indo-
Malaia/Australdsia e Neotropical (Rasmussen; Cameron, 2010). O clado Neotropical ¢é
representado por 417 espécies, muitas das quais ainda precisam ser descritas (Camargo; Pedro,
2013). Nesse clado, as principais diversificacOes ocorreram nos ultimos 30—40 Ma, sendo
subdividido em trés grupos: Trigonisca (Clado 1), Melipona (Clado 2) e os demais Meliponini,

que constituem um terceiro grupo (Clado 3) (Rasmussen; Cameron, 2010).

A presenca de grande quantidade de heterocromatina nos cromossomos € uma

caracteristica marcante das abelhas sem ferrdo, podendo, em alguns casos, estender-se por
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quase todo o cromossomo (revisdo em Tavares et al., 2017; Cunha et al., 2021). A amplificagcdo
da heterocromatina tem sido sugerida como um fator responsdvel pelos maiores valores C
(quantidade de DNA no genoma nuclear haploide) observados em algumas espécies de
Meliponini, evidenciando seu papel na evolucdo gendmica dessas abelhas (Tavares, Lopes e
Campos, 2012; Cunha et al., 2021). Além disso, cromossomos B, que geralmente sdo
heterocromaticos, podem influenciar o tamanho do genoma nuclear, mesmo quando sdo

pequenos (Novaes et al., 2021).

Nos dltimos anos, a aplicac@o de diferentes técnicas de citogenética molecular, com a
producdo de sondas especificas (microdisseccao cromossdmica, enzimas de restri¢do e cinética
de renaturacdo Cot-DNA) e hibridizacao in situ fluorescente (FISH), em espécies de diferentes
géneros de abelhas sem ferrdo, proporcionou as primeiras informacdes sobre a composi¢do e
evolucdo da heterocromatina em Meliponini (Lopes et al., 2014; Piccoli et al., 2018; Cunha et
al., 2020; Pereira; Salomao; Lopes, 2020; Pereira et al., 2021a). Esses estudos demonstraram
que a heterocromatina € rica em uma sequéncia de DNA repetitiva, compartilhada entre os
cromossomos da mesma espécie e entre espécies proximas do mesmo género, porém nio entre
diferentes géneros estudados. No entanto, essa visdo comegou a mudar quando Campos et al.
(em preparacdo) revelaram, em Meliponini, o compartilhamento de sequéncias repetitivas na

heterocromatina entre os géneros irmaos Plebeia e Friesella.

Embora ji se soubesse que a heterocromatina de Meliponini era composta
predominantemente por sequéncias repetitivas, foi a integracio de dados gendmicos,
cromossOmicos e ferramentas de bioinformdtica, abordagem conhecida como citogendmica,
que permitiu a identificacao dessas sequéncias repetitivas (Pereira et al., 2021b; Pereira; Cabral-
de-Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025). O primeiro estudo utilizando essa abordagem foi
conduzido no género Melipona e demonstrou que, em M. scutellaris, a grande quantidade de
heterocromatina observada estd associada a amplificacdo de um determinado satDNA
(MscuSat01-195), que corresponde a 38,2% do genoma (Pereira et al., 2021b). Em
contrapartida, em M. quadrifasciata, espécie do mesmo género, mas com baixo teor de
heterocromatina, o satDNA mais abundante (MquaSatO1-586) representa apenas 0,95% do
genoma. Esses resultados foram corroborados pela caracterizagdo do satelitoma de Trigona
hyalinata, que apresentou um padrao semelhante (Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023). A
andlise citogendmica revelou que a heterocromatina de 7. hyalinata também é composta

predominantemente por um satDNA altamente abundante (ThyaSat01-301). A comparacdo

entre os dados filogenéticos (Rasmussen & Camargo, 2008) e citogendmicos demonstrou que
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esse satDNA € compartilhado com outras espécies do mesmo clado, mas ndo foi detectado em
espécies do clado irmdo, revelando uma evolucdo divergente da heterocromatina nos dois
clados de Trigona. Esses estudos indicam que, em Melipona e Trigona, os eventos evolutivos
relacionados a diversificacdo e amplificacdo do satelitoma podem refletir a estruturacdo de
clados filogenéticos nos géneros de Meliponini (Pereira et al., 2021b; Pereira, Cabral-de-Melo;

Lopes, 2023).

Entretanto, dados publicados recentemente sobre Meliponini apontam que um satDNA
presente na heterocromatina de diversos géneros desta tribo pode ser compartilhado. O satDNA
FvarSat01-306, de Frieseomelitta varia, ¢ compartilhado por espécies de diferentes géneros de
abelhas sem ferrdo e localiza-se principalmente na heterocromatina centromérica e
pericentromérica. Esses resultados demonstraram que esse satDNA € compartilhado tanto por
espécies do mesmo género quanto por outras pertencentes a sete géneros distintos. Além disso,
a sonda produzida para esse satDNA, além de hibridizar na heterocromatina de todos os
cromossomos do complemento regular, também hibridizou no cromossomo B de P. helleri

(Vignati et al., 2025).

Os cromossomos B, também chamados de supranumerdrios, s30 cromossomos extras
ao complemento regular (A), dispensaveis e que seguem suas proprias vias evolutivas, ou seja,
possuem um padrdo de heranga distinto do usual (mendeliano) entre os individuos que os
carreiam, tracando um caminho evolutivo independente (Camacho; Sharbel; Beukeboom, 2000;
Camacho, 2005). Em Meliponini, a presenga de cromossomos B ja foi relatada nos gé€neros
Melipona, Tetragonisca e Partamona (Lopes et al., 2008; Martins et al., 2009, 2014; Tosta et
al., 2014; Silva et al., 2018; Novaes et al., 2021; Cunha ef al., 2023). No género Partamona, a
ocorréncia de cromossomos B foi descrita em estudos citogenéticos com P. cupira, P. rustica
e P. helleri (Marthe et al., 2010; Martins et al., 2009, 2014; Tosta et al., 2014; Novaes et al.,
2021). Dentre essas espécies, P. helleri apresenta o maior numero e diversidade de
cromossomos B ja relatados por individuo. Martins et al. (2014) descreveram dez tipos de
cromossomos B em P. helleri, sendo que até sete podem estar presentes em um mesmo
individuo. Novaes et al. (2021) relataram a presenca de até cinco cromossomos B por individuo.
Ambos os estudos mostraram que os cromossomos B apresentam tamanhos variados e sdo
essencialmente heterocromdticos, embora contenham uma por¢do eucromdética. Embora
normalmente esses cromossomos sejam pequenos € apresentem menor conteido de DNA,
alguns podem ter tamanho superior ao dos cromossomos do complemento A (Martins et al.,

2014), influenciando o tamanho do genoma nuclear (Novaes et al., 2021).
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Com o objetivo de compreender melhor a origem e a composi¢do desses cromossomos
extras em P. helleri, alguns estudos foram conduzidos nessa espécie. Tosta et al. (2004)
produziram um marcador especifico, Sequence Characterized Amplified Regions (SCAR), que
possibilitou a identifica¢do da presenca de cromossomos B em individuos adultos. Martins et
al. (2014) realizaram pintura cromossomica utilizando sondas especificas obtidas por
microdisseccdo do cromossomo Bl de P. helleri, mas ndo conseguiram demonstrar a
hibridiza¢ao da sonda B nos cromossomos A dessa espécie, levando-os a propor que esses
cromossomos possam ter origem interespecifica, uma vez que a sequéncia do B nio apresentou
homologia com o complemento A. Tosta et al. (2014) compararam as sequéncias do marcador
SCAR, associado a presenca de cromossomos B em quatro espécies de Partamona (P. helleri,
P. cupira, P. criptica e P. rustica), e verificaram grande similaridade entre as sequéncias desse
marcador nessas espécies. Essas andlises sugerem que os cromossomos B nesse género podem
ter sido transferidos recentemente por meio de hibridizacdes interespecificas (Tosta et al.,

2014).

1.5 Bombini

A tribo Bombini representa um dos grupos de abelhas corbiculadas que, de acordo com
as filogenias moleculares, tem como grupo irmao as abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini
(Cameron et al., 2007; Rasmussen; Cameron, 2010; Almeida et al., 2023). Essa tribo é
composta pelo género Bombus, que possui aproximadamente 294 espécies (Williams et al.
2023), a maioria dessas encontradas no continente asidtico (Williams; Jepsen, 2014). Apesar da
ampla distribuicdo geografica, essas abelhas apresentam morfologia semelhante ao longo de
toda a sua distribui¢do (Michener, 1990; Williams, 1998) e desempenham um importante papel

econdmico e ecoldgico por meio do processo de polinizacdo (Velthuis & Van Doorn, 2006).

Na filogenia do género Bombus proposta por Cameron et al. (2007), esse género aparece
dividido em 38 subgéneros, sendo a maioria agrupada em dois clados principais: o “short-
faced” e o “long-faced”, que se distinguem principalmente por diferengas associadas a
morfologia da cabeca. Contudo, as estimativas dessa filogenia indicam que nem todos os
subgéneros seriam monofiléticos. Buscando facilitar o estudo do grupo, Williams et al. (2008)
propuseram uma simplificacdo da classificacdo subgenérica, considerando basicamente os

seguintes critérios: monofilia, menor nimero de subgéneros, possibilidade de identificagao com
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base na morfologia e nomeagdo conforme os principais grupos comportamentais e ecoldgicos.

Essa abordagem reduziu o nimero de subgéneros do género Bombus para 15.

Dentro do género Bombus, o niimero haploide (n) de cromossomos pode variar de 12 a
20, sendo predominante n = 18, considerado o nimero haploide ancestral. Essas variagdes
decorrem de eventos de fissdo e fusdo cromossdmica (Owen; Richards; Wilkes, 1995). Com
base em evidéncias citogenéticas e estados ancestrais, Travenzoli et al. (2019) sugerem que o

ancestral comum entre Meliponini e Bombini possuia n = 18 cromossomos.

Até onde se sabe, o tinico estudo envolvendo satDNA no género Bombus foi realizado
por Rouleux-Bonnin, Bigot e Bigot (2004), que, utilizando enzimas de restricdo descreveram
uma familia de satDNA em B. terrestris com 420 pb, constituida por 57% de bases AT. A
divergéncia média da sequéncia de dcido nucleico entre cada par de mondomeros foi de 11,1%.
Além disso, as diferencas observadas nas quantidades de satDNA nos genomas de fémeas
(rainhas e operdrias) e machos, foram atribuidas a perdas de DNA cromossdémico durante o

desenvolvimento dos machos.

A disponibilidade de genomas de diversas espécies do género Bombus em bancos de
dados, como o NCBI (National Center for Biotechnology Information), oferece uma
oportunidade para estudar e comparar o satDNA dessas espécies, que sao morfologicamente
semelhantes ao longo de sua ampla distribuicdo. Embora os genomas montados de diversas
espécies de Bombus tenham sido publicados recentemente (Saad et al., 2015; Heraghty et al.,
2020; Crowley et al., 2023; Koch et al., 2024), a biblioteca de satDNA parece continuar sendo
negligenciada nesses projetos, devido a limitacdes do sequenciamento na recuperagdo de
conteddo repetitivo. No entanto, torna-se cada vez mais evidente a importancia de elucidar o

papel do satelitoma no genoma dos eucariotos (Satovié-Vuksié; Plohl, 2023).

Considerando a melhoria na resolugdo do entendimento da dindmica e evolugdo do
satDNA, avaliamos espécies das tribos Meliponini € Bombini para compreender o papel dessas

sequéncias nesses grupos. Para isso:

e No Capitulo I, realizamos uma andlise citogendmica de Frieseomelitta varia e
avaliamos o compartilhamento do satDNA mais abundante dessa espécie com espécies
do mesmo género e de outros 13 géneros de Meliponini. Nosso objetivo foi caracterizar
o satelitoma de F. varia e verificar se o satDNA mais abundante é compartilhado com

outros géneros de abelhas.
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e No Capitulo II, sequenciamos e analisamos o genoma de quatro espécies do género
Partamona com o intuito de caracterizar o satelitoma e compreender como o satDNA
mais abundante estd distribuido nos cromossomos dessas espécies, além de sua
participacao na constituicao dos cromossomos B de P. helleri em diferentes populagdes.
Nosso objetivo foi fornecer dados que possam contribuir para esclarecer a origem e
composi¢do dos cromossomos B, além de fornecer informacdes adicionais sobre as
relacdes filogenéticas desse grupo.

e No Capitulo III, caracterizamos o satelitoma de seis espécies do género Bombus, em
termos de diversidade, abundancia e divergéncia, e analisamos se a biblioteca dessas

espécies de Bombus segue os padrdes observados em Meliponini.
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Abstract: Background/Objectives: A striking feature of the karyotypes of stingless bees
is the large amount of heterochromatin present in most species. Cytogenomic studies
performed in some Meliponini species have suggested that evolutionary events related
to the diversification and amplification of satellite DNA families in the heterochromatin
may reflect the structuring of phylogenetic clades in this tribe. In this study, we performed
a genomic analysis in Frieseomelitta varia to characterize different satDNA families in its
genome. We also investigated the presence of the most abundant satDNA family of F. varia
in its own chromosomes, in two other Frieseomelitta species, and in other Meliponini genera
encompassing the three main clades of Neotropical Meliponini, according to the available
molecular phylogeny. Methods: Genomic analyses were performed using RepeatExplorer2
on the Galaxy platform, and chromosomal investigations were conducted using fluorescent
in situ hybridization. Results: Seven satDNA families were recovered, which together
totaled an abundance of 11.223% of the analyzed F. varia genomic fraction. The most
abundant satDNA family, FvarSat01-306, predominates in the analyzed repetitive fraction
(representing around 89%) and was recently amplified and homogenized in almost all the
heterochromatin of F. varia. In addition, the data revealed an unprecedented sharing of
this satDNA family in the centromeric/pericentromeric heterochromatin among different
Meliponini genera, with independent amplifications and loss of this sequence in some taxa.
Conclusions: One family of satellite DNA makes up most of the heterochromatin in this
species and is shared with other Meliponini.

Keywords: evolution; genome; heterochromatin; repetitive DNA; stingless bees

1. Introduction

The constitutive heterochromatin (c-heterochromatin) domain is a chromosomal re-
gion that remains highly condensed throughout the cell cycle and is typically enriched
with repetitive sequences such as satellite DNA (here called satDNA) and transposable
elements [1,2]. This type of chromatin plays an important role in the assembly of CenH3
(centromere-specific histone H3 protein) into nucleosomes and kinetochores, influencing
correct chromosome segregation and maintaining genomic stability by restricting the activ-

Genes 2025, 16, 86

https: / /doi.org/10.3390/genes16010086



Genes 2025, 16, 86

20f13

ity of mobile elements and preventing the non-homologous recombination of repetitive
sequences during DNA repair [2-4].

As a result of the classic cytogenetic studies conducted on stingless bees (Meliponini
tribe), the importance of heterochromatin in the chromosomal evolution of these insects
has already been discussed. Most species were found to have a significant amount of
heterochromatin located along one of the chromosomal arms or even throughout almost
the entire chromosomal length [5]. Consistent with these findings, amplifications of het-
erochromatin have been suggested as the origin of genomes with higher 1C values (the
amount of DNA in the haploid nuclear genome) observed in some species of Meliponini,
highlighting the role of heterochromatin in the genomic evolution of these bees [5,6].

Over the last few years, molecular cytogenetic studies using various methodologies
for the production of specific probes (such as chromosomal microdissection, restriction
enzymes, and Cof-DNA renaturation kinetics) and fluorescent in situ hybridization (FISH)
in different stingless bees genera have provided the first insights into the composition
and evolution of heterochromatin in Meliponini [7-10]. These studies revealed that hete-
rochromatin contains a highly abundant repetitive DNA sequence that is shared between
chromosomes of the same species and between closely related species of the same genus
but not between the different genera. However, a recent study performed by Campos
et al. [11] using Cot-DNA has revealed the sharing of repetitive sequences between the
genera Plebeia and Friesella in part of the heterochromatin.

However, the identity of the sequences constituting heterochromatin remained un-
known until recently. With the advent of cytogenomic approaches—which integrate ge-
nomic information, chromosomal data, and bioinformatics tools—a deeper understand-
ing of the composition and evolution of heterochromatin in Meliponini has begun to
emerge [12,13]. The first study using this approach in stingless bees was conducted in the
genus Melipona, showing that despite sharing several satDNA families between species,
the most abundant satDNA is unique within the subgenera Michmelia and Melipona, which
have very disparate heterochromatin patterns, i.e., high and low heterochromatin content,
respectively [12]. In addition, although the satellitome (the set of satDNAs in the genome)
of these species shows homology in eleven satDNA families, these sequences have under-
gone different amplification and retraction processes over time [12]. These findings are
consistent with the library hypothesis, which proposes that a group of related species may
share satDNA families inherited from a common ancestor, but these families can evolve
differently in each species [14].

Similar results were observed with the characterization of the stingless bee Trigona
hyalinata satellitome [13]. The authors demonstrated that T. hyalinata heterochromatin is
also composed of a predominant satDNA (ThyaSat01-301) that is highly abundant in this
region. By associating phylogenetic and cytogenomic data [13,15], the reults showed that
this satDNA is shared with other Trigona species of the same clade but not observed in
species of the sister clade, indicating a divergent evolution of heterochromatin in the two
clades of Trigona. Thus, cytogenomic studies on Melipona and Trigona have suggested that
evolutionary events related to the diversification and amplification of the satellitome may
reflect the structuring of phylogenetic clades in the Meliponini tribe [12,13].

Recently, genome sequencing data from the stingless bee F. varia became available,
revealing a large proportion of repetitive components [16], presenting an opportunity to
use this data in cytogenomic analyses. Cytogenetic studies on F. varia show that this species
has 2n =30 chromosomes, with heterochromatin distributed in the centromeric region of
the chromosomes and along one arm in most pairs [5,16,17]. Additionally, 12 other taxa of
Frieseomelitta have been studied cytogenetically, showing a conserved chromosome number
of 2n = 30, with the exception of Frieseomelitta longipes, with 2n = 34 [5,16-20]. C-banding
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data for some of these species show a high heterochromatic content similar to the pattern
observed in F. varia [5,16-19].

In this study, we performed a genomic analysis in F. varia to identify different satDNA
families in its genome and to characterize these sequences in terms of their abundance and
divergence. We performed chromosomal mapping of the most abundant satDNA family of
F. varia across three Frieseomelitta taxa to determine if this sequence is the main constituent
of heterochromatin in these taxa and whether it is shared within the genus. Additionally,
we investigated the presence of this predominant satDNA in other Meliponini genera,
both phylogenetically close to and distant from Frieseomelitta, according to the molecular
phylogeny proposed by Rasmussen and Cameron [21]. The results obtained from these
experiments provided new insights into the evolution of satDNA in the Meliponini tribe.

2. Materials and Methods
2.1. Analysis of satDNA in the Genome of the Stingless Bee F. varia

The raw genome data of F. varia were obtained from the publicly accessible database
Sequence Read Archive (SRA)-NCBI, with the accession number SRX6799462. The au-
thors used NGS on the Illumina HiSeq2500 platform to generate a library of short paired-
end reads (2 x 101 bp) [16]. The quality of the genomic data was inspected using
the FastQC Read Quality Reports tool, implemented on the public platform Galaxy
(https: / /repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy, accessed on 1 February 2022). The satD-
NAs from the genome of F. varia were identified using RepeatExplorer2 (Galaxy Ver-
sion 2.3.8.1), available on the Galaxy platform (accessed on 3 February 2022). These
analyses followed the protocol of Novék et al. [22]. The pre-processing of the paired-end
reads was performed, which included trimming, quality filtering, Cutadapt filtering, and
interlacing of genomic reads. RepeatExplorer2 clustering was performed with default
parameters using a random sample of one million reads. After this, the identification of
satDNAs was performed using the TAREAN tool [23]. We compared the identified satDNA
sequences to check a possible common identity between them using the Geneious software
V4.8 [24]. Considering their level of sequence identity, satDNA sequences were classified
according to the methods of Ruiz-Ruano et al. [25] into families (>80%) and superfamilies
(>60%). In addition, the nomenclature of the identified satDNAs was performed according
to the methods of Ruiz-Ruano et al. [25]. These sequences were deposited in GenBank with
the following accession numbers: PQ390412, PQ390413, PQ390414, PQ390415, PQ390416,
PQ390417, and PQ390418.

The abundance and divergence of each satDNA family was estimated by means
of RepeatMasker [26] using the Cross_match. A total of ten million randomly selected
reads were used for this analysis. The abundance of each satDNA family was estimated
based on its proportion in the genome, and the sum of the mapped nucleotides belonging
to one specific satDNA was divided by the total number of nucleotides in the library.
The divergence of the satDNAs was determined using the Kimura two-parameter (K2P)
model using the alcDivergenceFromAlign.pl script in RepeatMasker software v4.1.4 [26].
The repeat landscapes were generated by comparing the sequence divergence versus the
abundance of each satDNA family.

2.2. Obtaining Metaphase Chromosomes and Heterochromatin Distribution Patterns in
Meliponini Species

Mitotic chromosomes from different stingless bee species (Table 1) were obtained
from the cerebral ganglia of larvae after meconium elimination, following the protocol
described by Imai et al. [27]. In total, 17 species were analyzed, covering the three clades
of Neotropical Meliponini: Trigonisca clade (Clade 1), Melipona clade (Clade 2), and the
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remaining clade that includes the other Neotropical genera (Clade 3), according to the
molecular phylogeny proposed by Rasmussen and Cameron [21].

Table 1. Stingless bee species (Meliponini) analyzed in the cytogenetic experiments. Species are dis-
tributed in the three main clades (Clade 1: Trigonisca, Clade 2: Melipona, and Clade 3: most Neotropical
Meliponini genera), according to the phylogeny proposed by Rasmussen and Cameron [21], and their
respective geographic locations: Brazilian states, MG—Minas Gerais, AM—Amazonas, PA—Para,
and DF—Distrito Federal.

Species Phylogenetic Clades Locality
Frieseomelitta varia Lepeletier, 1836 Clade 3 Uberlandia, MG, Brazil
Frieseomelitta trichocerata Moure, 1990 Clade 3 Prasi dgrft(: elgggiz;ifgo]?izl\/illj Brazil
Frieseomelitta sp. Clade 3 Brasilia, DF, Brazil
Duckeola ghilianii Spinola, 1853 Clade 3 Presidente Figueiredo, AM, Brazil
Tetragonisca angustula Latreille, 1811 Clade 3 Mutum, MG, Brazil
Friesella schrottkyi Friese, 1900 Clade 3 Rio Paranaiba, MG, Brazil
Schwarziana quadripunctata Latreille, 1836 Clade 3 Vigosa, MG, Brazil
Scaura latitarsis Friese, 1900 Clade 3 Presidente Figueiredo, AM, Brazil
Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 Clade 3 Vigosa, MG, Brazil
Geotrigona subterranea Friese, 1901 Clade 3 Passos, MG, Brazil
Tetragona elongata Lepeletier & Serville, 1828 Clade 3 Vigosa, MG, Brazil
Trigona spinipes Fabricius, 1793 Clade 3 Janudria, MG, Brazil
Cephalotrigona capitata Smith, 1854 Clade 3 Vicosa, MG, Brazil
Partamona helleri Friese, 1900 Clade 3 Vicosa, MG, Brazil
Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836 Clade 2 Vigosa, MG, Brazil
Melipona mondury Smith, 1863 Clade 2 Vicosa, MG, Brazil
Leurotrigona muelleri Friese, 1900 Clade 1 Passos, MG, Brazil

To determine heterochromatin distribution patterns, the C-banding technique was
performed according to the methods of Sumner [28], with adaptations regarding incubation
times in specific solutions: 1 min in HCI, 6 min in Ba(OH), and 5 min in 2 x SSC for
Frieseomelitta species; 1 min in HCI, 4 min in Ba(OH)>, and 4 min in 2 x SSC for Duckeola
ghilianii; and 1 min in HCl, 6 min Ba(OH)2, and 6 min in 2 x SSC for Partamona helleri. In
addition, sometimes, conventional staining with 4% Giemsa, without any pretreatment with
hydrochloric acid, barium hydroxide, and saline, is sufficient to observe heterochromatin
distribution patterns in chromosomes [27,29], which was the case for the other stingless
bee species (Table 1).

2.3. Chromosomal Mapping of the Most Abundant satDNA Family from the F. varia Genome
Using Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)

In order to investigate the presence of the most abundant satDNA family (FvarSat01-
306) of the F. varia genome in the karyotypes of other species of Frieseomelitta and
other Meliponini genera (Table 1), we produced a probe of this satDNA via poly-
merase chain reaction (PCR) using the following manually designed specific primers:
F- 5’ ATTTCGTGTTTCTCGATGCCA 3’ and R- 5’ ATTTCGGCTAGATTCGAAGATA 3'. The
genomic DNA of F. varia was extracted using the DNeasy Kit (Qiagen Inc., Redwood City,
CA, USA), following the manufacturer’s instructions. The PCR solutions totaling 10 puL
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contained 5.52 uL of H,O, 1 uL of template DNA (100 ng/uL), 0.4 uL of each primer
(10 mmol/L) (forward and reverse), 2 uL of 5 x Color-less GoTaq Flexi buffer, 0.08 uL
of dNTPs (20 mmol/L), 0.4 uL of MgCl> (25 mmol/L), and 0.2 uL of GoTaq Flexi DNA
Polymerase (5 U/uL) (Promega, Maddison, WI, USA). The PCR conditions included an
initial denaturation step at 94 °C for 5 min and 30 cycles at 94 °C (30s), 60 °C (30 s), and
72 °C (80 s), plus a final extension at 72 °C for 5 min. The PCR products were checked
using a 1% agarose gel.

Mapping of the FvarSat01-306 probe was performed using the FISH technique, ac-
cording to the methods of Pinkel et al. [30]. The FvarSat01 probe was labeled using the
indirect method with digoxigenin-11-dUTP using the Dig-Nick-Translation Mix kit (Roche
Applied Science, Mannheim, Germany). The identification of probe signals was performed
using anti-digoxigenin-rhodamine (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). The
chromosomes were counterstained with 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany). The metaphases were captured on an Olympus BX53F
microscope equipped with an Olympus XM10 camera using CellSens imaging software
v1.12 and WG (510-550 nm) filters for rhodamine and WU (330-385 nm) filters for DAPL
At least 30 metaphases per species were used to determine the patterns, employing the
FISH technique. The karyotypes were organized using Adobe Photoshop® CS6 software.

Additionally, we performed a parallel analysis to investigate the presence of the most
abundant satDNA family from the T. hyalinata genome (ThyaSat01-301) in the chromosomes
of closely related genera, including Cephalotrigona, Scaptotrigona, Tetragona, and Geotrigona.
These species form a branch within Clade 3, according to the molecular phylogeny pro-
posed by Rasmussen and Cameron [21]. The satDNA ThyaSat01-301 probe was produced
using specific primers designed by Pereira et al. [13] and template DNA from T. hyalinata.
The preparation of this probe, as well as the FISH assays, followed the methodologies
described previously.

3. Results
3.1. Genomic Analysis of satDNAs in F. varia

Bioinformatic analyses identified seven satDNA families, which together totaled an
abundance of 11.223% of the F. varia genome, considering the genomic fraction analyzed
(Table 2). The most abundant satDNA family (FvarSat01-306) represented 9.971% of the
genome, while the other satDNAs together corresponded to only 1.252%. Therefore, the
FvariaSat01-306 satDNA is approximately eight times more abundant in the F. varia genome
compared to all other satDNA families combined. The lowest abundance was observed in
the satDNA family FvariaSat07-145, with 0.014% (Table 2).

Table 2. Main characteristics of satellite DNA (satDNA) families identified in the genome of F. varia.

SatDNA Family SF ML A+T% Divergence % Abundance %

FvarSat01-306 306 66 4.62 9.971%
FvarSat(02-449 449 532 292 0.803%
FvarSat03-1145 1145 58.4 7.73 0.245%
FvarSat04-145 1 145 545 22.09 0.117%
FvarSat05-131 131 725 8.67 0.054%
FvarSat06-145 1 145 59.3 18.36 0.019%
FvarSat(07-170 170 71.2 6.13 0.014%

Total 11.223%

SF = superfamilies; ML = monomer length; A + T% = content A + T.

The length of the monomers varied from 131 to 1445 bp. The three most abun-
dant satDNA families, namely FvarSat01, FvarSat02, and FvarSat03, possessed the largest
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monomers, with 306 bp, 449 bp, and 1145 bp, respectively. The A + T base pair content of
the satDNA families ranged from 53.2 to 72.5%, with an average of 62.15% (Table 2). These
values show a predominance of A+T base pairs in the different satDNA families identified,
which follows the whole genome pattern of F. varia, with an estimated A+T base content of
63%, see [16]. Comparative analysis between the satDNA sequences showed a homology
greater than 50% between two families (FvarSat04-145 and FvarSat06-145), allowing them
to be grouped into the same superfamily (SF1).

The divergence between satDNA families ranged from 2.9% to 22.09%, with an average
of 10.07% (Table 2). According to the landscape graph (abundance versus divergence),
five satDNA families, including the most abundant in the F. varia genome, showed an
abundance peak at low divergence (around 5%), indicating recent amplifications of these
families with high sequence homogenization (Figures 1A and S1). However, the satDNA
families FvarSat04-145 and FvarSat06-145, which are included in the same superfamily,
showed an abundance peak at higher divergence values, indicating the accumulation of
mutations in these sequences (Figures 1B,C and S1).

(B)

9x 10

FvarSat04-145

6x10%

Satellite DNA families
W FvarSat01-306
B FvarSat02-449
M FvarSat03-1145
. FvarSat04-145 © Kimura substitution level (%)
M FvarSat05-131
M FvarSat06-145 1.20x10%
M FvarSat07-170

3x10°

Genome proportion (%)

°

10 20 30 40

FvarSat06-145

8x10¢

4x10%

Genome proportion (%)

20 30 40 0

0 10 20 30 40

Kimura substitution level (%) Kimura substitution level (%)

Figure 1. Landscape (abundance versus divergence) for the satDNA families identified in the F.
varia genome (A). Note in (A) the predominance of the FvarSat01-306 family in relation to the other
satDNAs. This family showed an abundance peak at low divergence values (about 5%), revealing
its recent amplification and high sequence homogenization. Landscapes in (B,C) for the FvarSat04-
145 and FvarSat06-145 families, respectively, show an abundance peak at high divergence values,
indicating the accumulation of mutations in these sequences.

3.2. Chromosomal Analysis: C-Banding and Physical Mapping of the Most Abundant satDNA
Family (FoarSat01-306) in Different Meliponini Species

In general, the distribution of heterochromatin observed in the studied species was
predominantly located at the centromeres and along one chromosome arm (either short or
long) in most or all chromosomes (Figures 2 and 3). However, a few chromosome pairs
exhibited heterochromatin only in the centromeric region, as seen in F. varia (pairs 5th m,
7th m, 6th sm, and 1st st) (Figure 2A), Frieseomelitta trichocerata (pairs 4th m, 6th m, and
9th m) (Figure 2C,E), Frieseomelitta sp. (pairs 4th m, 6th m, 8th m, and 1st st) (Figure 2G),
and D. ghilianii (pairs 2nd m, 6th m, and 6th sm) (Figure 2I). Additionally, some specific pat-
terns in heterochromatin distribution were observed in Schwarziana quadripunctata, Scaura
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latitarsis, and P. helleri. The former species displayed eight larger chromosome pairs (1 to 8)
with very long heterochromatic arms and nine smaller pairs with short heterochromatic
arms (Figure 3C). The second species showed two larger pairs (1 and 8) with very long
heterochromatic arms, while the rest of the chromosomes were smaller with short hete-
rochromatic arms (Figure 3E). The last species exhibited two heterochromatic regions with
varying intensities: the centromere showed darker staining, while the short arms of some
chromosomes displayed lighter staining. Additionally, most of the B chromosome observed
in this species was heterochromatic, except for one end, which was euchromatic (Figure 3I).

Frieseomelitta varia (2n=30)

R Y P S TIR Y SR TRV TR LR TR PR TH

AR IBARIET

Frieseomelitta trichocerata (2n=30, Presidente Figueiredo, Amazonas, Brazil)

E e 2000 s LTI TR T BT Y

(F)

Frieseomelitta sp. (2n=30)
AR IBIR IR I TR I NI AN/ B TETET

(H) B 20 9% 4n we 21 25 42

Duckeola ghilianii (2n=30)
Ul L R IR LT NN (E(EIE T T

O

Tetragonisca angustula (2n=34)

K I\ I~y T [ p
WG xunn I oK

Figure 2. Karyotypes of five stingless bee species showing heterochromatin distribution patterns
(darker regions) in (A,C,E,G,1K). Karyotypes subjected to fluorescent in situ hybridization with the
most abundant satDNA family probe FvarSat01-306 (red regions) and counterstaining with DAPI
(blue regions) in (B,D,F,H,J,L). Chromosomal classification: m = metacentric, sm = submetacentric,

and st = subtelocentric. Bars =5 pm.
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Friesella schrottkyi (n=17)
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Schwarziana quadripunctata (2n=34)
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Scaura latitarsis (2n=34)

(E) n IS B 4% 3% 4 @ (( i1 a ' . —_—

Scaptotrigona xanthotricha (2n=34)
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Figure 3. Karyotypes of five stingless bee species showing heterochromatin distribution patterns
(darker regions) in (A,C,E,G,I). Karyotypes subjected to fluorescent in situ hybridization with the
most abundant satDNA family probe FvarSat01-306 (red regions) and counterstaining with DAPI
(blue regions) in (B,D,F,H,J). Chromosomal classification: m = metacentric, sm = submetacentric, and
st = subtelocentric. The letter “B” in P. helleri karyotypes indicates the B chromosome. Bars = 5 pum.

FISH assays with the FvarSat01-306 probe revealed different hybridization pat-
terns among the analyzed stingless bee species (Figures 2 and 3). This satDNA fam-
ily was present in almost all the heterochromatin of F. varia (Figure 2B) and in the cen-
tromeric/pericentromeric heterochromatin of all chromosomes, as well as in the short
arm of only one pair in F. trichocerata (Figure 2D,F) and Frieseomelitta sp. (Figure 2H).
The probe showed positive signals exclusively in the centromeric heterochromatin of D.
ghilianii (Figure 2]), Tetragonisca angustula (Figure 2L), and S. latitarsis (Figure 3F), while
marking all the heterochromatin in Friesella schrottkyi (Figure 3B) and Scaptotrigona xan-
thotricha (Figure 3H). In S. quadripunctata, FvarSat01-306 was present at the centromeres
of all chromosomes and along the long heterochromatic arms of the eight largest pairs
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(Figure 3D). Lastly, P. helleri showed positive signals in the centromeric/pericentromeric het-
erochromatin of all chromosomes and in most of the heterochromatin of the B chromosome
(Figure 3]).

No hybridization signal with the FvarSat01-306 probe was observed in the chromo-
somes of Geotrigona subterranea, Tetragona elongata, Trigona spinipes, or Cephalotrigona capitata,
which also belong to Clade 3, nor in Leurotrigona muelleri, Melipona quadrifasciata, or Melipona
mondury (Figure S2), which are included in the other two Neotropical clades. In addition,
no hybridization signal with the satDNA family ThyaSat01-301 probe from the Trigona
hyalinata genome was observed in the chromosomes of G. subterranea, T. elongata, C. capitata,
and S. xanthotricha (Figure S3).

Figure 4 summarizes the data on the chromosomal location of the most abundant
satDNA family FvarSat01-306 in the heterochromatin of the analyzed stingless bees asso-
ciated with the phylogenetic relationships of these species, according to Rasmussen and
Cameron [21].

Distribution pattern of FvarSat01-306
in heterochromatin

Clade 1

Leurotrigona muelleri absent

Clade 2 Melipvna mondury absent
Melipona quadrifasciata absent
Partamona helleri centromeric/pericentromeric
Cephalotrigona capitata absent
Trigona spinipes absent
Tetragona elongata absent
Geotrigona subterranea absent

.

Scaptotrigona xanthotricha ~ centromeric and some short arms

Clade 3 (in all heterochromatin)

Frieseomelitta varia
centromeric of all chromsomes and
Frieseomelitta trichocerata short arm of some pairs
(in most heterochromatin)

Frieseomelitta sp.

Duckeola ghilianii centromeric
Tetragonisca angustula centromeric
@ Friesella schrottkyi centromeric and short arms

(in all heterochromatin)

centromeric and long arms of
eight largest chromosomes
(in most heterochromatin)

L - Schwarziana quadripucntata

Scaura latitarsis centromeric

Figure 4. Data on the chromosomal location of the most abundant satDNA family FvarSat01-306 in
the heterochromatin of the analyzed stingless bees associated with the phylogenetic relationships of
these species, according to Rasmussen and Cameron (2010). Symbols represent hypotheses about
evolutionary events related to the satDNA FvarSat01-306 across Clade 3 species: the green rectangle
indicates the presence of this family in the ancestor of Clade 3; the green triangle signifies the loss
of this family in the ancestor of the branch that includes genera Geotrigona, Tetragona, Trigona, and
Cephalotrigona; the purple, orange, black, and yellow circles represents independent amplifications of
this family in the heterochromatin of distinct genera.
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4. Discussion

Bioinformatic analysis recovered seven satDNA families in the F. varia genome that
varied in abundance. The satDNA family FvarSat01-306 constituted 88.8% of this class
of repetitive DNA in the analyzed genomic fraction of F. varia. FISH analysis showed
that satDNA family FvarSat01-306 comprises almost the entire heterochromatin of F. varia
located in centromeric/pericentromeric regions of all the chromosomes and the short
arms of some pairs. In addition, this satDNA family showed a high abundance in low
divergence values, indicating that it underwent a recent amplification process and sequence
homogenization [25,31] in the heterochromatin of . varia. Similar results were observed in
the stingless bees of the Melipona and Trigona genera, which have a significant amount of
heterochromatin. Their satellitomes were predominantly composed of a specific satDNA
family that was recently amplified and homogenized in the heterochromatin, becoming the
main constituent of this chromosome region [12,13]. This pattern may represent a trend
in Meliponini, and the increase in studied species through cytogenomics may confirm
this hypothesis.

Our FISH experiments also showed that this satDNA family is shared with other
species of the same genus, i.e., F. trichocerata and Frieseomelitta sp., indicating an ampli-
fication event in Frieseomelitta. However, in these two species, the distribution of this
satDNA was somewhat more restricted, indicating variations between these species that
may reflect phylogenetic structures within the genus. As observed in Melipona species,
other satDNA families and/or transposable elements may constitute the remainder of the
heterochromatin [12]. A robust phylogeny for Frieseomelitta, along with the cytogenomic
analysis of other species, may clarify these questions.

The above-mentioned species belong to Clade 3 in the molecular phylogenetic analyses
of the Meliponini tribe [21]. Therefore, we also investigated the presence of satDNA family
FvarSat01-306 in different representatives of the branches that comprise this clade, revealing
an unprecedented sharing of this satDNA among different genera and an independent am-
plification and loss of this sequence in some taxa (see Figure 4). The most frequent pattern
was the presence of this satDNA family exclusively in the centromeric heterochromatin (i.e.,
Partamona, Scaura, Nannotrigona, Tetragonisca, and Duckeola), indicating that, in these genera,
a different satDNA family constitutes the main portion of the heterochromatin. However,
this satDN A family was independently amplified to compose the main heterochromatic
sequence in Schwarziana, Friesella, and Scaptotrigona. Interestingly, the other genera that
comprise the branch to which Scaptotrigona belongs, i.e., Cephalotrigona, Trigona, Tetragona,
and Geotrigona, lost the satDNA FvarSat01-306.

The satDNA FvarSat01-306 must have appeared in the ancestral representative of
Clade 3 around 44 MYA [21], since it is not present in the species of Clades 1 and 2, i.e.,
Leurotrigona and Melipona, respectively (Figure 4). After the diversification of Clade 3, this
satDNA evolved independently by differential contractions and amplification processes,
as predicted by the library hypothesis [14]. Although satDNA can be shared between
species, its abundance changes stochastically through expansion and reduction, resulting in
interspecifically distinct profiles, which are even observed between lineages /populations
within a species [31-39]. Recently, Camacho et al. [31] discussed a model for the evolution
of satDN As, suggesting that satellites undergo repeated amplification—-degeneration cycles
that can maintain them in the genome for a long period of time through unequal crossing-
over or can lead to their disappearance by sequence degeneration through point mutations.

Alternatively, Fry and Salser [40] proposed that the acquisition of a biological function
is a determining factor for a satDNA to be maintained over time in the library during long
evolutionary periods. The presence of satDNA family FvarSat01-306 in the centromeric
heterochromatin of species for at least 44 MYA leads us to speculate regarding whether
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or not this sequence possesses a possible function that would cause it to be maintained
by natural selection for such a long period of time. SatDNAs are known to be involved in
functional interactions necessary for centromere stability and evolution (reviewed in [41]).

In Trigona, which is subdivided into two clades that diversified around 19 MYA [15],
cytogenomic analysis showed that the satDNA ThyaSat01-301 is shared by species of the
same clade, but no signals were found in species belonging to the sister clade [13]. Since
Trigona, Cephalotrigona, Tetragona, and Geotrigona did not show any signals of FvarSat(01-
306 in their chromosomes, we tested to determine whether satDNA ThyaSat01-301 (from
Trigona hyalinata) could be the sequence amplified in this branch of species. This satellite
probe hybridized only in Trigona chromosomes, showing no signals in Cephalotrigona,
Tetragona, Geotrigona, nor in Scaptotrigona, indicating diversification in the composition of
heterochromatin in different Meliponini branches. Future studies should identify the main
constituent of heterochromatin in these species.

The present study showed the evolution of one satDNA family with an ancient origin
in Clade 3 of Neotropical Meliponini, with stochastic amplification and loss in different
taxa. The available body of data point to the important role of satDNA in the evolution
of heterochromatin in this group of bees and its possible role in species diversification.
These results reinforce the relevance of further efforts to elucidate and understand the
mechanisms that lead to the evolution of these sequences, as well as their biological role.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article /10.3390 / genes16010086 /s1, Figure S1. Landscapes (abundance versus
divergence) for each satellite DNA family identified on the genome of Frieseomelitta varia; Figure S2.
Fluorescent in situ hybridization with the most abundant satDNA family probe FvarSa01-306 in
different stingless bee species: (A) Geotrigona subterranea, (B) Tetragona elongata, (C) Cephalotrigona
capitata, (D) Trigona spinipes, (E) Leurotrigona muelleri, (F) Melipona quadrifasciata, and (G) Melipona
mondury; Figure S3. Fluorescent in situ hybridization with the most abundant satDNA family probe
(ThyaSat01-301) from Trigona hyalinata genome in different stingless bee species: (A) Geotrigona
subterranea, (B) Tetragona elongata, (C) Cephalotrigona capitata, and (D) Scaptotrigona xanthotricha. The
probe did not hybridize to any region of the chromosomes in these species. Chromosomes were coun-
terstained with DAPI. Bars = 5 um. The probe did not hybridize to any region of the chromosomes in
these species. Chromosomes were counterstained with DAPL Bars =5 pum.
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3 CAPITULO 02: ANALISE DO CITOGENOMICA DE ABELHAS SEM FERRAO DO

GENERO Partamona SCHWARZ, 1939.
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Analise citogenomica de abelhas sem ferrao do género Partamona Schwarz, 1939

Zulemara Boldrini Manhago Vignati

Resumo: O género Partamona Schwarz 1939 compreende 33 espécies de abelhas sem ferrdo.
Neste estudo, realizamos uma andlise gendmica de quatro espécies desse género: P. ailyae, P.
cupira, P. chapadicola e P. helleri, com o objetivo de identificar as familias de DNAs satélites
(satDNAs) presentes nos genomas dessas espécies e caracterizd-las quanto a abundancia e
divergéncia. A partir desses dados, uma sonda especifica foi construida para o satDNA mais
abundante, a qual foi utilizada para investigar sua distribuicdo cromossdmica em populacdes
de P. helleri com presenca ou ndo de cromossomos B, e outras espécies de Partamona. Os
resultados obtidos evidenciaram que a abundancia de satDNA nos genomas analisados variou
de 2,612% em P. ailyae a 11,103% em P. cupira. Identificamos oito familias de satDNA
presentes nas quatro espécies, destacando-se a predominancia do satDNA PartamonaSat01-316
em todas elas. Esse satDNA apresentou os menores indices de divergéncia em todas as espécies.
A andlise da distribuicdo cromossomica do satDNA PartamonaSatO1-316 em P. rustica, P.
chapadicola e P. helleri, revelou sua localizacdo preferencial nas regides de centromeros e
heterocromatina pericentromérica, além de estar presente em todos os cromossomos B de P.
helleri. Esses achados indicam a presenca de um satDNA abundante no género Partamona,
associado as regides de heterocromatina e centromeros, corroborando a hipétese de que o
satDNA desempenha um papel relevante na evolucdo da heterocromatina e pode exercer

funcdes centroméricas em abelhas da tribo Meliponini.

Palavras-chave: DNA repetitivo, Genoma; Heterocromatina; Meliponini.
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1 INTRODUCAO

O género de abelhas sem ferrdo Partamona (Schwarz, 1939) compreende 32 espécies
que ocorrem exclusivamente na regido Neotropical, do sul do México ao sul do Brasil (Pedro;
Camargo, 2003). Esse grupo apresenta homogeneidade morfoldgica, com pouca variagao de
suas caracteristicas, o que dificulta uma categorizacdo. Assim, a combinagdo de caracteristicas
como cor do integumento, pilosidade e asas estdo entre as utilizadas no reconhecimento das
espécies de Partamona (Pedro; Camargo, 2003). Além disso, as caracteristicas
comportamentais relacionadas a arquitetura dos ninhos s@o muito relevantes para uma andlise

filogenética do grupo (Pedro; Camargo, 2003).

A filogenia baseada em dados morfoldgicos, proposta por Pedro e Camargo (2003)
divide o género Partamona em quatro grupos: Bilineata/Epiphytophila, Musarum, Nigrior e
Cupira, sendo P. helleri, P. cupira e P. ailyae incluidas no grupo Cupira e P. chapadicola no
grupo Nigrior. A filogenia proposta por Rasmussen e Cameron (2010) divide o género em dois
clados principais. Outra filogenia molecular sugerida por Novaes et al. (2021), com base nos
dados de dois genes mitocondriais (COI e CytB) de 11 espécies de Partamona, também
confirmou que esse género € dividido em dois clados, estando P. ailyae e P. rustica no clado A
e P. cupira, P. chapadicola e P. helleri no clado B. As relacdes filogenéticas propostas por
Novaes et al. (2021) diferem daquelas baseadas em dados morfolégicos propostas
anteriormente por Pedro e Camargo (2003). Recentemente, Miranda et al. (2025), com base em
marcadores mitocondriais (Citocromo C oxidase I e 12S genes) e nucleares (1-alfa e rodopsina),
propuseram uma nova filogenia, que difere de Pedro e Camargo (2003), bem como de Novaes
etal. (2021). A principal diferenga apresentada por Miranda et al. (2025) nessa filogenia refere-
se a espécie P. rustica, que passa a compor o clado B, juntamente a P. helleri, P. cupira, P.

chapadicola, ademais, a espécie P. ailyae, parece ndo ser uma tnica espécie.

Os genomas dos eucariotos sdo ricos em elementos repetitivos, como, por exemplo,
DNA satélites (satDNA), que consistem em sequéncias repetidas muitas vezes em tandem (Kim
et al., 2014). O satDNA sofre ciclos repetidos de amplificacdo e degeneragdo, que podem
manté-lo no genoma por um longo tempo, mas também podem leva-lo ao desaparecimento por
degeneracdo da sequéncia. A amplificacdo € responsavel pela homogeneizagdo, e a mutacao
pela degeneracdo da sequéncia, com as duas forcas agindo recursivamente (Camacho et al.,

2022).
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A quantidade de satDNA presente no genoma pode variar substancialmente, mesmo
entre espécies do mesmo género. Em abelhas do género Melipona, M. quadrifasciata possui
2,84% de satDNA no seu genoma enquanto M. scutellaris possui 38,41% (Pereira et al., 2021).
Apesar de em muitos casos os satDNAs atuarem como um excelente marcador para fornecer
informacdes sobre a histéria evolutiva dos organismos (Montiel et al., 2022) ainda sao pouco
representados nas montagens dos genomas devido a natureza repetitiva das suas sequéncias

(Wang et al., 2008)

O advento das novas técnicas de bioinformatica facilitou o estudo de sequéncias
repetitivas do genoma, como, por exemplo, o pipeline RepeatExplorer2, que identifica
sequéncias repetitivas, incluindo os satDNA do genoma (Novik et al., 2017; Novédk; Neumann;
Macas, 2020). Essa ferramenta tem permitido o estudo de sequéncias repetitivas em diversos
grupos, tais como insetos (Palacios-Gimenez et al., 2018; Milani et al., 2018; Silva et al., 2019;
Bardella; Milani; Cabral-de-Melo, 2020; Pereira et al., 2021; Camacho et al., 2022; Montiel et
al., 2022; Mora et al., 2020, 2023; Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025),
plantas (Fu et al., 2019), mamiferos (Pago et al., 2015) e anfibios (Silva et al., 2020).

Dados sobre a semelhanca de sequéncias repetitivas tém fornecido resultados
importantes para a reconstru¢do de filogenias (Vitales et al., 2020). Usando uma matriz de
similaridade gerada pelo RepeatExplorer2, a partir das sequéncias repetitivas mais abundantes,
foi possivel realizar a reconstrucio filogenética de sete espécies de Drosophila, com base nas
distancias genéticas pareadas entre os satelitomas das diferentes espécies (Vitales et al., 2020).
Os resultados dessa andlise, mesmo utilizando dados de poucas repetigdes, assemelharam-se as
inferéncias filogenéticas baseadas em DNA nuclear, DNA mitocondrial e abundancias de

repeti¢des (Dodsworth et al., 2015).

Em abelhas sem ferrdo, os estudos citogendmicos, que integram a ferramenta de
bioinformdtica RepeatExplorer2, dados gendmicos e cromossdmicos, t€m contribuido para o
entendimento das relagdes filogenéticas em determinados géneros. Pereira, Cabral-de-Melo e
Lopes (2023) associaram dados filogenéticos (Rasmussen; Camargo, 2008) e citogendomicos
obtidos por meio do RepeatExplorer2, e verificaram que um dos satélites, o satDNA
ThyaSat01-301, era o mais abundante no genoma da espécie Trigona hyalinata, da qual foi
obtido o genoma, e que esse satDNA era compartilhado no género Trigona entre outras espécies

do mesmo clado, mas nio foram observados sinais de hibridiza¢do nas espécies de Trigona do
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clado irmdo. Portanto, os resultados concordam com a filogenia molecular, que mostra a divisdao

do género Trigona em dois clados (Rasmussen; Camargo, 2008; Rasmussen; Cameron, 2010).

O género Melipona, é formado por quatro subgéneros, com espécies que apresentam
alto teor de heterocromatina e outras com baixo teor de heterocromatina. Pereira et al. (em
preparagdo) mostraram que essas diferencas estdo relacionadas com a variagdo na abundéncia
de alguns satDNAs. Além disso, mesmo compartilhando diversas familias de satDNA, em cada
subgénero existe uma familia predominante de satDNA, inclusive nas espécies com menor teor

de satDNA no genoma.

O género Partamona apresenta um ndmero cromossdmico conservado de 2n = 34 para
fémeas e n = 17 para machos (Brito; Costa; Pompolo, 1997; Rocha et al., 2003; Lopes et al.,
2020; Elizeu et al., 2021; Novaes et al., 2021; Tavares et al., 2023). Apesar disso, estudos
citogenéticos mostram que essas espécies apresentam diferencgas cariotipicas em termos de
féormula cromossdmica, quantidade e distribuicdo da heterocromatina, distribuicdo de
microssatélites e presenca de cromossomos supranumerarios (Martins et al., 2009; Marthe et
al., 2010; Tosta et al., 2014; Tavares; Lopes; Campos, 2017; Lopes et al., 2020; Gongalves et
al., 2021; Novaes et al., 2021; Tavares et al., 2023).

Dentro do género Partamona, cromossomos B ja foram descritos em P. cupira, P.
rustica e P. helleri (Costa; Pompolo; Campos, 1992; Brito; Costa; Pomplo, 1997; Tosta et al.,
2014; Novaes et al., 2021). Dentre essas espécies, P. helleri € a que possui maior nimero e
diversidade de cromossomos B relatados por individuo. Martins et al. (2014) descreveram dez
tipos de cromossomos B em P. helleri, sendo até sete por individuo. Novaes et al. (2021)
relataram até cinco cromossomos B por individuo. Ambos os estudos mostraram que 0s
cromossomos B apresentavam tamanhos variados, sendo essencialmente heterocromaticos, mas
contendo uma por¢ao eucromdtica. Apesar de geralmente serem menores e apresentarem menor
conteddo de DNA do que os cromossomos do complemento A, alguns podem ter tamanho até
superior ao dos cromossomos A (Martins et al., 2014), influenciando o tamanho do genoma

nuclear (Novaes et al., 2021).

Considerando a importancia que os satDNAs podem ter na composi¢do e evolucio do
genoma, realizamos uma andlise citogenOmica para identificar as familias de satDNA que
compdem o satelitoma de quatro espécies de Partamona. Baseado nos resultados anteriores em

Meliponini, também investigamos a presenca do satélite mais abundante em diferentes
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populacdes de P. helleri, com diferentes nimeros de cromossomos B, bem como em P.
chapadicola e P. rustica, com o intuito de conhecer a distribuicdo cromossdmica do satDNA
mais abundante nessas espécies e sua possivel participacdo na composicao dos cromossomos B
de P. helleri. Além disso, buscamos fornecer dados que possam contribuir para esclarecer a
origem e composicdo dos cromossomos B, bem como oferecer informagdes que ajudem a

explicar as relagcdes filogenéticas desse grupo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Analises genomicas de espécies de Partamona

Andlises genOmicas foram realizadas em quatro espécies de Partamona, com
representantes dos dois clados filogenéticos propostos por Novaes et al. (2021) e Miranda et al.
(2025) (Tabela 1). O individuo adulto de P. helleri foi selecionado de uma colonia na qual nao
foi observada a presenca de cromossomos B. A identificacdo das espécies foi realizada pela Dra
Silvia Pedro. Os espécimes foram depositados na cole¢do cientifica da no Apiario Central da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Individuos adultos das quatro
espécies foram armazenados em etanol absoluto para extragdo do DNA gen6mico, utilizando o

kit DNeasy (Qiagen Inc., CA, USA), de acordo com o protocolo do fabricante.

Tabela 1 - Espécies de Partamona utilizadas para andlises gendmicas neste estudo, seus
respectivos clados filogenéticos, de acordo com Miranda et al. (2025), grupos morfolégicos, de
acordo com (Pedro; Camargo, 2003) e suas localidades.

Clado Grupo
Espécies filogenético morfologico Localidade

Partamona ailyae Camargo, 1980  Clado A Cupira Araguari, Minas Gerais, Brasil

Bom Despacho, Minas Gerais,
Partamona cupira (Smith, 1863) Clado B Cupira  Brasil
Partamona chapadicola Pedro &
Camargo, 2003 Clado B Nigrior  Redengio, Pard, Brasil
Partamona helleri (Friese, 1900) Clado B Cupira  Marliéria, Minas Gerais, Brasil

Os genomas de Partamona ailyae, P. cupira, P. chapadicola e P. helleri foram
sequenciados na plataforma Illumina NovaSeq 6000 (Inc., San Diego, CA, USA), produzindo
uma biblioteca paired-end reads (2 x 150 bp), utilizando o servico da Novogene Corporation
Inc. (Sacramento, USA). A qualidade dos dados gendmicos foi verificada com a ferramenta

FastQC Read Quality Reports, disponivel na plataforma publica Galaxy (https://repeatexplorer-

elixir.cerit-sc.cz/galaxy). As sequéncias de satDNAs dos genomas das quatro espécies de

Partamona foram identificadas com o auxilio dos pipelines Repeat Explorer (Galaxy Version

2.3.12.1), disponivel na plataforma Galaxy (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy,

acessado em junho de 2024), utilizando o protocolo de Novak, Neumann e Macas (2020). As

leituras brutas no formato FASTQ foram pré-processadas para filtragem de qualidade, remocao


https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy

51

de adaptadores e entrelacamento de leituras emparelhadas em um arquivo no formato FASTA.
Para o agrupamento, foram utilizadas as ferramentas RepeatExplorer2 Clustering e Tandem
Repeat Analyzer (TAREAN), utilizando-se uma amostra aleatéria de 1.000.000 de reads. Em
seguida, as familias foram identificadas com a ferramenta TAREAN (Novék et al., 2017). As
sequéncias identificadas foram analisadas e comparadas com sequéncias previamente
depositadas na base de dados do Repbase v20.10 (Bao; Kojima; Kohany, 2015) e do
GenBank/NCBI DNA, por meio da ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990), a fim de
verificar possiveis semelhangas entre as sequéncias. Utilizamos o software Geneious v4.8
(Drumond et al., 2009) para verificar se havia homologia entre os satDNAs, que foram
classificados em familias e superfamilias (Ruiz-Ruano et al., 2016). A abundéncia e divergéncia
de cada familia foi estimada por meio do RepeatMasker (Smit et al., 2017), utilizando o
Cross_match. Um total de 10.000.000 de reads aleatoriamente selecionados foi utilizado para
essa andlise. A abundancia foi estimada com base em sua propor¢do no genoma, de modo que
a soma dos nucleotideos mapeados pertencentes a um especifico foi dividida pelo nimero total
de nucleotideos na biblioteca. A divergéncia foi definida utilizando o parametro Kimura 2
(K2P), com o script calcDivergenceFromAlign.pl no software RepeatMasker (Smit et al.,
2017).

A nomenclatura dos satDNAs identificados foi realizada de acordo com Ruiz-Ruano et
al. (2016), com modifica¢des. Todos os satélites foram compartilhados entre as quatro espécies
analisadas e, portanto, utilizamos o género (Partamona) para iniciar o nome dos satDNAs. Os
satDNAs foram classificados como pertencentes a mesma variante quando apresentaram
identidade de sequéncia superior a 95%, como variantes da mesma familia quando tiveram
identidade superior a 80% e como superfamilias aquelas com similaridade acima de 60% (Ruiz-

Ruano et al., 2016).

2.2 Obtencao de cromossomos metafasicos e mapeamento do satDNA mais abundante
(PartamonaSat(01-316) no genoma das espécies de Partamona através de hibridizacio in

situ fluorescente (FISH)

Cromossomos mitéticos metafdsicos das espécies de Partamona (tabela 2) foram
obtidos de ganglios cerebrais de larvas pos defecantes de acordo com o protocolo de Imai,
Taylor e Crozier (1988) para serem utilizados posteriormente na técnica de FISH. A escolha

das espécies foi devido ao posicionamento na filogenia e a disponibilidade de material para
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obtencdo dos cromossomos. Na espécie P. helleri, analisamos individuos de sete populacdes,

coletadas nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro (Tabela 2).

Tabela 2 - Espécies de Partamona utilizadas para andlises cromossOmicas neste estudo, seus
respectivos clados filogenéticos de acordo com Miranda et al. (2025) grupos morfolégicos, de
acordo com (Pedro; Camargo, 2003) e suas localidades.

Clado Grupo

Espécies filogenético  morfolégico Localidade
Partamona rustica
Pedro & Camargo, Clado B Cupira Lontra, Minas Gerais, Brasil

2003
Jaguaré, Espirito Santo, Brasil
Governador Lindenberg, Espirito
Santo, Brasil

Partamona helleri Clado B Cupira Santa Teresa, Espirito Santo, Brasil

Friese, 1900 Natividade, Rio de Janeiro, Brasil
Porciuncula, Rio de Janeiro, Brasil
Ponte Nova, Minas Gerais, Brasil

Macarani, Bahia, Brasil

Partamona
chapadicola Pedro Clado B Nigrior Urbano Santos, Maranhao, Brasil

& Camargo, 2003

O satDNA PartamonaSatO1-316 foi encontrado nas quatro espécies de Partamona
sendo em todas o mais abundante. Por isso, sua sequéncia consenso foi utilizada para desenhar
manualmente os primers: F 5° TTCTCGAGCGAGATTCATCA 3 e R ¥
CCAATCTCGAAACTTCGTTTT 3° para constru¢gdo da sonda para localizagdo
cromossomica. A sonda do satDNA foi amplificada por PCR com as solugdes totalizando 10
pL que continham 4.52 pL of H>O, 2 uLL do DNA molde de P. helleri (100 ng/ul), 0.4 uL de
cada primer (10mmol/L), 2 pL of 5x Color-less GoTaq Flexi buffer, 0.08 uL de dNTPs (20
mmol/L), 0.4 uL de MgCl> (25 mmol/L), e 0.2 uLL de GoTaq Flexi DNA Polymerase (5 U/uL)
(Promega, Maddison, WI, USA). As condicdes de PCR incluiram um passo inicial de
desnaturagdo a 94°C durante 5 min e 30 ciclos a 94°C (30 s), 60°C (30 s) e 72°C (80 s), mais
uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram checados em gel de

agarose a 1%.
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O mapeamento da sonda do satDNA mais abundante nos cromossomos de cada espécie
foi realizado pela técnica de FISH de acordo com Pinkel, Straume e Gray (1986), com
alteracoes descritas por Teixeira et al. (2021). A sonda produzida para satDNA foi marcada por
método indireto com digoxigenina-11-dUTP utilizando o kit Dig-Nick-Translation Mix (Roche
Applied Science, Mannheim, Alemanha). A identificagdo dos sinais da sonda foi realizada
através de antidigoxigenina-rodamina (Roche Applied Science, Mannheim, Alemanha). Os
cromossomos foram contracorados com 4',6-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Alemanha). Para obtenc@o das imagens usamos microscépio BX60 equipado com
camera DP23M usando o software de imagem CellSens e os filtros WG (510-550 nm) para
rodamina e WU (330-385 nm) para o DAPI. Pelo menos 30 metéafases por espécie foram

utilizadas para determinar os padrdes com a técnica de FISH.
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3 RESULTADOS

A andlise gendmica das quatro espécies de Partamona mostrou que os satDNAs
representam uma fragdo varidvel do genoma dessas espécies. Em P. ailyae, os satDNAs
representam 2,612% da fracao gendmica analisada, enquanto, nas demais espécies, os satDNAs
corresponderam a uma por¢do muito maior do genoma analisado: 11,103% em P. cupira,

8,900% em P. chapadicola e 7,915% em P. helleri (Tabela 3).

Oito familias de satDNAs foram identificadas nas andlises e estavam presentes nos
genomas das quatro espécies analisadas (Tabela 3). O contetido de pares de bases AT desses
satDNAs variou de 41,3% a 82,1%, com média de 58,77% (c = 12,99). O comprimento das
sequéncias variou de 140 pb a 627 pb. As andlises comparativas entre as sequéncias de satDNA
identificadas mostraram homologia superior a 60% entre duas familias (PartamonaSat03-145 e
PartamonaSat06-145), permitindo agrupa-las na mesma superfamilia (SF1). Ambas as familias

exibiram mondmeros com 145 pb (Tabela 3).

A abundancia das familias de satDNAs variou consideravelmente entre as espécies. Os
maiores valores de abundéancia foram observados no satDNA PartamonaSat01-316, que foi o
mais abundante em todas as quatro espécies analisadas: 2,22% em P. ailyae, 9,381% em P.
cupira, 8,595% em P. chapadicola, 7,705% em P. helleri. Os menores valores de abundancia
foram observados no satDNA PartamonaSat08-140, que foi o menos abundante nas quatro
espécies analisadas: 0,001% em P. ailyae, 0,003% em P. cupira e P. chapadicola e 0,004% em
P. helleri.

O satDNA PartamonaSat01-316 se destacou em abundancia em relagdo aos demais em
todas as espécies analisadas, sendo aproximadamente seis, cinco, 28 e 36 vezes mais abundante
que os outros satDNAs na fracdo gendmica de P. ailyae, P. cupira, P. chapadicola e P. helleri,
respectivamente. Além disso, o segundo satDNA mais abundante (PartamonaSat02-627)
apresentou um valor de abundancia muito maior em P. cupira (1,604%) em relagcao as outras
trés espécies analisadas: 0,188% em P. ailyae, 0,173% em P. chapadicola e 0,094% em P.
helleri (Tabela 3). O satDNA PartamonaSat01-316, apresenta 66% de similaridade com
satDNA FvarSat01-306, previamente descrito em F. varia (Vignati et al., 2025) podendo ser

classificado como da mesma superfamilia.
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Tabela 3 - Caracteristicas das familias de satDNA identificadas nos genomas de quatro espécies de Partamona: P. ailyae (Paily) do clado A, e P.
helleri (Phel), P. chapadicola (Pchap), e P. cupira (Pcup) do clado B. SF: superfamilia. CM: Comprimento do mondmero. AT (%): Contetido de
bases AT.

Abundancia (%) Divergéncia (%)

Familia de satDNA SF ML A+T (%) Paily Phel Pcha Pcup Paily Phel Pcha Pcup
PartamonaSat01-316 316 63,3 2,221 7,705 8,595 9,381 6,41 3,13 2,88 291
PartamonaSat02-627 627 41,3 0,188 0,094 0,173 1.604 10,88 9,33 10,02 2,95
PartamonaSat03-145 1 145 57,2 0,112 0,063 0,061 0,06 20,72 2091 2049 2041
PartamonaSat04-78 78 82,1 0,045 0,011 0,028 0,016 16,74 19,55 17,27 18,9
PartamonaSat05-287 287 56,4 0,01 0,012 0,011 0,009 8,35 7,13 6,21 6,51
PartamonaSat06-145 1 145 57,2 0,027 0,014 0,015 0,013 18,44 18,53 17,46 19,73
PartamonaSat07-580 580 68,4 0,008 0,013 0,013 0,014 12,99 7,54 10,43 10,03
PartamonaSat08-140 140 443 0,001 0,004 0,003 0,003 8,31 7,09 6,17 7,07

TOTAL 2,612 7,915 8,900 11,103
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Em relacdo a divergéncia das sequéncias, os menores valores foram observados para o
satDNA mais abundante, PartamonaSat01-316, sendo 6,41% em P. ailyae, 2,91% em P. cupira,
2,88% em P. chapadicola e 3,13% em P. helleri. Os maiores valores de divergéncia foram
registrados para o PartamonaSat03-145 em todas as espécies analisadas (Tabela 3). Além disso,
constatamos que a divergéncia do satDNA PartamonaSat01-316 foi inversamente proporcional
a sua abundancia. Em P. ailyae, espécie na qual esse satDNA apresentou a menor abundancia
(2,221%), foi observado o maior valor de divergéncia (6,41%), enquanto, nas demais espécies,

o maior valor registrado foi de 3,13% em P. helleri (Tabela 2).
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Satellite DNA families
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PartamonaSat07-580
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Figura 1 - Landscape (abundancia versus divergé€ncia) para as familias de satDNAs identificados nos
genomas de quatro espécies de Partamona: (A) P. ailyae. (B) P. helleri. (C) P. chapadicola. (D) P.
cupira. Note a predominancia da familia PartamonaSat01-316 em relagcdo aos demais satDNAs nos
genomas das quatro espécies.

A andlise da landscape (abundancia versus divergéncia) revelou que o satDNA
PartamonaSat01-316 apresentou um pico de abundancia em baixa divergéncia, inferior a 5%,
em P. cupira, P. chapadicola e P. helleri (Figura 1B-D), indicando amplificacdo recente desse
satDNA nessas espécies. Todavia, observamos que esse mesmo satDNA, em P. ailyae,

apresentou um maior achatamento da curva de distribui¢do da paisagem repetida, sugerindo o
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acumulo de mutacdes (Figura 1A). Em P. cupira, verificamos ainda a amplificacdo do satDNA

PartamonaSat02-627, com divergéncia predominantemente inferior a 5% (Figura 1B).

Analisamos a presenca do satDNA PartamonaSat01-316 em P. rustica, que apresentou
sinais de hibridizacdo nos centrdmeros de todos os cromossomos e na heterocromatina
pericentromérica de alguns pares. Além disso, o braco curto de todos os cromossomos

submetacéntricos foi marcado (Figura 2A).

Em P. chapadicola, a sonda PartamonaSat01-316 marcou os centromeros de todos os
cromossomos e grande parte da heterocromatina na regido pericentromérica de um dos bracos
da maioria dos cromossomos. Além disso, o primeiro par de cromossomos submetacéntrico
apresentou duas marcagdes: uma centromérica e outra na regidao terminal do braco maior

(Figura 2B).
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Figura 2 - Distribuicdo cromossdmica da familia de mais abundante, satDNA PartamonaSat01-
316 (regides vermelhas), mapeada por Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH) em espécies de
abelhas Partamona: (A) P. rustica, (B) P. chapadicola e (C) P. helleri sem cromossomos B e
P. helleri com cromossomos B de diferentes localidades: (D) Natividade, (E) Porcidncula, (F)
Ponte Nova e (G) Governador Lindenberg. Barras = Sum.
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Em todas as populacdes analisadas de P. helleri, foram encontrados individuos com
cromossomos B. As andlises de FISH com a sonda produzida a partir do satDNA
PartamonaSat01-316 em cromossomos desta espécie mostraram sinais de hibridizacdo nas
regides de heterocromatina pericentromérica e no centromero dos cromossomos do
complemento A (Figura 2C). Além disso, todos os cromossomos B foram marcados (Figuras
2D-G e 3A-F), especialmente os cromossomos B maiores encontrados em individuos das
populacdes de Jaguaré e Macarani. Nesses individuos, observamos uma marca¢ao bem mais
evidente, indicada pela forte intensidade do sinal de FISH na regido de heterocromatina, porém

ndo em toda a sua extensao (Figuras 3C, E, F).
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Figura 3 -Distribui¢do cromossOmica da familia de mais abundante, satDNA PartamonaSat01-
316 (regides vermelhas), mapeada por Hibridizacao in situ Fluorescente (FISH) em populacdes
de P. helleri com cromossomos B: (A-C) Jaguaré, (D) Santa Teresa e (E-F) Maracani. Barras
= Sum.
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4 DISCUSSAO

A andlise do satelitoma de quatro espécies de abelhas sem ferrdo do género Partamona
mostrou variagdo na quantidade de satDNA no genoma, mesmo entre espécies do mesmo
género. Essas variacdes na abundancia de satDNA no genoma j4 foram observadas em outros
insetos, como drosdfilas e gafanhotos (Lima; Ruiz-Ruano, 2022; Camacho et al., 2022). Em
Drosophila, por exemplo, o conteido de satDNA variou de 0,54% no genoma de D. arizonae
a38,8% em D. albomicans (Lima; Ruiz-Ruano, 2022). Em abelhas do género Melipona, Pereira
et al. (2021) relataram uma grande diferenca na propor¢cao de satDNA no genoma: em M.
scutellaris, o satDNA representou 38,41%, enquanto em M. quadrifasciata foi de apenas
2,83%. Segundo Lima e Ruiz-Ruano (2022), a variacdo no contetido de satDNA do genoma

frequentemente segue um sinal filogenético.

De acordo com as filogenias moleculares de Partamona (Novaes et al., 2021; Miranda
et al. 2025), o género € dividido em dois clados principais, sendo P. ailyae pertencente ao clado
A e P. cupira, P. chapadicola e P. helleri ao clado B. A espécie P. rustica que pela filogenia
de Novaes et al. (2021) pertencia ao mesmo clado de P. ailyae agora passa a fazer parte do
clado B, juntamente a P. cupira, P. chapadicola e P. helleri A andlise gendmica de satDNA
mostrou que as espécies do clado B possuem uma quantidade superior a trés vezes a de satDNA
encontrada em P. ailyae, pertencente ao clado A. No género Melipona, que é composto por um
grupo de espécies com baixo conteudo de heterocromatina (menos de 50%) e outro com alto
teor de heterocromatina (mais de 50%) (Rocha; Pompolo, 1998), Pereira et al. (2021)

mostraram que ha grande diferenca na quantidade de satDNA entre espécies desses grupos.

Apesar da variagdo na proporcao de satDNA no genoma (Tabela 3), identificamos oito
familias de satDNA nas quatro espécies, indicando que a quantidade de satDNA ndo estd
relacionada ao nimero de familias de satDNA (Pereira et al., 2021). No caso do género
Partamona, a espécie P. ailyae, mesmo possuindo o mesmo nimero de familias de satDNA
que as demais espécies analisadas, apresenta uma fracdo de satDNA em seu genoma muito
menor do que nas demais espécies do género. Embora ndo tenham sido observadas diferencgas
qualitativas em relacdo as familias de satDNA presentes nas espécies de clados diferentes,
verificamos que as espécies do clado B (P. cupira, P. chapadicola e P. helleri) parecem possuir
uma maior quantidade de satDNA no genoma, e essa maior quantidade estd relacionada
principalmente a abundancia do satDNA PartamonaSat01-316, que € o satDNA mais abundante

nas quatro espécies. Esses resultados contrastam com os obtidos por Pereira ef al. (2021) e



60

Pereira, Cabral-de-Melo e Lopes (2023), em que o satDNA mais abundante varia entre espécies
de clados diferentes dentro dos géneros Melipona e Trigona. O género Partamona se
diversificou ha aproximadamente 5 Ma, enquanto em 7Trigona e Melipona ocorreu a
aproximadamente 19 e 24 Ma, respectivamente (Rasmussen; Cameron, 2010). O tempo muito
menor de separacao das espécies de Partamona poderia explicar por que a biblioteca ainda ndo
mudou qualitativamente. Contudo, € essencial que outras espécies de Partamona sejam
estudadas para confirmar se essa diferenca quantitativa realmente se relaciona com a filogenia
do género. De acordo com Palacios-Gimenez et al. (2020), as mudangas evolutivas na
abundancia e divergéncia de satDNA refletem se relacionam diretamente a filogenia das

espécies e as diferencas observadas na abundancia de satDNA e na sequéncia de nucleotideos

sdo proporcionais ao tempo porque elas compartilharam seu tltimo ancestral comum.

O enriquecimento de AT observado nos satDNAs de Partamona corrobora uma
tendéncia ja descrita para outras abelhas da tribo Meliponini (Pereira et al., 2021; Pereira;
Cabral-de-Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025). Porém, em outros grupos como drosoéfilas,
o conteudo de guanina-citosina (GC) das sequéncias de satDNA varia amplamente, de 9,1% a
71,8%, apesar disso, essas sequéncias tendem a ser ricas em AT (Lima; Ruiz-Ruano, 2022). Em
insetos, o satDNA rico em AT é recorrente, sendo sugerido que contribua para a curvatura do
DNA, aumentando, assim, a estabilidade do nucleossomo (revisado por Palomeque; Lorite,

2008).

O comprimento das sequéncias variou de 140 a 627 pb. O satDNA mais abundante,
PartamonaSat01-316, apresentou 316 pb de comprimento. Esse comprimento de mondmero €
muito semelhante ao dos satDNAs mais abundantes das abelhas 7. hyalinata e Frieseomelitta
varia, que apresentaram 301 e 306 pb, respectivamente (Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023;
Vignati et al., 2025), correspondendo aproximadamente ao tamanho de dois nucleossomos.
Mono6meros com comprimentos entre 150-180 pb e 300-360 pb parecem ser comuns em muitos
DNAs satélites e podem ser considerados evolutivamente favorecidos (por exemplo, em
insetos; Palomeque; Lorite, 2008). Ao compararmos as sequéncias desses trés satDNAs
recuperadas pelo RepeatExplorer2, verificamos que o satDNA PartamonaSat01-316, presente
no género Partamona, e o satDNA FvarSat01-306, de F. varia, pertencem a mesma
superfamilia, apresentando aproximadamente 66% de similaridade. Entretanto, o satDNA
FvarSat01-306, de F. varia, possui uma delecdo de 10 pb. Esses satDNAs apresentam uma
regido de aproximadamente 100 pb que parece ser conservada, com similaridade superior a

82%, ambos localizados nas regides centromérica e pericentromérica. Essa regido conservada
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pode explicar por que a sonda especifica do FvarSat01-306, de F. varia, teria hibridizado na

regido centromérica de P. helleri (Vignati et al., 2025).

Ao compararmos as sequéncias dos satDNAs de 145 pb de Partamona
(PartamonaSat03-145 e PartamonaSat06-145) com os satDNAs de 7. hyalinata (ThyaSat04-
145, ThyaSat06-145, ThyaSat07-145, ThyaSat08-145) (Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes,
2023), F. varia (FvarSat04-145, FvarSat06-145)(Vignati et al., 2025), M. scutellaris e M.
quadrifasciata (MquaSat06_MscuSat(02-145, MquaSat11_MscuSat05-147,
MquaSat13_MscuSat06-146, MquaSatl2_MscuSat07-145, MquaSat10_MscuSat08-145 e
MquaSat03_MscuSat12-146)(Pereira et al., 2021) verificamos que o satDNA PartamonaSat06-
145 de Partamona pode ser classificado na mesma superfamilia que os satDNAs ThyaSat06-
145 e FvarSat04-145, presentes em 7. hyalinata e F. varia, respectivamente, pois apresentam
mais de 60% de semelhanca. Além disso, o satDNA PartamonaSat03-145 apresenta
similaridade superior a 80% com os satDNAs presentes nas quatro espécies mencionadas
anteriormente (ThyaSat04-145, FvarSat04-145 e MquaSatl1_MscuSat05-147), sendo,
portanto, considerado componentes da mesma familia. Esses dados evidenciam a conservagao
de uma familia de satDNAs entre diferentes géneros de abelhas, que divergiram ha pelo menos

56 milhdes de anos (Rasmussen; Cameron, 2010).

Além disso, essa familia de satDNAs ndo sofreu ampliacdo significativa em nenhuma
das espécies analisadas, como demonstrado por suas baixas abundancias, variando de
0,00167% em M. quadrifasciata a 0,117% em T. hyalinata. E provavel que esses conjuntos de
satDNAs, que compartilham identidade de sequéncia, ja estivessem presentes no ancestral
comum mais recente dessas espécies (Camacho et al., 2022). Esses dados confirmam que nem
sempre um satDNA passa por eventos de amplificacio, como ocorreu nas espécies de
gafanhotos Locusta migratoria e Oedaleus decorus, que, mesmo apos 22,8 milhoes de anos de
evolucdo separada, compartilham um satDNA que ndo sofreu ampliagdo em nenhuma delas.
Apesar de, em geral, os satDNAs ort6logos passarem por amplificacdo em pelo menos uma das
espécies, podendo ser o mais abundante em uma e o menos abundante em outra (Camacho et
al., 2022). A ampla conservagdo evolutiva de satDNAs entre espécies de grilos apds a
divergéncia da biblioteca de satDNA aponta para uma possivel funcionalidade desses
elementos, uma vez que os satDNAs sdao compartilhados entre espécies, mas transcritos

diferencialmente em diferentes partes do corpo e entre sexos (Palacios-Gimenez et al., 2018).
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O satDNA PartamonaSat01-316, além de estar presente nas quatro espécies analisadas,
€ o mais abundante em todas elas. A alta representacdo de uma familia de satDNA no genoma
corrobora o que parece ser uma tendéncia nos Meliponini estudados até o momento. Em T.
hyalinata, o genoma possui 16,565% de satDNA, sendo que o mais abundante (ThyaSat01-
301) representa 13,774% da fracdo gendmica estudada (Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023).
Em F. varia, que possui 11,223% de satDNA, 9,971% correspondem ao satDNA FvarSat01-
306 (Vignati et al., 2025). O mesmo pode ser observado em M. scutellaris, cuja abundancia de
satDNA ¢ de 38,41%, sendo 38,20% do mesmo satDNA, MscuSat01-195, amplificado nessa
espécie e associado ao alto teor de heterocromatina presente nos cromossomos (Pereira et al.,
2021). A predominancia de satDNAs na composi¢do do genoma também € observada em outros
insetos. No coledptero Rhynchophorus ferrugineus, os satDNAs representam cerca de 25% do
genoma, com 20,4% pertencentes a mesma familia, a RferSat01-169 (Montiel et al., 2022). No
besouro Hipodamia variegata, a andlise do satelitoma revelou que 14,93% do genoma ¢é
composto por satDNA, sendo que 9,37% corresponde a um tnico satDNA. Os satDNAs mais
abundantes em um genoma provavelmente desempenham um papel na funcdo centromérica

(Melters et al., 2013).

Ademais, o satDNA PartamonaSat01-316 apresenta os menores valores de divergéncia,
indicando que o mesmo teve amplificacdo recente. A andlise da curva de distribuicao do gréfico
de Abundancia versus Divergéncia, embora ndo seja uma medida absoluta de tempo, pode ser
util como um indicador do tempo desde a ultima amplificacdo de satDNA. Espera-se que a
curtose e o tamanho relativo do pico sejam altos para satDNAs recentemente amplificados,
enquanto valores baixos € uma curva mais achatada indicam que os satDNAs nao foram
amplificados recentemente. Sendo assim, o tamanho relativo do pico e a curtose indicam

também se esse satDNA esta distante de se degenerar (Camacho et al., 2022).

A investigacdo da presenca e distribuicdo do satDNA PartamonaSat01-316 em P.
rustica revelou que os sinais positivos coincidem com as regides pericentroméricas € com os
centrdmeros, além do braco curto de alguns pares (Figura 2A), coincidindo com a regiao de
heterocromatina (Novaes et al., 2021). Apesar de a filogenia de Novaes et al. (2021) propor que
P. rustica pertenca ao clado A, verificamos que a distribui¢do do satDNA Partmona01-316 em
toda a heterocromatina se assemelha ao observado em P. helleri ((Figura 2C, Figura 3A-F).
Esses dados reforcam o que é proposto pela filogenia de Miranda et al. (2025), que P. rustica

seja reposicionada na filogenia, no mesmo clado de P. helleri.
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Em P. chapadicola, a heterocromatina estd distribuida ao longo de um dos bracos
cromossomicos (Lopes et al., 2020). Os sinais da sonda do satDNA PartamonaSat01-316
marcaram os centromeros de todos os cromossomos, a regido pericentromérica e quase todo o
braco da maioria dos cromossomos, indicando que este satDNA € um dos principais
componentes da heterocromatina, mas nio o tnico (Figura 2B). A heterocromatina além de
satDNA, também pode ser enriquecida em elementos transponiveis (revisado por Grewal; Jia,
2007; Allshire; Madhani, 2018) e essas duas classes de elementos repetitivos podem contribuir
com diferentes fracdes do genoma, por exemplo no género Drosophila, em que no subgénero
Drosophila o tamanho genoma impulsionado pela modulacdo de sequéncias de SatDNA,
enquanto o elemento transponivel ¢ um fator mais prevalente em Sophophora (Lima Ruiz-
Ruano, 2022). Em Meliponini, a producdo de uma sonda a partir de microdissec¢do de um
fragmento cromossdmico em regido de heterocromatina de Tetragonisca febrigi, mostrou sinais
de hibridizagcdo em regides heterocromaticas de todos os cromossomos, contudo, ndo marcou
toda a heterocromatina, indicando que esta ndo € a unica sequéncia ali presente. Assim, uma
hipotese € que em P. chapadicola, a heterocromatina possa ser constituida também por outros

tipos de sequéncias, como por exemplo, os elementos transponiveis.

Em P. helleri, a heterocromatina ocupa a regido centromérica e as regides
pericentroméricas de cromossomos do complemento A, além de se estender por quase toda a
extensdo dos cromossomos B (Martins ef al., 2014). Nossas analises de FISH com a sonda do
satDNA PartamonaSat01-316 mostraram sinais de hibridizacao nessas mesmas regides, o que
confirma que este satélite € o principal componente da heterocromatina nessa espécie (Figura
2C, Figura 3A-F). Os sinais da sonda foram observados em todos os cromossomos B,
independentemente do tamanho e da populacdo de origem. No entanto, nos cromossomos B
maiores, encontrados em individuos das populacdes de Jaguaré e Macarani, observamos que o
sinal de FISH foi mais forte e se estendia por maior extensao desses cromossomos (Figura 2C,
E, F). Esse resultado sugere que a amplificagdo do satDNA Partmona01-316 poderia justificar
esses cromossomos de tamanho maior nessas populacdes. Martins et al. (2014), ao investigar
a origem dos cromossomos B de P. helleri, produziram uma sonda por disseccdo do
cromossomo B1, mas ndo encontraram homologia com qualquer sequéncia de cromossomos A.
Nossos resultados indicam que, pelo menos, a composicao da heterocromatina é compartilhada

entre os cromossomos do complemento A e B.

Em gafanhotos, cromossomos B heterocromdticos, enriquecidos com diferentes

familias de satDNA compartilhadas com os cromossomos A, também foram observados. Na
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espécie Rhammatocerus brasiliensis, esses cromossomos B continham uma sequéncia de
satDNA compartilhada exclusivamente com um par de cromossomos A, corroborando a
hipétese de origem intraespecifica a partir do par cromossdmico ndmero 11 (Milani et al.,

2018).

O estudo das sequéncias repetitivas € fundamental, especialmente em espécies com
grande abundancia de repeti¢des, pois essas sequéncias podem gerar lacunas e outros problemas
em projetos de montagem de genomas. Essas lacunas sdo problemdticas, pois as dreas
cromossdmicas peri/centroméricas e os bracos curtos de cromossomos acrocéntricos contém
grandes matrizes de satDNAs. Portanto, é essencial um conhecimento prévio da composicao,
localizacdo e distribuicdo cromossomica de sequéncias repetitivas, incluindo os satDNAs

(Palacios-Gimenez et al., 2018).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que nosso objetivo era fornecer dados que contribuam para esclarecer a
origem e a composicao dos cromossomos B, bem como oferecer informacdes que auxiliem na
compreensdo das relacdes filogenéticas desse grupo por meio da andlise do satelitoma, nossos
resultados mostraram que, no género Partamona, ndo hd diferencas qualitativas entre a
biblioteca de satDNA das espécies dos clados A e B. No entanto, observamos diferencas

quantitativas que sugerem que as espécies do clado A podem conter um menor teor satDNA.

O satDNA desempenha um papel importante na composi¢do e evolucdo da
heterocromatina em Meliponini, e o elemento PartamonaSat01-316 estd presente em todas as
espécies de Partamona analisadas. Esse satDNA pode ser o principal componente dos
cromossomos B de P. helleri, especialmente nos cromossomos B maiores, encontrados em

populacdes da Bahia e do norte do Espirito Santo.

A distribuicdo do satDNA PartamonaSat01-316 em P. rustica e P. helleri reforcam a

ideia de maior proximidade filogenética do que era estimado anteriormente.

Novos esfor¢os sdo necessarios para investigar a presenca e distribuicdo desse satDNA
em outras espécies de Partamona, tanto naquelas que possuem cromossomos B quanto naquelas

que ndo os apresentam.
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4 CAPITULO 03: ANALISE COMPARATIVA DO SATELITOMA DE SEIS ESPECIES
DE ABELHAS DO GENERO Bombus LATREILLE, 1802.
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Analise do satelitoma de seis espécies de abelhas do género Bombus Latreille

Zulemara Boldrini Manhago Vignati

Resumo: O género Bombus que possui atualmente cerca de 294 espécies de abelhas em todo o
mundo, subdividido em 15 subgéneros. Na tribo Meliponini, grupo irmao de Bombini, o estudo
de satDNAs tém mostrado que em geral um satélite que é mais abundante no genoma predomina
na heterocromatina das espécies. Neste trabalho realizamos uma andlise gendmica em seis
espécies do género Bombus, com o objetivo de caracterizar o satelitoma das espécies B. turneri,
B. bohemicus e B. skorikovi, pertencentes ao subgénero Psithyrus e B. ardens, B. v. nearcticus
e B. vosnesenskii do subgénero Pyrobombus, em termo de diversidade, abundancia e
divergéncia. Investigamos se a biblioteca de satDNA dessas espécies segue os mesmos padrdes
observados em Meliponini. Nossa andlise mostrou que o satelitoma é composto por 100 familias
de satDNA, sendo a maioria compartilhados por todas as espécies. A quantidade de satDNA
no genoma variou de 11,0878% a 24,1019%. Assim como em Meliponini, na maioria das
espécies a propor¢cao de satDNA estd associada a abundancia de um satDNA, nesse caso o
BombusSat19-30, que € compartilhado por todas as espécies, e apresenta divergéncia média de
16,67%. Os valores altos de divergéncia desse satDNA indicam auséncia de amplificagdao
recente. Entretanto, a alta abundancia na maioria das espécies sugere que ja seria muito
abundante no ancestral dessas mesmas. A espécie B. turneri, apresentou um padrao diferente
do observado nas demais espécies de Bombus e de Meliponini. Nessa espécie, cinco satDNA

diferentes apresentaram abundéncia similar e predominantes no genoma.

Palavras-chave: RepeatExplorer; satDNA; Genoma e Bombini
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1 INTRODUCAO

O género Bombus Latreille 1802, compde a tribo Bombini, uma das quatro tribos de
abelhas corbiculadas. De acordo com as filogenias moleculares, Bombini tem como grupo
irmao as abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini (Cameron; Hines; Williams, 2007; Rasmussen;
Cameron, 2010; Almeida et al., 2023; Lepeco et al., 2024). A estimativa atual é que existam
cerca de 294 espécies em todo o mundo (Williams et al., 2023), sendo a maioria dessa
diversidade encontrada na Asia (Williams; Jepsen, 2014), principalmente em regides frias. Isso
¢ possivel devido a caracteristicas como: capacidade de termorregulacdo, capacidade de
hibernar (Heinrich, 1979 apud Williams; Lobo; Messenger, 2018), usar locais de nidificagdao
que sdo termicamente isolados por serem frequentemente subterraneos e usar material de ninho

deixado por outros animais (Williams et al., 2008).

Quase todos os subgéneros de Bombus estdo agrupados em dois grandes clados
principais, que diferem principalmente com relacdo a diferencas associadas a morfologia da
cabega, sendo um clado o “short-faced” e outro o “long-faced”. As espécies do novo mundo
estdo incluidas no grande clado “short-faced” (Cameron; Hines; Williams, 2007). Para facilitar
o estudo desse género, Williams et al. (2008) propuseram uma classificagdo simplificada para
os subgéneros, considerando que as chaves para subgéneros eram dificeis de usar e nao
funcionavam bem para muitas espécies. Essa simplificacdo reduziu de 38 para 15 subgéneros

monofiléticos.

Inicialmente, acreditava-se que os satDNA eram especificos da espécie (Bachmann et
al., 1993). Contudo, diversos estudos, incluindo Meliponini, grupo irmdo de Bombini,
demonstraram que essas sequéncias podem ser compartilhadas por espécies do mesmo género
e também de géneros diferentes (Pereira et al., 2021; Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023;
Vignati et al., 2025). O satDNA compartilhado pode representar fracdes diferentes no genoma
de cada espécie (Pereira et al., 2021). Outra tendéncia observada é que, uma familia de satDNA
estd consideravelmente mais representada no genoma em comparacio com as demais (Pereira
et al., 2021; Pereira; Cabral-de-Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025) e ndo apenas em
abelhas, mas também em outros insetos como coledpteros (Montiel et al., 2022; Mora et al.,
2020), ortopteros (Ruiz-Ruiano et al., 2018). No género Melipona, por exemplo, em Melipona
scutellaris o saDNA mais abundante representa 38,41% do genoma analisado, que corresponde

a 99,46% do total de satDNA (Pereira et al., 2021).
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A partir da andlise de informacgdes das sequéncias repetitivas que compdem 0 genoma
€ possivel propor hipéteses de relagdes evolutivas congruentes com andlises sistemadticas
baseadas em marcadores de DNA comumente usados (Dodsworth et al., 2015; Vitales; Garcia;
Dodsworth, 2020). O que torna o estudo dessas sequéncias uma ferramenta para agregar aos
estudos de filogenia. Um estudo com 37 espécies de droséfilas, Lima e Luiz-Ruano (2022)
mostraram que apesar do conteido de satDNA variar entre as espécies, ele frequentemente

segue um sinal filogenético.

No género Bombus, o Unico trabalho até o momento, envolvendo satDNA, foi
conduzido na espécie Bombus terrestris. Nesse estudo, uma familia de satDNA foi descrita em
relacdo a suas caracteristicas estruturais e transcricionais, bem como seu potencial
envolvimento no processo de diferenciacdo. A familia de satDNA descrita contém 420 pb com
57% de bases AT e teria se originado de um motivo ancestral de 29 pb. Essa andlise mostrou
diferengas nas quantidades de satDNA nos genomas de fémeas (rainha e operaria) e machos,
que foi atribuida a perdas de DNA cromossdmico durante o desenvolvimento dos machos. Além
disso, a transcri¢do diferencial desse satDNA em embrides adultos, sugere possivel papel deste
no desenvolvimento desses organismos. A divergéncia média da sequéncia de dcido nucleico

entre cada par de mondmeros foi de 11,1% (Rouleux-Bonnin; Bigot; Bigot, 2004).

Embora os genomas de diversas espécies tenhma sido disponibilizados em bancos de
dados nos ultimos anos, alguns até mesmo montados (Heraghty et al., 2020; Crowley; Sivell.,
2023; Koch et al., 2024), pouco se sabe sobre o satelitoma das espécies deste género. O satDNA
ainda é um componente pouco representado nos projetos de sequenciamento genomico (Ruiz-
Ruano et al., 2016), sendo geralmente removidos das analises em fungdo do desafio que
representam para montagem do genoma (Vitales; Garcia; Dodsworth, 2020; Paula-Freitas et
al., 2020; Sam et al., 2022). Atualmente, a disponibilidade de ferramentas de bioinformatica
que utilizam os dados brutos gerados do sequenciamento gendmico como o Repeat Explorer,
facilitam os estudos das sequéncias repetitivas, e, portanto, oferecem a oportunidade para
estudar e comparar o satDNA das espécies desse género com ampla distribui¢do geografica.
Conhecer de forma mais detalhada as sequéncias repetitivas € importante para uma
compreensio mais completa dos genomas (Satovié-Vuksi¢; Plohl, 2023). Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo, caracterizar o satelitoma de seis espécies do género Bombus, em
termos de diversidade, abundancia e divergéncia, e verificar se a biblioteca dessas espécies de

Bombus segue os padrdes observados em Meliponini.



74

2 METODOLOGIA

2.1 Obtencao das sequéncias

Os genomas de seis espécies de abelhas do género Bombus foram obtidos na plataforma publica
Sequence Read Archive (SRA)/ National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Tabela
01).

Tabela 1 - Espécies do género Bombus utilizadas para analises gendmicas neste estudo, seus
respectivos subgéneros e codigos de acesso SRA/NCBI.

Subgénero Espécies Codigo de Acesso
& P (SRA/NCBI)
Bombus turneri (Richards, 1929) SRX9017904
Psithyrus |Bombus bohemicus Seidl, 1838 SRX9241221
Bombus skorikovi (Popov, 1927) SRX9241220
Bombus ardens Smith, 1879 SRX19186966
Pyrobombus |Bombus vancouverensis nearcticus Cresson, 1878 SRX7270440
Bombus vosnesenskii Radoszkowski 1862 SRX18758709

2.1 Identificacdo dos satDNAs

A identificacdo e caracterizacdo dos satDNAs presentes nos genomas das seis espécies,
foi realizada pelo pipeline RepeatExplorer2 (Galaxy Version 2.3.7), disponivel na plataforma

publica https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy (acessado em margo de 2024), seguindo

o protocolo de Novak, Neumann e Macas (2020). Inicialmente as leituras brutas no formato
FASTQ foram pré-processadas para verificacdo de qualidade, remoc¢do de adaptadores e
entrelacamento de leituras emparelhadas em um arquivo no formato FASTA. Em seguida, uma
amostra aleatéria de 1.000.000 de reads foi utilizada para identificar as familias usando as
ferramentas RepeatExplorer2 clustering e Tandem Repeat Analyzer (TAREN) (Novik;
Neumann; Maca, 2020). As sequéncias identificadas foram comparadas com sequéncias
depositadas no Repbase v20.10. e nas bases de dados GenBank/NCBI DNA com a ferramenta

BLASTn para identificar possiveis semelhangas.

Para estimar abundancia e divergéncia de cada satDNA foi utilizado a ferramenta

RepeatMasker (Smit; Hubley; Green, 2007) usando o Cross match. A abundancia de cada


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX9017904%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX9241221%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX9241220%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX19186966%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX10590579%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX18758709%5baccn%5d
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/galaxy
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satDNA foi estimada em relacdo a propor¢do que ocupa no genoma e a divergéncia foi calculada
através do pardmetro Kimura 2 (K2P) e usando o script calcDivergenceFromAlign.pl no
software RepeatMasker (Smit; Hubley; Green, 2007). A homologia entre as familias satDNA
foi verificada por meio do software Geneious v4.8 (Drummond et al., 2009). Os satDNAs
identificados foram nomeados em ordem decrescente de abundincia em relagdo a Bombus
turneri, por se tratar da espécie com maior nimero de satDNA compartilhados. Para os trés
satDNA compartilhados ausentes nessa espécie, consideramos a abundancia de Bombus ardens
para identificar, pois € a espécie que possui os mesmos. Para os satDNA exclusivos
consideramos a abundincia de cada espécie, seguindo Ruiz-Ruano et al. (2016) sendo

classificados como da mesma familia aqueles com identidade superior a 80%.
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3 RESULTADOS

A andlise do satelitoma das seis espécies de Bombus mostrou a existéncia de 100
familias de satDNAs, dessas, 75 estdo presentes em todas as espécies, 17 sdo compartilhados
por algumas espécies e oito sdo exclusivos de determinada espécie. Verificamos ainda que o
satDNA BombusSat88-51 é compartilhado apenas por espécies do subgénero Psithyrus,
enquanto o  BombusSat91-81 pelas do subgénero Pyrobombus. Comparamos também os
satDNA de biblioteca de Bombus com os satDNA de Meliponini descritos anteriormente por
Pereira (2022), Vignati et al. (2025) e Vignati et al. (dados ndo publicados) e ndo encontramos
semelhangas com esses satDNAs.

A quantidade total de satDNA nos genomas analisados variou de 11,0878% em B.
turneri a 24,1020% em B. skorikovi. A divergéncia apresentou uma ampla variacdo, de 0,64 a
38,69%. O comprimento dos mondmeros variou de 12 pb (BombusSat72-12) a 13864 pb
(BombusSat31-13864), ambos os satDNAs presentes em todas espécies analisadas (Tabela 2).

No geral, o contetido AT variou amplamente 35,3% a 92,1%, com média de 60,787% e
desvio padrao de 9,91%. Entre os satDNAs compartilhados, a variagdo no conteudo AT foi de
35,3 a 83% em todas as espécies, com média de 59,53% de AT. Considerando apenas os o0ito
satDNAs ndo compartilhados a média de AT é de 75,225%. Das 100 familias encontradas, 90
tém mais de 50% de contetido AT.

Com relag@o a divergéncia, dos 92 compartilhados, 65 possuem divergéncia superior a
10% em todas as espécies em que estdo presentes, enquanto entre os oito satDNA exclusivos,
somente os satDNAs BturSat01-255 e BturSat02-156, presentes no genoma de B. turneri
apresentam valores de divergéncia superiores a 10% (Tabela 2).

Em B. turneri o satDNA compreende 11,0878% do genoma, distribuido em 91 familias,
sendo 1,5405% do satDNA BombusSat01-4996, o mais abundante e que possui 4996pb. Outros
quatro satDNAs apresentaram abundancia superior a 1% (BombusSat02-861, BombusSat03-
5883, BombusSat04-169, BombusSat05-203). Ja os satDNAs menos abundantes foram
BombusSat90-82 e BombusSat92-145, que apresentaram apenas 0,0001% de abundancia. Das
91 familias de satDNAs, somente 20 possuem abundincia igual ou superior a 0,1%. Os
satDNAs com maior e menor divergéncia foram BombusSat71-172 e BombusSat08-209, com
30,89% e 2,39%, respectivamente. Apenas duas familias sdo exclusivas do genoma de B.
turneri, BturSat01-255 e BturSat02-156, que apresentaram valores de abundancia de 0,1510%
0,0154%, de divergéncia de 16,95% e 16,49%, conteido AT de 44,7% e 58,3%

respectivamente. Entre os oito satDNAs ndo compartilhados pelas espécies, os dois exclusivos
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de B. turneri, BturSat01-255 e BturSat02-156, foram os que apresentaram menor contetido AT
(Tabela 2).

Na espécie B. bohemicus o genoma analisado é composto de 13,3749% de satDNA,
totalizando 87 familias. Nessa espécie, a abundancia dos satDNAs variou de 0,0001% a
5,9513%, em BombusSat73-149 e BombusSat19-30, respectivamente. Além do satDNA
BombusSat19-30, apenas o satDNA BombusSat07-142 possui abundancia superior a 1%. Em
B. bohemicus, 66 satDNAs possuem abundancia inferior a 0,1%. O satDNA BombusSat71-172
apresentou a maior divergéncia de 33,79%, enquanto que o satDNA exclusivo desta espécie,
BbohSat01-160, ¢ menos divergente (1,95%), com abundéincia de 0,0248% e 61,9% de
contetido AT.

Dentre as espécies, B. skorikovi foi a que apresentou maior propor¢ao de satDNA no
genoma, 24,1020% distribuido em 88 familias. Apesar de possuir muitas familias de satDNA,
mais de metade (55,11%) é de um unico satDNA (BombusSat19-30). Além disso, 73 familias
possuem abundancia inferior a 0,1%, sendo o menos abundante BombusSat73-149, com
0,0001%. A divergéncia variou de 3,02% em BombusSat62-61, a 38,69% em BombusSat41-
169. Nesta espécie, o unico satDNA exclusivo foi BskoSat01-419, que apresentou abundancia
de 0,0259%, divergéncia de 3,99%. Além disso, esse satDNA possui o maior conteddo de AT
observado entre os satDNA analisados, 92,1%.

Em B. ardens, o genoma analisado é composto de 18,9301% de satDNA. Essa espécie
fol a que apresentou maior nimero de familias, 92 no total, sendo duas exclusivas dessa espécie
(BardSatO1-131 e BardSat02-167). Nessa espécie, 9,2761% do genoma (49,01% do satDNA) é
composto exclusivamente pelo satDNA BombusSat19-30, enquanto o satDNA o
BombusSat92-145 tem abundancia de apenas 0,0001%. A maioria dos satDNAs, cerca de
73,91%, apresenta abundancia inferior a 0,1%. O satDNA mais divergente foi BombusSat51-
146 (31,89%) e o menos divergente com BombusSat68-784 (2,73%). Os dois satDNA ndo
compartilhados, BardSatO1-131e BardSat02-167, apresentaram abundancia de 0,1958% e
0,0969%, divergéncia de 5,49% e 6%, e conteido AT de 82,6 e 88,6%, respectivamente.

Na espécie B. v. nearcticus, o satDNA representou 14,2377% do genoma, distribuido
em 80 familias. A familia BombusSat19-30 € a mais representada, constituindo 6,4772% do
genoma. Por outro lado, o satDNA BombusSat92-145 possui abundancia de apenas 0,0001%.
A divergéncia variou entre 2,16% e 31,65% em BombusSat53-727 e BombusSat69-152,
respectivamente. Sdo 65 familias com representacdo inferior a 0,1%. Apenas o satDNA
BvanSat01-803 ndo é compartilhado com nenhuma espécie. Esse possui abundancia de

0,0877%, divergéncia de 8,21% e 86,9% de AT.
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O genoma de B. vosnesenskii ¢ composto de 16,4092% de satDNA, distribuido a 85
familias. O satDNA BombusSat19-30 é o mais abundante (3,4452%) e o BombusSat73-149 é
menos abundante, com 0,0001%. Os satDNAs BombusSat37-6206, BombusSat77-152,
BombusSat27-7130, BombusSat09-1070 também apresentaram valores de abundancia
superiores a 1%. Nesta espécie a divergéncia dos satDNA variou entre 0,64% (BvosSta01-390
a 34,28% (BombusSat41-169). Foram encontradas 67 familias com abundancia menor que
0,1%. O satDNA exclusivo dessas espécies, BvosSat01-390, apresentou abundancia de
0,0968%, divergéncia de 0,64% e conteido AT de 86,7%.

Na biblioteca de Bombus, o satDNA BombusSat19-30, estd presente em todas as
espécies como o mais abundante, exceto em B. furneri, em que sua abundancia é de apenas
0,1033%. Nas demais outras cinco espécies a abundancia do satDNA BombusSat19-30 variou
de 3,4452% em B. vosnesenskii a 13,2843% em B. skorikovi. Em B. turneri o satDNA
BombusSat01-4996 é o mais abundante (1,5405%), além disso, outros quatro satDNAs tém

valores de abundancia similares a este (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas das familias de satDNA identificadas nos genomas de seis espécies
de Bombus: B. turneri, B. bohemicus, B. skorikovi, pertencentes ao subgénero Psithyrus e B.
ardens, B. v. nearcticus e B. vosnesenskii. CM: Comprimento do mondmero. AT (%): Conteido
de bases AT. Destacado em cinza o satDNA mais abundante de cada espécie.

Abundancia (%)

Divergéncia (%)

Subgénero Psithyrus Subgénero Pyrobombus Subgénero Psithyrus ~ Subgénero Pyrobombus
2 n g g 2 = g £
S g 5 2 3 2 £ kS s 2 2 2
FamiliadeDNA .\ A+T 2 5 T < § 3 g § 3 < g 3
satelite (%) : § -;§ : z 'r§‘ : :g »55) : : 5
& "“ & o 5 8 SR
BombusSat01-4996 4996 35,3 1,5405 0,3936 0,661 0,1957 0,2313  0,4904 10,11 24,01 24,03 2359 23,92 24,59
BombusSat02-861 861 53,2 11,3577 0,022 0,0331 0,0251 0,0191 0,0141 534 5,36 4,74 9,01 745 6,93
BombusSat03-5883 5883 61,2 11,2953 0,614 02893  0,1153 0,07 0,0907 8,68 17,32 19,67 23,79 2596 24,42
BombusSat04-169 169 56,8 12736  0,5455 0,3511 2.4067 0,007 0,0173 16,74 27,68 26,57 27,08 26,22 26,57
BombusSat05-203 203 47,8 1,2205 - - - 0,0001 0,0002 13,19 - - - 17,98 16,98
BombusSat06-2408 2408 54,8 10,5923 0,2328  0,0879 03324 0,0137 0,0285 8,59 12,6 17 2393 19,34 19,68
BombusSat07-142 142 55,6 04846 12776 3,29 0,0086  0,0003  0,0005 21,45 1525 6,33 1947 19,03 22,36
BombusSat08-209 209 62,2 03544 0,1173 02071  0,0003 - 0,0001 2,39 8,7 8,17 21,7 - 20,59
BombusSat09-1070 1070 56,7 0,2431 0,5185 03685 07184  0,5888 1,1387 21,35 236 2324 1739 236 17,38
BombusSat10-2422 2422 55,6 02119 0,1202 0,1765 0,1396 0,0752  0,0587 6,89 7,39 6,87 8,66 748 7,04
BombusSat11-4920 4920 59 0,2083 0,045 0,1972  0,0428  0,0554 0,081 246 26 10,06 23,67 26,07 25,12
BombusSat12-1187 1187 46,9 0,1747 0,04 00633 0,0474 0,0972  0,0932 15,69 15,68 1494 1536 12,46 13,45
BombusSat13-6983 6983 60,3 10,1707 0,1724  0,1959 02795 0,1987  0,3608 19,08 26,04 23,72 1726 17,46 17,27
BombusSat14-897 897 60 0,1423  0,4526 02289 02907 0,3582 0,5763 19,71 21,01 1996 2049 20,89 20,85
BombusSat15-796 796 53,5 0,1184 04326 0,1907  0,0306 0,042 0,0692 1555 9,59 1689 2484 21,37 2042
BombusSat16-4281 4281 50,2 0,1184 0,3405 00488 0,1364 0,1373 0,38 18,64 336 1552 286 26,5 26,23
BombusSat17-5872 5872 46,2 0,1173  0,0686 00403 0,1661 0,1718  0,1159 20,95 20,87 22,08 2028 495 13,8
BombusSat18-2958 2958 59,6 0,1084  0,2712 0,1489 02592 0,0805 0,3071 12,14 12,21 1243 10,23 10,82 10,07
BombusSat19-30 30 73,3 0,1033 59513 13,2843 92761 6,4772  3,4452 14,55 13,34 12,18 18,9 19,95 21,12
BombusSat20-1993 1993 58 0,0978  0,1487  0,0588 04449 0,0035 0,0105 23,65 21,36 2142 27,38 26,39 27,98
BombusSat21-60 60 76,7 0,0927 0,3817 3,0983 04632 0,0725  0,0654 14,27 14,07 1392 20,14 23,33 23,06
BombusSat22-142 142 62,7 0,064 0,0003  0,0008  0,0006 - 0,0002 16,25 26,51 - 21,34 23,53 24,61
BombusSat23-152 152 55,9 10,0555 0,116 0,0018  0,0079 0,004 0,0043 18,8 744 1857 23,7 23,46 26,29
BombusSat24-173 173 61,3 0,0421 0,0011 0,0022 00128  0,0001 0,0001 20,32 31,79 31,11 29,19 24,59 26,22
BombusSat25-192 192 59,9 10,0406 0,0196 0,123 0,043 0,044 0,0392 19,58 24,38 2288 1746 1529 16,01
BombusSat26-151 151 52,3 0,0389 0,0026 0,0018 04062 0,0033 0,0173 21,83 15,99 21 2047 20,18 232
BombusSat27-7130 7130 60,4 0,0387 0,1011 00459 0,1745  0,4838 1,8711 22,54 24,13 2254 2288 11,69 6.6
BombusSat28-5721 5721 47,5 0,0384 0,0332 0,0194 0,0297  0,0097 0,01 22,18 241 2366 23,53 23,65 21,33
BombusSat29-412 412 69,2 0,0377  0,0898 0,0841 0,146 0,0783  0,1169 17,08 18,04 1884 1647 14,85 15,12
BombusSat30-30 30 36,9 0,0346 0,0039 0,0099 0,004 0,0132  0,0191 19,08 14,55 1552 17,46 1646 17,38
BombusSat31-13864 13864 63,6 0,0343  0,0874  0,0603  0,0933 0,3793  0,7421 29,64 29,18 27,65 30,66 7,55 4,24
BombusSat32-331 331 63,7 0,0319 0,0185 0,02 0,0008  0,0001 0,0001 19,65 21,72 2092 21,63 1535 1845
BombusSat33-2749 2749 50,8 10,0313  0,0215 0,037 0,1821 0,4031 0,367 20,78 21,14 2287 18,57 9,39 10,54
BombusSat34-832 832 63 0,0291  0,0023  0,0023 0,0014 0,0023  0,0015 527 19,1 19,15 1845 18,38 18,65
BombusSat35-169 169 59,2 10,0284  0,0042 0,0086  0,0581 0,0006  0,0008 27,08 33,78 2933 29,72 23,48 24,61
BombusSat36-152 152 553 10,0271 0,0016 0,0025 00669 0,0078  0,0106 20,95 2542 21,74 25,07 24,03 25,58
BombusSat37-6206 6206 62,1 0,0263 0,14 00655 0,818 0,1014 22118 20,87 13,23 1745 21,81 11,54 1,31
BombusSat38-4778 4778 63,1 10,0253  0,1232 0,0592  0,1016 0,891 0,1804 20,33 15,83 19,06 21,3 2,99 16,01
BombusSat39-525 525 47,8 0,0206 0,0027 0,038 0,385 0,0022 0,0048 22,73 2727 25 2427 24,82 26,91
BombusSat40-710 710 54,8 0,0188  0,0097 0,0159  0,0093 0,005 0,0045 18,2 17,84 17,64 1886 17,69 17,7
BombusSat41-169 169 56,2 0,0183 0,0001 0,0009  0,0078 - 0,0002 16,43 32,66 38,69 3125 - 34,28
BombusSat42-373 373 67,8 10,0181 0,0003 00022 0,012 - 0,0001 15,73 1125 19,58 23,08 - 21,48
BombusSat43-147 147 62,6 10,0155  0,0002 0,0001 0,0026  0,0009  0,0011 995 26,41 2508 293 29,16 29,35
BombusSat44-4429 4429 63,2 10,0148 0,0382 0,231 0,0721 0,0207  0,0408 17,05 19,04 1897 14,67 18,66 21,16
BombusSat45-172 172 61,6 0,0136  0,0015 0,0026 0,0154 0,0003  0,0005 27,58 27,78 33,56 28,75 21,58 23,43
BombusSat46-723 723 56,3 0,012 0,0085 0,0118 0,0066 0,0042  0,0039 19,41 19,42 19,14 21,18 19,92 20,12
BombusSat47-383 383 59,8 0,116 0,0027 0,0035 0,1363 0,0527 0,1196 20 18,14 1857 1524 571 1,19
BombusSat48-2964 2964 73,6 0,0116 0,0187 0,0239  0,0446  0,0431 0,0413 27,01 279 27,18 2626 26,63 266
BombusSat49-152 152 54,6 0,0113 0,0003 0,0009 0,0049 0,0011 0,0016 24,34 29,39 2497 29,64 24,32 26,79
BombusSat50-752 752 51,1 0,009 0,0001 0,005 0,0151 0,3129  0,9383 12,91 18,62 12,71 16,5 7,82 1,86
BombusSat51-146 146 50,0 0,0089 0,0012 0,0036  0,0009 0,0006 0,0007 10,91 18,56 21,38 31,89 27,48 28,39
BombusSat52-4031 4031 67,1 0,0074 0,022 0,0187 0,0216 0,0198  0,0155 19,74 19,87 20,02 14,82 1532 158
BombusSat53-727 727 50,5 10,0073 0,0066 0,022 0,722 1,3941 0,1352 16,61 12,53 13,79 16,04 2,16 5,18
BombusSat54-422 422 57,1 10,0072 0,0005 0,0012 0,0006 0,0004 0,0003 2481 16,78 8,66 18,65 19,55 20,17
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Tabela 02 - continuagao.

Abundancia (%) Divergéncia (%)
Subgénero Psithyrus Subgénero Pyrobombus Subgénero Psithyrus ~ Subgénero Pyrobombus
@ & 2 £ 2 i g g
ks g 5 @ 2 2 2 g 3 a R 2
FamiliadeDNA - A+T 2 5 ' & § 2 g § T 2 § 3
satelite (%) : E -k,q ‘: f E. ‘: E 4‘5’ : f '§‘
= = & 5 § 0 N o
BombusSat55-153 153 582 10,0058 0,0001 0,004 0,003 0,0002  0,0006 24,25 28,69 27,87 2831 23,75 29,01
BombusSat56-173 173 584 10,0055 0,0011 0,002 0,0034 - - 10,64 21,29 12,74 27,02 - -
BombusSat57-207 207 66,7 10,0048  0,0028  0,0017  0,0001 - - 19,88 18,04 1787 22,56 - -
BombusSat58-152 152 61,8 10,0044 0,0003 00008 00115 0,001 0,0023 25,03 30,31 3106 22,6 2533 2562
BombusSat59-172 172 57,6 0,004  0,0006 00003 0968 0,0014 0,0015 29,16 28,54 3951 11,27 178 17,1
BombusSat60-331 331 61,0 10,0036 0,0052 0,044 0,0122 0,018  0,0415 15,84 16,18 1452 16,64 1649 17,37
BombusSat61-152 152 61,2 10,0034 0,0003 00004 0,013 0,0001 0,0001 27,82 28,69 2878 30,16 27,55 29,34
BombusSat62-61 61 754 - - 0,0089  0,0027 - - - - 3,02 2091 - -
BombusSat63-210 210 63,3 0,0025 0,0013  0,0008 0,0001 - - 16,46 19,45 2043 2023 - -
BombusSat64-206 206 83,0 10,0024  0,0002 0,016 0,009 00003 0,001 31.29 3398 27.80 2840 3244 33.98
BombusSat65-151 151 56,3 10,0024 0,0003 0,009 0,0031 0,0002 0,0007 26,67 26,09 24,18 1799 29,62 30,1
BombusSat66-147 147 58,5 10,0024 0,0001 00001 0,0021 0,0001  0,0009 27,36 27,48 24,51 24,69 22,56 27,93
BombusSat67-152 152 59,2 10,0022 0,0001 00014 0,0234 0,011  0,0015 26,89 27,51 2502 2099 2501 26,11
BombusSat68-784 784 62,1 0,0021  0,0378  0,0064 00131 0,0031  0,0009 12,38 12,26 11,05 2,73 8 6,97
BombusSat69-152 152 57,2 10,0018 0,0005 00003 0,0008 0,0002 0,0001 24,74 20,62 26,93 33,18 31,65 29,77
BombusSat70-153 153 62,7 10,0016 0,0001 00002 00015 0,0006 0,002 27,74 26,01 2237 27,59 21,36 23,26
BombusSat71-172 172 57,6 10,0015 0,0001 0,0011 0,0605 0,0055 0,008 30,89 33,79 274 1755 509 8,61
BombusSat72-12 12 583 10,0015 02632 00019 0,001 0,0001 0,0001 1466 288 9,81 2425 27,14 28,03
BombusSat73-149 149 59,7 10,0015 0,0001  0,0001  0,0004 - 0,0001 23,72 29,24 2944 29,05 - 32,32
BombusSat74-152 152 60,5 10,0012 0,0001 0,001 00011 00001 0,0002 27,09 27,33 2442 2439 21,55 30,18
BombusSat75-271 271 59,0 0,0012 0,0001  0,0001 0,0031 0,0001 0,0024 28,29 27,06 2649 2541 2576 33,25
BombusSat76-300 300 55,0 0,011 0,0001 00002 00012 0,0001 0,0001 21,5 27,26 2502 23,66 254 28,99
BombusSat77-152 152 58,8 0,011 0,0005 00015 0,1019 1,0678 1,957 22,75 19,93 2121 2274 788 9,92
BombusSat78-104 104 69,2 0,001 0,0023 0,014 00014 0,0016 0,0013 23,82 23,77 24,6 2546 2524 24,99
BombusSat79-172 172 60,5 0,001 - - 0,0015 - - 27,25 - - 26,51 - -
BombusSat80-2362 2362 70,6 10,0008 0,0008 00001 00046 0,0022 0,013 22,18 21,52 20,52 24,66 28,56 25,05
BombusSat81-152 152 59,9 10,0007 0,0006 00002 00011 0,0001 0,0002 16,31 22,12 21,8 27,31 17,62 30,99
BombusSat82-649 649 66,3 10,0007 0,0037 00007 0,1469 0,0202  0,0263 17,11 21,52 1899 3,57 622 14,98
BombusSat83-617 617 69,7 0,0006 0,001 0,0018 00024 0,0017 0,002 28,13 29,07 29,07 2693 26,61 27,11
BombusSat84-140 140 55,0 10,0004 0,0001 00002 0,0014 0,0001  0,0001 24,97 29,94 29,17 24,54 2532 28,73
BombusSat85-170 170 60,0 - 0,0001  0,0001 0,0004 0,0188 0,0019 - 16,96 22,13 2227 8,08 9,76
BombusSat86-351 351 66,4 10,0003 0,0006 00004 00117 00011  0,0006 24.64 2585 2613 87 2094 2191
BombusSat87-255 255 62,7 10,0003 0,0001 00002 0,0011 - - 20,36 23,12 2121 22,66 - -
BombusSat88-51 51 47,1 10,0003 0,0001 0,464 - - - 29,12 29,13 4,99 - - -
BombusSat89-156 156 59,0 0,0002 - - 0,0004  0,0001  0,0001 30,2 - - 25,84 26,27 26,29
BombusSat90-82 82 64,6 10,0001 00004 00003 0,0005 0,0003 0,0008 25,18 2564 2599 27,3 26,83 2586
BombusSat91-81 81 815 - - - 0,0001  0,0246  0,0004 - - - 6,69 426 3,98
BombusSat92-145 145 69,0 10,0001 - - 0,0001 - - 18,52 - - 19,73 - -
BturSat01-255 255 44,7 0,151 - - - - - 16,95 - - - - -
BturSat02-156 156 583 10,0154 - - - - - 16,49 - - - - -
BskoSat01-419 419 92,1 - - 0,0259 - - - - - 3,99 - = =
BardSat01-131 131 82,6 - - - 0,1958 - - - - - 5,49 - -
BardSat02-167 167 88,6 - - - 0,0969 - - - - - 6 - -
BvosSat01-390 390 86,7 - - - - - 0,0968 - - - - - 0,64
BvanSat01-803 803 86,9 - - - - 0,0877 - - - - - 821 -
BbohSat01-160 160 61,9 - 0,0248 - - - - - 1,95 - . - =

Total 11,0878% 13,3749% 24,1020% 18,9301% 14,2377% 16,4092%

A andlise da landscape (abundancia versus divergéncia) do satDNA BombusSat19-30
mais abundante na maioria das espécies, mostrou um pico de abundancia entre 10 e 15% de
divergéncia para as espécies do subgénero Psithyrus e aproximadamente 20% para as espécies

de Subgénero Pyrobombus, que indica auséncia de amplificagdes recentes (Figura 1A-C e 2A-
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C). O satDNA BombusSat01-4996, mais abundante em B. turneri, apresentou pico de
abundancia em divergéncia por volta 2% (Figura 1A).

Em B. turneri, a andlise do griafico sugere que dos outros quatro satDNAs mais
abundantes, a amplificacao mais recente foi do satDNA BombusSat02-86, que apresentou pico
de abundancia em divergéncia inferior a 5% (Figura 1A). Além disso, os satDNA
BombusSat08-209 e BombusSat11-4920, com abundancia de 0,3544% e 0,2083%,
respectivamente, apresentaram pico de abundancia em divergéncia inferior a 3%, indicando que

esses satDNA podem ser os de amplificagdo mais recente nessa espécie (Figura 1A).

Em B. bohemicus, o BombusSat07-142 apresentou abundancia superior a 1%, contudo,
o pico de abundancia foi em divergéncia principalmente entre 10 e 20%, sugere que a
amplificacdo ndo tenha sido recente. Ademais, os satDNA BombusSat16-4281 e BombusSat72-
12, apresentam pico de abundancia em divergéncia inferior a 5%, o que indica que esses
satDNA foram amplificados recentemente nessa apenas nessas espécies, uma vez que nas
demais espécies os mesmos apresentam valores de divergéncia superiores 14% (Figura

1B/Tabela 02).

Em B. skorikovi, os satDNAs BombusSat07-142 e BombusSat21-60, também
apresentaram abundancia superior a 1%, entretanto, enquanto o primeiro apresentou pico de
abundancia em baixa divergéncia (inferior a 5%), e segundo uma curva de distribuicdo mais
achatada, com as maiores abundancias distribuida em divergéncia entre 10 e 15% (Figura 1C).
Esses dados sugerem que o satDNA BombusSat07-142 possa ter sido amplificado recentemente
nessa espécie, explicando assim a maior abundancia e menor divergéncia, quando comparado

as demais espécies (Tabela 2).

Em B. ardens o satDNA BombusSat04-169, o segundo mais abundante (2,4067%),
apresentou um achatamento na curva de distribuicdo com abundéncia predominantemente entre
20 e 30% (Figura 2B). No entanto, os satDNAs com abundincia baixa, BombusSat68-784,
BombusSat82-649, BardSat01-131 e BardSat02-167, parecem ter passado por ciclos de
amplificacdo recente, considerando a maior abundancia desses satDNA sdo em divergéncia

inferior a 5% nessa espécie (Figura 2A).

Em B. v. nearticus os satDNAs BombusSat53-727 e BombusSat77-152, também
apresentaram abundancia superior a 1%. A andlise sugere que apesar de estar presente em todas

as espécies, esses satDNA tiveram uma amplificacdo mais recente em B. v. nearticus, pois
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apresentaram pico de abundéancia com divergéncia inferior 5% (Figura 2A). Os satDNAs,
BombusSat17-5872, BombusSat27-7130, BombusSat31-13864 ¢ BombusSat38-4778, com
abundancia inferior a 1% (Tabela 01), parecem também parecem ter passado por ciclo de
amplificacdo mais recente nessa espécie, pois apresentaram pico de abundancia em valores de

divergéncia inferior a 5% (Figura 2B).

Em B. vosnesenskii, andlise do grafico de abundancia versus divergéncia, mostrou que
os satDNAs BombusSat27-7130, BombusSat31-13864, BombusSat37-6206 e BombusSat50-
752 apresentaram pico de abundancia com divergéncia de até 3%, sugerindo amplificacdo

recente nessa espécie (Figura 2C).
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Familias de DNA satélite

W BombusSat01-4996
W BombusSat02-861
B BombusSat03-5883
H BombusSat04-169
[l BombusSat05-203
M BombusSat06-2408
B BombusSat07-142
M BombusSat08-209
M BombusSat09-1070
W BombusSat10-2422
" BombusSat11-4920
BombusSat12-1187
BombusSat13-6983
M BombusSat14-897
M BombusSat15-796
M BombusSat16-4281
BombusSat17-5872
BombusSat18-2958
M BombusSat19-30
M BombusSat20-1993
[ BombusSat21-60
[ BombusSat22-142
BombusSat23-152
BombusSat24-173
BombusSat25-192
BombusSat26-151
BombusSat27-7130
BombusSat28-5721
[l BombusSat29-412
M BombusSat30-30
M BombusSat31-13864
M BombusSat32-331
M BombusSat33-2749
B BombusSat34-832
B BombusSat35-169
M BombusSat36-152
BombusSat37-6206
Y BombusSat38-4778
BombusSat39-525
M BombusSat40-710
BombusSat41-169
B BombusSat42-373
Il BombusSat43-147
BombusSat44-4429
BombusSat45-172
BombusSat46-723
BombusSat47-383
BombusSat48-2964

BombusSat49-152
BombusSat50-752
BombusSat51-146
H BombusSat52-4031
Bl BombusSat53-727
M BombusSat54-422
B BombusSat55-153
M BombusSat56-173
B BombusSat57-207
M BombusSat58-152
BombusSat59-152
BombusSat60-331
BombusSat61-152
B BombusSat62-61
B BombusSat63-210
M BombusSat64-206
B BombusSat65-151
M BombusSat66-147
M BombusSat67-152
M BombusSat68-784
M BombusSat69-152
M BombusSat70-153
M BombusSat71-172
BombusSat72-12
BombusSat73-149
M BombusSat74-152
M BombusSat75-271
M BombusSat76-300
"l BombusSat77-152
BombusSat78-104
BombusSat79-172
BombusSat80-2362
M BombusSat81-152
BombusSat82-649
BombusSat83-617
M BombusSat84-140
M BombusSat85-170
M BombusSat86-351
M BombusSat87-255
M BombusSat88-51
M BombusSat89-156
M BombusSat90-82
[ BombusSat92-145
M BturSat01-255
BturSat02-156
BbohSat01-160
" BskoSat01-419

40 50

Kimura substitution level (%)

Figura 1 - Landscape (abundancia versus divergéncia) para as familias de satDNAs
identificados nos genomas das espécies do subgénero Psithyrus. Note a predominancia da
familia BombusSat19-30 em B. bohemicus e B. skorikovi enquanto as familias BombusSat01-
4996, BombusSat02-861, BombusSat03-5883, BombusSat04-169 e BombusSat05-203 sdo as
mais abundantes no genoma de B. turneri com valores similares de abundancia.
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Figura 2 - Landscape (abundancia versus divergéncia) para as familias de satDNAs
identificados nos genomas das espécies do subgénero Pyrobombus. Note a predominancia da
familia BombusSat19-30 nas trés espécies.
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4 DISCUSSAO

A andlise do satelitoma de seis espécies de Bombus mostrou que os satDNAs
representam uma fracdo significativa da fracdo genomica analisada. Os valores de abundancia
desse componente repetitivo podem variar mesmo em espécies do mesmo subgénero, como B.
turneri que tem 11,0878% de satDNA enquanto B. skorikovi possui mais que o dobro desse
valor, 24,1019%. Variacdo na quantidade de satDNA entre espécies do mesmo género também
jé foi observada em abelhas sem ferrdo da tribo Meliponini, grupo irmao da tribo Bombini. No
género Melipona, a andlise e comparacdo do satelitoma de duas espécies, com grau de conteido
heterocromdtico muito distintos, mostrou que essa variacdo pode ser muito maior. Em M.
scutellaris com alto conteido heterocromatico, o satDNA representou 38,41%, enquanto em
M. quadrifasciata, com baixo contetido heterocromatico, foi de apenas 2,83% (Pereira et al.,

2021).

Os mondmeros dos satDNA de Bombus apresentaram ampla variacdo de tamanho,
desde mondmeros com 12pb (BombusSat72-12) a 13864pb (BombusSat31-13864). Em
Meliponini, 0 menor satDNA descrito até o momento € o MquaSat07-20, com 20pb, em M.
quadrifasciata (Pereira et al., 2021), e o maior € o FvarSat03-1145, com 1145, em
Frieseomelitta varia (Vignati et al., 2025). Nessa tribo, os satDNA de mondmeros com cerca
de 145pb sdo os mais observados. Dos 30 satDNAs descritos até 0 momento, 12 possuem entre
145-147pb (Pereira et al., 2021; Pereira; Cabral de Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025).
Em Bombus, mesmo apresentando ampla variacdo no tamanho dos satDNA (12pb a 13864),
36% possuem tamanho compreendido entre 140pb e 173pb. O comprimento modal foi 152 pb,

ndo diferindo muito do que foi observado em Meliponini.

No género Bombus os satDNA sdo enriquecidos de AT, e os satDNAs exclusivos de
cada espécie tendem a ser mais enriquecidos nessas bases, a exemplo, o satDNA BskoSat01-
419 exclusivo de B. skorikovi apresentou 92.1% de AT. Enquanto a média de contetido AT para
os satDNA compartilhados foi de 59,53%, nos satDNA nao compartilhados a média é de
75,22%. O enriquecimento de AT nos satDNA também é descrito em Meliponini. Contudo, o
maior conteudo AT relatado até o momento em Meliponini foi em F. varia do satDNA que
apresentou 72,5% (Pereira et al., 2021; Pereira; Cabral de Melo; Lopes, 2023; Vignati et al.,
2025). Em insetos de modo geral, o satDNA rico em AT ¢é frequente e acredita-se que esteja
associado a uma funcao na curvatura do DNA, conduzindo a maior estabilidade do nucleossomo

(revisado por Palomeque; Lorite, 2008).
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Em abelhas sem ferrdo, uma caracteristica que parece ser tendéncia no satelitoma € que
ele é composto predominantemente por uma familia de satDNA que € muito mais abundante
que as demais. Em M. scutellaris, por exemplo, que o genoma é composto de 38,41% de
satDNA, distribuido em 13 familias, o mais abundante constitui por volta de 99,46% dessa
fracdo (Pereira et al., 2021). Em de T. hyalinata, onde foram descritas oito familias, o mais
abundante, o ThyaSat01-301, representa 83,15% do satDNA (Pereira et al., 2023). Resultado
semelhante também ao encontrado em F. varia, em que o satDNA FvarSat01-306, corresponde
a 88,84% do satelitoma (Vignati et al., 2025). Embora, em Meliponini a predominancia de um
satDNA pareca ser uma tendéncia entre as espécies ja estudadas, no género Bombus, das seis
espécies aqui analisadas, duas, B. turneri e B. vosnesenskii, sdo as tUnicas que o satDNA mais
abundante apresenta valores inferiores a 22% do satelitoma. Em B. turneri, o satDNA
BombusSat01-4996 constitui cerca de 13,5% do satelitoma enquanto em B. vosnesenskii, 0
satDNA BombusSat19-30, 21,5%. Contudo, nas demais espécies de Bombus analisadas,
verificamos que o satelitoma € predominantemente composto por apenas uma familia de
satDNA. O satDNA mais representado nestas espécies foi BombusSat19-30, com 44,14% em
B. bohemicus, 55,11% em B. skorikovi, 49,01% em B. ardens e 45,49% em B. v. nearcticus do
total de satDNA. O satDNA BombusSat19-30, que € o principal componente do satelitoma em
B. bohemicus, B. skorikovi, B. ardens e B. v. nearcticus esta presente também em B. furneri e
B. vosnesenskii, contudo compondo uma fracdo muito menor do satelitoma. Em B. turneri,
existem cinco satélites predominantes que apresentam valores semelhantes de abundéancia, um
padrdo diferente do que foi apresentado pelas outras espécies de Bombus e do que se tem tem
observado em Meliponini (Pereira et al., 2021; Pereira; Cabral de Melo; Lopes, 2023; Vignati
etal.,2025)

O unico trabalho com satDNA em Bombus descreve o satDNA BT, com 420pb em B.
terrestris (Rouleux-Bonnin; Bigot; Bigot, 2004), do subgénero Bombus, que pertence ao
mesmo clado de Pyrobombus (Cameron; Hines; Williams, 2007; Willians et al., 2008). A
andlise de transcri¢dao do satDNA BT em B. ferrestre, por meio de hibridizacao Northern blot e
RT-PCR mostrou que a transcri¢cdo ocorre especificamente em uma fita de DNA dos embrides
e em ambas as fitas nos adultos. Apesar da fun¢do especifica desses ndo ser conhecida, foi
sugerido que sua transcricdo poderia interferir nos processos de desenvolvimento nesses
insetos, dado que o satDNA BT foi transcrito igualmente em ambas as fitas nos adultos e uma
fita € preferencialmente em embrides (Rouleux-Bonnin; Bigot; Bigot, 2004). Comparamos a

sequéncia do satDNA BT com os recuperados pelo RepeatExplorer neste trabalho e verificamos
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que o mesmo possui similaridade superior a 80% ao satDNA BombusSat54-422, presente nas
seis espécies, que apresentam valores muito baixos de abundancia, que variou de 0,0003% a
0,0072%.

A divergéncia dos satDNAs intraespecifica, quando avaliamos os diferentes satDNA da
mesma espécie, ou interespecifica, quando comparamos a divergéncia do mesmo satDNA entre
as espécies, mostrou uma ampla variacdo. Em B. skorikovi, os valores de divergéncia
observados variaram de 3,02% (BombusSat62-61) a 38,69% (BombusSat41-169). Quando
comparamos a divergéncia do mesmo satDNA entre espécies diferentes verificamos ampla
variacdo na divergéncia, como o satDNA BombusSat31-13864, que é o satDNA com maior
tamanho de mondmero e presente em todas as espécies, em B. vosnesenskii esse possui
divergéncia de 4,24%, no entanto em B. ardens a divergéncia do mesmo satDNA € de 30,66%.

Dos 92 satDNA compartilhados, 65 possuem valores de divergéncia superiores a 10%
em todas as espécies. A divergéncia do satDNA estd inversamente associada aos processos de
amplificacdo e homogeneizacio e diretamente relacionada a taxa de mutacdo (Lorite et al.,
2004; Ruiz-Ruano et al., 2018), assim € provavel que a maioria dos satDNA de Bombus nao
tenham sido amplificados recentemente, o que explicaria o grande nimero de familias com
abundancia inferior a 0,1% e a alta divergéncia apresentada pela maioria dos satDNAs.

Com relagao ao satDNA BombusSat19-30, considerando a alta divergéncia média
apresentada (16,67%), sugere que esse satDNA nao tenha sido amplificado recentemente e em
nenhuma das espécies, e ja estaria presente em alta abundancia no ancestral comum dessas
espécies, mas que em B. turneri e B. vosnesenskii essa satDNA passou por ciclos de retracao,
que no caso de B. turneri impactou significativamente o contetido de satDNA. Além disso, foi
sugerido que o comprimento da unidade de repeticdo do satDNA € um fator determinante para
degeneracao, visto que em satDNA mais curtos ela seria mais rdpida, possivelmente pois os
mondOmeros curtos degeneram mais rapidamente, visto que cada mutagdo teria efeito
proporcional maior de degeneragdo para mondmeros curtos do que para longos (Camacho et al.
2022). De acordo com Camacho et al. (2022), a andlise das paisagens repetidas € uma boa opcao
para observar a funcdo da amplificacdo na evolucdo do satDNA, pois as familias que exibem
curvas com alta abundéncia e baixa divergéncia sdo aquelas que adquirem relevancia por meio
da amplificacao.

Diferente do observado nas abelhas sem ferrdao dos géneros Trigona e Frieseomelitta
(Pereira; Cabral de Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025), nas espécies de Bombus o satDNA
mais abundante ndo estd entre os dois menos divergentes das espécies. Todavia, os satDNA

mais abundantes de 7. hyalinata e F. varia possuem comprimento da unidade repetida em torno
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de 300pb, que é 10 vezes maior que o satDNA BombusSat19-30, com apenas 30pb (Pereira;
Cabral de Melo; Lopes, 2023; Vignati et al., 2025).

A quantidade de satDNA no genoma nao estd associada com o nimero de familias.
Enquanto B. skorikovi possui 24,1019% de satDNA no genoma e 90 familias, B. turneri que
possui 91 familias possui fracdo muito menor de satDNA no genoma (11,0878%). Assim como
jé relatado em Meliponini, a quantidade de satDNA parece estd relacionada a abundancia de
algum satDNA em especifico (Pereira et al., 2021; Pereira; Cabral de Melo; Lopes, 2023;
Vignati et al., 2025), que no caso de B. skorikovi é o BombusSat19-30 que constitui 55,11% do
satelitoma.

O satDNA BombusSat88-51 é compartilhado apenas por espécies do subgénero
Psithyrus, enquanto o BombusSat91-81 pelas do subgénero Pyrobombus. A variagdo no
conteddo de satDNA do genoma frequentemente segue um sinal filogenético (Lima; Ruiz-
Ruano, 2022) o poderia justificar a presenga desses satDNA apenas em espécies do mesmo
subgénero. Apesar da maioria dos satDNA serem compartilhados pelas seis espécies, todas as
espécies possuem pelo menos um satDNA exclusivo. Determinar se algumas dessas familias

nao compartilhadas surgiram de novo nao € simples (Camacho et al., 2022).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados mostraram que o satelitoma das espécies de Bombus é composto por
um grande nimero de familias, a maior parte compartilhadas entre todas as espécies.
Entretanto, a maioria desses satDNAs apresentam abundancia muito baixa e divergéncia alta.
Das seis espécies analisadas, em quatro delas observamos o que parece ser um padrdo em
Meliponini, que é uma familia de satDNA muito mais representada no genoma que as demais.
Ademais, o satelitoma das espécies de Bombus parece diferenciar-se mais em termos
quantitativos (abundancia e divergéncia), do que qualitativos, dado que apenas 8% dos satDNA
encontrados sdo exclusivos de determinada espécie. Considerando a diversidade de espécies de

género, € importante que mais espécies sejam analisadas no futuro para confirmar essa hipdtese.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A andlise citogenomica de Frieseomelitta varia mostrou que o satelitoma dessa espécie
€ composto predominantemente por uma familia de satDNA de origem antiga no Clado
3 de Meliponini Neotropical, compartilhada entre diferentes géneros e associada a

regido de heterocromatina centromérica e pericentromérica.

No género Partamona, ndo ha diferencas qualitativas na composi¢ao do satelitoma das
espécies analisadas. No entanto, foram verificadas diferencas quantitativas entre as
espécies, sugerindo que aquelas do clado A possuem uma menor quantidade de satDNA

em comparacdo com as do clado B.

O satDNA PartamonaSatO1-316 € predominantemente o mais abundante e menos
divergente no satelitoma das espécies de Partamona. Esse satDNA é o principal
componente da heterocromatina centromérica e pericentromérica. Além disso, estd
presente em todos os cromossomos B, sendo o principal componente dos cromossomos

encontrados em populacdes do norte do Espirito Santo e sul da Bahia.

No género Bombus, o satelitoma € composto por um grande nimero de familias de
satDNA, sendo a maioria compartilhada entre todas as espécies, apresentando baixa
abundancia no genoma e alta divergéncia. A maioria das espécies possui uma familia
de satDNA altamente abundante como principal componente do satelitoma, um padrdo
semelhante ao observado em Meliponini. A principal diferenca observada entre as
espécies € em termos abundancia e divergéncia entre as espécies, pois qualitativamente

a maioria das familias é compartilhada por todas as espécies.



