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RESUMO

CAPOCO, Martinha Mapingala, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Janeiro
de 2016. Mapeamento de DNA repetitivo na abelha sem ferrdo
Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938) com énfase nos cromossomos Bs.
Orientadora: Tania Maria Fernandes Salomé&o.

Tetragonisca fiebrigi pertence a tribo Meliponini do qual fazem parte as abelhas
sem ferrdo. Essa espécie apresenta o cariétipo diploide de 2n=34 em fémeas e
0 numero haploide de n=17 para machos. Esta espécie possui variagcoes
numeéricas no seu cariétipo em razdo da presenca de 1 a 4 cromossomos Bs. O
presente estudo buscou mapear o caridtipo de populagbes de T. fiebrigi
coletadas em Palotina (PR), Tangara da Serra (MT) e Ribeirdo Preto (SP), nas
quais foram observados cromossomos Bs. Sondas de DNA repetitivo (CAA)+o,
(GA)15 e o rDNA 18S e hibridizacao in situ florescente (FISH), foram utilizadas
com o intuito de ampliar as informag¢des sobre o cariétipo de T. fiebrigi que
poderao ser uteis para melhor compreensao dos cromossomos Bs. Nas trés
populagcbes a sonda (GA);s mostrou sinais positivos nos cromossomos
autossdmicos, com marcagdes bem evidentes em todas as regides dos bragos
curtos da eucromatina, o cromossomo B, que é heterocromatico néao
apresentou nenhum sinal de hibridizagdo. O mesmo padrao foi observado para
a sonda (CAA)1o. No entanto para essa sonda as marcagdes foram espalhadas
em forma de blocos ao longo de todo o brago eucromatico e ndo sendo
identificado nenhum sinal de marcacdo no cromossomo B. A utilizacdo da
sonda de rDNA 18S, resultou em marcagdes nas regides terminais da
heterocromatina de 5 cromossomos autossémicos, nas metafases de todas as
populagdes. Na colénia de Palotina (PR) a sonda 18S marcou de forma fraca
em um cromossomo B o que indica presenca deste gene nesse cromossomo.
A composicado da cromatina nessa espécie parece ser muito similar, incluindo
os cromossomos B. Apesar de possuir uma grande quantidade de
heterocromatina na qual € comum a presenca de DNA repetitivo, esse padrao
tem sido observado em outras espécies de Meliponini em que se observa um

acumulo de microssatélites em regides de eucromatina.
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ABSTRACT

CAPOCO, Martinha Mapingala, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
January 2016. Repetitive DNA mapping for stingless bee Tetragonisca
fiebrigi (Schwarz, 1938) with emphasis on the B chromosomes. Adviser:
Tania Maria Fernandes Salomao.

The Tetragonisca fiebrigi specie belongs to Meliponini tribe, which comprises
the stingless bees. This specie has the diploid karyotype 2n = 34 in females and
the haploid number of n = 17 for males. This species has numerical variations in
their karyotype due to the presence 1-4 B chromosomes. This study sought to
map the karyotype of populations T. fiebrigi collected in Palotina (PR), Tangara
da Serra (MT) and Ribeirdo Preto (SP), in which it was observed B
chromosomes. Repetitive DNA Probes (CAA)1o, (GA)45 and the 18S rDNA and
fluorescence in situ hybridization (FISH) were used in order to extend the
information on the karyotype T.fiebrigi that may be useful for better
understanding of B chromosomes. In the three populations probe (GA) 15
showed positive signs in autosomal chromosomes with markings clearly evident
in all regions of the short arms of euchromatin, the B chromosome, which is
heterochromatic not show any hybridization signal. The same pattern was
observed for the probe (CAA)io. However, for this probe markings were
scattered in the form of blocks throughout the eucromatico arm and a dial tone
not being identified on chromosome B. The use of the 18S rDNA probe resulted
in markings heterochromatin regions terminals 5 autosomal chromosomes in
metaphase of all populations. In Palotina (PR) colony the probe, 18S marked
weakly on a B chromosome, which indicates the presence of this gene on that
chromosome. The composition of the chromatin in this species appears to be
very similar, including the B chromosomes. Despite having a large amount of
heterochromatin in which it is common the presence of repetitive DNA, this
pattern has been observed in other species of Meliponini where there is an

microsatellite accumulation in euchromatin regions.



1.INTRODUGAO GERAL

1.1. Tribo Meliponini

As abelhas s&o consideradas importantes polinizadoras de
angiospermas e contribuem com a manutencao da diversidade dos diferentes
ecossistemas (Imperatriz-Fonseca et al., 2006). Sua importancia é também
valiosa na economia agricola, pois uma diminui¢gdo da polinizagdo podera levar
a grandes perdas na produgdo agricola e na qualidade nutricional da
alimentagdo mundial. Além disso, também se destaca a importancia das
abelhas na produg¢ao de mel, propolis, cera e outros (Michener, 2000).

Existem cerca de 20.000 espécies de abelhas que habitam os diferentes
ecossistemas. O Brasil apresenta grande diversidade de abelhas, com um
numero estimado de 3.000 espécies (Pedro e Camargo, 1999). Dentre essas
encontram-se as abelhas sem ferrdo com mais de 400 espécies descritas.

As abelhas sem ferrdo pertencem a tribo Meliponini, conhecidas
popularmente como abelhas indigenas, apresentam um ferrdo atrofiado e néo
podem usa-lo para ferroar, sado caracterizadas por apresentarem um
comportamento eusocial (Michener, 2000) e estdo distribuidas nas regides
tropicais do mundo, bem como em muitas regides subtropicais do hemisfério
sul, como América Central e do Sul, Africa, india, Malasia e Australia (Moure et
al., 2007).

As abelhas, mantém uma relagcdo de simbiose com as plantas pois que
elas sao diretamente dependentes das flores para obtencdo de alimento e
outros recursos a fins, enquanto isso as varias plantas dependem
exclusivamente da polinizacdo das abelhas para sua reprodug¢ao (Michener,
2007).

1.2 Citogenética em Meliponini

A Citogenética é uma ciéncia que surgiu no inicio do século XX pela
unido da Genética e da Citologia e estuda a estrutura cromossémica
relacionada com a sua morfologia, organizagao, funcao, replicacao, evolugao e
variacdo (Guerra, 1988). E utilizada em estudos evolutivos e de variabilidade

genética (Sumner, 2003) além de auxiliar em estudos de espécies.



Para realizar estudos a nivel citogenéticos, € importante o uso de
técnicas que assegurem boa caracterizagdo dos cariotipos como as técnicas de
coloragdo e bandeamentos, as quais, nao sO possibilitam a obtengcdo do
numero cromossdmico e a deteccdo de pequenas variagbes estruturais
(Sumner, 2003). Em estudos evolutivos, essas técnicas auxiliam no
detalhamento das transformagdes que ocorreram em grupos de espécies
préoximas, com cariétipos muito semelhantes (Guerra, 1988). Deste modo a
citogenética torna-se uma ferramenta poderosa para analise da variabilidade
genética nos himendpteros bem como em outros organismos de maneira geral
(Duarte et al., 2009).

Estudos citogenéticos em Hymenoptera vem ocupando destaque, em
virtude do aumento de numero de espécies analisadas cariotipicamente e da
utilizacdo de novas técnicas que evidenciam estruturas importantes para o
reconhecimento de homologias cromossémicas, dos mecanismos envolvidos
nos rearranjos e nas variacbes a nivel inter e intraespecifico, além das
variagdes interpopulacionais (Rocha et al., 2003).

Em Meliponini os estudos citogenéticos comegaram com Kerr (1948)
determinando o numero cromossémico de algumas espécies do género
Melipona. Depois disso, a citogenética em Meliponini tem se concentrado
principalmente na descricdo de cariétipos (Pompolo e Campos, 1995), estudo
de cromossomo B (Costa et al., 1992, Barth et al., 2011, Tosta et al., 2004)
abordagens populacionais e nos ultimos anos o uso de técnicas de
citogenética molecular (Martins et al., 2009, Tosta et al., 2004, Lopes et al.,
2014).

As informagdes citogenéticas das abelhas pertencentes a tribo
Meliponini mostram uma variagdo de n=8 a n=17 no numero de
cromossomos, sendo n=17 o numero predominante entre os géneros (Rocha
et al., 2003). No entanto, a variagdo no numero de cromossomos ocorre
dentro dos géneros e até mesmo dentro da mesma espécie. Diferencas
numéricas foram encontradas nos géneros Partamona (Costa et al., 1992,
Tosta et al., 2004, Martins et al., 2009), Melipona (Lopes et al., 2008, Rocha et
al., 2003) e Tetragonisca (Barth et al., 2011) e estavam relacionadas a
presenga de cromossomos supranumerarios. No género Melipona, além da

presenca de cromossomos Bs, uma variagdo no numero diploide foi
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encontrada para a espécie Melipona seminigra merrillae. A variagao foi de
2n=22 para fémeas e n=11 é um resultado diferente do que se tem
encontrado para o género sem a presenca de cromossomos extras (Francini
et al., 2011). Isso mostra que na tribo Meliponini, 0 numero cromossémico é
uma caracteristica que tem se mostrado pouco variavel dentro do género,
diferente de outros Hymenoptera em que s&o observadas variagdes intra e
interespecificas como o observado na espécie de formiga Camponotus
Myrmobrachys sp (Mariano et al., 2001) em Trypoxylon albitarse (Araujo et al.,
2000) em vespa Nasonia Vitripennis (Werren et al., 1991). Uma outra variagéao
observada em meliponini é a distribuicdo do conteudo da heterocromatina,
dividindo o género em dois grupos, um que apresenta alto conteudo de
heterocromatina e outro que apresenta baixo conteudo de heterocromatina
(Rocha e Pompolo, 1988).

Variagdes numéricas devido a presenga de cromossomos Bs nos
Meliponini (Rocha et al., 2003) tem aberto novos campos de estudo. Para
analise desses cromossomos vem sendo utilizadas técnicas de citogenética
classicas e citogenética molecular (Tosta et al.,, 2004, Tosta et al., 2007;
Martins et al., 2014). Entretanto, ainda pouco se sabe sobre sua distribuicao,
composi¢ao e origem, 0 que mostra a necessidade de mais estudos sobre

€SSesS Cromossomos.

1.3. O género Tetragonisca

O género Tetragonisca, pertence a tribo Meliponini, e esta representado
por quatro espécies descritas na literatura: T. weyrauchi, T. buchwaldi, T.
angustula e T. fiebrigi (Camargo e Pedro, 2013). A espécie T. fiebrigi e T.
angustula tém sido as mais estudas, ambas foram consideradas por muito
tempo como subespécies (Silveira et al., 2002). Estudos demostram diferencgas
morfologicas entre as duas espécies sendo que a T. angustula, na sua
morfologia, apresenta uma coloracao ferruginosa na mesopleura lateral e na
area do propodeum, enquanto Tetragonisca angustula, apresenta mesopleura
preta (Moure et al., 2007). No entanto ja sdo consideras como espécies, e
apresentam isolamento reprodutivo (Oliveira et al., 2004). A T. fiebrigi tem uma

ampla distribuicdo podendo ser encontrada no México e em quase toda regido



da América do Sul, no Brasil é encontrada nos estados do rio Grande do Sul e
Mato Grosso até a fronteira com o Uruguai (Oliveira et al., 2004). Séao
conhecidas popularmente como jatai, apresentam uma coloragdo amarela
dourada e preta, € pouco exigente quanto a sua nidificagédo, pois constréi seus
ninhos em garrafas pets, ocos de arvores, em paredes e muitas vezes em
ninhos abandonados por outras espécies.

Barth et al., (2006) analisando colénias de T. angustula e T. fiebrigi
coletadas em Tangara da Serra-MT com técnicas de citogenética bandamento
C, coloragcdao com Giemsa convencional e fluorocromo a base de CMA3 e
DAPI, respectivamente, encontrou uma variacdo no numero de cariétipo nas
coldnias Tetragonisca fiebrigi que apresentaram, 2n=36 isso em fémeas e uma
variagao de n=18 isso em machos, devido a presenga de cromossomos extras
também conhecidos como cromossomos B’s ou supranumerarios essas
alteragdes nao foram observadas na espécie de Tetragonisca angustula, os
cromossomos Bs foram heterocromaticos e na coloragédo com fluorocromo a T.

fiebrigi apresentou 4 cromossomos com sinais positivos.

1.4. Cromossomos B’s

Os cromossomos B’s sdo elementos supranumerarios também
conhecidos como acessorios sao considerados extras ao complemento normal.
Geralmente sdo menores em relagdo aos cromossomos autossomos e tem seu
padrao evolutivo, pois ndo seguem o padrdo de segregacdo de Mendel
(Camacho et el., 2000). Os cromossomos Bs estdo presentes em muitas
espécies de eucariotos, como em mamiferos (Silva e Yonenaga-Yassuda,
2004), peixes (Moreira-Filho et al., 2004), insetos Partamona helleri (Costa et
al., 1992), na vespa Nasonia vitripennis (Werren, 1991) Orthoptera (Milani et
al., 2014), anfibios (Green, 2004); crustaceos (Coluccia et al., 2004), plantas
(Jenkins e Jones, 2004) e helmintos (Spakulova e Casanova, 2004). Muitos
autores, consideram que os B’s sdo elementos “egoistas” que tém surgido a
partir de cromossomos A autossdmicos/sexuais e mantém-se através das

geragdes por mecanismos de acumulagao (Jones, 2012).



Os supranumerarios tém despertado grande interesse na comunidade
cientifica por aparentemente serem dispensaveis e ainda assim persistirem em
algumas populagdes sem serem eliminados (Carvalho et al., 2011).

Normalmente esses cromossomos sao relativamente pequenos quando
comparados com os cromossomos do grupo A, sdo compostos de sequéncia
de DNA repetitivo, como DNA ribossomal, sequéncias centroméricas,
teloméricas, bem como elementos méveis (Camacho et al., 2004).

A origem desses cromossomos ainda ndo é bem esclarecida, mas nos
ultimos anos o desenvolvimento de técnicas da biologia molecular e da
citogenética, tem permitido obtengcdo de informag¢des adicionais sobre esses
cromossomos. Uma possivel explicagao para a ocorréncia do cromossomo B
em algumas espécies € que ele pode ter surgido a partir do genoma A
envolvendo duplicacbes e fissbes de fragmentos de cromossomos
autossbmicos ou de cromossomos sexuais (Camacho et al., 2004). Outra teoria
sobre a origem do cromossomo B é por hibridizagdo intraespecifica (Tosta et
al., 2004, Martins et al., 2015).

1.5. Citogenética molecular

Durante muito tempo a caracterizagdo cromossémica em Meliponini era
baseada em parametros morfoldégicos, como tamanho dos bragos, posi¢gao do
centrobmero e localizagdo da heterocromatina (Rocha et al., 2003). Estudo
citogenéticos fornecem informacgdes sobre a filogenia taxonomia comparacées
do genoma e rearranjos cromossdmicos (Guerra,1988) embora estas ainda
apresentem muitas limitagées. A maior parte dos dados citogenéticos em
Meliponini disponiveis na literatura, referem-se ao numero cromossOmico
distribuicdo das regides de heterocromatina por banda C e coloragdo com
fluorocromos para mostrar regides ricas em GC e AT (Rocha et al., 2003).
Devido as limitagcbes das técnicas convencionalmente utilizadas, muitos
aspectos em relacdo a evolugdo cromossOmica dessas abelhas incluindo os

relacionados aos cromossomos extras ainda ndo podem ser elucidados.

Com o avango das técnicas de biologia molecular associadas a

citogenética, surgiu a citogenética molecular que possibilitou a geracdo de
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novas informagdes, fornecendo meios de inferir a respeito de evolugao,
composic¢ao e rearranjos do cariotipo das espécies. Com o advento da técnica
de hibridizacao in situ (FISH), rearranjos e polimorfismos n&o detectados por

meio da citogenética convencional, tornaram-se possiveis (Guerra, 2004).

A técnica de FISH é um método que utiliza recursos da biologia
molecular para analisar cromossomos. Ela consiste no mapeamento de um
gene por sondas de oligonucleotideos marcados com fluorescéncia ou
radiagao, com sequéncias de acidos nucleicos dos cromossomos da espécie
em estudo, possibilitando assim verificar presenga ou auséncia de sequéncias
especificas de DNA nos cromossomos (Phillips e Reed, 1996; Oliveira e
Wright, 1998; Henning et al., 2008). Essa técnica permite que sequéncias alvo
de DNA possam ser localizadas, e 0 genoma inteiro de uma espécie ou
sequéncias de coOpia unica possam ser analisados, dependendo da
complexidade da sonda usada e da combinagcdo de sequéncias especificas
(Guerra, 2004).

Duas caracteristicas tém contribuido para o uso da FISH com sondas
rDNA; a organizagdo dos genes para rRNA em multiplas repeticdbes o que
facilita a detecgao do sinal, e a presenga de sequéncias altamente conservadas
entre os eucariotos, permitindo que sondas obtidas para uma espécie possam
ser utilizadas em outras (Cuadrado e Jouve, 2011). O rDNA apresenta
sequéncias que tem sido muito analisada em quase todos os eucariotas
encontram-se organizados por dois grupos, 45S e DNA 5S, onde o maior
arranjo é formado por 45S e forma os genes que transcrevem os rRNA 18S,
5.8S e 28S (Martins et al., 2011).

As sondas podem ser obtidas a partir de DNA de sequéncias unicas,
DNA repetitivo, sequéncias loco-especifica obtida por amplificagdo pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), grandes sequéncias de DNA
genbmico clonadas em vetores, bandas cromossémicas, sequéncias brago
especificas e cromossomos inteiros geradas por microdissecg¢ao (Beatty et al.,
2002). Os microssatélites sdo normalmente distribuidos ao acaso pelo genoma
e possuem um elevado grau de polimorfismo, por isso uso como marcador tem
crescido nos ultimos anos e ajudando na caracterizagao de diferentes espécies

populagdes (Martins et al., 2011).



Estudos demostram que mapeamento de rDNA sequéncias repetitivas
tém revelado informagbes sobre a organizacdo do genoma em diferentes
eucariotos (Cuadrado et al., 2008, Ciofi et al., 2011, Palacios-Gimenez e
Cabral-de-Melo, 2015) em estudos evolutivos (Cabral-de-Melo 2011) e na
diferenciacdo entre os cromossomos autossémicos e supranumerarios em
Orthoptera (Milani et al., 2014). As analises com sonda de sequéncias de DNA
repetitivo além de apresentar dados consistentes que ajudam a compreender a
evolucdo e o mapeamento fisico de determinadas espécies (Paiva et al., 2011)

e auxiliam em estudos filogenéticos e taxondmicos (Blonco et al., 2012.)

As abelhas da tribo Meliponini apresentam uma constancia no numero
diploide e pouca variagdo cromossOmica observada pelas técnicas de
citogenética classica (Mampumbu 2002; Godoy et al, 2013). Assim,
ferramentas da citogenética molecular podem revelar polimorfismos intra- e
interespecificos dentro da espécie. Dentre os marcadores citogenéticos, o
mapeamento do gene ribossomal 18S em Meliponini revelou baixo
polimorfismo no numero de pares carregando esse gene entre espécies do
mesmo género, mas apresentou diferengas numéricas, de posicdo e tamanho
entre os géneros de Meliponini (Brito et al., 2005). Os trabalhos com
mapeamento de sequéncias microssatélites em abelhas desta tribo sdo
recentes, contudo, mostram promissores em revelar diferengas entre
populagdes e entre géneros de Meliponini (Paiva et al., 2015, Novaes et al,,
2015).

Dessa forma, considerando que pouco é conhecido sobre a organizagao
do DNA repetitivo em abelhas, principalmente em espécies com presenca de
cromossomos extras, este trabalho busca a partir de técnicas de citogenética
molecular fornece mais informacdes sobre a organizacdo dos cromossomos na

espécie T. fiebrigi.
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar a estrutura cromossémica de populagbes da espécie
Tetragonisca fiebrigi, utilizando o mapeamento cromossdmico de DNA

repetitivo com énfase nos cromossomos B.

3.1 Objetivos especificos

- Verificar a presenga do cromossomo supranumerario (B) no cariétipo e
populagdes T. fiebrigi;

- Mapear os cromossomos com a utilizacdo de microssatélite pela técnica de
hibridizagao in situ fluorescente;

- Localizar os sitios de rDNA 18S nos cromossomos dos individuos das
populagdes analisadas;

- Analisar a marcagao das sondas de DNA repetitivo (CAA)10 (GA)15 e 18S
nos cariétipos das populagbes de T. fiebrigi, e verificar se essas sondas

apresentam marcagdes nos cromossomos supranumerarios (B).
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4. CAPITULO 1

Mapeamento de DNA repetitivo na abelha sem ferrao Tetragonisca fiebrigi

com énfase nos cromossomos Bs.

Resumo

A citogenética molecular tém surgido como uma ferramenta alternativa para o
estudo dos cromossomos, podendo auxiliar no entendimento da sua
organizacao e evolugao. Assim neste trabalho foi mapeado o cariétipo de T.
fiebrigi. Trés populag¢des foram analisadas coletadas em Palotina (PR), Tangara
da Serra (MT) e Ribeirdao Preto (SP) com sondas de DNA repetitivo sendo
(CAA)1o, (GA)15 e o rDNA 18S com o intuito de aumentar as informagdes sobre
o cariotipo de T. fiebrigi e tentar compreender melhor a organizagao e origem
dos cromossomos Bs nessa espécie. Nas trés populagdes o microssatélite
(CAA)1o mostrou sinais em forma de blocos em todos os cromossomos
autossbmicos, na regido do brago longos da eucromatina sem nenhum padrao
de marcagdo no cromossomo B. E o microssatélite (GA)is apresentou
marcacgdes fortes bem evidentes em todas as regides do braco longo da
eucromatina e o cromossomo B também nao apresentou nenhum sinal de
hibridizagdo. A sonda de rDNA 18S marcou nas regides terminais dos bragos
curtos em cinco cromossomos autossémicos nas populacdes analisadas. Na
populagcdo de Palotina (PR) a sonda 18S marcou de forma fraca em um
cromossomo B, na regiao terminal o que indica presenga deste gene nesse
cromossomo. Apesar de relatos de que o cromossomo B em Meliponini possui
uma grande quantidade de heterocromatina na qual é comum a presenga de
DNA repetitivo, ndo foram vistas marcagdes nessas regides. Esse padréo tem
sido observado em outras espécies de Meliponini em que se observa um
acumulo de microssatélites em regides de eucromatina, mostrando uma
similaridade entre as espécies dessa tribo. S6 um individuou da populacao de
Ribeirdo Preto (SP) apresentou cromossomo B e a metafase nao teve

qualidade.

Palavras-chave: Meliponini, FISH, cromossomo B, DNA repetitivo.
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4.1. Introdugao

Durante muito tempo a caracterizagdo cromossémica em Meliponini era
baseada em parametros morfolégicos, como tamanho dos bragos, posi¢ao do
centrébmero e localizagao da heterocromatina (Rocha et al., 2003). Técnicas de
bandeamento, foram introduzidas nos estudos citogenéticos permitindo uma
melhor caracterizagdo cromossdmica das espécies embora estas ainda
apresentem muitas limitagdes (Sumner, 2003).

Com o avango das técnicas de biologia molecular associadas a
citogenética, surgiu a citogenética molecular que possibilitou a geragado de
novas informacodes, que possibilitou inferir a respeito de evolugao, composi¢cao
e rearranjos do cariétipo das espécies (Guerra,1988).

As abelhas da tribo Meliponini apresentam uma constancia no numero
diploide e pouca variagdo cromossOmica observada pelas técnicas de
citogenética classica (Rocha et al, 2003, Godoy et al, 2013). Assim,
ferramentas da citogenética molecular podem revelar polimorfismos intra- e
interespecificos dentro da espécie (Sumner, 2003).

Diferencas numéricas foram encontradas nos géneros Partamona (Costa
et al., 1992, Rocha et al., 2003, Brito, 2005, Tosta et al., 2004 e 2007 Martins et
al., 2009), Melipona (Lopes et al., 2008) e Tetragonisca (Barth et al., 2011), e
estavam relacionadas a presenca de cromossomos Bs. Os cromossomos Bs
sao elementos supranumerarios presentes em muitas espécies de eucariotos,
como mamiferos (Silva e Yonenaga-Yassuda, 2004), peixes (Moreira-Filho et
al., 2004), insetos (Camacho et al., 2000), anfibios (Green, 2004); crustaceos
(Coluccia et al., 2004), plantas (Jenkins e Jones, 2004) e helmintos (Spakulova
e Casanova, 2004). Normalmente esses cromossomos sdo relativamente
pequenos quando comparados com os cromossomos do grupo A, sao
compostos de sequéncia de DNA repetitivo, e podem ser considerados
dispensaveis nos organismos que os carreiam (Camacho et al., 2000).

Um dos Meliponini que apresentam cromossomos B €& a espécie T.
fiebrigi que ocorre na regiao Neotropical, nos paises como Bolivia, Argentina,
Paraguai. No Brasil ela é encontrada nos estados do Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Sao Paulo. Essa espécie se
distingue da T. angustula em alguns caracteres morfolégicos, como coloracao
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da mesopleura e em caracteres citogenéticos. Ambas as espécies T. fiebrigi e
T. angustula possuem um cariétipo de 2n=34 para fémeas e n=17 para
machos uma variagdo numeérica no cariotipo da espécie T. fiebrigi foi
observada com dois cromossomos Bs em fémeas 2n=36 e um cromossomo B
nos machos n=18 (Barth et al., 2011). O cromossomo B tem sido pouco
estudado em Hymenoptera, foram analisados em formiga das espécies do
género Camponotus Mariano et al., (2001), ocorréncia de cromossomo B em
macho e em fémea foi relata em vespa Trypoxylon albitarse (Rocha-Sanchez
e Pompolo, 2004). Em abelhas foram observados em Partamona helleri
(Costa 1992, Brito et al., 2007, Tosta et al., 2004), Melipona rufiventris (Lopes
et al, 2008), Melipona quinquefasciata (Rocha, 2002), analises de
citogenética molecular (Tosta et al., 2004,2007, Marthe et al., 2010).

4.2. Material e Métodos

Espécimes, preparagao dos cromossomos mitéticos, coloragao

Os individuos de T. fiebrigi foram coletados em trés cidades diferentes
do Brasil sendo, 5 col6nias em Palotina — PR, 4 col6nias de Ribeirdo Preto - SP
e 4 colbnias de Tangara da Serra - MT. Para obtengcdo dos cromossomos
metafasicos utilizou-se ganglios cerebrais de larvas em estagio pos-defecante
conforme protocolo proposto por Imai et al. (1988). Os ganglios cerebrais
retirados foram submetidos a tratamento com colchicina 0,005% e citrato de
sédio 1% por aproximadamente 1:30h. As Iaminas foram coradas com Giemsa
para confirmagdo do numero cromossdémico e presenga/auséncia dos
cromossomos B. As metafases foram analisadas e fotografadas em
microscopio OLYMPUS BX-53 acoplado a um sistema de captura e analise de

imagens.

Hibridizagao fluorescente in situ

Foram utilizados trés microssatélites CAA(10), GA15, rDNA 18S para
analises. Os microssatélites CAA10), GA(15, foram marcados diretamente com

Cy3 na extremidade 5" durante a sintese por Sigma (St. Louis, MO, EUA). No
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procedimento de hibridizagdo das sondas foi seguido o protocolo proposto por
Kubat et al. (2008) modificado por Cioffi et al. (2010). Os cromossomos foram
contrastados com DAPI (1,2ug /ml), montado em solugao antifading (Vector,
Burlingame, CA, EUA) e analisados em microscopio de epifluorescéncia
Olympus BX53 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japao), sendo fotografadas as
melhores metafases.

As sondas das regides de rDNA 18S foram obtidas por amplificagao via
PCR, utilizando-se primers de rDNA 18S F1(5-GTCATATGCTTGTCTCAAAGA
-3’) e 18S R (3’- TCTAATTTTTTCAAAGTAAACGC -5’), desenhados para a
espécie de abelha Melipona quinquefasciata (Pereira, 2006). As sondas de
rDNA 18s foram marcadas utilizando-se digoxigenina-11-dUTP (Roche,
Mannheim, Germany) durante a amplificagcdo. A reagdo de PCR foi realizada
conforme condigbes sugeridas por Pereira (2006) em um volume de 25 pL
[tamp&o 1X (200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI)], 0,75 uL de MgCl, (100
mM), os dNTps (1,5 pl de dATP, dCTP e dGTP (2uM), 1,5 yl dTP (2uM) e 0,6
MM dUTP-digoxigenina (2uM), 1,0 uL de cada primer (10uM), 0,2 uL (2.5 U) de
Taq polimerase (Phoneutria) e 2uL de DNA (100 ng/ul)]. Os procedimentos do
FISH foram realizados de acordo com Pinkel et al., (1986). Para a detecgao da
marcacao, o material foi incubado com antidigoxigenina-rodamina. Ao final as
laminas foram montadas com Antifading contendo DAPI (Fluoroshield com
DAPI- SIGMA F6057). Foram analisadas, em média, 10 metafases por lamina
em um fotomicroscopio de epifluorescéncia OLYMPUS BX-53, e as melhores

metafases foram fotografadas.

4.3. Resultados

Trés populacdes de T. fiebrigi foram analisadas € o numero diploide foi
de 2n=38 com variagdes numericas devido a presenca de cromossomos Bs.
Cromossomos Bs foram observados em todas as populagdes analisadas com
variagdes de 1 a 4 cromossomos nos individuos analisados (2n=35 a 2n=38).

Nas amostras de Palotina - PR observou-se variagao entre os individuos
quanto ao numero de cromossomo B sendo detectados até 4 cromossomos
dentro da mesma coldnia, enquanto que nas de Tangara da Serra detectou-se

individuos com até 2 cromossomos B. Um uUnico cromossomo B foi observado
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nas populagbes de Ribeirdo Preto. Os cromossomos Bs apresentaram a
mesma morfologia, tamanho grande quando comparavel aos autossémicos de
maior tamanho e visivelmente diferentes destes devido a uma coloracdo mais
forte correspondente a heterocromatina presente em toda extensao.

Nas trés populagdes analisadas a sonda microssatélite (CAA)4o resultou
marcagdes em formas de blocos, nos bragos longos das regides eucromaticas
de todos os cromossomos autossomos nao sendo observado portanto,
marcagdes no cromossomo B (Figura 1). Esta mesma figura mostra que as
amostras provenientes de Palotina — PR apresentam variagdo no padrao de
marcagao com sinais mais fracos para os cromossomos autossémicos.

A sonda de microssatélite (GA)1s também marcou os bragos longos nas
regides eucromaticas de todos os cromossomos autossomos, com um padrao
mais forte que o observado quando utilizado o microssatélite (CAA)10. Do
mesmo modo, 0os cromossomos B que sdo totalmente heterocromaticos, nao
apresentaram nenhuma marcagdo quando analisados de Palotina - PR e
Tangara da Serra -MT. No individuos da colbnia de Ribeirdo Preto —SP
analisados este tipo de cromossomo nao foi observado em metafase de
qualidade (Figura 2). Entretanto, como este se assemelha em morfologia e
distribuicdo da heterocromatina, € possivel que o padrdo de marcagao seja o
mesmo das outras populagdes.

Embora as sondas empregadas neste estudo estejam marcando regides
de eucromatina, ndo foram observadas marcagbes nas regides
pericentromericas, com um acumulo nas por¢des terminais do brago longo
eucromatico.

Em todas as populacdes analisadas a utilizacdo da sonda de rDNA 18S
resultou marcagdes intensas na regido terminal brago curto na eucromatina de
5 cromossomo autossémicos. Semelhante as outras sondas utilizadas neste
estudo os cromossomos B nao apresentaram sitios para o rDNA 18S, exceto
para um individuo da colénia oriunda de Palotina - PR (Figura 3).
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(CAA)10 (CAA)10

(GANS & (GA)15

Figura 1- Mapeamento de DNA repetitivo (CAA)+o (GA)15 e rDNA 18S de duas
populacdes de Tetragonisca fiebrigi. A esquerda populagées de Tangara da
Serra (MT). A direita populagdes de Palotina - PR. A seta indica a presenca do
cromossomo B. Barra = 5um.
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(GA)15

Figura 2- Mapeamento de DNA repetitivo (GA)5 € rDNA18S em T. fiebrigi de
Ribeirao Preto (SP) sem o cromossomo B. Barra=5um.

Figura 3 — Mapeamento do DNA ribossomal 18S T.fiebrigi, Palotina com
5 cromossomos marcados incluindo 1 cromossomo B. Barra= 5um.
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4.4. Discussao

O caridtipo da Tetragonisca fiebrigi apresentou 2n=34, corroborando
com o cariotipo ja descrito na literatura (Barth et al., 2011). A espécie possui a
férmula cariotipica de 2k=32AM+2AM° + 1 a 2 B, presenca do cromossomo B foi
confirmada com a técnica de bandamento C (Barth et al., 2011). Miranda et al.,
(2013), (em preparagdo) analisando outras populagdes desta espécie
encontraram diferencas em relacdo ao numero de cromossomos B bem como
variagbes morfolégicas nos autossomos. Essas variagdes morfoldgicas e
numeéricas também, foram observadas nas populacdes analisadas no presente
estudo. Analises citogenética e moleculares suportam a hipotese de que a
maioria dos cromossomos Bs parecem ser derivados do complemento
autossbmico/sexuais de suas espeécies hospedeiras (Camacho, 2000). Outros
estudos demonstraram que o cromossomo B pode se originar por hibridizagéo,
essa origem se observa quando a sequéncia do DNA dos cromossomos
autossbmicos ndo é encontrada nas sequencias do cromossomo B (Tosta et
al., 2004, Martins et al., 2014). Em Meliponini, a espécie Partamona helleri é a
mais estudada até o momento (Costa et al.,, 1992, Tosta et al., 2004, 2007 e
2014, Brito et al., 2005, Martins, 2009). A analise desta espécie Partamona
helleri nao mostrou similaridade entre sequéncias de fragmentos de
cromossomo Bs e autossémicos sugerindo que sua origem tenha ocorrido
durante um unico evento seguido de transmissdo deste cromossomo por
cruzamentos interespecificos (Marthe et al., 2010). Para analises desta espécie
foi com base na técnica de microdissecacédo seguida de FISH (Martins et al.,
2014).

No presente trabalho foram observados cromossomos extras indicando
uma dispersdo e frequéncia desses cromossomos nas populagbes de T.
fiebrigi. A variagdo no numero de cromossomos Bs numa espécie depende
principalmente da capacidade e da tolerancia que sao regulados por fatores
como historia ecolégica e genética do grupo (Camacho et al., 2005). A variagao
numeérica observada entre as populagdes indica que esses cromossomos estao
de maneira aleatdria na dentro da espécie. Polimorfismo numérico e também
estrutural inter e intra-populacional de cromossomo B tem sido relatado em

outras espécies (Bakkali et al., 2004, Lia et al., 2007). Em populagdes da
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espécie do gafanhoto Eyprepocnemis plorans 0s cromossomos Bs
apresentaram as duas variag¢des, tanto numéricas quanto estruturais (Camacho
et al., 2004). Em algumas espécies de plantas o polimorfismo do cromossomo
B é apenas numérico como foi observado no Centeio Secale cereale (Lia et al.,
2007).

O presente estudo é o primeiro relato de mapeamento cromossémico de
repeticdes de microssatélites em abelhas sem ferrao que possui cromossomos
extras ao complemento A. A presencga de DNA repetitivo dispersos no genoma
€ uma caracteristica comum a muitos eucariotos (Rocha et al., 2003). Um dos
locais em que se tem encontrado acumulo desse tipo de DNA s&o nas regides
constituidas por heterocromatina, incluindo cromossomos extras que em geral
sdo heterocromaticos (Milani et al., 2014). Os cromossomos de abelhas sem
ferrao possuem grandes proporgdes de heterocromatina (Rocha et al., 2003,
Paiva, 2015), e dessa forma, era esperado que a espécie T. fiebrigi
apresentasse sinais positivos dos microssatélites nessas regides da
heterocromatina, porém essas sequéncias estao presentes predominantemente
em regides de eucromatina, diferindo do esperado. A presenga de sinais
positivos dos microssatélites (CAA)1o e (GA)15 nos cromossomos autossémicos
na regido da eucromatina de T. fiebrigi, pode estar associada ao acumulo
dessas sequéncias no genoma de Meliponini, uma vez que outras espécies
deste grupo testadas em nosso laboratério apresentou o mesmo padréo de
distribuicdo (Paiva et al., 2015). No entanto a auséncia de marcagdes em
alguns cromossomos, mostra uma distribuicdo diferente de microssatélites
entre os cromossomos, sendo provavel que essas sequéncias estdo ausentes
nesses Cromossomos.

Uma relagéo estreita entre cromossomos Bs e DNA repetitivo tem sido
demonstrada em varios estudos onde diferentes classes de DNA repetitivo
como elementos transponiveis, DNA satélite, familia multigénica foram
identificados (Milani et al., 2014). Embora em T. fiebrigi o cromossomo B
apresente regides heterocromaticas relacionadas com acumulo de DNA
repetitivo, (Barth et al., 2011) nenhuma marcagdo com as sondas de
microssatélites (CAA) o e (GA)1s, foi observada nas amostras analisadas no
presente estudo. Os resultados indicam uma distribuicdo intensa do

microssatélite (GA);s e foram menos enriquecidos para (CAA)ip nos
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cromossomos autossodmicos, diferindo do padrao encontrado para a espécie de
gafanhoto Abracis flavolinata onde os cromossomos Bs de constituicdo
inteiramente eucromatica apresentam sinais positivos para diferentes
microssatélites (Milani et al., 2014). Esses dados demonstram que os
microssatélites (CAA)1o e (GA)¢s tem uma distribuigcdo aleatdria ao longo dos
cromossomos bem como padrédo de distribuicao especifico em cada espécie.
Sequéncias repetidas podem estar presentes em varias espécies de um
mesmo grupo filogenético ou serem especificas para uma determinada espécie
(Ananiev et al., 2002). Na espécie do gafanhoto Abracis flavolinata os
microssatélites (CAA)io e (GA)is apresentam um padrdo de distribuigdo
generalizados em todas regides da eucromatina e também da heterocromatina
e 0 cromossomo B nessa espécie de gafanhoto é totalmente eucromatico como
foi demostrado pela técnica de bandamento C. (Milani et al., 2014), esses
resultados diferem dos encontrados nesse estudo, pelo padrao de distribuicao
aleatdoria dos microssatélites e da constituicdo do cromossomo B. Em analise
realizada em Ceteio uma espécie de trigo com o microssatélite (CAA)10 foi
observado sinais especificos nos cromossomo autossémico, e esses sinais
também estavam presentes em regides terminais do brago curto dos
cromossomo B Marques et al.,, (2012). A acumulagdo de DNA repetitivo no
genoma pode ndo ser o evento principal para a ocorréncia de marcacgao
(Moreira e filho et al.,, 1993). Estudos tém demostrado que sequéncias
repetitivas podem evoluir de forma rapida e assim contribuem para a variagao
dos genomas das espécies (Li et al., 1995).

Com base no gene rDNA 18S, foi identificada regido organizadora de
nucléolo, em um cromossomo B da colbénia de Palotina (PR), sendo marcagdes
fracas na regido terminal do bragco eucromatico e mais intensas nos
autossomos de cinco cromossomos. Nas outras populacdes analisadas nao
foram observadas marcacbes no cromossomo B. A auséncia de marcacgao
nestes cromossomos pela sonda rDNA 18S pode estar relacionada com a
origem desses cromossomos a partir de fragmentos dos cromossomos
autossbmicos e o cromossomo B originado do complemento A, podem ter
perdido essa regiao de rDNA por recombinagao intra-cromossdmica, um evento
que pode ocorrer nesses cromossomos como sugerido por (Camacho et al.,

2005). A auséncia de marcagao no cromossomo B pode-se dar a hipotese do
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surgimento de um novo cromossomo B na espécie T. fiebrigi, como ocorreu no
estudo realizado na espécie de Partamona helleri (Tosta et al., 2014). O rDNA
regiao de 18s vem sendo utilizados com grande frequéncia em estudos
citogenéticos de varias espécies, essas regides variam em numero e na sua
localizagdo dentro do genoma de uma mesma espécie ou de espécies
diferentes (Camacho et al., 2005).

A constituicdo inteiramente heterocromatica e a auséncia de marcagodes
nos cromossomos Bs sugere que esses cromossomos podem partilhar regides
com os autossomos, além disso, na populacdo de Ribeirdo Preto (SP) foi
observado um cromossomo autossémico totalmente heterocromatico (Miranda,
em preparagao) que pode ser a fonte de origem dos cromossomos B devido a
sua semelhanga morfoldgica. Brito et al., 2005 no estudo realizado em com a
especie de Partamona helleri nao observou aglomerados do gene de rDNA
18S. (Brito et al., 2005) A regibes organizadoras de nucléolo s&o responsaveis
pela producdo e processamento de rRNA (Sumner, 2003). A disperséo de
grandes aglomerados de rDNA ¢é favorecida pela associacdo de elementos
transponiveis e ocorréncias de recombinagdo dentro do préprio genoma
(Camacho et al., 2000). A maioria dos NORs localizados no cromossomo B
encontram-se em estado latente e podem ser ativados ao se fundirem com os
cromossomos do padrao normal por rearranjos cromossémico (Jones, 1995).
Estudos realizados em coledptera, com a sonda do rDNA 18S demostrou
aglomeragado em distintos cromossomos, tais aglomeragdes foram marcantes
em quatro pares de cromossomo autossémico, € nado foi observado nenhum
sinal de hibridizagdo no cromossomo B (Oliveira et al., 2012). Na espécie
Ceanothus americanus, a regiao de rDNA 18S revelou sinais de hibridagdo em
quase todos os cromossomos, o que indica que essa regido deve coincidir com
a banda (NOR), regides organizadoras de nucléolos, as marcag¢des formaram
blocos nas regides centoméricas de alguns pares cromossdmicos e em regides
terminais (Palacios-Gimenaz et al., 2015).

O crescente interesse em estudos de Meliponini com base em
citogenética molecular é evidente. Deste modo, o conhecimento obtido em
estudos anteriores bem como no presente estudo somados com aos obtidos
em possiveis estudos futuros certamente contribuiram para entendimento dos

processos que levaram a modificagdes cromossOmicas nesse grupo. Neste
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sentido os resultados obtidos no presente estudo contribuem para esse

panorama.

4.5. CONCLUSOES

Neste estudo fica evidente que as técnicas de citogenética molecular
permitem localizar regides de DNA que constituem ferramenta importante que
pode auxiliar no entendimento da estrutura dos cromossomos e organizagao do
genoma de diferentes espécies.

Confirmou-se o numero diploide de 2n=34 com variacédo de 2n=35 a 38
devido a presenga do cromossomo B.

A técnica de FISH, junto as sondas utilizadas nesse estudo mostrou que
o cromossomo B possui similaridade com regides heterocromaticas do
complemento normal A, o que pode sugerir que sua origem seja

intraespecifica.
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