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RESUMO

MIRANDA, Anderson Fernandes de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2012. Estudos citogenéticos e moleculares do género
Partamona: filogenia e cromossomo B. Orientador: Lucio Antonio de
Oliveira Campos. Coorientadoras: Denilce Meneses Lopes e Mara Garcia
Tavares.

O género Partamonaé constituido por 33 espécies e apresenta uma ampla
distribuicdo geografica sendo encontrado desde o México até o sul do Brasil.
Algumas espécies desse género sdo, morfologicamente muito semelhantes,
sendo, em alguns casos, diferenciadas apenas pela arquitetura de entrada
dos ninhos e pelos habitos de nidificacdo. A constatacdo da presenca de
cromossomos Bs em populacbes de diversas espécies do género (P.
helleri,P. rustica e P. criptica e P. cupira) levanta varias questdes sobre a
origem e evolucdo destes cromossomosem Partamona. Para um melhor
entendimento destes dois aspectos,foi realizado um trabalho do padrdo de
ocorréncia deste cromossomo em 15 espécies do género com a finalidade
de associar a presenca de cromossomo B e a hip6tese filogenética entre as
espécies portadoras dos mesmos. Foi formulada uma hipotese filogenética
baseada em dados de genes mitocondriais e nucleares de algumas espécies
do género. Dessa forma,foi possivel inferir a ocorréncia de cruzamentos
interespecificos entre as espéciesP. helleri e P. chapadicola que poderiam
estar relacionados com a transmissdo do cromossomo B entre as espécies
do género. Foram verificadas também incongruéncias entre as hipéteses
filogenéticas baseadas em caracteres morfoldégicos e comportamentais e a
baseada em caracteres moleculares sugerindo que tanto a espécie P.
seridoensis quanto P. chapadicola possam compor grupos distintos de
espécies cripticas. Foi caracterizadaa presenca de uma copia de DNA
mitocondrial (Cytocromo B) inserido no genoma nuclear (numt) em algumas
espécies (P. ailyae, P. helleri, P. mulata, P. rustica, P. cupirae P.
seridoensis). E por fim, as andlises citogenéticas das espécies P.
chapadicola, P. nhambiquara e P. rustica, apontam para a visualizagao de

uma nova classe cromossémica presente nestas espécies, que apresenta
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trés regibes com intensidades de coloracao distintas baseadas na técnica de
banda C.



ABSTRACT

MIRANDA, Anderson Fernandes de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2012. Cytogenetic and molecular studies of the genus Partamona:
phylogeny and B chromosomes.Adviser: Lucio Antonio de Oliveira
Campos. Co-advisers: Denilce Meneses Lopes and Mara Garcia Tavares.

The genus Partamonacontains 33 species and presents a wide geographic
distribution, being found from Mexico to southern Brazil. Some species of this
genus are morphologically similar, in some cases differentiated only by nest
entrance architecture and nesting habits. The presence of B chromosomes in
diverse species of this genus (P. helleri,P. rusticaandP. criptica and P.
cupira) raises questions about the origin and evolution of these
chromosomes in Partamona. To better understand these two aspects, we
studied the occurrence of B chromosomes in 15 species of Partamona with
the aim of associating the presence of these chromosomes with the
phylogenetic hypothesis of these species, based on mitochondrial and
nuclear genes.In this way, it was possible to infer the occurrence of
interspecific crosses between P. helleri and P. chapadicolathat could
berelated to the transmission of B chromosomes within this genus.
Incongruencies between the phylogenetic hypotheses based on
morphological characters, behavior and the molecular characters were
verified, suggesting that bothP. seridoensisandP. chapadicolamay compose
distinct groups of cryptic species. The presence of a copy of mitochondrial
DNA (Cytochrome B)inserted in the nuclear genome (numt) was foundin P.
ailyae, P. helleri, P. mulata, P. rustica, P. cupira andP. seridoensis. Finally,
cytogenetic analyses of the species P. chapadicola, P. nhambiquara and P.
rusticaindicateda new chromosomal class in these species, presenting three

regions with distinct intensities of coloration based on C-banding.



1. INTRODUCAO GERAL

As abelhas do género Partamona(Hymenoptera, Apidae) sao
constituidas por 33 espécies e apresenta uma ampla distribuicdo geografica,
desde o México até o sul do Brasil (Camargo e Pedro, 2003). Algumas
espécies desse género sdo morfologicamente muito semelhantes sendo,em
alguns casos, diferenciadas apenas pela arquitetura de entrada dos ninhos e
pelos habitos de nidificacéo.

Essas abelhas s&o encontradas em diversos ambientes como
florestas, caatinga, cerrado e regides montanhosas (Camargo e Pedro,
2003) e apresentam um comportamento agressivo sendo popularmente
conhecidas como "abelhas cachorro”. Algumas espécies sdo adaptadas a
ambientes antropicos, sendo encontradas em vasos de plantas e frestas de
paredes, outras sao termitofilas obrigatérias.

Vérias pesquisas tém sido realizadas em populacdes de algumas
espécies de Partamona portadoras de cromossomos B. Neste género, esses
cromossomos foram descobertos originalmente por Pompolo(1992) e
abriram novas linhas de trabalho ao redor do tema, tanto com trabalhos
envolvendo citogenética classica de mapeamento de populacdes (Costa et
al., 1992; Brito et al.,, 1997; Martins et al., 2009), quanto em trabalhos
envolvendo técnicas de biologia molecular para deteccdo e estudo da
similaridade genética entre cromossomos B de diferentes espécies do
género(Tosta et al., 2004; Tosta et al., 2007; Marthe et al., 2010).

No momento uma contextualizacdo histérica das descobertas
envolvendo a citogenética e mais especificamente, os cromossomos B no
género se faz necessaria paraexpor os objetivos deste trabalho.

Os estudos citogenéticos deste género iniciaram-se em 1973 com
Tarelho, que apresentou o cariétipo de duas espécies (P. pearsoni e P.
helleri referida como P.cupira helleri). Atualmente, das 33 espécies, descritas
apenas nove foram caracterizadas citogeneticamente.Todas as espécies
estudadas até 0 momento apresentaram o niumero cromossomico igual a 34
(Brito-Ribonet al., 1999; Brito etal., 2003; Brito et al., 2005), exceto aquelas

populacdes que possuem cromossomos B.



Os cromossomos B sdo considerados cromossomos dispensaveis,
que estdo presentes em alguns individuos de certas populacoes,
apresentam segregacdo meiotica e mitética irregular e como consequéncia,
se acumulam em algumas linhagens celulares germinativas (Camacho et al.,
1999).Algumas teorias foram apresentadas para explicar a origem destes
cromossomos. Dentre as mais aceitas, estdo a origem a partir do genoma A
(envolvendo duplicacdes e fissbes de fragmentos tanto de cromossomos
autossémicos quanto de cromossomos sexuais) e a teoria da origem por
hibrida interespecifica apresentado por McAllistere Warren (1997) para a
vespa Nasoniavitripennis, na qual um macho de uma espécie do género
Trichomalopsis portador de um cromossomo B hibridiza com uma fémea de
N. vitripennis transferindo este cromossomo a esta espécie.

Esses cromossomos sdo encontrados em muitos grupos de animais e
vegetais. Em abelhas eles ja foram relatados para as espécies: Tetragonisca
fiebrigi (Barth et al.,, 2010); Meliponaquinquefasciata (Rocha, 2002);
Meliponarufiventris (Lopes, et al., 2008); Partamona helleri (Costa et al.,
1992; Brito et al., 1997; Martins et al., 2009) e Partamona cupira (Marthe et
al., 2010).

A descoberta de populacdes de Partamona helleri portadoras de
cromossomos B (Pompolo, 1992) estimulou o desenvolvimento de véarias
linhas de pesquisa acerca desses cromossomos. Tosta et al. (2004)
utilizando a técnica de RAPD, detectou um fragmento de DNA especifico dos
individuos de P. helleri portadores de cromossomos B. Posteriormente este
fragmento foi sequenciado e foi construido um par de primers especificos
(marcador SCAR) para o cromossomo B. Utilizando a citogenética, Marthe et
al. (2010) mostraram que em P. cupira, a presenca de banda obtida com
marcador SCAR (obtido por Tosta et al., 2004) estava associada a presenca
de cromossomo B. Também foi verificado por Marthe et al. (2010) que
populacdes de duas outras espécies, P. rustica e P. criptica, apresentavam
sequéncias amplificadas como o uso do marcador SCAR, sugerindo que
estas espécies também possuiam 0s cromossomos Bs. A constatacdo da
presenca dos cromossomos B em diversas espécies do género levanta

varias questdes sobre sua origem e evolu¢ao no grupo.



Neste ponto chama a atenc¢éo o fato de pelo menos quatro espécies
do género serem positivos para o marcador SCAR e uma questdo vem a
tona: em qual contexto populacbes destas espécies adquiriram o0
cromossomo B? Teriam herdado o cromossomo B do ancestral comum mais
proximo que possuia este cromossomo? Ou 0 cromossomo B poderia ter se
originado de forma independente das diversas espécies? Ou, ainda, poderia
outro fendbmeno explicar este fato?

As Unicas informacfes a respeito das relagdes filogenéticas das
espécies do grupo sdo os trabalhos de Rasmussen e Cameron (2010)
envolvendo apenas sete espécies do género e os trabalhos deCamargo e
Pedro (2003) utilizando caracteres morfolégicos e envolvendo todas as
espécies do género. Todavia, 0os proprios autores ressaltam a grande
dificuldade em se propor uma hipétese filogenética consistente com base em
caracteres desta natureza devido a escassez dos mesmos e dificuldades em
sua polarizacdo e codificacdo. Logo a inexisténcia de uma filogenia robusta
do género dificulta o estabelecimento de uma hipotese para a origem dos
cromossomos B nas diversas espécies.

Considerando a inexisténcia uma filogenia consistente para o género
Partamona, fazem-se necessarios estudos que possibilitem o
estabelecimento de uma hipétese filogenética baseada em marcadores
moleculares tais como as sequéncias de nucleotideo de genes mitocondriais
e nucleares. Isto permitirA conhecer as relacbes filogenéticas dentro do
género e fornecerd base de dados para a aplicacdo dos métodos

filogenéticos comparativos.
2. OBJETIVOS
- GERAL
Propor uma hipotese filogenética molecular e associar tal hipotese
aos dados obtidos por meio da utilizacdo do marcador SCAR desenvolvido

para cromossomo Bcom o intuito de propor uma hipétese sobre a origem

dos cromossomos Bs para o género Partamona.



- ESPECIFICOS

o Ampliar o nimero de espécies analisadas quanto a presenca do
marcador SCAR associado ao cromossomo B nas amostras de espécies de
Partamona comparando estes dados como o0s obtidos via citogenética
classica.

o Sequenciar genes mitocondriais e nucleares e propor hipoteses
filogenéticas para o grupo;

o Investigar as relacdes filogenéticas entre as espécies do género
Partamona utilizando a sequéncia dos genes mitocondriais e nucleares e
verificar se as espécies que possuem o0 marcador SCAR sao
filogeneticamente aparentadas.

o Com base nos resultados encontrados, formular hipétese acerca da

origem e evolucdo desses cromossomos nesse género

o Caracterizar citogeneticamente as espécies P. rustica, P. chapadicola
e P. nhambiquara.
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CAPITULO 1: RECONSTRUCAO FILOGENETICA PARCIAL DO GENERO
PARTAMONA (HYMENOPTERA: APIDAE): INTROGRESSAO E ORIGEM
DO CROMOSSOMO B.



1. RESUMO

A descoberta de cromossomo B em individuos de algumas col6nias de P.
helleri estimulou o desenvolvimento de vérias linhas de pesquisa acerca
desses cromossomos. Desde trabalhos envolvendo citogenética classica,
até a criacdo de um marcador especifico para o cromossomo B (marcador
SCAR), culminando com a descoberta de que outras trés espécies do
género (P. cupira, P. rustica e P. criptica) que, a principio, tambémpossuiram
0 mesmo cromossomo. Com o intuito de entender a origem e evolugéao deste
cromossomo no género Partamona, testamos o marcador SCAR em 1367
individuos provenientes de 151 colbnias de 15 espécies do género
Partamona (P. cupira, P. helleri, P. aff helleri, P. rustica, P. seridoenses, P.
ailyae, P. chapadicola, P. combinata, P. criptica, P. epiphytophila, P.
gregaria, P. mulata, P. nhambiquara, P. testacea e P. vicina). Vinte e oito
colbnias pertencentes a cinco espécies (duas colbnias de P. cupira, 21 de P.
helleri, duas de P. aff helleri, duas de P. rustica e uma de P. seridoenses)
apresentaram-se positivas para o0 marcador SCAR. Posteriormente
realizamos o sequenciamento de trés genes, Citocromo Oxidase subunidade
1 (COl), Citocromo B (CytB) e Fator de Elongacao da Traducéo (EF1a), para
inferéncia das relacdes filogenéticas do grupo. Os genes mitocondriais
proporcionaram reconstrucdes das relacbes entre as espécies analisadas.
Os resultados obtidos nos levaram a inferir sobre a existéncia de possiveis
cruzamentos interespecificos entre P. helleri e P. chapadicola,o que aponta
gue cruzamentos desta natureza poderiam estar relacionados tanto com a
origem do cromossomo B quanto a transmissdo dos mesmos entre as
espécies do género. As reconstrucdes filogenéticas também apontam para a
ocorréncia de um marcante evento de cladogénese ocorrido ha
aproximadamente 35 milhdes de anos que dividiu o grupo em dois clados. Ja
incongruéncias entre a caracterizagdo taxondmica e as informacgdes
moleculares sugerem que tanto a espécie P. seridoensis quanto P.

chapadicola possam compor grupos distintos de espécies cripticas.



2. INTRODUCAO

As abelhas da tribo Meliponini possuem importancia ecolégica e
econbmica, pois sdo responsaveis por grande parte da polinizacdo de
plantas nativas e cultivadas nas areas onde ocorrem (Michener, 2000).
Dentre os 33 géneros que compdem esta tribo(Moure et al., 2007),
encontramos 0 género Partamona Schwarz, 1939, que possui 33 espécies
de distribuicdo exclusivamente neotropical, sendo encontradas do México ao
Sul do Brasil. Estas abelhas estdo presentes em todos os ambientes
brasileiros (florestas, caatinga, cerrado e regibes montanhosas) e algumas
delas possuem excepcional tolerancia a ambientes antropicos (Camargo e
Pedro, 2003). A taxonomia do grupo é problematica, pois possui varias
espécies morfologicamente muito semelhantes, sendo que em alguns casos
a arquitetura dos ninhos € o carater mais confiavel para diagnéstico das
espécies (Camargo e Pedro, 2003).

A descoberta de populacdes de Partamona helleri portadoras de
cromossomos B (Pompolo, 1992) estimulou o desenvolvimento de vérias
linhas de pesquisa acerca desses cromossomos em meliponideos. Tosta et
al. (2004) utilizando a técnica de RAPD detectaram um fragmento de DNA
especifico dos individuos de P. helleri portadores de cromossomos B.
Posteriormente este fragmento foi seqiienciado e a partir do sequenciamento
foi construido um par de primers especificos (marcador SCAR) para o
cromossomo B. Utilizando a citogenética, Marthe et al. (2010) mostraram
que em P. cupira, a presenca de banda obtida com marcador SCAR (obtido
por Tosta et al., 2004) estava associada a presenca de cromossomo B.
Também foi verificado que populacfes de duas outras espécies, P. rustica e
P. criptica, apresentavam sequéncias amplificadas como o uso do marcador
SCAR, sugerindo que estas espécies também possuiam o cromossomo B.

Buscando subsidios para o entendimento da origem e evolucdo dos
cromossomos B em espécies do género Partamona, no presente estudo
propomos uma hipotese acerca das relacbes filogenéticas entre algumas
espécies do género e verificar se com base nestas relacdes é possivel
elaborar uma hipétese sobre da origem dos cromossomos B nas diferentes

espécies de Partamona.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras e extracao de DNA

Foram coletados individuos adultos de 152 colénias de 15 espécies
do género Partamona, duas do género Geotrigona, trés do género Trigona e
uma do género Paratrigona (Figura 1 e Anexo 1). As amostras foram
imersas em etanol absoluto e estocadas em freezer a -20°C. As espécies
foram identificadas pela Dr? Silvia Regina de Menezes Pedro do
departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto e amostras testemunhas se encontram depositados na
Colecdo Camargo (Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras da USP, Ribeirdo Preto-SP, Brasil) bem como na colecéo
do museu de entomologia da Universidade Federal de Vigcosa (Vicosa-MG,

Brasil).

Legenda
Legenda o P ailyae ® P gregaria
A P. chapadicola ® P helleri
7] AMAZONIA : : § Fornuld
CAATINGA P. combinata '
I ‘ P. criptica ® P rustica
] CERRADO 7 - Crip : ;
— A - b P. cupira P. seridoensis
MATA ATLANTICA &S + clf b testaces
PAMPA / ® P epiphytophila e
P. nhambiquara FEng
PANTANAL B : q

Figura 1. Relacdo das espécies amostras analisadas.
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A extragcdo do DNA total das operarias foi realizada conforme o
protocolo recomendado por Waldschmidt et al. (1997). A quantificagdo e
verificacdo da integridade e pureza do DNA foram analisadas por meio de
eletroforese em gel de agarose a 0,8% contendo 0,2 pg/ml de GelRedTM
(Biotium).

3.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase e Sequenciamento

Para verificar a presenca do marcador SCAR associado ao
cromossomo B o DNA genbmico foi amplificado utilizando-se os primers
especificos (Tabela 2) com as especificacdes propostas por TOSTA et al.,
2007. Ao fim da reagdo, os produtos de PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1% e analisados com o auxilio do sistema de
captura de imagens Alphadigidoc 1201. A andlise dos géis foi feita pela
presenca e auséncia de bandas contendo o produto de amplificacdo por
individuo.

Para a amplificagdo dos fragmentos dos genes Citocromo Oxidase
subunidade 1 (COI), Citocromo B (CytB) e Fator de Elongacdo da Traducéo
(EF1a) (Tabela 2) foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de reacdo: uma
mistura de 50 uL contendo MgCl, 2,0 mM; Tris/HCI 10 mM/50 mM; 2 mM de
cada desoxirribonucleosideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 4 mM de
cada um dos primers (reverse e forward), 1 unidade de Taq polimerase
(Promega®) e 50ng de DNA gendmico. A reacdo foi realizada em um
termociclador Eppendorf® (Modelo Mastercycler Gradient) seguindo as
seguintes etapas: um passo inicial de 3 min. a 95°C, seguido de e 35 ciclos
de 1 min. a 95°C para desnaturacédo do DNA, 1 min. e 20 seg. a 51,2°C para
pareamento dos primers e 1 min. e 20 seg. a 72°C para alongamento. Ao
final dos 35 ciclos foi realizado um passo extra de extensdo (10 min. a
72°C). Uma aliquota de 5 uL de cada um dos produtos de PCR foi corado

com GelRed™

(Biotium), submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
para averiguar a qualidade e concentracdo do produto de PCR.
Posteriormente estes foram sequenciados em uma maquina de
seqlienciamento automético (Mega Bace™ 500, GE Healthcare) pela

empresaMacrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul).
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Tabela 2- Relacdo dos primers (reverse e forward) utilizados. Temp. =
temperatura de anelamento do primer. ** Primers desenhados por Helder
Canto Resende e Henrique Batalha-Filho baseados no genoma de Melipona
bicolor.

Gene Cédigo Sequéncia (5°-3") Temp. Referéncia
OPK14A CCCGCTACACATATAATTAACG Tosta et al.,
SCAR 55°C
OPK14B CCCGCTACACCCTAAAATATGC 2007
CytbF TCGTTTAATTCAYATAAATGGAGC
Cth *%
CytbR | ATTACWCCTCCTAATTTATTWGGAAT
COldegF | TAAACTTCWGGATGWCCAAAAAATCA Presente
col 51,2°C
COldegR | TATCWACHAATCATAAAAATMTTGG trabalho
EF1_2F GGACACAGAGATTTCATCAARAA Kawakitaet al.,
EFl-a
EF1 2R TTGCAAAGCTTCRTGRTGCATTT 2003

3.3. Andlise das sequéncias e Reconstrucdes filogenéticas

A sequencia consenso das fitas forward e reverse (contigs) foi obtida
e editada para cada amostra pelo programa DNA Baser™ (vers&o 3.5.0). Os
contigs foram alinhados utilizando o programa Mega verséo 5.05 (Tamura et
al. 2011). O alinhamento das sequencias foi obtidos por meio do algoritmo
Clustal W (Higgins et al.,1994) implementado pelo programa Mega verséo
5.05 e todas as sequéncias foram inspecionadas & procura de codons de
parada prematuros, que poderiam indicar que as sequéncias em questao
tratavam-se de fragmentos de DNA mitocondrial que se encontravam no
nacleo (Numt).

A relacdo filogenética entre as espécies foi inferida por meio do
software MRBAYES versao 3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003) que utiliza
o método de inferéncia Bayesiana. O modelo apropriado de substituicdo de
bases GTR+I+G (para os genes COIl e CytB) e HKY (para EFla) foram
selecionados baseado no critério de informacdo Akaike fornecido pelo
programa MrModelTest verséo 2.3 (Posada e Crandall, 1998).

As arvores foram editadas com o auxilio do programa FigTree
versaol.3.1 (Rambaut, 2009). As redes de haplotipos foram obtidas por meio
dos programas DNASP verséo 5.10 (Librado e Rozas, 2009) e NETWORK
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versao 4.6 (Fluxus Tecnology Ltda) utilizando-se o método de median-joining
(Bandelt et al., 1999).

Para a obtencdo das estimativas do tempo de divergéncias entre 0s
clados foram utilizados o fragmento do gene CytB e o programa Beast
versao 1.7.2 (Drummond e Rambaut, 2007), como 0 mesmo modelo de
substituicdo de bases utilizado na reconstrucao filogenética para este gene
(GTR+I+G). O modelo escolhido para o relégio molecular foi o relaxado
(Relaxed Clock: uncorrelated log-normal). Foi considerada a data de 43,5 (=
0,5) milhdes de anos para a separacdo entre o género Partamona e o
género Paratrigonade acordo com os dados apresentados por Rasmussen e
Cameron(2010).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste do marcador SCAR

O marcador SCAR foi testado em 1367 individuos provenientes de
151 colbnias de 15 espécies do género Partamona (P. cupira, P. helleri, P.
aff helleri, P. rustica, P. seridoenses, P. ailyae, P. chapadicola, P. combinata,
P. criptica, P. epiphytophila, P. gregaria, P. mulata, P. nhambiquara, P.
testacea e P. vicina). Apenas 53 individuos (3,88%) presentes em 28
colénias (18,5% do total analisadas) pertencentes a cinco espécies (duas
colénias de P. cupira, vinte e uma de P. helleri, duas de P. aff helleri, duas
de P. rustica e uma de P. seridoenses) apresentaram marcacao positiva
para o marcador SCAR (Tabela 3). Populacdes das espécies P. criptica, P.
cupira e P. rustica ja haviam sido estudadas anteriormente e responderam
positivamente ao marcador SCAR indicando que cromossomos B estavam
presentes nestas populacfes (Tosta, 2005 e Marthe et al., 2010), porém no
presente trabalho ndo houve registro para as colonias analisadas de P.
criptica.
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Tabela 3- Relacdo de espécies que apresentaram resultado positivo
para o marcador OPK14. Também s&o apresentados os indices de
prevaléncia média por localidade e por espécie.

Espécie Caddigo Localidade/Estado n Com B Prevaléncia
PHES117 Governador Lindemberg-ES 10 10 1,00
PHES119 Governador Lindemberg-ES 10 9 0,90
PHES128  Governador Lindemberg-ES 10 9 0,90
PHES129 Governador Lindemberg-ES 10 8 0,80
PHES122  Governador Lindemberg-ES 10 7 0,70
PHES120 Governador Lindemberg-ES 10 4 0,40
PHES131  Governador Lindemberg-ES 10 3 0,30
PHES127  Governador Lindemberg-Es 10 9 0,90
Prevaléncia Média: 0,74
PHES118 Jaguaré-ES 10 8 0,80
PHES121 Jaguaré-ES 10 7 0,70
Prevaléncia Média: 0,75
P. helleri PHES124 Alfredo Chaves-ES 10 6 0,60
PHES130 Alfredo Chaves-ES 10 1 0,10
Prevaléncia Média: 0,35
PHMGO05 Vigcosa-MG 3 2 0,67
PHMGO09 Vigosa-MG 2 1 0,50
PHMGO06 Vicosa-MG 3 1 0,33
Prevaléncia Média: 0,50
PHMG82 Inhai-MG 10 8 0,80
PHMGS83 Inhai-MG 10 6 0,60
Prevaléncia Média: 0,70
PHMG81 Poté- MG 10 4 0,40
PHSP112 Ribeirdo Preto- SP 10 5 0,50
PHSP113 Ribeirdo Preto- SP 10 2 0,20
Prevaléncia Média: 0,35
PREVALENCIA MEDIA POR sp.: 0,56
P. cupira PCUMG1 Guimarania-MG 10 2 0,20
PCUMG132 Guimarania-MG 10 2 0,20
PREVALENCIA MEDIA POR sp.: 0,20
P aff helleri PaffHMG11 Paraopeba-MG 7 5 0,71
PaffHMG14 Paraopeba-MG 6 3 0,50
PREVALENCIA MEDIA POR sp.: 0,60
PRUMG?2 Nova Porteirinha-MG 10 2 0,20
P. rustica PRMG48 Nova Porteirinha-MG 3 2 0,67
PRUMG145 Nova Porteirinha-MG 10 2 0,20
PREVALENCIA MEDIA POR sp.: 0,36
P. seridoensis  PSECE77 Camocim- CE 10 10 1,00

A comparacdo entre as prevaléncias meédias por espécie que

apresenta cromossomo B permitiu observar que P. sp. (aff) helleri
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apresentou o maior valor (0,60), seguida por P. helleri (0,56). A espécie que
possuiu menor prevaléncia média foi P cupira(0,20). Porém, tanto o niamero
de col6nias de P. sp. (aff) helleri quanto de P. cupira foram muito pequenos
para podermos inferir sobre a abundancia do cromossomo B nestas
espécies.

Considerando a espécie P. helleri, as maiores prevaléncias médias
foram encontradas em Governador Lindemberg-ES (0,74), Jaguaré-ES
(0,75) e Inhai-MG (0,70). A alta prevaléncia média encontrada na populacéo
de Jaguaré-ES esta parcialmente em desacordo com a prevaléncia obtida
por Vignati (2011) para a mesma populagcdo. Em seu trabalho, Vignati
apresenta dois valores de prevaléncia, um obtido via biologia molecular

(marcador SCAR) de 0,47 e outro de 0,74 obtido via citogenética classica.

4.2. Analise dos Fragmentos de COI, CytB e Efl-a

Os tamanhos médios dos fragmentos dos genes COI, CytB e EFl-a,
que foram sequenciados, foram de 593, 598 e 721 pares de bases,
respectivamente (Figura 2). Quando o tamanho dos fragmentos utilizados no
presente trabalho sdo comparados com os genes COIl e CytB completos de
Melipona bicolor (Silvestre et al., 2008; acesso GenBank: AF466146.1),
estes fragmentos representam 57% e 37% do tamanho total dos genes
respectivamente, sendo que o fragmento de COI se posiciona na porcao
inicial do gene e o fragmento de CytB na porcdo mediana (Figura 2). O
fragmento de EF1-a apresentou um intron de 194 pares de bases de
comprimento correspondendo a 20,1% do total.

Entre os genes mitocondriais, CytB apresentou maior numero de
sitios variaveis (223 contra 149 de COI), possuindo também maior niamero
de sitios parcimoniosamente informativos e autoapomorfias (singletons)
(Figura 2), o que nos leva a acreditar que os genes mitocondriais tenham
taxas diferentes de substituicdo. Resultados semelhantes foram encontrados
por Ferreira (2011) estudando os mesmos genes de 73 col6nias de P.
helleri. Foi possivel verificar uma predominancia de bases AT (77,9% para
COIl e 79,8% para CytB) que j4 era esperada para abelhas (Crozier e
Crozier, 1993; Dick et al., 2004, Silvestre et al, 2008; Batalha-Filho et al,
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2010, Lopes, 2008 e Ferreira, 2011) e insetos de uma forma geral (Shin et
al., 2006; Nakamine e Takeda, 2008).

Foi possivel verificar para o fragmento de EFl-a uma alta taxa de
sitios conservados o0 que se mostrou um problema para a reconstrucado da
filogenia do grupo com este gene, uma vez que ndo proporcionou diferencas
suficientes para separacdo das espécies com base nas diferencas
observadas. De fato, a alta conservacdo de genes nucleares, quando
comparados aos mitocondriais ja era esperado. Avise (2009) ressalta este
aspecto e o atribui ao fato de o DNA nuclear ser monitorado por um
mecanismo mais eficiente de reparo, estar em um ambiente menos rico em
agentes oxidantes e se encontrar em intima associacdo a histonas o que

restringiria as taxas de mutacédo, quando comprado com o DNA mitocondrial.

col CytB
:: .,ﬂ\/\/‘\ ,/"JA‘V\ ;V\,‘:‘ﬁﬁ A ﬁnd_//_m__/\/\/\ /\/\/\ /\/\ JW /\_&

1571

3130

10449

11498

i 'N° Sitios Sitios Pl ST % Distancia p
sitios Cons. Var. T C A G 1°codon 2°coédon 3° cédon  Total
col 95 593 444 149 126 23 433 13,0 346 9,1 0,022 0,001 2,713 0,039
CytB 79 598 376 223 165 58 438 13,0 353 8,3 0,060 0,01 2,036 0,082
EF1-a 70 721 681 40 33 7 284 21,9 324 173 0* 0* 0,009* 0,003*

Figura 2- Esquema estrutural em escala dos genes COIl e CytB posicionados no genoma
mitocondrial, segundo Silvestre et al., 2008. O comprimento total em pares de base dos
genes COIl e CytB sdo de 1559 e 1049, respectivamente O gene COIl se encontra
intercalado pelos RNAs transportadores de Leucina e Tirosina (tRNA™® tRNA"EY,
respectivamente), ja o CytB intercalados pelos genes NADH desidrogenase subunidade 6
(nd6) e tRNASER (S2).* Distancias p relacionadas apenas a regido dos éxons. Em
destaque relacionamos a analise dos genes indicando nimero de sitios sequenciados,
conservados, variados, parcimoniosamente informativos (P.l.), autoapomorficos (ST) e
porcentagem de bases T, C, Ae G.

4.3. Reconstrucdes filogenéticas

Todas as reconstrucdes filogenéticas realizadas neste trabalho
apontam para a monofiletismo das espécies género Partamona ou pelo
menos das espécies analisadas. A monofiletia do género ja havia sido
inferida anteriormente (Camargo e Pedro, 2003; Pedro e Camargo, 2003 e
Rasmussen e Cameron, 2010).

O segmento do gene EFl-a sequenciado foi muito pouco variado

(Figura 3), entretanto a reconstrucao filogenética utilizando esse segmento
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mostrou dois grupos com alto valor de probabilidade posterior, um
constituido por P. ailyae, P. mulata e P. vicina, conjunto de espécies que
também aparecem juntas e de forma bem distinta das demais espécies
guando a reconstrucao filogenética foi feita com base nos genes COI e CytB
(Figuras 4 e 5). O outro clado distinto € constituido por P. cupira e P.
seridoensis (amostra PSCE77) que também aparecem juntas quando a
reconstrucao foi feita utilizando o fragmentos de COI.

Tanto a reconstrucdo utilizando caracteres morfolégicos (Pedro e
Camargo, 2003), quanto utilizando caracteres ecoldgicos e comportamentais
(Camargo e Pedro, 2003) propde um cladograma na qual P. ailyae
apresenta grande proximidade a P. mulata, o mesmo acontecendo para P.
testacea e P. vicina, porém os clados formados pelos pares de espécies
duas a duas nao se apresentam como grupo irmédo da forma que foi
observado no presente trabalho.

O outro clado recuperado pelas reconstru¢cdes de todos os genes foi
composto por P. cupira e P. seridoensis (amostra PSCE77) que para
Camargo e Pedro (2003) contém espécies que nao estdo intimamente
relacionadas como representada no nosso caso. De fato, ao se analisar o
gene COlI, a proximidade entre as P. cupira e PSCE77 foi tamanha que esta
amostra compartilhou mais semelhancas com as amostras de P. cupira do
que com as outras amostras da propria espécie (PSPB47 e PSMAGS)
(Figura 5).

Ainda sobre P. seridoensis, outras duas amostras foram analisadas
(PSPB47 e PSMAG8, proveniente da Paraiba e Maranhao, respectivamente)
e nao foi verificada proximidade filogenética entre elas. A amostra PSPB47
se mostrou como espécie irma de uma amostra de P. criptica (PCRMG66)
em uma politomia onde se encontram também P. helleri eP. rustica (Figura
5). Ja a terceira amostra de P seridoensis (PSMA68) posiciona-se como
grupo irmao das amostras de P. chapadicola provenientes do Maranhéo.

As trés amostras de P. seridoensis compartilham mais caracteres
moleculares como outras espécies do que entre si (PSPB47, P. criptica) e
(PSMAG68, P. chapadicola) e (PSCE77, P. cupira)), apontando para um

problema taxonémico na caracterizagcdo morfolégicas da espécie.
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Figura 5- Filogenia bayesiana do gene COIl. Numeros antes dos nés representam as probabilidades posteriores. Cada cor representa
uma espécie.
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Outra espécie que apresentou comportamento semelhante foi P.
chapadicola, uma vez que amostras da mesma estdo presentes em dois
clados distintos, havendo nitida separacdo entre as populacbes do
Maranhao e do Para. A primeira populacdo se mostra como grupo irmao de
P. seridoensis (ja mencionada) e estas duas como grupo irméo de P. cupira,
por outro lado a populacdo do Para se mostra associadas a P. combinata
(para ambos os genes mitocondriais analisados), a P. nhambiquara (para
COl, Figura 3) e P. gregaria (para Cytb, Figura 5).

Algumas espécies morfologicas sdo aparentemente constituidas por
um par de espécies cripticas como € o caso de P. chapadicola, uma vez que
amostras as amostras do Parad e do Maranhdo, aparentemente pertencem a
espécies distintas. Estas diferencas entre a caracterizacdo taxonémica e as
informacBes moleculares sugerem que tanto P. seridoensis quanto P.
chapadicola possam compor dois grupos de espécies cripticas.

Outro aspecto a ser destacado com relacdo a P. chapadicola
(populacédo do Pard) € que esta compartilha o clado com duas amostras de
P. helleri oriundas de Ribeirdo Preto-SP (Figura 4 e 5). Dos 595 sitios do
fragmento COIl apenas duas diferencas do tipo transicdo (T<>C) foram
detectadas entre elas, sendo que uma delas foi ndo sindnima
(Treonina—Metionina), as amostras de PHSP112 e PHSP114 sao idénticas
as amostras PCHPA56 e PCHPAS7. J& para o fragmento de CytB, dos 607
sitios analisados apenas 4 foram sitios varidveis, sendo que a amostra de
PHSP112 (P. helleri) e PCHPA12 (P. chapadicola) foram idénticas e as
amostras PHSP 114 (P. helleri) e PCHPA53, PCHPA 56 e PCHPA 57 (P.
chapadicola) também foram idénticas (Figura6). Esta alta similaridade entre
as sequéncias mitocondriais encontradas aqui apontam para um possivel
processo de introgressdo entre P. helleri e P. chapadicola. O processo de
introgressao € relativamente bem relatado entre espécies proximas (ver
revisdo em Arnold, 2006) e um possivel cenario para explicar este resultado
envolveria basicamente dois pressupostos: 1) colénias de P. helleri e P.
chapadicola necessariamente teriam que estar em contato e 2) as
populagcbes envolvidas ndo poderiam estar em um estagio avancado de
especiacdo que impedisse o intercruzamento. O cruzamento entre fémeas

de P. chapadicola e machos de P. helleri e posterior cruzamento de P. helleri
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por varias geracdes, poderia levar a situacdo atual. Neste cenéario,
poderiamos explicar como as amostras de P. helleri poderiam compartilhar
por¢cdes do genoma mitocondrial (fragmentos de CytB e COI) com P.
chapadicola. Se este cenario esta correto, as colénias PHSP112 e PHSP114
podem ser consideradas reliquias de um passado no qual ambas as
espécies intercruzaram-se.

Ferreira (2011) utilizando um fragmento de CytB estudou 39 colbnias
de P. helleri coletadas no campus Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras
de Ribeirdo Preto (Ribeirdo Preto-SP) e encontrou 4 haplétipos distintos.
Dois deles mais frequentes e muito semelhantes entre si e outros dois
menos frequentes e mais diferenciados sendo que um deles formado por
trés amostras apresentou um alto grau de divergéncia em relacao a todos os
demais. Segundo a autora, a existéncia destes dois hapl6tipos distintos em
uma area relativamente pequena pode ser explicado pela introducdo de
meliponideos de todo o pais no campus, uma vez que Seu apiario € um
notorio local de estudo destes organismos. Darlling (2011), alerta para o fato
de que a introducao feita pelo homem de espécies possibilita 0 cruzamento
interespecifico podendo alterar a integridade genética e a viabilidade
evolucionaria da espécie nativa, em muitos casos levando a perda do valor
adaptativo (fithess) da espécie nativa colocando-a em rota de extincao
(Rhymer e Simberloff, 1996).

Clado do Maranhao

,
o+—0————0——@0— /i ’.:.:.:.

Figura 6. Rede de haplétipos construida a partir de fragmento do gene COIl e CytB
(total de 1813 sites). Em destaque a estruturacao de um clado composto pelas amostras de
P. chapadicola provenientes do Maranh&o e outro clado no qual se encontra as amostras de
P. chapadicola do Para bem como as amostras de P. combinata e P. helleri de Ribeirao
Preto.
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4.4. Relégio Molecular, Cladogénese e cromossomo B

Os tempos de divergéncia entre os clados foram estimados e
apontam para um antigo evento de cladogénese dentro do género
Partamona que teria ocorrido a aproximadamente 35 milhdes de anos no
qual teriamos a separacao do género em dois grupos, sendo que em um
deles contém as espécies P. vicina, P. testacea, P mulata e P. ailyae (Figura
7). De acordo com Camargo e Pedro (2003) e Pedro e Camargo (2003) a
caracteristica comum a todas estas espécies é o fato de nidificarem em
associacdo a cupins (sejam terrestres ou epigeos) porém, esta ndo é uma
caracteristica exclusiva deste clado. Quanto ao habitat, P. vicina, P. testacea
e P. ailyae s&o encontradas basicamente associadas ao bioma amazonico,
porém P mulata é encontrada apenas em regibes de cerrado do Brasil
central até a Bolivia. Aparentemente, nenhuma caracteristica morfologica ou
ecoldgica se apresenta como exclusiva do grupo.

Assumindo que as espécies que apresentam a sequéncia tipica de
individuos portadores de cromossomos B (identificados via marcador SCAR)
também tenham esses cromossomos, duas sdo as possibilidades para a
origem dos cromossomos B presentes em P. helleri, P. cupira, P. rustica, P.
criptica e P. seridoensis: 1) Origem comum, na qual o ancestral destas
espécies possuia este carater e o transmitiu a elas, ou 2) Transmissao por
cruzamentos interespecificos, tendo o carater surgido em apenas uma
linhagem e foi transmitida as demais espécies por cruzamentos
interespecificos. Ambas as explicacdes para a origem do cromossomo B sdo
plausiveis e encontram precedentes. Porém os dados produzidos por este
trabalho para a origem do cromossomo B em Partamona estar relacionada a
um unico evento de origem seguido de transmissdo deste cromossomo por
cruzamentos interespecificos. Apoio a esta teoria reside no fato de que
fragmentos do cromossomo B sequenciados de trés espécies (P. cupira, P.
rustica e P. criptica), apresentaram baixissima variagdo (Marthe, 2008). Em
teoria, 0 DNA presente nos cromossomos B esta isento de pressdes de
selecéo natural (Camacho, 2005), de maneira que muta¢des nao eliminadas
pelo mecanismo de reparo do processo de replicagdo sejam incorporadas ao
cromossomo B. Associado a essa grande conservacdo das sequéncias

deste cromossomo entre as espécies analisadas, encontramos um tempo
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relativamente grande para sua origem no ancestral comum a todas as
espécies que apresentam a sequéncia (aproximadamente 24 milhdes de
anos, Figura 7), sendo assim poderiamos esperar uma taxa maior de
incorporacdo de mutacdes ao B de cada linhagem apos a cladogénese, mas
este fato ndo é verificado.

Logo a incompatibilidade entre o longo tempo de origem do ancestral
supostamente portador do cromossomo B e sua altissima conservacao nos
inclina a refutar que a presenca deste cromossomo em varias espécies
esteja relacionada a sua transmissao direta do ancestral comum a elas.
Somado a isso, pelo menos um caso de hibridizag&o interespecifica recente
foi observado entre as espécies de P. helleri e P. chapadicola (Figuras 4 e
5).

Em linhas gerais concluimos que o0s genes mitocondriais
proporcionaram reconstrucdes das relacdes entre as espécies analisadas, o
gue nos possibilitou inferir sobre a existéncia de possiveis cruzamentos
interespecificos ocorrendo entre P. helleri e P. chapadicola e que
cruzamentos desta natureza poderiam estar relacionados com a transmisséao
do cromossomo B entre as espécies do género. As reconstrucdes
filogenéticas também apontam para a ocorréncia de um marcante evento de
cladogénese ocorrido ha aproximadamente 35 milhdes de anos que dividiu o
grupo em dois clados. Os dados moleculares sugerem que tanto a espécie
P. seridoensis quanto P. chapadicola possam compor dois grupos de

espécies cripticas.
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CAPITULO 2: EVIDENCIAS DE NUMTSENVOLVENDO O GENE
CITOCROMO B EM ABELHAS DO GENERO Partamona (Hymenoptera,
Apidae)
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1. RESUMO

Numts sdo copias do DNA mitocondrial presentes no genoma nuclear. Se
foremconfundidos com as sequéncia mitocondriais do gene alvo, podem ser
um problema na obtencdo de hipoteses filogenéticas e analises
populacionais quando estas os envolvem. No presente trabalho sugerimos a
presenca que algumas sequéncias obtidas de numtsassociadosaogene
Cytocromo B em pelo menos seis espécies do género Partamona (P. ailyae,
P. helleri, P. mulata, P. rustica, P. cupirae P. seridoensis). A presenca de
delecdes, cdédons putativos de terminacgéo e indicios de auséncia de selecdo
sdo fortes indicativos de que existe pelo menos um fragmento do DNA
mitocondrial integrado ao genoma nuclear nestas espécies. A hipétese
filogenética proposta (Figura 3) evidenciou que as amostras que possuem 0S
numts formam um clado e estdo em uma politomia juntamente com as
demais espécies de Partamona e Paratrigona, indicando que o evento de
migracdo do fragmento mitocondrial para o nucleo é antigo, anterior a

separacao destes dois géneros.
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2. INTRODUCAO

O DNA mitoncodrial (mtDNA) tem sido extensivamente utilizado na
obtencdo de hipoteses filogenéticas e andlises populacionais (Avise,
2009).Em contraste as suas vantagens (genoma pequeno, haploide, heranca
maternal, auséncia de recombinacdo e um mosaico de sequéncias
possuindo altas e baixas taxas de conservacao), ele pode apresentar alguns
problemas em relacdo a sua utilizagdo, como por exemplo, a heranca
biparental (em alguns casos), heteroplasmia, relégio molecular variavel,
regides génicassob presséo de selecdo purificadora e presenca de copias de
partes de seus genes localizadas no genoma nuclear como pseudogenes
(De-Xing e Hewitt, 1996). Em especial, este ultimo aspecto vem sendo alvo
de varios estudos, sendo que a primeira exposi¢ao envolvendo pseudogenes
mitocondriais (numts) integrados no genoma nuclear foi realizada em 1967
envolvendo DNA de Leishmania e ratos (Du Buy e Riley, 1967) e desde
entdo existem relatos de mais 77 outros eucariotos que 0s possuem, dentre
eles fungos, plantas, vertebrados e invertebrados (Bensasson et al., 2001;
De-Xing e Hewitt, 1996). Para os insetos, mais especificamente, para a
ordem Hymenoptera os relatos de numts sao restritos a poucas espécies de
abelhas (Bensasson et al., 2001 e Cristiano et al, 2012) e uma espécie de
formiga (Martins et al., 2007).

O uso da técnica de PCR para o estudo do DNA mitoncodrial
utiizando o DNA total (sem separacdo entre o genoma nuclear e
mitocondrial) tem ocasionado a amplificacdo acidental de numts (Lopes et
al., 1994), uma vez que em alguns casos, 0s primers utilizados se anelam as
sequencias dos numts tdo bem como, e as vezes, até de melhor forma que
nas sequéncias mitocondriais de interesse. Grande parte do problema de se
analisar filogeneticamente as sequéncias de numts juntamente as
sequéncias de mtDNA legitimas € que elas apresentam taxas de
substituicbes de bases diferentes e por consequéncia historias evolutivas
distintas, os quais comprometem as reconstrucdes filogenéticas. Cristiano et
al. (2012), sugerem um checklist com varios passos para se tentar

reconhecer uma sequéncia de numts. A principio a presenca de cédons
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putativos de terminacéo (putativestop codons), dele¢cdes envolvendo 1 ou 2
pares de bases (indels) na sequéncia e auséncia de selecéo indicada pelas
distancias-p sao seus principais indicadores.

Este trabalho tem como objetivo relatar a descoberta de um possivel

numt em abelhas do género Partamona.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras, extracdo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

Foram coletados individuos adultos de 31 colbénias de 14 espécies do
género Partamona, duas do género Geotrigona e uma do género
Paratrigona (Tabela 1). As amostras foram imersas em etanol absoluto e
estocadas em freezer a -20°C. As espécies foram identificadas pela Dr2
Silvia Regina de Menezes Pedro do Departamento de Biologia da Faculdade
de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil) e amostras testemunhas se encontram depositados na Colegao
Camargo (Departamento de Biologia, Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras da USP) bem como na colecdo do museu de entomologia da

Universidade Federal de Vigosa (Vigosa-MG, Brasil).

Tabela 1- Relacao de espécies amostradas no estudo, codificacdo utilizada por coldnia,
local de coleta e coordenadas geogréficas.

. . . Coordenadas
Espécie Caddigo Cidade-Estado Lat.. Long.
P. ailyae PAIMT58 Nova Xa}vantina-MT -52,3554; -14,6676
PAIMG171F Araguari-MG -18.6470; -48.1827
P. chapadicola PCHMA21 Urbano Santo-MA -43,4039; -3,20778
P. combinata PCOMG89 Uberlandia-MG -48,2622; -18,9113
P. criptica PCRMG66 Itamarati-MG -41,4278; -15,5939
P. epiphytophila PEAC61 Rio Branco-AC -67,8076; -9,974
P. gregaria PGPA91 Novo Progresso-PA -55,3785; -7,1447
PHES118 Nova Venécia- ES -40,3982; -18,7056
P. helleri PHMG73E Sao.Gongan do Rio 119,8280:-43,3819
Abaixo-MG
P mulata PMMG150F Gu_imarénia-MG -46,7631; -18,8345
PMMT59 Cuiaba-MT -56,0949; -15,5988
PRMG143F Januaria-MG -15.4956; -44.3625
PRUMGG63F Januaria-MG -15.4956; -44.3625
PRMG48F Nova Porteirinha-MG | -15,8040; -43,3000
PRMG144F Nova Porteirinha-MG | -15,8040; -43,3000
P. rustica PRMG145F Nova Porteirinha-MG | -15,8040; -43,3000
PRMG170 Lontra-MG -43,3833; -21,2667
PRUMG152F Lontra-MG -43,3833; -21,2667
PRUMG153F Lontra-MG -43,3833; -21,2667
PRUMG154F Lontra-MG -43,3833; -21,2667
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PRUMG155F | Lontra-MG -43,3833; -21,2667
PRUMG166F | Lontra-MG -43,3833; -21,2667
PRUMG167F | Lontra-MG -43,3833; -21,2667
PRUMG168F | Lontra-MG -43,3833;-21,2667
PRUMG169F | Lontra-MG -43,3833; -21,2667
P. cupira PCUMG133 Guima}ré'nia-MG -46,7631; -18,8345
PCUMG146F | Patrocinio-MG -18,9436; -46,9929
P seridoensis PSEMAG8 Mirgdor-MA -06,3619; -44,3489
PSPBA47F Areia-PB -06,9617; -35,6952
P. testacea PTPA149 Novo Progresso-PA -07,1447, -55,3785
P. vicina PVMT62 Nova Xavantina-MT -52,3554; -14,6676
Geotrigona spl GEOMG1 Lontra-MG -43,3833; -21,2667
Geotrigona spl GEOMG2 Lontra-MG -43,3833; -21,2667
Paratrigona spl PARAMG1 Lontra-MG -43,3833; -21,2667

A extracdo do DNA total das operarias foi realizada conforme o
protocolo proposto por Waldschmidt et al. (1997). Para as inferéncias
filogenéticas entre as espécies, foram obtidas sequéncias do gene
mitocondrial Cytocromo b (CytB).

Para a amplificacdo dos fragmentos foram utilizadas as seguintes
condi¢cbes de reacéo de cadeia da polimerase (PCR): uma mistura de 50 puL
contendo MgCl, 2,0 mM; Tris/HCI 10 mM/50 mM; 2 mM de cada
desoxirribonucleosideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 4 mM de cada
um dos primers (Reverse: 5 -TCGTTTAATTCAYATAAATGGAGC-3 e
Forward: 5- ATTACWCCTCCTAATTTATTWGGAAT-3"), uma unidade de
Tagpolimerase (Promega®) e 50ng de DNA genémico. A reacéo foi realizada
em um termociclador Eppendorf® (Modelo Master Cycler Gradient) seguindo
as seguintes etapas: um passo inicial de 3 min. a 95°C, 35 ciclos de 1 min. a
95°C para desnaturacédo do DNA, 1 min. e 20 seg. a 52°C para anelamento
dos primers e 1 min. e 20 seg. a 72°C para alongamento. Ao final dos 35
ciclos um passo extra de extensdo (10 min. a 72°C). Uma aliquota de 5 uL

dos produtos PCR foram corados com GelRed™

(Biotium), submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% para averiguar a qualidade e
concentracéo do produto de PCR. Posteriormente estes foram sequenciados
em um seqiienciador automatico (Mega Bace™ 500, GE Healthcare) pela

empresaMacrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul).

3.2. Anélise das sequéncias
Os cromatogramas das fitas forward e reverse de cada amostraforam

analisadas e editado pelo programa DNA Baser™ (vers&o 3.5.0), apenas 0s
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seguimentos de alta qualidade foram selecionados para a analise. O
alinhamento das sequencias foi obtido por meio do algoritmo Clustal W
(Higgins et al., 1994, Thompson et al., 1994) implementado pelo programa
Mega verséo 5.05 (Tamura et al., 2011). Este programa também foi utilizado
para o calculo das distancias p (proporcdo de bases nitrogenadas
substituidas por sitio do cédon). A relacdo entre as espécies foi inferida por
meio do software MRBAYES, versao 3.1.2 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003)
que utiliza o método de inferéncia Bayesiana. O modelo de substituicdo de
bases GTR+I+G foi escolhido baseado no critério de Akaike fornecido pelo
programa MODELTEST, verséo 3.7 (Posada e Crandall, 1998).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparado ao gene CytB completo (Silveira et al., 2008), foi
verificada a presenca de duas classes de fragmentos amplificados pelos
primers especificos para o gene Citocromo B (CytB), uma com 595 pb de
comprimento presente na colbnias apresentadas na tabela2 e outro com 306
pb com caracteristicas que indicaram tratar-se de numts, encontrados nas
coldnias referidas na tabela 2.

Um indel envolvendo uma base localizada na posicdo 10942, bem
como dois codons putativos de terminacéo (posicées 10891-10893 e 11080-
11082) foram encontrados (Figura 1).Outra evidéncia de que as sequéncias
obtidas nas amplificacdes de individuos presentes nas col6nias
apresentadas na tabela 2 sejam numtsreside no fato de que as distancias-p,
encontram-se desviadas das proporcbes esperadas para regibes de
atividade génica sob pressdo de selecdo. Em tese, espera-se uma maior
proporcao de substituicdo de bases envolvendo a 32 posi¢do do codon (de
fato espera-se a seguinte proporcdo de substituicdo de bases por sitio:
32>12>2%), Quando comparamos as distancias-p dos fragmentos de mtDNA
maiores (595 pb) provenientes do CytB amplificado no presente trabalho,
verificamos que a propor¢ao de substituicdo esta de acordo com a esperada
(Figura 2). Todavia ao analisarmos os fragmentos menores (306 pb)
verificamos que estes ndo apresentam o mesmo padrao de substituicdo,

tendo inclusive a 32 posi¢cao do codon a menor taxa de substitui¢cdo (0,002).
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Tabela 2- Relacdo das espécies, coldnias e tamanho dos fragmentos amplificados.

Espécies Caddigo Frag. A(r;g)hﬁcado

P. ailyae PAIMT58

P. chapadicola PCHMA21

P. combinata PCOMG89

P. criptica PCRMG66

P. epiphytophila PEAC61

P. gregaria PGPA91

P. helleri PHES118

P. mulata PMMT59 595

P. rustica PRMG170

P. cupira PCUMG133

P. seridoensis PSEMAG68

P. testacea PTPA149

P. vicina PVMT62

Geotrigona spl GEOMG1

Geotrigona spl GEOMG2

Paratrigona spl PARAMG1

P. ailyae PAIMG171F

P. helleri PHMG73F

P. mulata PMMG150F
PRMG143F
PRUMGG63F
PRMGA48F
PRMG144F
PRMG145F
PRUMG152F 306

P. rustica PRUMG153F
PRUMG154F
PRUMG155F
PRUMG166F
PRUMG167F
PRUMG168F
PRUMG169F

P. criptica PCUMG146F

P. seridoensis PSPB47F

Seis espécies apresentaram o numt (P. ailyae, P. helleri, P. mulata, P.
rustica, P. cupirae P. seridoensis) e verificou-se que a distribuicdo espacial
das amostras que apresentaram o numt se concentrou na regido norte de
Minas Gerais, 89% das colbnias portadoras estdo localizadas nesta regiéo,
sendo que P. rustica apresentou maior nimero de coldnias portadoras de
numts(72%).

A hipodtese filogenética proposta (Figura 3) evidencia que as amostras
que possuem os numts formam um clado e estdo em uma politomia
juntamente com as demais espécies de Partamona e Paratrigona. Este fato
sugere que a migracdo do fragmento do gene CytB pode ser um evento
antigo, anterior a diversificagcdo do género Partamona, que de acordo com 0s
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calculos de Rasmussen e Cameron (2010), teria ocorrido ha
aproximadamente 5 milhdes de anos, jA a separacdo entre os géneros
Partamona e Paratrigona data de 35 milhdes de anos.

A presenca de delecBes, codons putativos de terminacao e indicios de
auséncia de selecao séo fortes indicadores de que o fragmento do gene
CytB de algumas espécies do género Partamona seja um numt integrado ao
genoma nuclear. Ja a filogenia nos revela uma maior similaridade entre este
fragmento e o gene CytB de Paratrigona quando comparado com 0 mesmo
gene de outras espécies do género Partamona, indicando que o evento de
migracdo do fragmento mitocondrial para o ndcleo talvez seja um evento

antigo, anterior a separacao destes dois géneros.
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Figura 1- Esquema comparado da estrutura do gene Citocromo B (CytB). Mtsy;: esquema do
CytB em Melipona bicolor, iniciando-se na posicdo 10449, terminando na posicdo 11498
(tamanho: 1050pb). Este gene encontra-se intercalado entre os genes NADH desidrogenase
subunidade 6 (nd6) e tRNA® (S2) (Silveira et al., 2008). Mtsp: esquema para o fragmento
de CytB utilizado nas analises que apresentou 597pb de comprimento. Numts: esquema do
fragmento de Cytb encontrado que possui trés indels e dois cdédons putativos de terminagéo
representados pelos simbolos vermelhos (posi¢des: 10891-10893 e 11080-11082). Indel; (3
pares de bases posicdo: 10886-10988), Indel, (1 par de base, posicdo: 10942), Indel; (3
pares de bases posicdo: 11114-11116).
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Figura 2- Distancias p da 12, 22 e 32 posicao do codon e global (All) dos fragmentos de CytB
mitocondrial (mtDNA) e nuclear (Numt).
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CAPITULO 3: DIFERENTES TIPOS DE CROMATINA EM TRES ESPECIES
DO GENERO Partamona (HYMENOPTERA, APIDAE)
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1. RESUMO

Apenas 9 das 33espéciesdo género Partamonapossuem o cariétipo descrito.
Com o intuito de aumentar o nimero de espécies estudadas, colénias da
espécie P. chapadicola, P. nhambiquara e P. rustica foram estudadas
mediante a utilizacdo das técnicas de coloracdo convencional, Banda C,
fluorocromos DAPI e CMAj;. Todas as espécies apresentaram 2n=34
cromossomos.A andlise dos resultados da técnica de banda Ce a utilizacdo
de programas de Analise de Imagens (Al) indicou a existéncia de
cromossomos que possuem trés regides com intensidades de coloracéo
distintas. Assim, 0s cromossomos com este padrdo foram classificados
como A" e a férmula cariotipica foi estabelecida como
2K=8AM+22AM"+4Mm%, 2K=18AM+14AYM2M e 2K=14AM+20AM",
respectivamente para P. chapadicola, P. nhambiquara e P. rustica. O
fluorocromo DAPI marcou fortemente a heterocromatina visualizada pela
banda C e o CMA3; marcou a extremidade de dois pares de cromossomos de
todas as espécies.Sugerimos que a marcacdo com CMAzesteja associadas
as Regibes Organizadoras de Nucléolo nestas espécies. O aumento no
namero de espécies citogenotipadas pode auxiliar a taxonomia do grupo e
os indicios da existéncia de uma nova classe de cromatina corada com
tonalidade intermediaria entre a eu e a heterocromatina demonstra que a
informacdes obtidas por esta técnica podem ser melhor exploradas, fazendo
necessario, uma revisdo dos dados obtidos até este momento para o grupo

de abelhas.
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2. INTRODUCAO

As abelhas da tribo Meliponini sdo importantes ecolégica e
economicamente, pois sdo responsaveis por grande parte da polinizacéo de
plantas nativas e cultivadas nas areas onde ocorrem (MICHENER, 2000).
Dentre os 33 géneros de Meliponini (reconhecidos por Moure et al., 2007)
encontramos o género Partamona Schwarz, 1939. Este possui 33 espécies
de distribuicdo exclusivamente neotropical, sendo encontradas do México ao
Sul do Brasil (CAMARGO E PEDRO, 2003).

Os estudos citogenéticos deste género iniciaram-se em 1973 com
Tarelho e desde entdo, das 33 espécies descritas, apenas nove possuem
dados citogenéticos conhecidos, a saber: Partamona cupira (MARTHE et al.,
2010), P. helleri(TARELHO, 1973 e BRITO, 1998), P. aff nigrior (BRITO,
1998), P. pearsoni(TARELHO, 1973), P. peckolti (BRITO et al., 2003), P.
vicina, P. mulata, P. ailyae e Partamona sp. n. (BRITO-RIBON et al., 1999).

Uma das técnicas mais comuns utilizada no estudo citogenético é a
banda C, a qual evidencia a regidao de heterocromatina constitutiva
(SUMNER, 2003). Esta heterocromatina é caracterizada por possuir grandes
quantidades de sequéncias de DNA repetitivo e por apresentar notada
inatividade génica. Porém, outra modalidade de heterocromatina, dita
facultativa, também € reconhecida. Nesse caso, a cromatina pode ser
transcrita, porém os genes ali presentes estao silenciados em alguns tipos
celulares ou em momentos diferentes devido a expressao diferencial. Em
geral, essa inativacdo ocorre devido a metilacdo diferencial da histona Hgs
associadas a heterocromatina (GREWAL e JIA, 2007).

Os padrbes de distribuicio da heterocromatina constitutiva em
Hymenoptera estdo intimamente relacionados aos processos de evolugao
cromossbmica. O mecanismo mais aceito para explicar a evolucéo
cariotipica do grupo foi o proposto por Imai et al (1986) (revisado
posteriormente por Imai et al. 1988 e Imai et al. 1994). Em seus trabalhos
Imai postulou a Teoria da Interacdo Minima (TIM) que prevé a ocorréncia de
modificacbes nos cariotipos das espécies de Hymenoptera e outros
organismos no sentido de minimizar as interacbes deletérias entre os
cromossomos. Esta minimizacdo ocorreria em consequéncia de fissoes

céntricas que diminuiria o tamanho dos cromossomos, reduzindo a
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probabilidade de rearranjos entre eles. Porém, segundo a teoria, estas
fissbes céntricas gerariam instabilidade telomérica,que levaria a
incorporacdo de heterocromatina na extremidade recém criada. Em
consequéncia dessa incorporagdo, a maior parte dos Cromossomos
presentes nos caridtipos dos Hymenoptera apresentaria um braco
cromossGmico eucromatico e outro heterocromatico (morfologia
cromossdmica nomeada de pseudo-acrocéntrica ou AY) como pode ser
constatado, por exemplo em diversas espécies de abelhas ja analisadas
(ROCHA et al., 2003). Alguns dados recentes para outros grupos de abelhas
(FERNANDES et al., 2012) se mostram incompativeis com a TIM indicando
que para abelhas devem existir outros mecanismos complementares
aqueles propostos por Imai.

Para auxiliar as analises, o desenvolvimento de softwares voltados a
analise de imagens vem impulsionando a citogenética, levando o estudo dos
padrées de bandeamento a um novo grau de aprofundamento e
confiabilidade. Esse avanco permite uma melhor analise das informacdes
tais como aquelas obtidas por meio de medidas cromossdmicas e de
intensidade das coloracBes possibilitando inclusive andlises estatisticas
desses parametros (KRINSK et al., 2012).

Assim, este trabalho tem por objetivo a caracterizagdo cromossémica
de trés espécies do género Partamona (P. chapadicola, P. nhambiquara e P.
rustica), utilizando técnicas citogenéticas e ferramentas de analise de
imagem para estudos mais precisos dos padrdes de bandeamento dos

cromossomos dessas abelhas sem-ferréo.

3. MATERIAIS E METODOS

Larvas pds-defecantes das trés espécies (Tabela 1) foram coletadas e
processadas de acordo com a metodologia descrita por Imai et al. (1988)
para a obtencdo dos cromossomos mitéticos metafasicos. A coloracédo
convencional foi realizada usando Giemsa diluido em tampdo Sdrensen
(0,06M; pH 6,8) na concentracdo de 4% por 20 minutos. Os fluorocromos
(Cromomicina A; - CMA3z e 4'-6-diamino-2-phenylindole - DAPI) foram

utilizados de acordo com as metodologia sugeridas Schweizer (1980).
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Para a técnica de banda C foram utilizados o0s seguintes
passossugeridos por Rocha e Pompolo (1998):

- Imerséo das laminas em 0,2 N HCI por 6 min;

- Lavagem rapida em agua destilada;

- 5% Ba(OH), a 60°C em banho-maria por 13 min;

- Lavagem com 0,2 N HCI por aproximadamente 30 s;

- Lavagem rapida em agua destilada;

- Imes&o em 2 x SSC, pH 7.0, por 60°C em banho-maria por 15 min.

Apoés estes passos, as laminas foram coradas com Giemsa a 8%

diluido em tampé&o Soérensen pH 6.8.

Tabela 1- Relacdo das espécies por local de coleta, nUmero de colbnias e individuos
analisados.

Espécie N° colbnias | N°deindividuos Localidade %);orgﬁ;‘iacdais
P. chapadicola 5 10 Urbano Santos-MA i;gfi;w
P. nhambiquara 5 10 ;\rﬂngaré da Serra- ;‘;222826213\/
P. rustica 9 10 Lontra-MG iééggoogosw

As imagens das metéfases foram capturadas em um microscopio
Olympus BX60 com objetiva de 100x. Os caridtipos foram montados de
acordo com a proposta de classificagdo cromossémica apresentada por Imai
(1991), na qual é usado o padrdo da distribuicdo da heterocromatina
evidenciada pela técnica de banda C.

O programa de anélise de imagens Image-Pro Plus™ (versdo 6.3,
Media Cybernetics®, 2009) foi utilizado para a montagem dos cariétipos e
confeccdo dos histogramas. Para isso, foram relacionados a posicdo de
cada pixel ao longo do eixo longitudinal do cromossomo e sua intensidade
numa escala de tons de cinza variando de O (branco) a 255 (preto). Para
cada regidao diferenciada pela banda C foram calculadas as médias das
intensidades de tons a partir de 20 mensuragfes por regido. A analise de
variancia e o teste de Tukey (& 1% de probabilidade) foram executados pelo
programa Genes (CRUZ et al., 2006) a fim de verificar se as diferencas nas

médias de cada regido eram estatisticamente significativas.

45




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a coloracdo convencional foi constatado o namero
cromossOmico de 2n=34 para as fémeas (Figura 1) e n=17 para os machos
(dados ndo mostrados), para todas as trés espécies estudadas no presente
trabalho sendo este o numero predominante encontrado para a tribo
Meliponini (ROCHA et al., 2003).

Outro aspecto a ser destacado em relacdo ao numero cromossémico
(2n=34) é sua constancia para todas as 12 espécies de Partamona
estudadas citogeneticamente até o momento (TARELHO, 1972, BRITO,
1998; BRITO et al., 1997; BRITO-RIBON et al., 1999; BRITO et al., 2003,
BRITO et al.,, 2005 e MARTHE et al.,2010). Essa constancia encontrada
para o género também pode ser verificada para outros géneros da tribo
Meliponini. Em Melipona,22 das 23 espécies estudadas apresentaram 2n=18
(ROCHA et al., 2007; LOPES et al., 2008; LOPES et al., 2011 e FRANCINI
et al., 2011) e em Frieseomelitta as cinco espécies estudadas, de um total
de 16 espécies descritas (MOURE et al.,, 2007) apresentaram 2n=30
cromossomos (ROCHA et al., 2003 e NASCIMENTO, 2005). Constéancia no
namero cromossémico também foi encontrada para os géneros Plebeia,
Tetragonisca e Scaptotrigona (ROCHA et al., 2003, BARTH et al., 2010). As
excecOes, tanto para o género Partamona quanto para Melipona e
Tetragonisca estdo associadas as espécies que apresentam populacdes
portadoras de cromossomos supra-numerarios (COSTA et al., 1992; BRITO
et al., 1997; BRITO, 1998; ROCHA, 2002; LOPES et al., 2008; MARTHE et
al., 2010 e BARTH et al., 2010).

Com base na Banda C, foi possivel verificar que a maior parte dos
cromossomos apresentou um bragco eucromatico e outro heterocromatico,
morfologia conhecida com pseudo-acrocéntrica (A") (Figura 2). Uma anélise
preliminar dos cromossomos de morfologia AM indicou a existéncia de trés
tonalidades de coloracdo ao longo de alguns destes cromossomos para
todas as trés espécies. Utilizando programas de Analise de Imagens (Al) foi
confeccionado um histograma mostrando a presenca das trés regides com
intensidades de coloracdo distintas (Figura 3 A e B). A comparacdo das
meédias das tonalidades destas regides pelo Teste de Tukey (1% de

probabilidade) confirmou estatisticamente a existéncia de trés regibes com
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tonalidades médias diferentes entre si. Analisando os graficos da figura 3B
pode-se visualizar uma por¢cdo do cromossomo com coloracdo mais clara
(regido 1 equivalente a regido de eucromatina, com intensidade média de
104,04 na escala de tons), outra regido mais intensamente corada na por¢ao
central dos cromossomos (regido 2 equivalente a regido de heterocromatina
constitutiva, em média 232,19 na escala de tons) e uma terceira regido que
possui uma coloragcdo de tonalidade intermediéria as duas anteriores (regido
3, em média 150,90 na escala de tons).

Esta nova classe de cromatina visualizada no presente trabalho nao
possui homenclatura dos trabalhos de Imai (IMAI et al 1986; IMAI et al. 1988
e IMAI et al. 1994). Portanto, propomos a criacdo de uma sub-classe dos
cromossomos AY, na qual seria levada em consideracdo os dois tipos de
heterocromatinas encontrada no presente trabalho. Desta forma,
apresentamos nova morfologia na qual teriamos um cromossomo pseudo
acrocéntrico classico composto por um braco cromossémico eucromatico e
outro heterocromatico (AM). Assim a nova tipologia cromossémica seria
representada por AM", sendo as férmulas cariotipicas de P. chapadicola, P.
nhambiquara e P. rustica encontradas no presente trabalho,
respectivamente, 2K=8AM+22AM"+4M*, 2K=18AM+14AM"+2M e
2K=14AM+20AM",

Todas as trés espécies estudadas aqui apresentaram cromossomos
com a morfologia A™". Nenhum estudo citogenético para esse género ou
mesmo para a ordem Hymenoptera relata resultados semelhantes. Porém,
vale ressaltar que abordagens citogenéticas utilizando ferramentas
computacionais de andlise de imagens ainda sao escassos (ver revisdao em
KRISNK et al.,, 2012) sendo possivel que este tipo de heterocromatina
(visualizado via Banda C/Al) seja encontrado em outras espécies, inclusive
no préprio género Partamona.

N&o foi possivel inferir a respeito da atividade génica desta cromatina
de coloragdo intermediaria, o que poderia informar se esta regido se trata de
uma regido de heterocromatina constitutiva, com pouca ou nenhuma
atividade génica, ou facultativa sendo silenciada somente em alguns
momentos. Porém sabe-se que a compactacdo da heterocromatina esta

relacionada a metilacdo de histonas H; e estudos tem apresentado
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diferencas entre a organizacdo desses dois tipos de heterocromatina. Na
heterocromatina constitutiva predominam tri metilacdes na lisina 9 (Hz Ko tri-
methylation) e mono metilagdes na lisina 27 (Hs Kzzmono-methylation)
enquanto que na facultativa predominam mono e di metilagcdes na lisina 9
(mono- and di-methylated Hz Kg) e mono, di e tri metilacBes na lisina 27 (Hs
K27 mono, di e tri methylation) (GREWALe JIA, 2007; DILLON, 2004). Assim,
a heterocromatina constitutiva estaria organizada em uma matriz regular e
por isso mais compacta devido a uma menor possibilidade de combinagéo
das metilagbes nas lisinas de suas histonas Hz, enquanto que para a
heterocromatina facultativa o maior numero de possibilidades de metilacdo
conferiiam uma matriz menos regular e por iSSO menos compacta
(GREWALe JIA, 2007; DILLON, 2004). Teoricamente, este fato poderia
favorecer o ataque alcalino durante o procedimento de Banda C, o que
justificaria a coloracdo intermediaria (entre a regido de eucromatina e
heterocromatina constitutiva) observada na regido 3 dos cromossomos A%,

O fluorocromo DAPI marcou a maioria dos blocos de heterocromatina
apontada pela técnica de Banda C independentemente de se tratarem de
heterocromatina constitutiva ou facultativa, indicando que esta é rica em
pares de bases AT (Figura 3C, E e G) para todas as trés espécies.
Resultados semelhantes foi encontrado para P. cupira (MARTHE et al.,
2010), P. helleri, P. aff nigror (Brito, 1998) e P. peckolti (BRITO et al., 2003).

Foi possivel verificar quatro blocos heterocromaticos teloméricos
fortemente marcados pelo fluorocromo CMA;3, indicando que estas regifes
sdo ricasem pares de bases CG (Figura 3D, F e 1). Tais marca¢cdes CMA3"
provavelmente estdo associadas as Regibes Organizadoras de Nucléolo
(NOR). A correlacdo entre marcacdes banda C*, CMAs;" e NOR ja foi
relatada para o género Partamona (BRITO et al., 1997, BRITO, 1998), para
outras espécies da tribo Meliponini (ROCHA, 2002; LOPES et al., 2011;
ROCHA et al., 2007, DUARTE et al., 2009, MAFFEI et al., 2001) e também
para outros organismos como vespas (MENEZES, et al., 2011), Hemiptera
(CRINITI et al., 2009), moluscos (PETROVIC et al., 2009), plantas (SILVA et
al,. 2010) e peixes (SWARCA et al., 2004).

Com o0 aumento no nuamero de espécies caracterizadas

citogeneticamente, um padrédo de composi¢cdo da heterocromatina vem se
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apresentando constante para a tribo Meliponini. A maior parte da
heterocromatina encontrada € DAPI® e alguns pequenos e poucos blocos
CMA;" estdo associados as NORs nessas espécies (BRITO et al., 1997;
BRITO, 1998; MAFFEI et al., 2001; ROCHA et al., 2003; ROCHA et al.,
2007; DUARTE et al., 2009; MARTINS, et al., 2009; LOPES, et al., 2008;
BARTH et al., 2011 e LOPES et al., 2011).

O numero cromossdmico conservado encontrado para 0 género
Partamona reforca a uniformidade do grupo, também verificada para
caracteres morfolégicos. Ja os indicios da existéncia de uma nova classe de
cromatina com tonalidade intermediaria entre a eu e heterocromatina
demonstra que as informagfes obtidas pela técnica de banda C podem ser
melhor exploradas, fazendo necessario inclusive uma revisdo dos dados

obtidos até o momento em especial para o grupo de abelhas.
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Figura 1- Cariétipos de operarias de A)P. chapadicola, P. nhambiquara e P. rustica. Todas
as espécies apresentaram 2n=34 cromossomos. Barra=5um.
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Figura 2- Banda ¢ nos cromossomos de fémeas, organizado de acordo com a distribuicao
de heterocromatina, os cromossomos foram classificados conforme proposta de Imai (1991)
parcialmente modificada com a inclusdo da classe AV, A) P. chapadicola, B) P.
nhambiquara e C) P. rustica. Ao lado de cada classe de cromossomos se encontra uma
representacdo da distribuicho de heterocromatina, por¢cdes brancas do esquema
representam as regides de eucromatina, as porcdes pretas, a regido de heterocromatina
constitutiva e por¢ao cinza, as regiées de heterocromatina facultativa. Barra= 5um.
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Figura 3- Exemplos de histogramas de cromossomos A" de P. chapadicola. Note que para
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coloracdo da banda C. J& para 0S Cromossomos AV tres regibes distintas sao
reconhecidas. Em C), E) e G) metéfases tratadas com DAPI e em D), F) e ) tratadas com
CMA;. Cabecas de setas indicam regides DAPI positiva e setas indicam regides

CMA;positiva. Barra=5um.
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CONCLUSOES GERAIS

v' P. cupira, P. helleri, P. affhelleri, P. rustica e P. seridoenses
apresentaram marcacao positiva para o marcador SCAR, sinalizando que
provavelmente todas estas espécies possuam 0 cromossomo Bou
fragmento do mesmo;

v A reconstrucao filogenética das espécies analisadas possibilitou inferir
sobre a existéncia de possiveis cruzamentos interespecificos ocorrendo
entre P. helleri e P. chapadicolae que cruzamentos desta natureza
poderiam estar relacionados com a transmissao do cromossomo B entre
as espécies do género;

v As reconstrucdes filogenéticas também apontam para a ocorréncia de
um antigo evento de cladogénese ocorrido a aproximadamente 35
milhdes de anos que dividiu o grupo em dois clado.

v' Desacordos entre a caracterizacdo taxondmica e as informacdes
moleculares sugerem que tanto a espécie P. seridoensis quanto P.
chapadicola possam compor grupos distintos de espécies cripticas;

v" O sequenciamento de fragmentos do gene Cytocromo B revelou a
existéncia de numtsnas espécies P. ailyae, P. helleri, P. mulata, P.rustica,
P. cupira e P. seridoensi;

v' A hipotese filogenética proposta evidenciou que as amostras que
possuem os numts formam um clado e estdo em uma politomia
juntamente com as demais espécies de Partamona e Paratrigona,
indicando que o evento de migracdo do fragmento mitocondrial para o
ndcleo possa ser um evento antigo, anterior a separacdo destes dois
géneros.

v' O nlmero constante de 2n=34 cromossomos foi encontrado para P.

chapadicola, P. nhambiquara e P. rustica;

v" A andlise dos resultados da técnica de banda C por meio dautilizacédo
de programas de Analise de Imagens (Al) e analises estatisticas
indicaram a existéncia de cromossomos que possuiam trés regides com
intensidades de coloracdo distintas 0 que nos possibilitou sugerir a

criacdo de um novo tipo de morfologia cromossémica(AM");
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v As férmula cariotipica estabelecidas foram de 2K=8AM+22AM"+4M®",
2K=18AM+14A""+2M" e 2K=14AM+20A™", respectivamente para P.
chapadicola, P. nhambiquara e P. rustica.

v O fluorocromo DAPI marcou fortemente a heterocromatina visualizada
pela banda C indicando que estas regidesdevam ser ricas em pares de
base AT;

v O fluorocromo CMA3; marcou a extremidade de dois pares de
Cromossomos e sugerimos gque estas marcagdes podem estar associadas

as Regides Organizadoras de Nucléolo destas espécies.
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ANEXO 1

Tabela 1.Relacdo de amostras do género Partamonaanalizadas.

n° | Nome Cientifico Cédigo Localidade/Estado
1| P. aff helleri PaffHMG15 | Paraopeba-MG
2 | P. aff helleri PaffHMG18 | Paraopeba-MG
3| P. aff helleri PaffHMG74 | Paraopeba-MG
4 | P. aff helleri PaffHMG148 | Vicosa-MG
5| P. ailyae PAIPA51 Redenc¢édo-PA
6 | P. ailyae PAIPA55 Redenc¢édo-PA
7 | P. ailyae PAIMT58 Nova Xavantina-MT
8 | P. ailyae PAIMT79 Nova Xavantina-MT
9| P. ailyae PAIGO80 Cataldo-GO
10 | P. ailyae PAIMT86 Paraopeba-MG
11| P. ailyae PAIMT90 Tangara da Serra-MT
12 | P. ailyae PAIMT93 Tangara da Serra-MT
13 | P. ailyae PAIPA100 Novo Progresso-PA
14 | P. ailyae PAIMG171 | Araguari-MG
15| P. chapadicola PCHMA25 Maranh&do-MA
16 | P. chapadicola PCHPA12 Santa Maria das Barreiras-PA
17 | P. chapadicola PCHMA19 |Urbano Santo-MA
18 | P. chapadicola PCHMA20 | Urbano Santo-MA
19 | P. chapadicola PCHMA21 | Urbano Santo-MA
20 | P. chapadicola PCHMA22 |Urbano Santo-MA
21 | P. chapadicola PCHMA23 | Urbano Santo-MA
22 | P. chapadicola PCHMA24 Urbano Santo-MA
23 | P. chapadicola PCHMA26 Urbano Santo-MA
24 | P. chapadicola PCHMA27 | Urbano Santo-MA
25 | P. chapadicola PCHMA28 | Urbano Santo-MA
26 | P. chapadicola PCHMA29 Urbano Santo-MA
27 | P. chapadicola PCHMA30 Urbano Santo-MA
28 | P. chapadicola PCHMA31 Urbano Santo-MA
29 | P. chapadicola PCHMA32 | Urbano Santo-MA
30 | P. chapadicola PCHMA33 | Urbano Santo-MA
31| P. chapadicola PCHMA34 Urbano Santo-MA
32 | P. chapadicola PCHMA35 Urbano Santo-MA
33| P. chapadicola PCHMA36 Urbano Santo-MA
34 | P. chapadicola PCHMA37 | Urbano Santo-MA
35 | P. chapadicola PCHMA38 | Urbano Santo-MA
36 | P. chapadicola PCHMA39 Urbano Santo-MA
37 | P. chapadicola PCHMA40 Urbano Santo-MA
38 | P. chapadicola PCHMA41 | Urbano Santo-MA
39 | P. chapadicola PCHMA42 | Urbano Santo-MA
40 | P. chapadicola PCHMA43 | Urbano Santo-MA
41 | P. chapadicola PCHMA44 Urbano Santo-MA
42 | P. chapadicola PCHMA45 | Urbano Santo-MA
43 | P. chapadicola PCHMA46 | Urbano Santo-MA
44 | P. chapadicola PCHPA52 Redencéo-PA
45 | P. chapadicola PCHPAS53 Redencéo-PA
46 | P. chapadicola PCHPA54 Redencgédo-PA
47 | P. chapadicola PCHPA56 Santa Maria das Barreiras-PA
48 | P. chapadicola PCHPA57 Santa Maria das Barreiras-PA
49 | P. chapadicola PHMG103 | Tangara da Serra-MT
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50 | P. combinata PCOGO088 |Cataldo-GO

51 | P. combinata PCOMG89 | Uberlandia-MG

52 | P. combinata PCOGO0108 |Cataldo-GO

53 | P. criptica PCRMG66 | ltamarati-MG

54 | P. criptica PCRES67 Guarapari-ES

55 | P. cupira PCUMG1 Guimarania- MG

56 | P. cupira PCUMG65 | Brasilandia de Minas-MG
57 | P. cupira PCUMG71 | Guimarénia- MG

58 | P. cupira PCUMG75 |Januaria- MG

59 | P. cupira PCUES78 Marechal Floriano- ES
60 | P. cupira PCUMG104 | Guimarénia- MG

61 | P. cupira PCUMG106 | Patrocinio-MG

62 | P. cupira PCUMG132 | Guimarania-MG

63 | P. cupira PCUMG133 | Guimarénia-MG

64 | P. cupira PCUMG134 | Guimarénia-MG

65 | P. cupira PCUMG135 | Guimarénia-MG

66 | P. cupira PCUMG136 | Guimarania-MG

67 | P. cupira PCUMG137 | Guimarania-MG

68 | P. cupira PCUMG138 | Guimarénia-MG

69 | P. cupira PCUMG139 | Guimarénia-MG

70 | P. cupira PCUMG140 | Guimarénia-MG

71| P. cupira PCUMG141 | Patrocinio-MG

72 | P. cupira PCUMG142 | Guimarania-MG

73 | P. cupira PCUMG143 |Januaria-MG

74 | P. cupira PCUMG144 | Nova Porteirinha-MG
75 | P. cupira PCUMG145 | Nova Porteirinha-MG
76 | P. cupira PCUMG146 | Patrocinio-MG

77 | P. cupira PCUMG147 | Patrocinio-MG

78 | P. cupira PCUMG147 | Patrocinio-MG

79 | P. cupira PCUMGG60 | Patrocinio-MG

80 | P. epiphitophyta | PEAC87 Rio Branco-AC

81 | P. epiphytophila | PEAC61 Rio Branco-AC

82 | P. gregaria PGPA91 Novo Progresso-PA
83 | P. gregaria PGPA98 Novo Progresso-PA
84 | P. helleri PHMGO05 Vicosa-MG

85 | P. helleri PHMGO06 Vicosa-MG

86 | P. helleri PHMGO7 Vicosa-MG

87 | P. helleri PHMGO09 Vicosa-MG

88 | P. helleri PHMG17 Sabara-MG

89 | P. helleri PHSP49 Ribeirdo Preto- SP
90 | P. helleri PHES50 Sdo Mateus- ES

91 | P. helleri PHES69 Nova Venécia- ES
92 | P. helleri PHMG70 Poté- MG

93 | P. helleri PHRJ72 Silva Jardim- RJ

94 | P. helleri PHMG73 S&o0 Gongalo do Rio Abaixo-MG
95 | P. helleri PHCE76 Fortaleza-CE

96 | P. helleri PHMGS81 Poté- MG

97 | P. helleri PHMG82 Inhai-MG

98 | P. helleri PHMG83 Mendanha-MG

99 | P. helleri PHMG84 Inhai-MG

100 | P. helleri PHMG85 Inhai-MG

101 | P. helleri PHSP111 Ribeirdo Preto- SP
102 | P. helleri PHSP112 Ribeirdo Preto- SP
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103 | P. helleri PHSP113 Ribeirdo Preto- SP
104 | P. helleri PHSP114 Ribeirdo Preto- SP
105 | P. helleri PHES115 Nova Venécia- ES
106 | P. helleri PHES117 Governador Lindenberg- ES
107 | P. helleri PHES118 Nova Venécia- ES
108 | P. helleri PHES119 Nova Venécia- ES
109 | P. helleri PHES120 Nova Venécia- ES
110 | P. helleri PHES121 Nova Venécia- ES
111 | P. helleri PHES122 Nova Venécia- ES
112 | P. helleri PHES123 Nova Venécia- ES
113 | P. helleri PHES124 Nova Venécia- ES
114 | P. helleri PHES127 Nova Venécia- ES
115 | P. helleri PHES128 Nova Venécia- ES
116 | P. helleri PHES129 Nova Venécia- ES
117 | P. helleri PHES130 Nova Venécia- ES
118 | P. helleri PHES131 Nova Venécia- ES
119 | P. helleri PMG172 Tiros-MG

120 | P. helleri PHMG10 Paraopeba-MG

121 | P. helleri PHMG11 Paraopeba-MG

122 | P. helleri PHMG13 Paraopeba-MG

123 | P. helleri PHMG14 Paraopeba-MG

124 | P. mulata PMUMTS59 | Cuiaba-MT

125 | P. mulata PMUMG150 | Guimarania-MG

126 | P. mulata PMUMG151 | Guimarania-MG

127 | P. nhambiquara | PNHMT92 Tangara da Serra-MT
128 | P. nhambiquara | PNHMT94 Tangara da Serra-MT
129 | P. nhambiquara | PNHMT95 | Tangara da Serra-MT
130 | P. nhambiguara | PNHMT96 | Tangara da Serra-MT
131 | P. nhambiquara | PNHMT97 Tangara da Serra-MT
132 | P. rustica PRUMG2 Nova Porteirinha- MG
133 | P. rustica PRUMG3 Nova Porteirinha- MG
134 | P. rustica PRUMG16 |Januaria- MG

135 | P. rustica PRUMGA48 Nova Porteirinha- MG
136 | P. rustica PRUMG63 |Januaria- MG

137 | P. rustica PRMG152 Lontra-MG

138 | P. rustica PRMG153 Lontra-MG

139 | P. rustica PRMG154 Lontra-MG

140 | P. rustica PRMG155 Lontra-MG

141 | P. rustica PRMG166 Lontra-MG

142 | P. rustica PRMG167 Lontra-MG

143 | P. rustica PRMG168 Lontra-MG

144 | P. rustica PRMG169 Lontra-MG

145 | P. rustica PRMG170 Lontra-MG

146 | P. seridoensis PSPB47 Areia-PB

147 | P. seridoensis PSPB64 Joédo Pessoa-PB

148 | P. seridoensis PSMAGS8 Mirador-MA

149 | P. seridoensis PSCE77 Camocim- CE

150 | P. seridoensis PSPB99 Jodo Pessoa-PB

151 | P. testacea PTPA149 Novo Progresso-PA
152 | P. vicina PVMTG62 Nova Xavantina-MT
153 | Partamona sp. P107 Amazdnia
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