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RESUMO

Partamona (Schwarz, 1939) é um género de abelhas sem ferrdo que apresenta como
interessante caracteristica a presenca de cromossomos B em algumas espécies. Até o
momento, esses cromossomos haviam sido identificados em seis espécies intimamente
relacionadas, todas incluidas no clado cupira, e P. helleri, de posicdo incerta na filogenia de
Partamona, mas possivelmente relacionada a este clado. A analise de 894 colbnias
provenientes de 128 localidades de 13 espécies do género, utilizando um marcador SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) especifico para os cromossomos B de
Partamona, permitiu ampliar o conhecimento do nimero de espécies do género portadoras
destes cromossomos, incluindo espécies do clado pearsoni. A partir dos resultados desta
andlise foi possivel também, definir a frequéncia dos cromossomos B nas espécies portadoras.
Em P. helleri foi encontrada uma correlagdo positiva significativa entre latitude e frequéncia
de cromossomos B, com maior frequéncia no norte e diminuicdo em diregdo ao sul da
distribuicdo da espécie. A taxa de transmissdo de cromossomos B foi estimada para as trés
espécies em que estes cromossomos foram mais frequentes (P. helleri, P. cupira e P. rustica).
O resultado foi consistente com o esperado para um comportamento meiético regular na
transmissdo dos cromossomos B da rainha para a prole, sugerindo que nessas espécies ndo
ocorra um desvio meidtico que favoreca a transmissdo. As sequéncias obtidas com os primers
SCAR apresentaram alta qualidade e foram diferentes das sequéncias reportadas na literatura,
ndo apresentando sitios indefinidos, apontando para uma maior acuracia de sequenciamento
com o uso dos primers internos desenhados em nosso laboratério. A comparagédo entre as
sequéncias revelou uma alta similaridade entre especies, com apenas dois haplétipos e
auséncia de diferencas intraespecificas, sugerindo uma origem Unica para 0S cromossomos B

de Partamona. A sequéncia obtida para P. helleri foi diferente da sequéncia obtida para as



outras espécies do clado cupira, sugerindo que essa espécie nao transmitiu 0s cromossomos B
para as outras espécies do grupo, como previamente sugerido. A alta frequéncia de
cromossomos B em algumas espécies do género e a presenca de cromossomos B em espécies
do clado pearsoni sugere uma histéria evolutiva mais complexa e uma origem mais antiga do

gue se presumia anteriormente para os cromossomos B de Partamona.

Palavras-chaves: Cromossomos supranumerarios, abelhas sem ferrdo, Marcador SCAR,

variacdo geografica, frequéncia, acumulacdo, origem interespecifica.



ABSTRACT

Partamona (Schwarz, 1939) is a stingless bee genus which has as an interesting trait, the
presence of B chromosomes in some species. These chromosomes were identified in six
closely related species so far, all included in the cupira group, except P. helleri, which has an
uncertain position in Partamona phylogeny, but it is possibly related to this group. We
analyzed 894 colonies from 128 locations of thirteen species, using a SCAR marker specific
for Partamona B chromosomes. The results enabled an increase in knowledge about species
number with supernumerary chromosomes in this genus, including species from the pearsoni
clade. The high number of colonies analyzed allowed to set the B chromosomes frequency on
carrier species. A significant positive correlation between latitude and B chromosomes
frequency was found in P. helleri, with higher frequency in north decreasing towards the
south of the species distribution. The B chromosome transmission rate was estimated for three
species that showed the highest frequencies of these chromosomes (P. helleri, P. cupira and
P. rustica). The result was as expected for a regular meiotic behavior, which queens with one
supernumerary chromosome have 50% chance to transfer the B chromosome to the offspring,
suggesting an absence drive in these species. The Sequences obtained using SCAR primers
had high quality and were different from those previously reported in another studies,
showing no undefined sites, indicating greater effectiveness for sequencing using the internal
primers designed in our laboratory. The comparison between obtained sequences revealed a
high similarity between species, with only two haplotypes and no intraspecific differences,
suggesting a single origin for Partamona B chromosomes. The sequence obtained for P.
helleri was different from that obtained for the cupira clade species, suggesting that P. helleri
did not transmit the B chromosomes to the other species, as previously suggested. The high

frequency in some species and the presence in the pearsoni clade suggest a more complex



evolutionary history and an older origin than previously thought for Partamona B

chromosomes.

Keywords: Supernumerary chromosomes, stingless bee, SCAR marker, geographic variation

frequency, drive, interespecific origin.
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INTRODUCAO

Além do complemento cromossémico regular, algumas espécies apresentam Cromossomos
extras, chamados cromossomos B ou supranumerarios, que possuem caracteristicas peculiares
que os diferem dos cromossomos do complemento padréo (cromossomos A). A definigéo
mais usual para estes cromossomos foi cunhada na primeira conferéncia sobre cromossomos
B por J. P. M. Camacho e J. S. Parker, onde foram definidos como “cromossomos
supranumerdrios dispensaveis que ndo recombinam com cromossomos A e seguem Seus
proprios padrdes evolutivos” (Beukeboom 1994). Esta defini¢do traz algumas das principais
caracteristicas dos cromossomos supranumerarios: sao considerados dispensaveis, pois estdo
presentes em apenas alguns individuos, coldnias ou populacfes das espécies que 0s carregam,
ndo sendo necessarios para o ciclo de vida normal destas espécies; sdo provavelmente
originados dos cromossomos A, mas diferem destes cromossomos e ndo pareiam com nenhum
deles, apresentando seu proprio padrdo de evolugdo com heranca independente do genoma do

hospedeiro.

A presenca de cromossomos supranumerarios ja foi relatada na maioria dos grupos de
animais e plantas, além de espécies de fungos (Camacho et al., 2000). Nas espécies que 0s
apresentam, a frequéncia pode variar entre populacGes, podendo inclusive estar ausentes em
alguns locais, enquanto em outros aparecem em alta frequéncia, como é o caso do gafanhoto
Eyprepocnemis plorans, para o qual existe um limite geografico para a presenca de
cromossomos supranumerarios (Cabrero et al., 1997). Diferengas interpopulacionais na
frequéncia destes cromossomos dependem de quatro principais fatores: 1) fatores seletivos, ou
seja, se as condigcOes ecologicas em que a populacdo hospedeira se encontra influenciam na
presenca de cromossomos B; 2) fatores histdricos, pois a frequéncia de cromossomos

supranumerarios pode ser diferente entre populacGes devido ao nimero de geragdes em que



eles estdo presentes em cada populacdo; 3) transmissao, ja que a intensidade de acumulacéo
pode ser diferente entre populacdes e, 4) fatores aleatdrios, que sdo expressos pela a¢do da
deriva genética em populac@es finitas. Porém, os quatro tipos de fatores provavelmente agem
simultaneamente, tornando dificil avaliar a importancia relativa de cada um deles, mesmo

apos analises intensas (Camacho et al., 2000).

A origem dos cromossomos B é uma questdo que desperta grande curiosidade, embora
pouco se saiba sobre ela. A visdo usualmente aceita é de que sdo derivados dos cromossomos
A, como um produto secundério da evolucdo do cari6tipo normal, ou entdo sdo gerados em
resposta a hibridagdes interespecificas, podendo ter origem diferente em cada espécie. Como
exemplo de cromossomo supranumerario com origem interespecifica é possivel citar o PSR
de Nasonia, em que evidéncias sugerem que esse elemento foi transferido de uma espécie do
género Trichomalopsis (McAllister & Werren 1997). Embora alguns exemplos de origem
interespecifica possam ser citados, a origem intraespecifica de cromossomos B parece ser
mais comum. Evidéncias foram dadas, por exemplo, no gafanhoto Eyprepocnemis plorans,
em que o cromossomo B2 provavelmente é derivado de um cromossomo sexual (Lopez-Leodn
et al., 1994), no gafanhoto Locusta migratoria (Teruel et al., 2009), na planta Crepis
capillaris (Jamilena et al., 1995) e no centeio (Secale cereale) (Houben et al., 1996), onde os

cromossomos B provavelmente tiveram origem a partir de autossomos das espécies.

No momento da origem, é esperado que os cromossomos B compartilhem homologias
com o cromossomo parental, mas a evolucdo independente subsequente requer isolamento
genético de qualquer elemento do nucleo. Os cromossomos B sdo constituidos em grande
parte por sequéncias repetitivas, que podem ser especificas de Bs ou apresentam similaridades
com outras repeticdes. Em alguns casos, a quantidade de sequéncias repetitivas € maior do

que no complemento A, sugerindo uma amplificacdo massiva de motifs de repeticdo em uma



escala de tempo relativamente pequena (Camacho et al., 2000). Outro tipo de sequéncia que
pode estar presente € o DNA organelar. Cromossomos B de centeio, por exemplo, apresentam
uma grande quantidade de Nupts (nuclear plastid DNA) e Numts
(nuclear mitochondrial DNA) com relagdo aos cromossomos A, e nos Bs essas sequéncias
apresentam alta frequéncia de mutacfes (Martis et al., 2012). Além destas, podem estar
presentes sequéncias de genes que representam copias dos cromossomos A (Martis et al.,

2012).

Com base na composigdo dos cromossomos B de centeio, Martis et al. (2012)
propuseram um modelo para a evolugdo dos cromossomos B em varios passos (Figura 1).
Inicialmente, um proto cromossomo B é formado pela duplicagcdo de segmentos do genoma,
seguida pela recombinacdo com varios cromossomos A e, devido aos rearranjos com VAarios
cromossomos diferentes, o emparelhamento com qualquer cromossomo regular passa a ser
restrito. A partir de entdo, ocorre o inicio da evolucdo independente do cromossomo B
nascente. A presenca de sequéncias repetitivas de rapida evolucao, juntamente com a reducdo
da pressao seletiva sobre a integridade génica, predispde um cromossomo B nascente a sofrer
novas modificagcdes estruturais rapidas. A expressdo de genes paralogos presentes no B é
inicialmente suprimida por mecanismos epigenéticos e, posteriormente, 0S genes Sdo
degenerados devido a mutagcOes e insercdo de sequéncias derivadas de outras regides de
cromossomos A e de genomas organelares. Uma excecdo ocorre em sequéncias que
proporcionam qualquer vantagem para a manutencdo dos Bs na populacdo. Estes dados
sugerem que 0s cromossomos B abrigam genes e sequéncias que nao apresentam um
beneficio seletivo imediato e podem ter um papel fundamental na evolucdo dos genomas

(Houben et al., 2014).
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Figura 1. Diagrama mostrando o modelo de evolugdo de cromossomos B proposto por Martis et al.
(2012). Neste modelo, a evolugdo do cromossomo B ocorre nos seguintes passos: 1-Duplicacdo e
rearranjos de fragmentos de cromossomos A; 2- Auséncia de pareamento com qualquer cromossomo
do complemento A, iniciando a evolucdo independente; 3- Acumulagdo de sequéncias organelares e
fragmentos de cromossomos A, amplificacdo de sequéncias repetitivas especificas do B, inativacdo

dos genes derivados do complemento A. (Imagem: Houben et al., 2014)

Apbs sua origem, a manutencdo de cromossomos B ao longo das geracdes nas
especies portadoras pode ser explicada por duas hipdteses principais: 0 modelo heterético e o
modelo parasita ou egoista. Ambos os modelos assumem a existéncia de forgcas antagonicas
que acarretam um equilibrio na frequéncia dos Bs nas populacdes. O modelo heterdtico
assume que os cromossomos B apresentam um efeito positivo no fitness quando estdo em
baixo nimero, aumentando a frequéncia na populagéo, e um efeito negativo quando presentes
em numeros elevados, o que reduz a frequéncia desses cromossomos. No modelo parasita, 0

equilibrio é resultado da reducdo na frequéncia de cromossomos B por efeitos deletérios no



fitness do hospedeiro em oposi¢do ao modo de heranca ndo usual devido a um comportamento
meidtico e mitdtico irregular, que gera taxas de transmissdo acima do esperado para

cromossomos normais, causando acumulacdo (Camacho et al., 2000).

Uma variedade de mecanismos pode estar envolvida na acumulagédo (drive), podendo
ocorrer antes, durante ou depois da meiose (Jones 1991). Segundo este autor, um mecanismo
pré-meiotico pode ser ocasionado por instabilidades mitéticas durante o crescimento e
desenvolvimento do individuo, que gera um numero desigual de cromossomos B nos tecidos
ou oOrgdos. A acumulacdo (drive) ocorre porque as células germinativas apresentam
preferencialmente um maior nimero de Bs. O mecanismo mei6tico é gerado pela disposi¢cdo
do cromossomo B preferencialmente no polo germinativo que, consequentemente, é
incorporado no gameta funcional. J& a acumulacdo pds-meidtica € mais frequente em plantas,
onde a formacdo de grdos de polen envolve duas divisbes mitoticas pds-meidticas que dao
origem aos nucleos generativos e vegetativos; a ndo-disjuncdo do cromossomo B nesta mitose
e a migracao preferencial dos mesmos para 0 ndcleo generativo sdo responsaveis pelo
acumulo destes cromossomos. Um caso excepcional de acumulagdo (drive) ocorre no
cromossomo B de Nasonia, chamado Paternal Sex Ratio (PSR), que provoca a condensagéo e
perda dos cromossomos paternos que o acompanham, transformando o zigoto diploide

(feminino) em machos hapldides carregando o cromossomo B (Werren, 1991).

Existem também casos de Bs que ndo tém um mecanismo de acumulag¢do, com uma
transmissdo usual (Camacho et al., 19973; Oliveira et al., 1997) . Subsequente a sua origem,
0S Cromossomos supranumerarios precisam ter um mecanismo de acumulacéo, pois a falta de
sinapse e comportamento meidtico irregular se oporia a habilidade de se tornar fixado por
deriva genética. Devido a isto, cromossomos B que ndo apresentam acumulagdo em

populagdes atuais provavelmente tiveram algum mecanismo no passado que 0s permitiram se



estabelecer nas populagdes e, por isto, sdo presumidamente derivados de Bs parasitas que
perderam o desvio mei6tico ou de cromossomos B que ja tiveram efeito benéfico no fitness,
proporcionando seu estabelecimento na populagdo (Camacho et al., 2000). Em muitos casos,
a supressao da acumulacdo dos Bs pode ser desempenhada por fatores genéticos localizados
nos cromossomos A, como ja foi demonstrado em varias espécies (revisado por Camacho et
al., 2000). Isso ocorre porque cromossomos B parasitas imp8em uma carga genética no
hospedeiro e favorecem a evolucdo de qualquer variante genética que reduza essa carga, tanto

eliminando a acumulagdo do cromossomo B, quanto tamponando qualquer efeito deletério.

O estudo dos cromossomos B desperta grande curiosidade em muitos aspectos, pois
esses cromossomos podem ter um papel fundamental na evolugdo de genomas e o através do
estudo destes cromossomo podemos adquirir conhecimentos Uteis sobre o funcionamento e
evolucdo dos genomas, especialmente com relacdo a elementos egoistas (Jones et al., 2008;
Houben et al., 2014). Ademais, questdes como 0 mecanismo de estabelecimento dos Bs nas
populacbes naturais através da acumulacdo, os efeitos desses cromossomos e a origem e
evolugdo vém sendo alvo de estudos, e apesar de alguns avangos, muito ainda se tem a
descobrir sobre todas essas questdes. Os cromossomos B presentes nos diferentes organismos
apresentam uma origem e evolucdo diferente, e cada cromossomo B estudado pode nos

fornecer novas idéias sobre os mecanismos de evolugdo destes cromossomos.

Na ordem Hymenoptera, cromossomos B ja foram descritos, por exemplo, em diversas
espécies de formigas (Imai, 1974; Imai et al., 1977; Palomeque et al., 1990) e vespas, a
exemplo de Trypoxylon albitarse (Araujo, 2002), além do caso bem reportado do PSR do
género Nasonia. Em abelhas, cromossomos B foram descritos nas espécies Melipona
quinquefasciata (Rocha, 2002), Melipona rufiventris (Lopes et al., 2008), Tetragonisca

fiebrigi (Barth et al., 2011) e em espécies do género Partamona. OS Cromossomos
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supranumerarios de Partamona vém sendo estudados desde 1991 quando foram descobertos
na espécie Partamona helleri (Costa et al., 1992), tendo sido encontrados, posteriormente, em
outras espécies do género. Apesar do avango em alguns pontos basicos do conhecimento

sobre os cromossomos B de Partamona, muitas questdes ainda ndo foram esclarecidas.

A presenga de cromossomos B em varias espécies, com provavel origem comum, é
uma caracteristica vantajosa para 0s estudos sobre cromossomos supranumerarios, ja que esse
fator facilita tracar mais satisfatoriamente a historia evolutiva dos cromossomos B, com a
comparacao de polimorfismos entre as espécies que os apresentam. Além disso, apesar da
existéncia de lacunas no conhecimento sobre esses cromossomos em Partamona, ja foram
realizados estudos que trataram da presenca, morfologia e origem, além de estudos que
resultaram na obtengdo de um marcador SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

especifico para os cromossomos B do género.

Com relacdo a aspectos biolégicos, vale ressaltar algumas caracteristicas vantajosas ao
se estudar os cromossomos B em Partamona. Estas abelhas apresentam uma forma de
reproducdo bastante peculiar, a partenogénese arren6toca, em que as fémeas sdo originadas de
ovos fertilizados e sdo diploides e os machos, de ovos nao fertilizados sendo, portanto,
haploides. Para estudos genéticos isto € uma vantagem ja que o gendétipo do macho é idéntico
aos gametas produzidos, sendo possivel identificar na prole qual parte do gendtipo foi herdada
de cada um dos genotipos parentais. A eussocialidade, a monandria e a monoginia do género
facilitam o estudo de familias, ja que todas as operarias presentes em uma colénia séo filhas
de um Unico pai e uma unica méae; assim, em estudos sobre transmissao, por exemplo, ndo
seria necessario realizar cruzamentos. Além disso, por serem organiSmos que vivem em
colbnias e, em alguns casos, com distribuicdo em areas urbanas, a coleta de material para

estudos é facilitada. O conhecimento prévio da presenga de cromossomos B em, pelo menos,
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seis espécies, bem como algumas caracteristicas relacionadas a biologia do género sdo
caracteristicas que tornam Partamona um bom modelo para estudos com cromossomos

supranumerarios.

Organismo Modelo

O género Partamona estd incluido na tribo Meliponini, que agrupa as abelhas
conhecidas como “abelhas sem ferrdo” (Figura 2). As abelhas desse género s&o
exclusivamente neotropicais, com ampla distribuicdo, ocorrendo do México ao sul do Brasil
(Camargo & Pedro, 2003). A nidificacdo ocorre em uma ampla variedade de substratos, sendo
que a maioria é termitofila obrigatoria, nidificando em termiteiros ativos ou inativos. E
comum também a construcdo de ninhos em raizes de epifitas, ocos de arvores, ninhos
abandonados de aves e em locais alterados pela acdo humana, onde nidificam em buracos em
paredes, beirais e cumeeiras de casas ou sob aparelhos de ar condicionado, por exemplo
(Camargo & Pedro, 2003). Os ninhos das espécies do género sdo elaborados, ornamentados e
com formas bastante variadas, especialmente com relacdo a estrutura de entrada (Figura 3),

sendo inclusive informativos para a identificacdo e das relacdes filogenéticas das espécies.

Atualmente, o género compreende 33 espécies divididas em cinco clados
monofiléticos com base em caracteres biogeograficos, morfologicos e de nidificacao:
bilineata/epiphytophila, formado por espécies ndo termitofilas e os clados cupira, testacea,
nigrior e pearsoni, todos formados por espécies que nidificam em termiteiros (Pedro &
Camargo, 2003; Camargo & Pedro, 2003). A espécie P. helleri tem uma posi¢éo incerta na
filogenia do género. Embora a distribuicdo geografica desta espécie seja congruente com a
distribuicdo do clado cupira, a nidificacdo ndo é realizada em termiteiros e, segundo o0s

autores, a espécie pode constituir um ramo basal em relagéo aos clados formados por especies
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termitdfilas (testacea, nigrior, pearsoni e cupira) ou constituir um clado relacionado ao clado

cupira (Camargo & Pedro, 2003).

Figura 2. Espécimes de operarias do género Partamona. A) Visdo lateral de Partamona ailyae, B)
Visdo lateral de Partamona seridoensis, C) Visdo lateral de Partamona vicina e D) Visdo frontal de

Partamona mourei. (escalas correspondem a 1mm)

Os estudos envolvendo esse género vao desde estudos de ecologia de nidificacdo
(Barreto & Castro 2007), taxonomia e biogeografia (Pedro & Camargo 2003; Camargo &
Pedro 2003), entre outros, a estudos genéticos. Entre alguns exemplos de estudos moleculares
envolvendo o género Partamona destacam-se estudos filogenéticos das abelhas sem ferrdo
(Costa et al., 2003; Rasmussen & Cameron, 2010), de colonizacdo (Ferreira 2011) e estudos
populacionais (Brito & Arias, 2010; Borges et al., 2010; Fernandes et al., 2011). Tratando de
estudos citogenéticos, apenas dez das 33 espécies foram caracterizadas: P. pearsoni (Tarelho,
1973), P. helleri (Costa et al., 1992), P. seridoensis (mencionada como P. aff. nigrior) (Brito,

1998), P. mulata, P. ailyae, P. vicina, P. nhambiquara (mencionada como Partamona sp.)
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(Brito-Ribon et al., 1999), P. peckolti (Brito et al., 2003), P. cupira (Marthe et al., 2010) e P.
rustica (Tosta et al., 2014). Todas as espécies mostraram um nimero cromossémico 2n = 34
para fémeas e n=17 para machos, com excecao de P. helleri, P. cupira e P. rustica em que 0s

estudos citogenéticos revelaram a presenca de cromossomos supranumerarios.

Figura 3. Variedade de formas das estruturas de entrada construidas por espécies do género
Partamona. A) P. cupira, B) P. rustica, C) P. gregaria, D) P. criptica, E) P. helleri, F) P. ailyae, G)
P. mulata e H) P. seridoensis. (Fotos “a” e “f” cedidas por P. F. M. Cardoso e fotos “b”, “c”, “g” e “h”

cedidas por E. A. Miranda)
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A primeira verificacdo de cromossomos B no género se deu em P. helleri por Costa et
al., (1992) em populacBes de Minas Gerais. O nimero de cromossomos supranumerarios
nesta espécie variou entre colonias e entre individuos da mesma coldnia, podendo ocorrer de
zero a trés Bs de dois tipos diferentes, sendo um submetacéntrico, chamado Bl e um
acrocéntrico menor, chamado B2 (Brito et al., 1997). Andlises posteriores de outras
populagdes de P. helleri revelaram uma maior diversidade, com a caracterizagdo de 14 tipos
de cromossomos B morfologicamente distintos (Vignatti 2012; Martins et al., 2009; Martins
et al., 2014) e maior variagdo na quantidade de cromossomos B por individuo, podendo
chegar até sete (Martins et al., 2014). A diversidade encontrada para estes cromossomos
apresentou variagdo geogréafica, com maior nimero de Bs por individuo e mais tipos de

Cromossomos supranumerarios na regido norte da distribuicdo da espécie.

Apos tratamento do DNA gendmico com a enzima de restricdo EcoRI e hibridizacéo
com sonda de rDNA 18S de milho por southern blot, os individuos com cromossomos B
apresentaram bandas que ndo estavam presentes em individuos que ndo tém esses
cromossomos, podendo ser demonstrada assim, a presenca de sequéncias especificas nos

cromossomos B desta espécie (Brito et al., 2005).

Usando técnicas moleculares, Tosta et al. (2004) identificaram um marcador RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) associado aos cromossomos B de P. helleri. Este
marcador foi clonado, sequenciado e, em seguida, um marcador SCAR foi obtido (Tosta et
al., 2007). A obtencdo de um marcador molecular especifico para os cromossomos B nesta
espécie possibilitou a identificacdo desses cromossomos também em adultos, facilitando o
estudo destes cromossomos no género, ja que técnicas citogenéticas em abelhas sdo feitas
somente em larvas e a coleta de individuos nesta fase requer a abertura e manipulacdo dos

ninhos, constituindo-se em método muito invasivo (Tosta et al., 2004; Tosta et al., 2007).

15



Este marcador foi encontrado também em alguns individuos das espécies P. criptica,
P. rustica e P. cupira, sendo que em P. cupira e P. rustica foi confirmada a associac¢ao entre o
marcador SCAR e a presenca de cromossomos B demonstrada por citogenética (Marthe,
2008; Tosta et al., 2014). O sequenciamento da regido SCAR destas trés espécies, além de P.
helleri, revelou que esta sequéncia é muito conservada, apresentando poucas diferencas
interespecificas, 0 que sugere que 0s cromossomos B presentes nas espécies do género

Partamona apresentem uma origem Unica.

Ainda utilizando este marcador, Correia et al. (2014) analisou quinze espécies do
género e confirmou a presenca de bandas obtidas com o mesmo em P. helleri, P. rustica e P.
cupira e demonstrou também a presenca deste marcador em P. seridoensis e P. aff. helleri.
Todas estas espécies fazem parte de um clado monofilético do género Partamona, o clado
cupira, exceto P. helleri, que apresenta posicdo incerta na filogenia, mas possivelmente é

relacionada a esse clado.

A presenca de cromossomos B somente em espécies intimamente relacionadas levou a
uma concentragdo dos estudos sobre os cromossomos B de Partamona no clado cupira,
especialmente na espécie P. helleri. Além de ter sido a primeira em que cromossomos
supranumerarios foram encontrados, esta espécie apresenta uma facilidade adicional, pois
uma vez que ocorre em quase toda a Mata Atlantica brasileira e nidifica em &reas urbanas, a
coleta desta espécie se torna extremamente facil. Enquanto em P. helleri foram realizados
estudos sobre a morfologia e origem desses cromossomos, para as outras espécies estudos

sobre cromossomos supranumerarios abordaram somente a presenca ou auséncia dos mesmos.

Pouco se sabe sobre a origem dos cromossomos B no género, mas a principal hipotese
é que tenha ocorrido recentemente e a transmissdo desses cromossomos entre espécies do

género tenha se dado por hibridagéo interespecifica (Tosta et al., 2014). No entanto, esta &
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uma questdo ainda pouco esclarecida, porque ndo foram apresentadas evidéncias empiricas
que sustentem a hipotese. Segundo Tosta (2005), o processo que resultou na origem dos
cromossomos B no género Partamona ocorreu dentro de um clado monofilético desse género
que agrupa P. helleri, P criptica, P. cupira e P. rustica, entre outras espécies. Este autor
propOe ainda que essa origem possivelmente ocorreu por processos de hibridizacéo
intraespecifica. Entre as espécies em que os cromossomos B ocorrem, P. helleri apresentou
maior frequéncia e diversidade de cromossomos B e estudos relacionados a origem de

cromossomos B no género vém focando principalmente esta espécie.

Em P. helleri, Brito et al. (1997) observaram uma diferenca de tamanho entre os
bracos longos do segundo par de cromossomos, caracterizando um polimorfismo no cari6tipo
normal de algumas col6nias e propuseram que esse polimorfismo poderia estar relacionado a
origem dos cromossomos supranumerarios nessa espécie. Brito et al. (2005) usando diferentes
técnicas citogenéticas demonstraram similaridades entre o cromossomo Bl e pequenos
segmentos dos pares 2, 9, 10 e 15 do complemento cromossdmico normal. Estes dados
poderiam sugerir uma origem intraespecifica para o cromossomo B1 de P. helleri. A fim de
investigar se a origem do cromossomo B1 de P. helleri ocorreu a partir dos cromossomos
regulares da propria espécie, Martins et al. (2012) realizaram um estudo de microdissec¢éo e
pintura cromossémica e a sonda gerada a partir do cromossomo B1 hibridizou somente com
este cromossomo, sugerindo que a origem deste cromossomo ocorreu independentemente do
cariotipo regular ou que este cromossomo se diferenciou fortemente ao longo de sua evolucao

independente.

A origem dos cromossomos B é um aspecto que desperta grande curiosidade, sendo o
foco de muitos estudos relacionados a estes cromossomos. Outro aspecto interessante e de

grande relevancia para se entender a dindmica dos cromossomos B em uma espécie é o
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mecanismo de transmissdo. Apesar de Partamona ser um bom modelo para estudos de
transmissao, em nenhum dos trabalhos ja produzidos nesse género a relevante questao sobre o

mecanismo de transmissao desses cromossomos foi discutida.

Este cenério mostra que existem muitas lacunas no conhecimento sobre cromossomos
B no género Partamona. Poucas espécies do género foram estudadas citogeneticamente,
possibilitando a identificacdo de cromossomos B. Embora um estudo tenha sido realizado
utilizando o marcador SCAR em 15 espécies do género (Correia et al., 2014), ainda ndo
foram realizados estudos que englobassem um grande ndmero de colbnias de espécies ao
longo de toda a sua distribuicdo. Devido a distribuicdo desigual dos cromossomos B nas
espécies, estudos baseados em poucos sitios alvo podem limitar o conhecimento sobre 0s
mesmos. Neste trabalho, analisamos 894 col6nias de treze espécies do género, incluindo
espécies que ndo fazem parte do clado cupira, utilizando o marcador SCAR associado a
cromossomos B de Partamona para investigar a ocorréncia, 0 modo de transmissao e a

origem destes cromossomos no género.
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OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre os cromossomos B no género

Partamona em trés aspectos: ocorréncia, transmisséo e origem.
Este objetivo foi alcangado cumprindo-se 0s seguintes passos:

1) Verificar a presenca de bandas obtidas com marcador SCAR associado a
cromossomos B em espécies do género Partamona, identificando as espécies que apresentam
estes cromossomos e como eles se distribuem ao longo da area de ocorréncia de cada espécie
e verificar se existe variagdo de frequéncia associada a altitude, latitude ou longitude em

espécies que apresentarem cromossomos supranumerarios;

ii) Verificar se a frequéncia de cromossomos B encontrada para P. helleri é coerente com
a variacdo geogréafica encontrada a partir de técnicas citogenéticas, testando a hipotese de

maior frequéncia no norte da distribuicdo e diminuicdo em direcéo ao sul;

iii) Testar a hipdtese de transmissdo usual para 0s cromossomos B de Partamona, em que

rainhas com um cromossomo B tém 50% de chance de transmiti-lo para a prole;

iv) Verificar a relagdo entre as sequéncias obtidas com os primers SCAR das espécies que

apresentarem esse marcador, descrevendo a variagdo intra e interespecifica para essa regido;

v) Testar a hipotese de origem dos cromossomos B no género Partamona a partir da
especie P. helleri e posterior transmissdo para as outras espécies do género que apresentam

€SSes Cromossomos.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem

Neste estudo, analisamos operérias adultas de 894 col6nias provenientes de 128 localidades
de treze espécies do género Partamona. Do clado cupira, analisamos as espécies P. ailyae, P.
criptica, P. cupira, P. mulata, P. rustica e P. seridoensis, além de P. aff. helleri e P. helleri,
possivelmente relacionadas a esse clado (Camargo & Pedro, 2003). Analisamos também
espécies de outros clados, sendo P. chapadicola, P. gregaria e P. nhambiquara do clado

pearsoni e P. mourei e P.vicina do clado testacea (Figura 4).

As coletas foram realizadas utilizando tubo plastico ou pucé posicionado diretamente
na entrada da colénia para a captura dos adultos. Cerca de 15 operérias por col6nia foram
coletadas e armazenadas em tubos de vidro contendo alcool absoluto para as anélises
genéticas. As amostras foram estocadas em freezer no Laboratério de Genética Evolutiva de
Himendpteros (LGEH), na Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Pelo menos um
individuo de cada coldnia foi coletado a seco e, posteriormente, montado em alfinete e
encaminhado para identificacdo taxondmica por especialista. Para as espécies do clado cupira
e espécies relacionadas, analisamos cinco individuos por col6nia, de um total de 724 coldnias.
Para as demais espécies, analisamos apenas um individuo por colénia de um total de 170
colbnias. A diferenca no numero de individuos analisados por colonia entre as espécies
ocorreu porque para as especies do clado cupira, em que a presenca de cromossomos B ja
havia sido constatada, procuramos estabelecer a variacdo na frequéncia desses cromossomos
ao longo da distribuicdo das espécies. Ja para as espécies de outros grupos, a amostragem nédo
foi suficiente para que pudéssemos estabelecer a frequéncia desses cromossomos, sendo

possivel afirmar somente sobre a presenca do marcador SCAR.
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Numero de Numero de

Espécie Coldnias Localidades
AP affhelleri 31 4

AP. helleri 241 45
Clado cupira

AP ailyae 75 17

AP. criptica 12 2

AP. cupira 125 11

AP. mulata 42 5

AP. rustica 146 12

AP. seridoensis 52
Clado pearsoni

AP. chapadicola

AP. gregaria

A P. nhambiquara
Clado testacea

A P. mourei

AP. vicina

Total

Figura 4. Representagcdo da amostragem utilizada. Numero de col6nias, niamero de localidades onde
as amostras foram coletadas e pontos onde as amostras foram coletadas, inseridos no mapa. As cores

dos triangulos no mapa representam as espécies, conforme legenda ao lado.

Extracdo, Amplificagdo e Sequenciamento

O DNA das operérias foi extraido a partir das pernas pelo método de Chelex 100 (Walsh et
al., 1991) ou a partir do térax pelo método de fenol-cloroférmio (Sheppard & McPheron,

1991).

Para a amplificacdo, utilizamos o par de primers SCAR descrito por Tosta et al.
(2007), OPK-14 A (CCCGCTACACATATAATTAA) e OPK-14 B
(CCCGCTACACCCTAAAATAT), especifico para cromossomos supranumerarios de
Partamona (Tosta et al., 2007; Marthe et al., 2010; Tosta et al., 2014) para verificar a
presenca ou auséncia deste marcador nas treze espécies do género (Figura 5). A reacdo de

amplificagdo foi realizada em um volume de 10uL contendo tampao 10x, 2,5mM de MgCly,
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250uM de cada ANTP, 1uM de cada primer, 1U de Invitrogen Platinum™ DNA Polymerase e
2ul do DNA extraido. As amplificacdes consistiram em um passo inicial de 94°C por 3
minutos e 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto, e 72°C por 1 minuto. Apos

0s 40 ciclos, um passo final a 72°C por 7 minutos foi realizado.

Para verificar a presenca ou auséncia do marcador SCAR, os fragmentos foram
submetidos & eletroforese em gel de agarose a 1% corado com Gel Red™. A corrida foi
realizada utilizando-se 100V e 50mA. Apos a corrida, o gel foi submetido a luz ultra-violeta e

0s resultados fotodocumentados (Figura 5).

13 14 15 16 17 18

Py Ly Dy Wy ey ey

Figura 5. Método empregado para a visualizagdo de fragmentos obtidos com os primers SCAR,
especificos para cromossomos B de Partamona. A presenca ou auséncia do marcador SCAR ¢é
detectada a partir de eletroforese, onde individuos que apresentam banda apresentam o marcador
SCAR (1 a5, 11 a 18 e 20) e os individuos que ndo apresentam bandas ndo apresentam esse marcador
(6 a7 e 19). Na eletroforese é colocado um controle para o gel (C), ou seja, uma amostra amplificada
em outra reacio e que apresenta um padrdo eletroforético conhecido. E feito, também, um controle
positivo da reagdo (C+), ou seja, a amplificacdo de uma amostra em que a presenca do marcador ja era
conhecida e um controle negativo da reacdo (C-), onde, na amplificacdo, 0 DNA é substituido por

agua.
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Devido ao grande tamanho do fragmento amplificado com os primers SCAR (1482
pares de bases), desenhamos dois primers internos a partir da sequéncia descrita por Tosta et
al., (2007) a fim de amplificar e sequenciar toda a regido SCAR com melhor qualidade e
acurécia. A primeira regido, de 789 pb, foi amplificada utilizando o primer forward OPK-14
A e o primer reverse desenhado em nosso laboratéorio CrBl1 R (5-
CTTCTCGAAACACCTATACAGCC - 3). A segunda regido, de 794 pb, foi amplificada
utilizando um novo primer forward desenhado em nosso laboratério, CrB1 F (5'-
CTGCGCTTACAGATATTCTCAA - 3) e o primer reverse original OPK-14 B. Os dois

fragmentos apresentam 101 pares de bases de sobreposicéo.

A purificacdo dos fragmentos amplificados foi feita a partir de Sul do produto
amplificado e 2pL de Illustra™ ExoProStar™ 1-Step, sendo realizada em um passo inicial de
37°C por 40 minutos, seguido por 80°C por 15 minutos e 20°C por 5 minutos. A reacdo de
sequenciamento foi realizada em nosso laboratorio utilizando 1ul do produto da reagédo
anterior (purificacdo), 3ul de tampao de sequenciamento (Save Money 2,5 X), 1uL de Big
Dye v3.1 (Applied Biosystems), 1uM de primer em reacdo de volume final igual a 10uL. A
reacdo foi realizada em um passo inicial de 96°C por 1 minuto e 40 ciclos de 96°C por 15
segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao fim das reacdes, foram adicionados
80uL de isopropanol 75%. Apb6s 15 minutos a temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas por 30 minutos a 3040g. Apos precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi
descartado e foram realizadas duas lavagens adicionando 200uL de etanol 70% gelado,
seguido por centrifugacdo de 10 minutos a 3040g e 4°C e descarte do sobrenadante.

Todas as espécies para as quais encontramos cromossomos B tiveram exemplares

sequenciados para a regido SCAR. No total, sequenciamos 50 amostras de cinco espécies
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provenientes de 32 localidades, incluindo amostras de toda a area de distribui¢do de cada uma
das espécies (Tabela 1).

As sequéncias forward e reverse foram obtidas apo6s corrida das amostras em
sequenciador automatico ABI 3700 (Applied Biosystems) no Laboratério de Biotecnologia da
FCAV — UNESP de Jaboticabal, SP. A edi¢do das sequéncias foi realizada com o auxilio do
programa Codon Code versdo 3.7.1. (Codon Code, Dedham, Massachusetts, United States) e
alinhadas por meio do programa BioEdit (Hall, 1999) usando a ferramenta CLUSTAL W

(Thompson et al., 1994).

Tabela 1. Nimero de amostras sequenciadas para a regido SCAR, incluindo todas as espécies que

apresentaram este marcador.

Espécie Sequéncias Locais
P. rustica 22 8
P. helleri 14 12
P. cupira 9 9
P. aff helleri 2 1
P. gregaria 2 1
P. chapadicola 1 1
Total 50 32

Frequéncia

A frequéncia de cromossomos B foi estimada para cada espécie de duas formas: frequéncia de
coldnias que apresentaram pelo menos um individuo com estes cromossomos com relagéo ao
total de coldnias analisadas e frequéncia de individuos com cromossomo supranumerario com
relacdo ao numero total de individuos. Realizamos também uma anélise de correlagdo entre
frequéncia de cromossomos supranumerarios e latitude, longitude e altitude, a fim de verificar
se a presenga de cromossomos B em cada espécie estava associada a alguns destes fatores.

Para tanto, foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).
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Transmissdo

Para verificar as taxas de transmisséo de cromossomos B no género Partamona utilizamos 0s
dados obtidos em P. helleri, P. cupira e P. rustica, espécies que apresentaram esses
cromossomos em altas frequéncias. Se essas espécies ndo apresentam desvios na transmissao
desses cromossomos, a taxa de transmissao esperada é de 50% (transmissdo usual).

Como cada col6nia é resultado de um cruzamento entre uma Unica rainha e um unico
zangdo, as operérias de uma col6nia serdo provenientes de um unico cruzamento. Para testar a
transmissdo de cromossomos B selecionamos somente as colonias em que entre 0S cinco
individuos analisados, foram encontrados individuos com e sem cromossomos B. Estas
colbnias, presumidamente, representam um cruzamento entre uma rainha com cromossomo B
e um macho sem esse cromossomo, e, portanto, teria ocorrido segregacdo dos cromossomos B
durante a formacdo dos gametas da rainha. Coldnias em que todos os cinco individuos
analisados apresentaram cromossomos supranumerarios ou que nenhum dos cinco apresentou
estes cromossomos nao foram utilizadas. Isso porque colénias em que todas as operarias ndo
apresentaram cromossomos B podem ser resultantes de um cruzamento entre uma rainha e um
zangdo que ndo apresentam cromossomos supranumerarios. Ja colénias em que todas as
operarias apresentaram cromossomos B presumidamente sdo resultantes de um cruzamento
envolvendo um zangdo haploide que apresenta, pelo menos, um cromossomo B e formou

apenas gametas em que esses cromossomos estavam presentes.

Um teste de x> foi realizado para testar a razdo de transmisséo dos cromossomos B em
cada uma das trés espécies. Como hipotese nula, consideramos que os cromossomos B de
Partamona tém um comportamento meidtico regular, e assim, metade da prole total produzida
por cruzamentos envolvendo uma rainha com um cromossomo B e zangdo sem esse

Cromossomo apresentaria cromossomos supranumerarios (transmissao de 50%).
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Adicionalmente, um segundo teste foi realizado. Como foram analisados cinco
individuos por col6nia, era esperado encontrar colonias com 0, 1, 2, 3, 4 ou 5 individuos com
cromossomo B. Porém, como utilizamos apenas coldnias que apresentaram individuos com e
sem cromossomos B, as classes 0 e 5 foram excluidas das andlises, pois se confundiriam com
0s resultados esperados para coldonias em que ambos 0s pais ndo apresentam cromossomos B
OU 0 zangdo apresenta esse cromossomo e o transmite para toda a prole. Dessa forma, um
teste de ° foi realizado tendo como hipétese nula que, se 0s cromossomos B de Partamona
apresentam uma transmissao regular, os tipos de familias observadas (com um, dois, trés ou
quatro individuos com cromossomos B) devem ocorrer segundo uma distribuicdo binomial.

Para a espécie P. helleri, os dois testes foram realizados utilizando a popula¢éo total,
mas também separando a populacdo total em dois grupos: o grupo de popula¢des encontradas
ao sul da distribuicdo e o grupo de populagdes do norte. Essa divisdo ocorreu porque, nessa
espécie, ja foi relatada a presenca de mais de um cromossomo B por individuo,
particularmente em populacfes do Norte, 0 que poderia comprometer a analise de transmissdo
realizada aqui para essas populagdes, gerando um resultado que poderia apontar para uma

razao de transmissdao maior do que a real para essa espécie.

Em adicdo aos testes realizados, analisamos dados citogenéticos extraidos da
literatura. Ao todo, analisamos os dados de 33 coldnias, extraidos do trabalho de Costa (1991)
e de Vignatti (2012). A partir destes dados, realizamos um teste de x2 para cada colbnia,
testando a hipotese de transmissdo usual. Para isso, inicialmente inferimos os gendtipos
parentais a partir dos cariotipos dos individuos da colonia e posteriormente realizamos o teste
para aquelas col6nias em que houve segregacdo na transmissdo dos cromossomos B de

rainhas para a prole.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia e Frequéncia

Das treze espécies analisadas, sete apresentaram o marcador SCAR, sendo duas do clado
cupira (P. rustica e P. cupira), duas possivelmente relacionadas ao clado cupira (P. helleri, P.
aff. helleri) e, pela primeira vez, esse marcador foi encontrado em trés espécies do clado
pearsoni (P. gregaria, P. chapadicola e P. nhambiquara). As col6nias analisadas das espécies
P. criptica, P. ailyae, P. mulata e P. seridoensis (clado cupira), P. mourei e P. vicina (clado

testacea) ndo apresentaram esse marcador.

Até o momento, das 33 espécies descritas do género Partamona apenas dez foram
caracterizadas citogeneticamente, 15 espécies foram analisadas para o marcador SCAR
(Correia et al., 2014) e a presenca de cromossomos B nesse género havia sido constatada em
P. rustica, P. seridoensis, P. cupira, P. criptica, P. helleri e P. aff. helleri (Costa et al., 1992;
Marthe 2008; Correia et al., 2014; Tosta et al., 2014). Nestes estudos, para a maioria das
espécies, menos de cinco ninhos foram analisados. No presente estudo, utilizamos uma
amostragem maior e detectamos o marcador SCAR nas mesmas espécies em que este ja havia
sido identificado, com excecdo de P. criptica e P. seridoensis, embora tenhamos analisado um
namero de maior de colbnias. Para P. criptica, analisamos 12 colénias, enquanto Tosta et al.
(2014) analisaram apenas uma colbnia, proveniente da mesma localidade (Domingos Martins
— Espirito Santo) e encontraram o marcador SCAR. Correia et al. (2014) analisaram coldnias
provenientes de outras localidades e também ndo constataram a presenca do marcador nesta
espécie. Para P. seridoensis, das 52 colénias analisadas aqui, nenhuma apresentou o marcador
SCAR, enquanto a analise de cinco colbnias realizada por Correia et al. (2014) revelou a
presenca do marcador em uma delas. Devido ao maior numero de colbnias analisadas seria

esperado encontrar a presenca do marcador SCAR em nossas anélises, porém, como 0s
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cromossomos B podem estar presentes somente em alguns individuos de algumas populacGes

esse tipo de resultado pode ser observado.

Além das espécies em que os cromossomos B ja haviam sido identificados,
demonstramos aqui a presenca do marcador SCAR em espécies do clado pearsoni. A presenca
de cromossomos B em espécies deste clado aponta para um novo cendrio sobre a ocorréncia
destes cromossomos no género Partamona. Enquanto o clado cupira tem distribuigéo
predominantemente na Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado, o clado pearsoni tem distribuicdo
predominantemente Amazonica, sugerindo a possibilidade da presenga de cromossomos
supranumerarios em outras espécies do género, mais basais na filogenia de Partamona, ndo
analisadas nesse estudo. Isso pode sugerir uma origem mais antiga para 0s cromossomos B no

género.

A frequéncia de col6nias que apresentaram cromossomos supranumerarios foi 0,47 em
P. helleri, 0,46 em P. cupira, 0,28 em P. rustica e 0,06 em P. aff helleri. Ja a frequéncia de
individuos com cromossomos supranumerarios foi de 0,35 em P. helleri, 0,28 em P. cupira,
0,18 em P. rustica e 0,04 em P. aff helleri (Tabela 2). Nas espécies do clado pearsoni, 0
marcador SCAR foi encontrado em quatro dos 15 individuos analisados de P. gregaria e em
apenas um dos 86 individuos de P. chapadicola (Tabela 2). Uma vez que estas espécies s
tiveram um individuo analisado por colénia e um pequeno nimero de localidades (uma para
P. gregaria e duas para P. chapadicola), a frequéncia ndo pode ser estimada, ja que a analise
de apenas um individuo por col6nia pode fornecer uma estimativa incorreta para a frequéncia
de cromossomos B na populagdo. Um resultado intrigante foi encontrado em P. nhambiquara,
pois todos os individuos apresentaram bandas obtidas com os primers SCAR. Apesar disso,

ndo foi possivel obter boas sequéncias para esta espécie, ndo sendo possivel concluir sobre a
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presenca de cromossomos B ou se a banda constitui uma banda inespecifica, sendo necessaria
a realizacdo de outro tipo de analise para confirmar a presenca de cromossomos B na espécie.
A frequéncia de P. aff helleri foi baixa comparada a frequéncia de P. helleri, P rustica
e P. cupira, apresentando cromossomos B em apenas uma das localidades amostradas (Lontra
— MG). Esta baixa frequéncia pode ser sugerida também para P. criptica e P. seridoensis, em
que o marcador SCAR foi encontrado em apenas uma colonia analisada em outros trabalhos
(Tosta et al., 2014; Correia et al., 2014) e em nenhuma das coldnias analisadas aqui, mesmo

com a analise de um grande numero de col6nias.

A ocorréncia de cromossomos B se deu em amostras provenientes de toda a area de
ocorréncia de P. cupira e P. rustica. Comparando com o estudo realizado por Correia et al.
(2014), a frequéncia de colénias com cromossomos supranumerarios de P. rustica foi similar
(frequéncia=0,21; N=14), porém foi diferente para P. cupira (frequéncia=0,08 ; N=25). No
entanto, aqueles autores analisaram um menor nimero de populacdes e, assim, 0 maior
namero de col6nias e sitios amostrais analisados aqui traca um cenario mais robusto sobre a
frequéncia de coldnias com cromossomos B nas espécies. As frequéncias de cromossomos
supranumerarios encontradas para estas duas espécies foram altas comparadas a P. helleri,
que até entdo pareceu apresentar maior frequéncia e diversidade do que as outras espécies do

género.

Em P. helleri os cromossomos supranumerarios também ocorreram em toda a area
amostrada, que corresponde a toda a distribuicdo da espécie. Correia et al. (2014) analisaram
40 colbnias provenientes de cinco estados brasileiros e a frequéncia de cromossomos B
encontrada foi de 50%, valor muito proximo ao encontrado no presente estudo (47%).
Vignatti (2012) analisou 20 colbnias provenientes do Espirito Santo e encontrou uma

frequéncia de colonias com cromossomos B de 77% utilizando analise citogenética e 80%
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para 0 marcador SCAR, sendo estas frequéncias diferentes da frequéncia total encontrada
aqui; porém, quando analisamos apenas as amostras provenientes do Espirito Santo, a
frequéncia encontrada foi 89% (N = 59) (Figura 6). Para as populacfes de Minas Gerais,
Costa et al. (1992) encontraram cromossomos B em 50% das colbnias analisadas, enquanto
neste estudo estes cromossomos ocorreram em 45% das col6nias (Figura 6). Apesar dos
trabalhos supracitados terem utilizado um menor ndmero de colbnias, as frequéncias

apresentadas foram congruentes as encontradas aqui.

BA=0.91

W

ES=10,506
MG=045

Bahia: BA
Espinto Santo: ES
Minas Gerais: MG
Fio de Janeira: BJ
S0 Paulo: SP PR=0.25
Parana: PR
Santa Catanna:- 3C SC=0.29

SP=1033

Figura 6. Mapa mostrando a frequéncia de colénias com cromossomos supranumerarios em cada

estado onde ocorre a espécie P. helleri.

Embora a frequéncia de coldnias com cromossomos supranumerarios em P. helleri e
P. cupira tenha sido muito similar (0,46 e 0,47 respectivamente), a frequéncia de individuos
com cromossomos supranumerarios em P. helleri foi mais alta (0,35 em P. helleri e 0,28 em

P. cupira). Isso pode ser explicado pela presenca de um maior numero de cromossomos B por
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individuo em P. helleri, fato j& relatado principalmente para popula¢es da Bahia e Espirito
Santo (Vignatti 2012, Martins et al., 2014). Devido a isto, apesar do numero de colonias com
cromossomos B ser similar, as colénias que apresentam cromossomos supranumerarios em P.
helleri apresentam uma maior propor¢do de individuos com cromossomos B do que as outras
espécies, ja que a formacdo das colénias pode envolver cruzamentos entre individuos que
apresentam mais de um cromossomo B, sendo transmitidos para uma maior proporgéo de

individuos na prole.

J& que a presencga de um maior nimero de cromossomos B por individuo foi observado
principalmente em populacfes do Espirito Santo e Bahia, calculamos também as frequéncias
de P. helleri separando as populacdes da espécie em norte (N), que inclui as populacdes da
Bahia e Espirito Santo e sul (S), composto pelas populacfes dos demais estados. A frequéncia
de coldnias e individuos com cromossomos B em populagdes do norte foi muito maior do que

em populacdes do sul, e mais alta que todas as outras espécies (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de coldnias (col) e de individuos (ind) com o marcador SCAR nas espécies que
apresentaram este marcador. Para a espécie P. helleri a andlise foi feita utilizando a populacéo total (t),
a populacdo proveniente do norte (n) e do sul (s).

Espécie Coldnias Frequéncia (col) Individuos Frequéncia (ind)
comB semB comB semB
P. aff.helleri 2 29 0,06 6 149 0,04
P. helleri (t) 113 128 0,47 424 781 0,35
P. helleri (n) 60 9 0,87 240 105 0,7
P. helleri (s) 53 119 0,31 184 676 0,21
P. cupira 58 67 0,46 176 449 0,28
P. rustica 41 105 0,28 133 597 0,18
P. gregaria 4 11 - 4 11 -
P. chapadicola 1 85 - 1 85 -
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Uma andlise de correlagdo entre a latitude e a frequéncia de cromossomos
supranumerarios em P. helleri revelou uma correlagdo positiva significativa entre estes dois
fatores (r = 0,82; P = 0,002), sendo possivel observar um gradiente em que a frequéncia de
cromossomos B é maior ao norte da distribuicdo e diminui em diregdo ao sul (Figura 6; Figura
7). Em nenhuma das outras espécies foi encontrada uma associagdo entre a frequéncia de

cromossomos supranumerarios e fatores geogréaficos.

requéncia

Latitude

Figura 7. Relacdo entre latitude e frequéncia de colénias com cromossomo B em P. helleri.

IndicacOes de variacdo geografica nos cromossomos B nessa espécie ja haviam sido
obtidas por técnicas citogenéticas. Em populacGes de Minas Gerais, mesmo com um maior
numero de estudos citogenéticos, somente os tipos B1 e B2 foram encontrados (Costa et al.,
1992; Tosta et al., 2004; Brito et al., 2005). Um cenario diferente foi caracterizado em
populacdes da Bahia, ao norte da distribuicdo da espécie, ja que nestas populacgdes, além dos
dois tipos supracitados, foram encontrados mais dez tipos de cromossomos B, inclusive

cromossomos grandes de tamanho similar aos cromossomos do complemento padréo (Martins
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et al., 2009; 2014). No Espirito Santo, regido geogréafica intermediaria as duas anteriores, um
padrdo similar ao de Minas Gerais foi encontrado em populagdes do sul, com apenas 0s
mesmos dois tipos de cromossomos B; mas, ao norte deste estado, sete tipos de cromossomos
B foram encontrados, incluindo cromossomos B grandes, sendo dois deles endémicos dessa

regido (Vignatti, 2012).

Assim como a diversidade de cromossomos B, a quantidade desses cromossomos por
individuo também foi maior em populacBes da Bahia, podendo ser encontrados até sete desses
cromossomos em um mesmo individuo (Martins et al., 2014). Todas as outras populacdes
analisadas até o momento apresentaram um ndmero maximo de quatro cromossomos B por
individuo. Todos esses dados apontam para uma maior diversidade e frequéncia de
cromossomos B em populagdes do norte da distribuicdo da espécie, com reducdo em direcéo

ao sul.

Fatores seletivos podem gerar diferencas na frequéncia de cromossomos B entre
populagBes como a encontrada em P. helleri. E esperado que cromossomos B sejam mais
frequentes em locais onde as condi¢cBes ambientais sdo mais favoraveis a espécie, porque 0s
Bs sdo mais tolerados nessas regiGes. Portanto, se o norte da distribuicdo representa o
ambiente 6timo para as populacdes de P. helleri, é esperado que sejam mais frequentes nessa

regido devido a uma maior tolerancia a presenca desses cromossomos.

Casos em gue 0s cromossomos B sdo mais frequentes no ambiente 6timo das espécies
ja foram reportados. Um exemplo é o caso do peixe Astyanax scabripinnis em que
cromossomos B sdo mais frequentes em altitudes elevadas, que constitui 0 ambiente mais
apropriado para o desenvolvimento da especie, com reducdo da frequéncia em altitudes
intermedidrias e auséncia em baixas altitudes (Néo et al., 2000). Um resultado similar foi

obtido na planta Crepis capillaris. A analise da distribuicdo de cromossomos supranumerarios
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em populagdes britnicas desta espécie demonstrou que a maior frequéncia ocorre em
altitudes médias, havendo uma reducdo tanto em altitudes mais baixas quanto nas mais
elevadas, indicando que os cromossomos B dessa espécie apresentam frequéncias mais baixas
em populagbes crescendo em condigdes sub-6timas (Parker et al., 1991). Além disso, um
estudo temporal em uma populacdo dessa espécie demonstrou que a frequéncia permaneceu
constante ap0s véarias geracGes, mesmo com um mecanismo de acumulagdo acentuado,
sugerindo que a selecdo opera contra individuos com cromossomos B, mantendo a frequéncia

estavel (Parker et al., 1991).

Cromossomos B que conferem algum valor adaptativo positivo para a espécie
hospedeira também podem ter a distribuicdo afetada por fatores seletivos, como é o caso do
roedor Apodemus flavicolis. Nesta espécie, existem indicacbes de que a frequéncia de
Cromossomos supranumerarios nessa espécie é maior em elevadas altitudes, onde as
condicBes de frio sdo mais extremas (Zima & Machdlan 1995). Uma correlacdo entre a
presenca de cromossomos B e aumento na massa corporal foi encontrada, e devido a isso, foi
sugerido que individuos portadores de cromossomos B sdo mais bem adaptados ao frio que 0s
ndo portadores (Zima et al., 2003). Da mesma forma, se os cromossomos B de Partamona
apresentam alguma vantagem seletiva para as popula¢des do norte da distribuicdo é esperado

que sejam mais frequentes nesta regiéo.

Uma vez que existem diferencas entre populacdes nos tipos de cromossomos B
apresentados, a diferenca na frequéncia pode ser influenciada tambem, por diferencas nos
efeitos de cada tipo cromossdmico. A regido norte da distribuicdo de P. helleri apresenta uma
grande quantidade de Bs aparentemente endémicos dessa regido, incluindo cromossomos B
grandes (tamanho similar aos cromossomos do complemento regular). Se essas variantes

apresentam um menor efeito negativo no fitness quando estdo presentes em maiores
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guantidades, permitindo um acumulo de cromossomos B em individuos, a frequéncia de

cromossomos supranumerarios tende a aumentar nas populagdes que as apresentam.

Até o momento, nenhuma indicacdo de efeito fenotipico dos cromossomos B foi
obtida em Partamona. Tosta (2005) avaliou o efeito dos cromossomos B em P. helleri através
de medida de assimetria flutuante de asas anteriores e constatou que individuos que possuem
cromossomos B ndo sdo mais assimétricos do que individuos que ndo apresentam esses
cromossomos. Porém, este trabalho levou em consideracdo apenas a presenca de
cromossomos B, utilizando o marcador SCAR, ndo levando em conta a quantidade de
cromossomos supranumerarios presente nos individuos, nem os efeitos de diferentes tipos
cromossémicos presentes na espécie. Uma andlise consistente dos efeitos dos cromossomos B
na espécie P. helleri levando em conta os fatores citados poderia auxiliar a entender a

distribuicdo dos cromossomos B na espécie.

Além de fatores seletivos, as diferencas na frequéncia de cromossomos B podem ter
outras causas, tais como, por exemplo, o nimero de geracGes desde a origem dos
cromossomos B em determinada populagdo. Quanto mais tempo estdo presentes em uma
populacdo, mais tempo teriam para aumentar de frequéncia. Por esta razdo, € provavel que na
area em que a origem tenha ocorrido, estes cromossomos estejam em maior frequéncia e
diversidade, se ainda ndo transcorreu tempo suficiente para se espalhar por toda a area de

distribuicdo da espécie.

Um exemplo de diferencas interpopulacionais na frequéncia dos Bs moldadas por
fatores ndo seletivos ocorre no gafanhoto Eyprepocnemis plorans. A presenca de
cromossomos B nesta espécie encerra abruptamente em uma regido onde existe uma barreira
geografica para a especie. A partir desta barreira, s6 ocorrem gafanhotos em que o0s

cromossomos B estdo ausentes, 0 que sugere que 0S CromosSsOmMOS supranumerarios dessa
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espécie surgiram depois da colonizacdo das duas regides, e por isso, atualmente sO estdo

presentes na regido onde se originaram (Cabrero et al., 1997).

No caso de P. helleri, se a espécie tem origem na regido norte da distribuicéo, ou os
cromossomos B surgiram nessa regido, é esperado encontrar frequéncias maiores na regiao
norte, reduzindo gradualmente em direcdo a regido sul, como foi encontrado. Um estudo

filogeogréfico dessa espécie se faz necessario para auxiliar a responder a esta questao.

Em resumo, quatro hipdteses principais podem ser levantadas para explicar a
diminuigdo gradual na frequéncia observada em P. helleri: i) 0os cromossomos estdo mais
frequentes no norte da distribuicdo porque esta area representa um ambiente mais favoravel
para a espécie, onde carregar estes elementos parasitas seria mais tolerado; ii) cromossomos B
apresentam uma vantagem seletiva para as populacdes do norte da distribuicdo; iii) os
diferentes tipos de cromossomos B presentes na espécie apresentam diferentes efeitos, sendo
que os cromossomos B grandes, presentes nas populacfes do norte, apresentam menor efeito
negativo cumulativo, podendo estar presentes em maior quantidade por individuo gerando um
aumento na frequéncia de cromossomos B na populacdo; ou iv) os cromossomos B de P.
helleri surgiram no norte da distribuicdo e, por esta razdo, estdo presentes hd mais tempo nas
populagdes dessa regido e, portanto, em maior frequéncia. Camacho et al. (2000) apontaram
que diferenciar os fatores que moldaram a frequéncia dos cromossomos B em populacgdes de
uma espécie é uma tarefa extremamente dificil e, na maioria dos casos, esses fatores estéo
associados. A diferenca gradual na frequéncia de cromossomos B em P. helleri pode estar
relacionada a qualquer um dos fatores citados, ou mesmo ao conjunto desses fatores e, por
isso, identificar a razdo ou razdes para as diferencas populacionais encontradas nos

cromossomos B nessa espécie é uma tarefa complexa.
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Transmissdo

Nas colbnias que apresentaram individuos com e sem cromossomos B, a porcentagem de
individuos em que estes cromossomos estavam presentes foi 55% para P. helleri, 52% para P.
rustica e 43% para P. cupira. O teste de 2 revelou que a transmissdo em P. helleri e P.
rustica esta de acordo com o esperado para uma taxa de transmissdo cromossoémica de 50%.
Em col6nias de P. cupira, a taxa de transmissdo encontrada foi abaixo do esperado para uma
transmissao usual. Todavia, o teste utilizando os tipos de familias encontrados na populacéo,
um teste estatistico mais robusto, revelou um padrdo de transmissdo usual para as trés

espécies (Tabela 3).

Na espécie P. helleri, em estudos realizados em popula¢fes do sudeste foram
encontrados até quatro cromossomos B por individuo. Porém, foi mais comum encontrar
individuos com zero ou um cromossomo B. NUmeros maiores de cromossomos
supranumerarios em um mesmo individuo foram progressivamente mais raros de serem
encontrados (Costa et al., 1992, Brito et al., 2005; Tosta et al., 2004). Em popula¢des da
Bahia, das poucas coldnias analisadas, todas apresentaram individuos com elevados nimeros
de cromossomos B, indicando que nessa regido € mais comum encontrar um maior nimero de
Bs por individuo (Martins et al., 2014). Mesmo incluindo estas populacGes uma taxa de
transmissdo usual foi encontrada para a espécie. Uma terceira andlise, separando as
populacdes do norte (nas quais € comum encontrar individuos com mais de um cromossomo
B por individuo) das populag¢bes do sul da distribuicao revelou, como esperado, menor valor

do y? para as populaces mais ao sul (Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados dos testes de y2 considerando como hip6tese nula que 0s cromossomos B de P.
rustica, P cupira e para a populacdo total (t), norte (n) e sul(s) de P. helleri apresentam uma
transmissdo usual. A tabela apresenta os resultados para nimero de individuos analisados para cada
espécie (N ind); valores de y2 (e valor P), considerando a hipétese de que cromossomos B tem 50% de
chance de serem transmitidos, e portanto, metade dos individuos da populacdo apresentariam estes
cromossomos. Para o segundo teste, usando o tipo de familias encontradas: nimero de coldnias (N
col.); Valores de %2 (e valor P) considerando a hipotese de que a frequéncia de cromossomos B em
grupos familiares segue um padrdo de distribuicdo binomial.

Espécie N (ind) 2 P N (col) G P

P. rustica 150 0,24 0,62 30 4 0,26
P. cupira 200 392 0,04 40 6,5 0,09
P. helleri (t) 285 1,86 0,17 57 6,42 0,09
P. helleri (s) 140 0 1 28 2,75 0,43
P. helleri (n) 145 3,65 0,06 29 7 0,07

Dados obtidos a partir de técnicas citogenéticas estdo de acordo com esses achados.
Utilizando os dados obtidos por Costa (1991) e Vignatti (2012) em 33 col6nias de Partamona
helleri, testamos a hip6tese de transmissao usual a partir de dados citogenéticos (Tabela 4).
Para isso, inicialmente, foram inferidos os genotipos parentais de cada uma das 33 colénias
analisadas. As coldnias em que nenhum individuo da prole apresenta cromossomos B (2n =34
e n=17) séo, presumidamente, derivadas de um cruzamento entre uma rainha e um zangéo que
ndo carregam esses cromossomos. Das 33 colonias, 12 foram derivadas deste tipo de
cruzamento (Tabela 4 — A).

Seis das col6nias analisadas apresentaram individuos com zero ou um cromossomo B

(operarias: 2n = 34 e 2n = 35; machos: n = 17 e n = 18), 0 que indica um cruzamento entre um

zangdo sem cromossomos B (0B), ja que se o zangdo fosse portador de cromossomos

supranumerarios transmitiria para toda a prole, e rainha com um cromossomo B (1B). Se a
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transmissdo dos Bs da rainha para a prole for usual, é esperado que metade da prole apresente
um cromossomo supranumerario, enquanto a outra metade ndo apresente. Um teste de 2 foi
realizado para cada colonia e o resultado destes testes revelou que todas elas apresentaram a

proporcéo esperada para uma taxa de transmisséo usual de rainhas para a prole (Tabela 4 — B).

Seis colbnias apresentaram individuos com zero, um ou trés Cromossomos
supranumerarios (operdrias: 2n=34, 2n = 35 e 2n 36). O cruzamento em que se espera que
esse tipo de prole seja produzida seria entre um zangdo sem cromossomo B (0B) e uma rainha
com dois destes cromossomos (2B). Nesse caso, se a transmissdao dos cromossomos
supranumerarios € usual, é esperado que a prole produzida seja composta por 25% dos
individuos com nenhum B, 50% com um B e 0s 25% restantes com dois Bs. Os testes de 2
realizados para cada uma das coldnias revelou um resultado congruente com esta hipotese

(Tabela 4 — C).

Trés colbnias apresentaram operarias com zero, um, dois ou trés cromossomos extras
(operérias: 2n = 34, 2n = 35, 2n = 36 e 2n =37), sendo assim uma prole gerada por um
cruzamento entre um zangdo OB e uma rainha 3B, que produz, portanto, quatro tipos de
gametas. Devido a existéncia de quatro classes, o nimero de individuos analisados para essas
coldnias é pequeno para que o teste de 2 tenha alguma consisténcia e, portanto, o teste ndo foi

realizado neste caso (Tabela 4 — D).

Em seis das colbnias analisadas, todos os individuos apresentaram cromossomos
supranumerarios, indicando um cruzamento envolvendo um zangdo com, pelo menos, um
cromossomo B, que € transmitido para toda a prole. Em trés destas colonias, todas as
operarias analisadas apresentaram um cromossomo B (2n = 35), indicando um cruzamento
entre uma rainha que nédo apresenta esses cromossomos (0B) e um zangdo com um B (1B).

Destas colbnias, a colbnia Pl teve a analise de machos, além das operarias, e todos 0s machos
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analisados ndo apresentaram cromossomos supranumerarios (n=17), corroborando o tipo de
cruzamento presumido (Tabela 4 — E). Nas trés coldnias restantes, em que todos os individuos
eram portadores de Bs, houve varia¢do na quantidade destes cromossomos, variando entre 1 e
3 em duas colonias (operérias: 2n = 35, 2n = 36 e 2n = 37), indicando um cruzamento entre
rainha com dois Bs (2B) e zangdo com um B (1B) (Tabela 4 — F), e entre 2 e 4 em uma
col6nia (2n = 36, 2n = 37 e 2n = 38) indicando um cruzamento entre rainha com dois Bs (2B)
e zangdo com dois Bs (2B) (Tabela 4 — G). Nessas colonias, o teste de y? foi realizado
considerando apenas a propor¢do de cromossomos B que foi transmitida pela rainha. Se a
transmissao for usual, € esperado que uma rainha com dois cromossomos produza gametas
com 0, 1 e 2 Bs na proporgdo 1:2:1. Os resultados dos testes de y? realizados foram coerentes

com essa hipotese .

Portanto, em todas as col6nias de P. helleri analisadas citogeneticamente, envolvendo
diferentes tipos de cruzamento, a transmissao de cromossomos B de rainha para a prole foi de
acordo com o esperado para uma transmissao usual. A analise de transmissdo utilizando o
marcador SCAR, apesar de indicar um resultado consistente, apresenta uma limitacdo ja que
este marcador revela apenas se 0s cromossomos B estdo presentes ou ausentes, mas ndo o
namero de cromossomos B que um individuo carrega. A associacdo de dados citogenéticos
com um resultado concordante com o obtido com o marcador SCAR sugere fortemente que a
transmissdo dos cromossomos B pelas rainhas do género Partamona segue um padréo de
segregacgdo cromossomica usual, em que rainhas com um cromossomo B tém 50% de chance
de transmiti-lo para a prole, ndo havendo dessa forma um desvio na taxa de transmissédo dos

cromossomos B pelas rainhas.

Tabela 4. Analise de transmissdo dos cromossomos B a partir de dados citogenéticos extraidos de
outros trabalhos. Na tabela, é mostrado o niimero de individuos com 0, 1, 2, 3 ou 4 cromossomos B

por colbnia analisada, o0 nimero total de individuos analisados (N) e, nos casos em que foi possivel, 0
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valor de y2 (e valor de P) para o teste de hipotese de transmissdo usual. As colbnias foram divididas

pelo provavel cruzamento parental que resultou na col6nia em questéo.

A- Cruzamento: 0B & 0B

Colbnia NuUmero de cromossomos B Referéncia
0 1 2 3
PD 14 Costa 1991
PE 7 Costa 1991
PEJ 1 Costa 1991
PF 9 Costa 1991
PF & 4 Costa 1991
PG 13 Costa 1991
PH 7 Costa 1991
PH & 13 Costa 1991
PJ 6 Costa 1991
PK 10 Costa 1991
PP 7 Costa 1991
AC-04 10 Vignatti 2012
VN-03 10 Vignatti 2012
VN-04 7 Vignatti 2012
VN-05 10 Vignatti 2012
B- Cruzamento: 1B 2 0B
Colbnia Numero de cromossomos B a P Referéncia
0 1 2 3
PB 7 7 0 1 Costa 1991
PC 8 13 1,19 0,27 Costa 1991
PL 11 7 0,89 0,35 Costa 1991
PL & 12 8 0,8 0,37 Costa 1991
GL-08 6 4 0,4 0,53 Vignatti 2012
AC-03 5 2 1,29 0,25 Vignatti 2012
VN-01 4 6 0,4 0,53 Vignatti 2012
C- Cruzamento: 2B & 0B
Colbnia Numero de cromossomos B a P Referéncia
0 1 2 3
GL-04 3 4 3 0,4 0,82 Vignatti 2012
GL-09 3 6 1 1,2 0,55 Vignatti 2012
JAG-02 3 5 2 0,2 0,9 Vignatti 2012
JAG-04 2 6 2 0,4 0,82 Vignatti 2012
JAG-05 3 4 3 0,4 0,82 Vignatti 2012
AC-02 2 7 1 1,8 0,4 Vignatti 2012
D- Cruzamento:? 3B & 0B
Coldnia Namero de cromossomos B a P Referéncia

0 1 2 3
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GL-01 1 6 2 1 * * Vignatti 2012

GL-07 1 3 5 1 * * Vignatti 2012

JAG-03 2 3 2 1 * * Vignatti 2012

E- Cruzamento: 0B J 1B

Colbnia Numero de cromossomos B Referéncia
0 1 2 3

Pl 30 Costa 1991

Pl & 9 Costa 1991

PN 20 Costa 1991

AC-07 7 Vignatti 2012

F- Cruzamento: 92B & 1B

Colbnia Numero de cromossomos B a P Referéncia
0 1 2 3

PA 10 19 16 2,69 0,26 Costa 1991

PO 5 12 3 1,2 0,55 Costa 1991

G- Cruzamento: 92B & 2B

Colodnia Numero de cromossomos B a P Referéncia
0 1 2 3

GL-05 2 4 1,2 0,55 Vignatti 2012

O padrdo de transmissdo € uma caracteristica extremamente importante para a
manutencdo dos cromossomos B nas populacBes, uma vez que, apds sua origem, 0S
cromossomos B sd se estabelecem na populacdo se apresentarem um mecanismo de
acumulacdo, a ndo ser que seu aumento de frequéncia seja explicado por efeitos benéficos nos
individuos que os carregam, j& que a incapacidade de sinapse e comportamento mei6tico
irregular impediriam sua capacidade de tornar-se fixado por deriva genética (Camacho et al.,
2000). Em muitos casos, foram observados cromossomos B com taxa de transmisséo acima
do esperado para uma transmissao usual (Jones 1991). Um exemplo ocorre na espécie Rattus
rattus, na qual um padrdo de transmissdo mendeliano foi encontrado para machos, enquanto

para fémeas foi encontrado um mecanismo de acumulagéo (Stitou et al., 2004).

Casos de cromossomos B que apresentam uma transmissdo usual também ja foram

reportados, como é o caso de Prochilodus lineatus. Nesta espécie, para dois tipos de
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cromossomos B, foi observada uma heranca usual, enquanto que para um terceiro tipo
cromossdmico a taxa de transmissdo encontrada foi menor do que 50%. Os autores sugeriram

que este Ultimo poderia encontrar-se em processo de extin¢do (Penitente et al., 2013).

O que explica a auséncia de acumulacdo (drive) dos cromossomos B em algumas
espécies? Cromossomos B podem se perpetuar na populagdo ndo s6 através da acumulagéo,
mas também se apresentam algum efeito benéfico. Cromossomos B que ndo apresentam
desvio na transmissdo nem efeito benéfico no fitness sdo presumivelmente derivados de um
cromossomo B parasita que perdeu o mecanismo de acumulagio (Camacho et al., 2000). A
medida que os cromossomos B séo difundidos nas populacfes através da acumulagéo (drive)
podem ser neutralizados pelo genoma do hospedeiro. Uma evidéncia de neutralizacdo foi
demonstrada no gafanhoto Eyprepocnemis plorans. Os cromossomos B dessa espécie ndo
apresentam acumulacdo; porém, quando fémeas com cromossomos B sdo cruzadas com
machos de uma populacdo que ndo apresentam esses cromossomos foi verificada uma
transmissdo acima do usual na prole produzida. Este resultado sugeriu que a auséncia de
acumulacdo dos Bs nas populagdes que 0s apresentam é devida a uma supressao pelo genoma
do hospedeiro, ndo havendo a existéncia de elementos supressores nas populagdes que nao
apresentam cromossomos B (Herrera et al., 1996). Estes resultados sugerem que o0s
cromossomos B sdo inicialmente sujeitos a acumulacdo (drive) em populagbes em que nao
existiam anteriormente e que 0s genes que suprimem esta acumulacéo sdo entdo selecionados.
Uma vez que estes cromossomos se tornem neutros, tendem a desaparecer lentamente, a ndo

ser que novas variantes parasitas substituam o B neutralizado (Camacho et al., 1997b).

Em Partamona, outra hipdtese pode ser levantada devido a caracteristicas da biologia
do género. As abelhas do género Partamona sdo organismos haplodipléides, em que zangdes

sdo haploides e rainhas e operarias séo dipldides. Presumidamente, um macho hapldide forma
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um unico tipo de gameta, geneticamente igual ao proprio individuo e, assim, machos que
apresentam esses cromossomos, o transmitiriam para 100% da prole feminina (coeficiente de
transmissdao = 1). Mesmo que instabilidades mitéticas durante a transmissdo pudessem
acontecer, reduzindo a taxa de transmissdo, ainda assim, seria esperado que a transmissao
pelos machos de espécies haplodiploides fosse maior do que o esperado para espécies que ndo

apresentam haplodiploidia.

Essas caracteristicas fazem com que Partamona seja um caso excepcional quando se
trata da transmissdo de cromossomos supranumerarios. Uma vez que cromossomos B se
originem, o estabelecimento desses cromossomos na populacdo pode ser facilitado. Dessa
forma, a taxa de transmissdo encontrada (de rainhas para a prole) esta de acordo com o
esperado para a transmissao em Partamona, ja que o prdprio sistema de acasalamento faz com

que haja acumulagéo (drive) de cromossomos B na populacao.

No momento do surgimento, a alta taxa de transmissdo encontrada na espécie pode
fazer com que a presenca de cromossomos B rapidamente se estabeleca na populagéo,
aumentando a frequéncia de individuos portadores destes cromossomos. A medida que
aumenta a quantidade de individuos portadores, a taxa de aumento de frequéncia passa a ser
menor, enquanto a frequéncia de individuos com mais de um cromossomo B na populacdo
aumenta. Se o nimero de cromossomos B por individuos puder ser ilimitado, a tendéncia é
que a frequéncia de cromossomos B e 0 numero de cromossomos B por individuo aumente
cada vez mais, como é o caso observado em populacdes de P. helleri da Bahia e Espirito

(frequéncia = 0,9 e 0,89, respectivamente) (Figura 6).

Apesar disso, sabe-se que um numero alto de cromossomos B por individuos pode
levar a efeitos deleterios no fitness (Jones et al., 2003; Camacho et al., 2000), limitando o

aumento ndo s6 da quantidade de cromossomos extras por individuo, mas também a
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frequéncia de individuos portando esses cromossomos na populagdo, que atinge entdo um
equilibrio dindmico devido a esses dois fatores antagbnicos. Entender como ocorre a
transmissdo de cromossomos B em uma espécie € o0 passo inicial para entender a dindmica
desses cromossomos, porém determinar 0s possiveis efeitos que esses cromossomos
apresentam sobre o fitness dos individuos e também o tempo em que estdo presentes na

populacdo é fundamental para o esclarecimento desta questéo.

Origem

Para responder questBes sobre a origem dos cromossomos supranumerarios em
Partamona utilizamos, além dos dados de ocorréncia, dados de sequéncias da regido SCAR.
Foram obtidas 50 sequéncias de amostras provenientes de 32 localidades de seis das espécies
que apresentaram o marcador SCAR (P. rustica, P. helleri, P. aff helleri, P. cupira, P.
gregaria e P. chapadicola). Todas as sequéncias resultaram de eletroferogramas de excelente
qualidade (Figura 8). As sequéncias obtidas com o par de primers OPK A e Crbl R
apresentaram 789 pares de bases (pb), enquanto as obtidas com os primers Crbl F e OPK B
apresentaram 794 pb. Quando concatenadas, as duas apresentaram 101pb de sobreposicéo,
resultando na obtencdo do fragmento SCAR completo, que apresentou 1482pb. O contetdo

G+C da sequéncia SCAR foi 0,346.
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Figura 8. Eletroferogramas das sequéncias SCAR parciais obtidas com o par de primers
OPK14A + CrblR (A) e o par de primers Crb1F + OPK14B (B), respectivamente.

A comparacdo entre as sequéncias das diferentes espécies revelou a existéncia de dois
haplétipos devidos a um sitio polimérfico na posicdo 652, representado por uma transversao
entre G e T (Figura 9). Um dos hapl6tipos foi encontrado em todas as amostras de P. cupira,
P. rustica e P. gregaria sequenciadas; o segundo haplotipo foi caracterizado em todas as
amostras de P. helleri, P. aff. helleri e P. chapadicola, ndo se observando variagédo
intraespecifica para o marcador SCAR nessas espécies. Para a espécie P. nhambiquara o

resultado do sequenciamento foi inconsistente.
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Haplétipo 1

CCCGCTACACATATAATTAACGTTAACGGTTTCTAATAGATCTCTTTCCACCAAAAGTAATTATGAAGAGTAACAGAATTGTAGAAGAAAAAATAATT
TEGAGTACTGAATAATTTGAGCTGCCAGTGTGAAAGATAGGATTGAATCCAATCATATATGAAATCACAGTGAAGGAGAGAGAAAAGAGACCGAT
CCTATATGATATAGATGATATAGATGATATAGATAATCAAAATTAACAATTAAAACATTAACGAATCGATTGAATCAGCTAGCAGAAGCTGAATAAT
TAAATGAAAGGGCAAGATACGAGCAGACAGAACAACAACGATGACTACAGTCGAGCAAGTCAAATACAGTTGAATATTTTATCTGAGTCACTCATT
GTCATTCAATCTTCCTAACTGCTGTTTATTACCACTCACATATACATTICATTAATGTATGAAAATTTGTAAAGATATCCAGACCGTCCTGGAAAAGTAT
GATCATGGAAGGTACATAAGTACTGGCCATACCACAAATCTGACAAGTAGGTGCTCGTATACATATCCGTCGGTTATGTACATGTGTATTTAATTTAA
TITTTITCGTTCAGAAAATATACCAATCCTGTCAGTCAATCTTTITAACCATTGATTATTITCTTICTCTGTTACAGCAACTCTCCTATATTTAAATTCAGTT
AR AN CTGCGLTTACAGATATICTCAATGTAATATCGGTTTATATTIGCGACCGTTAAAGACAACAAGTACCGCCTGCATAGATEGLCTGTATAGGTGTTT
CGAGAAGTTGGAATGTCGTTGATG TACAATATGAAGAGAAGCGGAGCAAGTATGGATCCTTCTAGTACCTCTGTTATAAGGTT TCTTTATGATTGAT
GTGTGACTATT TAGAATATCTCGTGCAGACCTAGAATTTCCTGTTT TAACTGATGATTTTATIGATGTATGTAGGCGGTATATITATTTACCGCAATTT
AGTTAGAAAGACATTGTGCCAGACGTAGGTTTTTIT TATAGGTTCAGGAAGATGAGATETGTTAGTCAGATCTGTTATT TTTTATTACAGTGCGTTCT
GTGAAACTTTATAATTGCTGAGTGCATGAGTTTAGATCTGAATTGTGGC GAGACTATTATTICTGGAGTTACTTAGTIGGATGAGAAAGTGAACGTGG
ATGATTTTAACTACTTTTCCTAGGATGTCTAGTAGGCTAATTGATT TGTAATTGGAAACAGATATTGGTATTGGACTTATGG GTATTCTTIGGCTITGGT
ATTGAACTTATTTTITGCTTCTTTCCAAGCTGCGGGAAAGTATGAAAGTTTCAGATGGGTTITTGAATATGTATAAAATTTGCACAATGGETTCGGATGG
AAGCATTTTAATCTGTGGCTG TGATT T TGTCCACGTGCTTAATGAAGAGATTCTTGATTATGTCTCTTATCATITATG GAGTGCAGTTTGGGATATITT
AGGETGTAGCGGEGE

Hapldtipo 2

CCCGCTACACATATAATTAACGTTAACGGTTTCTAATAGATCTCTTTCCACCAAAAGTAATTATGAAGAGTAACAGAATTGTAGAAGAAAAAATAATT
TGEAGTACTGAATAATTITGAGCTGCCAGTGTGAAAGATAGGATTGAATCCAATCATATATGAAATCACAGTGAAGGAGAGAGAAAAGAGACCGAT
CCTATATGATATAGATGATATAGATGATATAGATAATCAAAATTAACAATTAAAACATTAACGAATCGATTGAATCAGCTAGCAGAAGCTGAATAAT
TAAATGAAAGGGCAAGATACGAGCAGACAGAACAACAACGATGACTACAGTCGAGCAAGTCAAATACAGTTGAATATTTTATCTGAGTCACTCATT
GTCATTCAATCTTCCTAACTGCTGTTTATTACCACTCACATATACATTCATTAATGTATGAAAATTTGTAAAGATATCCAGACCGTCCTGGAAAAGTAT
GATCATGGAAGGTACATAAGTACTGGCCATACCACAAATCTGACAAGTAGGTGCTCGTATACATATCCGTCGGTTATGTACATGTGTATITAATTTAA
TITTTITCGTTCAGAAAATATACCAATCCTGTCAGTCAATCTTTTTAACCATTGATTATITCTTICTCTT TTACAGCAACTCTCCTATATTITAAATTCAGTTA
AAACTGCGCTTACAGATATTCTCAATGTAATATCGGTTITATATTGCGACCGTTAAAGACAACAAGTACCGCCTGCATAGATGECTGTATAGGTGTTTC
GAGAAGTTGGAATETCGTTGATGTACAATATGAAGAGAAGCGGAGCAAGTATGGATCCTTCTAGTACCTCTGTTATAAGGTTTCTTTATGATTGATG
TETGACTATTTAGAATATCTCGTGCAGACCTAGAATTTCCTGT TTTAACTGATGATT TTATTGATG TATGTAGGCGGTATATTTATTTACCGCAATTTA
GTTAGAAAGACATTGTGCCAGACGTAGGTTTTTTTTATAGGTTCAGGAAGATGAGATGTETTAGTCAGATCTGTTATTTTTTATTACAGTGCGTICTG
TGAAACTTTATAATTGCTGAGTGCATGAGTTTAGATCTGAATTG TGGCGAGACTATTATICTGGAGTTACTTAGTIGGATGAGAAAGTGAACGTGGA
TGATTTTAACTACTTTTCCTAGGATGTCTAGTAGGCTAATTGATTITGTAATTGGAAACAGATATTGGTATTGGACTTATGGG TATTCTTGGCTT TGGTA
TTGAACTTATTITTTGCTTCTT TCCAAGCTGCGGEAAAGTATGAAAGTTTCAGATGEGTTTTGAATATGTATAAAATTTGCACAATGGGTTCGGATGGA
AGCATTTTAATCTGTGGCTGTGATT TIGTCCACGTGCTTAATGAAGAGATTCTTGATTATGTCTCTTATCATT TATGGAGTGCAGTTTGG GATATITTA
GGEETGTAGCGGEG

Figura 9. Haplétipos obtidos em nosso laboratério para regido SCAR. A regido marcada em azul
representa a regido de anelamento do par de primers OPK14A e CrB1R. A regido marcada em
vermelho representa a regido de anelamento do par de primers CrB1F e OPK14A. O sitio marcado em

amarelo representa o Unico polimorfismo entre as duas sequéncias, na posicdo 652. Ambos 0s

haplotipos apresentam 1482pb.

As sequéncias obtidas aqui diferem das reportadas na literatura para 0 mesmo

fragmento e espécies, e, em alguns casos, para as mesmas localidades (Figura 10). Enquanto
as obtidas em outros trabalhos e que se encontram depositadas em banco de dados

apresentaram 1.485 pares de bases, neste estudo foram encontradas sequéncias com 1.482
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pares de bases. Esta diferenca pode ser explicada pela auséncia em nossas sequéncias dos
sitios indefinidos apresentados como “n” nas sequéncias depositadas no GenBank. Além
disso, alguns sitios polimdérficos presentes nas sequéncias de outros trabalhos ndo ocorreram

em nossas sequéncias. Vale ressaltar ainda que o Unico polimorfismo observado em nossas

sequéncias também ocorre nas sequéncias depositadas no banco de dados (Figura 10).

Em nosso laboratdrio, das seis espécies que apresentaram cromossomos B,
sequenciamos amostras de todas as regides em que as espécies foram coletadas (Tabela 1).
Para nenhuma espécie houve variacdo na sequéncia, mesmo em amostras provenientes de
regides geograficamente distantes. Devido a grande quantidade de amostras sequenciadas, de
diferentes espécies e diferentes localidades que apresentaram as mesmas duas sequéncias,
diferentes por apenas um sitio polimoérfico, 0 nosso sequenciamento provavelmente reflete
mais adequadamente a sequéncia SCAR. Esses resultados sugerem a maior acuracia do uso
dos primers internos, obtidos neste trabalho, para o sequenciamento dessa regiao.

A presenca de uma sequéncia especifica para 0S Cromossomos supranumerarios
presentes em, pelo menos, oito espécies do género sugere uma origem Unica para 0S
cromossomos B do género Partamona. Apesar disso, é dificil afirmar como se deu a aquisicéo
desses cromossomos pelas espécies que os apresentam. Duas hipoteses poderiam explicar a
presenca de cromossomos B nas espécies do género: a origem dos Bs em Partamona ocorreu
recentemente e a transmissao da espécie em que se originou para as demais especies se deu
por eventos de hibridacdo interespecifica; ou a origem dos cromossomos B de Partamona

ocorreu em um ancestral comum as espécies que 0s apresentam.
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T T TTT | TrTT | TrTrT | TTIT | TTTT|TOIOT|TrOTT | TTTL|TEITT | TIOIL|TTIL | TTTT|[TIOT|TIOIL | TTTT| TOIOT|TTIOILI|TTTIT TNy

10 z0 30 40 50 &0 70 20 S0 100
1 CCCECTACACATATAATTAACGTT- AACGETTTCTAATAGATCTOTTTCCACCAALAGTAATTATGAAGASTAACAGAAT TGTAGAAGAAALAATALTTT

[Pt T Trrr | rrrTrar | TTrr | TrYT | TRTT | TTOIY[TTTT|TTTT|TTOT | TrOT|TTORYI|TEIOTT|TrYT|TrOT| TrrT|TTrT ravTr rree)|
100 110 1z0 130 140 150 1a0 i7ao 180 150 200
1 PEGAGTACTGAATAATTTGAGCTGCCAGTETGAAAGATAGGATTGAATCCAATCATATATGAAATCACAGT CAAGGAGAGAGAAALGAGACCGATCCTATA

[P T T T rrr Ty TTrr | TrYT | TAOTT | TROIT[TTTT|TTTR|TTET | TTET|TTORT|TEOTOT|rrTYT|TrOIOT| TrrT rTTYT|rrTr rroe|
=00 z10 zZz0 230 =40 Z30 zZal =270 zZ80 =230 300
1 ATGATATAGATGATATAGATGATATAGATAATCAAALTTAACAATTALAACATTAACGAATCGATTGAATCAGCTAGCAGAAGCTGAATAATTAAATGALS

[P T T T rrr Ty TTrr | TrYT | TAOTT | TROIT[TTTT|TTTR|TTET | TTET|TTORT|TEOTOT|rrTYT|TrOIOT| TrrT rTTYT|rrTr rroe|
200 210 320 330 340 350 360 370 280 2590 400
1 AGGECAAGATACGAGCAGACAGAACAACALCGATGACTACAGTCGAGCALAGTCAAATACAGTTGAATATTTTATCTGAGT CACTCATTGTCATTCAATCTT

[T T T Trrr [ rTorr | rraT|Trrr | TTYrT [ TTTOY|TTOTYT|TYOTT [ TTOYY[TTOTYT[TEROT | TTOYCT | TrTTOY|TrTOT|TTOUT | TTYY|TrTOrYT|TUrY | TvUvv|
400 410 4z0 430 440 450 460 470 430 430 500
1 TCCTAAC TG TG TTTAT TAC CACTCACATATACATTCATTAATGTATGALLATTTGTAAAGATATCCAGACCETCCTGEAALA - GTATGATCATGEALGET

| " v Trrr | vrvy | vrrr | verr | vrvr | verrr|veere|vrer | vrry | very|veer | vrvy|[verry|verr|veer | vevv|veery|veer | vvvew|
500 510 520 530 540 550 5a0 570 580 590 600
1 TACATAAGTACTGGCCATACCACAAATCTGACALGTAGETGCTCGETATACATATCCGTCGETTATGTACATGTGTATTTAATTTAATTTTTTTCETTCAGS

[T T T Trrr | Trrr | TrTrTT|TrUTT | TTTT | TTTT|[TTTT|TTTT|TTTT|TTTE|TYTT [ TTTT[TTIT[TTIT[TTIL | TTTT T[T vvO|
&00 510 620 630 &40 550 &60 570 &80 620 Tao
1 s A TATACCAATCCTGTCAGTCAATCTTTTTAACCATTGAT TATTTCTTCTCTTT TACAGCAACTCTCCTATATTTAAATTCAGT TAALACTGCECTTAC

[Pt T Trrr | rrrTrar | TTrr | TrYT | TRTT | TTOIY[TTTT|TTTT|TTOT | TrOT|TTORYI|TEIOTT|TrYT|TrOT| TrrT|TTrT ravTr rree)|
700 710 7Z0 730 740 750 7al 770 780 720 =1u]n]
1 CAGATATTCTCAATGTAATATCGETTTATATTGCGACCETTAAAGACAACAAGTACCGCCTECATAGATGGCTETATAGGTETTTCGAGAAGTTGGALTGT

[Pt T Trrr | Trr Ty Trrr|Trrc|TrTT | TTOIT [ TTOT|TTITT | TTOT | TUTET|TTOROT|TEIOTOI|TETYIT|TrOT| TreT TTrr|rerr rroe)
200 210 820 830 240 850 =E=1n] 870 280 a20 S00
1 TCETTEATGETACAATATGAAGAGAAGCGEAGCALGTATGEATCCTTCTAGTACCTCTGT TATAAGETTTCTTTATGATTGATGTGTEACTATTTAGAATAT

[Pt T Trrr | Trr T TTrr|TrOr|TrTT | TTOTT | TTOT|TTTT|TTET | TOTOOY|TTORYI|TEOTT|TETTT|TrOT| TrrT|rrrT rerr rrov|
200 210 2z0 930 240 250 a0 270 280 950 1000
1 TCTCETECAGACCTAGAATTTCCTGTTTTAAC T GATEATTTTAT TGATGTATGTAGECGETATATTTATTTACCGCAATTTAGT TAGAARAGACATTGTGCC
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REARENEEERENERRR) RARENERER] RAERNERER] REARENERER] RAERNERER] BERENRERE RAEENERER] EEEENEERE RALENERER] EREREN
1z00 lZlD 1220 1230 1240 lZSD 126D 1270 1280 129D 1300
1 ATETCTAGTAGGC TAATTGATT TGTAATTGEAAACAGATATTGETATTGGACTTATGGETATTCTTSGCTTTGETATT GAACTTATTTTTGCTTCTTTCCA

RARENERE RN RERENERRER] RERENERRR] EARENERRER] RERENERRR] EREANERRER] REEENER RN [BARENERRER] RERENER RN Jrrrr
1300 1310 1320 1330 1340 1350 136D 1370 1380 1390 1400
1 ARG TECGEEAALGTATGARACTTTCAGATGGETTTTGAATATGTATAAALTTTGCACAATGGETTCEGATECAAGEATTTTAATCTETEGCTGTGATTTT

EEEENEEEENEEER) REAEENERER) EEEENEERE REAEENERER) REAEENEEER) BEEENEERE REAEENEEER) EEEENEEERE
1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480
1 TETCCACGTGC T TAAT GAAGAGATT- CTTGATTATGTCTCTTAT CATTTATGGAGT GCAGTTTGEEATATTTTAGGSTGTAGC GGG

T e e e et e e e e e e e e i e e
B ot Hewuirno L L
B et T ettt ettt s
G ot e et e ettt e e e e e

Figura 10. Alinhamento das sequéncias obtidas com os primers SCAR especificos para cromossomos
B de Partamona mostrando as regifes onde as sequéncias obtidas em nosso laboratério foram
diferentes das obtidas em outros trabalhos. 1) Hapl6tipo obtido em nosso laboratério para as espécies
P. helleri, P. aff. helleri e P. chapadicola; 2) Hapl6tipo obtido em nosso laboratério para as demais
espécies sequenciadas; 3,4, 5 e 6) Sequéncias depositadas no banco de dados para as espécies P.
rustica, P criptica, P. cupira e P. helleri, respectivamente. A seta azul indica o Unico sitio polimérfico

encontrado nas nossas sequéncias.

A principal hip6tese sobre a origem dos cromossomos B no género foi
sugerida por Tosta et al. 2014. Estes autores sugeriram gque 0s cromossomos B de Partamona
tiveram uma origem recente e a transmissao desses cromossomos para as espécies do género
se deu por hibridagdo interespecifica. Os autores basearam a hipo6tese proposta nas seguintes
evidéncias: i) espécies com cromossomos B pertencem a um clado monofilético e sdo
simpatricas, possibilitando intercruzamentos; ii) a alta similaridade entre as sequéncias SCAR

nas trés espécies analisadas (P. helleri, P. cupira e P. rustica) sugere uma origem recente, ja
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que, por serem elementos dispensaveis,estdo livres de pressdo seletiva e, portanto, seria
esperado encontrar um grande nimero de mutacBes em sequéncias presentes nesses
cromossomos; iii) a sequéncia SCAR ndo ser detectavel no genoma A de P. helleri (Martins
et al.,, 2012) e, iv) possivel evidéncia de hibridacdo entre P. helleri e P. chapadicola

(Miranda, 2012).

Esta hipotese sugere, portanto, que a origem dos cromossomos supranumerarios se deu
em uma populacdo de uma Unica espécie e posterior transmissdo as outras espécies por
hibridizacdo interespecifica. Por muito tempo, a espécie P. helleri pareceu ser a chave para
estudos sobre a origem dos cromossomos B de Partamona. Partindo do pressuposto de que
guanto mais tempo 0s cromossomos B estivessem em uma populagdo, mais tempo teriam para
se diversificar, a espécie em que esses Cromossomos se originaram apresentaria uma maior
diversidade e frequéncia de cromossomos B com relagdo as outras espécies. Portanto, a maior
diversidade e abundéancia de cromossomos B em P. helleri poderiam sugerir que a origem
desses cromossomos no género deva ter ocorrido nessa espécie. A observacdo de uma
variagdo na diversidade desses cromossomos em P. helleri sugeriu ainda que a origem dos
cromossomos B possa ter ocorrido nas populagbes do norte da distribuicdo, onde sé&o mais

frequentes.

Os resultados obtidos aqui vao em oposicao a essa hipotese. A sequéncia do marcador
SCAR diferente em P. helleri da maioria das outras espécies sugere que a aquisicdo de
cromossomos B, pelo menos pelas espécies do clado cupira, ndo tenha sido a partir de P.
helleri. Além disso, a frequéncia estimada de cromossomos B encontrada para duas outras
especies (P. cupira e P. rustica) € tdo alta quanto em P. helleri, o que sugere que a alta
diversidade e abundancia de cromossomos B encontrada em P. helleri provavelmente é um

reflexo do numero de estudos, uma vez que os cromossomos B foram identificados
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primeiramente nesta espécie e a distribuicdo na mata atléntica, onde nidifica em &reas urbanas
facilitando a coleta. Estes achados mostram que, apesar de P. helleri ter sido postulada como
a chave para estudos sobre origem desses cromossomos, devido a suposta maior diversidade e

abundancia de cromossomos B, estudos devem focar também outras espécies.

A idéia de que cromossomos B possam ter se originado dos cromossomos A de
espécies relacionadas foi originalmente proposta por Bataglia (1964), sendo posteriormente
sustentada por alguns estudos. Sapre & Deshpande (1987) demonstraram a origem espontanea
de cromossomos B em cruzamentos interespecificos entre Coix aquaticus e C. gigantea. Uma
evidéncia experimental para origem interespecifica foi dada em cruzamentos entre Nasonia
giraulti e N. vitripennis, onde apds cruzamentos, um proto-cromossomo B foi gerado
espontaneamente (Perfectti & Werren 2001). Um cromossomo supranumerario que parece ter
origem interespecifica € o PSR de Nasonia, onde uma andlise filogenética de elementos
retrotransponiveis revelou que copias presentes no PSR sdo mais proximas a sequéncias
presentes no género Trichomalopsis (McAllister & Werren 1997). Nesses casos, evidéncias
apontam para origem de cromossomos B a partir do complemento A de espécies relacionadas.
Apesar do elevado nimero de evidéncias sobre origem interespecifica de cromossomos B, ndo
ha estudos relatando a origem de cromossomos B a partir de cromossomos B de espécie

relacionada, como € o caso sugerido para Partamona.

De fato, eventos de hibridacdo podem ser comuns em Partamona. Alem da evidéncia
de um evento de hibrida¢do mostrada por Miranda (2012), dados obtidos em nosso laboratério
sugerem um evento de hibridagéo entre P. helleri e P. gregaria. Outro fato que suporta a idéia
de origem recente € 0 modo de transmissdo em Partamona, em que machos transmitem o0s
cromossomos B para toda a prole feminina, e devido a isso, é esperado que a frequéncia de

Cromossomos supranumerarios atinja numeros elevados em um répido periodo de tempo.
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Portanto, se a origem for antiga, altas frequéncias sdo esperadas em todas as espécies que 0s
apresentam. Entretanto, se esses cromossomos apresentam um efeito negativo, é esperado que

a frequéncia seja limitada pelo efeito negativo sobre o fitness.

A alta similaridade encontrada para o marcador SCAR intra e interespecificamente
também pode sugerir uma origem recente para 0s cromossomos B no género Partamona, pois
dada a natureza ndo essencial dos cromossomos B, é esperado encontrar uma grande variacao
morfolégica e nas sequéncias presentes nesses cromossomos. Em alguns casos, porém, os Bs
podem apresentar uma estrutura conservada. Um marcador SCAR desenvolvido para a
espécie E. plorans apresentou alta similaridade, mesmo em cromossomos B de amostras de
regides geograficas distantes, e 0s autores sugeriram uma origem recente para 0S
cromossomos B da espécie (Mofioz-Pajares et al., 2011). Em centeio (Secale cereale), por
exemplo, a mesma estrutura citologica e molecular é observada mesmo a nivel de subspécie
(Banaei-Moghaddam et al., 2013). Neste caso, a origem do cromossomo B foi datada,
aproximadamente, em 1,1 a 1,3 milhGes de anos, proximo a origem do género Secale (1,7
milhGes de anos), uma origem relativamente recente (Martis et al., 2012). Segundo
Rasmussen & Cameron (2010), a diversificacdo do género Partamona teria ocorrido a,
aproximadamente, cinco milhGes de anos. A origem no ancestral de um grupo de espécies
portadoras de cromossomos supranumerarios nao exclui a possibilidade dos cromossomos B
no género ter sido recente do ponto de vista evolutivo. Sequéncias conservadas podem sugerir
tanto uma origem recente, quanto alguma funcionalidade para a sequéncia, que limita o
acumulo de mutacdes. Se a sequéncia do marcador SCAR apresenta alguma funcéo, &

esperado que seja conservada.

Dessa forma, a alta similaridade encontrada na sequéncia SCAR ndo implica,

necessariamente, que 0s cromossomos B no género tenham surgido depois da divergéncia das
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espécies. Embora a hipoOtese de origem em uma espécie com posterior transmissao para as
outras espécies por eventos de hibridacao seja plausivel e ndo possa ser descartada, a segunda

hipGtese parece ser mais parcimoniosa.

Os dados obtidos aqui apontam para uma origem mais antiga dos cromossomos B do
género do que se supunha anteriormente. Até 0 momento, a presencga desses Cromossomaos s
havia sido verificada no clado cupira, um ramo mais apical na filogenia de Partamona. Neste
estudo, foram encontrados cromossomos B em espécies do clado pearsoni, mais basal na
filogenia do género e com distribuicdo amazodnica, resultado este que, além de ampliar o
namero de espécies que apresentam esses Cromossomos, mostram que a presenga dos mesmos
ndo ocorre somente em espécies intimamente relacionadas. Uma vez que os cromossomos B
estdo presentes em, pelo menos, oito espécies de Partamona seriam necessarios diversos
eventos de hibridacdo, inclusive entre espécies nao relacionadas e com distribuicdo néo

sobreposta, para que a primeira hipotese apresentada fosse valida.

Caso a origem tenha ocorrido em um ancestral comum, um questionamento pode ser
feito: Por que os cromossomos B estdo presentes em algumas espécies do género, mas ndo em
outras? A auséncia desses cromossomos em uma area pode ser explicada pela colonizagéo por
individuos que ndo apresentavam esses cromossomos, ja que cromossomos B aparecem como
polimorfismos nas espécies que os apresentam. Além disso, a dindmica dos cromossomos B
pode ser diferente em cada espécie, podendo ocorrer diferencas interespecificas na frequéncia
dos cromossomos B, bem como a extingdo ou aumento de frequéncia em determinada espécie.
No género de peixe Prochilodus, cromossomos B estdo presentes em P. lineatus e P.
nigricans e ausentes em outras especies do género, sugerindo-se entdo que a origem desses
Cromossomos € comum e ocorreu em um ancestral, permanecendo em algumas espécies e

sendo perdidos durante a evolucdo das demais espécies do género (Voltolin et al., 2013).
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Outro questionamento relevante relacionado a hipétese de origem ancestral é: em que
grupo os cromossomos B teriam surgido? A hipéGtese de origem ancestral ndo implica,
necessariamente, em uma origem no ancestral de Partamona, mas sim em um grupo que
inclui as espécies portadoras de B. A filogenia proposta por Camargo & Pedro (2003) para
Partamona, com base em caracteres morfoldgicos e de nidificacdo, é importante para auxiliar
nos estudos evolutivos do género, mas ndao é completamente informativa sobre as relacdes
entre as espécies, devido a alta similaridade morfoldgica entre as espécies do grupo. Um
estudo filogenético complementar, utilizando informagfes genéticas, € essencial para auxiliar
a responder a questdo levantada. Uma filogenia consistente, juntamente com a ampliacdo do
namero de espécies estudadas para a presenca de Bs, pode auxiliar o conhecimento sobre o

momento de origem dos cromossomos supranumerarios no género.

Vale ressaltar que as duas hipdteses discutidas aqui tratam da forma de aquisi¢cdo dos
cromossomos B pelas espécies do género que os apresentam, mas nenhuma das duas explica
como se deu a origem do cromossomo B ancestral que originou 0s cromossomos B presentes
atualmente, podendo ser intraespecifica, a partir do prdprio cariétipo da espécie em que 0
cromossomo B se originou, ou interespecifica, a partir do cruzamento entre espécies
relacionadas. Entender como se deu a origem do primeiro cromossomo B presente no grupo é
uma questdo que ainda esta longe de ser respondida com os dados obtidos até o momento.
Novas técnicas disponiveis podem auxiliar o conhecimento, tanto sobre 0 momento, quanto

sobre 0 modo como os cromossomos B de Partamona se originaram.
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5. PERSPECTIVAS

A verificacdo da ocorréncia de cromossomos supranumerarios em espécies do clado pearsoni
abre novas perspectivas para o conhecimento sobre a origem dos cromossomos B em
Partamona. Até o0 momento, estudos baseados exclusivamente no clado cupira pareciam ser a
chave para responder as questfes sobre a origem e evolugdo dos cromossomos B no género, ja
que as evidéncias sugeriam que eles estavam presentes apenas neste grupo de espécies. Este
trabalho mostra que a evolugdo dos cromossomos supranumerarios no género Partamona
deve ser mais complexa, exigindo um estudo mais amplo, englobando inclusive espécies mais
basais. Esclarecer a ocorréncia dos cromossomos B em Partamona, em conjunto com dados
filogenéticos para o grupo, € um passo importante para os estudos sobre a origem, pois 0
conhecimento das relacBGes evolutivas entre as espécies que apresentam tais cromossomos
pode fornecer subsidios para o entendimento sobre a historia evolutiva dos cromossomos B no
grupo.

Com o avanc¢o das técnicas moleculares, progressos no estudo sobre cromossomos
supranumerarios puderam ser alcancados. Utilizando técnicas de sequenciamento de todo o
genoma, trabalhos recentes apresentaram a composicdo de cromossomos supranumerarios,
comparando-a com a composicdo do genoma A das espécies estudadas, possibilitando
interpretacdes sobre a origem e evolucdo de cromossomos B com a apresentacdo de novas
idéias sobre essas questdes (Martis et al., 2012; Valente et al., 2014). Estes estudos mostraram
gue cromossomos B abrigam sequéncias provenientes de diferentes regibes que ndo
apresentam nenhum efeito seletivo imediato, mas que, sujeitas a uma maior taxa de mutacao
devido aos cromossomos B estarem livres de pressdo seletiva, podem gerar sequéncias
deletérias, benéficas ou, na maioria dos casos, “lixo genomico”. Com a sugestdo da

transferéncia de sequencias do genoma A para o0 B, é possivel que a transferéncia inversa
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também ocorra (Houben et al., 2014). Os cromossomos B, portanto, podem desempenhar um
importante papel na evolucdo de genomas. Assim, entender o modo de evolugdo dos
cromossomos B pode ser importante para o conhecimento da evolugdo dos genomas como um
todo. Devido a cada cromossomo B poder ter uma origem e evolucdo diferente, estudar
espécies distintas pode fornecer outras idéias sobre aspectos relacionados a esses
cromossomos. No género Partamona, vérias espécies apresentam B, o que é importante para
tracar a historia evolutiva dos cromossomos supranumerarios no género, e contribuir para o
conhecimento sobre a evolucdo desses elementos; além disso, caracteristicas peculiares do
género como a haplodiploidia podem mostrar a evolu¢do de cromossomos B em um
organismo com caracteristicas distintas daqueles em que esse tipo de estudo ja foi realizado,
assim, Partamona pode ser um organismo modelo para o estudo destes cromossomos e 0s
avancos trazidos neste estudo sobre os cromossomos B no género sdo fundamentais para que
estudos futuros, utilizando-se inclusive técnicas mais avangadas, possam esclarecer aspectos

evolutivos sobre os cromossomos B de Partamona.

Utilizando a técnica de sequenciamento de nova geracdo (Next Generation
Sequencing), o sequenciamento de todo o genoma pode fornecer um conhecimento sobre
contedo génico, origem e padrdo de evolucdo, informacdes estas que podem fornecer
cenarios diferentes dos elaborados até o momento. Utilizando essa técnica é possivel
sequenciar todo o genoma ou sequenciar somente o B, ap0s a microdisseccdo deste
cromossomo. A partir de dados obtidos por este tipo de sequenciamento, € possivel realizar a
deteccdo de regides especificas de B que podem ser utilizadas no estudo desses cromossomaos,
com o conhecimento de novos marcadores especificos de cromossomos B; é possivel tambem
identificar sequéncias presentes nos Bs que tambem estdo presentes no genoma A, 0 que pode

ser util para tragar a histéria evolutiva dos cromossomos supranumerarios nas diferentes
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espécies que o0s apresentam ou até mesmo datar a origem dos cromossomos B no género a
partir de andlises comparativas utilizando estas sequéncias. A partir dos dados obtidos com
essa técnica, € possivel realizar ainda uma andlise comparativa de espécies do género que
apresentam esses Cromossomos com espécies que ndo os apresentam, possibilitando
identificar se existe uma associacao entre a presenca de sequéncias no genoma A e a presenca

de cromossomo B na espécie.

Outra técnica que pode ser aplicada ao estudo dos cromossomos B € 0 RNAseq (RNA-
sequencing), em que a técnica de sequenciamento de nova geracdo € utilizada para indicar a
presenca e a quantidade das diferentes moléculas de RNAm. Aliado ao sequenciamento do
cromossomo B, sera possivel demonstrar se sequéncias presentes no cromossomo B séo

transcritas, comparando o transcriptoma com sequéncias especificas desses cromossomos.

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real também pode ser
importante para os estudos de cromossomos B em Partamona. Uma limitagdo associada ao
uso do marcador SCAR é que este marcador permite identificar a presenca e a auséncia de
Cromossomos supranumerarios em um individuo, mas ndo a quantidade desses cromossomos.
A técnica de PCR em tempo real pode ser utilizada para identificar o numero de de
cromossomos B mediante sua quantificacdo. A identificacdo do nimero de Bs a partir de
técnica molecular poderia auxiliar a entender melhor a ocorréncia de cromossomos B nas
especies, podendo-se identificar ndo sé a frequéncia de col6nias com estes cromossomos, mas
também o nimero de cromossomos B presentes em um individuo em uma dada populagéo.
Outra linha de estudo seria investigar possiveis efeitos dos cromossomos B, com a
comparacdo da frequéncia de larvas e adultos que carregam um ou mais cromossomos B na
mesma colonia, além de realizar estudos sobre efeito fenotipico que levem em conta ndo so a

presenca, mas também o nimero de cromossomos B presentes nos individuos analisados.
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A principio, pudemos demonstrar resultados que auxiliam o entendimento de aspectos
bésicos sobre os cromossomos B no género. Os principais pontos para se entender a evolucéo
e dindmica dos cromossomos supranumerarios sdo os efeitos destes cromossomos, 0
mecanismo de transmissao, além de sua origem. Neste estudo, demonstramos a existéncia de
uma variacdo geogréfica nos cromossomos B de P. helleri, que aponta que essa espécie pode
ser um modelo para os estudos sobre a dindmica dos cromossomos supranumerarios no
género, testando-se as hipoteses propostas. Com relacdo a transmissdo de cromossomos B,
demos um avango importante ao demonstrarmos pela primeira vez o0 modo de transmissdo em
trés espécies do género, um aspecto chave para entender a evolucdo de cromossomos B. E,
por fim, com a demonstracdo da presenca de cromossomos B em um grupo diferente do que
eram encontrados anteriormente e a alta frequéncia encontrada para algumas espécies,
sugerimos que, para ser possivel esclarecer aspectos evolutivos dos cromossomos B do grupo,
deve-se olhar para um grupo maior de espécies, incluindo espécies mais basais na filogenia.
Com os resultados obtidos neste trabalho, demos um passo a frente no conhecimento sobre
aspectos chave para se entender estes cromossomos. Com isso, propomos uma histéria
evolutiva mais complexa do que se presumia anteriormente e, portanto, sugerimos que 0s
estudos subsequentes tratando sobre cromossomos B no género devam envolver a abordagem

mais ampla acima sugerida.
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