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RESUMO

PEREIRA, Jaqueline Amorim, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018
Isolamento e analise de sequéncias de DNA repetitivo em espécies da Tribo
Meliponini. Orientadora: Tania Maria Fernandes Salom&o. Coorientadora: Denilce
Meneses Lopes.

O DNA repetitivo compde grandes fracdes do genoma sendo representado por elementos
transponiveis, DNA satélite, minissatélites e microssatélites. Com o avanco de novas
tecnologias de estudo, tais como uso de enzimas de restricdo, sequenciamento,
citogenética molecular, o DNA repetitivo deixou de ser considerado “Junk DNA” e

passou a ter suas fungdes reconhecidas. Como papel na manutencéo da heterocromatina,
estruturacdo de centrbmeros e telébmeros, montagem do cinetécoro e segregacdo
cromossbmica. Além disso, essas sequéncias altamente dinamicas estdo sendo
relacionadas com processos de evolucéo e especiacdo em diferentes grupos taxondmicos.
As abelhas da Tribo Meliponini, apresentam diferencas na distribuicdo de
heterocromatina, tornando-os alvos em estudos com sequéncias de DNA repetitivo. Esses
individuos s@o conhecidos com@belhas indigenas sem ferrdo” e constituem os
principais polinizadores, sendo, portanto, importantes para a agricultura e manutencao do
ecossistema. No presente estudo, sequéncias de DNA repetitivo foram analisadas em
espécies da Tribo Meliponini, com intuito de auxiliar na compreensao da evolucdo da
heterocromatina neste grupo de abelhas. Sequéncias de DNA repetitivo foram obtidas por
meio de digestdo enzimatica do DNA total e os fragmentos utilizados como sondas na
técnica de Hibridizacdo Fluorescemtesitu (FISH) para a identificacdo de possiveis
sequéncias deste tipo de DNA nos cromossomos. Espécies dos quatro subgéneros de
Melipona com alto e baixo conteddo heterocromético foram investigadas utilizando
sequéncia repetitiva deélelipona mondury Os resultados dessa andlise mostraram a
presenca dessa sequéncia na heterocromatina das espécies do sWNgikenria,

indicando que a mesma € conservada apenas nesse subgénero e que a heterocromatin:
surgiu de forma independente évtelipona considerando qudlelipona fasciculata

espécie de alto conteudo de heterocromatina ndo apresentou nenhuma marcagdo com a
sonda utilizada. A sequéncia repetitivaTdtragonisca angustuléoi empregada para

analise em espécies de diferentes géneros com diferentes relagbes filogenéticas. Os
resultados mostraram que essa sequéncia foi conservada apenabegagenisca
angustulae Tetragonisca fiebrigiresultado este, possivelmente, relacionado com o curto
tempo de diversificagdo entre essas espécies. Nesse estudo mostramos que a

heterocromatin& ricade uma determinada sequéncia de DNA repetitivo e que esta tem
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alta taxa de diversificagéo, evoluindo de forma diferente em cada género bem como entre

as espécies do género.
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ABSTRACT

PEREIRA, Jaqueline Amorim, M.Sc, Universidade Federal de Vicosa, July, 2018,
Isolation and analysis of repetitive DNA sequences in Meliponini tribe species.
Adiviser: Tania Maria Fernandes Salom&m-adviser:Denilce Meneses Lopes.

The repetitive DNA makes up large fractions of the genome being represented by
transposable elements, satellite DNA, minisatellites and microsatellites. With the
advancement of new study technologies, such as the use of restriction enzymes,
sequencing, molecular cytogenetics, repetitive DNA is no longer considered "Jurik DNA
and has its functions recognized. As role in the maintenance of heterochromatin,
structuring of centromere and telomeres, assembly of the kinetochore and chromosome
segregation. In addition, these highly dynamic sequences are being related to processes
of evolution and speciation in different taxonomic groups. The Meliponini Tribe bees
show differences in the distribution of heterochromatin, making them targets in studies
with repetitive DNA sequences. These individuals are known as "stingless indigenous
bees" and are the main pollinators and are therefore important for agriculture and
ecosystem maintenance. In the present study, repetitive DNA sequences were analyzed
in Meliponini Tribe species, in order to aid in understanding the evolution of
heterochromatin in this group of bees. Repetitive DNA sequences were obtained by
enzymatic digestion of the total DNA and the fragments used as probes in Fluorescent
Hybridizationin situ (FISH) technique to identify possible sequences of this type of DNA

in the chromosomes. Species of the four subgenudeipona with high and low
heterochromatic content were investigated using repetitive sequendéelipgiona
mondury The results of this analysis showed the presence of this sequence in the
heterochromatin of the species of the subgéheigkerria, indicating that it is conserved

only in this subgenus and that heterochromatin appeared independektglipong
considering thaMelipona fasciculataa species of high heterochromatin content did not
present no marking with the probe used. The repetitive sequengetmigonisca
angustulawas used for analysis in species of different genera with different phylogenetic
relationships. The results showed that this sequence was conserved only between
Tetragonisca angustuland Tetragonisca fiebrigia result possibly related to the shor

time of diversification among these speclaghis study we showed that heterochromatin

is rich in a certain repetitive DNA sequence and that this has a high rate of diversification,

evolving differently in each genus as well as among species of the genus.
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INTRODUCAO GERAL
1.1 DNA repetitivo

O genoma dos eucariotos é amplamente enriquecido por sequéncias de DNA
repetitivo. Essas sequéncias podem ser classificadas como elementos transponiveis e
retrotransponiveis, DNAs satélites, minissatélites e microssatélites (Bostock, 1980;
Charlesworthet al., 1994). Os elementos retro- e transponiveis sdo caracterizados por
serem sequéncias moderadamente repetitivas, apresentarem mobilidade e estarem
dispersos nos cromossomos. Os DNAs satélites sdo considerados como altamente
repetitivos sendo compostos por arranjos de 100 ou mais pares de bases. J4 o0s
minissatélites sdo formados por arranjos de repeticbes em tandem de ~15 pares de bases
e 0S microssatélites repeticbes de 2-5 pb, e sdo classificadas como moderadamente
repetitivas (Charleswortét al.,1994).

O DNA satélite € encontrado preferencialmente nas por¢des heterocromaticas dos
Cromossomos, que sao regides pobres em genes e permanecem condensadas ao longo d
ciclo celular, formando as regides centroméricas, pericentroméricas, subteloméricas,
podendo também estar presentes em regides intersticiais dos cromossomos (Charlesworth
et al., 1994). Além disso, essas sequéncias podem conter grandes variacdes tanto em
namero de copias quanto em sequéncias de nucleotideos, comprimento e abundéancia das
unidades repetidas. No entanto, elas sempre compartilham a propensdo em se organizar
em longos arranjos e formar regifes heterocromaticas (Ugaoalic2002).

A ocorréncia do DNA repetitivo no genoma eucarioto foi descoberta em 1961
(Kit, 1961, Seuoka, 1961). Por meio de experimentos de ultracentrifugacdo em gradiente
de cloreto de césio observou-se duas bandas de DNA com densidades diferentes. A banda
mais leverepresentava cerca de 10% do genoma e foi denominada DNA satélite (Kit,
1961, Seuoka, 1961). Mais tarde, observou-se que a taxa de re-naturacéo dessa banda ere
maior do que a do restante do DNA, concluindo que possuiam repeticdes pelo genoma.
Com isso, uma nova técnica para investigar essas sequéncias passou a ser utilizada,
conhecida como Cinética de reassociagéo (Cot) demonstrando que a taxa de re-associagao
estava diretamente relacionada ao numero de repeticdbes que a sequéncia portava no
genoma (Waring & Britten, 1966; Britten & Davidson, 1971).

Apesar da técnica Cot ter proporcionado grandes achados e ser de grande
importancia, ela ndo possibilita o0 estudo da sequéncia de maneira especifica. Assim outras

técnicas comecgaram a ser desenvolvidas com base no uso de ferramentas de biologia

1



molecular. Essas técnicas fundamentam-se no tratamento do DNA gendmico com
endonucleases de restricdo, que sdo capazes de reconhecer sequéncias nucleotidicas
especificas, que separa DNAs satélites de outras sequéncias repetitivas, além de
possibilitar a obtencdo de sequéncias especificas (H@c&ay 1977; Singer, 1982).
Posteriormente, as sequéncias de DNA satélite sdo identificadas em gel de agarose como
bandas evidentes, tornando possivel a purificacdo, clonagem e eventual identificacao e
caracterizagdo dessas sequéncias (revisado em GRmitws, 2017). Atualmente, a
Hibridizac&o Fluorescenia situ (FISH) usando sondas de sequéncias de DNA satélite,
possibilita a analise e localizacdo dessas sequéncias abrindo campo para novas analises
citogenéticas (Rataet al.,2017).

A partir desses avancos foi possivel ampliar o conhecimento acerca dos DNAs
repetitivos, mostrando sua funcao na estruturacéo do centrébmero e teldmeros, montagem
do cinetécoro, segregacdo cromossdmica e reconhecimento dos cromossomos homologos
durante a meiose (Ugarkowat al., 2002; Plohlet al.,2008; Plohlet al.,2014). Além
disso, eventos de amplificacdo ou delecdo podem ocasionar polimorfismos em uma
familia de DNA satélite, sendo a base para alteracfes evolutivas entre espécies (Plohl
al., 2012). Recentemente, papeis funcionais foram atribuidos a transcritos de DNA
satélite, em processos de regulacdo gendmica, montagem de cinetécoro e manutencao da
heterocromatina (Feliciellet al.,2015; Kooet al.,2016). Ademais, cromossomos B tem
mostrado ser constituidos de sequéncias repetitivas, que podem estar presentes ou nao na
complemento A contribuindo para identificacdo da origem desses cromossomos (Teruel
et al.,2010; Teruekt al.,2014; Ruiz-Ruanet al.,2016; Milaniet al.,2017).

A diversidade de caracteristicas atreladas ao DNA repetitivo se deve
principalmente a alta taxa de variacdo dessas sequénciasetRibh?012). Segundo o
modelo da “evolugdo em concerto”, as variagdes tenderiam a se espalhar pelo genoma
levando a uma homogeneizacéo das sequéncias. Por processos envolvendo a reproducac
sexuada, tais sequéncias seriam fixadas (Dover, 1982; Dover, 1986; Dover, 2002). Dessa
forma, organismos reprodutivamente ligados tendem a homogeneizar as mutacdes das
sequéncias repetitivas em seus genomas mais rapidamente do que aqueles que ndo esta
ligados reprodutivamente, podendo assim levar a uma evolucao divergenteiRlghl
2012). Apesar da rapida evolucdo dessas sequéncias, Saer(1976) propds a
“hipdtese biblioteca”, na qual espécies relacionadas compartilham uma biblioteca
ancestral de diferentes sequéncias de DNA repetitivos que por sua vez podem ser

amplificadas de forma diferente em cada espécie.



Em virtude da relevancia atribuida a essas sequéncias, varios estudos vém sendo
desenvolvidos. Em abelhas, estudos citogenéticos com essas sequéncias de DNA
repetitivo se restringem a poucas publicacdes, sendo que com espécies da Tribo
Meliponini apenas estudos restritos ctMeliponae Tetragonisca(Tareset al., 1993;
Rouleux-Bonniret al.,2004; Lopest al.,2014; Picolliet al.,2018).

1.2 Tribo Meliponini

A tribo Meliponini constitui um grupo de abelhas eussociais conhecido
popularmente como “abelhas indigenas sem ferrdo” e distribui-se em todas as regides
tropicais, podendo também ocorrer em algumas regiées subtropicais (8ihakjr2002;
Micherner, 2007). Apesar de terem preferéncia por algumas plasahglhas sem ferrdo
podem visitar varias espécies florais, sdo de facil domesticacdo e seus ninhos sdo
permanentes (Heard, 1999; Roubik, 2006). Assim, elas sdo importantes agentes
polinizadores de plantas cultivaveis bem como de plantas nativas. Portanto, elas possuem
alto valor econbmico e ecoldgico, sendo indispensaveis para a manutencao do
ecossistema e para producao agricola (Michener, 2000; Michener, 2007;eGallai
2009.

No mundo, aproximadamente 150 bilhées de euros sédo gerados em funcdo da acao
polinizadora das abelhas (Galki al., 2009). No entanto, nos ultimos anos, tem-se
observado um decréscimo nas populacfes desses insetos, que € decorrente principalmente
do uso incessante de defensivos agricolas e do desmatamento évaillj2010). Esse
declinio, por sua vez, repercute diretamente na producao agricola, pois uma polinizacéo
defasada reflete na quantidade e qualidade dos frutos que sao gerados (Metssinger
2016). Assim, cada vez mais tem se chamado a atencdo para os estudos relacionados a

conservacao desse grupo e da sua importancia para o ecossistema.
1.2 Citogenética na tribo Meliponini

Desde 1948, estudos citogenéticos vém sendo desenvolvidos com espécies da
tribo Meliponini (Kerr, 1948). Esses estudos tém gerado conhecimentos citolégicos,
genéticos e evolutivos, enfatizando as caracteristicas dos cromossomos, como namero,
morfologia, grau de condensacao, organizacéo, além de suas variacdes como resultado de
rearranjos cromossémicos que ocorreram durante a evolugdo da tribo (Guerra, 1988;
Kasahara, 2009; Tavaresal.,2017).



Estudos citogenéticos na Tribo Meliponini sdo ainda muito escassos, tendo sido
documentados para apenas 104 espécies correspondendo a menos de 20% das espécie
descritas (Tavarest al.,2017). Com relacdo a citogenética molecular, apenas estudos de
localizac&o e distribuicdo de genes ribossomais (Brito et al., 200Hiaet al, 2018no
prelo) e de sequéncias microssatélit@iccoli et al, 2018) foram conduzidos para
algumas espécies deartamonaSchwarz e deMelipona llliger. Estudos com DNA
repetitivo foram relatados apenas péleliponae Tetragonisca fiebrigschwarz (Lopes
et al.,2014; Picolliet al.,2018).

De acordo com os estudos citogenéticos com as espécies de Meliponini, o padrao
de distribuicAo da heterocromatina é em geral encontrado em um dos bragos
cromossomicos, além disso, podem apresentar em grades proporc¢des. Assim podemos
encontramos um bragco eucromatico e outro heterocromatico (Hoshiba & Imai, 1993;
Rochaet al, 2003; Costeet al, 2004; Carvalho & Costa, 2011 Godey al, 2013;
Mirandaet al, 2013). Dentre as espécies com essa caracteristica incluem as do género
Tetragonisca Moure, como T. angustulae T. fiebrigie com predominancia de
heterocromatina no brago curto dos cromossomos (Baaih, 2011).

O génerdMeliponase destaca dos demais Meliponini pela variacdo na localizac&o
e quantidade de heterocromatina entre suas espécies, a qual divide o género em dois
grupos (Rocha & Pompolo 1998; Rocéagal. 2002). O primeiro grupo constitui as
espécies que apresentam menos de 50% de heterocromatina e com distribuicdo da mesma
na regido pericentromérica dos cromossomos. Nesse grupo encontram-se espécies
pertencentes aos subgéndtosneliponavioure, Meliponallliger e Melikerria Moure O
segundo grupo é representado pelas espécies com mais de 50% de heterocromatina com
localizac&o na regiao intersticial dos cromossomos, ocupando quase toda a sua extensao.
Nesse Ultimo grupo encontram-se espécies pertencentes aos subdgéinbroslia
Mouree Melikerria (Rocha & Pompolo, 1998; Rocbkaal, 2002). Posteriormente, outros
estudos citogenéticos e de quantificacdo do DNA apoiaram essa divisdo (Eaedres
2010, 2012; Cunhat al, 2018no prel9.

Visto os diferentes padrbes e a grande propocao de heterocromatina que as
espécies de Meliponini podem apresentar, estudos com sequéncias repetitvas poderiam
contribuir para melhorar o conhecimento dessa regido e sua relacdo com a evolucao
cromossomica nas especies dessa Tribo. Assim, esse estudo teve como intuito isolar
sequéncias de DNA repetivivo em espécies da Tribo Meliponini e utiliza-las para

investigar a composicao e evolugéo da heterocromatina neste grupo de abelhas.
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Com base nessa proposta, esse estudo foi dividido em dois capitulos os quais
tiveram como objetivos:
a) Capitulo 1: Isolar uma sequéncia de DNA repetitivo de uma espébleligenae

relacionar sua distribuicdo entre as espécies de alto e baixo conteudo de heterocromatina.

b) Capitulo 2: Obter uma sequéncia de DNA repetitivoT dagoniscaangustula
analisar e fazer uma relacéo da distribuicdo dessa sequéncia dentro desse género e entre

outros géneros da Tribo Meliponini.
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Resumo

O genoma dos eucariotos € enriquecido por diferentes tipos de sequéncias de DNA
repetitivo. Historicamente nenhuma funcao foi atribuida a essas sequéncias, tornando-as
alvo de intensos estudos nos quais tém demonstrado sua importancia estrutural e
funcional no genoma. O géneMelipona possui espécies com ampla variacdo no
conteudo de heterocromatina, 8% a 73%, caracteristica esta utilizada para a separacao das
mesmas em dois grupos, e alvo para estudos de sequéncias de DNA repktitivo
presente estudo objetivae-estudar uma sequéncia de DNA repetitivo de uma espécie
deMeliponae comparar a distribuicdo dessa sequéncia entre as espécies com alto e baixo
conteudo de heterocromatina desse género. A sequéncia de DNA repetitivo foi isolada do
DNA total da espécie de&l. mondury por meio da digestdo enzimatica com a enzima
Mspl. A sequéncia isolada foi utilizada como sonda e analisada em cromossomos de oito
espécies dd&lelipona A sequéncia repetitiva isolada pela enzima MspVidenondury
hibridizou nas por¢des de heterocromatina de todos os cromossomos desta espécie, bem
COmo nos cromossomos das espécies com alto conteudo de heterocromatina pertencentes
ao subgénertichmelia Diferentemente, sinais de hibridizagdo ndo foram observados

nos cromossomos das outras espécies dos subgéneros avaliados. Estes resultados indican
gue a sequéncia de DNA repetitivo utilizada é um constituinte da heterocromatina de
Michmeliae que surgiu do ancestral comum das espécies desse subgénero. Além disso,
nossos resultados foram condizentes com o surgimento independente da heterocromatina
entreMelikerria e Michmeliae poderéo subsidiar futuras discussdes sobre evolucao da

heterocromatina no génektelipona
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Introducao

Sequéncias de DNA repetitivo compdem uma porc¢ao consideravel do genoma dos
eucariotos, dentre essas sequéncias incluem os elementos transponiveis, microssatélites,
minisatélites e DNAs satélites. (Bostock, 1980; Charlesvebidh,1994). Anteriormente
essas sequéncias repetitivas eram consideradas como “sem fungdo”. Entretanto, elas tém
sido alvo de intensos estudos que demonstraram sua importancia na organizagao e funcao
no genoma dos eucariotos (Ugarkoeial.,2005; Palomeque & Lorite, 2008; Lowetr
al., 2018), além de serem os principais constituintes da heterocromatina, relacionando
com sua formagéo e manutencao (Charlesweiréth., 1994; Grewal & Jia, 2007).

Sequéncias repetitivas sdo caracterizadas por se diferenciarem de forma rapida
durante a evolucéo (Phel al.,2012). Além disso, podem apresentar modo particular de
evolugéo, conhecida como evolugdo em concerto, que consiste em homogeneizacgéo e
fixacdo das sequéncias a partir da divergéncia do ancestral comum (Charlesabyth
1994; Dover, 1982; Dover, 1986; Dover, 2002). Com base nesse modelo, a similaridade
entre sequéncias de individuos de uma espécie seria maior do que quando comparado
com espécies proximas, em que essas sequéncias acumulariam diferencas e evoluiriam
independentemente em cada espécie ou grupo de espécies (Elder & Turner, 1995; Plohl
et al., 2012). Apesar de sequéncias repetitivas possuirem em geral rapida evolucéo,
acredita-se que espécies relacionadas compartilhem uma biblioteca ancestral de
diferentes sequéncias, conhecida como “hipotese biblioteca” (Salseret al., 1976). Essa
hipotese explica como uma sequéncia satélite pode ser compartilhada por diferentes
espécies mesmo apos longos periodos evolutivos (@lahl 2010).

O géneroMelipona llliger € um taxon promissor no que tange ao estudo da
evolucdo de sequéncias repetitivas, uma vez que 0 género possui espécies com
caracteristicas bem distintas em relacédo a quantidade de heterocromatina que varia entre
8% e 73% (Rochet al, 2002; Tavarest al.,2010). Com base nestes dados citogenéticos,

0 género é dividido citogeneticamente em dois grupos: grupo | composto por espécies
com baixo conteudo heterocromatico e grupo Il composto por espécies com alto contetudo
heterocromatico (Rocha & Pompolo, 1998; Roehal, 2002). Morfologicamente este
género é dividido em quatro subgénergemeliponaMoure, Melipona stricto sensu

llliger, Melikerria Moure eMichmeliaMoure (Camargo & Pedro, 2013). Comparando as
caracteristicas morfolégicas e citogenéticas, os subgéiemneliponae Melipona

stricto senswsd0 compostos apenas por espécies com baixo conteudo heterocromatico,
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Michmeliaapenas por espécies com alto contetdo, enqivelikerria possui espécies
com ambos os padrdes heterocromaticos (revisado em €uah2018).

Considerando as caracteristicas do géhlgponae que estudos com sequéncias
repetitivas podem contribuir para a compreenséao da evolucdo cromossémica desse grupo,
esse trabalho objetivou isolar uma sequéncia de DNA repetitivo de uma espécie de
Melipona e comparar a distribuicdo dessa sequéncia entre espécies com alto e baixo
conteudo de heterocromatina desse género.

Materiais e Métodos

Espécies coletadas e prepara¢des cromossdémicas

Oito espécies deMelipona foram analisadas (Tabela 1M. bicolor, M.
puncticollis M. quinquefasciataM. quadrifasciata M. flavolineata M. mondury M.
rufiventris e M. fasciculata.Os espécimes foram identificados por Silvia Regina de
Menezes Pedro (Universidade de Sédo Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil), e depositados na
colecéo cientifica do Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais,
Brasil. Os cromossomos mitéticos foram obtidos de géanglios cerebrais de larvaet (Imai

al., 1988). Espécimes de machos e fémeas foram usados nas andlises.
Técnica com enzima de restricdo

O isolamento da sequéncia de DNA repetitivo da espécid.dnonduryfoi
realizado por meio da técnica de enzima de restricdo. O DNA gendmico (100-500 ng/ul)
desta espéciéoi extraido de acordo com Waldschimett al. (1997). Experimentos
preliminares foram realizados considerando a quantidade de enzima, quantidade de DNA
e tempo de reacdo. Foram feitos testes separadamente com as enzimas de restricado Mspl,
Mffl, Hindlll, Bfal, Bgll, Pstl, Haelll e os produtos da digestdo foram avaliados em gel
de agarose 1,2%. O padrdo de bandas tipico para sequéncias de DNA repetitivo foi
observado apenas com a enzima Mspl com incubacao a 37°C por 6 h. Uma banda de 750
pb do gel foi purificada do gel utilizando o kit NucleoSpi@el e PCR (Neumann-

Neander-Str. 6-8 - 52355 Duren - Alemanha) seguindo as instru¢des do fabricante.
Hibridizag&o fluorescente in situ

O FISH seguiu o protocolo descrito por Pingeal. (1986) com modificacbes: os
cromossomos mitéticos foram desnaturados com formamida 70% a 75°C por 5 minutos;

posteriormente os cromossomos foram hibridizados com sonda preparada a partir da
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sequéncia de DNA repetitivo de 750 pb marcada utilizando Mix Dig-Nick Translation
(Roche Applied Science) seguindo as instru¢cdes do fabricante; as laminas foram mantidas
a 37°C em camera Umida durante a noite. Para detec¢do do sinal utilizamos anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) e posteriormente as laminas foram
lavadas com 4xSSCTWEEN. Os cromossomos foram contracorados com DAPI (Sigma).
As metéfases foram capturadas em um microscopio Olympus BX53F equipado com uma
camera MX10 Olympus, usando o software de imagem CellSens.

Resultados

Obtivemos um pradrédo de bandas tipico para sequéncias repetitivas com a enzima
Mspl. Com base no FISH empregando a sonda de DNA repetitivo de 750Ndb de
mondury sinas de fluorescéncia foram detectados nas porcées de heterocromatina em
todos os cromossomos do cariétipoMlemondury Foram observados sinais fortes em
toda a regido heterocromatica do primeiro par cromossémico, 0s demais pares
cromossdmicos apresentaram sinais com diferentes niveis de intensidade ao longo da
regido heterocromatica.

Quanto as espécies de alto conteudo heterocromatico pertencentes ao subgénero
Michmelig M. flavolineatae M. rufiventris foram detectadas marcac6es nos cariétipos
na regiao heterocromética. Nessas espécies a intensidade de hibridizacéo variou em todos
0S cromossomos ha regido heterocromatica. Quando comparamos a intensidade das
marcacfes com a entre as espécielidamelia M. monduryé a que apresenta maior
intensidade de hibridizacdo. Nao foram observadas marcacdes nos cromossbmos de
fasciculata embora seja reconhecida como espécie com alto conteldo heterocromatico
(Fig. 1).

As espécies com baixo teor de heterocromatifab{color, M. puncticollis M.

quinquefasciata& M. quadrifasciaty ndo apresentaram marcacoes.

Discussao

Nossas andlises mostram um resultado positivo para isolamento de uma sequéncia
de DNA repetitivo dél. mondurypela digestao enzimatica com a enzima Mspl. Entre os
Meliponini esse € o primeiro estudo na qual se isola uma sequéncia de DNA repetitivo
por meio do uso de enzimas de restricdo. Essa técnica foi utilizada em outros organismos
como formigas (Loriteet al., 2004), anuros (Amoet al., 2010), peixes (Vicaret al.,

2010), na qual isolam sequéncias de DNA repetitivo a partir do DNA total, em todas

essas espécies as sequéncias isoladas mostraram ser sequéncias de DNA satélite. Con
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isso fica evidente a importancia do emprego dessa ferramenta para estudo dessas
sequéncias abrindo um novo campo para estudos nessa tribo. Enzimas de restricao clivam
uma regido especifica de DNA conhecida como sitio de restricdo, as diferencas entre a
composicao nucleotidica da sequéncia refletirdo no padrao de clivagem (Béch&,

1977; Singer, 1982). Dessa forma, diferentes enzimas podem ser utilizadas, permitindo
abranger diferentes regides do genoma.

A sequéncia repetitiva obtida dé. mondury(subgéneraviichmelig, marcou
todos os cromossomos desta espéuee regido heterocromatica, bem como os
cromossomos das outras espécies do subg@fiehmelig as quais também possuem
alto contetudo heterocromatico. Nessas espécies a banda-C evidenciou que os blocos
heterocrométicos (Rocha & Pompolo, 1998) se concentram ao longo de quase toda a
extensdo cromossdmica, coincidindo com o local de hibridizacdo da sequéncia de DNA
isolada. Assim, esses resultados mostram que essa sequéncia de DNA repetitivo de 750bp
deve estar presente em grande numero de coOpias na regido heterocromatica dessas
espécies sendo congruentes com o estudo de kebpeg2014). Os resultados obtidos
por esses autores, a partir de pintura cromossdmica com sondas de sequéncias
heterocromaticas dd. rufiventris mostraram que todos 0s cromossomos dessa espécie
compartilhavam sequéncias comuns as quais ndo foram encontradadragonisca
fiebrigie, sugerindo que tais sequéncias seriam abundantes no genoma e especificas da
espécie ou do género (Lopstsal.,2014).

A exclusividade de marcacbes apenas na heterocromatina do subgénero
Michmelia sugere que esta sequéncia de DNA repetitivo € um marcador exclusivo desse
grupo. O compartiihamento dessa sequéncia entre as espédibshdeelia pode ser
explicado pela “hipotese biblioteca”, em que espécies proximas filogeneticamente
compartilham uma biblioteca ancestral de diferentes sequéncias que pode ser amplificada
diferencialmente em cada espécie (Sakseml., 1976; Plohlet al., 2012). Assim
possivelmente a sequéncia isolada parece ter surgido no ancesttighdeelia e foi
transmitida para as outras espécies desse subgénero. Como o acumulo de divergéncias
entre as repeticdes de uma sequéncia e propagacdo das mutacdes dentro do genoma ot
entre uma populacéo pode estar relacionada com o tempo (Pérez-Getiatrg012),

a recente diversificacdo do subgénklichmelig ~5 milhdes de anos atras (Ramietz
al., 2010), pode explicar a conservacdo da sequéncia de DNA repetitivo nesse grupo.

Resultado semelhante foi relatado para espécies de Coleoptera do Bénelia
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separados ~5+6 Mya, que também apresentaram sequéncia de DNA satélite conservado
(Ponset al.,1997).

Apesar da conservacao da sequéncia de DNA repetitivo dentvbctienelig
observamos variacdes no padrao de hibridizacdo entre os cromossomos dessas espécies
com uma intensidade maior eM. mondury. Aléem de variacbes entre todos o0s
cromossomos dé. monduryM. flavolineatae os deM. rufiventris.Como essas espécies
divergiram de uma ancestral comum, e eventualmente herdaram a sequéncia de DNA
repetitivo desse ancestral, as variacées observadas indicam que essas sequéncias poden
estar sendo alvo de variacbes no numero de copias, bem como expansao e modificacédo
decorrente da acgédo de fatores como conversdo génica, crossing-over desigual,
deslizamento durante a replicag@&arlesworttet al.,1994; Palomeque & Lorite, 2008;

Plohlet al.,2012.

Melipona fasciculatajnclusa no subgénemdlelikerria, apesar de possuir alto
contetdo heterocromatico, ndo apresentou marcacdes com a sequéncia de DNA
repetitivo. A auséncia da sequéncia do DNA repetitivo no cariotigd.dasciculata
corrobora com estudos anteriores que sugerem independéncia do surgimento do alto
conteudo heterocromatico évtichmeliae Melikerria (Cunhaet al.,2018; Piccoliet al.,

2018). Alguns fatores podem ter contribuido para o aumento da heterocromatina como a
pressao de selecdo favoravel a estas sequéncias, que podem servir de sitios de ligacéo de
proteinas importantes em varios processos celulares, como a segregacao cromossdmica
(Shestakovat al, 2004; Ugarkovic, 2005; Ferree & Prasad, 2012; Hurad., 2016).

Além disso, dois eventos independentes de crescimento da heterocromatina no género
Melipona apontam que esse processo estaria relacionado com alguma vantagem
adaptativa para essas espécies.

A auséncia de marcacdes nas espécies de baixo conteudo heterocromad#ico e de
fasciculata indica que a composicdo da heterocromatina dessas espécies é diferente
daquelas do subgénekdichmeliana qual observamos marca¢cdes com a sequéncia de
DNA repetitivo isolada. Com isso fica evidente que dentro do gédetpona a
heterocromatina esta evoluindo de forma divergente entre as espécies. Esse processo de
divergéncia pode ser reflexo das mudancas no niumero de cépias de sequéncias repetitivas
e da ocorréncia de rearranjos cromossomicos o que pode contribuir para a evolugéo
cromossOmica, podendo levar ao isolamento reprodutivo e especiagdo (Ugarkovic &
Plohl, 2002; Ferree & Prasad, 2012).
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Nesse trabalho evidenciamos a importancia do uso da citogenética molecular para
estudo de sequéncias de DNA repetitivo em abelhas. Além disso, demonstramos uma
sequéncia de DNA repetitivo exclusiva da heterocromatina de espécies do subgénero
Michmelia. Indicamos que dentro do génekdelipona possivelmente encontramos
diferentes sequéncias repetitivas compondo a heterocromatina das espécies, o que pode
ser reflexo da evolugdo dessa regido nessas espécies. Ademais, esse trabalho sera a bas
para subsidiar discussdes acerca da evolugédo da heterocromatina nd/géipera
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Tabela 1 Locais de coleta das espéciesMigliponado Brasil. As espécies estao
separadas em relagdo ao seu padrao de bandas C em baixo ou alto teor de

heterocromatina.

Subgénero Espécie Heterocromatina Localidade
Eomelipona M. bicolor Baixo teor Vicosa, Minas Gerais
M. puncticollis Baixo teor Altamira, Para
Melikerria M. quinquefasciata Baixo teor Vicosa, Minas Gerais
M. fasciculate Alto teor Altamira, Para
Melipona M. quadrifasciata  Baixo teor Vicosa, Minas Gerais
Michmelia M. flavolineata Alto teor Urbano Santos, Maranha
M. mondury Alto teor Vicosa, Minas Gerais
M. rufiventris Alto teor Vicosa, Minas Gerais

21


http://www.moure.cria.org.br/catalogue?id=13383

Figura 1 - Padrao de sinais de fluorescéncia obtido pela sequéncia de DNA repetivendadury a) M. mondury b) M. flavolineata
¢) M. rufiventris d) M. puncticolis e)M. bicolor. f) M. quinquefasciatag) M. quadrifasciataBarra = 5um
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3. CAPITULO I

Estudo de sequéncias dBNA repetitivo em espécies da Tribo Meliponini
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! Laboratorio de Citogenética de Insetos, Departamento de Biologia Geral, Universidade

Federal de Vigosa, Campus Vicosa, Av. P.H. Rolfs s/n, CEP 36570-900, Vicosa, Minas
Gerais, Brais
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Resumo

Sequéncias de DNA repetitivo sdo os principais componentes da heterocromatina.
Consideradas por muito tempo como sem funcédo, atualmente, tém sido relacionadas a
manutengao da heterocromatina, estudos evolutivos e de especiagdo, principalmente em
virtude das variacdes a que estao sujeitas. As espécies de Meliponini, como em espécies
de Melipona possuem grande quantidade de heterocromatina que ocupa o braco longo
dos cromossomos ou até mesmo quase todo o cromossomo. Com isso 0 proposito desse
trabalho foi analisar a distribuicdo de uma sequéncia de DNA repetitivo no cari6tipo de
diferentes espécies da Tribo Meliponini. Assim foi isolada uma sequéncia de DNA
repetitivo deT. angustulae analisada em cromossomos de sete espd@aagonisca
angustula, Tetragonisca. fiebrigi, Melipona mondury; Nannotrigona testaceicornis,
Frieseomellita varia, Partamona helle® Austroplebeiaaustralis) Os resultados
mostraram que a sequéncia de DNA repetitivo isoladd.dangustulacompdsa
heterocromatina de todos cromossomos dessa espécie, assim como tambiinrag.

No entanto, 0 mesmo néo foi observado para as demais espécies avaliadas indicando que
a sequéncia isolada é conservada dentro do g&e&@gonisca que as sequéncias que
possivelmente compdem a heterocromatina nos outros géneros passaram por diferentes
processos de diversificacdo ou tenham surgido de forma independente. A conservacéao da
sequéncia analisada ehetragoniscapode estar relacionada com o tempo recente de
diversificacdo dd. angustulee deT. fiebrigi. A caracterizacdo da heterocromatina com

base em sequéncias repetitivas contribui para o entendimento da evolugcao dessas regides

em Meliponini.
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Introducao

Sequéncias repetitivas constituem grandes fracbes do genoma dos eucariotos
(Bostock, 1980; Charleswortdt al., 1994). Por muito tempo essas sequéncias foram
consideradas como sem fun¢do, no entanto, varios papéis funcionais tém sido atribuidos
a elas, sendo relacionada a montagem de cinetocoros (Euahg2016), manutencao
da heterocromatina (Charleswoethal.,1994; Grewal & Jia, 2007), podendo até mesmo
apresentar transcritos relacionados com a regulacédo génicet(Kio@016).

Além disso, sequéncias repetitivas tém sido usadas para estudos relacionados com
especiacao e evolucao entre as espécies, principalmente por estarem sujeitas a rapidas
variacbes (Ugarkoviet al., 2002 Plohl et al., 2012). Por sua vez as variacdes que
venham a ocorrer em uma sequéncia podem espalhar pelo genoma pelo pmcesso d
homogeneizacao e pela reproducdo sexuada podem ser fixadas entre individuos de uma
espécie. O processo de homogeneizacdo e fixacdo é conhecido como evolucdo em
concerto (Dover, 1982; Dover, 1986; Dover, 2002). Apesar da rapida evolucéo, espécies
relacionadas podem compartilhar uma biblioteca de sequéncias de DNA satélite, como
proposto pela “hipotese biblioteca” (Salseret al.,1976).

A heterocromatina em meliponineos é encontrada em abundancia nos
cromossomos dessa Tribo e pode apresentar variacdes em relacao a sua distribuicdo nos
cromossomos. Enfetragonisca angustulaatreille, a heterocromatina predomina no
braco curto dos cromossomos, ja dptebeia phrynostomaMoure se encontra
principalmente nas regifes centroméricas e terminais dos cromosstoslibé & Imai,

1993; Rochat al, 2003; Cost&t al, 2004; Bartret al.,2011; Carvalho & Costa, 2011;;
Godoyet al, 2013; Mirandaet al, 2013).Meliponallliger apresenta um padrao peculiar

de distribuicdo de heterocromatina, com espécies com heterocromatina somente na regido
pericentromérica e outras ocupando quase toda a extensdo cromossdmica (Rocha &
Pompolo, 1998; Rochat al, 2002) Estudos relacionados com sequéncias de DNA
repetitivo na heterocromatina dos cromossomos da Tribo Meliponini s&o muito escassos
(Lopeset al.,2014; Picolliet al.,2018) a ampliagéo desses estudos pode contribuir para

o entendimento da evolugcao dessas regides nessas abelhas.

Com base na alta variabilidade que sequéncias repetitivas podem apresentar e
considerando a grande quantidade de heterocromatina presente entre a maioria dos
Meliponinios, esse trabalho teve o intuito de analisar uma sequéncia de DNA repetitivo

de uma espécie pertencente ao géfetoagoniscae comparar entre outros diferentes

25



géneros dessa Tribo, a fim de contribuir o entendimento da evolucéo dessas regides nessas

abelhas.

Materiais e métodos

Amostras bioldgicas e preparacdo cromossémica

Cromossomos de (Tabela Ietragonisca angustulaTetragonisca fiebrigie
Schwarz Melipona mondury Smith, Nannotrigona testaceicornisLepeletier
Frieseomelitta varid_epeletierPartamona hellerFriese Austroplebeia australiforam
analisados. Para a obtencdo dos cromossomos mitoticos foram utilizados géanglios
cerebrais de larvas em estagio pos-defecante @nahj 1988). Em média 30 metafases

de cada espécie foram investigadas.
Obtencao da DNA repetitivo pela técnica de enzima de restricao

DNA total da espécig&. angustula(100-500 nglil) foi extraido (Waldschimdét

al. 1997) e previamente testado com enzimas de restricdo Mspl, EcoRI, Hinfl, Benl,
Bglll, Bsp68l, Hinfl e Vspl. Os testes levaram em consideragdo a concentracdo de
enzima, o tempo de reagéo e o0 uso de cada enzima separadamente. A clivagem do DNA
foi conduzida em banho-maria a 37°C por 6 h. O produto da digestdo enzimatica foi
avaliado em gel de agarose 1.2%, e a enzima Bsp68l apresentou um padrdo para
sequéncias repetitivas. O fragmento correspondente a sequéncia repetitiva foi purificado
utilizando NucleoSpih Gel and PCR Clean-up kit (NeumaNeander-Str. 6-8 52355

Duren Germany) conforme instrucfes do fabricante.
Hibridizacdo fluorescente in situ

A sequéncia obtida por enzima de restricdo Bsp68lI foi utilizada como sonda para
FISH de acordo com Pinkeadt al, (1986) com modificacdes. A desnaturacdo de
cromossomos mitéticos foi obtida com formamida 70% a 75°C por 5 minuAos.
sequéncia repetitiva foi marcada com o Mix Dig-Nick Translation (Roche Applied
Science) seguindo instrucbes do fabricante, e para hibridizacdo da sonda nos
cromossomos as laminas foram mantidas a 37°C em camera umida durante a noite. O
sinal foi detectado com o anti-digoxigenina-rodaanfRoche Applied Science). As
laminas foram lavadas 4xSSCTWEEN. Os cromossomos foram contracorados com DAPI
(Sigma). A imagens foram capturadas em microscépio Olympus BX53F equipado com

uma camera MX10 Olympus, e o software de imagem CellSens.
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Resultados

Padrdo de bandas tipico de sequéncias repetitivas foi observado apenas para a
enzima de restricdo Bsp 68l utilizada na analise do DNA tet&l dngustulaFig. 1).
Sinais de fluorescéncia a partir da sonda com a sequéncia de DNA repetitivo foram
observados como pontos concentrados na regido heterocromatica do braco curto de todos
0S cromossomos dE. angustula Em T. fiebrigi também observamos a presenca da
sequéncia de DNA repetitivo na qual se concentrou em toda a extensao do bracgo curto de
todos os cromossomos, ou seja, em toda a heterocromatina. Ressalta-se que as marcacoe
na heterocromatina de fiebrigi mostraram-se mais fluorescentes que as observadas em
T. angustulaNenhuma marcacéo foi observada nos cromossomos das outras espécies

investigadas (Fig. 2).

Discussao

Nesse trabalho obtivemos resultado satisfatorio para obtencdo de uma sequéncia
de DNA repetitivo del. angustulaguando utilizamos para digestdo enziméatica Bsp68l.

A sequéncia de DNA repetitivo, isolada Teangustulafaz parte da composicéo da
heterocromatina dessa espécie, bem comorl.déiebrigi A predominédncia dessa
sequéncia em quase toda a extensdo heterocromatinaagustula toda enT. fiebrigi

indica a heterocromatina dessas espécies é enriquecida com a sequéncia repetitiva isolada.
Um estudo recente de pintura cromossOmica evidenciou que sequéncias repetitivas
localizadas na heterocromatina dos cromossomas fiebrigi eram compartilhadas por

todos os cromossomos (Lopetsal.,2014), corroborando com o observado no presente
estudo.

Nossos resultados salientam o compartilhamento da sequéncia de DNA repetitivo
entre T. angustulae T. fiebrigi. Apesar do dinamismo e alta variabilidade do DNA
repetitivo, espécies relacionadas podem compartilhar sequéncias de DNA repetitivo
(Maravinacet al., 2002). Essa caracteristica pode estar relacdooach 0 tempo de
diversificacdo entre as espécies, ja que a propagacao de uma nova variante pode depender
basicamente do tempo (Paetsal., 1997 Pérez-Gutiérreet al.,2012. T. angustulee T.
fiebrigi sediversificaram muito recentemente, além disso, alguns autores propde que elas
sejam subespécies e ndo espécies, 0 que pode ter contribuido para a conservacdo da
sequéncia de DNA repetitivo (Schwarz, 1938; Castanheira & Contel, 2005; dalre
2007; Barthet al.,2011; Franciscet al.,2013.
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Embora o tempo possa ser um fator para explicar o compartilhamento de
sequéncias de DNA repetitivo entre espécies proximas filogeneticamente, é importante
considerar que a taxa de evolugdo dessas sequéncias em longo prazo pode ter influéncia
de outros fatores. Dentre esses fatores podemos considerar a localizacdo e organizacéo
dessas sequéncias (Navajas-Péteal., 2009), fatores biologicos (Lorite et al., 2017),
restricbes funcionais (Shestakatal.,2004; Tsoumaretal., 2013; Huanget al.,2016).

No géneroSolenopsisa conservacdo de sequéncia satélite centromégo&olesta
relacionada com a segregacdo cromossOmica por ser o sitio de ligagcdo de proteinas
associadas ao fuso (Huamg al., 2016). Outro mecanismo para conservacao das
sequéncias repetitivas foi relatado em formigas, onde as sequéncias satélites estariam
relacionadas com o sistema de determinagédo do sexo por haplodiploidia €L@lite

2017). Da mesma forma, a conservacdo dessa sequéndiatergoniscapode estar
relacionada com sua haplodiploidia. Neste caso, considerando que eventos, como
crossing-over, sdo importantes para que novas mutagcdes nas sequéncias de DNA satélite
sejam homogeneizadas entre os cromossomos o fato de os machos serem haploides e nac
apresentarem recombinacdo pode dificultar a transmissdo das mutaces
conseguentemente preservar a composicao nucleotidica das sequéncias repetitivas (Lorite
et al.,2017).

Visto aabundancia de heterocromatina presente nos cromossomos entre a maioria
dos Meliponini, uma possibilidade seria que a amplificacdo dessa regido teria ocorrido
em um ancestral dos Meliponini e, posteriormente, compartilhada entre os géneros dessa
Tribo. Por outro lado, Lopest al. (2014) relataram que os cromossomosdviddipona
rufiventrise T. fiebrigiepossuem heterocromatina com sequéncias repetitivas diferentes.

O géneravidiponadivergiu recentemente e apresenta caracteristicas cromossdémicas que
o difere dos outros Meliponini (Rocha & Pompolo, 1998; Ratla, 2002 Rasmussem

et al.,, 2010). Assim, a variagdo na composicdo da heterocromatina poderia estar
relacionada com um caminho evolutivo diferente desse género.

Dentre as espécies estudadasaustralisé a mais distante filogeneticamente do
génerdl etragoniscafazendo parte do clado Indo-Malaia/Autraslasia, (Rasmustsain
2010). Mesmo apresentando grandes blocos heterocromaticos (Travenzoli, comunicagao
pessoal), nenhum sinal de marcacdo nos cromossomds dastralisfoi notado,
sugerindo que a sequéncia de DNA repetitivo avaliada poderia ter surgido mais

recentemente dentro dos Meliponini Neotropicais. No entanto, nenhuma outra espécie no
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presente estudo apresentou marcacoes, incliindaria que, segundo Rasmusetnal.
(2010), é a espécie investigada mais proxima filogeneticardemtetragonisca

A divergéncia na sequéncia em cada familia de DNA repetitivo geralmente esta
relacionada com variacdo no namero de copias e na sequéncia de nucleotideos (Ugarkovic
e Plohl, 2002). Mudancas nesses parametros podem levar ao surgimento de arranjos
espécie-especificos como parece ter ocorrido entre as espécies analisadas. Em alguns
casos, a mudanca no DNA repetitivo pode estar relacionada com evolugcdo cromossomica
e até mesmo influenciar no processo de especiacdo (Ugarkovic e Plohl, 2002).

Com isso, consideramos que a sequéncia de DNA repetitivo presente na
heterocromatina das espéciesTadragoniscasurgiu no ancestral comum entre elas.
Como nédo observamos a presenca dessa sequéfciardgistulaem espécies de outros
géneros, a conservagaoonsequéncia do tempo recente de diversificacdo, as sequéncias
ndo acumularam mutacdes a ponto de se tornarem divergentes. Além disso, 0 nao
compartilhamento da sequéncia de DNA repetitivo dentro da Tribo Meliponini, indica
que essas sequéncias estao evoluindo de forma rapida e diferente em cada género.
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Tabela 1.Locais de coleta das espécies de Meliponini.

Género Espécies Localizacao

Tetragonisca T. fiebrigi Tangara da SerraMato Grosso
T. angustula Mutum— Minas Gerais

Melipona M. mondury Vicosa— Minas Gerais

Partamona P. helleri Vigosa— Minas Gerais

Nannotrigona

N. testaceicornis

Januéaria- Minas Gerss

Frieseomellita

F. varia

Vicosa— Minas Gerais

Austroplebeia

A. australis

Sidney- Austrélia
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Figura 1: Separacao por eletroforese em gel de agarose
1,2% do DNA total dél'. angustuladigerido pela enzima
Bspl. Seta- fragmento de DNA repetitivo utilizado nas
analises.
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Figura 2: Padréo de hibridizacdo da sequéncia de DNA repetitivo obtiflaaahgustulagpor meio da FISH em (d). angustula (b) T. fiebrigi (c) F. varia (d) P. helleri
(e) N. testaceicornigf) M. mondury(g) A. australis Barra= 5 um.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Por meio desse estudo com espécies da Tribo Meliponini concluimos que na
heterocromatina parece predominar uma determinada sequéncia de DNA repetitivo. Além
disso, demonstramos uma sequéncia de DNA repetitivo especifica de espécies de um
subgénero dbleliponae outra sequéncia compartilhada apenas entre espécies do género
Tetragoniscaindicando que sequéncias de DNA repetitivo estdo evoluindo de maneira
rapida e diferente dentro da Tribo Meliponini. A conservacao de uma sequéncia de DNA
repetitivo entre as espécies proximas filogeneticamente do gévielipona e
Tetragoniscgpode estar relacionada com o curto tempo de diversificagcdo entre elas.
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