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RESUMO 

PEREIRA, Jaqueline Amorim, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2018. 
Isolamento e análise de sequências de DNA repetitivo em espécies da Tribo 
Meliponini. Orientadora: Tânia Maria Fernandes Salomão. Coorientadora: Denilce 
Meneses Lopes. 

O DNA repetitivo compõe grandes frações do genoma sendo representado por elementos 

transponíveis, DNA satélite, minissatélites e microssatélites. Com o avanço de novas 

tecnologias de estudo, tais como uso de enzimas de restrição, sequenciamento, 

citogenética molecular, o DNA repetitivo deixou de ser considerado “Junk DNA” e 

passou a ter suas funções reconhecidas. Como papel na manutenção da heterocromatina, 

estruturação de centrômeros e telômeros, montagem do cinetócoro e segregação 

cromossômica. Além disso, essas sequências altamente dinâmicas estão sendo 

relacionadas com processos de evolução e especiação em diferentes grupos taxonômicos. 

As abelhas da Tribo Meliponini, apresentam diferenças na distribuição de 

heterocromatina, tornando-os alvos em estudos com sequências de DNA repetitivo. Esses 

indivíduos são conhecidos como “abelhas indígenas sem ferrão” e constituem os 

principais polinizadores, sendo, portanto, importantes para a agricultura e manutenção do 

ecossistema. No presente estudo, sequências de DNA repetitivo foram analisadas em 

espécies da Tribo Meliponini, com intuito de auxiliar na compreensão da evolução da 

heterocromatina neste grupo de abelhas. Sequências de DNA repetitivo foram obtidas por 

meio de digestão enzimática do DNA total e os fragmentos utilizados como sondas na 

técnica de Hibridização Fluorescente in situ (FISH) para a identificação de possíveis 

sequências deste tipo de DNA nos cromossomos. Espécies dos quatro subgêneros de 

Melipona com alto e baixo conteúdo heterocromático foram investigadas utilizando 

sequência repetitiva de Melipona mondury. Os resultados dessa análise mostraram a 

presença dessa sequência na heterocromatina das espécies do subgênero Melikerria, 

indicando que a mesma é conservada apenas nesse subgênero e que a heterocromatina 

surgiu de forma independente em Melipona, considerando que Melipona fasciculata, 

espécie de alto conteúdo de heterocromatina não apresentou nenhuma marcação com a 

sonda utilizada. A sequência repetitiva de Tetragonisca angustula foi empregada para 

análise em espécies de diferentes gêneros com diferentes relações filogenéticas. Os 

resultados mostraram que essa sequência foi conservada apenas entre Tetragonisca 

angustula e Tetragonisca fiebrigi, resultado este, possivelmente, relacionado com o curto 

tempo de diversificação entre essas espécies. Nesse estudo mostramos que a 

heterocromatina é rica de uma determinada sequência de DNA repetitivo e que esta tem 
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alta taxa de diversificação, evoluindo de forma diferente em cada gênero bem como entre 

as espécies do gênero. 
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ABSTRACT 

PEREIRA, Jaqueline Amorim, M.Sc, Universidade Federal de Viçosa, July, 2018, 
Isolation and analysis of repetitive DNA sequences in Meliponini tribe species. 
Adiviser: Tânia Maria Fernandes Salomão. Co-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 "Junk 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 

Hybridization in situ (FISH) technique to identify possible sequences of this type of DNA 

in the chromosomes. Species of the four subgenus of Melipona with high and low 

heterochromatic content were investigated using repetitive sequence of Melipona 

mondury. The results of this analysis showed the presence of this sequence in the 

heterochromatin of the species of the subgenus Melikerria, indicating that it is conserved 

only in this subgenus and that heterochromatin appeared independently in Melipona, 

considering that Melipona fasciculata, a species of high heterochromatin content did not 

present no marking with the probe used. The repetitive sequence of Tetragonisca 

angustula was used for analysis in species of different genera with different phylogenetic 

relationships. The results showed that this sequence was conserved only between 

Tetragonisca angustula and Tetragonisca fiebrigi, a result possibly related to the short 

time of diversification among these species. In this 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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INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 DNA repetitivo 

O genoma dos eucariotos é amplamente enriquecido por sequências de DNA 

repetitivo. Essas sequências podem ser classificadas como elementos transponíveis e 

retrotransponíveis, DNAs satélites, minissatélites e microssatélites (Bostock, 1980; 

Charlesworth et al., 1994). Os elementos retro- e transponíveis são caracterizados por 

serem sequências moderadamente repetitivas, apresentarem mobilidade e estarem 

dispersos nos cromossomos. Os DNAs satélites são considerados como altamente 

repetitivos sendo compostos por arranjos de 100 ou mais pares de bases. Já os 

minissatélites são formados por arranjos de repetições em tandem de ~15 pares de bases 

e os microssatélites repetições de 2-5 pb, e são classificadas como moderadamente 

repetitivas (Charlesworth et al., 1994).  

O DNA satélite é encontrado preferencialmente nas porções heterocromáticas dos 

cromossomos, que são regiões pobres em genes e permanecem condensadas ao longo do 

ciclo celular, formando as regiões centroméricas, pericentroméricas, subteloméricas, 

podendo também estar presentes em regiões intersticiais dos cromossomos (Charlesworth 

et al., 1994). Além disso, essas sequências podem conter grandes variações tanto em 

número de cópias quanto em sequências de nucleotídeos, comprimento e abundância das 

unidades repetidas. No entanto, elas sempre compartilham a propensão em se organizar 

em longos arranjos e formar regiões heterocromáticas (Ugarkovic et al., 2002). 

A ocorrência do DNA repetitivo no genoma eucarioto foi descoberta em 1961 

(Kit, 1961, Seuoka, 1961). Por meio de experimentos de ultracentrifugação em gradiente 

de cloreto de césio observou-se duas bandas de DNA com densidades diferentes. A banda 

mais leve representava cerca de 10% do genoma e foi denominada DNA satélite (Kit, 

1961, Seuoka, 1961). Mais tarde, observou-se que a taxa de re-naturação dessa banda era 

maior do que a do restante do DNA, concluindo que possuíam repetições pelo genoma. 

Com isso, uma nova técnica para investigar essas sequências passou a ser utilizada, 

conhecida como Cinética de reassociação (Cot) demonstrando que a taxa de re-associação 

estava diretamente relacionada ao número de repetições que a sequência portava no 

genoma (Waring & Britten, 1966; Britten & Davidson, 1971). 

Apesar da técnica Cot ter proporcionado grandes achados e ser de grande 

importância, ela não possibilita o estudo da sequência de maneira específica. Assim outras 

técnicas começaram a ser desenvolvidas com base no uso de ferramentas de biologia 
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molecular. Essas técnicas fundamentam-se no tratamento do DNA genômico com 

endonucleases de restrição, que são capazes de reconhecer sequências nucleotídicas 

específicas, que separa DNAs satélites de outras sequências repetitivas, além de 

possibilitar a obtenção de sequências específicas (Hörz & Zachau, 1977; Singer, 1982). 

Posteriormente, as sequências de DNA satélite são identificadas em gel de agarose como 

bandas evidentes, tornando possível a purificação, clonagem e eventual identificação e 

caracterização dessas sequências (revisado em Garrido-Ramos, 2017). Atualmente, a 

Hibridização Fluorescente in situ (FISH) usando sondas de sequências de DNA satélite, 

possibilita a análise e localização dessas sequências abrindo campo para novas análises 

citogenéticas (Ratan et al., 2017).  

A partir desses avanços foi possível ampliar o conhecimento acerca dos DNAs 

repetitivos, mostrando sua função na estruturação do centrômero e telômeros, montagem 

do cinetócoro, segregação cromossômica e reconhecimento dos cromossomos homólogos 

durante a meiose (Ugarkovic et al., 2002; Plohl et al., 2008; Plohl et al., 2014). Além 

disso, eventos de amplificação ou deleção podem ocasionar polimorfismos em uma 

família de DNA satélite, sendo a base para alterações evolutivas entre espécies (Plohl et 

al., 2012). Recentemente, papeis funcionais foram atribuídos a transcritos de DNA 

satélite, em processos de regulação genômica, montagem de cinetócoro e manutenção da 

heterocromatina (Feliciello et al., 2015; Koo et al., 2016). Ademais, cromossomos B tem 

mostrado ser constituídos de sequências repetitivas, que podem estar presentes ou não no 

complemento A contribuindo para identificação da origem desses cromossomos (Teruel 

et al., 2010; Teruel et al., 2014; Ruiz-Ruano et al., 2016; Milani et al., 2017). 

A diversidade de características atreladas ao DNA repetitivo se deve 

principalmente à alta taxa de variação dessas sequências (Plohl et al., 2012). Segundo o 

modelo da “evolução em concerto”, as variações tenderiam a se espalhar pelo genoma 

levando a uma homogeneização das sequências. Por processos envolvendo a reprodução 

sexuada, tais sequências seriam fixadas (Dover, 1982; Dover, 1986; Dover, 2002). Dessa 

forma, organismos reprodutivamente ligados tendem a homogeneizar as mutações das 

sequências repetitivas em seus genomas mais rapidamente do que aqueles que não estão 

ligados reprodutivamente, podendo assim levar a uma evolução divergente (Plohl et al., 

2012). Apesar da rápida evolução dessas sequências, Salser et al. (1976) propôs a 

“hipótese biblioteca”, na qual espécies relacionadas compartilham uma biblioteca 

ancestral de diferentes sequências de DNA repetitivos que por sua vez podem ser 

amplificadas de forma diferente em cada espécie. 
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Em virtude da relevância atribuída a essas sequências, vários estudos vêm sendo 

desenvolvidos. Em abelhas, estudos citogenéticos com essas sequências de DNA 

repetitivo se restringem a poucas publicações, sendo que com espécies da Tribo 

Meliponini apenas estudos restritos com Melipona e Tetragonisca (Tares et al., 1993; 

Rouleux-Bonnin et al., 2004; Lopes et al., 2014; Picolli et al., 2018). 

1.2 Tribo Meliponini  

A tribo Meliponini constitui um grupo de abelhas eussociais conhecido 

popularmente como “abelhas indígenas sem ferrão” e distribui-se em todas as regiões 

tropicais, podendo também ocorrer em algumas regiões subtropicais (Silveira et al., 2002; 

Micherner, 2007). Apesar de terem preferência por algumas plantas, às abelhas sem ferrão 

podem visitar várias espécies florais, são de fácil domesticação e seus ninhos são 

permanentes (Heard, 1999; Roubik, 2006). Assim, elas são importantes agentes 

polinizadores de plantas cultiváveis bem como de plantas nativas. Portanto, elas possuem 

alto valor econômico e ecológico, sendo indispensáveis para a manutenção do 

ecossistema e para produção agrícola (Michener, 2000; Michener, 2007; Gallai et al., 

2009). 

No mundo, aproximadamente 150 bilhões de euros são gerados em função da ação 

polinizadora das abelhas (Gallai et al., 2009). No entanto, nos últimos anos, tem-se 

observado um decréscimo nas populações desses insetos, que é decorrente principalmente 

do uso incessante de defensivos agrícolas e do desmatamento (Mullin et al., 2010). Esse 

declínio, por sua vez, repercute diretamente na produção agrícola, pois uma polinização 

defasada reflete na quantidade e qualidade dos frutos que são gerados (Messinger et al., 

2016). Assim, cada vez mais tem se chamado a atenção para os estudos relacionados à 

conservação desse grupo e da sua importância para o ecossistema.  

1.2 Citogenética na tribo Meliponini 

Desde 1948, estudos citogenéticos vêm sendo desenvolvidos com espécies da 

tribo Meliponini (Kerr, 1948). Esses estudos têm gerado conhecimentos citológicos, 

genéticos e evolutivos, enfatizando as características dos cromossomos, como número, 

morfologia, grau de condensação, organização, além de suas variações como resultado de 

rearranjos cromossômicos que ocorreram durante a evolução da tribo (Guerra, 1988; 

Kasahara, 2009; Tavares et al., 2017). 
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Estudos citogenéticos na Tribo Meliponini são ainda muito escassos, tendo sido 

documentados para apenas 104 espécies correspondendo a menos de 20% das espécies 

descritas (Tavares et al., 2017). Com relação à citogenética molecular, apenas estudos de 

localização e distribuição de genes ribossomais (Brito et al., 2005; Cunha et al., 2018 no 

prelo) e de sequências microssatélites (Piccoli et al., 2018) foram conduzidos para 

algumas espécies de Partamona Schwarz e de Melipona Illiger. Estudos com DNA 

repetitivo foram relatados apenas para Melipona e Tetragonisca fiebrigi Schwarz (Lopes 

et al., 2014; Picolli et al., 2018). 

De acordo com os estudos citogenéticos com as espécies de Meliponini, o padrão 

de distribuição da heterocromatina é em geral encontrado em um dos braços 

cromossômicos, além disso, podem apresentar em grades proporções. Assim podemos 

encontramos um braço eucromático e outro heterocromático (Hoshiba & Imai, 1993; 

Rocha et al., 2003; Costa et al., 2004; Carvalho & Costa, 2011 Godoy et al., 2013; 

Miranda et al., 2013). Dentre as espécies com essa característica incluem as do gênero 

Tetragonisca Moure, como T. angustula e T. fiebrigie, com predominância de 

heterocromatina no braço curto dos cromossomos (Barth et al., 2011).  

O gênero Melipona se destaca dos demais Meliponini pela variação na localização 

e quantidade de heterocromatina entre suas espécies, a qual divide o gênero em dois 

grupos (Rocha & Pompolo 1998; Rocha et al. 2002). O primeiro grupo constitui as 

espécies que apresentam menos de 50% de heterocromatina e com distribuição da mesma 

na região pericentromérica dos cromossomos. Nesse grupo encontram-se espécies 

pertencentes aos subgêneros Eomelipona Moure, Melipona Illiger e Melikerria Moure. O 

segundo grupo é representado pelas espécies com mais de 50% de heterocromatina com 

localização na região intersticial dos cromossomos, ocupando quase toda a sua extensão. 

Nesse último grupo encontram-se espécies pertencentes aos subgêneros Michmelia 

Moure e Melikerria (Rocha & Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002). Posteriormente, outros 

estudos citogenéticos e de quantificação do DNA apoiaram essa divisão (Tavares et al., 

2010, 2012; Cunha et al., 2018 no prelo).  

Visto os diferentes padrões e a grande propoção de heterocromatina que as 

espécies de Meliponini podem apresentar, estudos com sequências repetitvas poderiam 

contribuir para melhorar o conhecimento dessa região e sua relação com a evolução 

cromossomica nas especies dessa Tribo. Assim, esse estudo teve como intuito isolar 

sequências de DNA repetivivo em espécies da Tribo Meliponini e utilizá-las para 

investigar a composição e evolução da heterocromatina neste grupo de abelhas.  
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Com base nessa proposta, esse estudo foi dividido em dois capítulos os quais 

tiveram como objetivos: 

a) Capítulo 1: Isolar uma sequência de DNA repetitivo de uma espécie de Melipona e 

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

b) Capítulo 2: Obter uma sequência de DNA repetitivo de Tetragonisca angustula, 

analisar e fazer uma relação da distribuição dessa sequência dentro desse gênero e entre 

outros gêneros da Tribo Meliponini. 
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de sequências de DNA repetitivo. 

 

 

Jaqueline Amorim Pereira1, Monique Póvoa de Oliveira1, Tânia Maria Fernandes 

Salomão1, Denilce Meneses Lopes1 

 
1 Laboratório de Citogenética de Insetos, Departamento de Biologia Geral, Universidade 

Federal de Viçosa, Campus Viçosa, Av. P.H. Rolfs s/n, CEP 36570-900, Viçosa, Minas 

Gerais, Brasil.  

 

  

 

 

  



11 

 

Resumo 

O genoma dos eucariotos é enriquecido por diferentes tipos de sequências de DNA 

repetitivo. Historicamente nenhuma função foi atribuída a essas sequências, tornando-as 

alvo de intensos estudos nos quais têm demonstrado sua importância estrutural e 

funcional no genoma. O gênero Melipona possui espécies com ampla variação no 

conteúdo de heterocromatina, 8% a 73%, característica esta utilizada para a separação das 

mesmas em dois grupos, e alvo para estudos de sequências de DNA repetitivo. No 

presente estudo objetivou-se estudar uma sequência de DNA repetitivo de uma espécie 

de Melipona e comparar a distribuição dessa sequência entre as espécies com alto e baixo 

conteúdo de heterocromatina desse gênero. A sequência de DNA repetitivo foi isolada do 

DNA total da espécie de M. mondury, por meio da digestão enzimática com a enzima 

MspI. A sequência isolada foi utilizada como sonda e analisada em cromossomos de oito 

espécies de Melipona. A sequência repetitiva isolada pela enzima MspI de M. mondury 

hibridizou nas porções de heterocromatina de todos os cromossomos desta espécie, bem 

como nos cromossomos das espécies com alto conteúdo de heterocromatina pertencentes 

ao subgênero Michmelia. Diferentemente, sinais de hibridização não foram observados 

nos cromossomos das outras espécies dos subgêneros avaliados. Estes resultados indicam 

que a sequência de DNA repetitivo utilizada é um constituinte da heterocromatina de 

Michmelia e que surgiu do ancestral comum das espécies desse subgênero. Além disso, 

nossos resultados foram condizentes com o surgimento independente da heterocromatina 

entre Melikerria e Michmelia e poderão subsidiar futuras discussões sobre evolução da 

heterocromatina no gênero Melipona. 
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Introdução 

Sequências de DNA repetitivo compõem uma porção considerável do genoma dos 

eucariotos, dentre essas sequências incluem os elementos transponíveis, microssatélites, 

minisatélites e DNAs satélites. (Bostock, 1980; Charlesworth et al., 1994). Anteriormente 

essas sequências repetitivas eram consideradas como “sem função”. Entretanto, elas têm 

sido alvo de intensos estudos que demonstraram sua importância na organização e função 

no genoma dos eucariotos (Ugarkovic et al., 2005; Palomeque & Lorite, 2008; Lower et 

al., 2018), além de serem os principais constituintes da heterocromatina, relacionando 

com sua formação e manutenção (Charlesworth et al., 1994; Grewal & Jia, 2007). 

Sequências repetitivas são caracterizadas por se diferenciarem de forma rápida 

durante a evolução (Phol et al., 2012). Além disso, podem apresentar modo particular de 

evolução, conhecida como evolução em concerto, que consiste em homogeneização e 

fixação das sequências a partir da divergência do ancestral comum (Charlesworth et al., 

1994; Dover, 1982; Dover, 1986; Dover, 2002). Com base nesse modelo, a similaridade 

entre sequências de indivíduos de uma espécie seria maior do que quando comparado 

com espécies próximas, em que essas sequências acumulariam diferenças e evoluiriam 

independentemente em cada espécie ou grupo de espécies (Elder & Turner, 1995; Plohl 

et al., 2012). Apesar de sequências repetitivas possuírem em geral rápida evolução, 

acredita-se que espécies relacionadas compartilhem uma biblioteca ancestral de 

diferentes sequências, conhecida como “hipótese biblioteca” (Salser et al., 1976). Essa 

hipótese explica como uma sequência satélite pode ser compartilhada por diferentes 

espécies mesmo após longos períodos evolutivos (Plohl et al., 2010). 

O gênero Melipona Illiger é um táxon promissor no que tange ao estudo da 

evolução de sequências repetitivas, uma vez que o gênero possui espécies com 

características bem distintas em relação à quantidade de heterocromatina que varia entre 

8% e 73% (Rocha et al., 2002; Tavares et al., 2010). Com base nestes dados citogenéticos, 

o gênero é dividido citogeneticamente em dois grupos: grupo I composto por espécies 

com baixo conteúdo heterocromático e grupo II composto por espécies com alto conteúdo 

heterocromático (Rocha & Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002). Morfologicamente este 

gênero é dividido em quatro subgêneros: Eomelipona Moure, Melipona stricto sensu 

Illiger, Melikerria Moure e Michmelia Moure (Camargo & Pedro, 2013). Comparando as 

características morfológicas e citogenéticas, os subgêneros Eomelipona e Melipona 

stricto sensu são compostos apenas por espécies com baixo conteúdo heterocromático, 
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Michmelia apenas por espécies com alto conteúdo, enquanto Melikerria possui espécies 

com ambos os padrões heterocromáticos (revisado em Cunha et al., 2018). 

Considerando as características do gênero Melipona e que estudos com sequências 

repetitivas podem contribuir para a compreensão da evolução cromossômica desse grupo, 

esse trabalho objetivou isolar uma sequência de DNA repetitivo de uma espécie de 

Melipona e comparar a distribuição dessa sequência entre espécies com alto e baixo 

conteúdo de heterocromatina desse gênero. 

Materiais e Métodos  

Espécies coletadas e preparações cromossômicas 

Oito espécies de Melipona foram analisadas (Tabela 1): M. bicolor, M. 

puncticollis, M. quinquefasciata, M. quadrifasciata, M. flavolineata, M. mondury, M. 

rufiventris e M. fasciculata. Os espécimes foram identificados por Sílvia Regina de 

Menezes Pedro (Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, Brasil), e depositados na 

coleção científica do Apiário Central da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, 

Brasil. Os cromossomos mitóticos foram obtidos de gânglios cerebrais de larvas (Imai et 

al., 1988). Espécimes de machos e fêmeas foram usados nas análises.  

Técnica com enzima de restrição 

O isolamento da sequência de DNA repetitivo da espécie de M. mondury foi 

realizado por meio da técnica de enzima de restrição. O DNA genômico (100-500 ng/µl) 

desta espécie foi extraído de acordo com Waldschimdt et al. (1997). Experimentos 

preliminares foram realizados considerando a quantidade de enzima, quantidade de DNA 

e tempo de reação. Foram feitos testes separadamente com as enzimas de restrição MspI, 

MffI, HindIII, BfaI, BglI, PstI, HaeIII e os produtos da digestão foram avaliados em gel 

de agarose 1,2%. O padrão de bandas típico para sequências de DNA repetitivo  foi 

observado apenas com a enzima MspI com incubação a 37ºC por 6 h. Uma banda de 750 

pb do gel foi purificada do gel utilizando o kit NucleoSpin® Gel e PCR (Neumann-

Neander-Str. 6-8 · 52355 Düren · Alemanha) seguindo as instruções do fabricante. 

Hibridização fluorescente in situ 

O FISH seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986) com modificações: os 

cromossomos mitóticos 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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sequência de DNA repetitivo de 750 pb marcada utilizando Mix Dig-Nick Translation 

(Roche Applied Science) seguindo as instruções do fabricante; as lâminas foram mantidas 

a 37°C em câmera úmida durante a noite. Para detecção do sinal utilizamos anti-

digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) e posteriormente as lâminas foram 

lavadas com 4xSSCTWEEN. Os cromossomos foram contracorados com DAPI (Sigma). 

As metáfases foram capturadas em um microscópio Olympus BX53F equipado com uma 

câmera MX10 Olympus, usando o software de imagem CellSens. 

Resultados 

Obtivemos um pradrão de bandas típico para sequências repetitivas com a enzima 

MspI. Com base no FISH empregando a sonda de DNA repetitivo de 750 pb de M. 

mondury, sinas de fluorescência foram detectados nas porções de heterocromatina em 

todos os cromossomos do cariótipo de M. mondury. Foram observados sinais fortes em 

toda a região heterocromática do primeiro par cromossômico, os demais pares 

cromossômicos apresentaram sinais com diferentes níveis de intensidade ao longo da 

região heterocromática.  

Quanto às espécies de alto conteúdo heterocromático pertencentes ao subgênero 

Michmelia, M. flavolineata e M. rufiventris, foram detectadas marcações nos cariótipos 

na região heterocromática. Nessas espécies a intensidade de hibridização variou em todos 

os cromossomos na região heterocromática. Quando comparamos a intensidade das 

marcações com a entre as espécies de Michmelia, M. mondury é a que apresenta maior 

intensidade de hibridização. Não foram observadas marcações nos cromossomos de M. 

fasciculata, embora seja reconhecida como espécie com alto conteúdo heterocromático 

(Fig. 1). 

As espécies com baixo teor de heterocromatina (M. bicolor, M. puncticollis, M. 

quinquefasciata e M. quadrifasciata) não apresentaram marcações.  

Discussão 

Nossas análises mostram um resultado positivo para isolamento de uma sequência 

de DNA repetitivo de M. mondury pela digestão enzimática com a enzima MspI. Entre os 

Meliponini esse é o primeiro estudo na qual se isola uma sequência de DNA repetitivo 

por meio do uso de enzimas de restrição. Essa técnica foi utilizada em outros organismos 

como formigas (Lorite et al., 2004), anuros (Amor et al., 2010), peixes (Vicari et al., 

2010), na qual isolaram sequências de DNA repetitivo a partir do DNA total, em todas 

essas espécies as sequências isoladas mostraram ser sequências de DNA satélite. Com 
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isso fica evidente a importância do emprego dessa ferramenta para estudo dessas 

sequências abrindo um novo campo para estudos nessa tribo. Enzimas de restrição clivam 

uma região específica de DNA conhecida como sítio de restrição, as diferenças entre a 

composição nucleotídica da sequência refletirão no padrão de clivagem (Hörz & Zachau, 

1977; Singer, 1982). Dessa forma, diferentes enzimas podem ser utilizadas, permitindo 

abranger diferentes regiões do genoma. 

A sequência repetitiva obtida de M. mondury (subgênero Michmelia), marcou 

todos os cromossomos desta espécie na região heterocromática, bem como os 

cromossomos das outras espécies do subgênero Michmelia, as quais também possuem 

alto conteúdo heterocromático. Nessas espécies a banda-C evidenciou que os blocos 

heterocromáticos (Rocha & Pompolo, 1998) se concentram ao longo de quase toda a 

extensão cromossômica, coincidindo com o local de hibridização da sequência de DNA 

isolada. Assim, esses resultados mostram que essa sequência de DNA repetitivo de 750bp 

deve estar presente em grande número de cópias na região heterocromática dessas 

espécies sendo congruentes com o estudo de Lopes et al. (2014). Os resultados obtidos 

por esses autores, a partir de pintura cromossômica com sondas de sequências 

heterocromáticas de M. rufiventris, mostraram que todos os cromossomos dessa espécie 

compartilhavam sequências comuns às quais não foram encontradas em Tetragonisca 

fiebrigie, sugerindo que tais sequências seriam abundantes no genoma e específicas da 

espécie ou do gênero (Lopes et al., 2014).  

A exclusividade de marcações apenas na heterocromatina do subgênero 

Michmelia, sugere que está sequência de DNA repetitivo é um marcador exclusivo desse 

grupo. O compartilhamento dessa sequência entre as espécies de Michmelia pode ser 

explicado pela “hipótese biblioteca”, em que espécies próximas filogeneticamente 

compartilham uma biblioteca ancestral de diferentes sequências que pode ser amplificada 

diferencialmente em cada espécie (Salser et al., 1976; Plohl et al., 2012). Assim 

possivelmente a sequência isolada parece ter surgido no ancestral de Michmelia e foi 

transmitida para as outras espécies desse subgênero. Como o acúmulo de divergências 

entre as repetições de uma sequência e propagação das mutações dentro do genoma ou 

entre uma população pode estar relacionada com o tempo (Pérez-Gutiérrez et al., 2012), 

a recente diversificação do subgênero Michmelia, ~5 milhões de anos atrás (Ramirez et 

al., 2010), pode explicar a conservação da sequência de DNA repetitivo nesse grupo. 

Resultado semelhante foi relatado para espécies de Coleoptera do gênero Pimelia 
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separados ~5±6 Mya, que também apresentaram sequência de DNA satélite conservado 

(Pons et al., 1997).  

Apesar da conservação da sequência de DNA repetitivo dentro de Michmelia, 

observamos variações no padrão de hibridização entre os cromossomos dessas espécies 

com uma intensidade maior em M. mondury. Além de variações entre todos os 

cromossomos de M. mondury, M. flavolineata e os de M. rufiventris. Como essas espécies 

divergiram de uma ancestral comum, e eventualmente herdaram a sequência de DNA 

repetitivo desse ancestral, as variações observadas indicam que essas sequências podem 

estar sendo alvo de variações no número de cópias, bem como expansão e modificação 

decorrente da ação de fatores como conversão gênica, crossing-over desigual, 

deslizamento durante a replicação (Charlesworth et al., 1994; Palomeque & Lorite, 2008; 

Plohl et al., 2012).  

Melipona fasciculata, inclusa no subgênero Melikerria, apesar de possuir alto 

conteúdo heterocromático, não apresentou marcações com a sequência de DNA 

repetitivo. A ausência da sequência do DNA repetitivo no cariótipo de M. fasciculata, 

corrobora com estudos anteriores que sugerem independência do surgimento do alto 

conteúdo heterocromático em Michmelia e Melikerria (Cunha et al., 2018; Piccoli et al., 

2018). Alguns fatores podem ter contribuído para o aumento da heterocromatina como à 

pressão de seleção favorável a estas sequências, que podem servir de sítios de ligação de 

proteínas importantes em vários processos celulares, como a segregação cromossômica 

(Shestakova et al., 2004; Ugarkovic, 2005; Ferree & Prasad, 2012; Huang et al., 2016). 

Além disso, dois eventos independentes de crescimento da heterocromatina no gênero 

Melipona apontam que esse processo estaria relacionado com alguma vantagem 

adaptativa para essas espécies.  

A ausência de marcações nas espécies de baixo conteúdo heterocromático e de M. 

fasciculata, indica que a composição da heterocromatina dessas espécies é diferente 

daquelas do subgênero Michmelia na qual observamos marcações com a sequência de 

DNA repetitivo isolada. Com isso fica evidente que dentro do gênero Melipona a 

heterocromatina está evoluindo de forma divergente entre as espécies. Esse processo de 

divergência pode ser reflexo das mudanças no número de cópias de sequências repetitivas 

e da ocorrência de rearranjos cromossômicos o que pode contribuir para a evolução 

cromossômica, podendo levar ao isolamento reprodutivo e especiação (Ugarkovic & 

Plohl, 2002; Ferree & Prasad, 2012).   
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Nesse trabalho evidenciamos a importância do uso da citogenética molecular para 

estudo de sequências de DNA repetitivo em abelhas. Além disso, demonstramos uma 

sequência de DNA repetitivo exclusiva da heterocromatina de espécies do subgênero 

Michmelia. Indicamos que dentro do gênero Melipona possivelmente encontramos 

diferentes sequências repetitivas compondo a heterocromatina das espécies, o que pode 

ser reflexo da evolução dessa região nessas espécies. Ademais, esse trabalho será a base 

para subsidiar discussões acerca da evolução da heterocromatina no gênero Melipona.  
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Tabela 1. Locais de coleta das espécies de Melipona do Brasil. As espécies estão 

separadas em relação ao seu padrão de bandas C em baixo ou alto teor de 

heterocromatina. 

Subgênero Espécie Heterocromatina Localidade 

Eomelipona M. bicolor 

M. puncticollis 

Baixo teor 

Baixo teor 

Viçosa, Minas Gerais  

Altamira, Pará 

Melikerria M. quinquefasciata 

M. fasciculate 

Baixo teor 

Alto teor                 

Viçosa, Minas Gerais  

Altamira, Pará 

Melipona M. quadrifasciata   Baixo teor Viçosa, Minas Gerais  

Michmelia M. flavolineata 

M. mondury 

M. rufiventris 

Alto teor 

Alto teor 

Alto teor 

Urbano Santos, Maranhão 

Viçosa, Minas Gerais 

Viçosa, Minas Gerais 
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Figura 1 – Padrão de sinais de fluorescência obtido pela sequência de DNA repetitivo de M. mondury: a) M. mondury. b) M. flavolineata. 
c) M. rufiventris. d) M. puncticolis. e) M. bicolor. f) M. quinquefasciata. g) M. quadrifasciata. Barra = 5 μm
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Resumo 

Sequências de DNA repetitivo são os principais componentes da heterocromatina. 

Consideradas por muito tempo como sem função, atualmente, têm sido relacionadas à 

manutenção da heterocromatina, estudos evolutivos e de especiação, principalmente em 

virtude das variações a que estão sujeitas. As espécies de Meliponini, como em espécies 

de Melipona, possuem grande quantidade de heterocromatina que ocupa o braço longo 

dos cromossomos ou até mesmo quase todo o cromossomo. Com isso o propósito desse 

trabalho foi analisar a distribuição de uma sequência de DNA repetitivo no cariótipo de 

diferentes espécies da Tribo Meliponini. Assim foi isolada uma sequência de DNA 

repetitivo de T. angustula e analisada em cromossomos de sete espécies (Tetragonisca 

angustula, Tetragonisca. fiebrigi, Melipona mondury; Nannotrigona testaceicornis, 

Frieseomellita varia, Partamona helleri e Austroplebeia australis). Os resultados 

mostraram que a sequência de DNA repetitivo isolada de T. angustula compôs a 

heterocromatina de todos cromossomos dessa espécie, assim como também de T. fiebrigi. 

No entanto, o mesmo não foi observado para as demais espécies avaliadas indicando que 

a sequência isolada é conservada dentro do gênero Tetragonisca e que as sequências que 

possivelmente compõem a heterocromatina nos outros gêneros passaram por diferentes 

processos de diversificação ou tenham surgido de forma independente. A conservação da 

sequência analisada em Tetragonisca pode estar relacionada com o tempo recente de 

diversificação de T. angustula e de T. fiebrigi. A caracterização da heterocromatina com 

base em sequências repetitivas contribui para o entendimento da evolução dessas regiões 

em Meliponini. 
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Introdução 

Sequências repetitivas constituem grandes frações do genoma dos eucariotos 

(Bostock, 1980; Charlesworth et al., 1994). Por muito tempo essas sequências foram 

consideradas como sem função, no entanto, vários papéis funcionais têm sido atribuídos 

a elas, sendo relacionada à montagem de cinetócoros (Huang et al., 2016), manutenção 

da heterocromatina (Charlesworth et al., 1994; Grewal & Jia, 2007), podendo até mesmo 

apresentar transcritos relacionados com a regulação gênica (Koo et al., 2016).  

Além disso, sequências repetitivas têm sido usadas para estudos relacionados com 

especiação e evolução entre as espécies, principalmente por estarem sujeitas a rápidas 

variações (Ugarkovic et al., 2002; Plohl et al., 2012). Por sua vez as variações que 

venham a ocorrer em uma sequência podem espalhar pelo genoma pelo processo de 

homogeneização e pela reprodução sexuada podem ser fixadas entre indivíduos de uma 

espécie. O processo de homogeneização e fixação é conhecido como evolução em 

concerto (Dover, 1982; Dover, 1986; Dover, 2002). Apesar da rápida evolução, espécies 

relacionadas podem compartilhar uma biblioteca de sequências de DNA satélite, como 

proposto pela “hipótese biblioteca” (Salser et al., 1976).  

A heterocromatina em meliponíneos é encontrada em abundância nos 

cromossomos dessa Tribo e pode apresentar variações em relação à sua distribuição nos 

cromossomos. Em Tetragonisca angustula Latreille, a heterocromatina predomina no 

braço curto dos cromossomos, já em Plebeia phrynostoma Moure se encontra 

principalmente nas regiões centroméricas e terminais dos cromossomos (Hoshiba & Imai, 

1993; Rocha et al., 2003; Costa et al., 2004; Barth et al., 2011; Carvalho & Costa, 2011;; 

Godoy et al., 2013; Miranda et al., 2013). Melipona Illiger apresenta um padrão peculiar 

de distribuição de heterocromatina, com espécies com heterocromatina somente na região 

pericentromérica e outras ocupando quase toda a extensão cromossômica (Rocha & 

Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002). Estudos relacionados com sequências de DNA 

repetitivo na heterocromatina dos cromossomos da Tribo Meliponini são muito escassos 

(Lopes et al., 2014; Picolli et al., 2018) a ampliação desses estudos pode contribuir para 

o entendimento da evolução dessas regiões nessas abelhas.  

Com base na alta variabilidade que sequências repetitivas podem apresentar e 

considerando a grande quantidade de heterocromatina presente entre a maioria dos 

Meliponinios, esse trabalho teve o intuito de analisar uma sequência de DNA repetitivo 

de uma espécie pertencente ao gênero Tetragonisca e comparar entre outros diferentes 
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gêneros dessa Tribo, a fim de contribuir o entendimento da evolução dessas regiões nessas 

abelhas. 

Materiais e métodos  

Amostras biológicas e preparação cromossômica 

Cromossomos de (Tabela 1) Tetragonisca angustula, Tetragonisca fiebrigie 

Schwarz, Melipona mondury Smith, Nannotrigona testaceicornis Lepeletier, 

Frieseomelitta varia Lepeletier, Partamona helleri Friese, Austroplebeia australis foram 

analisados. Para a obtenção dos cromossomos mitóticos foram utilizados gânglios 

cerebrais de larvas em estágio pós-defecante (Imai et al., 1988). Em média 30 metáfases 

de cada espécie foram investigadas. 

Obtenção da DNA repetitivo pela técnica de enzima de restrição 

DNA total da espécie T. angustula (100-500 ng/μl) foi extraído (Waldschimdt et 

al. 1997) e previamente testado com enzimas de restrição MspI, EcoRI, HinfI, BcnI, 

BgIII, Bsp68I, HinfI e VspI. Os testes levaram em consideração a concentração de 

enzima, o tempo de reação e o uso de cada enzima separadamente. A clivagem do DNA 

foi conduzida em banho-maria a 37ºC por 6 h. O produto da digestão enzimática foi 

avaliado em gel de agarose 1.2%, e a enzima Bsp68I apresentou um padrão para 

sequências repetitivas. O fragmento correspondente a sequência repetitiva foi purificado 

utilizando NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit (Neumann-Neander-Str. 6-8 52355 

Düren Germany) conforme instruções do fabricante. 

Hibridização fluorescente in situ  

A sequência obtida por enzima de restrição Bsp68I foi utilizada como sonda para 

FISH de acordo com Pinkel et al, (1986) com modificações. A desnaturação de 

cromossomos mitóticos foi obtida com formamida 70% a 75°C por 5 minutos.  A 

sequência repetitiva foi marcada com o Mix Dig-Nick Translation (Roche Applied 

Science) seguindo instruções do fabricante, e para hibridização da sonda nos 

cromossomos as lâminas foram mantidas a 37°C em câmera úmida durante a noite.  O 

sinal foi detectado com o anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). As 

laminas foram lavadas 4xSSCTWEEN. Os cromossomos foram contracorados com DAPI 

(Sigma). As imagens foram capturadas em microscópio Olympus BX53F equipado com 

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

Padrão de bandas típico de sequências repetitivas foi observado apenas para a 

enzima de restrição Bsp 68I utilizada na análise do DNA total de T. angustula (Fig. 1). 

Sinais de fluorescência a partir da sonda com a sequência de DNA repetitivo foram 

observados como pontos concentrados na região heterocromática do braço curto de todos 

os cromossomos de T. angustula. Em T. fiebrigi também observamos a presença da 

sequência de DNA repetitivo na qual se concentrou em toda a extensão do braço curto de 

todos os cromossomos, ou seja, em toda a heterocromatina. Ressalta-se que as marcações 

na heterocromatina de T. fiebrigi mostraram-se mais fluorescentes que as observadas em 

T. angustula. Nenhuma marcação foi observada nos cromossomos das outras espécies 

investigadas (Fig. 2). 

Discussão  

Nesse trabalho obtivemos resultado satisfatório para obtenção de uma sequência 

de DNA repetitivo de T. angustula quando utilizamos para digestão enzimática Bsp68I. 

A sequência de DNA repetitivo, isolada de T. angustula, faz parte da composição da 

heterocromatina dessa espécie, bem como de T. fiebrigi. A predominância dessa 

sequência em quase toda a extensão heterocromatina em T. angustula e toda em T. fiebrigi 

indica a heterocromatina dessas espécies é enriquecida com a sequência repetitiva isolada. 

Um estudo recente de pintura cromossômica evidenciou que sequências repetitivas 

localizadas na heterocromatina dos cromossomos de T. fiebrigi eram compartilhadas por 

todos os cromossomos (Lopes et al., 2014), corroborando com o observado no presente 

estudo.  

Nossos resultados salientam o compartilhamento da sequência de DNA repetitivo 

entre T. angustula e T. fiebrigi. Apesar do dinamismo e alta variabilidade do DNA 

repetitivo, espécies relacionadas podem compartilhar sequências de DNA repetitivo 

(Maravinac et al., 2002). Essa característica pode estar relacionada com o tempo de 

diversificação entre as espécies, já que a propagação de uma nova variante pode depender 

basicamente do tempo (Pons et al., 1997; Pérez-Gutiérrez et al., 2012). T. angustula e T. 

fiebrigi se diversificaram muito recentemente, além disso, alguns autores propõe que elas 

sejam subespécies e não espécies, o que pode ter contribuído para a conservação da 

sequência de DNA repetitivo (Schwarz, 1938; Castanheira & Contel, 2005; Moure et al., 

2007; Barth et al., 2011; Francisco et al., 2013).  
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Embora o tempo possa ser um fator para explicar o compartilhamento de 

sequências de DNA repetitivo entre espécies próximas filogeneticamente, é importante 

considerar que a taxa de evolução dessas sequências em longo prazo pode ter influência 

de outros fatores. Dentre esses fatores podemos considerar a localização e organização 

dessas sequências (Navajas-Pérez et al., 2009), fatores biológicos (Lorite et al., 2017), 

restrições funcionais (Shestakova et al., 2004; Tsoumani et al., 2013; Huang et al., 2016). 

No gênero Solenopsis, a conservação de sequência satélite centromérica CenSol está 

relacionada com a segregação cromossômica por ser o sítio de ligação de proteínas 

associadas ao fuso (Huang et al., 2016). Outro mecanismo para conservação das 

sequências repetitivas foi relatado em formigas, onde as sequências satélites estariam 

relacionadas com o sistema de determinação do sexo por haplodiploidia (Lorite et al., 

2017). Da mesma forma, a conservação dessa sequência em Tetragonisca pode estar 

relacionada com sua haplodiploidia. Neste caso, considerando que eventos, como 

crossing-over, são importantes para que novas mutações nas sequências de DNA satélite 

sejam homogeneizadas entre os cromossomos o fato de os machos serem haploides e não 

apresentarem recombinação pode dificultar a transmissão das mutações e 

consequentemente preservar a composição nucleotidica das sequências repetitivas (Lorite 

et al., 2017). 

Visto a abundância de heterocromatina presente nos cromossomos entre a maioria 

dos Meliponini, uma possibilidade seria que a amplificação dessa região teria ocorrido 

em um ancestral dos Meliponini e, posteriormente, compartilhada entre os gêneros dessa 

Tribo. Por outro lado, Lopes et al. (2014) relataram que os cromossomos de Melipona 

rufiventris e T. fiebrigie possuem heterocromatina com sequências repetitivas diferentes. 

O gênero Melipona divergiu recentemente e apresenta características cromossômicas que 

o difere dos outros Meliponini (Rocha & Pompolo, 1998; Rocha et al., 2002; Rasmussem 

et al., 2010). Assim, a variação na composição da heterocromatina poderia estar 

relacionada com um caminho evolutivo diferente desse gênero.  

Dentre as espécies estudadas, A. australis é a mais distante filogeneticamente do 

gênero Tetragonisca, fazendo parte do clado Indo-Malaia/Autraslásia, (Rasmussem et al., 

2010). Mesmo apresentando grandes blocos heterocromáticos (Travenzoli, comunicação 

pessoal), nenhum sinal de marcação nos cromossomos de A. australis foi notado, 

sugerindo que a sequência 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 marcações, incluindo F. varia que, segundo Rasmusem et al. 

(2010), é a espécie investigada mais próxima filogeneticamente de Tetragonisca.  

A divergência na sequência em cada família de DNA repetitivo geralmente está 

relacionada com variação no número de cópias e na sequência de nucleotídeos (Ugarkovic 

e Plohl, 2002). Mudanças nesses parâmetros podem levar ao surgimento de arranjos 

espécie-específicos como parece ter ocorrido entre as espécies analisadas. Em alguns 

casos, a mudança no DNA repetitivo pode estar relacionada com evolução cromossômica 

e até mesmo influenciar no processo de especiação (Ugarkovic e Plohl, 2002).  

Com isso, consideramos que a sequência de DNA repetitivo presente na 

heterocromatina das espécies de Tetragonisca surgiu no ancestral comum entre elas.  

Como não observamos à presença dessa sequência de T. angustula em espécies de outros 

gêneros, a conservação é consequência do tempo recente de diversificação, as sequências 

não acumularam mutações a ponto de se tornarem divergentes. Além disso, o não 

compartilhamento da sequência de DNA repetitivo dentro da Tribo Meliponini, indica 

que essas sequências estão evoluindo de forma rápida e diferente em cada gênero. 
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Tabela 1. Locais de coleta das espécies de Meliponini.  

           

 

 

 

 

 

 

 

Gênero Espécies                    Localização 

Tetragonisca T. fiebrigi                

T. angustula                  

Tangará da Serra – Mato Grosso 

Mutum – Minas Gerais 

Melipona M. mondury                 Viçosa –  Minas Gerais 

Partamona P. helleri                      Viçosa –  Minas Gerais 

Nannotrigona N. testaceicornis           Januária –  Minas Gerais 

Frieseomellita F. varia                        Viçosa –  Minas Gerais 

Austroplebeia  A. australis Sidney – Austrália  
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Figura 1: Separação por eletroforese em gel de agarose 
1,2% do DNA total de T. angustula digerido pela enzima 
BspI. Seta- fragmento de DNA repetitivo utilizado nas 
análises. 
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Figura 2: Padrão de hibridização da sequência de DNA repetitivo obtida de T. angustula por meio da FISH em (a) T. angustula; (b) T. fiebrigi (c) F. varia (d) P. helleri 
(e) N. testaceicornis (f) M. mondury (g) A. australis. Barra  = 5 μm. 
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4. CONCLUSÕES GERAIS  

 Por meio desse estudo com espécies da Tribo Meliponini concluímos que na 

heterocromatina parece predominar uma determinada sequência de DNA repetitivo. Além 

disso, demonstramos uma sequência de DNA repetitivo especifica de espécies de um 

subgênero de Melipona e outra sequência compartilhada apenas entre espécies do gênero 

Tetragonisca, indicando que sequências de DNA repetitivo estão evoluindo de maneira 

rápida e diferente dentro da Tribo Meliponini. A conservação de uma sequência de DNA 

repetitivo entre as espécies próximas filogeneticamente do gênero Melipona e 

Tetragonisca pode estar relacionada com o curto tempo de diversificação entre elas. 

 


