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RESUMO 

Os DNAs repetitivos representam uma porção significante do genoma e podem estar 

envolvidos com os processos de variação cromossômica e reorganização genômica. 

Estes DNAs podem ser organizados em tandem ou dispersos, apresentando ampla 

variabilidade de composição e localização, sendo em muitos casos os principais 

constituintes da heterocromatina. A utilização dessas sequências como marcadores para 

a análise da evolução cromossômica é ampla em várias ordens de insetos, enquanto que 

para as abelhas esse conhecimento ainda é bastante restrito. Na tribo Meliponini o 

gênero Melipona se encontra dividido em quatro subgrupos e é o mais caracterizado 

cromossomicamente, sendo as espécies do gênero divididas ainda em dois grupos que 

apresentam marcante diferença na distribuição da heterocromatina. Um grupo é 

representado por espécies com pouca heterocromatina (principalmente centromérica) 

enquanto no segundo grupo as espécies apresentam heterocromatina dispersa ao longo 

de todos os cromossomos. Sendo assim, este gênero apresenta-se como um potencial 

modelo para estudos de amplificação e diversificação de DNAs repetitivos e sequências 

heterocromáticas. Neste contexto, utilizamos a espécie Melipona scutellaris que possui 

grande quantidade de heterocromatina nos cromossomos como modelo, buscando 

entender possíveis causas e eventos evolutivos envolvidos na ampla diferenciação 

heterocromática. Foram mapeadas distintas sequências de DNAs repetitivos por FISH, 

tais como DNAr 18S, DNAsn U2 e microssatélites, todos com localização eucromática, 

sugerindo que as sequências testadas não estão envolvidas com a amplificação da 

heterocromatina. A fração C0t-DNA e DOP-PCR evidenciou que a heterocromatina é 

composta por sequências altamente repetitivas, enquanto que a hibridização em 

membrana dessa fração em outras Meliponas demonstrou que a heterocromatina dentro 

do gênero difere de acordo com cada subgrupo. 

 

Palavras-chave: Abelhas, FISH, heterocromatina, DNA repetitivo, evolução. 
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ABSTRACT 

Repetitive DNAs represent a significant portion of the genome and may be involved in 

the processes of chromosome variation and genomic rearrangement. These DNAs can 

be organized in tandem or dispersed, presenting wide variety of composition and 

location, being in many cases the main constituents of heterochromatin. An application 

as sequences as markers for an analysis of chromosomal evolution is broad in several 

orders of insects, whereas for bees this knowledge is still quite restricted. In the 

Meliponini tribe, the genus Melipona is divided into four subgroups and is the most 

characteristic chromosomally, being as species of the genus divided into two groups that 

present a marked differential in the distribution of heterochromatin. One group is 

represented by species with little heterochromatin (mainly centromeric) while not 

second group as species presented in heterochromatin dispersed throughout all the 

chromosomes. Thus, this genus presents itself as a potential model for amplification and 

diversification studies of repetitive DNAs and heterochromatic sequences. In this 

context, it uses a species Melipona scutellaris that has large amount of heterochromatin 

in the chromosomes as model, seeking to understand possible evolutionary events 

involved in the wide heterochromatic differentiation. Different FISH repeating DNA 

sequences have been mapped, such as 18S rDNA, U2 DNAs and microsatellites, all 

with eucromatic location, suggesting that as tested sequences are not involved with 

heterochromatin amplification. The C0t-DNA and DOP-PCR fraction showed that 

heterochromatin is composed of highly repetitive sequences, whereas a membrane 

hybridization of this fraction in other Meliponas demonstrated that heterochromatin 

within the genus differs according to each subgroup. 

 

Key words: Bees, FISH, heterochromatin, repetitive DNA, evolution. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 DNAs repetitivos: Uma visão geral 

O genoma corresponde ao conjunto de cromossomos de um organismo e é 

composto por longas moléculas de DNA, sendo esta informação passada ao longo de 

gerações. Estas moléculas de DNA se organizam nos distintos genomas, podendo ser 

classificadas estruturalmente ou quantitativamente dependendo do número de cópias. 

De acordo com o número de cópias as sequências podem ser de cópia única ou 

moderadamente e altamente repetitivas (CHARLESWORTH et al., 1994; NOWAK, 

1994). Principalmente nos Eucariotos, grande parte do DNA nos genomas é repetitiva, 

sendo esta fração de DNA a principal causa da ampla variabilidade de tamanho 

genômico observado nas distintas espécies e que contribui efetivamente para a ausência 

de correlação entre o valor-C (quantidade de DNA por núcleo haplóide) e a 

complexidade do organismo, fato que ficou conhecido como paradoxo do valor-C 

(GREGORY, 2002, 2005). Basicamente essa fração de DNA repetitivo é constituída de 

dois tipos de sequências (i) os elementos arranjados em tandem com cadeias 

concatenadas uma após a outra, nos quais são incluídos os DNAs satélites (DNAsat), 

microssatélites, minissatélites e diversas famílias multigênicas e (ii) os elementos 

repetitivos dispersos, que são representados pelos transposons e retrotransposons que 

podem ser localizados em regiões específicas ou distribuídos por todo o genoma 

(CHARLESWORTH et al., 1994; MARTINS, 2007; LÓPEZ-FLORES; GARRIDO-

RAMOS, 2012). 

 O papel definitivo das sequências repetitivas não codificantes ainda por muitos 

anos permaneceu como um enigma, sendo estas consideradas classicamente como DNA 

“lixo” (NOWAK, 1994). No entanto, diversos trabalhos têm sugerido que os DNAs 

repetitivos apresentam ampla funcionalidade e podem inclusive ser transcritos, como 
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por exemplo distintos DNAs satélites e elementos de transposição envolvidos com 

surgimento de algumas doenças, na regulação e reparo de genes e na formação da 

heterocromatina (MEDSTRAND et al., 2005; SHAPIRO; STERNBERG, 2005; 

STEINEMANN; STEINEMANN, 2005, BIÉMONT; VIEIRA, 2006; KUHN, 2015). 

Além disso, têm sido demonstrados que tanto as sequências dispersas quanto as 

repetidas em tandem podem ser de grande importância na organização estrutural e 

funcional dos genomas (SCHUELER et al., 2001). Além disso, uma das funções mais 

significativas parece estar relacionada com os segmentos repetitivos dos centrômeros, 

telômeros e outras regiões heterocromáticas dos cromossomos dos eucariotos 

(ANLEITNER; HAYMER, 1992; KRAEMER; SCHMID, 1993; SHAPIRO; 

STERNBERG, 2005;). 

Os DNAs satélites são localizados principalmente em regiões heterocromáticas, 

frequentemente associados às regiões dos centrômeros e regiões terminais dos 

cromossomos, sendo considerado o principal componente (LÓPEZ-FLORES; 

GARRIDO-RAMOS, 2012). Além disso, os DNAs satélites são compostos por 

sequências de alta repetitividade e grande variabilidade que se organizam em tandem 

podendo diferir no número de cópias nos genomas de acordo com a espécies, variando 

em geral entre 1.000 e 100.000 cópias (CHARLESWORTH et al., 1994; LÓPEZ-

FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012). Por exemplo, em Gryllus bimaculatus 

Orthoptera, Gryllidae a clivagem do DNA genômico com HindIII gerou um fragmento 

de DNA com 540 bp, que após o isolamento e clonagem foi denominado de GBH535 

sendo caracterizado como um DNA satélite (YOSHIMURA et al., 2006). Este clone foi 

localizado, por meio de hibridizações in situ fluorescente, nas regiões distais dos 

autossomos, as quais correspondem a regiões heterocromáticas (YOSHIMURA et al., 

2006). Entretanto, a ausência de sinais de hibridização na heterocromatina intersticial do 
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cromossomo X sugeriu a presença de outra família de DNA satélite nesse cromossomo 

(YOSHIMURA et al., 2006). Além disso, a família de DNA satélite GBH353 

caracterizada em G. bimaculatus foi encontrada em outras espécies do gênero, 

evidenciando assim, a conservação desta família nas espécies do gênero Gryllus 

(YOSHIMURA et al., 2006). Ainda deve ser considerada a presença de no mínimo uma 

família de DNA satélite no centrômero de vários eucariotos, sugerindo que tais 

sequências tenham grande importância na organização cromossômica e na segregação 

correta dos mesmos durante a divisão celular (PLOHL et al., 2008). Diversos outros 

exemplos semelhantes ao de Gryllus bimaculatus foram documentados em outros 

eucariotos. 

Os VNTRs, ou número variável de repetições em tandem, são uma classe 

especial de repetições que como o nome já diz, apresentam ainda um número variável 

em loci diferentes e em organismos individuais diferentes. São também chamados de 

minissatélites e se encontram dispersos pelo genoma com tamanho variando entre 10-

100 pb (JEFFREYS et al., 1985), enquanto os microssatélites, ou simple sequence 

repeats (SSR), que são as menores sequências repetidas, apresentam frequentemente de 

1-9 nucleotídeos por unidade de repetição (CHARLESWORTH et al., 1994; LÓPEZ-

FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012) e possuem funções envolvidas na regulação de 

processos metabólicos do DNA, organização da cromatina e regulação da atividade 

gênica (LI et al., 2002).  

Microssatélites são muito variáveis dentro de uma população e ao contrário do 

observado para os DNAs satélites estes são geralmente encontrados em regiões 

eucromáticas podendo estar associados também com regiões de heterocromatina 

constitutiva (CHARLESWORTH et al., 1994; RAMEL, 1997; PLOHL et al., 2008) e já 

foram localizados em grandes blocos evidentes ou dispersos pelo cromossomo 
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(MILANI; CABRAL-DE-MELLO, 2014). A acumulação de sequências microssatélites 

no genoma dos eucariotos é variável e tende a diminuir a partir de vertebrados e plantas 

seguindo para fungos e invertebrados, sendo fortemente relacionadas com o tamanho do 

genoma (LÓPEZ-FLORES; GARRIDO-RAMOS, 2012). Os microssatélites são muito 

utilizados também para mapeamento genômico e na elucidação de questões biológicas 

como parentesco, identidade, sexo, epidemiologia e filogeografia (BUSCHIAZZO; 

GEMMELL, 2006).   

Ainda dentro da classificação de DNAs repetitivos, há sequências de elementos 

repetitivos que podem se propagar no genoma fazendo cópias de si mesmos, os quais 

podem se mover para outros locais. Tais sequências são chamadas de elementos de 

transposição (ET) e se dividem em duas classes: os transposons, que se movimentam 

como DNA e os retrotransposons, que se propagam através da ação da transcriptase 

reversa (JURKA et al., 2007; FEDOROFF, 2012). A distribuição desses elementos 

transponíveis nas regiões de heterocromatina e/ou eucromatina é variável entre as 

espécies. Vemos nos genomas de humano e de rato que tal distribuição é relativamente 

uniforme na eucromatina e heterocromatina, no entanto, em alguns organismos os 

transposons e retrotransposons mostram um acúmulo em regiões terminais, 

pericentroméricas e em outras regiões heterocromáticas (KIDWELL, 2005). 

Chamamos de “família multigênica” grupos de genes que segundo Nei e Rooney 

(2005) tem por origem um ancestral comum e que cujo sequências se assemelham 

funcionalmente e estruturalmente. Pode-se incluir nas famílias multigênicas, genes 

codificadores de hemoglobina, imuglobinas, tubilinas, interferons, histonas, RNAs 

ribossomais e genes de pequenos RNAs nucleares (RNAsn) (NEI; ROONEY, 2005). 

DNAs ribossomais (DNAr), que transcrevem RNAs ribossomais (RNAr) constituem um 

dos exemplos mais conhecidos de família multigênica (HILLIS; DIXON, 1991; 
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EICKBUSH; EICKBUSH, 2007; SMITH et al., 2007). Nos eucariotos (em sua maioria) 

as sequências de DNAr encontram-se organizadas em dois grupos arranjados em 

tandem, sendo o menor formado por sequências gênicas que transcrevem o RNAr 5S. 

Tais sequências são muito conservadas e separadas entre si por sequências não 

transcritas (NTS - Non Transcribed Spacer) (LONG; DAWID, 1980; EICKBUSH; 

EICKBUSH, 2007). Já o arranjo maior, DNAr 45S, é formado por genes que 

transcrevem os RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S, onde cada cluster de DNAr 45S é 

separado por espaçadores transcritos externos (ETS - External Transcribed Spacer) e 

espaçadores intergênicos (IGS - Intergenic Spacers). No entanto, dentro de cada cluster 

as regiões que transcrevem os RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S são separadas por 

espaçadores intergênicos transcritos internos (ITS - Internal Transcribed Spacer) 

(HILLIS; DIXON, 1991; EICKBUSH; EICKBUSH, 2007). 

Dentro das famílias multigênicas, também são exemplos sequências que são 

responsáveis pela produção de pequenos RNAs nucleares (RNAsn) envolvidos nos 

processos de splicing alternativo e que são codificados por uma família multigênica que 

inclui U1, U2, U4, U5 e U6 (BRINGMANN; LÜHRMANN, 1986; VALADKHAN, 

2005; WEST, 2012). Como possuem uma grande importância para o metabolismo 

celular, os genes RNAsn U constituem uma classe distinta de genes conservados 

evolutivamente podendo apresentar múltiplas cópias dispersas no genoma, ou podem 

estar organizados em tandem (BRINGMANN; LÜHRMANN, 1986; VALADKHAN, 

2005; WEST, 2012). 

 

1.2 Organização cromossômica da tribo Meliponini com ênfase no gênero Melipona 

 As abelhas pertencem à ordem Hymenoptera, que é um dos maiores grupos 

dentre os insetos (LASALLE; GAULD, 1993). Dentro dessa, a subfamília Meliponinae, 



 12 

constitui um grupo de abelhas distribuídas principalmente nas regiões tropicais e são 

divididos em duas tribos: Meliponini e Trigonini (KERR et al., 1996). Essas abelhas são 

conhecidas popularmente como as abelhas sem ferrão por exibirem o ferrão atrofiado, 

impossibilitando assim, o uso dessa estrutura (VIT et al., 2013). Os meliponíneos têm 

grande importância ecológica e econômica atuando como eficientes polinizadores de 

plantas silvestres e cultivadas (HEARD, 1999; PEDRO, 2014) e também na produção 

de mel, sendo objeto de vários estudos (CAMARA et al., 2004). As abelhas sem ferrão 

(Meliponini) compreendem um grande grupo de insetos eusociais com pelo menos 500 

espécies descritas nas regiões Pantropical e com mais de 400 espécies agrupadas em 32 

gêneros nos neotropicos (CAMARGO, 2013; MICHENER, 2013), sendo que só no 

Brasil são encontradas 244 espécies distribuídas em 29 gêneros (PEDRO, 2014; 

TAVARES et al., 2017). 

Do ponto de vista cromossômico os estudos na tribo Meliponini iniciaram-se 

com os trabalhos realizados com os representantes do gênero Melipona (KERR, 1948). 

Atualmente mais de 100 espécies já possuem seus cariótipos descritos basicamente com 

informação relativa ao número cromossômico e fórmula cariotípica, porém o crescente 

desenvolvimento de novas técnicas vem possibilitando a descrição de novos dados 

moleculares, tal como distribuição e localização DNAs repetitivos e conteúdos 

heterocromáticos (TAVARES et al., 2017). O número cromossômico mais comum entre 

os meliponíneos é n=17, sendo o mesmo considerado modal, embora variabilidade com 

números haploides menores podendo chegar até n=8 tem sido descrita, além de n=18 

(ROCHA et al., 2003, 2007; TAVARES et al., 2017). 

 O gênero Melipona possui pelo menos 75 espécies com ancestral comum 

datando de cerca de 14-17 milhões de anos e taxonomicamente, encontra-se dividido em 

quatro subgêneros: Melikerria, Melipona, Michmelia e Eomelipona (KERR et al., 1967; 
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MOURE, 1992; MICHENER, 2007; TAVARES, 2017). Embora apenas 24 espécies do 

gênero já foram estudadas citogeneticamente, este grupo corresponde  ao gênero com 

mais estudos nessa área (ROCHA, et al., 2007). Nesse grupo, número haplóide é 

conservado, sendo de n=9 (para machos) em 23 espécies (ROCHA et al., 2007; 

TAVARES et al., 2017). Exceções foram encontradas apenas em M. seminigra, que 

exibiu n=11 (ROCHA et al., 2002, 2007; TAVARES et al., 2017). Além disso, em 

algumas espécies, tais como M. quinquefasciata e M. rufiventris, foi relatada a presença 

de cromossomos supranumerários (ROCHA et al., 2007). A morfologia cromossômica é 

bastante variável com ocorrência de cromossomos meta, submeta e acrocêntricos nas 

distintas espécies, embora em algumas delas não seja possível identificar morfologia 

devido a distribuição da heterocromatina (ROCHA, 2002; ROCHA et al., 2002, 

ROCHA et al., 2007). 

 Levando em consideração a distribuição da heterocromatina, Rocha e Pompolo 

(1998) e Rocha et al. (2002) dividiram as espécies de Melipona em dois grupos. Um 

grupo o qual a heterocromatina encontra-se na região pericentromérica ou no braço 

curto do único par acrocêntrico enquanto no segundo grupo a heterocromatina se 

distribui ao longo de todo o cromossomo. Fazem parte do primeiro grupo as espécies M. 

marginata, M. quadrifasciata, M. subnitida, M. bicolor, M. asilvae, M. mandacaia, M. 

puncticolis e o complemento A de M. quinquefasciata. Exceto M. quinquefasciata, 

todas essas espécies pertencem aos subgêneros Eomelipona e Melipona. Por outro lado, 

as espécies M. crinita, M. rufiventris, M. compressipes, M. scutellaris, M. fuscopilosa, 

M. capixaba e M. captiosa, M. fasciculata, M. flavolineata, M. fuliginosa e M. mondory 

constituem o segundo grupo e são espécies pertencentes aos subgêneros Michmelia e 

Melikerria (ROCHA e POMPOLO, 1998; ROCHA et al., 2002; 2007; TAVARES et al., 

2017).  



 14 

 Tavares et al. (2010) evidenciaram que o aumento de quantidade de 

heterocromatina está diretamente correlacionado com aumento do tamanho genômico 

nas espécies de Melipona. Desse modo, o tamanho genômico médio de espécies com 

pouca heterocromatina variou de 0.25-0.29 pg, enquanto em espécies com 

heterocromatina distribuía ao longo de todo o cromossomo é de 0.7-1.38 pg, sugerindo 

assim, que o aumento da quantidade de heterocromatina está relacionado com o 

aumento do tamanho genômico nessas abelhas. Quanto a caracterização da riqueza de 

pares de base, técnicas de coloração sequencial QM/DA/CMA3/DAPI demonstram 

padrões heterogêneos (ROCHA et al., 2002, 2007). Para as espécies com pouca 

heterocromatina foram diferenciados 6 tipos de bandas em diferentes cromossomos 

variando entre GC+ e AT+, enquanto que para as espécies com grande quantidade de 

heterocromatina tal técnica não permite diferenciar os cromossomos, porém a 

eucromatina e heterocromatina assemelham-se moderadamente ricos em pares de base 

GC+ e AT+ respectivamente (ROCHA et al., 2002, 2007). A localização das Regiões 

Organizadoras de Nucléolos (NORs) são mais comuns dentro do gênero por meio de 

nitrato de prata, com poucos trabalhos realizando a localização por meio de 

hibridizações in situ fluorescente (FISH), sendo observados sinais positivos no primeiro 

par cromossômico entre as melíponas, podendo ser considerado constante independente 

do grupo ao qual elas pertençam (ROCHA et al, 2002, 2007) 

Os marcadores baseados em DNAs repetitivos se mostram ferramentas 

informativas no entendimento da estrutura e evolução cariotípica e genômica em 

diversos grupos de insetos, tais como, gafanhotos, besouros, percevejos, mariposas e 

borboletas (CABRAL-DE-MELLO et al., 2010; MILLANI; CABRAL-DE-MELLO, 

2014; BARDELLA et al., 2016), por outro lado, dados relativos a organização desta 

classe de DNAs nos cromossomos de espécies de abelhas, incluindo os representantes 



 15 

da tribo Meliponini são bastante escassos. Dados moleculares também vêm ajudando no 

entendimento da heterocromatina nessas espécies. Lopes et al. (2014) utilizou 

microdissecção seguida de amplificação DOP-PCR e verificou uma similaridade da 

heterocromatina em duas espécies de abelhas sem ferrão, observando assim uma 

homogeneidade da heterocromatina dentro de cada espécies, porém quando comparadas 

entre si a heterocromatina era diferenciada. 
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2. OBJETIVOS E METAS 

2.1 Objetivo geral 

Neste trabalho buscamos compreender a distribuição cromossômica de 

sequências repetitivas e seu possível relacionamento com eucromatina ou amplificação 

da heterocromatina no gênero Melipona. 

 

2.2 Objetivos específicos e metas 

 Caracterizar os cromossomos de M. scutellaris utilizando distintas sondas de 

DNAs repetitivos (fração de DNA C0t, fração DOP, DNAr 18S, DNAsn U2 e 

vários microssatélites), testando seu enriquecimento em regiões 

heterocromáticas ou eucromáticas; 

 Isolar o pool de DNAs repetitivos de M. scutellaris e usá-lo como sonda contra 

DNA genômico de outras cinco espécies do gênero Melipona pertencentes à 

diferentes subgrupos e com distinta distribuição da heterocromatina, para testar 

o possível compartilhamento de sequências repetitivas entre as espécies. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais e obtenção de cromossomos 

Foram utilizados cerca de 80 indivíduos da espécie M. scutellaris obtidos de 

caixas de criação alocadas no Biotério do Departamento de Biologia de Rio Claro/SP. 

As coletas dos discos de larvas foram realizadas entre Agosto de 2015 e Março de 2016.  

Para obtenção de cromossomos mitóticos seguimos o protocolo proposto por 

Imai et al. (1988) utilizando gânglios cerebrais de larvas pós-defecantes. As lâminas 

foram preparadas através da técnica de maceração seguida de secagem em placa 

aquecida a 45o C. Foram preparadas aproximadamente 80 lâminas e para realização das 

análises foram selecionadas lâminas que continham um mínimo de seis metáfases. 

 

3.2 Coloração convencional e bandeamento cromossômico 

 A coloração convencional foi realizada com Giemsa 5% para checagem do 

número cromossômico em dez indivíduos da colônia. Para as análises da 

heterocromatina foi utilizado o protocolo de bandeamento-C segundo Sumner (1972). 

 

3.3 Extração de DNA e obtenção de DNAs repetitivos por PCR 

Indivíduos adultos foram utilizados para extração de DNA pelo método de 

Fenol: Clorofórmio, seguindo o protocolo de Sambrook e Russel (2001). Sequências de 

DNAs repetitivos, tais como famílias multigênicas de DNAr 18S e DNAsn U2, foram 

isoladas através de PCR utilizando primers previamente publicados. Para o DNAr 18S e 

o DNAsn U2 foram utilizados os primers descritos por Cabral-de-Mello et al (2010) e 

Bueno et al. (2013), respectivamente.  

 

3.4 Obtenção da fração C0t e DOP-PCR 



 18 

 A técnica de cinética de reassociação (C0t) foi realizada de acordo com Zwick et 

al. (1997) com modificações. Aproximadamente 8µg de DNA foi fragmentado com 

DNAse (Sigma-Aldrich) por 1 minuto.  Os fragmentos gerados foram conferidos por 

eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, as amostras foram desnaturadas à 

95ºC por 10 minutos e submetidas ao gelo por 10 segundos. Após esse processo, as 

amostras passaram pela temperatura de reassociação de 65ºC por 10 minutos. Em 

seguida, o material foi incubado à 37ºC por 8 minutos com S1 nuclease, sendo a reação 

parada pela adição de nitrogênio líquido. O DNA foi purificado em fenol: clorofórmio 

(1:1, v:v) sendo o resultado confirmado por eletroforese em gel de agarose 1%. Para a 

amplificação por Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR (DOP-PCR) seguimos o 

protocolo proposto por Telenius et al. (1992), com pequenas modificações e utilizando 

o primer degenerado 5’- CCGACTCGACNNNNNNATCTGG. 

 

3.5 Hibridização in situ fluorescente 

As sequências de DNAs repetitivos obtidas por PCR foram marcadas com 

digoxigenina 11-dUTP (Roche) ou biotina 11-dATP ( Life Technologies) através da 

Nick translation ou PCR, seguindo recomendações do fabricante. As sondas 

microssatélites (AG15, CA15, CGG10, GAA10, GAC10, GAG10, TAA10) foram marcadas 

diretamente com biotina-14 dATP na própria síntese no extremo 5’ (Sigma, St Louis, 

MO, USA).  

A hibridização in situ fluorescente seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al. 

(1986), com modificações propostas por Cabral-de-Mello et al. (2010). As sondas foram 

detectadas usando anti-digoxigenin-Rhodamine (Roche) ou Alexa-fluor-488 conjugada 

com streptoavidina (Life Technologies). Todas as preparações foram coradas com DAPI 

e montadas com meio de montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA). 
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Observamos os sinais da FISH utilizando um microscópio Olympus BX61 equipado 

com uma lâmpada fluorescente e filtros adequados. 

 

3.6 Hibridização Dot-blot 

 As análises de hibridização em membrana Dot-Blot foram realizadas seguindo o 

protocolo descrito por Anjos et al. (2016). Foi utilizada como sonda a fração C0t-DNA 

de M. scutellaris. As amostras de DNA genômico isoladas na membrana foram obtidas 

das seguintes espécies: M. rufiventris (Michmelia), M. seminigra (Michmelia), M. 

bicolor (Eomelipona), M. fasciculata (Melikerria) e M. quadrifasciata (Melipona).  

   

 

  



 20 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Os resultados obtidos estão apresentados no artigo científico submetido a revista 

Apidologie, Springer (Fator de impacto: 2.196). O manuscrito se encontra na fase de 

revisão (under review). 

 

4.1 Capitulo 1: Repetitive DNAs in Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae: 

Meliponidae): chromosomal distribution and test of multiple or unique 

heterochromatin amplification in Melipona. 

Mariani Cristina Alves Piccoli, Vanessa Bellini Bardella, Diogo Cavalcanti Cabral-de-

Mello 
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Abstract 25 

Bees, which belong to the genus Melipona (Meliponidae), are remarkable due to the 26 

high contrast in their heterochromatin amounts and chromosomal distribution, making 27 

this group a unique and interesting biological model for the studying repetitive sequence 28 

amplification. To better understand the chromosomal organization of repetitive DNAs 29 

in Melipona we performed the first efforts for the chromosomal localization of different 30 

repetitive DNA in Melipona (Michmelia) scutellaris, a species with high 31 

heterochromatic content, Moreover, we tested for unique or multiple heterochromatin 32 

amplification in the distinct subgenera. As expected, M. scutellaris presented 2n=18 33 

(females) and high heterochromatic amounts, which extended along the chromosomal 34 

arms. These regions were enriched in repetitive DNAs as demonstrated by C0t-DNA 35 

and DOP-PCR probe hybridization. In contrast, these regions were poor in 36 

microsatellite repeats (seven motifs), which were accumulated at terminal euchromatic 37 

regions, suggesting no relevant role for this class of repetitive DNAs in the genome 38 

increasing and heterochrmatin amplification. The mapped multigene families, including 39 

18S rDNA and U2 snDNA, were located on distinct chromosomes, pairs 1 and 2, 40 

respectively. Dot-blot analysis using a probe for C0t-DNA in M. scutellaris revealed 41 

positive hybridization in only two other species from the same subgenus. These data 42 

support monophyletic amplification in heterochromatin in Michmelia. However, another 43 

subgenus with a high amount of heterochromatin probably underwent independent 44 

heterochromatin amplification. 45 

 46 

Keywords: bee, FISH, heterochromatin, multigene families, repetitive DNAs 47 

 48 
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 49 

Introduction 50 

Eukaryote genomes are composed of the following two types of repetitive 51 

DNAs: (i) in tandem arranged elements, including satellite DNAs, microsatellites, 52 

minisatellites, and several multigene families; and (ii) scattered elements, which are 53 

represented by transposons and retrotransposons (Charlesworth 1994; Nowak 1994, 54 

López-Flores and Garrido-Ramos 2012; Martins et al. 2007). Due to abundance, easy 55 

isolation and facility in chromosome mapping, these sequences have been used as 56 

markers to understand chromosomal and genome organization and evolution in most 57 

diverse taxa, including some insect groups. However, few studies have been undertaken 58 

in bees (Brito et al. 2005; Rocha et al. 2002; Lopes et al. 2014). 59 

Stingless bees (Meliponini) comprise the largest group of highly eusocial insects 60 

with at least 500 species described in pantropical regions and with more than 400 61 

species grouped into 32 genera in the neotropical region (Camargo 2013; Michener 62 

2013). They have great ecological importance as pollinators of native and agricultural 63 

plants (Heard 1999; Pedro 2014). The genus Melipona comprises at least 74 species 64 

distributed from Mexico to Argentina (Michener 2007). Melipona species have been the 65 

focus of ecological, behavioral, phylogenetic and genetic studies, but studies focused on 66 

their chromosomes are still scarce (Roubik 2006; Rocha et al. 2007; Ramírez et al. 67 

2010; Tavares et al. 2017). 68 

Until now, Melipona karyotypes had been described for 24 species, displaying a 69 

very conserved chromosome number of n=9 (2n=18). This was observed in 23 species; 70 

only two M. seminigra subspecies showed n=11, which probably originated from 71 

fissions in two chromosomes (revised by Tavares et al. 2017). Interestingly, the 72 
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heterochromatin amounts and chromosomal distribution are highly divergent in 73 

Melipona. According to Rocha and Pompolo (1998), they can be divided into two 74 

groups when analyzing by C-banding. One group comprises species with low 75 

heterochromatic content (less than 50%) that is primarily distributed in pericentromeric 76 

regions or in the short chromosomal arms of their chromosomes (Group I). The other 77 

group includes species with high heterochromatic sequence contents, which occupy 78 

almost the entire chromosomes (Group II). The analysis of specific repetitive sequences 79 

composition for Melipona chromosomes, which could be important to understand the 80 

causes of heterochromatin variation, was mainly based in fluorochrome staining 81 

(reviewed by Rocha et al. 2007). 82 

To better understand the chromosomal distribution of repetitive sequences and 83 

their relationship with eu- or heterochromatin in the genus Melipona, we characterized 84 

the chromosomes from M. (Michmelia) scutellaris, a species with high heterochromatic 85 

content, using distinct probes for repetitive DNAs. Moreover, to test the hypothesis of 86 

multiple or unique rounds of heterochromatin amplification and dispersion in the 87 

Melipona genus, we isolated the pool of repetitive DNAs from M. scutellaris and used 88 

probe against genomic DNAs from eight other species belonging to the distinct 89 

subgenera and displaying the distinct heterochromatin distribution. 90 

 91 

Materials and Methods 92 

 M. scutellaris larvae were obtained from apiary colonies at the Bioscience 93 

Institute at São Paulo State University, Rio Claro/SP. The mitotic chromosomes were 94 

obtained according to Imai et al. (1988) using the cerebral ganglia from post-defective 95 

larvae as the source. Slides were prepared by maceration followed by drying on a plate 96 
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heated to 45°C. For conventional analyses, the slides were stained with 5% Giemsa for 97 

chromosome counting and heterochromatin detection was performed according to 98 

Sumner (1972). 99 

 Genomic DNA was obtained from adults using the phenol:chloroform method 100 

(Sambrook and Russel 2001). Multigene families were isolated by Polymerase Chain 101 

Reaction (PCR) using specific primers for the 18S rDNA (Cabral-de-Mello et al. 2010) 102 

and U2 snDNA (Bueno et al. 2013). Two strategies were used to obtain the repetitive 103 

DNA pools, a reassociation kinetics technique (C0t) and DOP-PCR. The reassociation 104 

kinetics technique (C0t) was performed according to Zwick et al. (1997) with 105 

modifications. Approximately 8 μg of DNA was fragmented with DNAse (Sigma-106 

Aldrich) for one minute. The generated fragments were checked by 1% agarose gel 107 

electrophoresis. The samples were then denatured at 95°C for 10 minutes and incubated 108 

on ice for 10 seconds. Then, the samples were subjected to a reassociation temperature 109 

of 65°C for 10 minutes. After the samples were incubated at 37°C for 8 minutes with S1 110 

nuclease, the reaction was stopped by the addition of liquid nitrogen. The DNA was 111 

purified with phenol:chloroform (1:1, v:v) and the results were confirmed by 112 

electrophoresis on a 1% agarose gel. For amplification by DOP-PCR, a protocol 113 

proposed by Telenius et al. (1992) using the degenerate primer 5'-114 

CCGACTCGACNNNNNNATCTGG was utilized. 115 

The repetitive DNA sequences were labeled with digoxigenin 11-dUTP or biotin 116 

11-dATP by nick translation with PCR or nick-translation. The 19 microsatellite probes 117 

were directly labeled with biotin-14 dATP at the 5’-end during their synthesis (Sigma, 118 

St Louis, MO, USA). Fluorescent in situ hybridization (FISH) followed the protocol 119 

described by Pinkel et al. (1986), with modifications proposed by Cabral-de-Mello et al. 120 
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(2010), and the probes were detected using anti-digoxigenin-rhodamine (Roche) or 121 

Alexa-fluor-488-conjugated streptavidin (Life Technologies). All the preparations were 122 

stained with DAPI and mounted with Vectashield mounting medium (Vector, 123 

Burlingame, CA, USA). FISH signals were observed using an Olympus BX61 124 

microscope equipped with a fluorescent lamp. 125 

 To check whether the pools of repetitive DNAs obtained by C0t-DNA from M. 126 

scutellaris are shared with other species from the same genus, we performed dot-blot 127 

analysis according to the protocol described by Anjos et al. (2016). The probe was 128 

tested against genomic DNA from M. (Michmelia) rufiventris, M. (Michmelia) 129 

seminigra, M. (Eomelipona) bicolor, M. (Melikerria) fasciculata and M. (Melipona) 130 

quadrifasciata. 131 

 132 

Results and Discussion 133 

The diploid number observed in this study for M. scutellaris of 2n=18, female 134 

(Figure 1) was previously reported by Rocha et al. (2007). This condition was also 135 

reported in 22 other species from the same genus, with variant diploid numbers only 136 

occurring in M. seminigra when considering the A complement. Like in Melipona in 137 

Meliponini, the diploid number conservation is recurrent in the distinct genus, with 138 

slight variations (revised by Tavares et al. 2017).  139 

The mapping of repetitive DNAs is scarce in bees, and FISH using multigene 140 

families as a probe in Melipona is restricted to major rDNAs in a few species (Rocha et 141 

al. 2002, 2007). The 18S rDNA was located in the terminal region of chromosome 1 in 142 

M. scutellaris; this sequence shows heteromorphism in size, as has been reported for 143 

other Melipona (Figure 1). One pair harboring an rDNA was also observed in other 144 
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Melipona (Rocha et al. 2002; Rocha 2002) and suggests that this condition is putatively 145 

ancestral. This pattern was also recurring in other Hymenoptera, such as parasitic and 146 

social wasps (Gokhman et al. 2014; Menezes et al. 2013) and ants (Imai et al. 2001). 147 

However, reports of multiple 18S rDNA signals were also described in Hymenoptera, as 148 

in Partamona (Meliponini) (Brito et al. 2005), Diachasmimorpha longicaudata 149 

(Braconidae) (Paladino et al. 2013) and some parasitoid wasps (Gokhman et al. 2014). 150 

The U2 snDNA was located in pair 2 at the terminal region (Figure 1). This is the first 151 

effort to locate this sequence in Hymenoptera and as well as in some other insects, such 152 

as true bugs (Bardella et al. 2016) and the grasshoppers Abracris flavolineata and 153 

Schistocerca gregaria (Bueno et al. 2013; Camacho et al. 2015), one bivalent harbor 154 

this sequence, though multiple clusters were also noticed (Palacios-Gimenez et al. 2013; 155 

Castillo et al. 2017). The use of this probe in other Melipona and Hymenoptera will 156 

elucidate the organization and evolution patterns of this sequence, which could be a 157 

good tool for understanding chromosome evolution. 158 

The heterochromatin was distributed along the chromosomal arms, except in the 159 

terminal regions (Figure 2a), which has been observed in other colonies and is 160 

putatively caused by high heterochromatin additions (Rocha and Pompolo 1998; Rocha 161 

et al. 2002; Rocha et al. 2007). According to Rocha et al. (2002), this could represent a 162 

main chromosomal evolution event in bees. The differences in the heterochromatin 163 

amounts and distribution are remarkable aspects of Melipona, and Rocha and Pompolo 164 

(1998) divided the genus into two groups (see introduction). Species with high 165 

heterochromatic contents also display larger genome sizes, such as M. scutellaris, 166 

whose genome is 1.08 pg (Tavares et al. 2010). The notion of the amplification of 167 

repetitive DNAs, which is associated with large heterochromatic blocks, is reinforced in 168 
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this work by the analysis of the DOP-PCR and C0t-DNA fraction probe hybridization 169 

that labeled the same regions corresponding to heterochromatin (Figures 2b and c). 170 

In contrast to the mapping with the C0t-DNA and DOP-PCR probes, seven 171 

microsatellite repeats revealed enrichment in the euchromatic regions, though faint 172 

scattered signals were also observed in the heterochromatin. No apparent variability in 173 

density was observed in the distinct chromosomes (Figure 3). Among Meliponidae, 174 

there is no data regarding the cytogenetic mapping of microsatellite repeats. In other 175 

insects, euchromatic locations for some microsatellite distinct repeats have been 176 

reported, such as in grasshoppers (Milani and Cabral-de-Mello 2014; Ruiz-Ruano et al. 177 

2015; Palacios-Gimenez et al. 2015). In the Hymenoptera model species Nasonia 178 

vitripenis, the microsatellite composition, abundance and density in distinct 179 

chromosomes were analyzed using genomic data. The data contrasted with observations 180 

in this study based on the density heterogeneity of microsatellites in the five 181 

chromosomes from this species. Moreover, considering the heat map for the 182 

chromosomal distribution of microsatellites, there are no common regions with higher 183 

microsatellite density (Pannebakker et al. 2010) as observed for the distal euchromatic 184 

regions in M. scutellaris. It is known that the presence of several microsatellites 185 

contributes to increased genome sizes in many organisms, such as in the grasshopper 186 

Chorthippus biguttulus (Ustinova et al. 2006) and has been observed in Arabidopsis 187 

thaliana and Drosophila melanogaster (Katti et al. 2001). Considering the enrichment 188 

for microsatellites in M. scutellaris euchromatin and the increased genome related to 189 

heterochromatin, we can speculate that this class of repetitive DNAs plays a minor role 190 

in increasing the genome size in this species. Moreover, the microsatellite mapping 191 

indicates the sharing of repetitive DNAs enriched in euchromatin (C-negative regions), 192 
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similar to what was observed for M. rufiventris heterochromatin (Lopes et al. 2014). 193 

Putatively, the repetitive DNAs associated with heterochromatin amplification in M. 194 

scutellaris are satDNAs and transposable elements, which are generally isolated in C0t-195 

DNA fractions. However, as this DNA fraction is anonymous, specific sequences 196 

should be characterized. 197 

Melipona species with high heterochromatin amounts are placed into two 198 

distinct subgenera (Michmelia and Melikerria). According to the molecular 199 

phylogenetic hypothesis (Ramírez et al. 2010) these subgenera are less related than with 200 

a subgenus presenting low heterochromatin (Eomelipona). Considering this situation, it 201 

is possible that heterochromatin amplification occurred more than once in the genus, 202 

which has been proposed by Lopes et al. (2011) based in phylogenetic data. Our data 203 

using dot-blot hybridization shed light on this question. Membrane hybridization using 204 

the C0t-DNA fraction of M. scutellaris as a probe against the genomes of some 205 

Melipona species (M. rufiventris, M. seminigra, M. bicolor, M. fasciculata and M. 206 

quadrifasciata) only showed positive hybridization to M. rufiventris, M. seminigra, 207 

species belonging to the same subgenus (Michmelia) (Figure 4a). These data support the 208 

presence of monophyletic heterochromatin amplification in Michmelia but also suggest 209 

more than one round of amplification in Melipona. Although the pool of repetitive 210 

DNAs is shared between Michmelia species, the specific sequences responsible for 211 

heterochromatin amplification should be better investigated. This is an interesting issue 212 

to be investigated in the future and will allow for a more conclusive hypothesis for the 213 

causes of heterochromatin amplification in this genus. 214 

 215 
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 357 

Figure captions 358 

Figure 1. Fluorescence in situ hybridization using 18S rDNA (green) and U2 snDNA 359 

(red) as probes in Melipona scutellaris chromosomes. Note, the hybridization signals 360 

are present in the terminal regions of the distinct chromosome pairs. 361 

 362 

Figure 2. Melipona scutellaris mitotic chromosomes. (a) C-banding shows evidence of a 363 

large amount of heterochromatin. (b) Fluorescence in situ hybridization (FISH) using 364 

the C0t fraction as a probe and (c) FISH with the DOP-PCR probe. Note the spread 365 

marks along the heterochromatic regions. 366 

 367 

Figure 3. FISH with microsatellites probes. Observe the hybridization signals in the 368 

terminal euchromatic regions. 369 

 370 

Figure 4. Dot-blot hybridization using M. scutellaris C0t-DNA fraction as a probe in 371 

species from the Melipona genus groups, group-I and group-II. (a) Note the positive 372 

signals in M. rufiventris and M. seminigra, which belong to the subgenus Michmelia 373 

and have high heterochromatin contents. (b) Note the absence of signals in species 374 

belonging to the other subgenus, including a species with high heterochromatic content, 375 

M. (Melikerria) fasciculata. Species with high heterochromatin content are identified by 376 

(+HC) while species with low heterochromatin amount by (-HC). 377 

 378 
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5. CONCLUSÕES FINAIS 

- O número cromossômico encontrado de 2n=18 (fêmeas) corresponde ao 

frequentemente relatado para o grupo e o mesmo se apresenta muito conservado dentro 

do gênero Melipona.  

- A análise da banda-C confirmou que M. scutellaris possui cromossomos com grande 

quantidade de heterocromatina distribuída e apenas regiões terminais são eucromáticas. 

Além disso, a fração C0t e DOP-PCR mostraram hibridização positiva em toda 

heterocromatina da espécie demonstrando que a mesma é constituída por sequências de 

DNAs repetitivos, porém essas sequências são ainda anônimas necessitando de uma 

caracterização. 

- Nas sequências de DNA repetitivo analisadas podemos ver sinais de hibridização 

positivos para DNAr 18S (primeiro par), DNAsn U2 (segundo par) e 7 sondas 

microssatélites (todos os cromossomos) sendo que todos os sinais apareceram nas 

regiões terminais dos cromossomos que são eucromáticas evidenciando que as 

sequências testadas não estão relacionadas com o aumento do tamanho genômico e à 

amplificação da heterocromatina para a espécie Melipona scutellaris.  

- Nós observamos também que apesar dos subgrupos Michmelia e Melikerria possuírem 

grande quantidade de heterocromatina, as sequências que compõem tal heterocromatina 

diferem para cada subgrupo. Com essa observação a respeito da similaridade/diferença 

da heterocromatina, podemos dizer que houve uma amplificação desta fração genômica 

monofilética no subgrupo Michmélia, porém a amplificação da heterocromatina 

aconteceu mais de uma vez no gênero Melipona como um todo.   
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