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RESUMO

TOSTA, Vander Camon, M. S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2001.
Marcador Molecular associado a cromossomos B em Partamona helleri
(Hymenoptera, Apidae). Orientador: Lucio Antonio de Oliveira Campos.
Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Silvia das Gragas Pompolo.

Cromossomos B sd0 cromossomos extras ao complemento normal,
dispensaveis e que seguem suas proprias vias evolutivas, ou sgja, tém um padréo de
heranca distinto do usua (mendeliano) entre os individuos que os carreiam. Eles
podem se originar tanto intraespecificamente, a partir de quebra dos cromossomos
do complemento normal, como interespecificamente, por transposi¢ao ou hibridagéo
interespecifica. Estes cromossomos possuem uma caracteristica tipica resultante da
sua evolugdo molecular, que os torna heterocromatinizados, com acumulo de
sequiéncias repetitivas e elementos transponivels, as vezes possuindo genes que
podem ter efeitos diretos ou indiretos no “fitness’ dos individuos que os apresentam.
Em Partamona helleri foram encontrados individuos com até quatro cromossomos
B. No intuito de obter informagdes sobre a origem e estrutura dos cromossomos B

dessa espéecie foi utilizada a técnica de RAPD para se isolar fragmentos de DNA

viii



associados a esses cromossomos. Verificou-se que a técnica de RAPD é Util para
detectar seqUiéncias especificas dos individuos portadores de cromossomos B. Um
marcador RAPD associado aos cromossomos B em Partamona helleri, identificado
previamente, foi isolado, clonado e sequenciado. Os clones obtidos serdo muito
importantes para a construcdo de uma sonda especifica para cromossomos B em
Partamona helleri. Isto permitira posterior hibridizagdo in situ dessa sonda no
genoma desta espécie e de outras relacionadas fornecendo dados sobre a origem dos
cromossomos B. Um dos clones do marcador RAPD associado aos cromossomos B
isolado foi seqlienciado. Uma andlise desta seqiiéncia mostrou que a mesma hao
codifica nenhuma proteina conhecida, ndo apresenta homologia com nenhuma outra
sequiéncia especifica de cromossomos B e possivelmente € caracteristica de regides

de DNA repetitivo desses cromossomos de Partamona helleri.



ABSTRACT

TOSTA, Vander Camon, M. S., Universidade Federal de Vicosa, August 2001.
Molecular marker joined with B chromosomes in Partamona helleri
(Hymenoptera, Apidae). Adviser: Lucio Antonio de Oliveira Campos.
Committee members. Everaldo Goncalves de Barros e Silvia das Gragas
Pompolo.

B chromosomes are additional dispensable chromosomes that follow their
own evolutionary pathway showing an unusual pattern of heredity (non-mendelian)
among the individuals that carry them. The B chromosomes could be arised
intraespecificaly as fragments of normal chromosomes, or interespecificaly for
transposition or hybridization. The typical morphological traits of these
chromosomes are results of their molecular evolution that become them
heterochromatic, with repeated sequences and transposable elements, sometimes
show genes affecting directly or indirectly the fitness of the individuals. Partamona
helleri presented at most for chromosomes B per individual. In order to obtain

information about the origin and structure of the B chromosomes of Partamona



helleri was used a RAPD technical to isolated DNA fragments joined with these
chromosomes. The work verified RAPD technical is useful to detect specific
sequences of the individual with B chromosomes. One RAPD marker joined with B
chromosomes in Partamona helleri, previoudly identified, was isolated, cloned and
sequenced. The clones got will be so important to make specific probe to B
chromosomes in Partamona helleri. This becomes possible in situ hybridization of
this probe in the genome of this specie and other related species supply information
about the origin of the B chromosomes. One of the clones of the RAPD marker
joined with B chromosomes isolated was sequenced. Analysis of this sequence
showed that it does not codify any protein known, does not present homology with
any other B chromosome specific sequence and probably it is characteristic of

repetitive DNA regions of the Partamona helleri B chromosomes.
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1. INTRODUCAO

1.1. O que sao cromossomos B ?

O termo cromossomo B foi usado pela primeira vez por Randolph (1928)
para identificar cromossomos extras em milho, que ndo seriam duplicagdo de
nenhum dos cromossomos do complemento normal. Sua descoberta, entretanto,
pode ser creditada a Stevens (1908) o qual descreveu a presenca de pequenos
Cromossomos, em numero variavel, nas populacbes das espécies de Coledptera
Diabrotica soror e Diabrotica punctata. Wilson (1906) ja tinha utilizado o termo
para cromossomos extras em insetos Hemipteras, do género Methapodi, entretanto
ele ndo tinha uma amostra populacional ampla que confirmasse seus dados (JONES,
1995).

Diferentes nomes sdo utilizados para denominar estes cromossomos, como
supranumerarios, acessorios, fragmentos extracromossdmicos ou somente B, que €,
hoje em dia, o termo padréo e segundo (JONES, 1995) o mais conveniente de ser
utilizado.



Atualmente, sabe-se que cromossomos B sdo encontrados amplamente em
espécies vegetais, animais e fungos. Estimase a sua ocorréncia em
aproximadamente 15 por cento das espécies vivas descritas, sendo que a cada ano
s80 descobertas mais ocorréncias dos mesmos (BEUKEBOOM, 1994). Segundo
BEUKEBOOM (1994), eles sempre foram definidos como: extras ao conjunto
cromossdmico normal (cromossomos A); dispensavels, normalmente menores que
0s cromossomos A; herdados de modo ndo mendeliano; heterocromatinizados; n&o
carreadores (ou raramente) de regido organizadora de nucleolo; mitoticamente
instaveis, resultando em frequéncias variadas em diferentes 6rgdos, no mesmo
individuo; que reduzem a fertilidade e o crescimento quando em nimero elevado; e
gue ndo apresentam genes com efeitos principais. Segundo CAMACHO et 4.
(2000), uma definicdo mais atual e ssmplificada para este tipo de cromossomo seria:
“cromossomos extras ao conjunto cromossdomico normal, dispensaveis, que seguem
suas proprias vias evolutivas, ou sgja, tém um padréo de heranca distinto do usual
(mendeliano) entre os individuos que os carreiam”. JONES (1995) apresenta uma
definicdo semelhante a esta. Ele define os cromossomos B como: “ cromossomos
dispensdveis, 0s quais ndo recombinam com nenhum outro membro do
complemento cromossomico A e tém padrdo irregular e ndo mendeliano de

heranca’.

1.2. Qual a origem dos cromossomos B?

A origem e evolugéo dos cromossomos B permaneceram obscuras desde sua
descricdo por Wilson em 1906. Somente nas Ultimas duas décadas, principalmente
com o desenvolvimento das técnicas de genética e citogenética molecular, foi
possivel obter um panorama um pouco mais claro sobre estes aspectos
(BEUKEBOOM, 1994).



Atualmente, considera-se que cromossomos B de diferentes espécies possam
ter origens distintas, podendo se originar tanto intraespecificamente como
interespecificamente. Contudo, apontar a origem do DNA progenitor desses
cromossomos, nem sempre é possivel (CAMACHO et al., 2000).

Os cromossomos B, que se originam intraespecificamente, sdo originados a
partir de quebra de cromossomos do complemento normal. Esta quebra pode ser a
partir de cromossomos autossomais ou sexuais (CAMACHO et a., 2000). Os
exemplos mais comuns referem-se as quebras a partir dos cromossomos autossomais
como: nas espécies vegetais;, Crepis capillaris (JAMILENA et al., 1994, 1995);
centeio (Secale cereale) (BLUNDEN et a., 1993), (CUADRADO & JOUVE,
1994), (WILKES et a., 1995), (HOUBEN et al., 1996) e (ZHANG et a., 1999);
milho (Zea Mays) (ALFENITO & BICHLER, 1993) e (STARK et a., 1996);
Brachycome dichromosomatica (LEACH et al., 1995), (DONALD et al., 1995),
(FRANKS et al., 1996) e (HOUBEN et al., 1997a, 1999); em insetos, (Drosophila
subsilvestris) (GUTKNECHT et a., 1995); em peixes, (Astyanax scabripines) (NEO
et a., 2000); em répteis, (Dicoptodom tenebrosus) (BRINKMAN et al., 2000) e em
mamiferos (Pteauroides volans) (McQUADE et al., 1994), (Reithrodontomys
megalotis) (PEPPERS et al., 1997).

No que tange a origem dos cromossomos B a partir de cromossomos sexuais,
deve-se sdlientar que ela pode acontecer tanto em sistemas em que ndo ha
heteromorfismo entre 0s cromossomos sexuais, quanto em sistemas onde ha
heteromorfismo. Como exemplo de origem a partir de cromossomos sexuas nao
heteromorficos pode-se citar 0s supranumerarios do gafanhoto Eyprepocnemis
plorans — XX/XO - (LOPEZ-LEON et al., 1994). Quando 0s cromossomos sexuais
sd0 heteromorficos, teoricamente, os cromossomos B poderiam se originar tanto do
cromossomo sexual que determina o sexo homogamético, quanto do cromossomo
sexual que determina o sexo heterogamético. Na pratica, contudo, SO se registraram

Casos em gue 0 cromossomo B se originou a partir do cromossomo gue determina o



sexo heterogamético como: em insetos Diptera (Glossina spp.) (AMOS & DOVER,
1981) e em anfibios (Leiopelma hochstetteri) (SHARBEL et al., 1998).

Casos em que ocorre origem interespecifica dos cromossomos B sdo bem
mais raros. Nestes casos, a origem dos cromossomos B deve-se a transposicéo ou
hibridagdo interespecifica. Ha na literatura apenas trés exemplos que apontam esta
origem: em plantas do género Coix (SAPRE & DESPHANDE, 1987); em peixes
(Poecilia formosa) (SHARTL et a., 1995) e em insetos Hymenoptera (Nasonia
vitripennis) (McALLISTER & WERREN, 1997); nestes exemplos, a origem se da
por hibridagédo interespecifica. Entretanto, € importante salientar que, mesmo tendo
origem por hibridagcdo, estes cromossomos podem ter em sua COmMpOSiGa0
sequiéncias derivadas de elementos transponiveis, como em Nasonia vitripennis
(McCALLISTER, 1995) e (McALLISTER & WERREN, 1997).

Pode-se questionar como os autores chegam a conclusdo de que um dado
cromossomo B, de uma dada espécie, tem esta e ndo agquela origem. Como jé foi
dito, a descoberta da origem dos cromossomos B sO se tornou possivel a partir do
desenvolvimento de avancadas técnicas de genética molecular e citogenética
molecular. BEUKEBOOM (1994) aponta algumas das técnicas usadas para a
deteccdo da origem dos cromossomos Ssupranumerdrios. “southern blot”,
hibridizagcdo “in situ”, hibridizagdo substrativa, hibridizac&o cruzada de micro-clone,
diversos métodos baseados em PCR (Polymerase chain reaction), andise de

sequéncias.

CAMACHO et a. (2000), afirmam que essas técnicas provém evidéncias
para origem dos cromossomos B. Eles dividem essas evidéncias em cinco

categorias:

1) padrdo de bandeamento similar entre os cromossomos B e os do complemento
normal, como em insetos Dipteras, Chironomus plomosus (KEYL & HAGELE,
1971);



2) sequéncias de DNA repetitivas dos cromossomos B encontradas também nos
cromossomos A, como: em plantas, Crepis capillaris (JAMILENA et al., 1995);
centeio (Secale cereale) (BLUNDEN et a., 1993), (CUADRADO & JOUVE,
1994), e (HOUBEN et a., 1996); milho (Zea Mays) (ALFENITO & BICHLER,
1993) e (STARK et al., 1996); Brachycome dichromosomatica (LEACH et al.,
1995), (FRANKS et da., 1996) e (HOUBEN et a., 1997a, 1999); em insetos,
(Drosophila subsilvestris) (GUTKNECHT et al., 1995) e (Glossina spp.) (AMOS &
DOVER, 1981); em répteis, (Dicoptodom tenebrosus) (BRINKMAN et al., 2000);
em mamiferos, (Pteauroides volans) (McQUADE et al., 1994);

3) sequéncias de DNA repetitivas dos cromossomos B ndo encontradas nos
cromossomos A, mas presentes em espécies relacionadas, como em plantas do
genéro Coix (SAPRE & DESPHANDE, 1987), em peixes (Poecilia formosa)
(SHARTL et a., 1995 e em insetos Hymenoptera (Nasonia vitripenis)
(McALLISTER & WERREN, 1997);

4) observacdo direta da origem de fragmentos cromossdmicos em cruzamentos
interespecificos, como em plantas do género Coix (SAPRE & DESPHANDE, 1987)
e em peixes (Poecilia formosa) (SHARTL et al., 1995);

5) relagdes filogenéticas dos elementos transponiveis compartilhada pelos
cromossomos B com o complemento norma (intra e interespecificamente)
(MCALLISTER, 1995) e (MCALLISTER & WERREN, 1997).



1.3. Evolucéao molecular e estrutura dos cromossomos B

1.3.1. Evolugdo molecular dos cromossomos B

No inicio dos estudos sobre cromossomos B imaginava-se que eles fossem
bastante semel hantes em sequiéncia e estrutura com os cromossomos que |hes davam
origem de modo que, eles pudessem formar singpses e recombinar com 0S mesmos.
Entretanto, estudos mais recentes indicam gue esses Cromossomos, ao Se originarem,
modificam rapidamente sua estrutura, em algumas geragdes, impedindo a sinapse
com 0 seu “progenitor” de modo a seguir suas proprias vias evolutivas, isolando-se
do resto do genoma (CAMACHO et a., 2000).

CAMACHO et a. (2000) perguntam: se um novo cromossomo B origina-se
de outro cromossomo, 0 gue inibe inicialmente a sinapse entre 0s dois Cromossomos
relacionados e permite que o cromossomo B inicie sua jornada de evolucéo
independente? Embora a resposta a esta questdo continue obscura, dados como os
obtidos por LANGDON et al. (2000) em centeio (Secale cereale), mostram que os
cromossomos B podem, ao se originar, estarem restritos a tecidos, ou linhagens
celulares ndo ligados a reproducdo e, portanto ndo serem herdados, de modo que
eles seriam gerados de novo a cada geragao a partir dos autossomais sem disuncgéo,
até se tornarem unidades independentes. Além disso, eles seriam heteropcndticos e
ndo se pareariam com 0S cromossomos A. Isto sugere a presenca de mecanismos
celulares, que, podem causar rdpida heterocromatinizacdo dos elementos extras
como sugerido por THOMAS (1995) constituindo a base para diferenciacéo dos
cromossomos B e, posteriormente, para sua evolucao independente.

Recentemente, ARAUJO et al. (2001) apresentaram um dado extremamente
interessante sobre a evolucdo dos cromossomos B. Eles mostraram que, na vespa
Tripoxylon albitarse, os cromossomos B regularizaram seu comportamento meiotico

e limitaram seu nUmero a um cromossomo por genoma haploide, indicando que



seria possivel apds anos de evolugdo independente, uma integracdo destes
Cromossomos ao complemento normal.

CAMACHO et d. (2000) afirmam que subsegiiente ao isolamento sindptico,
cromossomos B de ambos os tipos de origem (intra e interespecifica) seguem
processos similares de evolugdo molecular. Os cromossomos B, entdo, convergem
para uma morfologia degenerada caracteristica. Dessa forma as suas caracteristicas
seriam mais um reflexo destes processos de evolugéo molecular que do modo como
foram originados (GREEN, 1990).

E possivel caracterizar quatro processos de evolugio molecular que moldam
0S Cromossomos B:

1) o acumulo de seqUéncias repetitivas de DNA pelo cromossomo B, com
subseqguiente isolamento meidtico através de uma mudanca conformacional na
estrutura do seu DNA (heterocromatinizagéo);

2) a origem do cromossomo B em regifes organizadoras de nucléolo (NOR),
podendo esse cromossomo perder seu rDNA em recombinagdes intracromossomicas
0 que n&o acontece com 0S cromossomos do complemento normal;

3) 0 acumulo de elementos transponiveis pelos cromossomos B, aterando sua
estrutura e silenciando genes que 0s mesmos carreiam do cromossomo progenitor;

4) mudancas epigenéticas nos cromossomos B, como metilagdo e acetilacdo, que
controlam a sua expressdo (CAMACHO et a., 2000).

1.3.2. Estrutura dos cromossomos B

Os processos de evolugdo molecular irdo conferir aos cromossomos B a sua
estrutura caracteristica. Em geral os cromossomos B sd0 menores que 0s
cromossomos A, com tamanho de % a % do tamanho destes cromossomos. Estes

mindscul os cromossomos, também, diferem dos cromossomos A no que diz respeito



a posicdo do centrébmero, de modo que sdo facilmente identificados nas células
mitoticas (JONES, 1995).

Além disso, JONES (1995) salienta que eles sdo geralmente heterocrométicos
e que, a variagdo da heterocromatina nos cromossomos B € muito maior que no
complemento normal e ha casos em que 0s B sGo0 menos heterocromatinizados que
0S Cromossomos A.

Para melhor entender a estrutura final dos cromossomos B moldada pelos
processos de evolucdo molecular JONES (1995) diz ser pertinente perguntar: os
cromossomos B possuem genes? Durante algum tempo, a resposta categoérica era,
ndo (JONES & REES, 1982). Porém, nos ultimos anos, véarios autores mostraram a
presenca de genes nos cromossomos B, como: os que codificam rRNA em plantas,
Brachycome dichrosomatica (DONALD et a. 1995) e Crepis capillaris
(JAMILENA et a., 1994); os envolvidos na organizacdo de nucléolo (NOR) no
gafanhoto Eyprepocnemis plorans (CABRERO et a., 1987), genes para viruléncia
em fungo Nectria haematococa (MIAO et al., 1991) e genes da esterase em centeio
(Secale cereale) (BANG & CHOI, 1990).

Segundo CAMACHO et a. (2000), os cromossomos B apresentam véarios
efeitos nos individuos que os carreilam. Contrastando com 0 que se acreditava
antigamente, esses cromossomos apresentam genes que podem ser expressos, Como
os ribossomais, e os efeitos dos cromossomos B no “fitness’ dos organismos, muitas
vezes, estéo relacionados aos produtos desses genes, como o controle da resisténcia
a “ferrugem” propiciada pelos cromossomos B em aveia (Avena sativa)
(Dherawattana & Sadanaga, 1973 apud CAMACHO et al., 2000).

O gene, da familia génica dos citocromos P-450 (Pd,); presente em
cromossomos B do fungo patogénico Nectria haematococa, isolado por MIAO et al.
(1991); pode ser considerado o primeiro gene conhecido de um cromossomo B. Este
gene € responsavel pela desintoxicagcdo da fitoalexina pisantina um composto
antimicrobiano, produzido pela ervilha (Pisum sativum) que € nocivo ao fungo. Este

trabalho mostra ndo sd que os cromossomos B podem ter genes funcionais, como



estes genes podem influenciar no “fitness’ dos individuos, pois os fungos que
apresentam tais cromossomos s&o resistentes a agcao da fitoalexina, gerando variagao
patogénicaem Nectria.

Além dos efeitos diretamente relacionados aos genes, principalmente aos
ribossomais, CAMACHO et al. (2000), afirma que existem amplas evidéncias de
gue os cromossomos B, indiretamente, podem afetar um vasto nUmero de processos
celulares e fisiol 6gicos, tanto em plantas quanto em animais.

Todavia, CAMACHO et a. (2000) chamam atencdo para o fato de que estes
efeitos raramente se manifestam no fenotipo externo. como por exemplo em Allium
shoenoprasum , especie onde plantas que possuem cromossomos B, apresentam em
condicdo de “stress hidrico”, vantagem, pois necessitam de menos agua para
germinar que as plantas sem estes cromossomos (PLOWMAN & BOUGORD,
1994), ou na espécie de Diptera Chironomus plomosus, onde os individuos que
apresentam cromossomos B sdo mais adaptados a condi¢des de poluicdo extrema
(MICHAILOVA & METTINEN, 2000).

Geramente, os efeitos se restringem ao fenétipo interno, celular, como
constatado em milho (Zea Mays) onde a presenca dos cromossomos B altera a
freqiéncia de quiasmas (CARLSON, 1993), ou no gafanhoto Eyprepocnemis
plorans no qual os cromossomos B afetam a expressao das regides organizadoras de
nucléolo dos autossomos (CABRERO et al., 1987).

Na vespa parasitide Nasonia vitripennis, o efeito da presenca do
cromossomo B, também chamado de PSR (“Paternal Sexual Ratio”), € drastico. Este
€ carreado pelos machos e, apos a fertilizacdo de um évulo, por um mecanismo
ainda desconhecido, este cromossomo PSR induz a fragmentacé&o e eliminagéo do
resto do genoma paterno, restando entdo apenas 0 conjunto cromossdomico materno e
0 proprio B, o que leva a eclosdo de machos PSR, pois 0 sistema de determinacéo de
sexo dessa espécie € do tipo partenogénese arrendtoca. Assim, a razdo sexual que
normalmente seria de 90% de fémeas e 10% de machos, passa a ser de 90% machos

PSR, originados dos ovos nos quais o genoma paterno foi eliminado (apresentando o



cromossomo B) e 10% machos normais, originados a partir dos 10% de ovos que
normal mente ndo sdo fecundados nessa espécie (WERREN, 1991).

Aparentemente, a maioria dos genes encontrados nos cromossomos B ndo é
expresso. Todavia, CAMACHO et a. (2000) afirmam que a inatividade dos
cromossomos B néo deve ser somente considerada em termos de ndo codificacéo ou
ndo transcricdo do DNA, mas, também, em termos da formagéo de complexos do
DNA com proteinas ou outras moléculas organicas, os quais podem afetar e serem
afetados pela estrutura fisica da cromatina. Como exemplos pode-se citar o trabalho
de HOUBEN et al. (1997b), que mostra que os cromossomos B em Brachycome
dichrosomatica sdo desacetilados em relacdo aos cromossomos do complemento
normal e, em conjunto com a replicacdo tardia dos supranumerérios, tornam-se
geneticamente inertes; e os trabalhos de LOPEZ-LEON et a. (1991, 1995a,b) com o
gafanhoto Eyprepocnemis plorans, LEACH et a. (1995) com Brachycome
dichrosomatica e NEVES et a. (1992) em centeio (Secale cereale) que mostram um
certo controle da expresséo dos cromossomos B por meio de metilagdo.

CAMACHO et al. (2000) concluiram que, apesar de alguns cromossomos B
apresentarem efeitos diretos ou indiretos no “fitness’, muito mais pesquisas sao
necessarias para se aceitar como verdadeira a opinido geral, que se tem hoje, de que
todos os cromossomos B apresentam genes ativos. Além disso, ele enfatiza que os
efeitos dos cromossomos B dependem das condicdes ambientais nas quais
populagdes que os carreiam se encontram e assim, esses efeitos podem apresentar
variagao tanto temporal quanto espacial.

Além de genes, as pesquisas utilizando técnicas de genética molecular e
citogenética molecular, a partir da década de noventa, permitiram identificar varias
sequéncias especificas dos cromossomos B. Estas seguéncias sdo em gera
responsaveis pela heterocromatinizagdo dos cromossomos B ap0s a sua origem,
sendo ricas em adenina e timina e, em geral, apresentam sequéncias repetitivas
(JONES, 1995).
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Ha vérios estudos onde se isolou e sequenciou alguma porcdo dos
cromossomos B. Em plantas Crepis capilaris JAMILENA et a. (1994) isolaram
uma seqUéncia nos cromossomos B homdloga a regibes teloméricas dos
cromossomos A; em centeio (Secale cereale), foram isoladas duas sequéncias
repetitivas, uma de 1.1 e outra de 3.9kb, especificas dos cromossomos B
(SANDERY et a., 1990), (BLUNDEN et a., 1993); em milho (Zea Mays)
(ALFENITO & BICHLER, 1993), (STARK et al., 1996) isolaram sequéncias
homologas a regibes centroméricas e a retrotransposons respectivamente; no
gafanhoto Eyprepocnemis plorans (LOPEZ-LEON et a., 1995c) isolaram uma
sequéncia repetitiva

Na vespa parasitdide Nasonia vitripennis vérias sequéncias foram isoladas,
trés familias de sequéncias repetitivas (171-214pb) especificas dos cromossomos B e
uma familia de seqUéncias repetitivas (94pb) homoldgas com os cromossomos do
complemento normal (EICKBUSH et al., 1992), aém de uma seqiéncia identificada
como sendo um retrotransposon, denominado de NATE (“Nasonia transposable
element”), encontrado no genoma de espécies relacionadas (McCALLISTER, 1995),
(McCALLISTER & WERREN, 1997).

1.4. Os cromossomos B em Hymenoptera

A ordem Hymenoptera, na qual se encontram insetos bastante conhecidos,
como abelhas, formigas e vespas, tem sido alvo de vérios estudos, principalmente
devido a presenca entre estes, desde espécies solitérias e parasitas, até espécies com
um elevado e intrincado nivel de sociabilidade, o que os torna um modelo Unico para
0 estudo de evolugdo do comportamento social (WILSON, 1975). Além disso,
grande interesse € despertado também pelo fato de, a esta ordem pertencerem os

principais grupos de parasitoides (Calcidoidea e Ichneumoidea) e de polinizadores
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(Apoidea). Diversos Hymenoptera tém grande importancia econdmica: abelhas, pela
producdo de mel, como Apis mellifera e Tetragonisca angustula; formigas
cortadeiras, pelo dano causado a diversas culturas; entre outros. Do ponto de vista
genético, essa ordem representa um interessante objeto de estudo, visto que a
maioria de suas espécies apresenta sistema de determinagdo de sexo bastante
peculiar, a partenogénese arrendtoca, em que as fémeas sdo originadas de ovos
fertilizados e sdo dipldides e os machos, de ovos ndo fertilizados sendo, portanto
hapl 6ides.

Até o momento, a respeito de cromossomos B, ha poucos trabalhos na ordem
Hymenoptera. Em formigas, IMAI (1974) encontrou de 1 a 12 cromossomos B em
Lepthotorax spinosior; IMALI et al. (1977) descreveram um sistema de cromossomos
B em Podormyna adelaide, cujo nimero variou de 6 a 11; e também IMAI et al.
(1984) encontraram de 6 a 11 cromossomos B nas spp. Pseudolasius sp. e
Prenolepis jerdoni. Mais recentemente, PALOMEQUE et al. (1990) mostraram a
presenca de cromossomos B em Lasius niger com variacéo intra e interindividual, e
LORITE et a. (2000) mostraram a presenca de cromossomos B na subfamilia
Myrmecinae.

Em vespas, destaca-se 0 caso classico de Nasonia vitripennis que se apresenta
como um oOtimo modelo para estudos dos cromossomos B, 0 supranumerario
chamado de PSR, iniciamente observado por NUR et a. (1988), um caso
semelhante ao de Nasonia foi descrito em populagbes da vespa Thricogramma
kaykai por STOUTHAMER et al. (2001), sendo que nestas vespas, 0 cromossomo B
também leva as fémeas a sO produzirem machos na prole. Em Sphecoidea encontra-
se a presenca de cromossomos B em Trypoxolon albitarse, objeto de estudos de
ARAUJO et a. (2000, 2001).

Em abelhas, apenas em meliponideos (Apidae) sdo encontrados relatos de
cromossomos B, como os encontrados por ROCHA (inf. Pessoal) que mostrou a

presenca de cromossomos B em Melipona quinquifasciata.
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1.5. Os cromossomos B em Partamona (Hymenoptera, Apidae)

O género Partamona € largamente distribuido do sul do Brasil a regido
centra do México. Estas abelhas sGo denominadas popularmente, no Brasil por
“abelhas cachorro” ou “Cupira’. Elas ocorrem em florestas tropicais, cerrados,
caatinga e regides montanhosas como os Andes. Algumas espécies sdo observadas
em é&reas urbanas, construindo ninhos em vasos de plantas, frestas de paredes e
muros. Os ninhos séo construidos de forma bastante variada, mas algumas espécies
SO constroem seus ninhos em cupinzeiros (PEDRO, 1998).

No género Partamona, COSTA et a. (1992), BRITO et al. (1997) e BRITO-
RIBON et al. (1999) caracterizaram citogeneticamente um total de seis espécies do:
Partamona helleri, Partamona sp. aff. nigrior, Partamona vicina, Partamona
ayaleae, Partamona mulata, Partamona sp. n.. Somente a espécie Partamona
helleri ap0s caracterizacdo citogenética apresentou individuos com cromossomos B.

Em Partamona helleri, COSTA et al. (1992) encontraram de um a trés destes
cromossomos B, em diferentes individuos. BRITO et al. (1997) concluiram que
existem dois tipos de cromossomos B morfologicamente distintos. TOSTA et al.
(1998) encontraram individuos com até quatro cromossomos B nesta espécie.

BRITO (1998) caracterizou citogeneticamente a espécie Partamona helleri
utilizando as técnicas de banda C; método GTG; banda NOR; coloragdo com
cromomicina Az e DAPI; banda Q; e FISH utilizando-se sonda rDNA 18S-FITC de
milho (Zea Mays), concluindo que os cromossomos B de Partamona helleri sdo
heterocromaticos e possuem regifes ricas em AT, o0 que possibilitou um
conhecimento da estrutura molecular desses cromossomos.

Pouco, ou nada, se sabe sobre a origem, a dinamica populacional e os efeitos
dos cromossomos B que os individuos de Partamona helleri carreiam. BRITO
(1998) concluiu em uma analise citogenética por método FISH (hibridizac&o in situ
fluorescente) que os cromossomos B de Partamona helleri devem ter surgido a

partir de outro segmento do complemento normal que ndo aquele distalmente
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posicionado no braco longo do par heteromorfico (par 2), como se achava
anteriormente (BRITO et al., 1997), pois a técnica mostrou que estes cromossomos
tém composi¢do de bases diferentes.

No mesmo trabalho, em uma anadlise de “Southern Blot”, BRITO (1998)
mostrou que, apés tratamento do DNA gendmico de individuos com e sem
cromossomos B com a enzima de restricdo EcoRI, os individuos com cromossomo
B apresentavam bandas ndo presentes nos individuos sem este cromossomo, 0 que
sugeriu a presenca de sequiéncias especificas de B nesta espécie.

As evidéncias de que possam existir seqiiéncias especificas nos cromossomos
B de Partamona helleri, foram reforgcadas pelo trabalho de TOSTA et d., (1999) que
identificaram um marcador RAPD associado a estes cromossomos. Esse marcador
foi utilizado por IRSIGLER et al., (2000) em um estudo de assimetria flutuante com
populacbes de Partamona helleri. Foi sugerido que individuos portadores de B sdo
mais assimétricos que aqueles que ndo possuem esses cromossomos. Visto que
individuos mais simétricos tém maior “fithess’ esses cromossomos podem estar

diminuindo o “fitness’ dos individuos que os carreiam.

1.6. Uso de técnicas de genética molecular no estudo dos cromossomos B

1.6.1. Uso detécnicas de hibridizagdo para estudo dos cromossomos B

O principio no qual todos os métodos de hibridizacdo molecular sdo baseados
€ a formagdo de uma dupla hélice por duas fitas de DNA complementares. Este
processo foi primeiramente descrito por Marmur e Doty em 1961. Duas importantes
premissas do processo foram prontamente estabelecidas, as duas seqiéncias
envolvidas na formagdo do “duplex” devem ter um grau de complementaridade, e a

estabilidade do “duplex” formado depende deste grau de complementaridade. Estas
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duas premissas sugeriram modos pelos quals esse processo poderia ser usado para
analisar relagdes entre sequiéncias de &cidos nucléicos, isso foi rapidamente aplicado
a solucdo de uma série de problemas biolégicos (Southern apud HAMES &
HIGGINS 1991).

Dentre as técnicas de hibridizacdo, usadas na genética molecular, a mais
comum € “Southern Blot”. Nesta técnica, 0 DNA de interesse é iniciamente
digerido por enzimas de restri¢éo, e esses fragmentos s&o separados por eletroforese
em gel de agarose. Os fragmentos sdo desnaturados, mergulhando-se 0 gel em
solugdo alcaling, e entdo sdo transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou
nailon, de forma a reproduzir na membrana a distribuicdo dos fragmentos no gel. A
membrana € imersa em solugdo de hibridizacdo contendo a sonda (segiéncia de
interesse), marcada radioativamente ou por enzimas gue, colocadas em contato com
determinado substrato, emitem luz, chamada marcagdo a frio. Os fragmentos que
hibridaram com a sonda sdo posteriormente revelados por auto-radiografia
(LENINGHER et al. 1995).

No decorrer da década de noventa, varios estudos utilizando hibridizacdo para
se determinar a origem e estudar a evolucdo dos cromossomos B foram realizados.
Em Crepis capillaris JAMILENA et a. (1994) utilizaram a técnica de “Southern”
para isolar uma sequiéncia nos cromossomos B homologa a regides teloméricas dos
cromossomos B. Em centeio (Secale cereale), também por “Southern”, foram
isoladas duas seguéncias repetitivas, uma de 1.1 e outra de 3.9kb, especificas dos
cromossomos B (SANDERY et al., 1990) (BLUNDEN et al., 1993). Em Nasonia
vitripennis vérias sequéncias foram isoladas por esta técnica; trés familias de
sequiéncias repetitivas (171-214pb) especificas dos cromossomos B e uma familia de
seqiiéncias repetitivas (94pb) com homol ogia com os cromossomos do complemento
normal por EICKBUSH et a. (1992). Alem de uma sequéncia identificada como
sendo um retrotransposon, que foi denominado de NATE (“Nasonia transposable
element”), encontrado no genoma de espécies relacionadas (McCALLISTER, 1995),
(McCALLISTER & WERREN, 1997).
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16.2. Uso de marcadores moleculares RAPD para estudo dos

Cr omossomos B

A técnica de RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) foi
desenvolvida por WILLIAMS et a. (1990) e é baseada na reacdo de PCR,
desenvolvida por Kary Mullis em 1984. A diferenca basica entre a variante RAPD e
a reagcdo de PCR convencional, é a utilizagdo na técnica de RAPD de sequéncias
arbitrarias de DNA como “primers’, os quais S80 menores gque os utilizados em PCR
(WILLIAMS et al., 1990).

WILLIAMS et al. (1990) afirmam gque o uso de marcadores moleculares em
mapeamentos geneéticos, diagndsticos genéticos, taxonomia molecular e estudos
evolutivos é muito importante. Eles também ressaltam que os marcadores
comumente utilizados até aquele momento, os RFLPs (“Restriction fragment length
polymorfism”) eram identificados por hibridizacdo o que os tornavam laboriosos e
incompativeis com estudos que precisavam de répidos avancos. Além disso, eles
afirmam que, apesar de testes genéticos baseados em PCR serem simples, eles
necessitam de conhecimento de sequéncias especificas de DNA para que se possa
desenhar “primers especificos’. Assim, eles concluem gue a técnica de RAPD seria
uma revolucao pois agilizaria de forma nunca vista o estudo de polimorfismos
utilizando marcadores moleculares ja que os “primers’ sdo aleatorios e ndo precisam
de conhecimento prévio de qualquer sequéncia. AVISE (1994) chama a atencdo que
a técnica de RAPD € a mais fécil de se instalar em um laboratério de Biologia
molecular e também a menos dispendiosa.

Apesar de todas estas vantagens, atécnica de RAPD, e mesmo outras versdes
da técnica de PCR, sdo muito pouco utilizadas no estudo dos cromossomos B.
McQUADE et a. (1994) em mamiferos, Ptauroides volans e BRINKMAN et al.
(2000) em répteis, Dicamptodom tenebrosus utilizaram uma metodologia baseada
em PCR e hibridizagdo. Eles microdissecaram cromossomos B desta espécie,

amplificaram o DNA destes cromossomos por PCR e o utilizaram como sonda para
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uma hibridacdo com DNA gendmico de individuos com e sem cromossomos B,
obtendo dados relevantes sobre a origem e evolucdo dos supranumerarios nestas
espécies. TANIC et a. (2000), trabalhando com ratos da espécie Apodemus
flavicollis, realizaram um experimento baseado em AP-PCR (uma variagdo da
técnica de PCR) no qual encontraram bandas polimorficas associadas a presenca de
cromossomos B. Neste estudo, os autores tentaram sem sucesso diferenciar a
variagdo numérica dos cromossomos B (esta espécie apresenta de 1 a 3
supranumerarios), através de uma quantificacdo da intensidade das bandas, quando
uma determinada banda estava presente em individuos com diferentes nimeros
Cromaossomicos.

GOURMET & RAYBURN (1996), trabalhando com milho (Zea mays),
encontraram associacdo entre marcadores RAPD e cromossomos supranumerarios,
em uma andlise populacional utilizando quatro “primers’, 0 que 0s permitiram
concluir que marcadores RAPD sdo Uteis para se conduzir varios tipos de pesquisa
com cromossomos B como, mapeamento do cromossomo B e estudos sobre a
origem e evolucdo dos mesmos. LIN & CHOU (1997), também utilizando milho
(Zea mays), fizeram um mapa fisico dos cromossomos B mostrando serem coerentes
as conclusdes de GOURMET & RAYBURN (1996). Em Partamona helleri,
TOSTA et a. (1999) também descobriram um marcador RAPD associado a
cromossomos B. Juntos, estes trabalhos demonstram que esta técnica podera

fornecer dados importantes sobre a origem e evolugdo dos cromossomos B.

1.7. Objetivos

Este trabalho foi realizado com o intuito de ampliar 0 conhecimento sobre os

cromossomos B em Partamona helleri.
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Os objetivos especificos do presente trabalho foram:
-Testar novos “primers’” RAPD para identificar novos marcadores associados a
cromossomos B em Partamona helleri;
-Isolar, clonar e seqlenciar marcador previamente identificado associado a
cromossomos B em Partamona helleri;
-Verificar se existe homologia entre a sequiéncia do marcador e regides presentes
em cromossomos B ja seqlenciadas em outros organismos, especialmente em

insetos.
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2. MATERIAISE METODOS

2.1. Colébnia de Partamona helleri utilizada no estudo

Para as andlises do presente trabalho foram utilizadas operérias de Partamona
helleri, da colénia n° 588, mantidas no apiario da Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa - MG (20°45'LS, 42°52'LW). Essas operarias, em caracterizacdo
citogenética prévia, apresentavam individuos com e sem cromossomos B, na

proporcéo de 1:1.

2.2. Extracéo do DNA

Para extragdo do DNA gendmico foi utilizado o protocolo descrito por
WALDSCHMIDT et a. (1997). Cada individuo foi macerado, individual mente, com
pistilo de plastico em microtubo contendo 600m de tamp&o de extragdo gelado
(CTAB - brometo de cetiltrimetilamonio - 2%; NaCl 1,4M; TriHCl 100mM pH
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8,0; EDTA 20mM pH 8,0; e 100ny/ml de proteinase K). O macerado foi, entdo,
incubado a 65°C por 30 min. As desproteinizacfes foram feitas com 1 volume de
cloroformio, seguida de centrifugacdo a 13000 rpm/min em centrifuga Eppendorf
modelo 650. O sobrenadante foi entéo tratado com RNAse incubando-se 0 mesmo a
37° C por 30 min.

O DNA isolado foi precipitado com 1 volume de isopropanol sob incubagéo a
-20°C por 2 a 24 horas. Passado este tempo, a solucéo foi submetida a centrifugacéo
a 14.000 rpm por 30min, o precipitado formado foi lavado com etanol 70%, seco ao
ar livre, e ressuspendido em 100m de TE (TrisHCI 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM). A
suspensdo obtida foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo
10ng/ml de brometo de etidio, para verificar a integridade e a pureza do DNA

extraido.

2.3. Amplificagédo do DNA gendmico

O DNA foi amplificado pela técnica de RAPD, conforme metodologia de
WILLIAMS et a. (1990). A mistura de reacéo de 25m consistiu de: 2,0m de DNA,

MgCl> 35mM, TrigKCl 10mM/50mM; 0,ImM de cada dos seguintes
desoxirribonucleosideo trifosfato (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), um “primer”
decamero 0,4nM (OPERON Technologies Alameda, CA, EUA) e 1U de TAQ
polimerase. A mistura foi incubada em termociclador, modelo PTC-100 (MJ
Research), programado para 40 ciclos, consistindo cada ciclo de um passo de
desnaturacéo (15s a 94°C), um passo de pareamento (30"’ a 35°C) e um passo de
extensdo (1min a 72°C). Ao final dos 40 ciclos um passo extra de extensdo (7 min a

72°C) foi realizado.
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A separacdo dos produtos de reacdo foi feita por eletroforese em gel de
agarose 1,2% contendo 10ng/ml de brometo de etidio, imerso em tampéo TBE
(Tris-borato 90mM, EDTA 1mM, pH 8,0). Os fragmentos de DNA amplificados
foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em méquina POLAROID

apropriada.

2.4. | dentificacdo de novos mar cadores RAPD associados a cr omossomos

B em Partamona helleri

Para identificar os individuos com e sem cromossomos B da col6nia 588, o
DNA dos mesmos foi submetido a amplificacdo com o “primer” OPK-14, que revela
um fragmento de DNA detectado, unicamente, nos individuos portadores de
cromossomos B em Partamona helleri (TOSTA et al., 1999).

Para a identificacdo de outros marcadores moleculares RAPD associados aos
cromossomos B utilizou-se a técnica de “bulks’, que consiste em reunir o DNA
gendmico de varios individuos com uma determinada caracteristica, em um anico
grupo, e amplificdlos em conjunto, no lugar de amplificar o DNA de individuo por
individuo, isoladamente.

Assim 36 individuos da colonia 588 foram identificados quanto a presenca ou
auséncia de cromossomos B, através da amplificagdo com o primer OPK-14. Apos
esta identificagdo o DNA gendmico de 8 individuos que apresentavam cromossomos
B foram agrupados em um “bulk” C1, o DNA de outros 8 individuos que também
apresentavam cromossomos B foram agrupados em outro bulk C2, da mesma forma
0 DNA gendmico de dezesseis individuos sem os cromossomos B foram agrupados
em outros dois “bulks’ de oito individuos denominados S1 e S2. Estes “bulks’
entdo foram amplificados utilizando-se 100 diferentes “primers’ através da técnica

descritaem 2.3.
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25. Purificagdo e clonagem do marcador RAPD associado a
cromossomos B

Para a clonagem da banda associada a individuos com cromossomos B,
obtida a partir do padréo de amplificagdo com o “primer” OPK-14 , foi feita a
purificacdo da mesma do gel de agarose. A purificagdo consistiu em isolar com um
bisturi a banda de DNA identificada como marcador do restante do gel, cortando
somente a por¢ao do gel no qual ela se encontrava. Apos o corte, a banda de DNA
foi foi eluidado gel por meio do Kit da QIAGEN (Qiagen, Cat. No. 24106).

Os fragmentos purificados foram ligados, com auxilio daenzima T, ligase, a0
vetor plasmidia pGEM-T easy (PROMEGA-pGEM-T e pGEM-T easy vector
systems — No. Cat. A 1360). Apds essa etapa, o vetor plasmidial foi utilizado para
transformar células competentes da bactéria Escherichia coli DH5a. Apo6s
transformacdo, as células bacterianas foram plagueadas em meio LB contendo
ampicilina (100 ng/ml), 5-bromo-4-cloro-3-indol-b-D-galactosideo (X-gal) e
isopropil-tio-b-D-galactosideo (IPTG), e incubadas a 37°C. A identificacdo dos
clones positivos foi feita pela andlise da cor das col6nias na placa contendo LB. As
colbénias gque continham o plasmideo sem o fragmento de DNA inserido ficaram
azuis, pois conseguiam degradar o X-gal, enquanto as que possuiam o plasmideo
com o fragmento de DNA inserido ficaram brancas, por terem o0 gene Lac Z
interrompido pelo fragmento inserido, ndo produzindo a enzima b-galactosidase e
portanto, ndo degradando o X-gal.

O diagnostico das coldnias brancas foi feito, iniciamente, por meio da
técnica de PCR. Uma por¢do da col6nia foi inoculada em uma placa contendo meio
LB e ampicilina, devidamente identificada, e uma outra porcéo foi inoculada em um
tubo contendo os componentes para a reagdo de amplificacdo. A regido do inserto
foi amplificada utilizando-se oligonucleotideos (M13 Forward e M13 Reverse) que
flangueiam as duas extremidades do sitio de clonagem. Os produtos dessa

amplificagcdo foram analisados em gel de agarose 1,2%, sendo que 0s insertos sao
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acrescidos de 254pb, correspondentes a DNA plasmidial, outra forma de andlise das
colénias com o fragmento de DNA inserido foi realizacdo de uma lise rapida de
colbnias, na qua verificou-se o tamanho do plasmideo liberado através de uma
eletroforese; uma coldnia azul, contendo o plasmideo sem o inserto de DNA, foi
utilizada como controle. Todas as colénias que apresentaram plasmideos maiores
gue os do controle na eletroforese foram consideradas colGnias recombinantes, ou
sgja gue apresentavam o fragmento de DNA inserido.

A extragdo plasmidia foi feita utilizando-se o QIA prep Spin Miniprep
(Qiagen, Cat. No. 27106). O diagnostico do plasmideo recombinante foi feito por
meio de uma reacdo de clivagem com a enzima de restricdo Eco RI, para aliberagdo

do inserto.

2.6. Sequienciamento e analise do mar cador RAPD clonado

O fragmento amplificado com o primer OPK-14, ja clonado no vetor pGEM-
T easy, foi sequienciado usando-se um seqiienciador automatico de DNA da Perkin-
Elmer — modelo ABI-310, pelo método da terminacdo da cadeia com
dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977)

As reacBes de seqiienciamento foram feitas utilizando-se o ABI PRISM ™
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer) e os
oligonucleotideos M13 Forward ou M13 Reverse. O programa de amplificagcéo
linear dos fragmentos foi o0 seguinte:

96° C por 2 min + 25 X (96°C por 30s + 50°C por 15s+ 60°C por 4 min).

As seqgiiéncias de desoxirribonucleotideos foram comparadas com sequiéncias

diponiveis no GeneBank (http://www2.nchi.nlm.nih.gov/).
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2.7. “ Southern Blot”

Uma amplificacdo de dois individuos de Partamona helleri com
cromossomos B, utilizando o “primer” OPK-14 foi redlizada e o produto da reacéo
submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1,4%. O gel, entdo, foi inicialmente
incubado em soluc&o de desnaturacdo (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M) duas vezes, por
20 minutos cada. Posteriormente, o gel foi incubado em solucéo de neutralizacéo
(TrissHCI 500 M pH 7,0) e transferido para uma membrana de nailon (SAMBROCK
et a., 1989). A membranafoi entdo lavada em 10X SSC por cinco minutos e o DNA
foi imobilizado na mesma, utilizando-se “Stratalinker” da STRATAGENE,
aplicando-se radiacdo UV numa poténcia de 120.00 njoules/cm? . Esta membrana
foi pré hibridizada na solucdo QuikHyb (STRATAGENE) a65° C por 15 minutos. A
reacdo de hibridizac&o foi conduzidaa55° C, por no minimo duas horas, em solugéo
de hibridacgdo (10ml de QuikHyb e 1m de sonda obtida a partir do marcador de
RAPD clonado). Ap6s a hibridizagdo, a membranafoi lavada em 1X SSC SDS 0,1%
por duas vezes de 15 minutos cada, a’55° C.

A membrana foi equilibrada em tamp&o 1 (TrissHCI 0,2mol/L pH 7,5, NaCl
0,15 mol/L), por 15 minutos, e incubada em tampé&o 2 (Tris-HCI 0,2mol/L pH 7,5
NaCl 0,15 mol/L, reagente de bloqueio do Kit -“ Illumi nator'™ Chemiluminescent
Detection System” - , STRATAGENE) por 30 minutos, a 60° C. Apds a incubacéo,
amembranafoi lavada com TBST (0,05% de Tween 20 em tampao 1) a temperatura
ambiente, por duas vezes, e incubada com o anticorpo-antifluoresceina (1m de
antifluoresceina conjugado a fosfatase alcalina para 10ml do tampéo TBST) por uma
hora. Apés este periodo, a membrana foi lavada trés vezes em TBST, por 15
minutos cada, e, subseqlentemente, equilibrada em 100mL do tampédo 3 (60m de
dietanolamina e MgCl, 0,1 mol/L). Ap6s a membrana ter sido incubada no tampéo 3

contendo 70m de CSPD o DNA hibridizado foi visualizado por auto-radiografia.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Nesse trabalho foram utilizadas operérias de Partamona helleri da colénia
588 do apiario central da UFV, que apresentava em andlises citogenéticas prévias,
individuos portadores (com um cromossomo B) e ndo portadores de cromossomos
B. E importante salientar que, nessa espécie, foram encontrados individuos com até
guatro cromossomos B (Figura 1) e, que o uso de marcadores moleculares pode
gjudar a se saber mais sobre a origem destes cromossomos; como eles se mantém na
populagcdo, muitas vezes aumentando sua frequéncia; e quais sdo seus efeitos sobre a
adaptacdo dos individuos que os apresentam.

TOSTA et a. (1999) identificaram um marcador RAPD associado aos
cromossomos B em Partamona helleri, que marcava indistintamente individuos com
um, dois, trés ou quatro cromossomos B. Esse marcador foi utilizado, aqui, para
identificar a presenga ou auséncia de cromossomos B nas operérias de Partamona
helleri da colonia 588. Apos a identificagdo dos individuos estes tiveram seu DNA
amplificado com diferentes “primers’ no intuito de se identificar novos marcadores.
O marcador encontrado por TOSTA et a. (1999), também, foi isolado, clonado e
seglienciado.
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Figura 1 - Metéfases ganglionares de pré-pupas de oper&ias de Partamona
helleri com 2n=38(A), 2n=37(B), 2n=36(C) e 2n=35(D)
evidenciando a presenca de 4, 3, 2 e 1 cromossomos B (seta),
respectivamente. Adaptado de TOSTA et al., 1999.
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3.1. Marcadores moleculares RAPD associados a cromossomos B

Os quatro “bulks’ de DNA (Cl1 e C2 de individuos com, S1 e S2 de
individuos sem cromossomos B) foram amplificados com os 100 diferentes

“primers’” e nenhum novo marcador foi encontrado (Figura 2).

G S & S G S &S G SCG S G S &G S

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% mostrando o padréo de
amplificagdo com quatro dos 100 “primers’ utilizados. C1 e C2 (“bulks’ de DNA de
individuos com cromossomos B). S1 e S2 (“bulks’” de DNA de individuos sem
cromossomos B). Nestes quatro “primers’ como nos restantes nenhuma banda
associada aos cromossomos B foi encontrada.

Apesar de ndo se obter novos marcadores moleculares RAPD associados a
presenca de cromossomos B no presente estudo, pode-se dizer que, 0 uso de
marcadores desta natureza € Util para se estudar esses cromossomos. Utilizando a
técnica de RAPD foi possivel, tanto em abelhas (Partamona helleri) (TOSTA et al.,
1999) como em milho(Zea mays) (GOURMET & RAYBURN 1996), identificar

marcadores moleculares associados aos cromossomos B. Além disso, dados, como
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os obtidos por TANIC et. a. (2000), mostram que outras técnicas com base em PCR
como: AP-PCR, microssatélites, entre outras, podem ser usadas para deteccéo de
sequéncias especificas dos cromossomos B; e dados como os de LIN & CHOU
(1997), também em milho(Zea mays), mostram ser possiveis utilizar os marcadores
RAPD para mapear esses Cromossomos.

A distingdo dos individuos quanto a0 nimero de cromossomos B que eles
carreiam, utilizando marcadores moleculares seria, particularmente Util em espécies
nos quais a deteccao citogenética dos mesmos sO pode ser feita em larvas, que € 0
caso de Partamona helleri. Essa detecca@o permitiria o refinamento de estudos como
o redlizado por IRSIGLER et a. (2000), no qua se pesquisou o efeito dos
cromossomos B, sobre o “fitness’ dos individuos adultos, em Partamona helleri,
utilizando medidas de assimetria flutuante. Neste estudo os individuos foram
classificados somente quanto a presenca e auséncia dos cromossomos B. Isto,
porque o marcador identificado por TOSTA et al. (1999) e utilizado por IRSIGLER
et a. (2000) para tipar os individuos, ndo permitia detectar 0 numero de
cromossomos B. Visto que, segundo WHITE (1973), o acimulo de cromossomos B
diminui o “fitness’ dos individuos, sabendo a quantidade de B que cada individuo
possuia, teria permitido a IRSIGLER et a. dados mais conclusivos, apesar de que
foi possivel detectar a influéncia negativa dos cromossomos B no “fitness” dos
individuos portadores pois estes eram mais assimeétricos.

TANIC et a.(2000) tentaram redlizar a diferenciacdo numérica entre
portadores de cromossomos B utilizando uma andlise da intensidade das bandas de
AP-PCR associadas a esses cromossomos em ratos (Apodemus flavicollis), mas ndo
encontraram nenhuma diferenca. Talvez a utilizagdo de marcadores AFLP fosse uma
boa alternativa para este problema; neste sistema, para se identificar individuos
heterozigotos vem sendo utilizado, com sucesso, leitura quantitativa das bandas nos
autoradiogramas por densitometria, possibilitando a diferenciagdo de duas bandas
aparentemente idénticas (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1998).
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3.2. Obtencao de clones do mar cador RAPD associado aos cr omossomos B

Para clonar o marcador molecular RAPD associado aos cromossomos B
identificado por TOSTA et a., (1999) em primeiro lugar, o DNA de uma operéria
adulta de Partamona helleri foi amplificado em dez reagbes com o “primer” OPK-
14, e o padréo eletroforético deste DNA comparado com o obtido por TOSTA et al.

(1999). Identificada a banda marcadora associada aos cromossomos B, ela foi
isolada (Figura 3).

—

1---|..|-~.‘

-

— -
-

-I--ﬂ-'---_
A ALIITITYEL D

Figura 3 Em 1 eletroforese em gel de agarose 1,2%, mostrando o padréo
eletroforético de amplificagdo com “primer” OPK-14; em todos os “slots’ 0 DNA
amplificado € do mesmo individuo, a seta tracejada indica a banda associada aos
cromossomos B identificada por TOSTA et a. (1999). Em 2 a banda associada aos
cromossomos B é excisada com bisturi, para posterior clonagem (cabega de seta).
Em 1 e 2 a ultima coluna da esguerda para direita mostra padréo eletroforético do
DNA do fago | digerido com as enzimas EcoRI e HindllI utilizado como marcador
de peso molecular.
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Realizaram-se dez amplificacdes do DNA do mesmo individuo no intuito de
aumentar a concentracéo de DNA durante a eluicdo do mesmo do gel de agarose.

Apbs a excisdo, a banda marcadora foi purificada e o DNA presente na
mesma foi submetido a eletroforese para checagem e quantificacdo. A banda obtida
a partir da eletroforese deste DNA purificado mostrava padréo eletroforético
semelhante ao da banda excisada, demonstrando adequacdo do método utilizado
(Figura4).

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,2%, evidenciando a banda
associada aos cromossomos B purificada (seta- coluna 5). 1- DNA de fago |

digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll usado como marcador de peso molecular,
2- marcador de concentragdo de DNA de 50ng, 3-marcador de concentragdo de
DNA de 100ng, 4-marcador de concentracéo de DNA de 150ng.
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O DNA da banda purificada foi entdo ligado a um vetor plasmidial, e inserido
em células da bactéria Escherichia coli, linhagem DH5a, por meio de transformacdo
por choque térmico. Foram obtidos 27 clones positivos (Figura 5). Esses clones sdo
representados pelas coldnias de bactérias brancas, as quais apresentam tal coloracéo
por possuirem um plasmideo contendo o inserto, ou sga, ligado com a banda
purificada, 0 que provoca a interrupcdo do gene da enzima b-galactosidase e
portanto a ndo degradacdo do X-gal.

Figura 5 - Esquema representando uma placa de Petri contendo culturas
isoladas, originadas de células de Escherichia coli, linhagem DHb5a, apos
transformacdo por choque térmico. As colbnias brancas (setas) representam os
clones positivos, ou sgja onde o plasmideo por ter o fragmento de DNA (ou parte
deste) ligado tem o gene da b-galactosidase interrompido, ndo degradando a lactose.

O DNA contido na banda excisada pode ser quebrado quando exposto por um
tempo excessivo a radiacdo ultra-violeta, isso pode gerar falsos clones, ou sgja
bactérias brancas que contém partes quebradas do DNA da banda marcadora, e ndo
o DNA intacto. Além disso, no ato de coleta de uma dada coldnia na placa de petri
esta pode ser contaminada se ndo se agir com muito cuidado. Assim uma verificagcéo

dos clones positivos se torna necessario.
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Para verificar se 0s clones positivos realmente possuiam o marcador RAPD
associado aos cromossomos B ligado ao plasmideo foi feito iniciamente uma reacéo
de PCR de col6nias, o que ndo produziu resultados satisfatorios. Entéo, optou-se por
uma lise rapida de colGnias e obteve-se quatro clones nos quais havia possibilidade
do marcador RAPD estar inserido no plasmideo. O DNA plasmidial destes clones
foi extraido e o plasmideo clivado com a enzima EcoRI. O resultado mostrou que
dois clones apresentavam o fragmento referente ao marcador RAPD OPK-14

associado aos cromossomos B (Figura 6).

Figura6 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% do DNA plasmidial de
guatro clones tratados com EcoR1 evidenciando a banda associada aos
cromossomos B clonada (seta- colunas 1 e2). Em 1 o cloneP1 eem 2 o clone
P2.. Ver gue os clones das colunas 4 e 5 ndo possuiam a banda associada aos
cromossomos B. 1- DNA do fago | digerido com as enzimas EcoRI e HindllI
usado como marcador de peso molecular
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Esta constitui a primeira clonagem de um marcador RAPD associado a
cromossomos B. Clonagens de sequéncias especificas de cromossomos B tém sido
realizadas, principalmente, com seqiéncias identificadas a partir de fragmentos
obtidos pelo tratamento do DNA total com enzimas de restrigdo, como nos trabal hos
realizados por: EICKBUSH et al. (1992) em vespas (Nasonia vitripennis), STARK
et a. (1996) em milho (Zea Mays), LOPEZ-LEON et al.(1995c) no gafanhoto
(Eyprepocnemis plorans). Clonagens de sequéncias amplificadas por PCR a partir
de DNA extraido de cromossomos microdissecados, como nos trabahos de:
MACQUADE et a. (1994) com ratos (Petauroides volans), JAMILENA et al.
(1995) com plantas (Crepis capilaris), BRINKMAN et al. (2000) com salamandras
(Dicamptodon tenebrosus), sdo, também, bastante comuns.

Os clones obtidos foram identificados como P1 e P2, o clone P1 foi utilizado
para a analise de “Southern” e para 0 seqUenciamento. Esses clones serdo
importantes na construcdo de sondas especificas para os cromossomos B de
Partamona helleri, com a qual se pretende fazer hibridac&o in situ com o genoma
dessa espécie e de espécies afins, 0 que podera elucidar a origem desses
cromossomos conforme proposto por BRITO (1998).

A técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH), tem sido utilizada
freglientemente para andlise de estrutura de cromossomos B, em véarias espécies,
como por exemplo: em centeio (Secale cereale) (CUADRADO & JOUVE, 1994) e
(WILKES et a., 1995); em Brachycome dichrossomatica (DONALD et al., 1995),
em gafanhotos (Eyprepocnemis plorans) (LOPEZ-LEON et al., 1994), em
Drosophila subsilvestris (GUTKNECHT et a. 1995), no ratdo do banhado
(Nectomys) (SILVA & YONENAGA-YASSUDA, 1998), e em Partamona helleri
(BRITO, 1998); mas nem sempre € possivel se ter uma sonda especifica, ou sgja
feita a partir de uma seguiéncia especifica do cromossomo B. Este foi 0 caso de
BRITO (1998) que utilizou uma sonda de rDNA, e nd uma sonda especifica nos

seus estudos acerca da origem dos cromossomos B em Partamona helleri.
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Em caso de em uma andlise por FISH, obter-se uma hibridizacdo da sonda
somente com 0S cromossomos B, seria plausivel supor uma origem destes
cromossomos interespecificamente, sgja por transposicdo, seja por hibridizacdo
interespecifica, que é o caso de Nasonia vitripennis (McCALISTER & WERREN,
1997). Em caso da sonda hibridizar com cromossomos do complemento normal,
seria facil identificar de qua regido cromossdmica eles se originaram pois 0

cariétipo de Partamona helleri jafoi muito bem caracterizado por BRITO (1998).

3.2. Verificacdo da homologia entre os clones e 0 marcador RAPD associados a

cromossomos B por “ Southern Blot”

A técnica de RAPD tem muitas vantagens como: apresentar resultados mais
rapidos que outros marcadores, como RFLP (WILLIAMS et al), e baixo custo de
implementacdo (AVISE, 1994), aém de ndo exigir nenhum conhecimento prévio do
genoma ao qual va ser aplicado, o que o torna universa (FERREIRA &
GRATAPAGLIA, 1998).

Apesar das vantagens, como toda técnica, a técnica de RAPD tem suas
limitagbes. Segundo FERREIRA & GRATAPAGLIA (1998), os marcadores RAPD
apresentam como principal problema a baixa reprodutibilidade, que muitas vezes é
resultante da ambiguidade das bandas. Este problema se deve a trés fatores: o baixo
poder de um dado “primer” descriminar entre sitios de amplificacdo distintos, a
competicdo entre diferentes sitios de amplificacdo por substrato e enzima, de
maneira que a presenca de certos segmentos pode interferir com a amplificagdo de
outros num processo equivalente a uma interacdo “epistética’ que influéncia o
fendtipo final de bandas, os problemas relacionados com a padronizacdo de
condicdes de laboratorio para laboratério, como resultado de perfis térmicos

diferentes entre diferentes aparel hos termocicladores.
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Além dos problemas técnicos, FERREIRA & GRATAPAGLIA (1998)
chamam a atencdo que é importante ter em mente o problema da homologia entre
fragmentos RAPD. Segundo eles esta homologia € dada pela combinacdo de duas
caracteristicas. (1) homologia apenas nas sequéncias extremas onde o “primer”
hibridiza e inicia a sintese dos fragmentos e (2) homologia pela igualdade no
tamanho do fragmento amplificado dentro da resolucdo obtida na eletroforese. As
sequéncias internas dos segmentos amplificados podem n&o ser homologas.
Evidentemente, se a eletroforese for realizada de maneira adequada, isto €, por uma
distancia de corrida suficiente (> 10cm) em uma concentracdo de agarose adequada
(> 1,5%) para a separacdo dos fragmentos RAPD tipicos a probabilidade de dois
fragmentos ndo homdlogos serem amplificados pelo mesmo “primer” e
apresentarem bandas coincidentes € bastante pequena. Entretanto, a eletroforese em
matriz de agarose ndo permite uma resolucéo adequada quando a diferenca entre os
dois fragmentos € menor que 10 a 20 pares de bases.

Assim, devido atoda esta problematica poderia se imaginar a possibilidade de
se haver clonado um fragmento de tamanho similar a banda marcadora, diferente da
mesma, 0 que ndo seria interessante pois este fragmento poderia estar presente
também nos individuos sem cromossomo B. Para testar esta hipotese foi, entdo,
realizado um “ Southern Blot” onde o clone P1 foi marcado “afrio” e utilizado como
sonda em uma hibridizagcdo com a reagdo de RAPD como o “primer” OPK-14, que
revela uma banda associada aos cromossomos B em individuos que apresentam tais
cromossomos (Figura 7).

Como pode ser observado na figura 7; a sonda hibridizou como a banda
associada aos cromossomos B nos dois individuos utilizados na andlise. Assim,
pode-se confirmar que a banda clonada era homol6ga a banda marcadora associada

aos individuos portadores de cromossomos B, identificada por TOSTA et al. (1999).
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Figura 7 - Anilise de “Southern” para verificagio de homologia entre o
clone P1 e a banda associada a cromossomos B. A)Eletroforese em gel de agarose
1,5% com o primer OPK-14 que revela banda associada aos cromossomos B. Este
gel foi utilizado para transferéncia para a membrana de néilon. B) Autoradiografia
de membrana de “nylon” hibridizada. Em A, R= régua para escalonar. Em A ¢ B, 1
¢ 0 DNA do fago X digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll usado como marcador
de peso molecular. Em 3 e 4 individuos que possufam a banda marcadora de
cromossomos B como mostrado em A (seta larga), que foi marcada pela sonda em B
(seta fina), mostrando ser o fragmento clonado homélogoe ao marcador. Em 6 DNA
do plasmidio contendo a banda, que foi utilizado para fazer a sonda sendo portanto
um controle positivo, que foi marcado em B. Em 2 e 5 “slots” vazios, apenas para
melhorar a visualizagdo,
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Este resultado, somado com o fato de amplificagdes com o “primer” OPK-14
utilizando individuos com e sem cromossomos B terem sido conduzidas em trés
laboratorios diferentes, em pelo menos seis diferentes termocicladores, sempre com
0 mesmo padréo, mostram ser 0 marcador consistente.

A possibilidade de utilizar uma marcagdo a frio do clone e utilizarlo como
sonda para andlise de “ Southern” possibilita uma outra alternativa para o estudo da
possivel origem dos cromossomos B em Partamona helleri. Esta aternativa, seria
uma hibridizaggo direta da banda marcadora com DNA gendmico de individuos com
e sem cromossomos B como realizado por NUR et al. (1988), que ao acharem uma
sequéncia repetitiva nos B de Nasonia vitripennis redizaram este tipo de
experimento. Eles observaram que a sonda obtida a partir da sequiéncia repetitiva sd
hibridizava com 0 DNA gendmico dos individuos que possuiam cromossomos B o
gue os possibilitou afirmar serem esta sequiéncia especifica de portadores de B e
deveriam ter surgido interespecificamente.

Recentemente, BRINKMAN et a. (2000) em salamandras Dicamptodon
tenebrosus conduziram um experimento semelhante, hibridizando uma sequéncia
especifica dos cromossomos B dessa espécie com DNA gendmico de individuos ndo
portadores de B da mesma espécie, e de espécies correlatas. Eles obtiveram
hibridizacdo em todos os casos; 0 que 0s permitiu concluir que os cromossomos B
destas salamandras devem ter se originado intraespecifcamente, a partir de algum

outro cromossomo do complemento normal.

3.4. Andlise da sequéncia do marcador molecular RAPD associado aos

Cr omossomos B

Um dos dois clones obtidos, o clone P1, foi escolhido ao acaso e parcialmente

sequienciado (Figura 8). Analise da seqiiéncia mostra que, como esperado, a mesma

37



ccoss
1 2
ccoss

1-
CCCGCTACACATATAATTAACGNTAACGGTTTCTAATAGATCTCTTTCCACCAAAAGTAATTATG
AAGAGTAACAGAATTGTANAAGAAAAAATAATTTGGAGTACTGAATAATTTGAGCTGCCAGTGT
GAAAGATAGGATTGAATCCAATCATATATGAAATCACAGTGAAGGAGAGAGAAAAGAGACCGA
TCCTAGATGATATAGATGATATAGATGATATACGATAATCAAAATTAACAATTAAAACATTAACG
AATCGATTGAATCAGCTAGCAGAAGCTGAATAATTAAATGAAAGGGCAAGATACGAGCAGACA
GAACAACAACGATGGCTACAGTCGAGCAAGTCAAATACCAGTTGAATATTTTATCCTGAGTCAC
TCATTGCCATTCCATCTTCCTAACTGNCTGGNTTATTACCACTCACATTNTACATTCATTTAATG
NTNTNGANAAAACTTGGTCAAAGGATATTTCAGTACCGNACCTGGANAAAGGTTATGANNCNTN
GGGGAAGGGGNNCCAATAANGNTTCTTGGGTNNCCNTAACCCACCNAAAGTTTTGGACCNAA
GGGTAAGGGGGGGGTTTGGTNATTACATTACCCCCCCT

2-
CCCGCTACACCCTAAAATATNCCAAACTGCACTCCNTAAATGATAAGAGACATAATCNAGAATG
GTCTTCATTANGCACGNGGACAAAATGACAGNCACAGATTAAAANGCTTACATNCGAACCCATT
GNGCNNATTTTATACATATTCAAAACCCATCTGAAACTTTCATACTTTCCCGCAGCTTGGAAAGA
AGCAAAAATAAGTTCAATACCAAAGCCAAGAATACCCATANGNCCAATACCAATATCTGTTTCC
AATTACAAATCAANGCCCCTAACTACGACATTNCTAGGANAAAGGTAGTTACAAATCATNNCAC
GTTCACTTTCTCATCCAGCCTTAAGTAACTCCAGAATAAATTAGTCTTCGCCACAATTTCCAAGA
TCTAAANTCATGCACTCNAGGCAATTATTTAAAGTTTCACAAGAACGGCACTGGTAATTANAAAA
TTANCCAGGATCNTGGACTTAACACAATNNTNAATTGNTTNCTGGAAAACCTTATTAAAAANAAC
CCCCTTAACGTTTTGGGCAACCAAATNGGTNTTTTTCTTAAACTTAAAATTTGGGCGGGGTAAA
AATTAAAATTATTACCCGGNCTTACNTTACCATTAAATTTTTNNNNNAAAT

Figura 8 Representacdo esquemética das regides seqlenciadas do clone
P1. A fitade DNA esta representada em azul. As setas indicam a direcéo das regioes
segienciadas. As sequiéncias estdo representadas por 1 e 2 (A=adenina, G=guanina,
C=citosina, T=timina, N= nucleotideo ndo identificado pelo seqlienciador.) O
pontilhado em verde representa o intervalo ndo sequenciado. Em vermelho a
seqliéncia repetida trés vezes (GATGATATA). Em rosa a seqiéncia do “primer”

OPK-14, mostrando o inicio do fragmento clonado.
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inicia pelos nucleotideos que compdem o “primer” OPK-14 utilizado para sua
obtencéo.

A sequiéncia € extremamente rica em Adenina e Timina, o que € proprio dos
cromossomos B de Partamona helleri como foi demonstrado por BRITO (1998),
com o uso de fluorocromos. Este dado é importante, pois mostra a grande valia das
informagdes obtidas a partir das andlises de citogenética molecular por BRITO
(1998). Varias repeticbes em “tandem” de adenina sGo encontradas, as vezes até oito
adeninas seguidas.

Uma andlise preliminar no “Gene Bank” mostrou que esta seqiiéncia ndo tem
homologias com sequiéncias de cromossomos B de outras espécies. Nesta andlise
ainda, verificou-se uma regido repetida trés vezes na sequéncia (GATGATATA)
gue apresenta homologia com sequiéncias repetitivas do DNA do virus da Variola
Visto ser possivel a presenca de sequéncias derivadas de elementos transponiveis na
estrutura dos cromossomos B, como verificado em Nasonia vitripennis
(McCALLISTER, 1995), este € um dado no minimo interessante, indicando que
poderia ser encontrada a presenca de elementos transponiveis em sequéncias
especificas dos cromossomos B de Partamona helleri.

Foi analisada, também, no “Gene Bank”, a possibilidade de uma determinada
proteina ser codificada pela sequéncia, ndo sendo encontrada nenhuma proteina
conhecida, possivel de ser codificada pela mesma. Isso leva a acreditar ser esta
segiiéncia umaregido ndo codificadora.

Além da analise aeatdria, na busca de homologias no “Gene Bank”, foi
realizada uma analise de comparagdo direta com as sequéncias de cromossomos B ja
conhecidas de vespas (Nasonia vitripennis) (EICKBUSH et al., 1992) e de
gafanhotos (Eyprepocnemis plorans) (LOPEZ-LEON et a, 1995c), por serem estas
sequéncias pertencentes a insetos e portanto estarem mais proximas
filogeneticamente de Partamona helleri. A comparagdo da sequéncia obtida (clone
P1) com os clones de nimero X75637 de Eyprepocnemis plorans e os clones
X64904, X64905 e X64906 de Nasonia vitripenis, disponiveis no “Gene Bank” e
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gue representam sequéncias especificas dos cromossomos B, ndo apresentaram
nenhuma homologia.

Outro aspecto importante de se ter acesso a sequéncia especifica dos
cromossomos B é a possibilidade da construcdo de “primers’ especificos para
amplificagdo de sequiéncias tipicas desses cromossomos.

Com os dados obtidos da sequiéncia especifica dos cromossomos B pode-se
propor, inicialmente, a construcéo de um “primer” que tenha a seqiéncia inicia do
primer OPK-14 CCCGCTACAC, mais dez a quinze pares de base subseqlentes.
Contudo uma andlise em programas computacionais adequados seria interessante
para se saber se estas sequéncias forneceriam “primers’ estaveis, e , se ndo, qual
outra regido da sequiéncia especifica dos cromossomos B seria melhor para desenhar
os “pimers’ especificos. Uma vez desenhados esses “primers’ poderiam ser
utilizados na tentativa de segiienciar uma por¢gao maior, ou todo, cromossomo B
utilizando a técnica de “Chromosome Walking’”.

Uma andlise mais detalhada desta sequéncia é necessaria, porém pode-se
afirmar que ela ndo codifica proteinas conhecidas, ndo apresenta homologia com
outras sequéncias especificas de cromossomos B e possivelmente é caracteristica de

regioes de DNA repetitivo dos cromossomos B.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a origem, evolucéo e efeitos
dos cromossomos B sobre a adaptacdo dos individuos, em Partamona helleri, foram
empregadas, no presente trabalho, técnicas de genética molecular como RAPD,
transformagdo por choque térmico para clonagem, “Southern Blot” e
segiienciamento.

Com estas técnicas esperava-se identificar novos marcadores moleculares
RAPD associados a cromossomos B em Partamona helleri, bem como isolar, clonar
e sequenciar marcadores RAPD encontrados, associados a esseS Cromossomos.
Além disso, verificar se existia homologia entre as sequéncias especificadas por
esses marcadores e regides ja sequenciadas em outros organismos, especialmente
insetos.

Para compor os dados da tese, foram utilizadas operarias da colénia 588, que
apresentavam em caracterizagfes citogenéticas prévias, individuos com e sem
Ccromossomos B.

Nenhum novo marcador RAPD associado aos cromossomos B em Partamona

helleri foi identificado apds 0 uso de 100 “primers’. A clonagem do fragmento de
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RAPD associados a esses cromossomos, identificado por TOSTA et al. (1999) foi
possivel. Foram obtidos dois clones apresentando o fragmento de RAPD associado
aos cromossomos B. A clonagem deste fragmento constituiu a primeira de um
marcador RAPD associado a cromossomos B. Os clones obtidos foram identificados
como clone P1 e clone P2, o clone P1 foi utilizado para a analise de “ Southern” e
para 0 seguenciamento.

Devido aos problemas intrinsecos da utilizagdo da técnica de RAPD uma
hipétese de haver se clonado um fragmento de tamanho similar a banda marcadora,
diferente da mesma poderia ser cogitada. Para se testar esta hipétese foi, entdo,
realizado um “ Southern Blot” onde o clone P1 foi marcado “afrio” e utilizado como
sonda em uma hibridizagdo com areagéo de RAPD que revela a banda associada aos
cromossomos B. A sonda hibridizou com a banda associada aos B nos dois
individuos utilizados na andlise. Assim, pdde-se confirmar que a banda clonada era
homologa a banda marcadora associada aos individuos portadores de cromossomos
B, identificada por TOSTA et al. (1999).

O clone P1, foi parcialmente sequenciado. A sequéncia como esperado €
extremamente rica em Adenina e Timina. Uma regido repetida trés vezes na
sequéncia (GATGATATA) que apresenta homologia com seqliéncias repetitivas do
DNA do virus da Variola, foi identificada e sugere ser esta sequéncia umaregido de
DNA repetitivo dos cromossomos B de Partamona helleri. Anadlises no “Gene
Bank” mostraram que esta sequéncia ndo tem homologias com sequéncias de
cromossomos B de outras espécies, nem mesmo se considerando sequéncias de
espécies mais proximas como na comparacdo com sequéncias da vespa Nasonia
vitripenis e do gafanhoto Eyprepocnemis plorans. As andlises no “Gene Bank”
mostraram também, que essa sequiéncia ndo codifica nenhuma proteina conhecida.

Como perspectivas pode-se vislumbrar a possibilidade de se encontrar novos
marcadores moleculares RAPD associados aos cromossomos B aumentando o
nimero de “primers’ utilizados. Além disso, a utilizagdo de outras técnicas de

marcag&o molecular como microssatélites e AFLP podem e devem ser usadas. O uso
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destes outros marcadores podera diferenciar os individuos quanto a0 nimero de
Cromossomos B que 0s mesmos possuem, 0 gque seria importante para estudos sobre
o efeito dos cromossomos B no “fitness’ dos individuos portadores em Partamona
helleri.

A utilizagdo dos clones obtidos na construcéo de sondas especificas para 0s
cromossomos B e posterior hibridagdo in situ fluorescente (FISH) ou hibridizagéo
por “Southern” desses tipos de sondas no genoma de Partamona helleri e em
espécies afins poderd, oferecer pistas sobre a origem desses cromossomos,

mostrando se eles se originaram intra ou interespecificamente.
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