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“Temos o poder de desafiar os genes egoistas de nosso nascimento e, se necessario 0s memes
egoistas de nossa doutrinacdo. Podemos até discutir maneiras de cultivar e estimular o altruismo
puro e desinteressado — 0 que ndo ocorre na natureza e que nunca existiu antes em toda a
histéria do mundo. Somos construidos como maquinas génicas e cultivados como maquinas
mémicas, mas temos o poder de nos revoltarmos contra nossos criadores. Somente nds, na Terra

podemos nos rebelar contra a tirania dos replicadores egoistas.”

Richard Dawkins (O Gene Egoista)

Em memodria do meu avd Antonio Dantas de Brito
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Resumo

MARTHE, Jefferson de Brito. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2008.
Analises Citogenéticas e de Sequencias Especificas de Cromossomos B em
Partamona Cupira. Orientadora: Mara Garcia Tavares. Co-orientadoras: Silvia das
Gracas Pompolo e Tania Maria Fernandes Salomao.

Cromossomos B, também chamados de cromossomos extra-numerarios ou acessorios
ocorrem em fungos, plantas e animais. Estes cromossomos possuem um padrdo de segregacao
nao mendeliano, podendo existir de uma a varias cépias por individuo. No género Partamona, de
seis espécies caracterizadas citogeneticamente até entdo, somente P. helleri apresentou
cromossomo B. Um marcador RAPD foi identificado como associado a esse cromossomo em uma
coldnia oriunda de Vicosa-MG, sendo posteriormente clonado, sequenciado e transformado em
marcador SCAR. Este mesmo marcador foi identificado em P. cupira, P. criptica e P. rustica, o que
sugere que estas espécies também possuem cromossomos B. Além disso, esse mesmo marcador
foi detectado em individuos de um ninho de P. helleri de Salvador-BA, cujos individuos possuiam
um grande cromossomo B heterocromético. Podendo haver uma ligagdo entre a presenca do
marcador SCAR nestas espécies e a presenga de cromossomos Bs, este trabalho teve como
objetivo detectar a presenga de cromossomos B em P. cupira e verificar se existe uma associagao
entre ele e a presenga do marcador SCAR descrito acima. Um outro objetivo foi 0 sequenciamento
dos fragmentos SCARs de P. cupira, P. criptica, P. rustica e P. helleri de Salvador-BA, com o
proposito de comparar o nivel de identidade entre as sequencias de SCAR. Como resultado, das 4
colénias de P. cupira analisadas, duas apresentaram o niumero de 2n=34, ao passo que as outras
duas apresentaram em alguns individuos um cromossomo B de grande tamanho (col6nias GUI 1
e GUI 11). Observou-se ainda, uma marcacdo de CMA; no braco curto destes cromossomos
extranumerarios, 0 que sugere gque o mesmo pode conter sequencias de genes de DNA
ribossomal nesta espécie. Verificou-se também uma clara associacdo entre a presenca do
marcador SCAR e a de cromossomos B, nos individuos das colénias GUI 1 e GUI 11. Levando em
conta que as sequéncias, comparadas em conjunto possuiam apenas alguns gaps e quase
nenhum sitio variavel entre elas, pode-se dizer que o nivel de identidade entre elas é
extremamente alto, o que sugere algum tipo importancia adaptativa em relacdo ao cromossomo B,
ainda desconhecida, ou o surgimento deste Ultimo, através de cruzamentos interespecificos, ainda
nao detectados entre as espécies do género. Estudos futuros deverdo analisar as diferentes
hipéteses levantadas sobre a origem dos cromossomos B no género Partamona, bem como a
associacdo dos fragmentos oriundos dos “primers” SCAR de P. helleri com a presenca destes

cromossomos em P. criptica, P. rustica e P. helleri de Salvador BA.
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Abstract

MARTHE, Jefferson de Brito. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, october 2008.
Citogenetic and Specific Sequence Analises of B Chromosomos in Partamona
Cupira. Adviser: Mara Garcia Tavares. Co-advisers: Silvia das Gragas Pompolo and
Tania Maria Fernandes Saloméo.

B chromosomes, called supernumerary or accessory too, has been founded in fungi, plants
and animals. This chromosomes have a rate of no mendelian segregation and he can occurs,
since one to many copies by individual. In the gender Partamona, of six citogenetic characterazed
species nowadays, only P. helleri owned B chromosome. RAPD mark has been identified as
associated to this chromosome in a colony from Vicosa City-MG. After this, it has been cloned,
sequenciated and transformated in a SCAR mark. This same mark has been identified in P. cupira,
P. criptica and P. rustica, what suggested this species have B chromosome, too. Moreover, this
same mark has been identified in a colony of Salvador City-BA. whose individuals have a big
heterochromatic B chromosome. How it's possible that there is a association between the
presence of B chromosomes, this work had as aim detect the presence of B chromosome in P.
cupira and verified a possible association between them and the presence of SCAR mark
described above. Another object was the sequenciation of SCAR fragment from P. cupira, P.
criptica, P. rustica and P. helleri (Salvador City-BA), with the aim of comparer the level of identity
between the SCAR sequences. As resulted, the four colony at all from P. cupira analised, only two
ownied the chromosomic number 2n=34, otherwise the other two colonies ownied same individuals
that demonstrated have the presence of a great B chromosome (GUI 1 E GUI 11). Another
observation was CMA; mark in the short arm of this supernumerary chromosomes, what suggest
that them may have owned ribossomal DNA sequeces. Moreover, it has been verified a clear
association between the presence of SCAR mark and B chromosomes in the individuals from
colonies GUI 1 E GUI 11. It's considered that sequences compared at all, have been only same
gaps and almost none variable site, between them, what suggests that the level of identity between
sequences is extremely high. It's suggests some kind of importance in relation to the adaptation of
chromosome B, nowadays unknown, or the born of B, throw interspecific mating no detected yet.
Future studies will analyze the different hypothesis about the origin of B chromosomes in the
genera Partamona and the association between fragments from SCAR primers with the presence

of Bs in P. criptica, P. rustica e P. helleri (Salvador City-BA).
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1 - Introducao

1.1 - Definicdo e Origem de cromossomo B

O termo “cromossomo B” foi utilizado pela primeira vez por Randolph em 1928, para
identificar cromossomos extras de milho que nado teriam sido originados por nenhum tipo de
cromossomo do complemento normal (JONES, 1995). Entretanto, em 1908, Stevens ja havia
descrito a presenca de pequenos cromossomos em numero variavel, em populacdes de
Diabrotica soror e de D. punctata (Coleoptera) (JONES, 1995).

Sabe-se atualmente que os cromossomos B encontram-se presentes em fungos, vegetais
e em animais. Estima-se a sua ocorréncia em aproximadamente 15% das espécies vivas
descritas, sendo que a cada ano sdo descritas novas espécies que possuem cromossomos B
(BEUKEBOOM, 1994).

A origem destes elementos extras permanece obscura. Somente nas Ultimas duas
décadas, principalmente com o desenvolvimento de técnicas de Biologia Molecular e Citogenética
molecular, foi possivel obter um panorama mais claro sobre este contexto (BEUKEBOOM, 1994).
Na atualidade, considera-se que 0os cromossomos B, das mais diversas espécies, possam tanto
ter origem intra, quanto interespecifica. Contudo, apontar a origem do DNA progenitor destes
cromossomas, nem sempre € possivel (CAMACHO et al., 2000).

Os cromossomos B, originados de modo intraespecifico, ocorrem devido a quebra de
cromossomos do caridtipo normal, podendo ser tanto de cromossomos sexuais quanto
autossomais (CAMACHO et al., 2000). Os exemplos mais comuns se referem as quebras a partir
dos cromossomos autossdmicos. Em espécies vegetais esta origem ja foi verificada em: Crepis
capillaris (JAMILENA et al., 1994, 1995), Secale cereale (BLUNDEN et al., 1993; CUADRADO &
JOULE, 1994; WILKES et al., 1995; HOUBEN et al., 1996; ZHANG et al.,, 1999), Zea mays
(ALFENITO & BICHLER, 1993; STARK et al., 1996) e Brachycome dichromosomatica (LEACH et
al., 1995; DONALD et al., 1995; FRANKS et al., 1996; HOUBEN et al., 1997, 1999). Cromossomos
B originados de maneira intra-especifica também ja foram encontrados em insetos: Drosophila
subsilvestris (GUTKNECHT et al., 1995), em peixes: Astyanax scabripines (NEO et al., 2000), em
répteis: Dicoptodom tenebrosus (BRINKMAN et al., 2000) e em mamiferos: Pteauroides volans
(McQUADE et al., 1994), Reithrodontomys megalotis (PEPPERS et al., 1997).

Por outro lado, alguns relatos de casos sobre a origem interespecifica (hibridacdo ou
transposicao interespecifica) de cromossomos B descritos. Um deles ocorre em plantas do género
Coix (SAPRE & DESPHANDE, 1987). Ao realizar uma andlise citolégica dos hibridos
interspecificos e hibridos oriundos de C. gigantea (2n=20) e C. aquatica (2n=10), SAPRE &



DESPHANDE (1987) verificaram que um ou dois cromossomos oriundos de C. gigantea
comportavam-se como cromossomos B, quando incorporados no genoma de C. aquatica, pela
hibridizagdo espontanea e sugeriram que isto também pode ocorrer em populacdes de outras
espécies.

A origem interespecifica de cromossomos B em Poecilia formosa também ja foi relatada.
Esta espécie de peixe se reproduz por ginogénese (0 gameta masculino contribui apenas para
engatilhar a embriogénese e ndo para compartilhar seu material genético) e, as fémeas podem
cruzar com machos de outras espécies, tais como P. mexicana e P. latipinna, que sdo espécies
bissexuais aparentadas. Neste processo de cruzamento interespecifico, alguns dos genes
masculinos dessas espécies foram transmitidos a P. formosa, através de cromossomos
extranumerarios, chamados de minicromossomos (SHARTL et al., 1995).

Em Hymenoptera o Unico relato existente sobre a origem interespecifica de cromossomos
B, até o momento, é o da vespa parasita Nasonia vitripennis (McALLISTER & WERREN, 1997),
gue possui um cromossomo B denominado PSR (Paternal Sex Ratio). Cdpias do retrotransposon
NATE foram previamente isoladas do PSR e do genoma de N. vitripennis e de espécies
relacionadas de vespas. Uma andlise filogenética destas sequiéncias revelou a presenca de 29
elementos do cromossomo PSR de Nasonia em sete outras espécies de vespas. Estas espécies
foram agrupadas pelas andlises de hibridizacéo dos elementos no DNA gendmico proporcionando
evidéncias que o PSR foi recentemente transferido de uma espécie do género Trichomalopsis
(MCALLISTER & WERREN, 1997).

Ainda no género Nasonia, DOBSON & TANOUYE (1998) realizaram cruzamentos
interspecificos para introduzir o cromossomo PSR de N. vitripennis em N. giraulti e N. longicornis.
Os resultados demonstraram que a transferéncia ocorre em altas taxas e que 0 mecanismo de
manutencdo de PSR, a partir da eliminacdo do genoma paterno, continua a ocorrer em ambas as
espécies, resultando na manuten¢do de PSR na populagao.

PERFECTTI & WERREN (2001) ao realizarem um cruzamento de N. giralti e N. vitripennis
introduziram um fragmento génico de N. giralti no genoma de N. vitripennis. Este neo-cromossomo
B carrega o gene 1231 de N. giraulti para cor de olho do tipo selvagem, o que facilitou a andalise da
transmissdo do mesmo. O cromossomo B mostrou ter uma segregacdo nao mendeliana e
algumas instabilidades mitéticas manifestaram-se, como o caso do fen6tipo do mosaico para a cor
de olho. Entretanto, a taxa de transmissao e a estabilidade mitética cresceram sobre sucessivas
geragbes, 0 que da suporte ao modelo da origem do cromossomo B por hibridizagdo

interspecifica.



1.2 - Cromossomo B no género Partamona

Em relac@o ao género Partamona, COSTA et al. (1992), BRITO et al. (1997, 2003 e 2005),
BRITO-RIBON et al. (1999) e MARTINS et al. (2007) caracterizaram citogeneticamente um total
de seis espécies: P. helleri, P. vicina, P. ayaleae, P. mulata, P. peckolti e P. seridoensis. Destas,
somente P. helleri apresentou cromossomo B.

COSTA et al. (1992) encontraram de um a trés destes cromossomos em diferentes
individuos de P. helleri, enquanto TOSTA et al. (1998) detectou a existéncias de individuos com
até quatro cromossomos B. Posteriormente MARTINS et al. (2007), descobriu de 3 a 7
cromossomos B, de tamanhos variaveis, em duas col6nias de P. helleri da Bahia.

Os cromossomos B de P. helleri foram caracterizados citogeneticamente por meio das
técnicas de banda C; método GTG; banda NOR; coloragdo com Cromomicina Az, DAPI; banda Q e
FISH (BRITO, 1998; BRITO et al., 2005; MARTINS et al., 2007). Concluiu-se que 0s cromossomos
B de P. helleri sdo heterocrométicos e possuem regifes ricas em AT. O tratamento do DNA
gendmico com a enzima de restricdo Eco RI e hibridiza¢éo da sonda de rDNA 18S-FITC de milho
por “southern blot”, demonstraram que os individuos com cromossomo B apresentavam bandas
ndo presentes nos individuos sem este cromossomo. Este dado sugeriu a presenca de
seqliiéncias especificas de B nesta espécie (sequéncias presentes apenas no cromossomo B e
ndo no conjunto A do genoma). Entretanto, ao fazer analises de FISH (Hibridacdo in Situ
Fluorescente), utilizando a mesma sonda, ndo houve nenhuma deteccédo de regido de rDNA nos
cromossomos B (BRITO, 1998; BRITO et al., 2005).

Evidéncias de sequiéncias especificas em cromossomos B foram reforcadas pelo trabalho
de TOSTA et al. (2007) que identificaram um marcador RAPD associado a estes cromossomos em
uma colbnia de P. helleri de Vigcosa-MG. Esse marcador RAPD foi clonado e parcialmente
sequenciado (TOSTA, 2001). Entretanto, ao comparar esta sequiéncia com seqiiéncias disponiveis
no “Gene Bank” verificou-se que a mesma ndo apresentou homologia com as sequéncias de B de
outras espécies e que ela ndo codificou para nenhuma proteina conhecida. Isto sugeriu que esta
sequéncia representa uma regido nao codificadora (TOSTA, 2001).

Posteriormente, este marcador RAPD foi convertido em um marcador SCAR. Utilizando
este “primer” SCAR, TOSTA (2005) e TOSTA et al. (2007) demonstraram uma associacado entre a
presenca de cromossomos B (detectada citogeneticamente) e a do marcador SCAR, o que
mostrou que ele é util para a identificagéo de individuos que possuem cromossomos B.

TOSTA (2005) também verificou a presenc¢a deste marcador SCAR em duas outras espécies do
género Partamona: P. cupira e P. criptica. Assim, como esta marca aparece apenas em individuos
que apresentam 0s cromossomos B, sugere-se que esta duas espécies também apresentem
cromossomos B (TOSTA, 2005). Andlises citogenéticas, entretanto, ainda nao foram realizadas

comas mesmas, para se confirmar esta hipotese.



MARTHE et al. (2007) posteriormente detectaram este marcador em uma colénia de P.
rustica proveniente de Nova Porteirinha-MG e em uma coldnia de Partamona helleri do municipio
de Salvador-BA, cujas operarias de P. helleri possuiam cromossomos B do tamanho semelhante
aos cromossomos do complemento regular (MARTINS et al., 2007).

Assim, considerando-se 0s aspectos abordados anteriormente e que ainda existe muito a ser
investigado sobre a presenca, freqiiéncia e origem dos cromossomos B, este trabalho se propbe a

ampliar os conhecimentos sobre estes cromossomos no género Partamona.



2 - Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

Ampliar os conhecimentos sobre os cromossomos B no género Partamona.

2.2 - Objetivos Especificos

- Verificar, por meio de andlises citogenéticas, se ha associacdo entre a presenca de
cromossomos B em P. cupira e o marcador SCAR, especifico para uma seqliéncia presente nos

cromossomos B de P. helleri;

- Comparar sequencias de P. helleri de Vigosa-MG, com sequencias de P. cupira, P. criptica e P.
helleri de Salvador-BA, obtidas por amplificagdo de “primers” SCARs desenvolvidos para P. helleri
de Vicosa-MG.



3 - Materiais e Métodos

3.1 - Analises com Partamona cupira

3.1.1 - Material Bioldgico

As analises citogenéticas foram realizadas com 19, 17, 21 e 11 larvas p0s defecantes de 4
colénias (GUI 1, GUI 2, GUI 3 e GUI 11) de Partamona cupira provenientes de Guimarania-MG,

respectivamente.

3.1.2 - Analises citogenéticas

As andlises citogenéticas foram realizadas por preparacao de cromossomos metafasicos
obtidos a partir dos ganglios cerebrais de larvas de P. cupira de acordo com o protocolo de IMAI et
al. (1988); o restante do corpo de cada larva foi congelado, em ultra-freezer a - 80 °C, e utilizado
para a analise do DNA, conforme descrito abaixo.

A disseccdo do ganglio cerebral das larvas foi realizada em solucéo hipotonica de citrato
de sbdio 1% com colchicina a 0,005%. Os ganglios permaneceram imersos nesta solucdo por
uma a duas horas e, em seguida, foram transferidos para uma lamina histolégica devidamente
limpa. Posteriormente, o material foi fixado, com uma série de trés fixadores: fixador | (agua:
etanol: acido acético, 4:3:3), no qual o material foi dissociado sob estereomicroscépio ; fixador |l
(etanol: acido acético, 1:1), adicionado em seguida, drenando-se a lamina com papel filtro, e
fixador Il (100% acido acético), adicionando-se algumas gotas, também drenando-se a lamina
com papel-filtro. As laminas foram secas ao ar e, apds 24 horas, coradas (coloracdo convencional)
com solucéo de 1 mL de Giemsa (1g de Giemsa em p6é, 54 mL de glicerina e 84 mL de metanol)
em 30 mL de tamp&o Sorense (1:1, Na,HPO, 0,06 mol/L e KH,PO, 0,06 mol/L) (pH 6,8), por 20
minutos, a temperatura ambiente.

As laminas destinadas a outras técnicas foram acondicionadas em caixas plasticas e
guardadas na geladeira. Coloracdes especificas foram realizadas com o emprego do fluorocromo
Cromomicina Az (SCHWEIZER, 1980) e bandamento NOR (KAVALCO & PAZZA, 2004).

Em relacdo as técnicas de fluorescéncia DA/CMA;, primeiramente gotejou-se 150 mL de
solucéo de distamicina A 0,3 mg por mL em tampéo Mcllvaine (pH 7,0) sobre a lamina, cobrindo-a
com uma laminula e deixando-a agir por 15 minutos. Em seguida, retirou-se a laminula, lavou-se
a lamina em &agua corrente e mergulhou-se a lamina em tampdo Mcllvaine pH 7,0 ( CgHgO-
0,1 mol/L,



Na,HPO, 0,16 mol/L), por 15 minutos. Apds este tempo, foi novamente lavada em 4gua corrente e
em tampao Mcllvaine, por 15 minutos e seca ao ar. Posteriormente, gotejou-se 150 mL de solugéo
de cromomicina Az (0,5 mg por mL de tampé&o Mcllvaine pH 7,0) sobre a mesma lamina cobrindo-a
com laminula por 60 minutos, no escuro; passado esse tempo, realizou-se uma nova lavagem em
agua corrente e em tampao Mcllvaine por 15 minutos. Ao final, as laminas foram montadas com
solucdo de sacarose saturada, deixadas por 15 dias em estufa & 37 °C, antes da analise.

Para evidenciar a NOR, segundo a técnica de KAVALCO et al. (2004), inicialmente foi
preparada a solucdo de nitrato de prata a 25% (1,25 g de nitrato de prata diluido em 5 mL de agua
destilada) e a solucdo de gelatina a 1% (125 puL de &cido formico diluido em 50 mL de &gua
destilada e 0,5 g de gelatina em pd). Sobre a lamina foram gotejadas 2 gotas de gelatina para 4
gotas de nitrato de prata. As laminas foram incubadas a 55 °C e retiradas quando apresentaram
uma coloragédo marrom-escura.

Foram observadas 10 metafases, em média, por lamina, utilizando-se a coloracédo Giemsa.
As melhores imagens foram capturadas por meio da cAmera Q Color 30 Olympus, acoplada ao
microscopio Olympus BX-60, sejam aquelas laminas submetidas a coloracao de Giemsa, NOR ou
CMA;. Para captura de imagens de metafases de laminas submetidas & coloracdo com

DA/cromomicina A; foi utilizado em acréscimo o filtro WB (I=330 a 385 nm).

3.1.3 - Anélises moleculares

O DNA das larvas de P. cupira foi extraido conforme WALDSCHMIDT et al. (1997). Cada
corpo de larva pés-defecante foi macerado em um tubo de 1,5 mL contendo tampé&o de extracédo
com a seguinte composicao: CTAB 2% (hexadecil trimetil brometo de ambnio); EDTA 20 mM (pH
8,0) (acido tetraacético diamina etileno); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) e 100 ng/mL
protease. Os pistilos usados na maceracdo foram previamente flambados. O macerado foi
incubado a 65 °C por 30 min.

A desproteinizagdo foi feita, duas vezes, com um volume de cloroféormio. Apds a
desproteinizacdo o macerado foi centrifugado a 13.000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5415C) por 8
min. A precipitagdo do &cido nucléico foi feita com um volume de isopropanol seguida de
incubagdo a —20°C por no minimo 2h. O material foi entdo submetido a centrifugagéo a 14.000
rom por 30 min e o precipitado formado foi lavado duas vezes com etanol 70% e seco a
temperatura ambiente.

O acido nucléico obtido foi ressuspendido em 100 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;
EDTA 1 mM pH 8,0).



Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo 0,2 ug/ml de brometo de etideo para se verificar a integridade e a pureza do DNA
extraido.

Posteriormente, este DNA foi amplificado utilizando-se os primers SCARs desenhados por
TOSTA et al. (2007) denominados “Primer” OPK 14 A: 5’CCCGCTACACATATAATTAACGS' e
“Primer” OPK 14 B: 5’CCCGCTACACCCTAAAATATGCS3' . As reacdes de amplificacédo foram feitas
em 25uL contendo: MgCl, 2,0 mM; Tris/KCI 10 mM/50 mM; 2 mM de cada desoxirribonucleosideo
trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 4 mM de cada um dos “primers” SCARs, 1 unidade de Taq
polimerase (Phoneutria) e 25 ng de DNA gendmico. As amplificacdes, via PCR, consistiram de 40
ciclos de 30 seg a 94 °C para desnaturacdo do DNA, 1 min a 55 °C para pareamento dos “primers”
e 1 min a 72 °C para alongamento. Ao final dos 40 ciclos foi feito um passo extra de extenséo (7
min a 72 °C). Os produtos PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, corados
previamente com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta, utilizando-se o sistema de
captura de imagens Alphadigidoc 1201.

Apobs a analise dos géis, foi feita uma comparacdo entre a presen¢a do marcador SCAR e

a de cromossomo B nos individuos analisados.

3.2 - Andlises moleculares com Partamona helleri de Vicosa/MG e Salvador/BA,

P. cupira e P. criptica e P. rustica

3.2.1 - Amplificacdo do DNA empregando-se “primers” SCARs

Nas reacOes de amplificacdo foram utilizados dois pares de “primers”, um externo e um
interno. Os “primers” externos consistiam das sequencias dos “primers” SCAR (TOSTA et al.,
2007) citadas no topico acima. Os internos foram desenhados, baseando-se na seqiiéncia interna
do marcador SCAR de P. helleri. A sequéncia do “Primer” F é: 55CTAAACTCATGCACTCAGC3 e a
do R é: 5’CTACAGTCGAGCAAGTCA3Z'.

Para a amplificacdo de ambos os pares de “primers” foi feita uma reacdo de 25 uL contendo:
MgCl, 2,0 mM; Tris/KClI 10 mM/50 mM; 2 mM de cada desoxirribonucleosideo trifosfato (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP); 4 mM de cada um dos “primers” SCARs de P. helleri, 1 unidade de Taq
polimerase (Phoneutria) e 25 ng de DNA gendmico. As amplificacdes, via PCR, consistiram de 40
ciclos de 30 seg a 94 °C para desnaturacao do DNA, 1 min a 55 °C para pareamento dos “primers”
e 1 min a 72 °C para alongamento. Ao final dos 40 ciclos foi feito um passo extra de extenséao (7
min a 72 °C).



Os produtos PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, corados com
brometo de etideo, visualizados sob luz ultravioleta e utilizados para o sequenciamento, conforme

descrito abaixo.

3.2.2 - Sequenciamento dos fragmentos obtidos

Os fragmentos de DNA foram separados do gel por meio de um bisturi e eluidos por meio do
Kit WIZARD PURIFICATION SYSTEMS (PROMEGA). Os fragmentos purificados foram ligados,
com auxilio da enzima T, ligase, ao vetor plasmidial pPGEM-T easy (PROMEGA). Apés essa etapa,
o vetor plasmidial foi usado para transformar células competentes da bactéria E. coli
DH5a (INOUE et al., 1990). Apés a transformacéo, as células bacterianas foram plagueadas em
meio LB contendo ampicilina (100 pg/mL), 5 bromo-4cloro-3 indol-B-D-galactosideo (X-gal) e
isopropil-tio-p-D-galactosideo e incubadas a 37°C. A selecdo das colbnias transformantes foi
realizada por meio da ampicilina, de forma que apenas as celulas que apresentavam a sequencia
codificante de resisténcia, presente apenas no plasmidio, sobreviveram. A identificacéo dos clones
recombinantes foi obtida pela analise da cor das colénias em meio LB. As colénias que contém o
plasmideo sem o inserto ficaram azuis, pois conseguiram degradar X-gal. Ja as colbénias brancas
possuiam o plasmideo carreando, possivelmente, o inserto. Neste caso, 0 gene Lac Z é
interrompido, ndo produzindo a enzima p-galactosidase e, portanto, hdo degradando X-gal.

O confirmagdo dos clones transformantes recombinantes (clones em que o plasmideo
contém o inserto) foi feito por meio de uma lise rapida das coldnias, na qual se confirmou os
clones recombinantes por comparagdo do tamanho dos plasmideos, utilizando-se eletroforese.
Colbnias azuis, sem o plasmideo, foram utilizadas como controle. Todas as colénias que
apresentaram plasmideos maiores do que o controle foram consideradas col6nias recombinantes,
ou seja, apresentavam o fragmento de DNA inserido.

A extracdo plasmidial dos clones recombinantes foi feita, utilizando-se o0 SNAP MINIPREP
KIT (INVITROGEN). A seguir os insertos foram sequienciados pelo método de terminacdo de
cadeia com dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977), utiizando os “primers” M13F -
5'GGAAACAGCTATGACCATG3 e M13R — 5’ GTAAAACGACGCCAGTGS3' do plasmideo pGEM.

Para sequenciar a regido interna dos insertos, fragmentos de PCR destas regides foram
obtidas utilizando os “primers” internos desenhados com base na sequéncia de P. helleri (TOSTA
et al.,, 2007) e o produto PCR foi diretamente sequenciado utilizando-se os mesmos “primers”.
Esses  “primers” foram denominados R e F e suas seqUéncias sao:
5°'CTACAGTCGAGCAAGTCA3 e 5°CTAAACTCATGCACTCAGC3’, respectivamente.



O alinhamento e edicdo das sequéncias foram realizados, utilizando-se o0s programas
Phred (EWING, 1998a, 1998b), Phrap (PHIL GREEN, University of Washington) e Consed
(GORDON et al., 1998; 2001) e a analise das mesmas foi realizada pelo programa MEGA 4
(TAMURA et al., 2007).

Esta analise envolveu o calculo da distancia entre as sequéncias, utilizando-se o método
de p distance (nucleotideos). Esta distancia é a proporcéo (p) de sitios de nucleotideos diferentes
ao se comparar as sequéncias par a par. Isto é obtido dividindo o nimero total de nucleotideos
pelo total do nimero de nucleotideos comparados. Nesta analise, nenhuma correlacdo de
multiplas substituicBes ou diferencas nas taxas evolucionarias entre os sitios é considerada (NEI &
KUMAR, 2000).

Esta distancia é calculada considerando-se as seguintes variaveis:

Ng: transicéo + transversdo: numero de sitios de nucleotideo que séo diferentes
s: transi¢do apenas: propor¢do de nucleotideos com diferencas transicionais

v: transversédo apenas: propor¢do de nucleotideos com diferencas transversionais
R = s/v: raz&o transicao/transversao

L: Namero valido de sitios comuns: nimero de sitios comparados

Seguem-se as férmulas para computar essas variaveis

Variavel Formula Variacao
p Na/L p(1-p)/L
S P s(1-s)/L
% Q v(1-v)/L
R P/Q [c®P + ¢%Q — (c1P + c,Q)2)/L

Onde:

ci=1/s e c, = sV

P e Q séo as proporcBes de sitios mostrando a diferenca transicional e transversional,
respectivamente (NEI & KUMAR, 2000).
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4 - Resultados e Discussao:

4.1 - Analise citogenética

As andlises citogenéticas mostraram que individuos de P. cupira das colénias GUI 2 e GUI
3 apresentaram 2n=34 cromossomos (Figura 1). Por outro lado, um cromossomo B foi encontrado
em 10 individuos da col6nia GUI 1 e em 3 da GUI 11 (Figura 2 e Tabela 1 do Anexo 2).

Ja em relagéo ao caridtipo nota-se que o numero padrdo de cromossomos de P. cupira é
exatamente o mesmo que o de P. helleri, ou seja, 2n=34. O mesmo numero foi detectado em P.
mulata, P. aiylae, P. vicina, P. peckolti e P. seridoensis. Apesar desta conservagdo em relagdo ao
namero, existem diferencas morfolégicas e na distribuicdo de heterocromatina entre os
cromossomos das diferentes espécies analisadas (BRITO-RIBON et al., 1999, COSTA et al.,
1992; BRITO et al., 2003; BRITO et al., 2005 & MARTINS et al., 2007).

L, . —

Figura 1: Cromossomos metafasicos de P. cupira (colénias GUI 2 [A] e GUI 3 [B], respectivamente) corados
com Giemsa (2n=34). Barra 5um.

=
W -‘ § ‘
: . 1.} ;‘ .
. *- "\ 1'\ -
v % l/ . P | ‘—e
“"a-.- ‘l‘:“" SR e
\s ' 0.‘. ’ _\; \ - ‘:1',
-, -
‘ ‘ -
A -~ + i B
”v ‘f

Figura 2: Cromossomos metafasicos de P. cupira (coldénias GUI 1 [A] e GUI 11 [B], respectivamente) corados
com Giemsa (2n=35). Barra 5um. As setas indicam a presenca de cromossomo B.
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O cromossomo B detectado nas duas colonias de P. cupira analisadas no presente
trabalho apresentou um tamanho consideravelmente grande, em relagdo aos cromossomos Bs de
P. helleri detectados por COSTA et al. (1992) e por TOSTA et al. (1999). Cromossomos Bs de
grande tamanho ou mesmo de tamanhos variaveis, entretanto, j& haviam sido detectados em
coldnias de P. helleri da Bahia (MARTINS et al., 2005; MARTINS et al., 2007).

A coloracdo com CMA; evidenciou a presenca de uma marcacdo no braco curto do

cromossomo B de individuos da colénia GUI 1 (Figura 3), mostrando o predominio de bases CG
na mesma. Isto sugere que este cromossomo possa conter sitios de sequencias de DNA
ribossomal, uma vez que, geralmente, existe uma associacdo entre a presenca destes e
marcacdes de CMA; ha mesma regido do cromossomo (SUMNER, 1990). Tal fato ja foi observado
em Trypoxylon albitarse (ARAUJO et al., 2000), Plebeia (MAFFEI et al., 2001), Friesella schrottkyi
(MANPUMBU, 2002), M. compressipes (ROCHA, 2002), Partamona peckolti (BRITO et al., 2003),
P. seridoensis (BRITO et al., 2005), P. helleri (BRITO 1998; MARTINS et al., 2007 & MARTINS,
2008) e P. rustica (MARTINS, 2008).
A presenca dessas sequéncias em cromossomo B ndo é algo novo. TOSTA (2005) aplicando a
técnica de FISH através de sondas de DNA ribossomal de Drosophila melanogaster, identificou
regibes nos cromossomos B de P. helleri, que poderiam, potencialmente, ser sitios de NOR.
MARTINS (2008), por meio de banda NOR, identificou regides organizadoras de nucléolo em sete
tipos de cromossomos B. A presenga de sequéncias génicas que codificam rRNA em
cromossomos B das plantas Crepis capillaris (JAMILENA et al. 1994) e Brachycome
dichrosomatica (DONALD et al., 1995) também ja foi verificada. Também foram detectados genes
envolvidos na organizacdo de nucléolo (NOR) nos cromossomos B do gafanhoto Eyprepocnemis
plorans (CABRERO et al., 1987) e a expressdo de genes de rDNA em cromossomos B de
Trichogramma kaykai (VAN VUGT et al., 2005) e Crepis capillares (LEACH et al., 2005).

Figura 3: Cromossomos metafasicos de P. cupira (Colénia GUI 1) corados com Giemsa (A) e com CMA3
(B). (2n=35). Barra = 5 um. A seta indica a presenca de B.
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No presente trabalho, entretanto, ndo foi possivel reproduzir a técnica de impregnacao pela
prata, para evidenciagcdo das regides organizadoras de nucléolo em P. cupira e verificar se havia
sobreposicdo desta com a regido marcada com CMA;. Esta técnica, porém, ja foi utilizada, com
sucesso, em P. helleri (MARTINS et al., 2007 & MARTINS 2008), o que sugere que uma
adequacdao do protocolo utilizado por estes autores podera, em um futuro préximo, responder esta
guestao. Alternativamente, a presenca de regides organizadoras de nucléolo nos cromossomos B
de P. cupira podera ser verificada utilizando-se hibridizagéo in situ, com sondas fluorescentes de
rDNA ou realizar o isolamento, por microdisseccdo, desta regido do cromossomo extranumerario

de P. cupira.

4.2 - Associacao entre a presenca de cromossomos B em P. cupira e o marcador
SCAR, especifico para a sequéncia presente nos cromossomos B de P. helleri

Apos a deteccdo de um cromossomo B em alguns individuos das colbénias GUI 1 e GUI 11,
realizou-se a amplificagdo do DNA destes individuos com “primers” SCAR de P. helleri para
verificar se havia associacao entre a presenca destes cromossomos e 0 marcador SCAR, também
em P. cupira. Estas analises demonstraram a presenca do marcador SCAR nos 11 individuos da
colénia GUI 1, assim como nos 3 individuos da colénia GUI 11 que apresentaram cromossomos
Bs (Tabela 1 e Figuras 4 e 5, respectivamente). Por outro lado, ndo se detectou a presenca do
marcador em nenhum dos individuos das colbnias GUI 2 e GUI3, nas quais ndo se detectou a
presenca de cromossomos Bs.

Percebe-se assim, que existe uma clara associa¢do entre a presenca do marcador SCAR
e a presenca de cromossomo B, também em P. cupira. Entretanto, verificou-se que alguns
individuos da colénia GUI 1 que ndo apresentavam cromossomos Bs apresentaram uma banda
fraca, de tamanho aproximado aquele do marcador SCAR detectavel em individuos que possuiam

cromossomos B (Figura 4).

i —

wni“;ﬁmwgg

Figura 4: Padréo eletroforético do DNA gendmico de individuos de P. cupira (colénia GUI 1) amplificados
com os primers SCAR. Individuos sem (2, 3, 6, 7, 10, 11, 16, 17) e com cromossomo B (1, 4, 5,
8, 9, 12, 13, 14, 15, 18, 19). C é um individuo de uma coldnia de P. helleri que possui
cromossomo B, tendo sido usado como controle.
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Figura 5: Padrédo eletroforético do DNA gendmico de individuos de P. cupira da colénia GUI 11
amplificados com os primers SCAR. Individuos sem (2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10) e com cromossomo
B (1, 7 e 11). C é um individuo de uma colbnia de P. helleri que possui cromossomo B, tendo
sido usado como controle.

Para verificar o que estas bandas fracas realmente representavam sequenciou-se as
marcas presentes nos individuos 1, 4, 5 (que possuiam o cromossomo B e o marcador SCAR bem
nitido) e 2 (que ndo possuia o cromossomo B e apresentou a banda SCAR bem fraca) da colbnia
GUI 1 (Figura 4). A comparacao entre as sequéncias dos individuos 1, 4 e 5 e a sequiéncia padrao
de P. cupira, que foi utilizada na comparagdo com P. helleri (ver abaixo), evidénciou ter uma alta
identidade entre elas (Figura 7 do Anexo 1). Por outro lado, a sequiéncia do individuo 2 aparentou
ter uma baixa identidade em relacdo a sequiéncia padrdo. Estes resultados evidenciam que a
marca presente no individuo 2 € uma marca inespecifica e demonstram, mais uma vez, a

associacgédo entre o marcador SCAR e cromossomo B em P. cupira.

4. 3 - Comparacao entre as sequéncias do marcador SCAR de P. helleri de

Vicosa/MG e Salvador/BA, P. cupira, P. criptica e P. rustica

As sequéncias do marcador SCAR obtidas para P. helleri (Salvador-BA), P. cupira, P.
criptica e P. rustica em comparacdo com aquela de P. helleri (Vicosa-MG) (TOSTA et al., 2007)
apresentaram distancia genética zero, usando como critério o método de p distance (Nucleotidio)
(Figura 6) (NEI & KUMAR, 2000).

Estas sequéncias possuem poucos “gaps” e quase nenhum sitio variavel entre elas. A
composicdo média de bases A e T das mesmas é de 65,4%, valor bem préximo aquele verificado
para a sequéncia de P. helleri (66,5% - TOSTA, 2005). Levando-se em conta este resultado,
sugere-se que essas marcas também estejam associadas com a presenca de cromossomos Bs
em P. rustica e em P. criptica. Estudos citogenéticos poderdo comprovar esta hipétese.

O alto nivel de identidade destas sequéncias chama a atencdo porque P. helleri € uma

espécie parafilética em relagéo a P. cupira, P. criptica e P. rustica (CAMARGO & PEDRO, 2003).

Assim, apesar de nao existirem dados de relégio molecular que possam dizer a quanto
tempo aproximadamente estas espécies de Partamona estdo separadas, pode ser possivel que
estas sequéncias, considerando sua alta similaridade, tenham alguma fungdo adaptativa

relacionada a manutengé@o do cromossomo B . Por outro lado, apesar das diferengas morfologicas
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(CAMARGO & PEDRO, 2003), pode ser que estas espécies ndo sejam tdo distantes em termos
genéticos e que, portanto, ndo exista um isolamento genético completo entre as mesmas, 0 que
poderia levar a troca de material genético entre elas e explicaria a presenca de seqiiéncias tdo
semelhantes. O fato de elas possuirem o mesmo numero cromossdmico poderia, de alguma
forma, facilitar tal troca. Assim, pode-se sugerir que os cromossomos Bs de P. helleri e P. cupira

podem ter migrado de uma espécie para outra, Ou vice versa, por cruzamento interespecifico.

P. helleri (MG) 5"CCCGCTACAC ATATAATTAA CGTATAACGG TTTCTAATAG ATCTCTTTTC CCCAAAAGTA ATTATGAAGA GTAACAGAAT 80
P. helleri (BA) 5" oo ceaan. e e e Co Aot e 80
P. cupira L e e e eeaee eeeeaaas L 80
P. criptica L e e e eeaee eeeeaaas L 80
P. rustica £ e e e maa e C. A il o 80
P. helleri (MG) TGTAGAAGAA AAAATAATTT GGAGTACTGA ATAATTTGAG CTGCCAGTGT GAAAGATAGG ATTGAATCCA ATCATATATG 160
[ 0 1= N =T ot T (=72 T 160
L o 1 = 160
L o ot o 1 o o 160
L U o= 160
P. helleri (MG)  AAATCACAGT GAAGGAGAGA GAAAAGAGAC CGATCCTATA TGATATAGAT GATATAGATG ATATAGATAA TCAAAATTAA 240
L T N =T ol T (=) 240
L o U 11 - 240
L o ot o 1 o o 240
L U o= 240
P. helleri (MG) CAATTAAAAC ATTAACGAAT CGATTGAATC AGCTAGCAGA AGCTGAATAA TTAAATGAAA GGGCAAGATA CGAGCAGACA 320
P helleri (BA) i e e e e et e meee e ee e eaaae e 320
L o o 11 - 320
L o ot 1o o o 320
R VI o = 320
P. helleri (MG) GAACAACAAC GATGACTACA GTCGAGCAAG TCAAATACAG TTGAATATTT TATCTGAGTC ACTCATTGTC ATTCAATCTT 400
P ohelleri (BA) it et et e eeaaaaa eeeeaaaan C it e eeiaeae eeeeeaaaan 400
| o1 3 | 1 o= 400
| o] o 1 o - e e eeae aeeiaiaol 400
L (U 1= o o 400
P. helleri (MG) CCTAACTGCT GTTTATTACC ACTCACATAT ACATTCATTA ATGTATGAAA ATTTGTAAAG ATATCCAGAC CGTCCTGGAA 480
[ 0 1= N =T ot T (=72 T 480
L o 11 = 480
L o ot o 1 o o 480
L VS o= 480
P. helleri (MG)  AA-GTATGAT CATGGAAGGT ACATAAGTAC TGGCCATACC ACAAATCTGA CAAGTAGGTG CTCGTATACA TATCCGTCGG 560
P. helleri (BA) T e e e e e e e e e e e eeae e meeaa e eaaa meeaeeaa e 560
P. cupira T e e e e e e e e e e e eeae e meeaa e eaaa meeaeeaa e 560
P. criptica O 560
P. rustica e memeas meeasaaeaa eeeeaseaes mmememesas meseasaass memesaseas seeseeaena emeseasann 560
P. helleri (MG) TTATGTACAT GTGTATTTAA TTTAATTTTT TTCGTTCAGA AAATATACCA ATCCTGTCAG TCAATCTTTT TAACCATTGA 640
P helleri (BA) o e e e e et e iee e mee e e 640
L o o 11 - 640
L o ot o o o 640
L VL o 640
P. helleri (MG) TTATTTCTTC TCTTTTACAG CAACTCTCCT ATATTTAAAT TCAGTTAAAA CTGCGCTTAC AGATATTCTC AATGTAATAT 720
[ 0T N =T ot T (=72 T 720
P. cupira ... ... ... Gt e e e e e e e e e e - 720
P. criptica = ... ... ... ... Gt e e e e e e e e e e - 720
P. rustica = _.......... ... L 720
P. helleri (MG) CGGTTTATAT TGCGACCGTT AAAGACAACA AGTACCGCCT GCATAGATGG CTGTATAGGT GTTTCGAGAA GTTGGAATGT 800
[ 0 1= N =T ot T (=72 T 800
L o 11 > 800
L o ot o 1 o o 800
L U o= 800
P. helleri (MG) CGTTGATGTA CAATATGAAG AGAAGCGGAG CAAGTATGGA TCCTTCTAGT ACCTCTGTTA TAAGGTTTCT TTATGATTGA 880
L T N =T ol R (=) 880
L o U 11 - 880
L o ot o 1 o o 880
L U o= 880
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TGTGTGACTA TTTAGAATAT CTCGTGCAGA CCTAGAATTT CCTGTTTTAA CTGATGATTT TATTGATGTA TGTAGGCGGT

Figura 6: Comparacao de sequéncias do marcador SCAR de P. helleri (Vigcosa-MG), P. helleri (Salvador-BA), P. cupira,
P. criptica, e P. rustica. As sequéncias em vermelho e azul correspondem aos “primers” A e B do marcador
SCAR respectivamente. As sequéncias em verde e roxo correspondem aos “primers” internos R e F,
respectivamente.

Neste sentido, os trabalhos de DOBSON & TANOUYE (1998) com Nasonia, ja

demonstraram que cromossomos Bs podem migrar de uma espécie para uma outra dentro do

mesmo género. PERFECTTI & WERREN (2001) também ja demonstraram que é possivel gerar

cromossomos Bs como foi mostrado no cruzamento de N. vitripennis e N. giralti, onde um

fragmento génico dessa Ultima foi introduzido em N. vitripennis, passando a se comportar como

cromossomo B.

MCALLISTER & WERREN (1997) analisando a presenca de sequéncias do transposon

NATE de PSR de Nasonia vitripennis em outras espécies, verificaram, por meio de filogenia

molecular, evidéncias de que o PSR foi recentemente transferido de uma espécie do género

Trichomalopsis.

A deteccdo do marcador SCAR em uma colénia de P. helleri de Salvador/BA (MARTHE et

al., 2007) que possui um grande cromossomo B heterocromatico (MARTINS et al., 2005), somada
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a associacdo deste marcador com a presenca de cromossomo B em P. cupira, verificada neste
trabalho, reforcam a hipétese de que os cromossomos Bs podem ter origem interspecifica.
Entretanto, estudos filogenéticos e filogeograficos (nos quais poderdo ser vislumbrados os
processos de vicaridncia espaco-temporal e o fluxo génico entre as espécies
relacionadas) se fazem necessarios para confirmar tal hipotese.

Outra abordagem que poderia ajudar a esclarecer a origem dos cromossomos B no
género Partamona € a demonstracdo da localizacdo precisa destas sequéncias no
genoma das respectivas espécies, a qual pode ser feita empregando-se a técnica de FISH.
BASSETO (2007) em seu estudo sobre cromossomos B do peixe Astyanax scabripinnis identificou
dois marcadores RAPD associados a Bs que, transformados em sondas, apresentaram homologia
tanto com cromossomos B, quanto com regides do complemento normal. Apesar de TOSTA
(2005) nao ter obtido sucesso ao tentar transformar o marcador SCAR em sonda, é possivel que
ocorra um resultado diferente em P. cupira, sendo por isso uma estratégia que ndo pode ser
descartada.

A microdissec¢do dos cromossomos B de P. helleri e P. cupira também pode levar a
obtencdo de sondas especificas que poderdo facilitar o estudo sobre a origem dos cromossomos
B no género Partamona. Varios trabalhos j& empregaram esse tipo de metodologia, demonstrando
gue dependendo do organismo, o cromossomo B pode ter origem intra-especifica (JAMILENA et
al.,, 1995), interspecifica (TRIFONOV et al., 2002, BUGROV et al., 2003) ou ambas as origens
(KARAMYSHEVA et al., 2002; THEURI et al., 2005). Também € necessario que estes fragmentos
de B, isolados por microdisseccdo, sejam sequenciados. Isto ndo sO reforcaria a hipotese da
relacdo entre os cromossomos B de P. helleri e P. cupira, como poderia ser usado para buscas

comparativas de sequencias de identidades préximas nos bancos de dados disponiveis.
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Partamona cupira 5"CCCGCTACAC ATATAATTAA CGTTAACGGT TTCTAATAGA TCTCTTTCCA CCAAAAGTAA TTATGAAGAG TAACAGAATT 80

Individuo 1 L 80
Individuo 4 L 80
Individuo 5 D 80
Partamona cupira GTAGAAGAAA AAATAATTTG GAGTACTGAA TAATTTGAGC TGCCAGTGTG AAAGATAGGA TTGAATCCAA TCATATATGA 160
o RV o [T 160
o YA o[ o 160
Individuo 5 = —-mmmmmmm e e 160

Partamona cupira AATCACAGTG AAGGAGAGAG AAAAGAGACC GATCCTATAT GATATAGATG ATATAGATGA TATAGATAAT CAAAATTAAC 240

INAIVEAUO 1 L e e e e e e eeeeeeees eeeeeeaan 240
INAIVEAUO 4 L e e e e e eeeeee eeeeeeeees eeeeeeaan 240
INdividuo 5 = o e it e eeeeaan C Al 240

Partamona cupira AATTAAAACA TTAACGAATC GATTGAATCA GCTAGCAGAA GCTGAATAAT TAAATGAAAG GGCAAGATAC GAGCAGACAG 320

INdIVEAUO 1 L e e e e eeeees eeeeeeeee eeeeeeeeee eeeeeeeean 320
INAdIVIAUO 4 L e e e e eeees eeeeeeeee eeeeeeeaee eeeeeeaean 320
Individuo 5 _......... ... Cor i [CH. A e e e e 320

Partamona cupira AACAACAACG ATGACTACAG TCGAGCAAGT CAAATACAGT TGAATATTTT ATCTGAGTCA CTCATTGTCA TTCAATCTTC 400

o YA o[ o 400
Individuo 4 _...... C o e e e e e e eeae e eeea eeeeeaa aeeaan- Al.. 400
o YA o[ o T 400

Partamona cupira CTAACTGCTG TTTATTACCA CTCACATATA CATTCATTAA TGTATGAAAA TTTGTAAAGA TATCCAGACC GTCCTGGAAA 480

Individuo 1 . e aeeaaaaan e e e e ee e e e 480
o RV o[ o 480
o RV o [T T 480

Partamona cupira AGTATGATCA TGGAAGGTAC ATAAGTACTG GCCATACCAC AAATCTGACA AGTAGGTGCT CGTATACATA TCCGTCGGTT 560

o YA o [T 560
o YA o[ o 560
o RV o[ o T 560

Partamona cupira ATGTACATGT GTATTTAATT TAATTTTTTT CGTTCAGAAA ATATACCAAT CCTGTCAGTC AATCTTTTTA ACCATTGATT 640

INAIVEAUO 1 L i e e e e eeeeee eeeeeeeee eeeeeeaan 640
INAIVEAUO 4 L e e e e e eeeee eeeeeeees eeeeeeaan 640
INdIVEAUO 5 L i e e e e eeeeee eeeeeeeee eeeeeeeaan 640

Partamona cupira ATTTCTTCTC TGTTACAGCA ACTCTCCTAT ATTTAAATTC AGTTAAAACT GCGCTTACAG ATATTCTCAA TGTAATATCG 720

INdIVEAUO 1 L e e e e eeeees eeeeeeeee eeeeeeeee eeeeeeeean 720
Individuo 4 e 720
INdIVEAUO 5 L e e e e eeees eeeeeeeee eeeeeeeeee eeeeeeeean 720

Partamona cupira GTTTATATTG CGACCGTTAA AGACAACAAG TACCGCCTGC ATAGATGGCT GTATAGGTGT TTCGAGAAGT TGGAATGTCG 800

o YA o[ o 800
o YA o[ o 800
o YA o[ o R 800

Partamona cupira  TTGATGTACA ATATGAAGAG AAGCGGAGCA AGTATGGATC CTTCTAGTAC CTCTGTTATA AGGTTTCTTT ATGATTGATG 880

o YA o[ T 880
o RV o [T 880
o YA o [T T 880
Partamona cupira TGTGACTATT TAGAATATCT CGTGCAGACC TAGAATTTCC TGTTTTAACT GATGATTTTA TTGATGTATG TAGGCGGTAT 960
Individuo 1 ... .. ... ciiiiiii.n e  at 960
o RV o [T 960
INdIVEAUO 5 L i e e e e eeeeee eeeeeeeee eeeeeeeaan 960

Partamona cupira ATTTATTTAC CGCAATTTAG TTAGAAAGAC ATTGTGCCAG ACGTAGGTTT TTTTTATAGG TTCAGGAAGA TGAGATGTGT 1040

INAIVIAUO 1 mmmmmmm e mm e e e e e e eeeee eeeeeeeeee eeeeeeaan 1040
INAIVEAUO 4 L e e e e e eeeeeee eeeeeeeeee ceeeeeeaan 1040
INAIVEAUO 5 L i e e e e eeeeee eeeeeeeeee eeeeeeaan 1040

Partamona cupira TAGTCAGATC TGTTATTTTT TATTACAGTG CGTTCTGTGA AACTTTATAA TTGCTGAGTG CATGAGTTTA GATCTGAATT 1120

o YA o[ T 1120
o YA o[ T 1120
o RV o[ T T 1120

Partamona cupira GTGGCGAGAC TATTATTCTG GAGTTACTTA GTTGGATGAG AAAGTGAACG TGGATGATTT TAACTACTTT TCCTAGGATG 1200

o YA o[ T 1200
o YA o[ o 1200
o YA o[ o T 1200

Partamona cupira TCTAGTA-GG CTAATTGATT TGTAATTGGA AACAGATA-T TGGTATTGGA CTTA-TGGGT ATTCTT-GGC TTTGGTATTG 1280

Individuo 1 ....... e e eeee meeam e aeaan A, 1280
Individuo 4 ....... S C L e e eee aeaan e e 1280
Individuo 5 ....... C o e e e aeieaa ) O Cociie i Comr i 1280

Partamona cupira AACTTATTTT TGCTTCTTTC CAAGCTGC-- -GGGAAAGTA TGAAAGTTTC AGATGGGTTT TGAATATGTA TAAAATTTGC 1360

o YK o [T S 1360
Individuo 4 L e e me e e T e e e ieae eeaaaaan 1360
Individuo 5 = ... .... coaaiio... CcC ACG A_.AT.. ... .._... 8 G. .. 1360
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Partamona cupira ACAATGGGTT CGGATGGAAG CATTTTAATC TGTGGCTGTG ATTTTGTCCA CGTGCTTAAT GAAGAGATTC TTGATTATGT 1440

o YA o[ T 1440
o YA o[ o 1440
o YA o [T T 1440
Partamona cupira CTCTTATCAT TTATGGAGTG CAGTTTGGCA TATTTTAGGG TGTAGCGGG3* 1489
o Yo [T 3" 1489
INdIVIdUO 4 i e e ie e e 3" 1489
INdividuo 5 i e e e e e e 3" 1489

Figura 7: Comparacgéo das sequéncias do marcador SCAR dos individuos 1, 4 e 5 da col6nia GUI 1 de P. cupira com a
seqliéncia padrdo de P. cupira. As sequéncias em vermelho e azul correspondem aos “primers” A e B do
marcador SCAR respectivamente. As sequiéncias em verde e roxo correspondem aos “primers” internos R e
F, respectivamente.
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Anexo 2
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Tabela 1: Contagem de cromossomos metafasicos de individuos de P. cupira das col6nias GUI 1 e GUI 11

Colénia GUI 1
Metafases
Individuos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 Presenca de
Cromossomo B
1 33 34 30 34 34 34 34 34 34 34 35 presente
2 33 34 31 34 34 29 34 34 34 34 * ausente
3 34 34 34 33 32 33 34 33 34 34 34 ausente
4 35 35 3 31 35 35 34 35 3B 3B ¢ presente
5 35 35 35 32 34 35 33 35 34 34 = presente
6 34 30 32 30 34 28 34 34 34 34 34 ausente
7 33 34 34 34 33 34 33 31 34 34 * ausente
8 32 35 32 26 33 30 35 35 34 35 * presente
9 35 34 35 33 34 32 35 34 3B 3B * presente
10 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 ausente
11 33 29 32 34 34 34 34 34 34 34 * ausente
12 28 34 35 34 35 29 35 34 34 33 35 presente
13 33 35 35 34 24 35 33 35 34 3 31 presente
14 35 35 35 33 34 33 32 35 33 35 * presente
15 35 34 34 32 35 34 35 32 3B 3B * presente
16 28 34 34 32 30 34 34 34 34 34 * ausente
17 34 34 34 34 33 34 33 34 34 34 34 ausente
18 26 34 35 35 35 30 33 31 35 34 35 presente
19 34 35 35 35 35 35 34 34 3 3B 34 presente
Coldnia GUI 11
Metéfases

Individuos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 Presenca de
cromossomo B

1 35 31 34 29 33 34 35 34 34 3B = presente
2 34 33 34 34 34 34 34 33 33 34 * ausente
3 32 34 33 33 33 34 32 34 34 34 * ausente
4 34 34 34 33 33 33 31 33 34 31 * ausente
5 33 30 32 34 29 28 32 33 34 33 * ausente
6 33 34 33 34 34 34 31 32 34 34 * ausente
7 35 35 35 35 35 35 34 34 31 34 = presente
8 34 34 34 30 34 34 34 34 33 34 * ausente
9 34 33 34 30 33 33 29 32 34 33 * ausente
10 30 32 32 33 34 34 32 34 33 34 * ausente
11 30 29 34 35 3B 32 27 35 32 31 * presente
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