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RESUMO 

 

Os primatas do Novo Mundo, ou Platyrrhini, compreendem um grupo de mamíferos 

altamente diversificado, com grande variação morfológica, comportamental e ecológica, o que 

muitas vezes difículta sua identificação. Platyrrhini também é caracterizado por uma grande 

variação cromossômica, resultante de inversões, fusões/fissões, reposicionamento centromérico e 

variação do conteúdo heterocromático. Por serem eventos raros, os rearranjos cromossômicos 

podem ser considerados marcadores úteis na reconstrução da história evolutiva. Neste trabalho, 

utilizamos técnicas de bandeamento cromossômico e de pintura com sondas cromossomo-

específicas humanas (HSA) para verificar os mecanismos envolvidos na diferenciação cariotípica 

de Callicebus nigrifrons e Aotus infulatus em relação a outros taxa relacionados.  

Em Callicebus, detectamos quatro fusões (HSA 1b/1c, 3c/8b, 13/20 e 14/15/3/21) e uma 

fissão (HSA 2/22) como sinapormorfias do gênero. A comparação dos resultados obtidos com os 

previamente publicados para Callicebus, Cheracebus e Plecturocebus nos permitiu hipotetizar 

um cariótipo ancestral para Callicebinae com 2n=48. As associações HSA 2/22, 7/15, 10/11 e a 

inversão de HSA 2/16 estavam presentes nos três gêneros e, portanto, possivelmente presentes no 

cariótipo ancestral de Callicebinae. Os dados obtidos em Aotus infulatus e sua comparação com a 

literatura sobre as demais espécies do gênero, permitiram identificar sete associações derivadas 

compartilhadas em Aotus (HSA 1/3, 1/16, 2/20, 4/15, 7/11, 10/11, 16/22) e uma inversão da 

associação HSA 14/15, resultando em HSA 14/15/14/15. Também pudemos inferir um cariótipo 

ancestral para o gênero Aotus com 2n=52 e a detectar os rearranjos associados às variações 

cariotípicas interespecíficas. 

Neste trabalho também investigamos a estrutura, organização e distribuição 

cromossômica de DNAs satélites em espécies de Callitrichini. Para isto, analisamos o genoma 

sequenciado de Callithrix jacchus, no qual identificamos, além do DNA satélite alfa, um DNA 

satélite que nomeamos MarmoSAT, com unidades de repetições de 171 pb e localizado em 

regiões subteloméricas e intersticiais dos cromossomos de Callithrix, Mico e Callimico. Além da 

organização monomérica, o MarmoSAT também se mostrou organizado em repetições do tipo 

higher-order, com 338-pb, em Callimico. A análise do perfil de transcrição de MarmoSAT, 

juntamente com sua localização subtelomérica, nos permitiu sugerir que este DNA satélite pode 
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estar envolvido com a regulação da telomerase e a modulação da cromatina telomérica nestas 

espécies. 
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ABSTRACT 

 

The New World monkeys, or Platyrrhini, comprise a highly diversified group of 

mammals, with great morphological, behavioral, and ecological variation, which often make their 

identification difficult. Platyrrhini are also characterized by great chromosomal variation, often 

resulting from inversions, fusions/fissions, centromeric repositioning, and variation in 

heterochromatic content. Chromosome rearrangements are rare genomic events and can thus be 

used as markers for the reconstruction of evolutionary history. We used comparative 

chromosome banding and painting with human chromosome-specific (HSA) probes to identify 

the mechanisms involved in the karyotypic differentiating of Callicebus nigrifrons and Aotus 

infulatus.  

We detected four fusions (HSA 1b/1c, 3c/8b, 13/20, and 14/15/3/21) and one fission 

(HSA 2/22) as synapomorphies of Callicebus. The comparison of our results with those 

previously published for Callicebus, Cheracebus, and Plecturocebus allowed us to hypothesize 

an ancestral Callicebinae karyotype with 2n=48. The associations HSA 2/22, 7/15, 10/11, and the 

inversion of HSA 2/16 were present in all three genera and were thus likely present in the 

ancestral Callicebinae karyotype. The comparison of the data obtained in Aotus infulatus with 

those previously reported for this genus revealed seven shared derived associations (HSA 1/3, 

1/16, 2/20, 4/15, 7/11, 10/11, and 16/22) and an inversion of HSA 14/15, resulting in HSA 

14/15/14/15. The chromosome painting results allowed us to infer an ancestral Aotus karyotype 

with 2n=52 and to detect rearrangements associated with interspecific variations. 

We also investigated the structure, organization, and chromosomal distribution of satellite 

DNAs in Callitrichini. The analysis of the sequenced genome of Callithrix jacchus led to the 

identification of, in addition to the alpha satellite DNA, a satellite DNA that we named 

MarmoSAT, composed by 171-bp motifs and located in the subtelomeric and interstitial regions 

of Callithrix, Mico, and Callimico chromosomes. Besides its monomeric organization, 

MarmoSAT also presented higher-order repeats of 338-bp in Callimico. The transcription profile 

and the subtelomeric location of MarmoSAT allowed us to suggest that it may be involved with 

the regulation of telomerase and the modulation of the telomeric chromatin in these species. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Primatas do Novo Mundo (Platyrrhini) 

A ordem Primates reúne atualmente cerca de 490 espécies em 77 gêneros (Rylands e 

Mittermeier 2014) que estão entre os animais mais bem estudados dentre os mamíferos, já que 

nossa espécie está incluída. As espécies não humanas viventes estão distribuídas em regiões 

tropicais e subtropicais da África, Madagascar, Ásia e Américas Central e do Sul, e apresentam 

ecologia, morfologia e taxonomia bastante diversas. Apesar de já terem sido exaustivamente 

estudados sob diversos aspectos, as relações filogenéticas entre vários gêneros e famílias de 

primatas ainda são controversas. 

Primates é dividida em duas subordens: Strepsirrhini, que inclui as infraordens 

Lorisiformes (gálagos, potos, lorises), Chiromyiformes (aie-aie) e Lemuriformes (lêmures); e 

Haplorrhini, que é subdividida nas infraordens Tarsiiformes (társios) e Simiiformes. Os 

Simiiformes incluem duas parvordens: Platyrrhini (primatas do Novo Mundo) e Catarrhini 

(Cercopithecoidea – primatas do Velho Mundo, e Hominoidea – humanos, grandes macacos e 

gibões) (Figura 1; Goodman e col. 1998; Perelman e col. 2011; Springer e col. 2012). 

Os primatas do Novo Mundo representam um grupo monofilético que vive 

exclusivamente nas florestas tropicais das Américas Central e do Sul (Alfaro e col. 2015). Estes 

primatas apresentam pequeno a médio porte (100 gramas a pouco mais de 10 quilogramas) e são 

arborícolas, com locomoção predominantemente quadrúpede. O nome Platyrrhini advém do 

formato do nariz, que é largo e achatado, com narinas dispostas lateralmente, em contraste com 

os Catarrhini (Bicca-Marques e col. 2006). 

Platyrrhini compreende atualmente 145 espécies pertencentes a 20 gêneros, alocados nas 

famílias Cebidae, Pitheciidae e Atelidae (Figura 1; Tabela 1; Rylands e col. 2012; Schneider e 

Sampaio 2015; Byrne e col. 2016). Esta diversidade taxonômica é variável, uma vez que novas 

espécies continuam sendo descritas e as revisões taxonômicas têm aprimorado métodos antigos 

e/ou empregado novas metodologias.  
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Após extensa análise filogenética, Perelman e col. (2011) concluíram que Platyrrhini 

divergiu de Catarrhini há aproximadamente 43,5 milhões de anos (MYA), mas apenas na 

transição do Oligoceno-Mioceno (25-23,5 MYA) surgiram as famílias atuais. As relações 

filogenéticas entre várias espécies e gêneros de Platyrrhini ainda são intensamente debatidas, o 

que se deve em parte à rápida radiação do grupo. Por exemplo, o gênero Callithrix era composto 

por espécies da região Amazônica (grupo argentata) e da Mata Atlântica (grupo jacchus), mas 

Figura 1. Filogenia de Primates baseada em dados moleculares, adaptada de Perelman e col. 

(2011). Os gêneros e famílias de Platyrrhini incluídos neste trabalho estão destacados em 

vermelho.  
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com base na análise de sequências de DNAs nuclear e mitocondrial, Tagliaro e col. (2000) 

sugeriram a sua divisão em dois clados distintos: os da Mata Atlântica e os da Amazônia, com a 

inclusão de Cebuella pygmaea na base do segundo clado. No mesmo ano, Rylands e col. 

recomendaram a divisão de Callithrix nos gêneros Mico (originalmente incluídos no grupo 

argentata e distribuídos na região Amazônica) e Callithrix (pertencentes ao grupo jacchus e 

localizados na região de Mata Atlântica). Perelman e col. (2011) e Schneider e col. (2012), 

usando dados moleculares, não só corroboraram essa divisão, como estimaram que a separação 

de Callithrix e Mico/Cebuella ocorreu há aproximadamente 5 MYA. 

 

Tabela 1. Gêneros de Platyrrhini reconhecidos atualmente. 

Famílias Gêneros Nomes populares 

Cebidae Aotus (10) Macaco-da-noite 

 Callimico (1) Macaco-de-Goeldi 

 Callithrix (6) Sagui, mico 

 Cebuella (1) Sagui-leãozinho, mico-leãozinho, sagui-pigmeu 

 Cebus (4) Macaco-prego, caiarara, mico-preto 

 Leontopithecus (4) Mico-leão 

 Mico (15) Mico, sauim 

 Saguinus (15) Soim, sauim, sagui 

 Saimiri (5) Macaco-de-cheiro, boca-preta 

 Sapajus (8) Macaco-prego 

Pitheciidae Cacajao (3) Uacari, macaco-inglês, carauri 

 Callicebus (5) Titi, Guigó, sauá, zogue-zogue 

 Cheracebus (6) Titi 

 Chiropotes (5) Cuxiú 

 Pithecia (5) Macaco-cabeludo, macaco-velho, parauacu 

 Plecturocebus (22) Titi 

Atelidae Alouatta (14) Bugio, guariba, barbado 

 Ateles (7) Macaco-aranha, coatá 

 Brachyteles (2) Muriqui, mono-carvoeiro 

 Lagothrix (5) Macaco-barrigudo 

Os números entre parênteses após o nome de cada gênero representam o número de espécies 

reconhecidas. Dados baseados em Perelman e col. (2011), Schneider e Sampaio (2015) e Byrne e 

col. (2016). 

 

A posição dos macacos-da-noite, gênero Aotus, dentro de Platyrrhini também é muito 

discutida na literatura. Alguns autores, como Groves (2005), sugeriram que os macacos-da-noite 

fossem alocados na sua própria família (Aotidae), enquanto Chatterjee e col. (2009), com base 

em análises de genes mitocondriais, sugeriu uma maior proximidade de Aotus com Atelidae, e 

Purvis (1995), baseado em dados moleculares publicados, propôs que Aotus seria mais próximo 
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ao gênero Callicebus, família Pitheciidae. A proximidade filogenética entre Aotus e Callicebus 

também foi sugerida pela análise de dados de pintura cromossômica, que permitiu detectar a 

associação sintênica HSA 10/11 presente em espécies dos dois gêneros (Stanyon e col. 2004, 

2011; Ruiz-Herrera e col. 2005). Mais recentemente, foi proposta uma quarta hipótese, baseada 

em análises de sequências de DNA nuclear, sugerindo a inclusão de Aotus na família Cebidae 

(Perelman e col. 2011; Springer e col. 2012; Jameson Kiesling e col. 2014). Esta hipótese 

também foi apoiada por um estudo sobre a organização dos cromossomos HSA 14 e 15, através 

de experimentos de FISH com BACs em seis espécies deste grupo de primatas. Neste estudo, 

Capozzi e col. (2015) verificaram que A. lemurinus e C. jacchus compartilham uma inversão 

pericêntrica no cromossomo de dois braços que corresponde ao HSA 14/15. Osterholz e col. 

(2009) analisaram a presença/ausência dos transposons Alu, específicos de Primates, e também 

sugeriram a inclusão de Aotus em Cebidae, uma vez que Aotus, Cebus-Saimiri e os calitriquídeos 

compartilhavam dez inserções Alu não encontradas em outros Platyrrhini.  

 

1.2. Evolução Cromossômica em Platyrrhini 

Desde meados da década de 1990, diferentes espécies de primatas do Novo Mundo 

tiveram seus cromossomos comparados após pintura interespecífica com cromossomos 

individuais humanos ou de outros primatas. Atualmente, há dados de pintura cromossômica para 

40 espécies pertencentes aos 20 gêneros reconhecidos de Platyrrhini (revisão em de Oliveira e 

col. 2012; Araújo e col. 2017a, 2017b). Os dados gerados permitiram estabelecer mapas de 

homologias cromossômicas entre as espécies e, consequentemente, deduzir o provável cariótipo 

ancestral de Platyrrhini (APLK), com 2n=54 (Stanyon e col. 2003). O APLK é composto pelos 

homólogos aos cromossomos humanos HSA 1a, 1b, 1c, 2a, 2b/16a, 3a, 3b, 3c/21, 4, 5/7a, 8a, 

8b/18, 9, 10a, 10b/16b, 11, 12, 13, 14/15a, 15b, 17, 19, 20, 22, X e Y (Stanyon e col. 2003; 

Figura 4 – capítulo 1 artigo 2). O APLK está conservado em Cebus capucinus e Sapajus apella, 

indicando uma posição basal de Cebidae em Platyrrhini (Neusser e col. 2001). A partir do APLK, 

é possível inferir sinapomorfias cromossômicas, que sugerem relações filogenéticas para taxa de 

diferentes níveis taxonômicos, além de deduzir rearranjos envolvidos na evolução cromossômica 

destes grupos. Por serem considerados eventos raros, os rearranjos cromossômicos podem ser 

bons indicadores de origem comum e, consequentemente, ajudar a resolver problemas 

filogenéticos. Os dados de pintura cromossômica já publicados mostraram que grande parte das 



8 

 

espécies estudadas compartilharam fissões nos cromossomos correspondentes a HSA 1, 3, 8 e 15 

e as associações HSA 2/16, 3/21, 5/7, 8/18 e 10/16, dando suporte à relação monofilética de 

Platyrrhini (Stanyon e col. 2008).  

Apesar de haver dados de pintura cromossômica disponíveis para todos os gêneros de 

Platyrrhini, taxa caracterizados por cariótipos muito rearranjados, como Aotus e Callicebus, ainda 

precisam ser melhor investigados para uma melhor compreensão da evolução cromossômica e 

das relações interespecíficas de Platyrrhini  

 

1.3. DNAs Satélites 

O termo DNA satélite tem origem no fato de que, ao serem isolados em gradiente de 

centrifugação de densidade de cloreto de césio, essas sequências produziam uma fração separada 

(Szybalski 1968). Outra estratégia utilizada posteriormente para isolar os DNAs satélites é a 

digestão do DNA genômico com enzimas de restrição e posterior separação em gel de agarose ou 

poliacrilamida, que produz um padrão de bandas em escada, característico da organização em 

tandem dos monômeros. As bandas de interesse são então eluídas, clonadas, sequenciadas e 

caracterizadas (Plohl e col. 2008, 2012). As sequências de DNAs satélites estão organizadas em 

longas cadeias (arrays) de repetições em tandem, frequentemente ricas em A+T, e não codificam 

proteínas. O tamanho de cada unidade de repetição (monômero) pode variar em comprimento (de 

poucos pares de bases até mais de 1 Kb), em número de cópias que compõem as cadeias de 

repetições e em complexidade. Os monômeros formam cadeias longas e homogêneas, que 

compõem a heterocromatina constitutiva de regiões centroméricas e pericentroméricas, além de 

regiões intersticiais e subteloméricas, geralmente coincidentes com os padrões citológicos de 

bandeamento CBG dos cromossomos (Csink e Henikoff 1998; Plohl e col. 2008, 2012). 

Os DNAs satélites representam abundantes frações do genoma de quase todas as espécies 

de eucariotos (Plohl e col. 2012). Em mamíferos, por exemplo, as sequências satélites podem 

constituir de 5% a 30% do genoma. Essa variação pode ser atribuída à amplificação e deleção 

diferenciais das várias famílias de DNAs satélites. Apesar dos avanços no sequenciamento de 

genomas em larga escala, a caracterização das sequências repetitivas de DNA ainda era muito 

difícil. Recentemente, foi desenvolvido um pipeline computacional (RepeatExplorer) que permite 

o agrupamento de sequências repetitivas em gráficos para posteriores análises de bioinformática 
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(Novák e col. 2013). Esta ferramenta tem sido bastante útil, rápida e econômica no estudo de 

DNAs satélites e foi utilizada neste trabalho.  

 

Evolução dos DNAs satélites 

Os DNAs satélites estão entre os componentes do genoma que apresentam as taxas mais 

rápidas de divergência com relação à abundância, distribuição cromossômica e sequências de 

nucleotídeos, podendo ser utilizados como marcadores taxonômicos ou até mesmo filogenéticos 

(Kuhn e col. 2008; Plohl e col. 2012). De fato, essas sequências estão entre os principais 

elementos responsáveis pela extensa variação na quantidade de heterocromatina observada 

mesmo entre espécies de eucariotos muito próximas filogeneticamente. Em contraste com a 

elevada divergência nucleotídica interespecífica, as cópias intraespecíficas dos DNAs satélites 

são muito homogêneas (baixa variabilidade), devido a um fenômeno conhecido como “Evolução 

Combinada” (Dover 1986). Neste processo, mutações nas sequências dos monômeros de DNAs 

satélites podem ser eliminadas ou espalhadas na cadeia, o que leva à homogeneização das 

repetições, com consequente fixação nos indivíduos da população (Figura 2). A homogeneização 

de mutações nas repetições de DNAs satélites dentro do genoma ocorre devido a mecanismos 

moleculares, tais como recombinação desigual e conversão gênica (Dover 1986). Alguns autores 

sugeriram que a rápida evolução dos DNAs satélites pode gerar uma barreira reprodutiva entre 

organismos, contribuindo assim para o processo de especiação (Csink e Henikoff 1998; 

Mestrovic e col. 1998; Henikoff e col. 2001; Schueler e col. 2001; Ferree e Barbash 2009). 

 

Funcionalidade dos DNAs satélites 

Os DNAs satélites eram incluídos dentro da fração “inútil” do genoma, juntamente com 

os chamados “junk DNAs” (Doolittle e Sapienza 1980; Orgel e Crick 1980). Por muito tempo 

acreditou-se que esta hipótese era verdadeira, uma vez que essas sequências altamente diversas 

não codificam proteínas e, principalmente, porque se acreditava que não desempenhavam 

qualquer função biológica (Orgel e Crick 1980). Nos últimos anos, no entanto, os DNAs satélites 

têm ganhado atenção especial, já que um crescente número de estudos vem mostrando que DNAs 

satélites de vários organismos podem desempenhar papéis importantes em diversas funções 

biológicas, como a formação da heterocromatina, a formação e manutenção do centrômero, a 

montagem do cinetócoro, a modulação da cromatina e ainda na regulação gênica, através de 
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transcritos de RNA (Ugarkovic 2005; Plohl e col. 2012; Kuhn 2015; Biscotti e col. 2015). 

Também foram descritos exemplos que mostram a relação de transcritos de RNAs derivados de 

sequências de DNAs satélites com função centromérica. Por exemplo, Rosic e col. (2014) 

mostraram que o DNA satélite III do cromossomo X de Drosophila melanogaster transcreve um 

RNA não codificante (SAT III RNA) extremamente importante para a correta segregação dos 

autossomos e do cromossomo X durante a mitose. Neste trabalho, os autores mostraram que a 

redução de SAT III RNA está associada à perda de componentes do cinetócoro e, 

consequentemente, falha na interação entre as proteínas do centrômero e as fibras do fuso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além de sua localização nas regiões pericentroméricas, os DNAs satélites também podem 

colonizar as regiões subteloméricas. Alguns trabalhos mostraram que DNAs satélites 

Figura 2. Evolução combinada através da homogeneização de mutações em cópias de um 

arranjo. Adaptada de Plohl e col. (2012). 
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subteloméricos estão relacionados à estabilidade genômica, replicação cromossômica, 

pareamento e segregação cromossômica, regulação do ciclo celular, envelhecimento e 

imortalização celular, localização dos cromossomos dentro do núcleo, regulação da transcrição de 

genes subteloméricos, entre outras (revisão em Garrido-Ramos 2017). 

 

DNAs satélites em Platyrrhini 

Os centrômeros de primatas são compostos principalmente pelo DNA satélite alfa, 

organizado em unidades de repetições de aproximadamente 171 pb em Catarrhini e de 340 pb em 

Platyrrhini, com exceção de Chiropotes satanas, que apresenta monômeros de 540 bp (Alves e 

col. 1994; Alkan e col. 2007; Cellamare e col. 2009). De acordo com a organização e 

propriedades da sequência, o DNA satélite alfa pode ser classificado em estruturas monoméricas 

ou high-order (HOR; Willard 1991). A estrutura HOR se origina quando alguns monômeros se 

integram, formando as unidades de repetições (Plohl e col. 2012). A interação dessas unidades de 

repetições pode se homogeneizar, de forma que as unidades HOR diferem em sequência por uma 

pequena porcentagem. Por outro lado, a estrutura monomérica é menos homogênea do que as 

unidades de repetições em HOR. O DNA satélite alfa humano, por exemplo, apresenta repetições 

monoméricas individuais que compartilham 70-90% de identidade, enquanto que nas unidades 

em HOR essa identidade é de 95-99% (Figura 3). As unidades em HOR têm sido associadas à 

função centromérica, uma vez que contêm o CENP-B box, uma sequência de 17 pb incorporada 

aos monômeros do DNA satélite alfa que se liga à proteína CENP-B. A CENP-B, por sua vez, 

interage com a proteína CENP-A, estabilizando tanto esta última, quanto as proteínas do 

cinetócoro. A presença do CENP-B box foi recentemente descrita em primatas do Novo Mundo 

(Suntronpong e col. 2016; Kugou e col. 2016), mostrando uma grande conservação dessas 

sequências entre Simiiformes que, até então, era considerada restrita aos hominídeos. 

Além das sequências alfa, outras famílias de DNAs satélites foram descritas nos genomas 

de Platyrrhini: CarB, composto por monômeros de 1528 pb, em Mico argentatus e Callithrix 

jacchus (Alves e col. 1995; Canavez e col. 1996; Araújo e col. 2017c); CapA, composto por 

repetições de 1500 pb, isolado em Sapajus apella, mas também presente em outros membros da 

família Cebidae (Fanning e col. 1993); CgoA e CgoB, com 338 e 916 bp, respectivamente, 

descritos como restritos ao genoma de Callimico goeldii (Fanning e col. 1989); e OwlRep, com 

187 pb, descrito em espécies do gênero Aotus (Prakhongcheep e col. 2013; Koga e col. 2017). 
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Figura 3. Representação esquemática da estrutura das sequências alfa. As setas indicam 

monômeros de 171 pb arranjados em tandem em estruturas (a) monomérica e (b) higher-order. As 

porcentagens indicadas referem-se à similaridade entre os monômeros. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Analisar a organização e evolução do genoma de espécies de primatas do Novo Mundo. 

 

2.2. Objetivos Específicos por Capítulo 

Capítulo 1 

Este capítulo reúne dois artigos baseados na aplicação de pintura cromossômica para o estudo da 

evolução cromossômica da subfamília Callicebinae (artigo 1) e do gênero Aotus (artigo 2). Os 

objetivos específicos eram:  

1. Analisar os cariótipos de Callicebus nigrifrons e Aotus infulatus após bandeamento GTG, 

CBG e AgRON e compará-los com dados disponíveis na literatura para outras espécies de cada 

gênero. 

2. Realizar pintura interespecífica com sondas cromossomo-específicas humanas. 

3. Contribuir para um melhor entendimento da evolução cromossômica de Callicebus e 

Callicebinae (artigo 1) e de Aotus (artigo 2). 

 

Capítulo 2 

Este capítulo envolveu a identificação e caracterização de DNAs satélites em Callitrichini, 

usando o genoma sequenciado de Callithrix jacchus. Dessa forma, objetivamos: 

1. Identificar e caracterizar DNAs satélites no genoma sequenciado de Callithrix jacchus; 

2. Verificar a localização dos DNAs satélites MarmoSAT e alfa em cromossomos metafásicos de 

espécies de Callithrix, Callimico e Mico. 

3. Compreender melhor a evolução de MarmoSAT através da sua análise em genomas de outros 

Platyrrhini. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Capítulo 1: Evolução Cromossômica de Platyrrhini 

Neste capítulo estão incluídos dois artigos científicos intitulados: “Chromosome painting 

in Callicebus nigrifrons provides insights into the genome evolution of titi monkeys and the 

ancestral Callicebinae karyotype” e “Interspecific chromosome painting provides clues to the 

ancestral karyotype of the New World monkey genus Aotus”, publicados nas revistas 

Cytogenetic and Genome Research (doi: 10.1159/000458748) e Journal of Mammalian 

Evolution (doi: 10.1007/s10914-017-9403-z), respectivamente. Nos dois trabalhos foram 

aplicados os padrões de bandeamento GTG e CBG e a hibridação de sondas cromossomo-

específicas humanas aos cromossomos de Platyrrhini com o objetivo de caracterizar os cariótipos 

estudados e de compreender a evolução cromossômica nos dois gêneros analisados. 
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3.2. Capítulo 2: Identificação e Caracterização de um DNA Satélite Subtelomérico em 

Callitrichini 

Este capítulo é composto pelo artigo “Identification and characterization of a subtelomeric 

satellite DNA in Callitrichini monkeys”, publicado no periódico DNA Research (doi: 

10.1093/dnares/dsx010). O trabalho foi iniciado pela análise do genoma de Callithrix jacchus, 

disponível online, com o RepeatExplorer, implementado na plataforma Galaxy, além de outros 

programas utilizados para análises de DNAs satélites. Identificamos um DNA satélite com 

repetições de 171 pb, ainda não descrito em Callithrix jacchus. Aprofundamos então a 

caracterização deste DNA satélite, incluindo seu mapeamento em quatro espécies de 

Callitrichinae. 



31 

 



32 

 



33 

 



34 

 



35 

 



36 

 



37 

 



38 

 



39 

 



40 

 

Material Suplementar 

 

Supplementary Table S1. Description of the clusters retrieved from a sample of the sequencing reads of 

Callithrix jacchus (NCBI/SRA accession nº: SRR957684) by RepeatExplorer. 

Cluster 
Read 

number 

Genome 

Proportion [%]a 

Proportion of Similarity 

hits to other clustersb 
Annotationc 

1 54301 3.53 0.0042 SINE.Alu 

2 21125 1.37 2.479 LINE.L1/ Satellite 

3d 20318 1.32 0.2087 Satellite.centr/ Satellite.Y.chromosome 

4e 16748 1.09 0.0011 Unclassified 

5 14660 0.952 5.071 LINE.L1 

6 11087 0.72 4.675 LINE.L1 

7 10899 0.708 9.479 LINE.L1/ Satellite 

8 10776 0.7 15.66 LINE.L1/ Satellite 

9 9725 0.631 5.383 LINE.L1 

10 8167 0.53 9.899 LINE.L1 

11 7552 0.49 12.73 LINE.L1 

12 4010 0.26 6.394 LINE.L1 

13 3533 0.229 0.0544 Unclassified 

14 3527 0.229 0.8158 LINE.L1 

15 2042 0.133 4.498 LINE.L1 

16 1916 0.124 0.2371 Unclassified 

17 1855 0.12 0.2195 Unclassified 

18 1663 0.108 0.3681 
Satellite/ LINE.L1/ LTR.ERVL/ 

Simple_repeat 

19 1556 0.101 0.1935 
LINE.L1/ SINE.Alu/ LTR.ERV1/ 

LTR.ERVL.MaLR/ Satellite 

20 1423 0.092 0.5938 Unclassified 

21 1073 0.07 20.62 LINE.L1 

22d 1018 0.066 33.87 Satellite.Y.chromosome/ Satellite.centr 

23 916 0.059 0 SINE.Alu/ snRNA 

24 864 0.056 0 Unclassified 

25 829 0.054 0 LTR.ERV.MaLR 

26 818 0.053 0 Simple_repeat 

27 806 0.052 0.4666 tRNA 

28 801 0.052 3.347 LINE.L1 

29 701 0.045 3.42 LINE.L1/ SINE.MIR 

30 698 0.045 0.1103 SINE.MIR 

31 624 0.041 0 LTR.ERV1 

32 594 0.039 0.0098 DNA.hAT.Charlie 

33 512 0.033 10.68 SINE.Alu 

34 507 0.033 0 LTR.ERVL/ LTR.ERV1 

35 492 0.032 0.0961 LINE.L1/ Satellite 

36 391 0.025 1.071 
LINE.L1/ SINE.Alu/ 

DNA.TcMar.Tigger/ SINE.MIR 
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37 364 0.024 0 LTR.ERVL.MaLR 

38 297 0.019 3.01 LINE.L1 

39 276 0.018 0 LTR.ERV1 

40 263 0.017 0 LTR.ERV1 

41 262 0.017 0 SINE.Alu/ LINE.L1 

42 235 0.015 0 LTR.ERVK 

43 221 0.014 0 Simple_repeat 

44 197 0.013 7.189 SINE.Alu/ LTR.ERV1 

45 190 0.012 0 SINE.Alu/ LTR.ERVL/ Simple_repeat 

46 171 0.011 0 rRNA 

47 158 0.01 0 LTR.ERVL 

48 155 0.01 0 srpRNA/ SINE.7SL 
a Only clusters with an estimated coverage of at least 0.01% of the genome are included. 

b This proportion indicates whether a significant number of reads from a given cluster also have similarity 

with reads from outside clusters. It is a measure of uniqueness of the repeat family. 

c Annotation is given as displayed in the RepeatExplorer output. Clusters with at least 3% of matching 

similarity hits with known repeats are annotated accordingly (based on the mammalian repeat library of 

Repbase). Anonymous clusters are marked as "Unclassified". 

dThese clusters represent the AS DNA, a known component of primate centromeres. 

eThis cluster represents the newly described MarmoSAT. 
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Supplementary Table S2. Intrachromosomal average nucleotide variability between MarmoSAT 

repeats in the assembled chromosome files of the Callithrix jacchus genome. 

 Nucleotide 

divergence (sd) 

Chromosome 1 0.189 (0.023) 

Chromosome 2 0.229 (0.025) 

Chromosome 3 0.213 (0.021) 

Chromosome 4 0.260 (0.038) 

Chromosome 5 0.154 (0.028) 

Chromosome 6 0.296 (0.061) 

Chromosome 7 0.191 (0.016) 

Chromosome 8 0.116 (0.017) 

Chromosome 9 0.282 (0.030) 

Chromosome 10 0.201 (0.043) 

Chromosome 11 0.209 (0.019) 

Chromosome 14 0.115 (0.016) 

Chromosome 15 0.207 (0.020) 

Chromosome 16 0.209 (0.023) 

Chromosome 17 0.272 (0.032) 

Chromosome 18 0.283 (0.030) 

Chromosome 19 0.234 (0.021) 

Chromosome 20 0.226 (0.027) 

Chromosome 21 0.227 (0.025) 

Chromosome 22 0.391 (0.082) 

Chromosome X 0.151 (0.018) 

Chromosome Y 0.187 (0.030) 

 

 

 

 



43 

 

Supplementary Table S3. MarmoSAT array size and flanking region sequence analysis according to 

assembled chromosome files.  

Chromosome Array Size (bp) Flanking sequence Left Flanking sequence Right 

1 3491 L2-NonLTR N 

1 Bl2 1742 N MER4CL34/ERV3 

2 3270 N Alu1 

3 Bl1 340 N Alu/L1-cja 

3 Bl2 8188 Alu N 

4 838 N MIR/SINE 

5 1085 AluS L1-cja 

6 519 AluSc AluS 

7 4115 Alujb N 

8 Bl1 1303 N SVA_A/AluS 

8 Bl2* 1659 AluSg/AluSc L1Pa11/L1Prec1 

8 Bl3* 400 L1Pa11/L1Prec1 N 

9 Bl1 1433 N N 

9 Bl2 2040 MIR -/Alu 

9 Bl3 1145 N AluSg/AluSc 

10 Bl1 418 L1M1 LINE1  L1M1 LINE1  

10 Bl2 297 AluSp/L2 N 

11 Bl1 5840 - N 

12 304 AluYb3a1 N 

13 296 N L1PA15 

14 2294 CarB N 

15 Bl1* 4196 AluS L1-cja 

15 Bl2* 4244 L1-cja -/MIRb 

16 Bl1* 4292 CArB N 

16 Bl2* 784 N L1ME1 

16 Bl3* 1054 L1ME1 L1PREC2 

17 1615 N N 

18 Bl1 2879 N ERV2-1_CJ-I 

18 Bl2 3828 L1-1-Cja LTR78/Alu 

18 Bl3 366 N AluSc/L2 

19 Bl1 7802 L1-1-Cja N 

19 Bl2 6095 N AluJ/L2 

19 Bl3 688 AluSx1 L1-Cja 

19 Bl4 2862 N ERV_Cja 

19 Bl5 3390 N N 

20 1529 N L1ME_ORF2 

20 557 N Alu 

21 Bl1* 1719 N L1-1-Cja 

21 Bl2* 1353 L1-1-Cja N 

22 550 N AluSc 

X 2206 N ERV-1_Cja-1 

Y 377 N -/L1MC3 

N = Gaps present on genome assemblage; Bl= Different MarmoSAT arrays located at distinct 

chromosome positions; * MarmoSAT arrays disrupted by different transposable elements 



44 

 

Supplementary Figure S1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S1. Repeat families identified after clusterization of 1540214 Illumina reads with 

RepeatExplorer. Each bar in the histogram represents a cluster of similar reads. The height of the bar 

indicates the number of reads placed in that cluster, and the width represents the genomic proportion 

encompassed by that cluster. 
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Supplementary Figure S2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S2. Dotplot analysis of MarmoSAT consensus sequence against C. jacchus (A) Alpha 

Satellite DNA array of 462 bp (GenBank: FJ867339) and (B) CarB satellite sequence present on C. jacchus 

unmapped contig ACFV01176763.1 evidencing the absence of sequence similarity between MarmoSAT and 

previously described repetitive sequences. 
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Supplementary Figure S3 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S3. NJ tree built with K2P showing all 980 MarmoSAT monomers extracted from  

assembled chromosomes and unmapped contigs plus BAC clones with 1000 bootstrap replicates. 

Bootstrap values higher than 80% are shown to assess support for nodes.  
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Supplementary Figure S4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure S4. Transcription levels of Alu and L1 elements. Reference sequences used for 

RNA-seq mapping with Bowtie2 are available in Repbase (http://www.girinst.org/repbase/) as AluSc and 

L1-1_Cja. RPKM: Reads Per Kilobase Million. 
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4. CONCLUSÕES 

 

Com o intuito de contribuir para a compreensão da evolução cariotípica em primatas do 

Novo Mundo, realizamos estudos comparativos, utilizando bandeamento GTG, CBG e pintura 

cromossômica em Callicebus nigrifrons e Aotus infulatus. A análise conjunta de nossos dados e 

os da literatura permitiram identificar ou confirmar sinapomorfias cromossômicas em ambos os 

grupos, assim como características ancestrais, que são muito úteis para auxiliar na resolução de 

questões sistemáticas. Eventos de fusão, fissão e inversão estiveram associados à variação 

cariotípica dentro de cada gênero e entre cada um deles e outros Platyrrhini. Adicionalmente, 

detectamos possíveis eventos de reposicionamento centromérico em Aotus, o que será melhor 

estudado com experimentos de FISH utilizando como sondas marcadores específicos dos 

cromossomos envolvidos. Para testar as hipóteses que propusemos de evolução cromossômica 

em Aotus e Callicebinae, será necessário ampliar o número de espécies, já que ainda há espécies 

de Callicebus cujo cariótipo é totalmente desconhecido e das 11 espécies reconhecidas de Aotus, 

apenas quatro tiveram seus cromossomos investigados por pintura cromossômica. 

As sinapomorfias cromossômicas observadas em Callicebus (quatro fusões – HSA 1b/1c, 

3c/8b, 13/20, 14/15a/3a/21 – e uma fissão – HSA 2a/22) apóiam estudos prévios que utilizaram 

dados morfológicos, biogeográficos e moleculares, que propuseram a separação de Callicebus de 

Cheracebus e Plecturocebus. Em Aotus, por outro lado, as sinapomorfias detectadas devem ser 

úteis para auxiliar o esclarecimento de questões taxonômicas e filogenéticas envolvendo o 

gênero. Por exemplo, associações específicas foram observadas para as espécies A. infulatus 

(HSA 2/7), A. nancymaae (HSA 3/14 e 9/17), Aotus sp. (HSA 7/11) e A. griseimembra (HSA 

11/19). Além disso, associações derivadas compartilhadas entre as espécies analisadas, sugeriram 

uma maior proximidade entre Aotus sp. e A. nancymaae, em relação à A. infulatus, e destas três 

espécies em relação a A. griseimembra.  

De forma geral, no artigo do capítulo 2 desta tese, identificamos e caracterizamos o DNA 

satélite MarmoSAT, presente no genoma de espécies da tribo Callitrichini. Como mostrado 

anteriormente em experimentos de pintura cromossômica (Neusser e col. 2001), espécies de 

Callitrichini apresentam cariótipos bastante conservados e, ao que parece, a amplificação 

diferencial de MarmoSAT e CarB parece não afetar a estabilidade cromossômica na tribo. Apesar 

da diversificação recente de Callitrichini (Schneider e Sampaio 2015) e da conservação 
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cromossômica, o MarmoSAT mostrou localizações diferentes entre os homólogos das espécies 

testadas e um padrão de organização estrutural variável (monomérico em Callithrix, Cebuella e 

Mico e HOR em Callimico). As análises de transcrição nos levaram a sugerir que o MarmoSAT 

pode ter alguma função telomérica. 



50 

 

5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

Alfaro JWL, Cortés-Ortiz L, Fiore A, Boubli JP (2015) Special issue: comparative biogeography of 

neotropical primates. Mol Phylogenet Evol 82:518-529. doi: 10.1016/j.ympev.2014.09.027 

Alkan C, Ventura M, Archidiacono N, Rocchi M, Sahinalp SC, Eichler EE (2007) Organization and 

evolution of primate centromeric DNA from Whole-Genome Shotgun sequence data. PLoS 

Comput Biol 3:e181. doi:10.1371/journal.pcbi.0030181 

Alves G, Seuánez HN, Fanning T (1994) Alpha satellite DNA in neotropical primates (Platyrrhini). 

Chromosoma 103:262-267. doi: 10.1007/BF00352250 

Alves G, Canavez F, Seuánez H, Fanning T (1995) Recently amplified satellite DNA in Callithrix 

argentata (Primates, Platyrrhini). Chromosome Res 3:207-213. doi: 10.1007/BF00713044 

Araújo NP, Espírito Santo AA, Pereira VS, Stanyon R, Svartman M (2017a) Chromosome painting 

in Callicebus nigrifrons provides insights into the genome evolution of titi monkeys and the 

ancestral Callicebinae karyotype. Cytogenetic Genome Res 151:82-88. doi: 10.1159/000458748 

Araújo NP, Stanyon R, Pereira VS, Svartman M (2017b) Interspecific chromosome painting 

provides clues to the ancestral karyotype of the New World monkey genus Aotus.  J Mammal 

Evol 1-8. doi: 10.1007/s10914-017-9403-z 

Araújo NP, de Lima LG, Dias GB, Kuhn GCS, Melo AL, Yonenaga-Yassuda Y, Stanyon R, 

Svartman M (2017c) Identification and characterization of a subtelomeric satellite DNA in 

Callitrichini monkeys. DNA Res 24:377-385. doi: 10.1093/dnares/dsx010 

Bicca-Marques JC, Silva VM, Gomes DF (2006) Ordem Primates. In Reis NR, Peracchi AL, Pedro 

WA, Lima IP (eds). Mamíferos do Brasil. Curitiba, pp 101-148. 

Biscotti MA, Canapa A, Forconi M, Olmo E, Barucca M (2015) Transcription of tandemly 

repetitive DNA: functional roles. Chromosome Res 23:463-477. doi: 10.1007/s10577-015-

9494-4 

Byrne H, Rylands AB, Carneiro JC, Alfaro JWL, Bertuol F, da Silva MNF, Messias M, Groves CP, 

Mittermeier RA, Farias I, Hrbek T, Schneider H, Sampaio I, Boubli JP (2016) Phylogenetic 

relationships of the New World titi monkeys (Callicebus): first appraisal of taxonomy based on 

molecular evidence. Front Zool 13:1o. doi: 10.1186/s12983-016-0142-4 

Canavez F, Alves G, Fanning TG, Seuánez HN (1996) Comparative karyology and evolution of the 

Amazonian Callithrix (Platyrrhini, Primates). Chromosoma 104:348-357. doi: 

10.1007/BF00337224 

Capozzi O, Archidiacono N, Lorusso N, Stanyon R, Rocchi M (2015) The 14/15 association as a 

paradigmatic example of tracing karyotype evolution in New World monkeys. Chromosoma 1-

10. doi: 10.1007/s00412-015-0565-2 

Cellamare A, Catacchio CR, Alkan C, Giannuzzi G, Antonacci F, Cardone MF, Della Valle G, 

Malig M, Rocchi M, Eichler EE, e col. (2009) New insights into centromere organization and 

evolution from the white-cheeked gibbon and marmoset. Mol Biol Evol 26:1889-1900. doi: 

10.1093/molbev/msp101 



51 

 

Chatterjee HJ, Ho SYW, Barnes I, Groves C (2009) Estimating the phylogeny and divergence times 

of primates using a supermatrix approach. BMC Evol Biol 9:259. doi: 10.1186/1471-2148-9-

259 

Csink AK, Henikoff S (1998) Something from nothing: the evolution and utility of satellite repeats. 

Trends Genet 14:200-204. doi: 10.1016/S0168-9525(98)01444-9 

de Oliveira EHC, Neusser M, Müller S (2012) Chromosome evolution in New Work monkeys 

(Platyrrhini). Cytogenet Genome Res 137:259-272. doi: 10.1159/000339296 

Doolittle WF, Sapienza C (1980) Selfish genes, the phenotype paradigm and genome evolution. 

Nature 284:601-603. doi: 10.1038/284601a0 

Dover G (1986) Molecular drive: a cohesive mode of species evolution. Nature 299:111-117. doi: 

10.1038/299111a0 

Fanning TG, Seuánez HN, Forman L (1989) Satellite DNA sequences in the neotropical marmoset 

Callimico goeldii (Primates, Platyrrhini). Chromosoma 98:396-401. doi: 10.1007/BF00292784 

Fanning TG, Seuánez HN, Forman L (1993) Satellite DNA sequences in the New World primate 

Cebus apella (Platyrrhini, Primates). Chromosoma 102:306-311. doi: 10.1007/BF00661273 

Ferree PM, Barbash DA (2009) Species-specific heterochromatin prevents mitotic chromosome 

segregation to cause hybrid lethality in Drosophila. PLoS Biol 7(10):e1000234. 

doi:10.1371/journal.pbio.1000234 

Garrido-Ramos MA (2017) Satellite DNA: an evolving topic. Genes 8:230. 

doi:10.3390/genes8090230 

Goodman M, Porter CA, Czelusniak J, Page SL, Schneider H, Shoshani J, Gunnell G, Groves CP 

(1998) Toward a phylogenetic classification of Primates based on DNA evidence 

complemented by fossil evidence. Mol Phylogenet Evol 9:585–598. doi: 

10.1006/mpev.1998.0495 

Groves CP (2005) Order Primates. In: Mammal Species of the World. A Taxonomic and 

Geographic Reference. Third Edition, D. E. Wilson & D. M. Reeder (eds). Johns Hopkins 

University Press, Baltimore, MD, pp 111-184. 

Henikoff S, Ahmad K, Malik HS (2001) The centromere paradox: stable inheritance with rapidly 

evolving DNA. Science 293:1098-1102. doi: 10.1126/science.1062939 

Howel WM, Black DA (1980) Controlled silver-staining of nucleolus organizer regions with a 

protective colloidal developer: a 1-step method. CMLS 36:1014-1015. 

doi:10.1007/BF01953855 

Jameson Kiesling NM, Yi SV, Xu K, Sperone FG, Wildman DE (2014) The tempo and mode of 

New World monkey evolution and biogeography in the context of phylogenomic analysis. Mol 

Phylogenet Evol 82:386-399. doi: 10.1016/j.ympev.2014.03.027 

Koga A, Tanabe H, Hirai Y, Imai H, Imamura M, Oishi T, Stanyon R, Hirai H (2017) Co-Opted 

Megasatellite DNA Drives Evolution of Secondary Night Vision in Azara's Owl Monkey. 

Genome Biol Evol 9:1963-1970. doi: 10.1093/gbe/evx142 



52 

 

Kugou K, Hirai H, Masumoto H, Koga A (2016) Formation of functional CENP-B boxes at diverse 

locations in repeat units of centromeric DNA in New World monkeys. Sci Rep 6:27833. doi: 

10.1038/srep27833 

Kuhn GCS, Sene FM, Moreira-Filho O, Schwarzacher T, Heslop-Harrison JS (2008) Sequence 

analysis, chromosomal distribution and long-range organization show that rapid turnover of 

new and old pBuM satellite DNA repeats leads to different patterns of variation in seven 

species of the Drosophila buzzatti cluster. Chromosome Res 16:307-324. doi: 10.1007/s10577-

007-1195-1 

Kuhn GCS (2015) Satellite DNA transcripts have diverse biological roles in Drosophila. Heredity 

115:1–2. doi:10.1038/hdy.2015.12  

Mestrovic N, Plohl M, Mravinac B, Ugarkovic D (1998) Evolution of satellite DNAs from the 

genus Palorus – experimental evidence for the “library” hypothesis. Mol Biol Evol 15:1062-

1068. doi: 10.1093/oxfordjournals.molbev.a026005 

Neusser M, Stanyon R, Bigoni F, Wienberg J, Müller S (2001) Molecular cytotaxonomy of New 

World monkeys (Platyrrhini) – comparative analysis of five species by multi-color chromosome 

painting gives evidence for a classification of Callimico goeldii within the family of 

Callitrichidae. Cytogenet Cell Genet 94:206-215. doi: 10.1159/000048818 

Novák P, Neumann P, Pech J, Steinhaisl J, Macas J (2013) RepeatExplorer: a Galaxy-based web 

server for genome-wide characterization of eukaryotic repetitive elements from next generation 

sequence reads. Bioinformatics 29:792-793. doi: 10.1093/bioinformatics/btt054 

Orgel LE, Crick FHC (1980) Selfish DNA: the ultimate parasite. Nature 284:604-607. doi: 

10.1038/284604a0 

Osterholz M, Walter L, Roos C (2009) Retropositional events consolidate the branching order 

among New World monkey genera. Mol Phylogenet Evol 50:507-513. doi: 

10.1016/j.ympev.2008.12.014 

Perelman P, Johnson WE, Roos C, Seuánez HN, Horvath JE, Moreira MAM, Kessin B, Pontius J, 

Roelke M, Rumpler Y, Schneider MPC, Silva A, O’Brien SJ, Pecon-Slattery J (2011) A 

molecular phylogeny of living Primates. PLoS Genet 7(3): e1001342. doi: 

10.1371/journal.pgen.1001342 

Plohl M, Luchetti A, Mestrovic N, Mantovani B (2008) Satellite DNAs between selfishness and 

functionality: structure, genomics and evolution of tandem repeats in centromeric 

(hetero)chromatin. Gene 409:72-82. doi: 10.1016/j.gene.2007.11.013 

Plohl M, Mestrovic N, Mravinac B (2012) Satellite DNA evolution. Genome Dyn Basel 7:126-152. 

doi: 10.1159/000337122 

Prakhongcheep O, Chaiprasertsri N, Terada S, Hirai Y, Srikulnath K, Hirai H, Koga A (2013) 

Heterochromatin blocks constituting the entire short arms of acrocentric chromosomes of 

Azara’s Owl Monkey: formation processes inferred from chromosomal locations. DNA Res 

20:461-470. doi: 10.1093/dnares/dst023 

Purvis A (1995) A composite estimate of primate phylogeny. Phil Trans R Soc Lond B 348:405-

421. doi: 10.1098/rstb.1995.0078 



53 

 

Rošić S, Köhler F, Erhardt S (2014) Repetitive centromeric satellite RNA is essential for 

kinetochore formation and cell division. J Cell Biol 207:335-349. doi: 10.1083/jcb.201404097  

Ruiz-Herrera A, García F, Aguilera M, Garcia M, Fontanals MP (2005) Comparative chromosome 

painting in Aotus reveals a highly derived evolution. Am J Primatol 65:73-85. doi: 

10.1002/ajp.20098 

Rylands AB, Schneider H, Langguth A, Mittermeier RA, Groves CP, Rodríguez-Luna E (2000) An 

assessment of the diversity of New World Primates. Neotrop Primates 8:61-93. 

Rylands AB, Mittermeier RA, Silva Jr JS (2012) Neotropical primates: taxonomy and recently 

described species and subspecies. Int Zoo Yb 46:11-24. doi: 10.1111/j.1748-1090.2011.00152.x 

Rylands AB, Mittermeier RA (2014) Primate taxonomy: species and conservation. Evol Anthr 

23:8-10. doi: 10.1002/evan.21387 

Schneider H, Bernardi JAR, da Cunha DB, Tagliaro CH, Vallinoto M, Ferrari SF, Sampaio I (2012) 

A molecular analysis of the evolutionary relationships in the Callitrichinae, with emphasis on 

the position of the dwarf marmoset. Zool Scr 41:1-10. doi: 10.1111/j.1463-6409.2011.00502.x 

Schneider H, Sampaio I (2015) The systematics and evolution of New World primates – A review. 

Mol Phylogenet Evol 82:348-357. doi: 10.1016/j.ympev.2013.10.017 

Schueler MG, Higgins AW, Rudd MK, Gustacha K, Willard HF (2001) Genomic and genetic 

definition of a functional human centromere. Science 294:109-115. doi: 

10.1126/science.1065042 

Seabright M (1971) A rapid banding technique for human chromosomes. Lancet 2:971-972. 

doi:10.1016/S0140-6736(71)90287-X 

Springer MS, Meredith RW, Gatesy J, Emerling CA, Park J, Rabosky DL, Stadler T, Steiner C, 

Ryder OA, Janecka JE, Fisher CA, Murphy WJ (2012) Macroevolutionary dynamics and 

historical biogeography of primate diversification inferred from a species supermatrix. PLoS 

ONE 7(11): e49521. doi: 10.1371/journal.pone.0049521 

Stanyon R, Galleni L (1991) A rapid fibroblast culture technique for high resolution karyotypes. 

Boll Zool 58:81-83. doi: 10.1080/11250009109355732 

Stanyon R, Bonvicino CR, Svartman M, Seuánez HN (2003) Chromosome painting in Callicebus 

lugens, the species with the lowest diploid number (2n=16) known in primates. Chromosoma 

112:201-206. doi: 10.1007/s00412-003-0261-5 

Stanyon R, Bigoni F, Slaby T, Muller S, Stone G, Bonvicino CR, Neusser M, Seuánez HN (2004) 

Multi-directional chromosome painting maps homologies between species belonging to three 

genera of New World monkeys and humans. Chromosoma 113:305-315. doi: 10.1007/s00412-

004-0320-6 

Stanyon R, Garofalo F, Steinberg ER, Capozzi O, di Marco S, Nieves M, Archidiacono N, Mudry 

MD (2011) Chromosome painting in two genera of South American monkeys: species 

identification, conservation, and management. Cytogenet Genome Res 134:40–50. doi: 

10.1159/000324415 



54 

 

Stanyon R, Rocchi M, Capozzi O, Roberto R, Misceo D, Ventura M, Cardone MF, Bigoni F, 

Archidiacono N (2008) Primate chromosome evolution: ancestral karyotypes, marker order and 

neocentromeres. Chromosome Res 16:17-39. doi: 10.1007/s10577-007-1209-z 

Sumner AT (1972) A simple technique for demonstrating centromeric heterocromatin. Exp Cell Res 

75:305-306. doi: 10.1016/0014-4827(72)90558-7 

Suntronpong A, Kugou K, Masumoto H, Srikulnath K, Ohshima K, Hirai H, Kogo A (2016) CENP-

B box, a nucleotide motif involved in centromere formation, occurs in a New World monkey. 

Biol Lett 12:20150817. doi: 10.1098/rsbl.2015.0817 

Szybalski W (1968) Use of cesium sulfate for equilibrium density gradient centrifugation. Methods 

Enzymol 12B:330-360. doi: 10.1016/0076-6879(67)12149-6 

Tagliaro CH, Schneider MPC, Schneider H, Sampaio IC, Stanhope M (2000) Molecular studies of 

Callithrix pygmaea (Primates, Platyrrhini) based on transferrin intronic and ND1 regions: 

implications for taxonomy and conservation. Genet Mol Biol 23:729-737. doi: 10.1590/S1415-

47572000000400006 

Telenius H, Carter NP, Bebb CE, Nordenskjold M, Ponder BA, Tunnacliffe A (1992) Degenerate 

oligonucleotide-primed PCR: general amplification of target DNA by a single degenerate 

primer. Genomics 13:718-725. doi: 10.1016/0888-7543(92)90147-K 

Ugarkovic D (2005) Functional elements residing within satellite DNAs. EMBO Reports 6:1035-

1039. doi: 10.1038/sj.embor.7400558 

Willard HF (1991) Evolution of alpha satellite. Curr Opin Genet Dev 1:509-514. doi: 

10.1016/S0959-437X(05)80200-X 



55 

 

6. ANEXOS 

 

6.1. Métodos 

 

6.1.1. Técnicas de obtenção de preparações cromossômicas 

Obtenção de preparações cromossômicas a partir de cultura de linfócitos de sangue 

periférico 

Este procedimento utiliza o método de cultura in vitro para proliferação de linfócitos do 

sangue periférico. Os linfócitos são induzidos à divisão pelo uso de um mitógeno (concanavalina 

A ou fitohemaglutinina), que faz com que os linfócitos-T entrem em mitose. O índice mitótico 

máximo, em geral, é alcançado com 72 horas ou 96 horas. As culturas são colhidas após terem 

sido tratadas com colchicina ou colcemida, o qual interrompe o ciclo celular em metáfase. Nesta 

tese, utilizamos esta técnica para obtenção de preparações cromossômicas da fêmea Callicebus 

nigrifrons (Capítulo 1).   

1. Preparar 5 mL de meio de cultura em tubo Falcon e adicionar 300 a 500 µL de sangue 

total. 

O meio de cultura é composto por meio RPM1 (4 mL), 15% de soro fetal bovino (750 

µL), 1% de antibióticos penicilina e estreptomicina (100 U/mL) e 25 µL de concanavalina 

A (10 mg/mL). O pH do meio é ajustado para 7,0, utilizando hepes (ácido) ou bicarbonato 

de sódio (básico). 

2. Homogeneizar os tubos Falcon e mantê-los em uma estufa a 37 ºC por 72/96 horas; 

3. Após o período de incubação, segue-se as etapas de colheita das células. Para isso, 

adicionar 5 µL de colcemida (10 μg/ml) à cultura; 

4. Homogeneizar o tubo Falcon e mantê-lo na estufa por uma hora; 

5. Centrifugar o tubo Falcon por 10 minutos a 1000 rpm; 

6. Retirar o sobrenadante; 

7. Ressuspender a amostra em 10 mL de solução hipotônica (KCl 0,075 M), adicionada 

lentamente; 

8. Deixar as células em hipotônica no banho-maria, 37 ºC, por 15 minutos; 

9. Adicionar 500 µL de fixador (metanol:ácido acético 3:1) e homogeneizar por inversão; 
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10. Centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm; 

11. Fixar o material com 5 mL de metanol:ácido acético (3:1) lentamente; 

12. Manter as amostras em temperatura ambiente por 20 a 30 minutos; 

13. Centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm; 

14. Desprezar o sobrenadante e ressuspender o material em fixador fresco. Repetir este passo 

duas ou mais vezes, até a preparação parecer limpa; 

15. Ressuspender em fixador e pingar as preparações em lâminas limpas. 

 

Obtenção de preparações cromossômicas a partir de cultura de fibroblastos 

A técnica de cultura de fibroblasto foi descrita em Stanyon e Galleni (1991). Nesta tese, 

utilizamos esta técnica para obtenção de preparações cromossômicas das espécies Aotus 

griseimembra, A. infulatus, A. nancymaae, Callimico goeldii, Callithrix geoffroyi, C. penicillata 

e Mico argentatus.  

Para a coleta do material: 

1. Lavar rapidamente o tecido com álcool 70%; 

2. Transferir o tecido para um eppendorf contendo 1,5 mL de meio de cultura DMEM com 

5% de soro fetal bovino, fungizon (anfotericina B, 2 µg/mL), estreptomicina (100 µg/mL) 

e penicilina (100 µg/mL); 

No laboratório: 

3. Lavar o tecido quatro vezes em solução salina estéril (como Hanks); 

4. Transferir o tecido para uma pequena placa de petri e picotá-lo com bisturis estéreis; 

5. Incubar o tecido picotado em solução de tripsina (0,05%) e EDTA (0,02%) por 30-45 

minutos; 

6. Adicionar alguns mililitros de meio de cultura com soro; 

7. Centrifugar a amostra a 200 rpm por 10 minutos e remover o sobrenadante; 

8. Ressuspender a amostra em 1-2 mL de colagenase (1 mg/mL); 

9. Manter a amostra em colagenase a 37 °C por 4 horas; 

10. Centrifugar a amostra por 10 minutos; 

11. Remover o sobrenante; 

12. Ressuspender em 2-3 mL de meio de cultura; 
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O meio de cultura é composto por meio DMEM (4,4 mL) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (500 µL) e 1% de antibióticos penicilina e estreptomicina (100 U/mL) O pH 

do meio é ajustado para 7,0, utilizando hepes (ácido) ou bicarbonato de sódio (básico). 

13. Colocar a suspensão final em garrafinhas de cultura (pH tem que ser de aproximadamente 

7,2); 

14. Trocar o meio de cultura em intervalos de 4 dias até crescimento suficiente; 

16. Quando o pico mitótico é atingindo, adicionar 5 µL de colcemida (10 μg/ml) à cultura; 

17. Manter a garrafinha na estufa por uma hora; 

18. Recolher o sobrenadante da garrafinha em um tubo Falcon de 15 mL. Em seguida, lavá-la 

com PBS e adicionar aproximadamente 500 µL de solução de tripsina (0,05%) e EDTA 

(0,02%); 

19. Esperar as células se desprenderem da garrafinha e transferi-las para o tubo Falcon; 

20. Seguir as etapas 5 a 15 do protocolo de obtenção de preparações cromossômicas a partir 

de cultura de linfócitos de sangue periférico. 

 

6.1.2. Técnicas de coloração e bandeamento cromossômico 

Coloração convencional 

A coloração convencional é feita com o corante Giemsa e permite a contagem dos 

números diplóide e de braços autossômicos. 

1. Corar as lâminas por 7 minutos, com uma solução de Giemsa 5% (diluído em tampão 

fosfato); 

2. Lavar bem as lâminas com água destilada e deixar secar ao ar. 

 

Padrões de bandeamento GTG 

Foi utilizada a técnica descrita por Seabright (1971), com algumas modificações:  

1. Mergulhar as lâminas em solução de tripsina (20%, diluída em PBS, pH 7,2, temperatura 

ambiente) por 60 segundos; 

2. Transferir as lâminas para uma solução de Hanks BSS, temperatura ambiente, por 15 

segundos; 

3. Corar o material com Giemsa 2%, em tampão fosfato por 30 minutos; 

4. Lavar com água destilada e deixar secar. 
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As lâminas devem ser analisadas quanto à correta digestão pela tripsina e o tempo 

ajustado de acordo com o aspecto dos cromossomos. 

 

Padrões de bandeamento CBG 

A heterocromatina constitutiva foi evidenciada pela aplicação da técnica descrita por 

Sumner (1972), com algumas modificações: 

1. Incubar a lâmina com preparações cromossômicas em 2xSSC a 60 ºC por 15 minutos; 

2. Incubar a lâmina em HCl 0,2 N à temperatura ambiente por 15 minutos; 

3. Incubar a lâmina por 20-25 segundos em uma solução 5% de hidróxido de bário pré-

aquecida a 60 °C em banho-maria; 

4. Lavar a lâmina com água destilada, incubá-la rapidamente em HCl 1 N 60 ºC e lavar 

novamente com água destilada; 

5. Incubar a lâmina por 30 minutos em 2xSSC pré-aquecido a 60 °C em banho-maria; 

6. Lavar com água destilada e deixar secar; 

7. Corar com Giemsa 5%, em tampão fosfato, por 50 minutos. 

 

Coloração das regiões organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) 

A técnica de coloração das regiões organizadoras de nucléolos pela prata foi descrita por 

Howell e Black (1980): 

1. Tratar a lâmina com HCl 0,2 N a 60 °C por 10 minutos; 

2. Lavar com água destilada e secar bem; 

3. Colocar uma gota de gelatina 0,5% e duas gotas de nitrato de prata 50% sobre a lâmina, 

misturando rapidamente. Recobrir com uma lamínula de vidro; 

4. Incubar a 60 °C em câmara úmida (no banho-maria) por 2 a 5 minutos (até atingir 

coloração marrom-dourada); 

5. Lavar em água destilada; 

6. Corar por 30 segundos com Giemsa a 2%. 

 

6.1.3. Hibridação in situ fluorescente 

Pintura cromossômica 
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Os cromossomos individuais humanos utilizados como sondas para os experimentos de 

pintura cromossômica foram marcados por DOP-PCR com dig-11-dUTP ou biotin-16-dUTP 

(Roche Applied Science) e mantidos a -20°C até o uso. 

DOP-PCR, para 50 µL de reação: 

X µL de água destilada estéril (até o volume final de 50 µL) 

5 µL 10X tampão da Taq 

5 µL dNTPs (2:2:2:1; 0,2 mM dos nucleotídeos A, C e G e 0,1 mM do nucleotídeo T) 

1,3 µL biotin-16-dUTP ou 1,0 µL dig-11-dUTP 

1 µL primer 6MW 100 µM (Telenius e col. 1992) 

6 µL MgCl2 25 mM 

0,5 µL Taq polimerase 

2 µL DNA 

As reações incluíram uma desnaturação inicial de 94 ºC (3 minutos), seguida por 30 ciclos 

de desnaturação com temperatura de 94 ºC (1 minuto), temperatura de anelamento de 58 ºC (1 

minuto) e elongação com temperatura de 72 ºC (1 minuto e 30 segundos) e uma extensão final a 

72 ºC (7 minutos). Após a PCR, os fragmentos amplificados foram analisados após eletroforese 

(70V/100A) em gel de agarose 1%, imerso em tampão TAE 1x (Tris-ácido acético-EDTA) e 

corado com brometo de etídio. 

Para o preparo da sonda, o produto de PCR marcado com biotina ou digoxigenina (10 µL) 

é precipitado, a -20 ºC, overnight, com 5 µL de Cot-1 DNA (1 mg/mL), 1,7 µL de acetato de 

sódio (3 M) e 56,1 µL de etanol absoluto. Em seguida, a sonda é centrifugada por 15 minutos 

(velocidade máxima da centrífuga), o sobrenadante é descartado e o DNA é lavado com 300 µL 

de etanol 70% gelado. O DNA é novamente centrifugado, o sobrenadante descartado, a pellet é 

seca em temperatura ambiente e ressuspendida em 14 µL de meio de hibridação. 

Abaixo, seguem as etapas de hibridação: 

1. Preparação das lâminas: 

a. Marcar a área de hibridação; 

b. Incubar as lâminas em um banho de ácido acético 50%, temperatura ambiente, por 

10 minutos; 

c. Imergir as lâminas em um banho de etanol 100%, temperatura ambiente, por 3 

minutos; 
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d. Secar as lâminas ao ar; 

e. Incubar as lâminas em pepsina (100 µg/mL) diluída em HCL 0,01 N, temperatura 

ambiente, por 5 minutos; 

f. Incubar as lâminas em dois banhos de PBS, temperatura ambiente, 5 minutos 

cada; 

g. Desidratar as lâminas à temperatura ambiente em 3 banhos sucessivos de 3 

minutos cada (70% etanol, 90% etanol e 100% etanol);  

h. Secar as lâminas em estufa 37 ºC por uma hora. 

2. Hibridação: 

a. Preparar 50 ml de solução de desnaturação (35 mL de formamida, 5 mL de 

20xSSC e 10 mL de água destilada) e deixar aquecer em um banho a 65 ºC; 

b. Preparar a câmara úmida de hibridação - papel umedecido com água destilada - e 

deixar na estufa a 37 ºC; 

c. Utilizar lamínulas de vidro, do tamanho da área de hibridação e limpas em álcool; 

d. Sondas: Desnaturar as sondas por 20 minutos a 65 ºC e deixá-las por uma hora a 

duas horas a 37ºC (etapa chamada de pre-annealing - necessária para a supressão 

de sequências repetitivas pela hibridação com o Cot1); 

e. Desnaturação das lâminas (deve ser feita durante o pre-annealing das sondas): 

- Incubar as lâminas por 1 minuto e 30 segundos na solução de desnaturação 

a 65 ºC; 

- Imergir as lâminas em banhos de 3 minutos cada em álcool 70%, 90% e 

100%, temperatura ambiente; 

- Secar as lâminas ao ar; 

- Pipetar as sondas na área de hibridação, cobrir com a lamínula e aplicar a 

cola selante; 

f. Manter as lâminas com as sondas na câmara de hibridação a 37 ºC por pelo menos 

três dias; 

3. Lavagem e imunodetecção: 

a. Após a hibridação, lavar a lâmina em dois banhos de 2xSSC a 42 ºC por 10 

minutos cada. A temperatura, o número de banhos e a duração de cada um podem ser 

alterados conforme o resultado observado ao microscópio; 
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b. Imergir a lâmina em PBT (0,1% de Tween 20 em PBS) por 5 minutos à 

temperatura ambiente; 

c. Colocar 100 µl de antidigoxigenina conjugada com rodamina e/ou avidina 

acoplada a FITC (Roche Applied Science) (1:100 em PBT) sobre a área de hibridação, 

recobri-la com uma lamínula de plástico limpa e manter numa câmara úmida em 

estufa a 37 ºC por 45 minutos; 

d. Incubar a lâmina em dois banhos de PBT de 5 minutos cada à 42 ºC; 

e. Lavar a lâmina com jatos de PBS e montar a lâmina com 15 µl de uma solução de 

DAPI (0,8 ng/µL) em Slowfade (Invitrogen). 

 

Hibridação in situ fluorescente com sonda telomérica 

Sequências teloméricas (TTAGGG)4 foram sintetizadas com uma molécula de biotina na 

extremidade (Invitrogen). As condições de hibridação foram similares às descritas para os 

experimentos de pintura cromossômica, com poucas modificações: 

1. Aplicar o mix de hibridação, constituído por 1040 ng de sonda em 50% 

formamida/2xSSC, sem desnaturá-lo, às preparações cromossômicas desnaturadas; 

2. Manter as lâminas com a sonda em uma câmara de hibridação a 37 ºC, overnight; 

3. Proceder à lavagem e imunodetecção com neutravidina conjugada com rodamina (1:100; 

Roche Applied Science). Após a imunodetecação e os dois banhos de PBT, corar as 

lâminas com uma solução de DAPI (0,8 ng/µL) em Slowfade (Invitrogen). 

 

Amplificação dos DNAs satélites por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Os DNAs satélites alfa e MarmoSAT foram amplificados por PCR a partir de DNA 

genômico extraído de Aotus infulatus, Callithrix penicillata, Callithrix geoffroyi, Callimico 

goeldii, Cebuella pygmaea e Mico argentatus. As reações de PCR continham 1µL de cada primer 

(forward e reverve, 10µM), 2,5 µL de dNTP (2 mM de cada nucleotídeo), 50 mM de MgCl2, 

tampão de reação, 1x 0,5 U de Taq DNA polimerase (Promega), 1 µL (aproximadamente 50 ng) 

de DNA genômico e água ultrapura para um volume final de 25 µL. As reações seguiram as 

seguintes condições: desnaturação inicial com temperatura de 94 ºC (3 minutos); seguida de 30 

ciclos de desnaturação com temperatura de 94 ºC (1 minuto), temperatura de anelamento de 55 ºC 

(1 minuto), elongação com temperatura de 72ºC (1 minuto); uma extensão final a 72ºC (10 
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minutos). Os produtos de PCR obtidos foram analisados após eletroforese (70V/100A) em gel de 

agarose 1%, imerso em tampão TAE 1x (Tris-ácido acético-EDTA) e corado com brometo de 

etídio. Os produtos de amplificação foram visualizados em transluminador sob luz ultravioleta e 

os pesos moleculares dos fragmentos amplificados foram estimados através da comparação com 

o marcador de peso molecular (DNA Ladder, Promega). Posteriormente, os fragmentos de 

interesse foram eluídos, clonados e sequenciados ou marcados e utilizados como sonda em 

experimentos de FISH. 

 

Eluição e ligação dos DNAs satélites 

Para a eluição dos fragmentos de interesse foi utilizado o kit Wizard SV Gel and PCR 

Clean-up System (Promega). O DNA das bandas eluídas foi checado através de eletroforese em 

gel de agarose e posteriormente quantificado no Nanodrop. 

A ligação do DNA eluído ao plasmídeo foi feita com o kit pGEM-T Easy Vector 

(Promega), de acordo com o protocolo do fabricante. 

 

Clonagem dos DNAs satélites 

A clonagem dos DNAs satélties foi realizada como descrito abaixo: 

1. Centrifugar os tubos contendo as reações de ligação; 

2. Adicionar 2 µL da reação de ligação para cada amostra em tubo Falcon de 15 mL; 

3. Retirar o tubo com células eletrocompetentes (Phoneutria) do freezer -80ºC e colocar em 

gelo por 5 minutos. Homogeneizar suavemente; 

4. Transferir 25 µL de células eletrocompetentes para cada amostra, utilizando ponteiras 

refrigeradas; 

5. Transferir as amostras para as cubetas e proceder a eletroporação; 

6. Adicionar à cubeta 1000 µL de meio LB líquido sem ampicilina e transferir as amostras 

para um tubo Falcon; 

7. Incubar por 60 minutos em termoshaker a 37°C e 230 rpm; 

8. Plaquear 100 µL de cada cultura em placa de LB ágar com X-gal (80 µg/mL), IPTG (0,5 

mM) e ampicilina (100 µg/mL); 

9. Incubar em estufa por 16-24 horas a 37°C; 
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10. Selecionar as colônias de coloração branca e transferir cada uma delas para diferentes 

tubos Falcon de 15 mL contendo 10 mL de LB líquido com ampicilina; 

11. Incubar as amostras overnight em termoshaker a 37°C e 250 rpm. 

 A presença de insertos de interesse nos plasmídeos recombinantes foi confirmada por 

PCR (primers M13 forward e M13 reverse) e os clones positivos foram estocados em glicerina 

50% e armazenados a -80ºC. Os plasmídeos foram posteriormente extraídos das bactérias usando 

o kit PureYield Plasmid Miniprep System (Promega), conforme instruções do fabricante. 

 

Sequenciamento 

Os insertos de interesse nos plasmídeos recombinantes foram sequenciados por 

eletroforese capilar em aparelho ABI3130, utilizando-se os polímeros POP7 e BigDye v3.1 

(Myleus Biotechonology). A confirmação de que os clones sequenciados realmente continham 

sequências dos DNAs satélites desejados foi feita através de buscas por similaridade entre 

sequências depositadas no GenBank com o programa BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool), disponível no website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/, ou através de alinhamento das 

sequências obtidas com sequências consensus obtidas durante o estudo. 

 

FISH com sondas de DNAs satélites 

Os DNAs satélites utilizados como sondas foram marcados por nick translation com 

digoxigenina- ou biotina-11-dUTP com os kits DIG- ou Biotin-Nick Translation Mix (Roche 

Applied Science), respectivamente e mantidos a -20°C até o uso. As etapas de preparação das 

lâminas foram as mesmas descritas acima, para pintura cromossômica. Cem nanogramas de DNA 

marcado foi ressuspendido em meio de hibridação e desnaturado à 98 ºC, por 10 minutos, e 

aplicado aos cromossomos desnaturados. As lâminas com as sondas foram mantidas na câmara 

de hibridação a 37ºC, overnight. A lavagem das lâminas foi feita com 2xSCC, 37 ºC, por 5 

minutos. Em seguida, as lâminas foram incubadas em PBT, 37 ºC, por 5 minutos, e feita a 

imunodetecção com antidigoxigenina conjugada com FITC (Roche Applied Science). Após a 

imunodetecação e os dois banhos de PBT, as lâminas foram coradas com uma solução de DAPI 

(0,8 ng/µL) em Slowfade (Invitrogen). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

