#8y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA- UNESP
unesp INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

NATALIA MACHADO DOS SANTOS

Mapeamento génico de sitios repetitivos de
DNATr 5S e 18S enfAstyanax scabripinnis

(Characiformes, Characidae).

BOTUCATU-SP
2010



nes 4% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA-UNESP
u P INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

NATALIA MACHADO DOS SANTOS

Mapeamento génico de sitios repetitivos de
DNAr 5S e 18S enAstyanax scabripinnis

(Characiformes, Characidae).

Dissertacéo apresentada ao Programa de
Pos Graduacdo em Ciéncias Biologicas
(Zoologia) do instituto de Biociéncias de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Mestre

Orientador: Prof. Dr. Fausto Foresti

BOTUCATU-SP
2010






..oedico esse  trabalho aos  wmeus
queridos  pais  que  sempre  se
dedicaram. wme Lncentivando e wme
apotando...a wminha bmldl  vanessa
cassonl, que esti sevapre presente em
todos 0s momentos da minha vida.

E também a wmeuw amado warido, por
ter alcangado wals  essa  etapa
comiLgo. ..



“...& melhot atitrar-se a luta em busca de dias melhotes, mesmo
cortendo o tisco de petdet tudo o que é estatico, como os pobres de
espititos que ndo lutam, mas também néo vencem, que néo conhece a
dox da dettota, nem a glétia de xessutgit dos escombros, esses pobres
de espititos, ao final de sua joxnada na gletta nio agradecem a
Jeus. por texem vivido, mas desculpam-se petante Jfle. por texem
apenas passado pela vida.”

Bob cflaxley



AGRADECIMENTOS

Expresso aqui meus agradecimentos a todos que de algum modo contribuiram para
tornar possivel a realizacéo deste trabalho e de modo especial:

Primeiramente a Deus, que sempre esteve, esta e estara presente ao meu lado em todos
0S momentos'A terra repleta de céu, e cada arbusto comum incendiado com Deus,

mas sO aquele que vé tira os sapatos; os outros se sentam ao redor e colhem
amoras”. (Elizabeth Barrett Browning)

Ao Prof. Dr. Fausto Foresti, por abrir tantas portas a minha frente, por acreditar em mim
me dando oportunidades e principalmente pelo exemplo de humildade que sempre
representou na minha vid&® conhecimento é orgulhoso por ter aprendido tanto, a
sabedoria é humilde por ndo saber mais”. (William Cowper)

Ao Prof. Dr.Claudio de Oliveira pelo exemplo como pesquisador e dedicacdo aos
alunos.“A maior habilidade de um lider € desenvolver habilidades extraordinarias
em pessoas comum”. (Abraham Lincoln)

Ao Prof. Dr. Marcelo Ricardo Vicari, da Universidade Estadual de Ponta Grossa pelos
ensinamentos, disponibilidade e auxilio na realizacédo da técnica de hibridsitéo

Ao técnico de laboratério de Biologia e Genética de Peixes, amigo e companheiro
Renato Devidé, pela amizade, conselhos, palavras, descontracdo e essencial auxilios nas
preparacbes cromossdmicas, minhas metafases ndo seriam as mesmas sem vocé. Vou
sentir saudadeys."A fé nunca sabe onde estd sendo levada, mas conhece e ama
aguele que a esta levando”. (Oswald Chambers)

Aos amigos e colegas de trabalho Cristiane e Marlon, pelo grande apoio e disposi¢cédo no
auxilio com algumas técnicas usadas nesse trabdlhumca é perdido o tempo
dedicado ao trabalho”. (Ralph Waldo Emerson)

Ao amigo de laboratério Zeca, pelas inUmeras vezes que me ajudou com o complicado
Photoshop, além dos momentos de descontracdo e amizade ! Muito obrigada mesmo!!!
“A amizade, depois da sabedoria, € a mais bela dadiva feita aos homens”. (Francois

La Rochefoucauld)

A todos os colegas e companheiros do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes:
Alex, Aline, Andréia Alves, Bruno (Guiodai), Bruno de Melo, Claudinha, Celso,
Daniela, Débora. Elisa, Emanuel, Fabio (Fio), Fernando (Konrado), Glaucia, Gleisy,
Guilherme (Varvito), Guilherme Lopes, Luis (Ziriguidum), Mahmound, Maressa,



Patricia, Ricardo Paiva, Ricardo Britski, Tatiane, Vitor, Vivi, Waldo, obrigada por todo
o auxilio, por todos os churrascos, risadas e momentos que passamosQuusdsr

das coisas ndo esta no tempo que elas duram, mas na intensidade. Por isso existem
momentos inesqueciveis, coisas inexplicaveis e pessoas incomparaveis”. (Fernando
Pessoa)

A familia Lyra, Paulo “Roberto”, Tutu e Adriana que sao grandes e eterno amigos que
quero preservar até a minha velhice chegar!!! Muito obrigada por todo o carinho, todos
os churrascos, todas as conversas!!!! E aos meus grandes amigos, que me d&o suporte,
alegria e muitas muitas risadas, Amanda Blasi, Flavinha, Gustavo Pescatori, Gustavo
Valim, Isa, Japinha, Juliana Marino, Juliana Simon, Jefferson, Kelly, Mari, Mauricio
Branco, Natélia Brisiguelo, Priscila “India”, Pitera, Rafinha, Ricardo (Japa), Serginho,
Silvinha. Pessoas mais que preservo e amo demais, costumo falar que sédo presentes que
Deus colocou no meu caminhtA amizade nem mesmo a forca do tempo ira
destruir, somos verdade...quero chorar o teu choro, quero sorrir teu sorriso, valeu

por vocé existir...AMIGO”. (César Augusto)

As minhas lindas e queridas, Juzinha, Magrela e Priscila, a casa de vocés sempre foi o
refugio dos meus melhores momentos e das maiores crises de risadas, nem sei como vou
viver sem isso...mas todos esses momentos estardo pra sempre guardados no meu
coracdo! Amo vocéstAs lembrancas constroem um caminho que chega até o
coracdo e faz com que 0s amigos sempre se sintam perto, mesmo que em realidade
estejam muito longe um do outro”.

A grande amiga Lessandra De Rosa pelo auxilio, disposi¢cdo, amizade, risadas,
confissBes e discussbes que contribuiram muito para o meu trabalho e para a minha vida
pessoal, muito obrigada por tudo! Agradeco também a Vanessa Paes por toda a ajuda,
conselhos e amizade; quero estar ao seu lado, em cada etapa e em cada vitéria da sua
vida!! Obrigada pela paciéncia e dedicagédo nesse Ultimo f&sda pessoa que passa

em nossa vida, passa sozinha, é porque cada pessoa é Unica e nenhuma substitui a
outral Cada pessoa que passa em nossa vida passa sozinha e ndo nos deixa s6
porque deixa um pouco de si e leva um pouquinho de nés. Essa é a mais bela
responsabilidade da vida e a prova de que as pessoas ndo se encontram por acaso”.
(Charles Chaplin)

As minhas amigas “irmas” de graduacdo, Beatriz, Fernanda, Graziela, Paula e Priscila
gue desejo té-las presente pelo resto da minha“ddgoderia suportar, embora nao

sem dor, que tivessem morrido todos os meus amores, mas enlouqueceria se
morressem todos 0s meus amigos”. (Fernando Pessoa)

Aos professores e funcionarios do Departamento de Morfologia em especial a Luciana,
Prof. Edmir, Profa. Daniela, D. Tera, D. Yolanda, Ricardo Teixeira, José Eduardo (Z¢é) e
Vanda cujo o apoio e a disposicao foram fundamentais para a realizagédo deste trabalho.



A minha irm& Sabrina Cassonn (memoriam que esteja onde estiver tenho a certeza
que esté torcendo por mim e por minhas vitorias; jogando flores pelo caminho que
escolhi seguir. 836 enquanto eu respirar, vou me lembrar de vocé”. (Teatro Magico)

A minha irma e minha melhor amiga, Vanessa Cassoni, por tudo que vocé é e me faz
ser, por todo o incentivo, amor, compreensdo que s6 quem ama assim pode entender. E
também ao meu querido e amado cunhado Fabio que sempre esteve presente nos
melhores e piores momentos da minha vi@ar ser exato o amor ndo cabe em si,

por ser encantado o amor revela-se...por ser amor, invade e FIM!". (Djavan)

Ao meu pai Lalécio que sempre me incentivou nos estudos, tornando possivel esse
momento e a minha mae Sueli que é uma grande amiga, dedicada a me guiar e a me
apoiar em todas as minha decisfes. Obrigd#atida que eu falasse a lingua dos
homens, e falasse a lingua dos anjos, sem amor, eu nada seria”. (Renato Russo)

Ao meu marido e melhor amigo, companheiro de todas as horas Reginaldo (Negéo) que
sem seu apoio e motivagao eu nada seria. Obrigada por tornar meus dias mais coloridos
e divertidos, por me fazer rir nas horas mais dificeis e, assim, fazendo com que elas se
tornassem mais faceis! E, acima de tudo, obrigada pela “paciéncia” e amor (pois se nao
houvesse amor, a paciéncia ndo duraria..r§E!Hoje eu te amo, ndo vou negar...que

outra pessoa nao servira, tem que ser vocé sem por que, sem pra que...tem que ser
vocé...sem ser necessario entender”. (Victor Chaves)

A FAPESP pelo apoio financeiro.



Resumo

A familia Characidae de peixes actinopterigeos, pertencentes a ordem
Characiformes, constitui 0 maior grupo de peixes de agua doce da regido Neotropical.
Sédo peixes pequenos, coloridos, geralmente providos de nadadeira adiposa, nadadeira
caudal bifurcada e nadadeira anal desenvolvida, e vivem em diferentes ambientes. Os
peixes da familia Characidae apresentam uma grande diversidade morfoldgica e
cariotipica, despertando, assim, grande interesse para pesquisa. Nos componentes deste
grupo foi constatada a presenca de cromossomos supranumerarios, que tém sido
registrados em um numero relevante de espécies, principalmentésganax
scabripinnis No presente trabalho foi realizada a analise citogenética em representantes
de cinco populacdes destyanax scabripinnigue ocorrem em rios das bacias do Tieté e
Paranapanema, regido de Botucatu, SP. Para tanto, foram caracterizados seus cariotipos
através de coloracdo convencional com Giemsa, a qual evidenciou um conjunto padrao de
2n=50 cromossomos; foram identificados os padrdes de distribuicdo de heterocromatina
constitutiva (Banda C), que revelaram a presenca de blocos centroméricos e teloméricos
nos cromossomos; foram identificadas as regides organizadoras de nucléolo (RONS)
através de impregnacdo com nitrato de Prata, evidenciando-se a presenca de RONs
simples e multiplas nas diferentes populacdes. A andlise citogenética molecular realizada
permitiu a identificacdo das regides cromossdmicas ricas em GC com o uso da coloracdo
pelo fluorocromo Cromomicina (CM#y que mostraram correspondéncia com as
marcacoes identificadas pela técnica da Ag-RONSs, apresentando-se também nas formas
simples e multipla; foram também identificados os cistrons ribossémicos através de
hibridagaoin situ fluorescente (FISH) com a sonda de DNAr 18S, que revelou de quatro
a seis marcagOes e com a sonda de DNAr 5S, que resessumarcacoes apenas. A
microdisseccdo do cromossomo B e a producdo de sondas totais especificas para este
componente gendmico revelou pela hibridaigésity, afinidade da sonda apenas com o
proprio cromossomo B. Os dados obtidos, além de revelarem aspectos citogenéticos desta
espécie, constituem informacdes de interesse em estudos evolutivos neste grupo de
organismos, na interpretacdo da estrutura genética das espéssyatmxe ainda por
fornecerem subsidios a futuros estudos que visem a compreensdo das relacdes dos
processos determinantes da diversificacdo cromossomica.

Palavras-chave:técnicas citogenéticas, double Fish, cromossomo B, microdisseccao



Abstract

The family Characidae belonging to the order Characiformes, is the largest group
of freshwater fishes in South America. Fish species are generally small, colorful, usually
provided with an adipose fin, forked caudal fin and anal fin developed, and live in
different environments. The fish of this family are very diverse morphologically and in
karyotype structure, leading to a great research interest. The presence of supernumerary
chromosomes have been characterized in representatives of this group, which have been
identified in a relevant number of species, mainlyAstyanax scabripinnisin the
present study cytogenetic analysis was performed in representatives of five populations
of A. scabripinnisfound in river of the Paranapanema and Tieté river systems, in the
Botucatu, SP region Therefore, their karyotypes were characterized by conventional
Giemsa staining, which showed a standard set of 2n = 50 chromosomes. The use of C-
banding technique permitted to identify the patterns of distribution of constitutive
heterochromatin, which revealed the presence of blocks in the centromeric and telomeric
regions of chromosomes. The nucleolar organizing regions (NORs) were identified by
impregnation with silver nitrate, indicating the presence of single and multiple NORSs in
individuals of different populations. A molecular cytogenetic analysis performed
enabled the identification of GC rich chromosomal regions with the fluorochrome
Chromomycin (CMA3), which showed correspondence with the markings identified by
the technique of Ag-NORs, appearing also as simple and multiple sites. The ribosomal
cistrons were also identified by fluorescent in situ hybridization (FISH) with 18S rDNA
probe, and showed four to six markers in the chromosomes; the probe for the 5S rDNA
gene revealed only two marks in all samples analyzed. The use of the chromosome
microdissection technique produced a specific total chromosome probe for the B
chromosome in this species which revealed affinity only with their own chromosome B.
The data obtained in the present work provide informations on the genetic structure of
Astyanaxspecies, reveal cytogenetic aspects for the understanding evolutionary aspects
in this group of organisms, and also for provide subsidies to future studies aiming to

understanding the processes which determine chromosomal diversification.
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1 INTRODUCAO

A ictiofauna Neotropical de agua doce € uma das mais ricas e diversificadas do
mundo. Segundo Vari e Malabarba (1998), aproximadamente 24% da diversidade
mundial de peixes pode estar representada por peixes continentais da América do Sul.
Estimativas apontam que existem cerca de 8000 espécies de peixes neotropicais de agua
doce encontradas nas Américas Central e do Sul (Schaefer, 1998t Bei€2003),
descreve 71 familias e 4.475 espécie de peixes neotropicais nas Américas. Outros
estudos relacionam aproximadamente 2.240 espécies de peixes de agua doce para o
Brasil (Abilhoa & Duboc, 2004). Porém, pesquisas mais recentes confirmam que a fauna
de peixes continentais do Brasil € a mais rica do mundo, com cerca de 2.587 espécies e
existindo ainda muitas em fase de descricdo ou desconhecidas (Btiekup007).

A maior parte desta diversidade de peixes pertence a um dos cinco grupos
dominantes: Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e
Ciclideos (Lunberget al, 2000). Os Characiformes constituem um grupo dominante
entre os peixes de agua continental da América do Sul, compreendendo formas
herbivoras, ilidfagas e carnivoras, algumas das quais muito especializadasdBaitski
1972).

Apesar desta grande diversidade de espécies encontradas, muitas correm risco de
extincdo e podem desaparecer sem ao menos terem sido estudadas. Nesse cenario, a
destruicdo de habitats, bem como a introducdo de espécies exoticas, figuram como
alguns dos principais fatores na diminuicdo da diversidade dos ambientes aquaticos da
regido Neotropical (Sunaga & Verani, 1991; Orsi & Agostinho, 1999; Bojsen & Barriga,

2002; Latini & Petrene Jr, 2004).
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1.1 Consideractes sobre os Characiformes

Dentro da ordem Characiformes esté inserida a familia Characidae, que € a maior e
mais complexa entre as familias desta ordem. Para se saber o nimero de géneros e
espécies dentro da familia Characidae da ordem Characiformes, estudos foram
realizados por alguns autores, dentre eles Nelson (1994, 2006) etRzis2003.

Embora os estudos realizados por Nelson (2006) sejam mais recentes, a referéncia mais
comumente utilizada relaciona-se aos estudos realizados patRei2003, que relata
aproximadamente 237 géneros e 1373 espécies para Characiformes e 184 géneros e 950
espécies para Characidae. Contudo, a taxonomia da familia Characidae ainda se
apresenta confusa devido a dificuldade de se estabelecer com clareza suas relacdes de
origem, diferentemente do que ocorre com outros Characiformes como 0os Anostomidae,
Curimatidae, Prochilodontidae e Chilodontidae (Vari, 1983).

Os representantes da familia Characidae estdo presentes em diversos ambientes de
agua doce e distribuem-se no continente americano desde a fronteira do México com 0s
Estados Unidos até o sul da Argentina e também no continente Africano (Lucena, 1993;
Froese & Pauly, 2005).

De acordo com Fink & Fink (1981), a posicao taxondémica da familia Characidae &

a seguinte:
CLASSE: Osteichthyes SUPERORDEM: Ostariophysi
SUBCLASSE: Actinopterigii ORDEM: Characiformes

INFRACLASSE: Teleostei FAMILIA: Characidae
Os peixes mais comuns da familia Characidae sdo os lambaris, piracanjubas,
peixes-cachorros, pacus, piranhas e dourados, sendo que todos os representantes dessa

familia possuem escamas e sdo muito conhecidos pelos pescadores. Apresentam



Santos, NM (ntroduclio

variados tamanhos, desde dois centimetros como as pequiras, até mais de um metro,
como os dourados (Britski, 1972).

Além disso, sédo facilmente encontrados por existirem em habitats diversificados e
por terem uma ampla distribuicdo geografica. Entretanto, as espédistyaeaxsdo de
dificil identificagcdo devido a similaridade morfolégica existente entre elas. Os
representantes desse género possuem linha lateral completa, dentes pré-maxilares
dispostos em duas séries e escamas de tamanho normal cobrindo apenas a base dos raios
da nadadeira caudal. No Brasil, as espéciesstimnaxsdo popularmente denominadas
como lambaris e piabas (Brits al., 1988).

A subfamilia Tetragonopterinae, outrora considerada como a subfamilia mais bem
sucedida entre os Characidae, estando presente em quase todos os ambientes
neotropicais (Géry, 1977), ndo pode ser reconhecida como monofilética, assim como
muitos de seus mais especiosos géneros (Weitzman e Malabarba, 1998, Malabarba e
Weitzman, 2003). Recentemente, os Tetragonopterinae sofreram uma reestruturacao,
sendo a quase totalidade de seus géneros considecad@ae Sedi€m Characidae e
somenteTetragonopterus foi considerado valido para a subfamilia (Reis, 2003). Desta
forma, o géneroAstyanax com cerca de86 espécies, anteriormente alocado em
Tetragonopterinae, encontra-se comcertae Sedi#m Characidae (Rert al., 2003;

Limaet al., 2003).

Andlises citogenéticas erAstyanaxmostram uma variagdo de 2n=36 &m
schubarti(Morelli et al., 19832, b) a 2n=50 na maioria das espécies analisadas (Jin e
Toledo, 1975, entre outros). Um aspecto interessante nesse género € a possibilidade de
ocorréncia de diferentes nimeros diploides entre individuos considerados como sendo da

mesma espécie, capturados em diferentes bacias hidrograficas (Mbrallli 1983;
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Paganelli & Moreira-Filho, 1986; Moreira- Filho & Bertollo, 1986), ao lado de outras

especies onde a constancia desse numero € bem caracteristica (Ragan&Bige).

1.2 Estudos Citogenéticos em Peixes

Até o final dos anos 70, pouco se conhecia sobre as caracteristicas citogenéticas da
ictiofauna neotropical. Os dados disponiveis limitavam-se ao conhecimento do nimero
cromossémico de algumas poucas espécies, muitas das quais obtidas de espécimes de
origem geogréfica desconhecida (Toledo- Féhal., 1978).

Os primeiros trabalhos publicados sobre citogenética de peixes Neotropicais foram
realizados na década de 70 e, atualmente, varios outros tém sido desenvolvidos com uma
ampla abrangéncia dos grupos de peixes, resultando em uma consideravel quantidades
de conhecimento disponivel, segundo revisdo feita por Olietak (2006).

Segundo Porto-Forestit al. (2006), até recentemente os estudos cromossdmicos
nos peixes eram considerados principalmente como uma ferramenta para estudos basicos
e evolutivos, ndo sendo utilizados no manejo e monitoramento de estoques. Quando
analises citogenéticas convencionais ndo séo suficientes para caracterizar precisamente
os individuos, a identificacdo pode ser baseada em marcadores cromossémicos
moleculares. Entre as técnicas citogenéticas mais utilizadas em peixes, tém-se a detec¢céo
das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) através do nitrato de Prata, a
caracterizacdo dos padrbes de heterocromatina constitutiva pela técnica de bandas C, a
coloracédo por fluorocromos base-especificos e a localizacdo de sequéncias especificas
com o0 uso sondas especificas, pela técnica da hibridacgitu fluorescente (FISH)

(Ocalewiczet al., 2006; Porto-Forestét al.,2006).
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Tanto do ponto de vista citogenético, quanto também do ponto de vista evolutivo,
0Ss peixes compdem um interessante grupo de estudo. Em termos cariotipicos, diferentes
particularidades ja foram relatadas nos representantes deste grupo, o que justifica o
aumento nas pesquisas envolvendo estes animais (Affonso, 2000). Diferentemente de
outros vertebrados, os peixes encontram-se confinados ao ambiente aquatico,
apresentando maiores restricdes quanto a sua dispersado. No caso de peixes de agua doce,
seu confinamento aos sistemas hidroldgicos resulta em um estreito relacionamento entre
as historias natural-evolutivas destes animais (Kavalco & Moreira-Filho, 2003).

A citogenética tem gerado resultados importantes na compreenséao das relacfes de
parentesco entre ou dentro de diferentes ordens, familias e géneros de peixes, havendo
registro de um grande numero de variacdes cromossdmicas que significam, em parte, a
adaptabilidade das espécies aos diferentes ambientes. Os peixes Neotropicais apresentam
uma grande variabilidade cariotipica, tanto inter quanto intra-especifica, sendo que os
nameros cromossomicos diploides das espécies pode variar de 2n#2@relabias
longipinnis até 2n=132 erorydoras aeneus (Oliveirat al., 1988). No grupo dos
Erythrinidae, por exemplo, ektoplerythrinus unitaeniarydoi constatada a presenca de
4 citétipos diferentes em uma mesma populacdo do rio Negro (AM) onde, além da
diferencas no numero e na morfologia dos cromossomos, foram verificadas também
diferencas no padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva (Giuliano-Caetano
& Bertollo, 1988). Outros grupos como Characidae, Callichthyidae e Synbranchidae,
entre outros, também apresentam varios exemplos dessa diversidade cromossdmica
(Oliveira et al., 1988). Em contrapartida, alguns grupos apresentam-se extremamente
conservativos em relacdo ao niumero cromossdmico e a formula cariotipica, como pode

ser verificado entre os representantes da familia Anostomidae (GalEttial;.1981),
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da familia Parodontidae (Moreira-Filhet al., 1985) e da familia Prochilodontidae
(Pauls, 1985). Essas caracteristicas de variabilidade ou de conservantismo do cariétipo
tém sido relacionados com a estrutura das populacdes (Obvairal 988).

Os estudos citogenéticos podem ser de extrema importancia na identificacdo de
novas espécies ou de espécies taxonomicamente problematicas (Weitzman & Fink,
1983; Bertolloet al., 1986), como parece ocorrer dentro da familia Characidae, além de
resultarem em informacfes de interesse também para o entendimento de problemas

genéticos, evolutivos e sistematicos neste grupo (Ojima, 1983).

1.3 Estudos citogenéticos na familia Characidae
O trabalho de Post (1965) deu inicio aos estudos citogenéticos na familia

Characidae, no qual foi relatado o numero cromossémico hapldide e/ou dipldide para
varias espécies. Segundo Falcdo (1988), existe uma grande amplitude numérica
cromossdmica entre os representantes das subfamilias de Characidae, cujos numeros
haploides e/ou dipléides jA& eram conhecidos, evidenciando uma grande diversidade
cromossémica. De acordo com Cestari (1996), existe uma acentuada predominancia de
nameros dipléide entre 48 e 52 cromossomos (83,7%) em Characidae, seguidos dos
nameros entre 54 e 64 (10,2%) e depois, entre 28 e 46 (5,9%). O numero dipldide varia
de 22 a 26 em algumas espécies de peixes Antarticos (Ozouf-€bstaz1997) até
cerca de 250 em esturjdes (Ascipenceridae) (Forgbiah, 2001). Para a maioria das
especies, entretanto, varia de 44 a 60 (Oliwatied., 2000).

De acordo com Scheel (1973), a estrutura cariotipica dos componentes da familia
Characidae pode ser caracterizada por apresentar dois grandes cromossomos

metacéntricos, que correspondem ao primeiro par do complemento A, sendo esta
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caracteristica compartilhada por grande parte dos integrantes deste grupo. A partir deste
trabalho, a constatacao foi corroborada por diferentes autores como Salvador & Moreira-
Filho (1992), Maistreet al. (1992), Margarido & Galetti (1996) e Vicemtieal., (1996),

entre outros. Entretanto, as analises cariotipicas em caracideos tém revelado uma grande
variabilidade cromossbmica inter e intraespecifica em decorréncia de polimorfismos
cromossémicos estruturais e numeéricos, poliploidia e diferentes tipos de heteromorfismo
cromossémico ligado ao sexo (Carvalho, 2000), além da eventual presenca de

Cromossomos supranumerarios (Souza, & Moreira-Filho, 1995).

1.4 A espécidstyanax scabripinnis

Considerada componente de um complexo de espécie denominado por Moreira-
Filho & Bertollo (1991) de “complexscabripinnis”, a espéciéAstyanax scabripinnis
apresenta grande diversidade morfologica e cariotipica. Estudos realizados por
Mizoguchi & Martins-Santos (1998) em quatro populagdes com ocorréncia na bacia do
rio Parand e por Maistret al. (1998) em nove populagdes das sub-bacias dos rios
Paranapanema, Pardo e Tieté, permitiram caracterizar as diferentes populacdes através
de analises citogenéticas e morfométricas, reforcando a hipotese da existéncia do
“complexo scabripinnis Considerando suas caracteristicas biolégiaasociadas a
dados morfoldgicos, esta espécie se tornou bastante atrativa aos citogeneticistas, sendo
atualmente um dos grupos de peixes mais estudados cromossomicamente da ictiofauna
Neotropical.

Diferentemente das outras espécies do género, 0s representaktesat®ipinnis
sdo peixes que vivem confinados especificamente as regides da cabeceira de pequenos

tributarios (Britski, 1972). Estudos realizados por Melo (2000) demonstram que espécies
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de cabeceira sdo especialistas nestes ambientes e dificilmente sobreviveriam em outros.
Assim, sdo formadas populagbes pequenas e isoladas umas das outras, o que
provavelmente determina a plasticidade fenotipica detectada em exemplares
provenientes das bacias hidrograficas dos rios Tieté e Paranapanema (Moreira-Filho &
Bertollo, 1991). Neste caso, as diferenciacbes morfoldégicas ndo puderam ser atribuidas
ao efeito do divisor de aguas, uma vez que foram observadas em individuos de uma
mesma bacia (Caramaschi, 1986). Entretanto, Moreira-Filho & Bertollo (1991)
ressaltaram que a diversidade morfolégica e cromossémica verificada neste grupo, deve
ser interpretada primeiramente em funcdo das caracteristicas de cada micro-bacia em
particular, antes de uma andlise comparativa entre sistemas mais amplos de drenagem.
Exemplares dé\. scabripinnispodem ser encontrados em trechos de baixa correnteza,
principalmente em areas sombreadas de riachos de pouca profundidade com presenca de
areia e pedras e onde ha vegetacdo marginal (Caramaschi, 1986).

Em relagdo aos habitos alimentares, os representantes desse grupo de espécies
podem ser onivoros, insetivoros e fitoplanctofagos (Castro & Casatti, 1997). Segundo
Bayley & Li (1992), os peixes tipicos de ambientes de cabeceira sdo de pequeno porte,
com alta taxa intrinseca de crescimento, apresentam ciclo de vida relativamente curto e

uma 6tima relagéo entre o comprimento do corpo e a profundidade do riacho.

15 Estudos citogenéticos na espédistyanax scabripinnis

Os estudos citogenéticos em Characidae tém aumentado de modo consideravel
nas ultimas décadas, principalmente aqueles referentes aos componentes do género
Astyanax A variedade cromossdmica encontrada nas espécies desse género reflete suas

caracteristicas genéticas e ecoldgicas.
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Os primeiros estudos citogenéticos em exemplareé. decabripinnisforam
realizados por Moreira-Filhet al. (1978), em representantes de uma populagédo
existente no ribeirdo do Bicudos (Brotas/SP), que apresentaram um numero dipldide de
2n=50 cromossomos. Andlises cariotipicas posteriores realizadas em individuos de
populacdes de diferentes bacias hidrograficas e dentro de uma mesma bacia, revelaram
nameros cromossdmicos distintos, tais como 2n=46, 48 e 50, sendo este Ultimo o mais
frequente (Moreira-Filho, 1989; Moreira-Filho & Bertollo, 1991). Além da diversidade
encontrada na forma e tamanho dos cromossomos, também foram caracterizadas
diferencas nos padrdoes de distribuicAo da heterocromatina e das RONs entre as
populacbes analisadas. Os dados citogenéticos, associados aos dados morfoldgicos,
possibilitaram a esses autores a separacao de seis diferentes populacdes pertencentes as
bacias dos rios Paranapanema, Sao Francisco e Tieté.

Trabalhos semelhantes realizados por Mizoguchi & Martins-Santos (1998),
estudando quatro populacbes da bacia do rio Parand e por Msiséio (1998),
analisando nove populacdes Ae scabripinnisprovenientes das sub-bacias dos rios
Paranapanema, Pardo e Tieté, permitiram caracterizar as diferentes populacdes através
de analises citogenéticas e morfométricas, corroborando a hipétese da existéncia do
“complexoscabripinnis.

A intensificacdo das analises citogenéticas vem mostrando que varias situagdes
podem estar presentes entre as diversas populacbeAstgianax scabripinnis
Exemplares desta espécie coletados em um mesmo rio (Piracuana), mas em diferentes
altitudes (1800 e 780m), apresentaram 0 mesmo numero dipléide de 2n=50
cromossomos, mas com constituicdes cariotipicas, padrdes de bandamento C e de

distribuicbes das RONSs distintas (Souza & Moreira-Filho, 1995). Em condi¢bes de
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sintopia e simpatria, Souzat al (1995) detectaram dois citotipos distintos em
exemplares capturados no corrego Canta Galo, componente da sub-bacia do rio Tieté,
sendo um com 2n=50 e outro com 2n=48 cromossomos, apresentando também variacdes
na distribuicdo de heterocromatina constitutiva. A mesma situacédo foi observada por
Maistroet al. (2000) entre exemplares capturados no rio Tamanduda/SP, tributario do rio
Paranapanema, onde ha também ocorréncia simpatrica de citétipos com 2n=48 e 2n=50.
Segundo os autores de ambos os trabalhos, as diferencas numéricas e estruturais entre os
dois citétipos, ainda que com o mesmo numero de bracos (NF), sugerem que
principalmente rearranjos do tipo robertsoniano tenham atuado na diversificagdo dos
mesmos, ou que 0s citotipos teriam se originado de estoques diferentes e apenas
recentemente passaram a viver em simpatria.

A analise cariotipica de exemplares da espéciescabripinnistambém tem
revelado a ocorréncia de um polimorfismo cromossémico caracterizado pela presenca de
cromossomos supranumerdrios, tendo sido identificados diferentes tipos de
cromossomos B com base na sua morfologia e nos padrdes de heterocromatina
constitutiva (Salvador & Moreira Filho, 1992; Maistet al., 1996; Mizoguchi &
Martins-Santos, 1997; Neat al., 2000b.). Também foi verificado que a frequéncia dos
cromossomos B pode variar nas populacdes, de acordo com a altitude da localidade de
estudo (Porto-Forestt al.,1997; Neo et al., 2000). Porto-Foresttial., 1997 estudaram
a frequéncia dos cromossomos supranumerarios e a densidade populacional dessa
espécie em trés trechos consecutivos do cérrego do Cascatinha (Botucatu, SP), tendo
sido verificada maior frequéncia de cromossomos B nos individuos capturados nas
regides mais elevadas. Estudos realizados poeNaio(2000) em trés populacdes Ale

scabripinnisque ocorrenem diferentes altitudes, em um mesmo riacho, identificaram a

10
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presenca de diferentes tipos de cromossomos B em relagdo a morfologia e tamanho nas
duas populacbes de maior altitude (1920m e 1800m), assim como sua auséncia na
populacdo de 700m. Os autores concordaram que o modelo encontrado seria melhor
interpretado sob a luz da teoria parasitica de evolu¢do de cromossomos B, segundo o
qgual esses elementos seriam mais freqientes em condi¢cdes ambientais mais favoraveis
para a espécie. Nezi al. (2000) propuseram que 0 macrocromossomo B metacéntrico,
bem como o microcromossomo encontrados em individuos das populaces analisadas,
teriam se originado simultaneamente como iSocromossomaos, a partir de um cromossomo
do grupo subtelocéntrico/acrocéntrico presente no complemento padrao desta espécie, e
gue os demais tipos de cromossomos B encontrados apresentariam uma forma derivada
do grande metacéntrico B.

Outras ocorréncias de cromossomos BAstyanax scabripinniforam descritas
em exemplares do rio Jacu (ES), tendo sido evidenciados exemplares com 0 a 4
MIiCrocromossomos supranumerarios restritos somente aos machos da espécie (Rocon
Stange & Almeida-Toledo, 1993). Em diferentes populac¢des estudadas por Salvador &
Moreira-Filho (1992) em Campos de Jordao (SP), os autores verificaram a ocorréncia de
1 a 2 cromossomos B metacéntricos em exemplares de ambos os sexos. Ainda nesta
mesma regido, Vicentet al. (1996) verificaram a ocorréncia de cromossomos B em
individuos de trés populacbes, todas apresentando variacdo na frequéncia dos
Cromossomos extras entre 0os sexos e entre populacdes. Entretanto, em uma populacéo de
Astyanax scabripinnida bacia do Parand, foi observada uma variacao intraindividual de
0 a 2 microcromossomos B, presentes somente em células de fémeas (Mizoguchi &
Martins-Santos, 1997). Macrocromossomos B restritos somente as células de fémeas de

Astyanax scabripinnigoram também encontrados em uma populagdo do rio Araqua,
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Botucatu (SP) (Maistret al., 1994). Contudo, estudos posteriores realizados por Porto-
Forestiet al. (1997), evidenciaram a presenca de cromossomos B em exemplares de
ambos os sexos para a populagédo do corrego Cascatinha.

O grande numero de relatos sobre cromossomos B determinaram a proposicéo de
diferentes hipéteses sobre a origem e a manutencdo desses elementos gendémicos nas
populagbes dA. scabripinnis Salvador & Moreira- Filho (1992) e Maisted al. (1992)
consideraram a hipétese de que os cromossomos B encontrados nesta espécie seriam
resultado de um evento de nao-disjuncdo de um dos elementos do primeiro par, um
metacéntrico grande, seguido de um processo de heterocromatinizagao total ou parcial
desse cromossomo extra. Entretanto, Viceete al. (1996) sugerem que O0s
macrocromossomos B erA. scabripinnis poderiam ter surgido a partir de um
isocromossomo, resultante de um dos cromossomos do complemento normal. A
utilizacdo de sequéncias de DNA repetitivo do tipo minisatélite, obtidas pela digestdo de
DNA total com enzimaKpnl e obtencdo de sondas especificas, utilizadas no
mapeamento fisico dos cromossomos pela técnica de hibritaggitu” fluorescente,
evidenciou marcagfes em ambos os bracos do cromossomo B e na regido intersticial do
cromossomo 24. A confirmacdo obtida pela analise pelo complexo sinaptonémico, que
revelou 26 cromossomos completamente pareados em machos e a formacdo de um anel
univalente do cromossomo B, deram um forte suporte para a hipétese de que os
cromossomos B seriam isocromossomos (Mestehexl., 2000). Por outro lado, uma
hipotese alternativa para explicar a origem dos cromossomos B foi proposta por Foresti
(1998). De acordo com esse autor, sequéncias de nucleotidios formadas continuamente
no nucleo das células pela associacdo ao acaso de unidades ou pela polimerizacdo a

partir deprimers de RNA retroduplicados, com a formacgado de sequéncias centroméricas
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e teloméricas tmbém ao acaso, poderiam dar origem e formacéo “de novo” a segmentos
“non sense”, que teriam o comportamento fisiol6gico dos cromossomos supranumerarios
nas células, que seriam submetidos aos mecanismos da selecdo natural que controlariam
sua manutencdo e comportamento. Contudo, a hipotese mais aceita atualmente em
relacdo a origem dos B é a do isocromossomo (Vicetngd., 1996; Mestriner, 2000;
Jesuset al., 2003).

A ocorréncia de dois cromossomos supranumerarios em um exemplar dipléide de
A. scabripinnis de Campos de Jordao (SP), que apresentava triploidia natural, foi
relatada por Nécet al.(2000). Por outro lado, Maistret al.(1994) descreveram
exemplares triploides desta espécie, portadores de um e de dois macrocromossomos B,
em exemplares respectivamente capturados no rio Araqua e no corrego das Pedras,
ambos componentes da bacia do Rio Tieté.

Quanto as regifes organizadoras de nucléolo (RONs), podemos encontrar em
Characidae cari6tipos que mostram apenas um par de RONs ou caridtipos com multiplas
RONSs. Particularmente em peixes, as RONs tem sido alvo de intensos estudos, que
relacionam a evolugédo dos grupos com os graus de polimorfismo de tamanho, nimero e
localizacdo deste segmento gendmico (Foedstl., 1981; Almeida-Toledo& Foresti,
1985; Galetti Jr., 1998). Emstyanax além de individuos portadores de apenas um par
de cromossomos envolvidos com as RONs, também s&o encontradas variagdes intra-
especificas, como no caso de exemplares. deabripinnisque apresentaram de 1 a 15
RONs (Rocon-Stange & Almeida Toledo, 1993; Souza & Moreira-Filho, 1995; Vicente
et al., 1996; Ferret al, 2001).

A heterocromatina constitutiva em peixes é normalmente estudada pela aplicacdo

da técnica de bandamento C, para caracterizar distintos modelos de distribuicdo nos
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cariotipos. Analises comparativas dos padrdes de distribuicbes tém direcionado para um
grande entendimento da genética e das relacdes evolutivas dentro e entre diferentes
grupos, além de contribuirem para estudos taxondmicos (Galeffit Jl., 1991,
Almeida-Toledoet al., 1996). EmAstyanax os estudos das regibes heterocromaticas
Tém sido utilizados para caracterizar populacbes (Moreira-Filho & Bertollo, 1991,
Souzaet al., 1995; Souzat al., 1996; Mizoguchi & Martins-Santos, 1997; Maistro.,
1998).

A diversidade presente em. scabripinnis ndo € detectada apenas através de
analises citogenéticas. Estudos de genética bioquimica tém evidenciado a diversidade
deste grupo (Santos, 2000). Assim, entende-se que estudos morfoldgicos,
cromossémicos e genético-bioquimicos tém muito a distribuir para uma melhor
compreenséo das relagcdes genéticas e evolutivas destes animais.

Apesar de ja existir um grande numero de informacgdes com diferentes tipos de
abordagens em diversos grupos de organismo, com a finalidade de esclarecer a origem e
as possiveis funcdes dos enigmaticos cromossomos B, existem ainda muitas questdes
ndo respondidas. Sendo assim, as pesquisas que estdo sendo realizadas sobre esses
cromossomos, tém a finalidade de buscar uma melhor compreensdo dos processos de
origem e fixacdo desses elementos gendmicos nas populacdes e também da sua possivel

funcéo, buscando desvendar o papel desses cromossomos no genoma dessa espécie.

1.6 Mapeamento gendmico
Os estudos genéticos e citogenético-moleculares tém demonstrado que as sondas
formadas por sequéncias especificas de DNA podem ser utilizadas como ferramentas

para definir a estrutura do genoma e revelar sua organizacdo e evolugdo nas espécies,
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além da grande possibilidade de sua localizagdo nos cromossomos ser utilizada como
marcadores citogenéticos entre diferentes espécies.

Marcadores citogenéticos e genéticos baseados no DNA tém sido desenvolvidos
para emprego na aquicultura, com o objetivo de melhorar tracos importantes dos
estoques de peixes, como 0 aumento do crescimento e a resisténcia a doencas. De modo
semelhante, diversos marcadores moleculares vém sendo utilizados para a construcao de
mapas genéticos, que podem oferecer beneficios particulares para a aquicultura,
especialmente para a identificacdo de estoques, analises de caracteristicas quantitativas,
cruzamentos seletivos e acesso a variabilidade genética das populacbes. Os mapas
genéticos sdo de grande importancia também para estudos comportamentais,
morfologicos, filogeograficos e evolutivos, entre outros.

Atualmente, os mapas genéticos podem ser construidos de trés maneiras: (1) pelo
mapeamento fisico que localiza segmentos de DNA nos caridtipos das espécies por
metodologias citogenéticas; (2) por métodos de estabelecimento de mapas genéticos de
ligacdo, que se destinam a ordenar os marcadores moleculares nos cromossomos
baseando-se na frequéncia de recombinacdo entre os locos génicos; e (3) o tipo de mapa
que se baseia no sequenciamento completo de nucleotideos do genoma de uma espécie

(Martinset al, 2004).

1.7 Mapeamento cromossdmico e sequéncias repetitivas de DNA

Os primeiros estudos com genomas completamente sequenciados foram focados
nas sequéncias de copia Unica ou com pequeno numero de copias. Pouca atencéo foi
dada, até entdo, aos DNA repetitivos e segmentos duplicados. Na maioria dos

organismos, as sequéncias repetitivas compreendem uma grande por¢cdo do genoma. Em
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cebola elas representam 95% do genoma (Flavell., 1974) e em humanos 50% ou

mais do genoma (The Genome International Sequencing Consortium, 2001), sendo que a
variacdo no tamanho do genoma de diferentes eucariotos esta frequentemente associada
a diferencas na quantidade de sequéncias repetitivas (Kidwell, 2002).

Ainda sao relativamente pouco conhecidas as funcdes das sequéncias repetitivas
no genoma das espécies, as quais foram consideradas por muitos anos como DNA
“egoista” (Doolittle e Sapienza, 1980; Orgel e Crick, 1980) ou como DNA ‘“lixo”
(Nowak, 1994), ndo sendo até entdo atribuidas contribuicdes bioldgicas significativas
para seus carregadores. Por outro lado, alguns trabalhos tém sugerido o envolvimento
destas sequéncias com a manifestacdo de algumas doencas (Ketzalzjak988), com
a regulacédo e reparo de alguns genes (Mesdial., 1996), assim como com a
diferenciacdo de cromossomos sexuais (Anleitner e Haymer, 1992; Kraemer e Schmidt,
1993) e apenas mais recentemente seu papel na organizacdo estrutural e funcional dos
genomas tem sido demonstrado (Schueeral.,, 1993). Porém, a funcdo mais
significativa das sequéncias repetitivas parece estar relacionada aos segmentos
repetitivos dos centromeros e teldbmeros dos cromossomos dos eucariotos,
desempenhando uma funcéo estrutural.

O DNA repetitivo inclui sequéncias organizadas em cadeias, como as sequéncias
satélites, minissatelites e microssatélites e as sequéncias dispersas como 0s transposons e
retrotransposons (Charleswordt al., 1994). Além dessas classes, ha também as
familias multigénicas compostas por centenas ou milhares de copias de sequéncias que
codificam importantes moléculas como os diferentes tipos de RNAs ribossémicos

(rRNA) e as histonas, por exemplo.
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Entre os genomas sequenciados, as regifes ricas em elementos repetitivos
permanecem como grandgapspor causa da dificuldade em se determinar sua correta
posicdo e numero de cépias. A integracdo dos dados sobre sequenciamento completo do
genoma e mapeamento cromossOmico pode promover um incremento no conhecimento
do genomas. Assim, as sequéncias de DNA repetitivos podem ser utilizadas como
marcadores cromossémicos Uteis em estudos evolutivos, na identificacdo de
cromossomos especificos, cromossomos homdlogos, rearranjos cromossémicos,
Cromossomos sexuais e em estudos de genética aplicada e comparada.

Embora nas duas ultimas décadas estudos citogenéticos tenham sido realizados
em um grande numero de espécies de peixes, tais andlises foram principalmente
direcionadas para o conhecimento basico da estrutura cariotipica, sendo relativamente
poucos trabalhos realizados visando a caracterizacdo e mapeamento cromossoémico.

O estudo de sequéncias repetitivas de DNA tem se mostrado util no
esclarecimento de inUmeras questdes, incluindo a estrutura de regibes centroméricas e
teloméricas, origem e evolugdo de cromossomos sexuais e cromossomos B e evolucao
do genoma como um todo. Este tipo de sequéncias de DNA podem encontrar aplicacdo
também no mapeamento fisico do genoma, contribuindo para o desenvolvimento de
marcadores genéticos de importancia significante na biologia basica e aplicada das
especies. A construcdo e integracdo de mapas fisicos e genéticos representam a melhor
estratégia para o entendimento da estrutura e evolugdo do genoma de diversas espécies.

Nesse sentido, a realizagcdo do mapeamento gendémico de individuos de diferentes
populagdes, realizado com base na localizacdo e dispersdo de sitios repetitivos dos genes
ribossomais 5S e 18S, poderédo fornecer informagdes sobre a dindmica destes genes nos

cariotipos e sobre os mecanismos de diversificacdo cromossdmica das espécies,
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contribuindo com informagdes de interesse para estudos filogenéticos e evolutivos neste

grupo.

1.8 Estudo e evolucdo dos cromossomos supranumerarios

Muitos relatos sobre cromossomos B foram feitos e diferentes hipoteses sobre a
origem e a manutencdo desses cromossomos nas populagdescdéripinnis foram
levantadas. Salvador & Moreira- Filho (1992) e Maigtal. (1992) consideraram a
hipotese de que os cromossomos B encontrados nesta espécie seriam resultado de um
evento de néo-disjuncdo de um dos elementos do primeiro par, um metacéntrico grande,
seguido de um processo de heterocromatinizagao total ou parcial desse cromossomo
extra. Entretanto, Vicentet al. (1996) sugerem que 0S macrocromossomos BAem
scabripinnispoderiam ter surgido a partir de um isocromossomo, resultante de um dos
cromossomos do complemento normal. A localizacdo de sequéncias de DNA repetitivo
minisatélites obtidos da digestdo de DNA total com enzipal, pela técnica de
hibridagdo“in situ” fluorescente em ambos os bragcos do cromossomo B e na regido
intersticial do cromossomo 24 e a confirmacdo da anélise pelo complexo sinaptonémico,
formado por 26 cromossomos completamente pareados em machos e formagdo de um
anel univalente do cromossomo B, deram um forte suporte para a hipétese de que os
cromossomos B sdo isocromossomos (Mestral, 2000). Por outro lado, Foresti
(1998) propde uma hipodtese alternativa para a origem dos B. De acordo com esse autor,
sequéncias de nucleotidios formados continuamente pela associagdo ao acaso de
unidades ou pela polimerizacdo a partirpteners de RNA retroduplicados, com a
adicdo de sequéncias centroméricas e teloméricas, permitiiam a formacgéo “de novo” de

segmentos longos e a manutencdo dessas estruturas no genoma, Contudo, a hipétese
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mais aceita atualmente sobre a origem dos cromossomos B nesta espécie seria a partir da
formacédo do isocromossomo (Viceeteal., 1996; Mestriner, 2000; Jesisal., 2003).

Recentemente, sequéncias de DNA presentes nos cromossomos B tém sido
estudas em alguns organismos (Camaathal., 2000). As primeiras analises realizadas
nos anos de 1980 e 1990 demonstraram que 0s cromossomos B continham DNA similar
ao encontrado nos cromossomos do conjunto padrao A (Jones & Rees, 1982). Com isso,
estudos envolvendo isolamento, clonagem e seqiienciamento de numerosos fragmentos
de DNA repetitivos presentes nos cromossomos B de diversas espécies tém sido
realizados a partir da década de 90 (Camathd, 2000).

Algumas sequéncias de DNA sé&o especificas dos cromossomos B; entretanto,
outras sdo compartilhadas com aquelas encontradas nos cromossomos do complemento
padrdo A (Beukeboom 1994; Hacksteinal., 1996; Camachet al., 2000, Jesust al.,

2003; Artoniet al, 2006). Os cromossomos supranumerarios sdo geralmente compostos
por sequéncias de DNA repetitivo, as quais variam dinamicamente em termos de tipos
de repeticdes e numero de copias (Amos & Dover,1981; Matzkie, 1990; Sandergt

al., 1990; Eickbuslet al,1992; Zeyl & Green 1992; Wilkest al., 1995; Frankst al.,

1996; Camachet al., 2000; Jeswet al., 2003).

O simples fato de sequéncias de DNA serem compartilhadas entre os
cromossomos A e B nos individuos portadores incita a hipotese da origem intra-
especifica destes cromossomos extras (Cabtegib, 1999; Camachet al, 2000). Por
outro lado, as sequéncias de DNA especificas de B poderiam ter surgido de uma rapida
diferenciacdo e seguido um processo evolutivo independente, ocasionando a perda de
homologia com as sequéncias dos cromossomos A dos quais teriam sido derivadas

(hipotese intra-especifica) (Jamilesiaal., 1994, 1995; Houbest al., 1996; Peppeet
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al., 1997; Cabrercet al, 1999; Camachcet al, 2000 entre outros), ou que 0S
cromossomos B tenham sido derivados de cromossomos introduzidos por meio de
acasalamentos interespecificos (hipotese interespecifica) (Sapre & Deshpande, 1987,
McVean, 1995; Schartet al., 1995; Perfectti & Werren, 2001, entre outros) e
permanecido sem homologia com os demais cromossomos do genoma da espécie
hospedeira. Neste caso existem poucas descricdes do surgimento de cromossomos
acessorios (Perfectti & Werren, 2001). A maioria das hipoteses, entretanto, tem se
estabelecido a partir da idéia de uma origem intra-especifica, na qual os cromossomos B
séo derivados do componente do complemento cromossémico da propria espécie, pelo
fato de compartilharem sequiéncias de DNA homoélogas (Caneacho 2000).

Na busca dos mecanismos de origem e evolugcdo dos cromossomos
supranumerarios, varios estudos concernentes a analise das sequéncias de seu DNA tém
sido realizados em diferentes organismos como insetos (Eickbush & Werren, 1992;
Lopez-Lebdnet al., 1994; Cabrer@t al.,, 1999; Perfectti & Werren, 2001), plantas
(Cuadrado & Jouve, 1994; Jamilegtaal., 1995; Frankst al., 1996) e anfibios (Sharbel
et al., 1998). Todavia, ainda sdo escassos os trabalhos relativos as analises das
sequéncias do DNA nos cromossomos B de peixes.

Com o0 uso da técnica de hibridagéacsitu fluorescente (FISH), varias sondas
cromossémicas vém sendo produzidas, com o intuito de proporcionar um melhor
entendimento sobre questdes evolutivas, filogenéticas e estruturais e funcionais, no
estudo do genoma de peixes neotropicais. Dentre as sondas ja obtidas, tém destaque
aquelas relativas a segmentos repetitivos do genoma, como a sonda Ashjadax

scabripinnisobtida por Mestrineet al. (2000), sondas SATH1 e SATH2 Riechilodus
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lineatus (Prochilodontidae) obtida por Jesas al. (2003) e a sonda 18S DNAr de
Prochilodus argentey®btida por Hatanaka & Galletti (2004).

O meétodo de construcdo de sondas por microdisseccdo para pintura
cromossOmica total (WCP: Whole Chromosome Painting), desenvolvido e aplicado a
partir da década de 90 (Kao, 1990; Melteeal, 1992) tem sido amplamente utilizado
em VAarios grupos animais, assim como na citogenética humana. Entretanto, esta
metodologia sé recentemente comecou a ser direcionada para estudos cromossémicos
em peixes e a obtencdo de sondas especificas de cromossomos supranumerarios neste
grupo tornou-se uma prioridade na estruturacdo de mapas gendmicos. Até o presente
momento, sondas para este tipo de polimorfismo cromossémico foram descritas somente

por meio da utilizacdo de enzimas de restrigao.
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2 OBJETIVOS

Constatando-se a necessidade de informacdes sobre a estrutura e papel dos
rearranjos cromossOmicos na estruturacdo do genoma dos peixes, foram realizadas
investigacOes sobre as caracteristicas citogenéticdsmnax scabripinnjgendo por
objetivos principais:

a) caracterizar citogeneticamente diferentes populacéesAgiganax scabripinnis
encontradas nos componentes das bacias hidrogréaficas dos rios Tieté e Paranapanema
(regido de Botucatu), inicialmente através da coloracdo convencional Giemsa;

b) identificar a localizac&o e distribuicdo das regides organizadoras de nucléolo (RONS),
nos representantes de populagbes desta espécie em diferentes localidades, através de
impregnacdo com nitrato de Prata e CromomicigdCMA; - fluorocromo especifico

para regides GC);

c) identificar os padrbes de distribuicdes de heterocromatina constitutiva (Banda C) nos
cromossomos dos individuos nas populacgoes;

d) identificar a presenca de cistrons ribossdémicos nos cromossomos do complemento A,
com a aplicagcdo da técnica de hibridacéo situ’ fluorescente (FISH), utilizando

sondas de DNAr 5S e 18S;

e) identificar, com 0 uso das técnicas de bandamento classico e molecular, marcadores
gue possam fornecer informagdes comparativas entre as diferentes populacoes;

f) estabelecer os padrdes de diversificacdo e interpretar os mecanismos envolvidos no

processo de especiacdo deste grupo de peixes;

22



Soantos, NM Objetivo

g) contribuir com informacdes citogenéticas tanto para a compreensao das relagdes entre
as espécies do géneAstyanaxquanto entre as diferentes populagbes da espécie

scabripinnis correlacionando os resultados obtidos com dados disponiveis na literatura.
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3 MATERIAL

Os exemplares coletados foram previamente identificados no Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes de Botucatu, para confirmacdo da espécie alvo do estudo.
Foram analisados 173 exemplares da espé&tiganax scabripinni§-igura 1), coletados
em diferentes localidades do Estado de Sao Paulo (Tabela 1 e figura 2), em componentes
das bacias hidrograficas dos rios Paranapanema e Tieté, respectivamente coérregos
Cascatinha (Figura 3), corrego Cintra (Figura 4), coérrego Estancia Funari (Figura 5),
corrego Capéo Bonito (Figura 6) e corrego Cachoeira do Barbosa (Figura 7).

Os animais foram coletados com o auxilio de pucgés e redes de arrasto. Apds
serem capturados, foram transportados até o laboratério e mantidos em aquarios aerados
até seu sacrificio para a obtencdo de preparacbes de cromossomos metafasicos, através
da extracdo de fragmentos de tecidos da por¢cédo anterior do rim e branquias, em alguns
casos. Para os estudos moleculares foram coletadas amostras de tecido do figado ou

musculo, com o intuito de se proceder posteriormente a extracdo e purificacdo do DNA.
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ﬂBaeia do rio Tieté fémeas machos latitude/longitude \

corrego Cascatinha 39 34 °5325.3"
W 48° 29’ 20.4”
coérrego Cintra 29 23 S 22052'37.2"
W 48° 28’ 55.2”
coérrego Funari 09 08 S 22°53' 09.1"

W 48° 29’ 22.3” /

/Bacia do rio Paranapanema fémeas machos latitude/ longitude \

cérrego Capao Bonito 10 12 S 22°54' 58.1"
W 48° 30’ 22.5”
corrego Cachoeira do Barbosa 03 06 S 22°55'43.6”

K W 48° 30’ 22.5” /

Tabela 1 —Locais de coleta, nUmero de exemplares estudados e localizagdo geogréafica

dos pontos de captura dos exemplareAstganax scabripinnis

Apés o processamento, os peixes foram numerados de acordo com o livro de registros
do laboratério, fixados inicialmente em formol a 10% e posteriormente conservados em
alcool etilico a 70% e depositados na colecdo de peixes do Laboratorio de Biologia e
Genética de Peixes do Departamento de Morfologia, do Instituto de Biociéncias,

Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 1 - Exemplar déAstyanax scabripinnjgproveniente do cérrego da Cascatinha.

Figura 2 —Mapa hidrolégico do Estado de S&o Paulo, evidenciando as bacias hidrogréaficas dos
rios Tieté e Paranapanema, indicando os locais de coleta corregos Cascatinha, Cintra, Estancia

Funari, Capao Bonito e Cachoeira do Barbosa. b(fonte:Google imagens).
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Locais de coleta dA.scabripinnisem componentes das bacias dos rios Tieté e Paranapanema
na regido de Botucatilrigura 3- Corrego Cascatinh&igura 4- Cérrego CintrafFigura 5-

Cérrego Funarifigura 6- Cérrego Capado Bonitdsigura 7- Cérrego Cachoeira do Barbosa.
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4 METODOS

4.1 Estimulacdo de Mitoses

Para obtencdo de um maior nimero de mitoses, foi utilizada a técnica de
estimulacdo da divisdo celular através da injecdo prébia de solucdo de fermento
biolégico nos exemplares, descrita inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios
e répteis, utilizada por Lee e Elder (1980) para pequenos mamiferos e adaptada para
peixes por Oliveirat al. (1988b). O procedimento consiste em:
a) preparar uma solucao de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte proporcéao -
0,5g de fermento, 0,5g de acucar e 7ml de agua destilada;
b) incubar a solugdo em banho-maria’@ppor cerca de 20 minutos;
c) injetar a solugédo dorso-lateralmente no peixe na propor¢cdo de 1ml/100g de peso do
animal,

d) deixar o animal em aquario bem aerado por 48 a 72 horas.

4.2 Preparacdes de cromossomos mitoticos

A técnica utilizada para a obtencéo de preparacdes cromossdémicas para a analise
citogenética, realizada em células extraidas de tecido da parte anterior do rim para a
obtencéo de cromossomos metafasinogvo, foi a descrita por Forestt al. (1981), e
utilizada com algumas modificages. O procedimento consiste em:
a) injetar no animal com uma seringa solugdo aquosa de colchicina 0,025% (na
proporcdo de 1ml/100g de peso do animal) na regido intra-abdominal, entre as

nadadeiras peitorais e ventrais. Deixa-lo nadando livremente por 50 minutos;
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b) sacrificar o animal retirando o tecido renal, de preferéncia o tecido localizado na
porcao anterior do 6rgdo, com o auxilio de tesouras e pin¢as de ponta fina;

c) colocar os fragmentos de tecido retirados em placa de Petri contendo cerca de éml
solucao hipotonica (KCI 0,075M);

d) dissociar o material, procurando obter uma suspensao de células. Para tal, primeiro
deve-se dissociar o material com pingcas de ponta fina e, depois, homogeneizar com o
auxilio de uma Pipeta Pasteur;

e) retirar a suspensao celular da placa de Petri e coloca-la em um tubo de centrifuga.
Deixar o tubo no interior de uma estufa a 37° C, durante 21 minutos;

f) retirar a suspenséo celular da estufa, colocar 7 gotas de solucdo fixadora gelada
(metanol e acido acético na proporcdo de 3:1, respectivamente). Agitar levemente a
mistura com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Deixar em repouso por 5 minutos a
temperatura ambiente;

g) adicionar cerca de 6ml de fixador e novamente agitar a mistura. Levar para centrifuga
a 1000rpm por 10 minutos;

h) retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 6 ml de fixador;

i) centrifugar por 7 minutos a 1000rpm;

j) centrifugar por mais 2 ou 3 vezes;

l) pingar o material em laminas e seca-las ao ar livre.

4.3 Coloracdo com Giemsa

Para coloracdo com Giemsa, utilizou-se o seguinte procedimento:

a) hidrolisar o material contido na lamina em HCL 1N a 60° C por cerca de 3 minutos;
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b) corar com uma solugdo de Giemsa a 5 % em tampéo fosfato (pH=6,7) por 10
minutos.

c) deixar secar e examinar ao microscopio.

4.4 Deteccao de heterocromatina constitutiva (banda C)
Para a obtencéo de bandas C, foi utilizada a técnica descrita por Sumner (1972),
com algumas modificacdes, conforme o descrito abaixo:
a) hidrolisar o material das laminas por 30 minutos em HCL 0,2N, a temperatura
ambiente;
b) lavar a lamina em 4gua destilada;
c) passar por uma solucéo de hidroxido de béario Ba{@¢tra de 1 minuto;
d) lavar em HCL 1N a 60° C. Lavar em agua destilada;
e) incubar por 30 minutos em 2x SSC (pH=6,8), a 60° C;
f) corar por aproximadamente 30 minutos com Giemsa na propor¢ao de 1:20 em tampao

fosfato (pH=6,7).

4.5 Localizagdo das regibes organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs), através da
impregnacdo com nitrato de Prata

As RONs foram detectadas utilizando-se a técnica de impregnacdo com nitrato
de Prata descrita por Howell & Black (1980).

Sao utilizadas duas solucdes:
- Solucéo A: solucéo coloidal reveladora: 1g de gelatina muito bem dissolvida em 50 ml

de &gua deionizada. Acrescenta-se 0,5ml de acido férmico.
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- Solugédo B: solucédo de nitrato de Prata: 1g de AgNi@solvida em 2ml de agua
deionizada.

Essas solucdes, depois de preparadas, devem ser mantidas em frascos escuros, a
4° C.

O procedimento utilizado para coloracédo das RONSs foi 0 seguinte:
a) hidrolisar o material contido nas laminas por 3 minutos em HCL 1N a 60° C;
b) secar as laminas;
C) pingar uma gota de solucéo A e duas gotas de solucéo B sobre o material na lamina,
cobrir com laminula;
d) deixar as laminas sobre um suporte no interior de um banho-maria a 60° C;
e) em alguns minutos (aproximadamente 3 minutos) a mistura das solucbes se torna
marrom dourada;
f) lava-se a lamina em agua deionizada e deixa-se secar,
g) corar com Giemsa na propor¢édo de 1:30 da solugdo-mée em tampdo fosfato (pH=6,7)

por 30 segundos.

4.6 Bandamento com o fluorocromo base-especifico Cromomicing @&CMA 3)

Para a deteccdo de regibes cromossdmicas ricas em pares de bases GC foi
utilizada a técnica descrita por Schweizer (1976), que emprega o corante Cromomicina
A3 (CMA3). A técnica consiste em:

a) colocar sobre as laminas uma solucdo de tampédo Mcllvaine + MgCI2 e cobrir com
laminula. Incubar em placa de Petri umidecida com 0 mesmo tampéao por 10 minutos;
b) retirar o tampé&o da lamina cm pipeta Pasteur e, sem lavar as laminas, secar a parte de

trds das mesmas;
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c) depositar as laminas em placa de Petri, colocar 150 ml de cromomicina (0,5 mg/ml),
cobrir com laminulas lavadas em etano no momento do uso e deixar 0 conjunto dentro
de uma caixa escura por 15 minutos;

d) retirar as laminulas em tampao Mcllvaine, lavando as laminas vagarosamente nesta
solucao;

e) incubar as laminas em solucdo methyl-green/hepes por 15 minutos;

f) lavar as laminas em solucéo de hepes/NaCl;

g) secar as laminas, pingar sobre elas uma gota de glicerol com propilgalato e depositar
uma laminula para montagem de uma lamina permanente;

h) deixar as laminas no escuro e na geladeira por pelo menos 20 dias antes da analise;

I) observar e fotografar em microscopia de fluorescéncia.

4.7 Microdissecgdo cromossdmica

Para a realizacdo da técnica de microdissec¢cdo cromossdmica, foram utilizadas
preparacbes cromossOmicas de exemplarefAstganax scabripinnjscoletados no
corrego do Cascatinha, Botucatu (SP), portadores de somente um cromossomo B (um
metacéntrico grande). O cromossomo em questao foi capturado das preparacdes com o
auxilio de um micromanipulador TransfermanR NK2 (Eppendorf) acoplado a um
microscopio invertido Axiovert 100 (Zeiss) e equipado com microagulhas de vidro.
Apbs capturados, foram depositados em solucédo Mix para amplificacdo contida em tubo
Eppendorf.

4.7.1 Preparo das microagulhas
Os capilares de vidro com diametro de 1.0mm (World Precision Instruments,

Inc.) foram submetidos a temperatura de 51-530C muanopipette puller(PC-10
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Narishigue) para a obtencdo de microagulhas com diametro compativel com o tipo de
cromossomo a ser microdissectado.
4.7.2 Processamento da microdissec¢cdo cromossémica
Para a realizacdo da microdisseccdo cromossdmica, foi utilizado o

material resultante da suspensdo celular mantida em metanol, seguindo-se o
procedimento que consistiu em: retirar uma aliquota e acrescentar acido acético (3 partes
de suspenséo celular para 1 parte de acido acético). Pingar uma ou duas gotas sobre uma
laminula bem limpa. Corar a preparacdo cromossdmica com Giemsa a 5% por 10
minutos para a identificacdo do cromossomo de interesse. Microdissectar cerca de 10
cromossomos por experimento. Apds cada microdissecacdo, quebrar a ponta da
microagulha no interior de um tubo de 0,5ml contendo o mix da primeira reacao de
amplificacdo (DOP-PCR) ou uma solucéo de proteinase K 2IO{8ZOMP).
4.7.3 Obtencao de sondas a partir de cromossomos microdissectados - DOP-PCR

A metodologia de DOP-PCR foi utilizada para a amplificacdo e marcacédo do
DNA dos cromossomos microdissectados. Esta técnica de PCR consiste numa
amplificacdo inespecifica dos cromossomos microdissectados com o0 usopdenam
degenerado (DOP - Degenerate Oligonucleotide Primer), conforme proposto por
Teleniuset al. (1992). A DOP-PCR compreende duas etapas de amplificagdo, uma de
baixa estringéncia (primeira PCR) e outra de alta estringéncia (segunda PCR) e PCR de
marcacgao.
4.7.3.1 Primeira PCR

Na primeira amplificagcdo, condicdes de baixas temperaturas permitem o

anelamento dprimer degenerado e a extensado de varios sitios no genoma.
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Num tubo de 0,5ml, preparar um mix contendo 0s seguintes reagentes:

Agua milli-Q autoclavada 15,0ul
Tampéo Termosequenase (10x) 2,51
dNTP (2mM cada) 2,51
Primer DOP (10uM) 2,5ul

Ap0s a adicdo dos cromossomos microdissectados ao tubo de 0,5ml, contendo o

mix acima, aquecer a 950C por 10 min e centrifugar brevemente. Em seguida,
acrescentar 26 da enzima Termosequenase 4U/ul (Thermo Sequenase Cycle
Sequencing Kit, USB). As amplificagbes foram realizadas num termociclador PTC-
200TM Peltier Thermal Cycler (MJResearch, Inc.) de acordo com as seguintes
condicgodes:

94°C ---- 3min

94°C ---- 1min e 30seg

12 ciclos 37°C ---- 2min
37°C ---- 1min, com acréscimo de 0,2°C/seg até 72°C

72°C ---- 2min

94°C ---- 1min e 30 seg
30 ciclos { 62°C ---- 1min

72°C ---- 30seg

Manutencéo a 4°C
Checar os produtos da reacao de amplificacédo em gel de agarose a 1%.
4.7.3.2 Segunda PCR
A segunda amplificacéo foi preparada para um volume final glenbén tubo de

0,5ml, com os seguintes reagentes:
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Agua milli-Q autoclavada 28,51
Tampdao da enzima (10x) 5,0ul
MgCI2 (50mM) 4,0ul
dNTP (2mM cada) 5,0ul
Primer DOP (1QM) 5,0ul
Taq (5Ufl) 0,5ul
Produto da 1@ PC 2,0ul

Posteriormente, a amplificacdo foi realizada de acordo com as seguintes
condicgodes:

90°C ---- 3min
94°C ---- 1min e 30seg
30 ciclos { 56°C ---- 1min e 30seg
72°C ---- 1min e 30seg
Manutencao a 40C
Checar os produtos da reacao de amplificacédo em gel de agarose a 1%.
4.7.3.3 PCR de marcagao
No PCR de marcacédo foram utilizados os reagentes descritos abaixo, para um

volume final de 5QI. As condi¢bes de amplificacdo foram as mesmas descritas para a

segunda PCR.

Agua milli-Q autoclavada para marcagéo com biotina 29,51
zl;ua milli-Q autoclavada para marcagao com digoxigenina gg,an
Tampao da enzima (10x) 5,0ul
MgCI2 (50mM) 4,0ul
dATP (2mM) 1,0ul
dCTP (2mM) 1,0ul
dGTP (2mM) 1,0ul
dTTP (2mM) para marcagéo com biotina 0,5ul
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ou ou

dTTP (2mM) para marcagdo com digoxigenina 0,6ul
Biotina-16-dUTP (1mM) 0,5ul
ou ou

Digoxigenina-11-dUTP (1mM) 0,7ul
Primer DOP (1AM) 5,0ul
Tag (5Ufl) 0,5ul
Produto da 22 PC 2,0ul

Checar os produtos da reacao de amplificacdo em gel de agarose a 1%.

4.7.4 Precipitagdo da sonda
Adicionar ao produto obtido anteriormente, 1/10 do seu volume de acetato de

sédio 3M e duas vezes o volume total de etanol absoluto gelado. Incubar a -700C
overnight, centrifugar a 16000xg por 10 minutos. Descartar o sobrenadante e lavar o
pellet com 50ul de etanol 70%. Centrifugar a 16000xg por 5 minutos. Descartar o

sobrenadante, secar em estufa e ressuspender em 40ul de agua milliQ autoclavada.

4.7.5 Hibridacaoin situ fluorescente (FISH)
As sondas utilizadas na hibridagacsitu foram sequéncias do DNAr 5S,

isoladas por PCR a partir do DNA nuclearlégorinus elongatugMartins & Galetti
JR, 1999) e sequéncias de DNAr 18S, obtida por PCR a partir do DNA nuclear de
Prochilodus argenteugHATANAKA E GALETTI JR, 2005).
4.7.5.1 Marcagdo da sonda

As sondas de DNAr 5S isoladas por PCR foram marcadas pelo método de nick
translation com o uso do kit “BioNi¢K Labeling System” (Invitrogen).

Para cada lamina foi preparada a seguinte reacao:
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dNTP mix (Kit) 1l
Enzima mix (Kit) 1l
DNA (200ug/ul) 1l
Agua estéril X ul
volume total oul

As substancias foram bem misturadas, centrifugadas brevemente e incubadas por
30 minutos a 1.

O protocolo seguiu do seguinte modo: parar a reacdo com a adicaade&igp
Buffer. Acrescentar a reacdo, 1/10 do volums) (de acetato de Sédio 3M e o dobro do
volume (221) de etanol 100% gelado. Misturar invertendo o tubo, centrifugar
rapidamente e colocar no freezer — 70° C por 1 hora. Centrifugar por 15 minutos a
15.000rpm a 4° C. Descartar o sobrenadante e adiciopardsO etanol 70% gelado.
Centrifugar por 5 minutos a 15.000rpm a 4° C. Descartar sobrenadante com cuidado e
deixar secar. Depois, ressuspender eindgiagua Milli Q.

A sonda de DNAr 18S foi marcada por PCR de acordo com a seguinte reacao:

Agua milli-Q autoclavada para marcacio com biotina 29,5u

ou ou

Agua milli-Q autoclavada para marcacdo com digoxigenina 29,21l

Tampao da enzima (10x) 5,0ul
MgCl, (50mM) 4,0ul
dATP (2mM) 1,0ul
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dCTP (2mM) 1,0ul
dGTP (2mM) 1,0ul
dTTP (2mM) para marcagéo com biotina 0,5ul
ou ou

dTTP (2mM) para marcacado com digoxigenina 0,64l
Biotina-16-dUTP (1mM) 0,5ul
ou ou

Digoxigenina-11-dUTP (1mM) 0,7ul
Primer F (2mM) 2,50l
Primer R (2mM) 2,50l
Taq (5Ufl) 0,5ul
Produto da 22 PC 2,0ul

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condicdes:

94°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
34 ciclos 63°C ---- 1 min
72°C ---- 1 min e 30 seg
72°C ---- 5 min

4°C ---- manutencao
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O produto de PCR (cerca de 1800pb) foi digerido cahd8 DNase (0,005U/
ul) por 15 minutos a &, incubado por 10 minjutos a®@para a inativagdo da DNase
e em seguida precipitado, como consta no protocolo de SCOMP.
4.7.5.2 Preparacao das laminas

Lavar as laminas contendo as preparacfes cromossdmicas em PBS 1x por 5
minutos a temperatura ambiente. Desidratar em uma série de etanol a 70%, 85% e 100%
por 5 minutos em cada banho a temperatura ambiente. Tratar com uma solucdo de
RNAse (100ug/ml) por 1 hora em camara Umida 2@7Lavar duas vezes em solugdo
de 2xSSC por 10 minutos e em PBS 1x por 5 minutos. Tratar com pepsina 0,005% em
10 mM de HCI por 10 minutos a %7. Lavar em PBS 1x a temperatura ambiente por 5
minutos. Em seguida, fixar com formaldeido 1%/PBS 1x/MgCI2 50mM por 10 minutos
a temperatura ambiente. Lavar em PBS 1x por 5 minutos e desidratar em série de etanol
a 70%, 85% e 100% por 5 minutos em cada banho a temperatura ambiente. Desnaturar
as laminas em formamida 70% dissolvida em 2xSSC@ [@0r 2-5 minutos. Desidratar
novamente em série de etanol a 70%, 85% e 100% por 5 minutos em cada banho.
4.7.5.3 Hibridacéo e detec¢do dos sinais correspondentes

Este procedimento foi realizado seguindo-se o seguinte protocolo:
a) o preparo da solucéo de hibridacao foi realizado em um tubo de 0,6ml contendo 6 ul
da sonda, ao qual foram adicionadogllde formamida (concentracdo final 50%j 6
de sulfato de dextrano 50% (concentracéo final 10%q)l el® 20xSSC (concentracao
final de 2xSSC). Em seguida, a sonda foi desnaturada a 100° C por 10 minutos e passada

imediatamente ao gelo;
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b) colocar 3QlL de solucédo de hibridagdo sobre a laminula e inverter a lamina sobre a
laminula. Manter as laminas com o material voltado para baixo em camara Umida
(2xSSC) a 37° C overnight;

c) decorrido este tempo, lavar as laminas 2 vezes em solu¢do de formamida 15% em
0,2xSSC pH 7,0 por 10 minutos cada (com agitac&o);

d) lavar as laminas 3 vezes em solucdo de 0,1xSSCG @O 5 minutos cada (com
agitacao);

e) lavar Tween 0,5% em 4xSSC por 5 minutos a temperatura ambiente (com agitacao).

f) incubar as laminas NFDM 5% em 4xSSC por 15 minutos;

g) lavar as laminas 2 vezes em Tween 0,5% em 4xSSC a temperatura ambiente (com
agitacéo);

h) detectar as sondas marcadas com biotina cqrthd#gavidina-FITC (4l de FITC

10ng/d + 26ul de NDFM) ou com digoxigenina com dGde antidigoxigenina rodamina

(4l de antidigoxi 10ngfl + 26ul de NDFM) por 30 minutos a 3¢ em camara tmida.

i) Detectar a dupla FISH conuldde FITC + 4l de antidigoxi + 22. de NDFM por 1

hora a 37C em camara Umida;

j) lavar as laminas 3 vezes em Tween 0,5% em 4xSSC por 5 minutos (com agitacao).

l) Desidratar as laminas em série de alcool 70%, 85% e 100% por 5 minutos em cada
banho. Secar;

m) montar a lamina com p0de antifade (VectaShield, Vector Laboratories, Inc.) + 0,7

de iodeto de propidio (p@/mL) ou com antifade/DAPI (VectaShield, Vector
Laboratories, Inc.) e cobrir com laminula. Guardar @G-$or poucos dias, ou entdo a —

20° C permanentemente antes ou apds a andlise.
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4.8 Andlises cromossomicas

As suspensfes celulares coradas com Giemsa, submetidas a coloracdo com
nitrato de Prata para a localizacdo das RONs e submetidas a técnica de bandamento C
para identificacdo de heterocromatina constitutiva foram analisadas em microscopio
optico. As preparacbes cromossOmicas submetidas as técnicas citogenéticas foram
analisadas em microscopio Optico Olympus. As imagens foram capturadas com o uso do
programa Image Pro Plus versdo 6.0 para Windows (Media Cybernetics) e os cariotipos
foram montados com o auxilio do programa Adobe Photoshop versdo 7.0.1. Os
cromossomos tiveram sua morfologia estabelecida de acordo com a relagdo de bracos
(RB), segundo as proporc¢des propostas por Letvah (1964) e foram classificados em
metacéntricos (m) (RB de 1,00 a 1,70), submetacéntricos (sm) (RB de 1,71 a 3,00),
subtelocéntrico (st) (RB de 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (a) (RB maior que 7,00). Feitas
as medidas cromossOmicas e estabelecido o nimero de cromossomos metacéntricos (M),
submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A), 0S Cromossomos

foram arranjados segundo o tipo (m, sm, st, a) e em ordem decrescente de tamanho.

4.9 Montagem dos Cariotipos
Feitas as medidas cromossdmicas e estabelecido o numero de cromossomos,
estes foram identificados, emparelhados com seus provaveis homélogos e organizados

para a disposicao final do cari6tipo.
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5 RESULTADOS

Os resultados e a discussdo dos dados obtidos nas andlises citogenéticas e de
citogenética molecular encontram-se apresentados na forma de capitulos, referentes aos
topicos abordados. As citacdes bibliograficas referentes a cada capitulo estdo

discriminadas no item Referéncias, visando otimizar a apresentacao da dissertacao.

5.1 CAPITULO | - ESTUDOS CITOGENETICOS CLASSICOS EM Astyanax
scabripinnis (CHARACIFORMES, CHARACIDAE), EM COMPONENTES DAS

BACIAS HIDROGRAFICAS DOS RIOS TIETE E PARANAPANEMA, SP.

5.2 CAPITULO Il- MAPEAMENTO GENICO DE SITIOS REPETITIVOS DE

DNAr 5S E 18S EMAstyanax scabripinnis (CHARACIFORMES, CHARACIDAE).

53 CAPITULO Il — IDENTIFICACAO DE CROMOSSOMO
SUPRANUMERARIO DE  Asyanax scabripinnis (CHARACIFORMES,
CHARACIDAE) POR SONDA CROMOSSOMICA OBTIDA POR

MICRODISSECCAO.
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CAPITULO I

Edudos citogenéticos classicos Astyanax scabripinnis,
em componentes das bacias hidrograficas dos rios Tieté e
Paranapanema, SP
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RESUMO

Astyanax scabripinni® uma espécie de peixe de pequeno porte, popularmente
conhecida como lambari. Vem sendo estudada com grande interesse por possuir uma
ampla diversidade cariotipica, com numeros diploides de 2n=46, 2n=48 e 2n=50 e um
cariotipo diversificado. Além disso, € comum nesta espécie a presenca de cromossomos
supranumerarios e casos de triploidia natural. No presente estudo, com a aplicacdo de
técnicas classicas de citogenética utilizando coloracdo béasica dos cromossomos, foi
possivel caracterizar cinco populagfes da esp&tiganax scabripinnia partir da anélise
de exemplares coletados em cdérregos componentes das bacias hidrografica dos rios Tieté e
Paranapanema. Os resultados evidenciaram um cariétipo composto por 2n=50
cromossomos, comum a todos os exemplares de todas as localidades. As técnicas
citogenéticas utilizadas, apos a estimulagcdo mitotica, foram a coloragdo convencional com
Giemsa, identificagdo dos padrdes de distribuicdo de heterocromatina constitutiva (bandas
C), deteccao das regides organizadoras de nucléolo pela impregnacdo com nitrato de Prata
(Ag-RONSs) e coloragdo com o fluorocromo CMAOs resultados obtidos revelaram
formulas cariotipicas diferentes para cada populacéo, sendo de (6m, 16sm, 14st, 14a) para
os exemplares do cérrego da Cascatinha; (6m, 20sm, 14st, e 10a) do corrego Cintra; (4m,
18sm, 16st e 12a) do cOrrego da Estancia Funari; (6m, 16sm, 14st, 14a) do corrego Capao
Bonito e (6m, 16sm, 14st, 14a) do coOrrego Cachoeira do Barbosa. A técnica de
bandamento C revelou a presenca de blocos heterocromaticos na regido terminal do brago
longo dos cromossomos nos exemplares de trés localidades, cérrego da Cascatinha,
corrego do Cintra e cOrrego da Estancia Funari, enquanto os do cérrego Capao Bonito
revelaram blocos heterocromaticos na regido centromérica de alguns cromossomos do
complemento. Na amostra do cérrego Cachoeira do Barbosa, além das marcacdes

centroméricas também foram detectadas marcacdes na regido telomérica do brago longo
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de dguns cromossomos. Com a impregnacao por nitrato de Prata (Ag-RON) foi possivel
observar marcagBes mdltiplas na porcao telomérica do braco curto dos cromossomos nos
exemplares do corrego do Cascatinha; RONs simples, marcando apenas um par, também
na regido telomérica do braco curto, nos do cérrego do Cintra; RONs mudltiplas com
marcacdes na regido intersticial de dois pares cromoss6micos nos do cérrego da Estancia
Funari; e RONs simples marcando apenas um par cromossdmico na regidao terminal do
braco curto,nos exemplares do corrego Capao Bonito e do corregmw€iaa do Barbosa.

A utilizando da coloragdo com o fluorocromo CMPAevelou segmentos marcados nos
mesnos cromossomos envolvidos com as RONs, nos exemplares analisados em todas as

localidades.

INTRODUCAO

A citogenética tem gerado resultados importantes para a compreenséo das relacdes
entre ou dentro de diferentes ordens, familias e géneros de diferentes organismos. Em
peixes, h4 registros de um grande numero de variagdes cromossémicas que identificam, em
parte, a adaptabilidade das espécies em diferentes ambientes. Os peixes Neotropicais
apresentam uma grande variabilidade cariotipica, tanto inter quanto intra-especifica, sendo
gue os numeros cromossdmicos diploides neste grupo variam de 2n=20 cromossomos em

Pterolebias longipinniaité 2n=132 em Corydoras aend@iveira et al., 1988).

Considerada componente de um complexo de espécie denominado por Moreira-
Filho & Bertollo (1991) de “complex®cabripinnis”, a espécidstyanax scabripinnjs
caracterizada por ampla dispersdo nas bacias hidrograficas da regido, apresenta grande
diversidade morfologica e cariotipica. Estudos realizados por Mizoguchi & Martins-Santos

(1998) em quatro populacdes da bacia do rio Parana e por Maistto(1998) em nove
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populades das sub-bacias dos rios Paranapanema, Pardo e Tieté permitiram caracterizar as
diferentes populagcfes através de andlises citogenéticas e morfométricas, confirmando a
hipétese do “complexo scabripinhisConsiderando suas caracteristicas bioldgicas

associadas a dados morfolégicos, esta espécie se tornou bastante atrativa aos
citogeneticistas, sendo atualmente um dos grupos de peixes mais estudados

cromossomicamente da ictiofauna neotropical.

A intensificacdo das andlises citogenéticas vem mostrando que varias situacoes
podem estar presentes entre as diversas populac@esya@ax scabripinnisExemplares
desta espécie coletados em um mesmo rio (Piracuana), mas em diferentes altitudes (1800 e
780m), apresentaram os mesmos numeros dipléides de 2n=50 cromossomos, mas com
constituicdes cariotipicas, padroes de bandamento C e de distribuicdo das RONSs distintas
(Souza & Moreira-Filho, 1995). Em outro estudo, Soatkal (1995) detectaram dois
citétipos distintos em condi¢cdes de sintopia e simpatria, em exemplares analisados
provenientes do corrego Canta Galo, sub-bacia do rio Tieté, sendo que um apresentava
2n=50 e outro 2n=48 cromossomos, além de variacdes na distribuicdo da heterocromatina
constitutiva. A mesma situacdo foi observada por Maistral (2000) nos exemplares
capturados no rio Tamandua/SP, tributario do rio Paranapanema, onde também foi
verificada a ocorréncia simpatrica de citétipos com 2n=48 e 2n=50 cromossomos. Segundo
os autores de ambos os trabalhos, as diferencas numéricas e estruturais entre os dois
citotipos, ainda que com o mesmo numero de bracos (NF), sugerem que principalmente
rearranjos do tipo robertsoniano tenham atuado na diversificacdo dos mesmos, nao
descartando, entretanto a possibilidade de que os citétipos teriam se originado de estoques

diferentes e apenas recentemente comegaram a viver em simpatria.

A andlise cariotipica de exemplares da espdciescabripinnistambém tem

revelado a ocorréncia de polimorfismo cromossémico caracterizado pela presenca de
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crompssomo supranumerario, tendo sido identificados diferentes tipos de cromossomos B
com base na sua morfologia e nos padroes de heterocromatina constitutiva (Salvador &
Moreira Filho, 1992; Maistret al, 1996; Mizoguchi & Martins-Santos, 1997; Nebal,
2000b.). Também foi verificado que a frequéncia dos cromossomos B pode variar nas
populacdes, de acordo com a altitude da localidade de estudo (Porto-¢toatsio97;

Néo et al., 2000).

Quanto as regides organizadoras de nucléolo (RONs), podem ser encontrados em
Characidae cariétipos que mostram apenas um par de RONs, bem como cariétipos com
multiplas RONSs. Particularmente em peixes, as RONs tem sido alvo de intensos estudos
que relacionam a evolucao dos grupos com os graus de polimorfismo de tamanho, nimero
e localizacéo deste segmento gendmico (Foetsal, 1981; Almeida-Toledo& Foresti,

1985; Galetti Jr., 1998). Além disso, ekstyanax scabripinnipodem ser encontradas
também variacdes intra-especificas, como no caso de exemplares que apresentaram de 1 a
15 RONSs (Rocon-Stange & Almeida Toledo, 1993; Souza & Moreira-Filho, 1995; Vicente

et al, 1996; Ferreet al, 2001).

A heterocromatina constitutiva em peixes é normalmente estudada pela aplicacao
da técnica de bandamento C, para caracterizar distintos modelos de distribuicdo nos
caridtipos. Analises comparativas dos padrdes de distribuicdes tém direcionado para um
grande entendimento da genética e das relacdes evolutivas dentro e entre diferentes grupos,
além de contribuirem para estudos taxondmicos (Galedti dt, 1991; Almeida-Toledet
al., 1996). EmAstyanax os estudos das regifes heterocromaticas tém sido utilizados para
caracterizar populacdes (Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Saiza, 1995; Souzat al.,

1996; Mizoguchi & Martins-Santos, 1997; Maistro., 1998).
No presente trabalho, o objetivo principal foi identificar marcadores citogenéticos

pelo estudo das variacOes cariotipicas em diferentes populacdasydeax scabripinnis
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encontadas em componentes das bacias hidrograficas dos rios Tieté e Paranapanema,
visando a compreensdo dos mecanismos envolvidos nos processos de diversificacdo
cromossOmica nesta espécie. Por se tratar de um grupo bastante diversificado e pouco
estavel, informagbes sobre a morfologia e composicdo dos seus cromossomos podem

auxiliar na compreenséao das relacdes entre os componentes deste grupo de peixes.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares coletados foram previamente identificados no Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes de Botucatu, para confirmacdo taxonémica da espécie alvo
do estudo. Foi realizada a andlise citogenética de 173 exemplares da Aspgriax
scabripinniscoletados em diferentes localidades do Estado de Sao Paulo, em componentes
das bacias hidrograficas dos rios Tieté e Paranapanema.

Para obtencdo de maior niumero de mitoses, foi utilizada a técnica de estimulagéo
da divisdo celular através da injecdo prévia de solugdo de fermento bioldgico, descrita
inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios e répteis, utilizada por Lee e Elder
(1980) para pequenos mamiferos e adaptada para peixes por Olivei{a ¢2&).

As preparagdes cromossdmicas para a analise citogenética foram obtida a partir
fragmentos de tecido da parte anterior do rim, seguindo o protocolo descrito por gtoresti
al. (1981) e utilizado com algumas modificacdes.

As RONSs foram detectadas utilizando-se a técnica de impregnag¢do com nitrato de
Prata, descrita por Howell & Black (1980) e para a obtencdo de banda C, foi utilizada a
técnica descrita por Sumner (1972), com algumas modificacdes. A deteccdo de regides
cromossOmicas ricas em pares de base GC foi realizada segundo a técnica descrita por

Schweizer (1976), que emprega o corante Cromomici{&€MAz3).
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RESULTADOS E DICUSSAO

Astyanax scabripinnié uma espécie de peixe que possui relatos de varios citotipos
em diferentes populagfes. Viertaal, (1998) descreveram o cariétipo de trés populacdes
diferentes, todas da regiao de Botucatu-SP. A populacéo do ribeirdo da Quinta apresentou
namero dipléide de 2n=50 cromossomos, a do rio Capivara, com dois cit6tipos diferentes
apresentou 2n=48 e 2n=50 cromossomos e a do corrego Agua da Madalena, apresentou
trés citétipos diferentes 2n=46, 48 e 50, além de alguns exemplares com cromossomos
supranumerarios. Abel e Moreira- Filho (1998) descreveram outras duas populacdes, sendo
cada uma proveniente de riachos diferentes da bacia do rio S&o Francisco com 2n=46 e 50
cromossomos. Comparando-se os padrdes cariotipicos ja descritos com os das populacdes
dos componentes das bacias dos rios Tieté e Paranapamema relatados no presente trabalho,
observa-se que, apesar da grande variabilidade cariotipica estas apresentam-se dentro do
padrdo mais comum descrito para a espécie, com 2n=50 cromossomos, sem diferenciacdo
cariotipica visivel entre fémeas e machos que pudessem indicar a presenca de
cromossomos sexuais. Porém, alguns individuos do corrego da Cascatinha apresentaram
um Ccromossomo supranumerario, metacéntrico, de tamanho similar ao maior par do
complemento A e um individuo, da mesma localidade, apresentou dois cromossomos

supranumerarios do tipo metacéntrico grande.

Entre os 73 exemplares do corrego da Cascatinha analisados, todos apresentaram a
férmula cariotipica padréo para a espécie, identificada por (6m, 16sm, 14st, 14a) (Figura
1). Entretanto, foram encontrados 22 exemplares com um cromossomo supranumerario
(Figura 7), além de um individuo portador de dois cromossomos B (Figura 8) nesta
populacdo, com este cromossomo extra presente em maior frequéncia nas fémeas. Entre ao
individuos analisados (39 fémeas e 34 machos), 28 fémeas e 9 machos apresentaram

cromossomo B. Esta diferenca na freqiéncia dos cromossomos supranumerarios foi
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obsevada a partir do més de junho de 2008, sendo que nas amostras analisadas de julho de
2006 a dezembro de 2007, a frequéncia encontrada foi proporcional para machos e fémeas.
Porto-Forestiet al,(1997), analisando exemplares Ale scabripinnisde trés diferentes
trechos do coérrego da Cascatinha, SP, o0 mesmo citado anteriormente, observaram
significativa diferenca na frequéncia de cromossomo B, quando comparada ao sexo dos
animais, sendo que 57,1% das fémeas e apenas 8,7% dos machos apresentavam
cromossomo B. No entanto, Rocon-Stange e Almeida-Toledo (1993), observaram

cromossomo B restritos a exemplares machos.

A variagdo na frequéncia dos cromossomos B também tem sido relatada nas
populacdes, de acordo com a altitude. Porto-Fogesli, 1997 estudaram a frequéncia dos
Cromossomos supranumerarios e a densidade populacional dessa espécie em trés trechos
consecutivos do corrego do Cascatinha (Botucatu, SP), tendo sido verificada maior
frequéncia de cromossomos B nos individuos capturados nas regibes mais elevadas.
Estudos realizados por Nex al (2000) em trés populacbes de scabripinnisque
ocorremem diferentes altitudes ao longo de um mesmo riacho, identificaram a presenca de
diferentes tipos de cromossomos B em relacdo a morfologia e tamanho nas duas
populacdes de maior altitude (1920m e 1800m) e sua auséncia na populacdo de 700m. Os
autores concordaram que o modelo encontrado seria melhor interpretado sob a luz da teoria
parasitica de evolucdo de cromossomos B, segundo o qual esses elementos seriam mais

frequientes em condi¢cBes ambientais mais favoraveis para a espécie.

Na populacéo do cérrego do Cintra foi encontrado o padréo caridtipo de (6m, 20sm,
14st, 10a) (Figura 2) em individuos de ambos os sexos. Na amostra analisada, que constou
de 52 exemplares (29 fémeas e 23 machos), ndo foram encontrados individuos portadores

de cromossomos supranumerarios.
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Os 17 exemplares da populagéo do corrego da Estancia Funari analisados (9 fémeas
e 8 machos) apresentaram a férmula cromossémica (4m, 18sm, 16st, 12a) para individuos
de ambos os sexos (Figura 3), ndo sendo observada também a presenca portadores de

Cromossomos supranumerérios nessa amostra.

Os 22 exemplares analisados da populacdo do cérrego Capao Bonito (10 fémeas e
12 machos) apresentaram numero dipléide de 2n=50 cromossomos, de modo igual ao das
demais populagbes, sem a presenca de cromossomos supranumerarios. A férmula
cariotipica apresentou-se como (6m, 16sm, 14st, 14a) em individuos de ambos 0s sexos

(Figura 4).

As analises realizadas nos 09 exemplares provesidat@opulacdo do corrego
Cachoeira do Barbosa (3 fémeas e 6 machos) também apresentaram numero diploide de
2n=50 cromossomos, sem a presenca de cromossomos B. A formula cariotipica encontrada

para individuos de ambos os sexos foi (6m, 16sm, 14st, 14a) (Figura 5).

Comparando os dados cariotipicos obtidos com os descritos na literatura, pode-se
verificar que existem apenas algumas pequenas diferencas quanto aos cari6Apos de
scabripinniscom os demais j& descritos. Essas diferencas podem refletir a existéncia de
pequenos rearranjos que foram sendo fixados independentemente nas diversas populagoes,
determinadas pelo isolamento das populacbes em estudo nos pequenos riachos
componentes dos ambientes de cabeceira da bacia hidrografica. Nao pode ser descartado o
fato de serem determinadas por diferencas decorrentes de erros na organizacao dos

cariotipos.

O numero diploide das espécie podem variar principalmente devido a alteracbes
cariotipicas do tipo fusdes e/ou fissbes céntricas dos cromossomos. Estas alteracdes foram

descritas por Maistret al, 2000 entre os individuos de uma populacaé.decabripinnis

51



Santos, NM Capituto [

do corego Tamandua-SP, onde foram observados dois numeros diploides, 2n=48
(6m+28sm+4st+10a) e 2n=50cromossomos (6m+26sm+4st+14a) caracterizando-se em
dois citotipos diferentes. Frente a estas diferencas observadas em individuos da mesma
populacao, os autores propuseram que 0s animais analisados teriam um ancestral comum e
que a melhor hipotese para explicar essa diferenca seria a ocorréncia de translocacao
Robertsoniana entre dois pares de cromossomos acrocéntricos de um individuo com 50
cromossomos. No presente trabalho, todas as popula¢cées analisadas apresentaram igual
namero dipléide de 2n=50 cromossomos, coincidindo com o namero dipldide mais comum
encontrado para esta espécie e mostrando diferenciacdes determinadas por rearranjos

internos, provavelmente inversdes, sem modificar o numero dipléide.

O bandamento C, técnica amplamente utilizada em estudos citogenéticos de peixes
(Almeida-Toledoet al, 1996; Margarido e Galetti Jr., 1999; Mantovatial, 2004),
permite identificar a distribuicdo da heterocromatina constitutiva ao longo dos
cromossomos e tem sido aplicada na identificacdo de polimorfismos cromossdémicos
(Molina, 1995), na identificacdo de cromossomos sexuais (Galetti & Foresti, 1986;
Andreataet al, 1992; entre outros) e para caracterizar espécies ou grupos de espécies

(Galetti et al., 1991; Margarido & Galetti, 1996, entre outros).

Entre os peixes, ha uma tendéncia para a presenca de blocos heterocromaticos
centromeéricos e teloméricos (Almeida-Tolextaal, 1981; Goldet al, 1986; Garciat al.,
1987; Forestet al, 1989) e Dergan & Bertollo (1990) indicam que ha uma predominancia
de bandas C pericentroméricas entre os Characiformes. Entretanto, &oets{iL989)
nao consideram a existéncia de tendéncia que indique localizacéo preferencial de bandas C
entre as espécies de familia Characidae. Refor¢cando esta hipétese, verifica-se que Astyanax

scabripinnisapresenta predominancia de bandas heterocromaticas teloméricas (Moreira-
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Filho e Bertollo, 1991; Maistret al, 1992), enquanto emoenkhausia santafilomenae

blocos de heterocromatina intersticial estdo presentes em varios cromossomos.

O emprego da metodologia proposta por Sumner (1972) para identificar a
heterocromatina constitutiva, além de auxiliar no pareamento de cromossomos homélogos,
também permite a identificacdo de rearranjos cromossdmicos e eventos estruturais do
genoma que contribuem com informacdes de interesse para estudos da evolugéo cariotipica
das espécies de um grupo taxonémico. Anscabripinnis esta se apresenta localizada
preferencialmente na regido pericentromérica da maioria dos cromossomos e,
predominantemente, em blocos (grandes ou pequenos) na regido telomérica de alguns
cromossomos dos grupos de subtelocéntrico e/ou acrocéntrico (Mdiatrdl994; Souza
e Moreira —Filho, 1995; Mizoguchi e Martins- Santos, 1998; Maistral. 2000). No
presente trabalho, blocos de heterocromatina constitutiva foram identificados em posicao
terminal em alguns cromossomos do complemento, nos exemplares das populacées
analisadas déstyanax scabripinnis. Na amostra do corrego da Cascatinha, todos os
individuos apresentaram blocos heterocromaticos na regido terminal do braco longo de 4
pares de cromossomos, sendo 3 pares de cromossomos do tipo acrocéntrico e 1 par de
cromossomos do tipo subtelocéntrico (Figura 6). Os individuos com 2n=51 (com 1 B)
apresentaram, além dos blocos heterocrométicos presentes no cariétipo padrdo, um
cromossomo B totalmente heterocromatico, de uma coloracdo diferenciada do padrao
observado nos cromossomos do complemento A (Figura 7). O individuo com 2n=52
cromossomos (02 Bs) apresentou marcacdes banda C positivas em 5 pares cromossémicos,
sendo 3 pares de cromossomos acrocéntricos e 2 pares de cromossomos subtelocéntricos

(Figura 8).

Quando a mesma técnica foi utilizada nos exemplares do corrego do Cintra, foram

observados pequenos blocos heterocromaticos na regido terminal do braco longo de 5 pares
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de acomossomos acrocéntricos (Figuras 9a e b). Nos exemplares do corrego da Estancia
Funari foi possivel observar marcacao na regido terminal de diversos cromossomos, tanto
no braco curto como no braco lon@eiguras 10a e b) e nos individuos da populagédo do
correggo Capao Bonito, pequenos blocos de heterocromatina constitutiva foram marcam a
regido centromérica de diversos cromossomos do complemento (Figuras 114 eds).
individuos do corrego Cachoeira do Barbosa, os cromossomos apresentalém de
pequenos blocos heterocrométicos na regido centromérica de diversos cromossomos,
também marcacdes na regido terminal do braco longo de alguns pares cromossémicos

(pares 6, 12, 13, 19 e 20) (Figuras 12a e b).

Uma grande diversidade na forma blocos heterocromaticos foi observada entre as
populacdes analisadas. Nos individuos provenientes de localidades da bacia hidrografica
do Rio Tieté, a grande maioria dos cariétipos apresentou marcagbes nos maiores pares
cromossOmicos subtelocéntricos e na maioria dos cromossomos acrocéntrico. Contudo, nas
duas populacfes pertencentes a bacia do Rio Paranapanema os individuos apresentaram
marcacfes centroméricas. Esta diversidade e variabilidade apresenta-se como uma
ocorréncia comum neste grupo de organismos e parece reforcar a hipotese da existéncia de

um complexo de espécies, como postulado por Moreira-Filho e Bertollo (1991.

As regides organizadoras de nucléolo (RONS) constiteerelentes marcadores
citotaxondémicos, podendo ser utilizadas em propostas de filogenia em certos grupos. Em
peixes, 0 numero e/ou a localizacdo das RONs foram descritos para cerca de 231 espécies,
sendo que 164 (71%) apresentaram RONs simples, 35 (15%) apresentaram 2 pares de
cromossomos nucleolares e 32 (14%) apresentaram mais de 2 pares de cromossomos

portadores de RONSs (Oliveira & Foresti, 1994).
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Algumas subfamilias de Characidae podem ser caracterizados por apresentarem
RONs simples, com@ryconinae(Almeida-Toledoet al., 1996; Margarido e Galetti Jr.,
1996) ou multiplas com8errasalminadGaletti Jr., Silva e Cerminaro, 1985b). As RONs
podem ser simples, presentes em um par cromossdmico, ou multiplas, presentes em mais
de um par de cromossomos. No gémisstyanaxforam descritos varios sistemas de RONs
multiplas (Pfister e Moreira-Filho, 1997; Pastetial, 1998; Barro®t al, 1998; Robaina
et al, 1998). Para a espécke scabripinnis Rocon stange e Almeida- Toledo (1993)
observaram de um a 15 cromossomos com marcacdes pelo nitrato de Prata. Nos
exemplares no corrego da Cascatinha (Figura 6) foram evidenciadas marcagdes frequentes
na regiao terminal do braco curto de 3 cromossomos do tipo submetacéntrico, sendo
constante nos cromossomos do par 11. Nos exemplares do cérrego do Cintra, as regides
organizadoras de nucléolos (RONs) foram localizadas na porgéo telomérica do braco curto
em um par cromossdmico do tipo submetacéntrico, sendo constantes nos cromossomos do
par 12 (Figura 13).0s individuos provenientes da amostra do cérrego tinéta Funari
apresentaram marcagfes na regidao intersticial de cromossomos dos tipos submeta e
subtelocéntricos, de numeros 5, 10 e 13, além de marcacgdes terminais do brago longo dos

cromossomo dos pares 10 e 18 (Figura 14).

Tais evidéncias parecem ser comuns no processo de modificacdes cariotipica entre
0S peixes, uma vez que envolvem regidbes de DNA repetitivo, que apresentam
caracteristicas especificas de dispersdo nos conjuntos cromossémicos das espécies. Tais
particularidades parecem ser determinadas por eventos de permuta desigual ou de
duplicacdes, modificando a quantidade de sequéncias repetidas nos cromossomos. Em
outros Characidae, como em Cynopotaminae (Falcdo & Bertollo, 1985), Triporteinae
(Falcao, 1988; Bertollo & Cavallaro, 1992) e Serrasalminae (Gatedi, 1985b; Cestari

& Galetti, 1992a,b; Martins-Santet al., 1994, Cestari, 1996) também foram detectadas
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RONs multiplas. Outra espécie de Characidae, pertencente a subfamilia Tetragonopterinae,
Tetragonopterus chalceudortellaet al, 1988) também apresenta mais de um par de

cromossomos portadores de RONSs.

A caracterizagdo da RONs em posicao intersticial merece maior destaque, pois
envolve a ocorréncia de modificagdo cromossdmicas determinantes da diversificacao
cariotipica das populac¢des. Nos individuos do corrego Capado Bonito, a marcag¢do ocorreu
em um par cromossémico (par 5), ou seja, RON simples, detectada na regido terminal do
braco menor (Figura 15). Por outro lado, nos individuos do corrego Cachoeira do Barbosa,
que também apresentaram RONs simples, as marca¢Bes foram evidenciadas na regido
terminal do braco curto no par 8 (Figura 16). Supbe-se que eventos secundarios de
modificagdo cromossOomica, como inversdes, devem ter ocorrido neste segmento

cromossomico, determinando o reposicionamento desta regido nucleolar.

Uma limitacdo apresentada pelo uso desta técnica de RON refere-se ao fato de que
a Prata ndo se liga as regibes de DNAr, mas sim as proteinas associadas a estrutura
nucleolar, limitando-se a identificar somente as RONs que estiveram ativas na interfase
procedente (Milleet al 1976). Entretanto, estas regides também podem ser evidenciadas,
independentemente de sua atividade transcricional, com o uso de corantes fluorescentes
como a cromomicina (CMA e a mitramicina (MM), especificos para segmentos ricos em
bages GC (Howell, 1982; Schimi@t al 1982; Rocchi, 1982; Satya-Prakash & Pathak,
1984; entre outros). Nas populacfesAdeyanax scabripinnianalisadasa coloracdo com
o fluorocromo CMA identificou segmentos marcados nos mesmos Cromossomos
envolvidos com as RONs (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21). Esta correspondéncia entre as
regides de RONs e CMA3 positivas indica uma composicao rica em bases GC nas regides
das RONSs, provavelmente presentes nas regides espacadoras dos genes ribossomais ou

entre sequéncias de DNA repetitivo adjacentes (Schimid, 1980). Contudo, este tipo de
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abordgem deve ser feito com ressalvas, visto que podem ocorrer regides cromossoémicas
igualmente ricas em GC sem correspondéncia com as RONs (&tt@bi 1999). No
presente estudo as marcacdes foram coincidentes com as RONs nas preparacdes dos
individuos das cinco localidades estudadas. Os fluorocromos como a Cromomicina vém
sendo bastante utilizados nos estudo citogenéticos de peixes uma vez que, além de
apresentam uma notavel relacdo com as regides nucleolares (Souza, Moreira-Filho,

Bertollo, 1995), também identificam regifes GC especificas.
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Fig.1 : Caridtipo de exemplar déstyanax scabripinnisio Cérrego da Cascatinha. O
cromossomo B esta em destaque.
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Fig. 2: Cariotipo de exemplar diploide Astyanax scabripinnis do Corrego do Cintra.
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Fig. 3: Cariotipo de exemplar de Astyanax scabripinnis do Cérrego da Estancia Funari.
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Fig. 4: Cariotipo de exemplar de Astyanax scabripionletado no corrego Capéao Bonito.
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Fig 5: Cariotipo de exemplar destyanax scabripinnisoletado no corrego Cachoeira do

Barbosa.
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Fig. 6: Metafases somaticas de exemplaAsigyanax scabripinnisom 2n=50 do c6rrego

da Cascatinha, submetidas a coloracdo sequencial: (a) metafase somatica submetida a
coloracdo convencional por Giemsa: (al) montagem do cariétipo; no detalhe, os
cromossomos portadores de RONSs; (b) metafase somatica evidenciando o padrdo de
heterocroméatica constitutiva; (b1) cariétipo da metafase submetida ao bandamento C; (c)

metafase somatica evidenciando os cromossomos com as marcacdes das RONS.
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Fig. 7: Metafases somaticas de exemplaAdganax scabripinnisom 2n=51 do corrego

da Cascatinha: (a) metafase somatica submetida a coloracdo convencional por Giemsa:
(al) cariotipo mostrando no detalhe o cromossomo supranumerario; (b) metafase somatica
evidenciando o padrdo de heterocromatica constitutiva pelo bandamento C; (b1) cariétipo

mostrando os pares cromossémicos com regides heterocromaticas.
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Fig. 8: Metafases somaticas e caridtipos de um individulstiganax scabripinnisom

2n=52 do corrego do Cascatinha, submetidos a coloracdo convencional com Giemsa (a e
al) e a técnica de bandamento C (b e b1). Notar os blocos evidentes na regidao terminal de

5 pares cromossOmico e 0S Cromossomos supranumerarios totalmente heterocromaticos

(2B).
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Fig. 9a: Metafase somatica de exemplarAdeyanax scabripinnisio corrego do Cintra,
evidenciando o padréo de distribuicdo de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 9b: Cariétipo de exemplar dAstyanax scabripinnisdo Cdérrego do Cintra,

evidenciando o padréo de distribuigdo de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 10a: Metafase somatica de exemplaAdiyanax scabripinnido corrego da Estancia
Funari, evidenciando o padréao de distribuicdo de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 10b: Cariotipo de exemplar detyanax scabripinniso cérrego da Estancia Funari,

evidenciando o padrao de distribuicdo de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 11a: Metafase somatica de exemplarAdeyanax scabripinnigoletado no corrego
Capédo Bonito, evidenciando blocos heterocromatico localizados principalmente nas

regides dos centrémeros.
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Fig. 11b: Cariotipo de exemplar destyanax scabripinnisio corrego do Capéo Bonito,
evidenciando o padréo de distribuicdo de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 12a: Metafase somatica de exemplarAdeyanax scabripinnigoletado no cérrego
Cachoeira do Barbosa, evidenciando os blocos heterocromatico localizados nas regifes

centroméricas e também nas regifes teloméricas dos cromossomos.
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Fig. 12b: Caridtipo de exemplar distyanax scabripinniddo corrego Cachoeira do
Barbosa, evidenciando o padréo de distribuicdo de heterocromatina constitutiva.
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Fig. 13: Cariotipo de exemplar déstyanax scabripinnisdo corrego do Cintra,
evidenciando as Ag-RONs (cromossomos do par 12).
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Fig. 14: Cariotipo um exemplar destyanax scabripinnigo corrego da Estancia Funari,

evidenciando as Ag-RONSs nos pares 5, 10 e 13.
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Fig. 15: Cariotipo um exemplar da&styanax scabripinnigio cérrego Capao Bonito,

evidenciando as Ag-RONS no par 5.
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Fig. 16: Caridtipo um exemplar dastyanax scabripinnisio cérrego Cachoeira do

Barbosa, evidenciando as Ag-RONSs no par 8.
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Fig. 17: Metéfase somética destyanax scabripinniglo cérrego do Cascatinha, tratada
com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). As setas indicam os sitios GC-positivos.

Fig. 18: Metafase somatica detyanax scabripinnislo cérrego do Cintra, tratada com o
fluorocromo Cromomicina (CMA3). As setas indicam os sitios GC-positivos.
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Fig. 19: Metafase somatica de Astyanax scabripidaisorrego da Estancia Funari, tratada
com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). As setas indicam os sitios GC-positivos.

Fig. 20: Metafase somatica destyanax scabripinnislo corrego Capéo Bonito, tratada
com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). As setas indicam os sitios GC-positivos.
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Fig. 21: Metafase somatica destyanax scabripinnislo corrego Cachoeira do Barbosa,
tratada com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). As setas indicam os sitios GC-
positivos.
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CAPITULO II

Mapeamento génico de sitios repetitivos de DNAr 5s e
18S emAstyanax scabripinni@Characiformes,
Characidae)
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RESUMO

A aplicacdo da técnica de hibridac#o situ nos cromossomos destyanax
scabripinnis utilizando as duas classes distintas de genes que codificam o RNA
ribossGmico, nos eucariontes identificadas como Classe maior do DNA ribossomal 45S
e a Classe menor de DNAr 5S, tem permitido reforcar a importancia destes segmentos
como marcadores interessantes para o estudo das relagGes entre espécies de peixes. No
presente estudo foi realizado o mapeamento cromossémico dos genes ribossomais 18S e
5S em representantes de quatro populacéésiyanax scabripinnjsle ocorréncia nas
bacias hidrograficas dos rio Tieté e Paranapanema. As analises das preparacdes
cromossomicas realizadas revelaram o mesmo numero diploide de 2n=50 cromossomos
para os individuos das quatro populacdes e quando as sondas de DNAr 5S e 18S foram
submetidas a hibridacdn situ fluorescente, verificou-se a presenca de segmentos de
DNAr 5S em um par cromossdmico nos individuos de todas as localidades, enquanto
que a sonda de DNAr 18S apresentou posi¢cdes diferenciadas nos individuos nas
diferentes localidades. Nas amostras dos cérregos Cascatinha e Cachoeira do Barbosa,
foram identificadas quatro marcacdes e as dos coOrregos da Estancia Funari e Capao
Bonito revelaram seis cromossomos marcados. Estes genes apresentaram-se em sintenia
em apenas um cromossomo no cariétipo dos exemplares provenientes da amostra do
corrego do Cachoeira do Barbosa. Os dados obtidos, além de revelarem aspectos
citogenéticos desta espécie, podem também ser utilizados em interpretacdes evolutivas,
auxiliando na compreensédo dos mecanismos envolvidos nas modificacdes da estrutura
cariotipica dos individuos e populacbes. Além disso, podem também auxiliar na

compreensdao das relagdes entre as espécies deste grupo.
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INTRODUCAO

Os estudos genéticos e citogenético-moleculares tém demonstrado que as
sequéncias de DNA e genes podem ser muitos Uteis como ferramentas para definir a
estrutura e revelar a organizacao e evolu¢cdo do genoma das espécies, além da grande
possibilidade de sua localizagdo nos cromossomos ser utilizada como marcadores
citogenéticos entre diferentes espécies. Embora nas duas ultimas décadas estudos
citogenéticos tenham sido realizados em um grande numero de espécies de peixes, tais
analises foram principalmente direcionadas para conhecimentos basicos da estrutura
cariotipica e poucos trabalhos foram realizados visando a caracterizacdo e mapeamento

cromossoOmico.

Marcadores citogenéticos e genéticos baseados no DNA tém sido desenvolvidos
principalmente para emprego na aquicultura, com o objetivo de melhorar tracos
importantes dos estoques de peixes, como 0 aumento do crescimento e a resisténcia a
doencas. De modo extensivo e principalmente a partir das ultimas décadas, marcadores
citogenéticos e citogenético-moleculares vém sendo utilizados para a constru¢do de
mapas genéticos, que podem oferecer beneficios particulares tanto para a aquicultura,
especialmente para a identificacdo de estoques, analises de caracteristicas quantitativas,
cruzamentos seletivos e acesso a variabilidade genética das populacdes, quanto na
proposicdo de conhecimentos bésicos da estrutura cromossdmica e do cariétipo das
espécies. Assim, 0s mapas genéticos tém se apresentado como ferramentas importantes
também para estudos comportamentais, morfologicos, filogeograficos e evolutivos,
entre outros.

O estudo de sequéncias repetitivas de DNA tem se mostrado Gtil no

esclarecimento de inUmeras questdes, incluindo a estrutura de regides centroméricas e
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teloméricas, origem e evolugdo de cromossomos sexuais e cromossomos B, e evolucao
do genoma como um todo. As sequéncias repetitivas de DNA podem encontrar
aplicacdo também no mapeamento fisico do genoma, contribuindo para o
desenvolvimento de marcadores genéticos de importancia significante na biologia
bésica e aplicada das espécies. E, neste contexto, a construcdo e integracdo de mapas
fisicos e genéticos representam a melhor estratégia para o entendimento da estrutura e
evolucdo do genoma de diversas espécies.

Os primeiros estudos citogenéticos em exemplare#\.dscabripinnis foram
realizados por Moreira-Filheet al (1978), em representantes de uma populagao
existente no ribeirdo do Bicudos (Brotas/SP), que apresentaram um numero dipléide
2n=50 cromossomos. Desde entdo, diversos trabalhos abordando aspectos estruturais
dos cari6tipos e cromossomos desta espécie tém contribuido com informacdes para o

conhecimento das relacdes entre os componentes deste grupo de organismos.

Nesse sentido, a realizacdo do mapeamento gendmico de individuos de
diferentes populacfes de scabripinnisrealizado com base na localizacdo e dispersao
de sitios repetitivos dos genes ribossomais 5S e 18S, poderdo fornecer informacdes
sobre a dinamica destes genes nos cariotipos e sobre os mecanismos de diversificacao

cromossOmica nesta espécies, contribuindo para estudos filogenéticos e evolutivos neste

grupo.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares coletados foram previamente identificados no Laboratério de

Biologia e Genética de Peixes de Botucatu. Foram analisados 173 exemplares da
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espécie Astyanax scabripinnigoletados em diferentes localidades do Estado de Sao
Paulo, em componentes das bacias hidrograficas dos rios Tieté e Paranapanema.

Para obtencdo de um maior nimero de mitoses, foi utilizada a técnica de
estimulacao da divisdo celular, que compreende a injecao prévia de solucao de fermento
bioldgico, descrita inicialmente por Cole e Leavens (1971) para anfibios e répteis,
utilizada por Lee e Elder (1980) para pequenos mamiferos e adaptada para peixes por
Oliveira et al (1988).

A técnica utilizada para a obtencéo de preparacdes cromossdmicas para a analise
citogenética foi realizada a partir de fragmentos de tecido renal, em células obtidas da
parte anterior do rim, conforme descrito por Foredtial (1981), com algumas
adaptacoes.

A hibridacdoin situ fluorescente foi realizada de acordo com procedimentos
descritos por Pinkeét al. (1986), com modificagOes, utilizando sondas obtidas de
sequéncias de DNA 5S da espdaporinus elongatus(Martins & Galetti Jr, 1999) e
de DNAr 18S da espécRrochilodus argenteufHatanaka e Galetti Jr., 2004). A sonda
5S foi marcada com digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR e os
sinais de hibridacao foram detectados usando anti-digoxigenina-rodamina. A sonda 18S
foi marcada com biotina 14-dATP por nick translation, seguindo as instru¢cdes do
fabricante (Bionick Labelling System — Invitrogen). A deteccdo e a amplificagcdo do
sinal de hibridizagéo foram realizadas usando Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) e
anticorpo anti-avidina biotinilado. A hibridacéo situ fluorescente foi realizada de
acordo com procedimentos descritos por Piekeall.(1986) com adaptacdes, utilizando
as sondas obtidas, sendo os cromossomos metafasicos contracorados com DAPI e

analisados em fotomicroscépio Optico (Olympus BX61) equipado para fluorescéncia.
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As imagens metafasicas foram capturadas usando o programa Image Pro Plus, 6.0

software (MediaCybernetics).

RESULTADOS E DICUSSAO

Considerada componente de um complexo de espécie denominado por Moreira-
Filho & Bertollo (1991) de “complexscabripinnis”, a espéciéstyanax scabripinnis
apresenta grande diversidade morfologica e cariotipica. Estudos realizados por
Mizoguchi & Martins-Santos (1998) em quatro populacdes da bacia do Rio Parana e por
Maistroet al. (1998) em nove populacfes das sub-bacias dos rios Paranapanema, Pardo
e Tieté permitiram caracterizar as diferentes populagdes por analises citogenéticas e
morfométricas, confirmando a hipétese dorhplexo scabripinnis Considerando suas
caracteristicas bioldgicagssociadas a dados morfologicos, esta espécie como um
modelo de estudo para os citogeneticistas, sendo atualmente um dos grupos de peixes

mais estudados da ictiofauna neotropical, do ponto de vista citogenético.

Os estudos genéticos e citogenético-moleculares tém demonstrado que as
sequéncias de DNA e genes podem ser muitos Uteis como ferramentas para definir a
estrutura e revelar a organizagdo e evolucdo do genoma das especies, além da sua
localizacdo nos cromossomos possibilitar sua utilizagdo como elementos de marcacgéo

especifica para diferentes espécies.

Os primeiros estudos com genomas completamente sequenciados foram focados
nas sequéncias de copia Unica ou com pequeno namero de copias. Pouca atencéo foi
dada, até entdo, aos DNA repetitivos e segmentos duplicados. Na maioria dos

organismos, as sequéncias repetitivas compreendem uma grande por¢cdo do genoma,
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sendoqueem cebola estas representam cerca de 95% do genoma (Elakell974) e
em humanos 50% ou mais do genoma (The Genome International Sequencing
Consortium, 2001). A variagdo no tamanho do genoma de diferentes eucariotos €
frequentemente associada a diferengas na quantidade de sequéncias repetitivas (Kidwell,
2002). A fim de se obter um melhor esclarecimento sobre a localizagcdo e a quantidade
exata de cistrons ribossdmicos, foi realizada a técnica e hibritesio (FISH) com a
utilizacdo da sonda de DNAr 18S. Esta técnica vem se mostrando uma ferramenta
bastante utilizada na deteccdo e mapeamento das RONs ao longo do complemento
cromossomico, pois podem identifica-las independentemente da sua atividade durante a
interfase (Peres, 2005).

A hibridag&oin situ na espéciéstyanax scabripinnigonfirmou a presenca de
DNAr 18S coincidente com as Ag-RONs em todas as localidades. Porém, nos
exemplares da populacdo do corrego do Cascatinha, foram detectadas quatro marcactes
na regido terminal do bracgo curto dos cromossomos (Figura 1); quando a mesma sonda
foi utilizada na populacdo do cérrego da Estancia Funari, foi possivel observar seis
marcacOes, quatro delas localizadas visivelmente nas regides intersticiais dos bracos
cromossOmicos, sendo que as demais marcagdes se mostram na regido telomérica do
braco longo, coincidentes com as posi¢des identificadas pela impregnacdo por Prata
(Figura 2).

A ocorréncia de um numero maior de sitios identificados pela hibridacsitu
pela sonda de DNAr 18S que aqueles identificados pela técnica de impregnacéo por
nitrato de Prata, é relativamente comum em peixes, como observado em diferentes
espécies comdloplias malabaricus(Born e Bertollo, 2000)Astyanax scabripinnis
(Ferro et al, 2001; Kavalco e Moreira-Filho, 2003) Rrochilodus lineatugJesus e

Moreira-Filho, 2003), entre outras. Nos exemplares do cérrego Capao Bonito, a
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hibridacaan situ de DNAr com a sonda 18S se mostrou presente em seis Cromossomos,
sendo duas marcacdes identificadas na regiéo terminal do bracgo curto e as outras quatro
marcacdes na por¢cdo telomérica do brago longo dos cromossomos (Figura 3); ja na
populacdo do corrego Cachoeira do Barbosa, 0 uso desta mesma sonda (18S) mostrou
quatro marcagdes, todas na porcao telomérica do bracgo curto (Figura 4). Tendo em vista
que a situacdo mais comum entre 0s peixes € a ocorréncia de NORs simples, com
envolvimento de apenas um par de homélogos, a presenc¢a de marcacdes localizadas em
posicdo intersticial em alguns cromossomos poderia se constituir em eventos
secundarios, ocorridos durante o processo de diversificagao.

O gene ribossomal DNAr 5S é considerado altamente conservado (@aaina
1996). Por ser um gene conservado e localizado em diferentes areas do genoma,
também tem sido utilizado como ferramenta para estudos filogenéticos e como um
marcador populacional (Martins e Galetti Jr., 2001). E estruturado na forma de uma
sequéncia menor dos genes ribossomais que ndo participa da formacao do nucléolo. A
unidade de repeticdo do DNAr 5S é uma sequéncia de 120pb associada a espacadores
nao transcritos (Long e David, 1980) bastante varidaveis, que possibilita um grande

dinamismo a esse genes (Williams e Strobeck, 1985).

Analisando as populacdes amostradafisiyanax scabripinnipela aplicacéo
da técnica da hibridacao situ fluorescente (FISH) com a sonda de DNAr 5S, verifica-
se 0 mesmo numero de marcacdes (dois cromossomos) em todos 0s exemplares
analisados, em todas as localidades (corregos Cascatinha, Funari, Capao Bonito e
Cachoeira do Barbosa), com as marcacdes presentes na por¢ao terminal do brago longo
dos cromossomos (Figuras 1, 2, 3 e 4). Entre os Characiformes, a maioria das espécies
estudadas apresenta um nuamero maximo de quatro sitios de DNAr 5S, localizados

preferencialmente em regido intersticial dos cromossomos, préximo ao centrémero,
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regido esta que poderia ser considerada estratégica para a manutencao e preservagado do
gene, uma vez que estaria menos sujeita a permuta genética e a dinamica dos rearranjos
cromossémicos (Martins & Galetti Jr., 2001). Dados disponiveis para diferentes
componentes da familia Characidae, vém mostrado ampla variabilidade envolvendo o
namero e a localizagdo desses sitios nos cariétipos das espéciese{(Farr®2001;

Almeida-Toledo et al 2002; Kavalco et gl2004; Mantovani et 312005).

As variacdes encontradas na microestrutura dos caridtipos dos exemplares nas
diferentes populacdes destyanax scabripinnigstudadas, em relacdo ao numero de
marcacOes, sua localizacdo nos cromossomos e sua identificagdo com outros
marcadores citoldgicos, como as regides organizadoras de nucléolos caracterizadas pela
marcacao com Prata, reforcam a acdo extensiva e a dindmica dos agentes modificadores
da estrutura cromossGmica nesta espécie. Verifica-se expressiva diferenciacédo
cromossOmica entre as amostras analizadas, determinada provavelmente pelo habito de
vida dos animais em regides restritas da cabeceira de rios e riachos, sendo que tais
ambientes parecem favorecer a fixacdo das modificacbes ocorridas, uma vez que a
combinacdo de genotipos seria dificultada pelas barreiras fisicas interpostas. Tal
contexto reforca a idéia de que tais organismos constituem bons modelos de estudo dos
mecanismos envolvidos na diversificacdo cromossémica e, portanto, do processo de

especiacao deste grupo.
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Fig.1 : Metafase somatica déstyanax scabripinnisdo cdorrego do Cascatinha,
submetida a hibridacéio situ fluorescente (Double FISH) com a sonda de DNAr 5S

(marcacao verde) e 18S (marcacao vermelha).

Fig. 2. Metafase somatica destyanax scabripinniglo corrego do Estancia Funari,
submetida a hibridacéio situ fluorescente (Double FISH) com a sonda de DNAr 5S

(verde) e 18S (vermelha). Notar marcacdes intersticiais presentes em 4 cromossomos.
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Fig. 3: Metafase somatica d&styanax scabripinnigio corrego do Capédo Bonito,
submetida a hibridacéio situ fluorescente (Double FISH) com a sonda de DNAr 5S

(marcacao verde) e 18S (marcacao vermelho).

Fig. 4. Metafase somatica distyanax scabripinnisdo cérrego do Cachoeira do
Barbosa, submetida a hibridacéositu fluorescente (Double FISH) com a sonda de

DNAr 5S (verde) e 18S (vermelho). Notar marcacdo dupla num dos cromossomos.
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CAPITULO III

|dentificacdo de cromossomo supranumerarifstganax
scabripinnis(Characiformes, Characidae) por sonda
cromossOmica obtida por microdisseccao
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RESUMO

Estudos recentes, realizados com a aplicacdo de técnicas moleculares, tém
buscado identificar aspectos da estrutura, possivel fungcdo e origem dos cromossomos
supranumerarios. Estes elementos genémicos tém sido identificados em um numero
expressivo de espécies de peixes da regido Neotropical e sua presenca aparentemente
neutra para 0s organismos portadores, constitui um aspecto ainda pouco resolvido nos
estudos cariotipicos. Analises de sequéncias de DNA descritas para cromossomos B em
peixes sugerem predominantemente uma origem intra-especifica. Com o objetivo de
analisar a presenca destes elementos, os cromossomos B, na déspgamax
scabripinnis foi utilizada uma sonda cromossdomica total obtida a partir da
microdisseccdo do cromossomo supranumerario do genoma de um individuo coletado
no corrego do Cascatinha, componente da bacia hidrografica do Rio Tieté, SP. Na
aplicacdo da técnica de hibridacdéo situ fluorescente (FISH) em preparacdes
cromossOmicas desta mesma espécie com a sonda especifica obtida, esta apresentou
homologia somente com as regides de heterocromatina que compde as cromatides do
cromossomo B, ndo sendo obtidas marcacdes nos cromossomos do conjunto A. Esta
auséncia de homogeneidade estrutural entre 0 cromossomo B e 0os cromossomos do
complemento A parece fortalecer a hipétese da origem e evolucdo independente do
cromossomo B em relacdo aos do complemento normal da espécie. Modificacdes
ocorridas na sequéncia do DNA durante o seu processo evolutivo teriam determinado a
diversificacdo deste cromossomo. Por outro lado, ndo pode ser excluida a possibilidade
deste cromossomo ter tido sua origem a partir de doadores externos e este novo material
geneético teria, entdo, se fixado no genoma desta espécie, seguindo seu processo proprio

de diferenciagéo.
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INTRODUCAO

As andlises cariotipicas realizadas na espécie de peixaabripinnistem
revelado a ocorréncia de uma extensiva diversificacdo da férmula cariotipica, embora
com pouca variagdo nos numeros diploide. Entre os fatores determinantes da
diversificacdo numérica dos cromossomos nesta espécie, um polimorfismo
caracterizado pela presenca de cromossomo supranumerario tem sido identificado,
determinando em alguns individuos a presenca de cromossomos B, caracterizados em
diferentes tipos com base na sua morfologia nos padrées de heterocromatina
constitutiva (Salvador & Moreira Filho, 1992; Maistet al, 1996; Mizoguchi &
Martins-Santos, 1997; Nest al, 2000b.). Também foi verificado que a frequéncia dos
cromossomos B nos individuos pode variar nas populagfes de acordo com diferentes
fatores considerados, como a altitude da localidade de estudo (Porto-¢tcakstB97;

Neo et al., 2000). Porto-Foresti al., 1997 estudaram a frequéncia dos cromossomos
supranumerarios e a densidade populacional dessa espécie em trés trechos consecutivos
do cérrego do Cascatinha (Botucatu, SP), tendo sido verificada maior frequéncia de
cromossomos B nos individuos capturados nas regides mais elevadas. Por outro lado,
em estudos realizados em trés populacoes. deabripinnisque ocorrenem diferentes
altitudes em um mesmo riacho, Netoal (2000) identificaram a presenca de diferentes

tipos de cromossomos B em relacdo a morfologia e tamanho nas duas populacbes de
maior altitude (1920m e 1800m), assim como sua auséncia na populacdo de 700m. Os
autores concordaram que o modelo encontrado seria melhor interpretado sob a luz da
teoria parasitica de evolucdo de cromossomos B, segundo o qual esses elementos seriam
mais frequentes em condicbes ambientais mais favoraveis para a espécit.aNeo

(2000) propuseram que 0 macrocromossomo B metacéntrico, bem como o

microcromossomo encontrados em individuos das populacfes analisadas, teriam se
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originado simultaneamente como isocromossomos, a partir de um cromossomo do
grupo subtelocéntrico/acrocéntrico presente no complemento padrdo desta espécie e que
0os demais tipos de cromossomos B encontrados representariam uma forma derivada
deste grande metacéntrico B.

As analises moleculares realizadas neste tipo de cromossomos tem revelado que
algumas sequéncias de DNA sao especificas dos cromossomos B, enquanto outras séo
compartilhadas com aquelas encontradas nos cromossomos do complemento padrao A
(Beukeboom 1994; Hackstert al, 1996; Camachet al, 2000, Jesust al, 2003;

Artoni et al, 2006). Os cromossomos supranumerarios sdo, de modo frequente,
tipicamente heterocromaticos e compostos por sequéncias de DNA repetitivo, as quais
podem variar dinamicamente em termos de tipos de repeticdes e nimero de coépias
(Amos & Dover,1981; Matzket al, 1990; Sandergt al, 1990; Eickbuslet al,1992;

Zeyl & Green 1992; Wilke®t al, 1995; Frankst al, 1996; Camachet al, 2000;
Jesuset al, 2003). Contudo, a ocorréncia de cromossomos B eucromaticos também ja

foi descrita em algumas espécies de peixes (Foresti et al., 1989).

O simples fato de sequéncias de DNA serem compartilhadas entre os
cromossomos A e B nos individuos portadores incita a hipotese da origem intra-
especifica destes cromossomos extras (Cabteab 1999; Camachet al, 2000). Por
outro lado, as sequéncias de DNA especificas de B podem ter surgido de uma rapida
diferenciacdo e evolucdo independente, ocasionando a perda de homologia com as
sequéncias dos cromossomos A dos quais foram derivados (hipétese intra-especifica)
(Jamilenaet al, 1994, 1995; Houbeet al, 1996; Pepperst al, 1997; Cabreret al,

1999; Camacheet al, 2000 entre outros) ou que os cromossomos B tenham sido
derivados de cromossomos introduzidos por meio de acasalamentos interespecificos

(hipotese interespecifica) (Sapre & Deshpande, 1987; McVean, 1995; Sxthakil
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1995; Perfectti & Werren, 2001, entre outros). Neste caso existem poucas descrigbes do

surgimento de cromossomos acessorios por meio deste mecanismo (Perfectti & Werren,
2001). A maioria das hipoteses, entretanto, tem se estabelecido a partir da idéia de uma
origem intra-especifica, na qual os cromossomos B sdo derivados do componente do
complemento cromossémico da prépria espécie, pelo fato de compartilharem seqiiéncias

homologas de DNA (Camacho et,&000).

Com o uso da técnica de hibridagéasitu fluorescente (FISH), varias sondas
cromossOmicas vém sendo produzidas com o intuito de proporcionar um melhor
entendimento sobre questdes evolutivas, filogenéticas e estruturais, entre outras, no
estudo de peixes neotropicais. Dentre as sondas ja obtidas tém destaque aquelas
relativas a segmentos repetitivos do genoma, como a sonda AsZstyknax
scabripinnis obtida por Mestrineret al (2000), sondas SATH1 e SATH2 de
Prochilodus lineatugProchilodontidae) obtida por Jesesal. (2003) e a sonda 18S

DNAr de Prochilodus argenteusbtida por Hatanaka & Galletti (2004).

O método de construcdo de sondas por microdisseccdo para pintura
cromossomica total (WCP: Whole Chromosome Painting), desenvolvido e aplicado a
partir da década de 90 (Kao, 1990; Meltgeal, 1992) tem sido amplamente utilizado
em varios grupos animais, assim como na citogenética humana. Entretanto, esta
metodologia sO recentemente comecou a ser direcionada para estudos cromossdmicos
em peixes e a obtencdo de sondas especificas de cromossomos supranumerarios neste
grupo tornou-se uma prioridade na estruturacdo de mapas gendmicos. Até o presente
momento, sondas para este tipo de polimorfismo cromossémico ja foram obtidas por

meio da utilizacdo de enzimas de restricdo e de microdisseccao (Voltolin, 2008).
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O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de uma sonda total do
macrocromossomo B encontrado em alguns individuos da espécie deAgigixeax
scabripinnispor microdisseccdo. O marcador cromossdmico assim obtido poderia ser
utilizado em estudos sobre a origem e evolucdo destes elementos supranumerrios na

espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados exemplares da espéaiyanax scabripinnig€oletados no
corrego do Cascatinha, componente da bacia do rio Tieté na regido de Botucatu/ SP,
Brasil. Para o estudo das caracteristicas cromossémicas, os individuos foram
submetidos a estimulagdo mitotica (Olivera al., 1988) e posteriormente foram
obtidas suspensdes direta de células renais, de acordo com método utilizado por Foresti

et al. (1981).

A obtencdo da sonda por microdisseccdo foi realizada de acordo com o
protocolo seguido por Muhlmanet al, (1995), utilizando um microscopio invertido
(Nikon) e um micromanipulador manual (5171-Eppendorf) com uma agulha de vidro
acoplada, previamente esterilizada. Foram microdissectados cerca de 6 cromossomos B
de um exemplar dA. scabripinnisportador de apenas 1 elemento supranumerario, 0s
quais foram transferidos para um tubo de microcentrifuga contendo 0,5 ml da solucao
para DOP-PCR, que consiste de 14,5 pl agua MiliQ, 2 ul de tampédo da
Thermosequenase 10X, 4ul de dNTP (2,5 mM cada) e 2 ul dep2inddr DOP (5’

CCG ACT CGA GNN NNNNAT GTG G 3) (Teleniust al, 1992). A solucdo contida
no tubo foi aquecida para desnaturacao inicial a 90°C, por 10 min. Em seguida,

adicionou-se 2,5 ul de 4U/ul termosequenase (Thermo Sequenase CycleSequencing Kit
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- USB). As reacdes de PCR foram realizadas em um Termociclador MasterCycler
Gradient da Eppendorf nas seguintes condi¢gdes: 94°C/3min, 12 ciclos a 94°C/1,5min.;
37°C/2min, 37°C/1s (subindo 0,2°C/s até 72°C); 72°C/2min seguido por 30 ciclos a
94°C/1,5 min.; 62°C/1min; 72°C/1,5 min. Apés o DOP-PCR, realizou-se uma PCR
convencional com uma reacdo de 33,5 pl de agua miliQ, 5 pl de Tampéo para PCR
10X, 4ul de MgCl2, 2 ul de dNTP (2,5 mM cada), 3 pl de 100 uM pfRer, 0,5 ul

de 5U/ul de Taqg polymerase e 2 ul do produto DOP-PCR. Por fim realizou-se uma
outra PCR para efetuar a marcacdo desta sequéncia especifica de DNA utilizando 32,5
ul de dgua miliQ, 5 ude tampéo para a Taq 10X,l4e MgClI2, 2 jhde dNTP (2,5 mM

cadg, 1y de dUTP Tetramethyl-rhodamine (Roche Diagnosticgjl, @e DOPprimer

(100 uM) e 0,5ul de 5Ufl Taq polymerase. Adicionou-se [2go produto da 22 PCR,
totalizando um volume final de 50uTanto a segunda como a terceira PCR foram
realzadas nas seguintes condi¢des: 90°C — 3min, 30 ciclos a 90°C — 1min e 30s; 56°C —

1min e 30s; 72°C — 1min e 30s.

A deteccao do sinal da sonda especifica do cromossomo B nos cromossomos da
preparacdo metafasica foi realizada com a aplicacdo da técnica de hibridghzaitédo
fluorescente (FISH), segundo o protocolo utilizado por Porto-Faesti. (2002). As
laminas foram contracoradas com DAPI e fotografadas em fotomicroscopio Olympus,

modelo BX50, equipado com Epi-Fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidas preparacfes cromossomicas de 73 exemplares (39 fémeas e 34
machos) deAstyanax scabripinnjsprovenientes do corrego do Cascatinha, regido de

Botucatu/SP. Todos apresentaram formula cariotipica padréo para a espécie (6m, 16sm,
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144, 14a), com o numero dipléide de 2n=50 cromossomos. Em 22 dos exemplares
analisados foi identificada a presenca de um cromossomo supranumerario do tipo

metacéntrico grande, de tamanho similar ao do maior par do complemento A.

A ocorréncia de cromossomos supranumerarios ou cromossomos B é descrita de
modo relativamente frequente em peixes, tendo sido caracterizada de modo eventual
(Venere et al., 1999) em algumas espécies ou constituindo sistemas permanentes (Pauls
& Bertollo, 1985, Oliveira et al., 2006), sendo considerados como elementos genémicos
aparentemente desprovidos de fungdo génica especifica (Foresti, 1998). Dentre as
espécies que compde o0 génArgtyanax os cromossomos B foram observados também
em alguns exemplares de eigenmaniorun{Stripeckeet al, 1985; Torres-Mariano,

2001), deA.scabripinnis(Salvador e Moreira —Filho, 1992; Porto-Forestial, 1997,
Maistroet al, 1994; Vicenteet al, 1996; Néo, 1999) e d& bockmann{Daniel,et al.,

2009), entre outros.

Com o intuito de analisar a origem e a evolucdo dos cromossomos B nesta
espécie, foi utilizada uma sonda obtida a partir do genoma de um individuo coletado no
corrego do Cascatinha, neste caso uma sonda especifica obtida por microdisseccao do
cromossomo supranumerario. Pela aplicacdo da técnica de hibridagifia a sonda
apresentou homologia somente com a heterocromatina que compde as cromatides do
cromossomo B (Figural). Este resultado indica uma auséncia de homogeneidade
estrutural entre 0 cromossomo B e 0os cromossomos do complemento A nos exemplares
da populacdo estudada. Assim, se tais elementos supranumerarios tivessem sido
originados a partir dos elementos do complemento A, estes teriam seguido uma
evolucéo independente e intensiva, determinando modificagdes profundas na sequéncia
de seu DNA para resultar em tal auséncia de homologia Por outro lado, ndo pode ser

excluida a possibilidade de uma origem independente ou a partir de doadores externos

90



Santos, NM capimto (!

deste material genético diferenciado no genoma desta espécie, que seguiu depois seu

processo proprio de diferenciagao individual.

Fig. 1: Hibridacaoin situ fluorescentecom a utilizacdo da sonda construida a partir do
cromossomo B (vermelho) em metafases somaticas de exemplar sabripinnisdo
corrego do Cascatinha. Observa-se a marcacao fluorescente consistente apenas no

Cromossomo supranumerario.

O método de construcdo de sondas por microdissec¢cdo para pintura
cromossomica total (WCP: Whole Chromosome Painting), desenvolvido e aplicado a
partir da década de 90 (Kao, 1990; Meltgeal, 1992) tem sido amplamente utilizado
em VAarios grupos animais, assim como na citogenética humana. Entretanto, esta
metodologia s6 recentemente comecou a ser direcionada para estudos cromossdmicos
em peixes e a obtencdo de sondas especificas de cromossomos supranumerarios neste
grupo tornou-se uma prioridade na estruturacdo de mapas gendmicos. Até o presente

momento, poucas sondas para este tipo de polimorfismo cromossémico foram obtidas,

91



Santos, NM capimto (!

sendo principalmente por meio da utilizacdo de enzimas de restricdo, como a sonda
As51 deAstyanax scabripinnisbtida por Mestrineet al. (2000), e as sondas SATH1 e
SATH2 de Prochilodus lineatug(Prochilodontidae), obtida por Jesas al. (2003).
Sondas especificas de cromossomos B obtidas por microdissec¢cdo apenas mais

recentemente comecaram a ser utilizadas (Voltolin, 2008)

Um aspecto intrigante dos cromossomos B € a obscura definicAo do seu
significado genético em termos de origem, funcdo, propriedades adaptativas e
implicagcbes evolutivas para os individuos portadores (Bougourd & Jones, 1997). Os
estudos objetivando o entendimento da origem e evolugdo dos cromossomos
supranumerarios tém levado, em geral, a consideracdo de que estes elementos
gendbmicos teriam uma origem intra-especifica, por n&o-disjuncdo cromossdmica
(Volobujev, 1981) ou pela formagao de isocromossomos (Mesetradr, 2000; Jesus

et al, 2003; Artoni et al 2006).

O padrdo de hibridacam situ obtido com a utilizacdo da sonda As51 por
Mestrineret al (2000) com a utilizacdo da enzima de restri§fnol, levou os autores a
sugerirem que a origem dos cromossomos BAerscabripinnisteria sido a partir da
formacdo de isocromossomos, pois sequéncias repetitivas em ambos os bracos do
macrocromossomo B confirmaram os resultados apresentados por éicah{@996),
gue encontraram caracteristica da heterocromatina do cromossomo B idénticas as de um

par de cromossomos do conjunto A desta espécie.

A auséncia de identidade entre os cromossomos supranumerarios e os do
complemento A enAstyanax scabripinnjsconstatada pelos resultados de aplicagcéo da
técnica de hibridacéia situ, com sonda resultante da microdissec¢édo do cromossomo B

de exemplar da propria espécie, leva a possibilidade do mecanismo de origem dos
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cromossomos B ser decorrente de um processo de hibridag&o interespecifica, conforme
descrito em vespas do génddansoniapor Perfectti & Werren (2001). O elemento

novo introduzido seria uma regido heterocromatica heter6loga ao genorda de
scabripinnise a interacao teria ocorrido em tempo recente. No entanto, ndo pode ser
descartada também a idéia da origem destes elementos extras decorrer de um processo
alternativo, conforme proposto por Foresti (1998), onde tais elementos poderiam surgir
ao acasode novo”, como resultado do processo fisioldgico normal das células e serem
submetidos ao processo seletivo. Modificagdes morfoldgicas e estruturais poderiam ter

ocorrido posteriormente.

Os dados obtidos neste trabalho levantam questfes de interesse para os estudos
nesta area, ndo s6 por se tratar da aplicacdo de uma técnica inovadora, que devera
contribuir de modo significativo para o entendimento da estrutura dos cromossomos
supranumerarios, bem como também possibilitar o levantamento de informagfes sobre

0S mecanismos envolvidos na origem e evolugdo destes elementos gendmicos.
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6 DISCUSSAO GERAL

Considerando as caracteristicas biologicagstganax scabripinnjsassociadas
aos seus dados morfologicos, esta espécie se tornou bastante atrativa aos
citogeneticistas, sendo um dos grupos de peixes mais estudados cromossomicamente da
ictiofauna Neotropical. Os dados citogenéticos obtidos nos estudos sobre a espécie
utilizada no presente trabalbhastyanax scabripinnjsconfirmam a extensa diversidade
cromossOmica desta espécie, que tem sido relatada em publicacdes de diferentes autores
(Moreira-Filho, 1989; Souzat al, 1995; Maistrcet al, 1999a; Mizoguchi & Martins-
Santos, 1998; Centofangt al, 2003; Necet al, 2000a) e, devido a grande diversidade
cariotipica encontrada, esta espécie de peixes foi considerada componente de um
complexo de espécies por Moreira-Filho & Bertollo (1991), denominadoaieplexo
scabripinnis.

As razbes para esta diversidade parecem decorrer principalmente as
caracteristicas biologicas deste grupo de peixes,Ascabripinnis € uma espécie de
agua doce, que vive preferencialmente em ambientes de cabeceira de rios e riachos,
podendo formar pequenas populagcdes isoladas e com dinamica evolutiva particular
independente. Estas particularidades resultam na possibilidade de surgirem rearranjos
cromossomicos distintos, que podem ser fixados em algumas populacdes (Moreira-
Filho et al, 2004). Lowe-McConnell (1969) enfatizou que o tamanho absoluto de certos
sistemas aquaticos € um importante fator no processo evolutivo dos peixes, desde que
muitas espécies estejam envolvidas dentro do mesmo sistema, isolados de rios
tributarios e habitando lugares com barreiras interpopulacionais, fisicas, quimicas ou
bioticas.

Desde de que as primeiras descricbes das caracteristicas cromossémicas de

Astyanax scabripinnicomecaram a ser realizadas em no inicio dos anos 90 por
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Savador & Moreira-Filho (1992), alguns individuos de algumas popula¢Bes desta
espécie tém mostrado também um polimorfismo cromossémico caracterizado pela
presenca de cromossomos supranumerarios. A partir destes trabalhos iniciais,
macrocromossomos supranumerarios foram encontrados também em exemplares de
diferentes localidades e bacias hidrogréficas, incluindo exemplares do cérrego
Cascatinha (Botucatu-SP), componente da bacia hidrografica do rio Tieté e objeto de
estudo do presente trabalho. Deve ser ressaltado, entretanto, que nos diversos estudos ja
realizados emAstyanax scabripinnjs diferentes tipos de cromossomo B foram
identificados, com base na sua morfologia e padrédo de heterocromatina constitutiva
(Salvador & Moreira-Filho, 1992; Maistret al, 1992; Maistrcet al, 1994a,b; Vicente

et al, 1994, Vicenteet al, 1996; Mizoguchi & Martins-Santos, 1997; Nefoal, 2000a

e b; Maistroet al, 2001; Moreira-Filheet al, 2001, 2004; Fernandes & Martins-Santos,
2005).

A utilizacdo de marcadores citogenéticos rotineiros em trabalho de citogenética
como Giemsa, RONs e Banda C e também de marcadores citogenético-molecular
(FISH), com a utilizacdo de sondas de genes ribossomais 5S e 18S revelaram uma
estrutura cariotipica preenchida de particularidades especificas para cada populagéo.
Foram encontradas diferencas quanto a localizacdo e distribuicdo da heterocromatina
constitutiva em trés populagbes (corregos Cascatinha, Cintra e Funari), que se
apresentaram na regido telomérica de alguns pares cromossdmicos, enquanto que nas
demais localidades (corrego Capéo Bonito e Cachoeira do Barbosa) se apresentaram
apenas na regido centromérica. Estes dados conferem com observacbes gerais nos
peixes, que apresentam uma tendéncia para a presenca de blocos heterocromaticos em
posicdo centromérica e telomérica (Almeida-Toledcal, 1981; Goldet al, 1986;

Garciaet al, 1987; Foresti et 311989).
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O macrocromossomo B encontrado no exemplareé.dgcabripinniscoletados
no cérrego Cascatinha € do tipo metacéntrico grande, equivalendo em tamanho ao do
primeiro par cromossdmico do cariétipo, apresentando-se em geral homogeneamente
corado (inteiramente heterocromatico), confirmando resultados encontrados para
exemplares desta localidade e descritos anteriormente por varios autores (ddaistro
al.,1994, Porto-Foresti et.all997, Maistro et al 1998, Maistreet al, 2001).

Com a impregnacgao das preparagdes cromossomicas por nitrato de Prata (Ag-
RON), foi possivel observar RONs mudltiplas localizadas na por¢éo telomérica do braco
curto dos cromossomos, em exemplares provenientes do corrego do Cascatinha; RONs
simples, marcando apenas um par de cromossomos, com marcas também na regido
telomérica do braco curto em exemplares provenientes do cérrego Cintra; RONs
multiplas com marcagbes na regido intersticial de dois pares cromossémicos em
exemplares provenientes do cérrego da Estancia Funari; RONs simples, marcando
apenas um par cromossomico em sua regiao terminal do braco curto, nos exemplares
provenientes dadrrego Capao Bonito e do cérrego Cachoeira do Barldtiezando a
coloragéo com o fluorocromo CMAambém foram identificados segmentos marcados
nos nesmos cromossomos envolvidos com as RONs, nos exemplares de todas as
localidades estudadas. Algumas subfamilias de Characidae podem ser caracterizados
por apresentarem RONSs simples, presentes em um par cromossomicdérgoamnae
(Almeida-Toledoet al., 1996; Margarido e Galetti Jr., 1996) ou mdltiplas, quando
presentes em mais de um par de cromossomos, 8emasalminadGaletti Jr., Silva e
Cerminaro, 1985b). No génerAstyanax além do tipo simples, tambgém foram
descritas varias ocorréncias de sistemas de RONs multiplas (Pfister e Moreira-Filho,

1997; Pastoret al, 1998; Barro®t al, 1998; Robainat al, 1998), sendo que para esta
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espécie, Rocon stange e Almeida- Toledo (1993) observaram de um a 15 cromossomos
marcados pelo nitrato de Prata.

Com a finalidade de se obter dados consistentes sobre a localizacdo e a
guantidade exata de cistrons ribossémicos nesta espécie, foi aplicada a técnica e
hibridacaoin situ (FISH) com a utilizacdo da sonda de DNAr 18S. Esta técnica vem se
mostrando uma ferramenta bastante precisa na detecgdo e mapeamento das RONs ao
longo do complemento cromossémico, pois podem identifica-las independentemente da
sua atividade funcional durante a interfase anterior a divisao celular (Peres, 2005). Esta
técnica, aplicada nas preparagBes cromossdmicas dos exemplares provenientes da
populacdo deAstyanax scabripinnisio corrego Cascatinha, permitiram evidenciar
quatro marcagdes de sitios de DNAr 18S e em relacdo ao numero de sitios de Ag-RONs
trés marcacdes e CMAeis marcacdes; no corrego da Estancia Funari a hibridacao
situ (18S) marcou seis cromossomos e em relagdo ao numero de sitios de Ag-RONSs trés
marcacbes e CMAnove marcagdes; nos exemplares pertencentes ao cérrego Capao
Bonito foram visualizadas seis marcagfes de sitios de DNAr 18S e em relacdo ao
namero de sitios de Ag-RONs duas marcacdes (um par) e @dzAnarcacdes; e ainda
nos individuos do cérrego Cachoeira do Barbosa a hibridat&itu (18S) marcou
quatro cromossomos e em relacdo ao niamero de sitios de Ag-RONs duas marcacdes
(um par) e CMA cinco marcagoes.

E relativamente comum a ocorréncia de um nimero maior de sitios identificados
pela hibridacaan situ com a sonda de DNAr 18S do que aqueles identificados pela
técnica de impregnagdo por nitrato de Prata, como descrito ocorrddoetias
malabaricus(Born e Bertollo, 2000)Astyanax scabripinnig~erroet al, 2001; Kavalco

e Moreira-Filho, 2003) e em Prochilodus lineatus (Jesus e Moreira-Filho, 2003).
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Entre os peixes (Pendéas et al., 1993; Vicari et al., 2005) e anfibios (Schmid,
1982), as RONs apresentam-se geralmente como sitios positivos para os fluorocromos
GC especificos, como a Cromomicina e a Mitramicina. No entanto, alguns segmentos
de heterocromatina, que ndo sdo relacionados a sitios de RONs, também podem
apresentar fluorescéncia e sinais brilhantes ap6s a coloragdo com estes fluorocromos
GC especificos (Artoni et al., 1999).

O gene ribossomal DNAr 5S é considerado altamente conservado (@aaina
1996). Por ser um gene conservado e localizado em diferentes areas do genoma, esta
sendo utilizado como referéncia em estudos filogenéticos e também como um marcador
populacional (Martins e Galetti Jr., 2001). Constitui uma sequéncia menor dos genes
ribossomais que, no entanto, ndo participa da formacdo do nucléolo. A unidade de
repeticio do DNAr 5S é uma sequéncia de 120pb, associada a espacadores nao
transcritos (Long e David, 1980) bastante variaveis que possibilita um grande
dinamismo a esse genes (Williams e Strobeck, 1985).

Analisando as populacdes destyanax scabripinni€om o uso da técnica de
hibridacéaoin situ fluorescente (FISH) e utilizando a sonda de DNAr 5S, verifica-se o
mesmo numero de marcagbes (dois cromossomos) para todos o0s exemplares
componentes das amostragens realizadas em todas as localidades que tiveram este gene
estudado (corrego Cascatinha, Funari, Cap&o Bonito e Cachoeira do Barbosa). Entre os
Characiformes a maioria das espécies estudadas apresenta um namero maximo de
quatro sitios de DNAr 58S, localizados preferencialmente em regido intersticial proxima
ao centrdmero, regido esta que poderia ser considerada estratégica para a manutencao e
preservacdo do gene, uma vez que estaria menos sujeita a acdo de rearranjos

cromossomicos (Martins & Galetti Jr., 2001).
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A patir de preparacbes cromossdmicas de individuos coletados no cérrego
Cascatinha, foi possivel obter uma sonda total do macrocromossomos B metacéntrico
de Astyanax scabripinnispela aplicacdo da técnica de microdissecacgdo. Verificou-se
gue esta sonda hibridou apenas no préprio cromossomo supranumerario e ndo foram
observadas marcacées em nenhum dos cromossomos do complemento A. O
comportamento de associagcdo da sonda, tanto para o cromossomo B como para o0s
cromossomos do complemento A, parecem apontar para um processo de origem
independente do cromossomo B destas populacbes, em relacdo aos demais
cromossomos componentes do cariotipo.

E importante salientar também que a aplicagdo da técnica de microdissecacéo
cromossdmica em estudos de cromossomos de peixes é uma novidade nos laboratorios
do pais, embora ja venha sendo bastante utilizada desde ha algum tempo em varios
trabalhos citogenéticos, principalmente na construgdo e caracterizacdo de sondas

especificas para cromossomo B e cromossomos sexuais de varios organismos.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos no estudo das caracteristicas cromossémicas de diferentes
populacdes deAstyanax scabripinnigendo por base seus aspectos estruturais e
moleculares, a partir exemplares capturados em amostragens realizadas em cérregos e
riachos pertencentes as bacias hidrograficas dos rios Tieté e Paranapanema, na regiao de

Botucatu, SP, permitem concluir que:

1) Os representantes da espécie de pastganax scabripinnianalisados no presente
trabalho apresentaram numero dipldide conservado de 2n=50 cromossomos, coincidente
com 0 que se apresenta mais comumente para esta espécie. No entanto, em alguns
individuos capturados na localidade coOrrego do Cascatinha, apresentaram um
macrocromossomo supranumerario, sendo que em um dos individuo analisados foi
constatada a presenca de dois cromossomos supranumerarios. Nas amostras analisadas,
as férmulas cariotipicas apresentaram variagdo com relacdo aos diferentes tipos

cromossOmicos.

2) A analise dos padrdes de heterocromatina constitutiva pela técnica de bandamento C
revelou um padrdo semelhante em todas as localidades (marcac¢des teloméricas), com
excecao para os exemplares provenientes do corrego Capao Bonito, que apresentaram
blocos expressivos de heterocromatina nas regifes centroméricas e do coérrego

Cachoeira do Barbosa que, além de marcacdes centroméricas apresentaram também

marcacoes teloméricas.
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3) A impregnacdo por nitrato de Prata identificou RONs mudltiplas e simples nas
populacdes estudadas, estando a maioria das marcacoes localizadas na porcao
telomérica do braco curto dos cromossomos portadores, com excecao dos exemplares da

populacdo do corrego da Estancia Funari que apresentaram marcagdes intersticiais.

4) As regides cromossémicas ricas em GC identificadas pela técnica de coloragdo com o
fluorocromo Cromomicina (CM4, evidenciou blocos fluorescentes geralmente
coinddentes com as marcacdes obtidas pela técnica Ag-RONSs, identificando

marcadores nucleolares simples e multiplos.

5) Os cistrons ribossémicos foram também identificados pela aplicacdo da técnica de
hibridacaoin situ fluorescente (FISH), utilizando a sonda de DNAr 18S, que revelou de
quatroa seis marcagoes, geralmente coincidentes com a mardag&dRONSs obtidas

por outros métodos e com a sonda de DNAr 5S, que revelou duas marcagfes apenas em
todos os individuos de todas as amostras estudadas. Enquanto o gene DNAr 18S
mostrou certa variabilidade de marcagdo, com regides possivelmente inativas e nao

detectadas pela técnica Ag-RONSs, o gene DNAr 5S mostrou-se conservado.

6) As expressivas variagfes cariotipicas experimentadas pelos representantes das
diferentes populacdes dAstyanax scabripinnisanalisados no presente trabalho
confirmam a atuacdo dos processos de modificagdo cromossomica que atuam nas
populacdes isoladas, caracteristicas deste grupo de peixes. Sem modificagBes aparentes
na macroestrutura cromossoémica, os individuos de cada grupamento podem fixar
alteracdes que sdo expressas em suas formulas cariotipicas particulares, indicativas da

acao do processo de diferenciagao.
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7) A microdissecacdo do macrocromossomo B, identificado em uma das populacdes
desta espécie, possibilitou a confeccdo de sonda total para este segmento gendmico.
Esta sonda foi posteriormente submetida a hibridaigAcsitu em preparactes
cromossOmicas de exemplares desta amostra e revelou afinidade apenas com o préprio
cromossomo B, sem evidenciar marcagées nos cromossomos do complemento normal.
Tal condicao reforca a hipétese de origem independente deste tipo de cromossomo nesta

amostra.
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