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RESUMO

Os cromossomos B sdo elementos extras que constituem o genoma dos eucariotos, juntamente
com os genes essenciais. Podem ser chamados também de dispensaveis por nao apresentarem
funcdo bem definida, utilizando maquinaria celular dos individuos portadores para processos
de heranga e manutencdo proprios. No entanto, estudos propostos anteriores sugeriram uma
associacdo entre a presenga de cromossomos B e a determinagdo do sexo em individuos da
espécie Psalidodon paranae. Esses estudos apontaram diferenga significativa na frequéncia de
cromossomos B entre machos e fémeas. Além disso, andlises gendmicas preliminares nesta
espécie revelaram a existéncia de um sistema de determinagdo sexual do tipo XX/XY que
jamais havia sido descrito em nivel citogenético. Desse modo, o presente projeto utilizou
métodos moleculares e gendmicos para verificar se, de fato, existe um sistema de
cromossomos sexuais diferenciados em P. paranae, o que seria a primeira descri¢ao de um
sistema XX/XY em peixes Characidae. Além disso, este trabalho buscou determinar se os
cromossomos B influenciam na diferenciagao sexual dos individuos ¢ se ha associagdo entre a
presenca desses elementos e a propor¢ao sexual na populacdo. Ao final deste projeto, foi
possivel confirmar a existéncia de um sistema sexual XX/XY na espécie, embora nao tenha
sido possivel identificar o par de cromossomos sexuais. No entanto, foi evidenciada a
influéncia do cromossomo B na determinagdo sexual de fé€meas, sendo responsavel pelo

fendmeno de reversao sexual.

Palavras-chave: Ferramentas de Sexagem; Genomica do Sexo; Reversao sexual.



ABSTRACT

B chromosomes are extra elements that make up the genome of eukaryotes, along with
essential genes. They can also be called dispensable because they do not have a well-defined
function, using cellular machinery from carrier individuals for their own inheritance and
maintenance processes. However, previous proposed studies have suggested an association
between the presence of B chromosomes and sex determination in individuals of the species
Psalidodon paranae. These studies showed a significant difference in the frequency of B
chromosomes between males and females. Furthermore, preliminary genomic analyzes in this
species revealed the existence of an XX/XY sex determination system that had never been
described at the cytogenetic level. Therefore, the present project used molecular and genomic
methods to verify whether, in fact, there is a system of differentiated sex chromosomes in P,
paranae, which would be the first description of an XX/XY system in Characidae fish.
Furthermore, this work sought to determine whether B chromosomes influence the sexual
differentiation of individuals and whether there is an association between the presence of
these elements and the sex ratio in the population. At the end of this project, it was possible to
confirm the existence of an XX/XY sexual system in the species, although it was not possible
to identify the pair of sexual chromosomes. However, the influence of the B chromosome on
the sexual determination of females was evidenced, being responsible for the phenomenon of

sexual reversal.

Keywords: Sexing Tools; Sex Genomics; Sexual reversal.
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1. Introducio

1.1 Aspectos gerais de cromossomos B

r

O genoma de alguns eucariotos ¢ composto ndo apenas por um conjunto de genes
essenciais aos individuos, mas também por elementos dispensdveis que nao seguem o padrao
de segregacdao mendeliano, o que pode levar a sua acumulagdo ou extingdo em populagdes
naturais (Camacho et al. 2000). Entre estes elementos estdo os cromossomos B, definidos
como elementos gendmicos supranumerarios, encontrados em seres eucariontes (Makunin
2014). Esses cromossomos sdo considerados dispensaveis por ndo apresentarem fungdo
definida, estando presentes em apenas alguns individuos de determinadas populagdes de
algumas espécies (Camacho et al. 2000). Cromossomos B aproveitam-se da maquinaria
celular do individuo para mecanismos de heranga e manutencdo proprios (Camacho et al.
2000), sendo considerados parasitas intragendomicos (Houben et al. 2017).

Os cromossomos B foram observados pela primeira vez por Wilson (1907) em
hemipteros do género Metapodius. Posteriormente, esses elementos foram encontrados em
outros organismos como milho (Kuwada 1915) e centeio (Gotoh 1924). Atualmente, estima-
se que os cromossomos B ocorram nos genomas de cerca de 15% dos eucariotos (Beukeboom
1994), tendo sido reportados em cerca de 1685 organismos, abrangendo diversos grupos como
plantas, fungos e animais (Jones 2017).

Apesar da origem dos cromossomos B ainda ser incerta, existem duas hipoteses
principais que guiam os estudos dessa temdtica. A primeira hipdtese se refere a origem
intraespecifica de cromossomos B, a partir de quebras cromossdmicas do conjunto de
cromossomos A da propria espécie (Camacho et al. 2000). Apds a sua origem, eles tendem a
seguir a sua propria historia evolutiva. A segunda hipotese de surgimento ¢ denominada
origem interespecifica, por hibridizacao e introgressdo entre espécies proximas (Silva ef al.
2022). De forma geral, ambos os tipos de origem ja foram descritos entre diferentes grupos de
espécies, sendo que a forma mais usual e eficaz de se investigar este tipo de questdo ¢
comparar sequéncias de DNA presentes no cromossomo B, na espécie hospedeira e entre
espécies proximas (Teruel et al. 2010; Silva et al. 2014; Tosta et al. 2015; Utsunomia et al.
2016; Perfectti e Warren 2001).

A distribuicdo e ocorréncia dos cromossomos B na natureza torna esses elementos
alvo de estudos em busca da compreensdo acerca de sua origem e manutencao nos grupos em
que se encontra presente, assim como a descricdo de sua composicdo e caracterizagao

estrutural. Nesse sentido, uma vez que eles tenham surgido em uma populagao natural, € de



amplo interesse buscar entender se eles desempenham algum tipo de funcdo e quais os
possiveis impactos nos individuos portadores (Jones 1995). Apesar de terem sido
considerados elementos inertes por muito tempo, sabe-se que os cromossomos B usualmente
possuem genes codificadores de proteinas, em conjunto com evidéncias de transcri¢ao de
DNA ribossdmico, dentre outras influéncias que podem exercer, como resisténcia a toxinas

(Miao et al. 1991) ou na determinagdo do sexo (Yoshida et al. 2011; Imarazene et al. 2021).
1.2 Relacio entre Cromossomos Sexuais e Cromossomos B

As descrigdes sobre o desenvolvimento sexual de diversos grupos de vertebrados
permitiram o estabelecimento de mecanismos distintos para a determinag¢do do sexo, sendo
eles genética e ambiental (Castro ef al. 2019). A determinagdo genética pode ocorrer a partir
da acdo de um gene especifico ou por meio de varios loci associados ao sexo, enquanto a
determinagdo ambiental ¢ regulada por fatores externos, como a temperatura da agua (Castro
et al. 2019). No entanto, em determinados organismos, uma mudang¢a pode acontecer durante
o processo de diferenciacdo sexual, como a inversdo sexual, em que fémeas e machos
genotipicos se desenvolvem em fémeas e machos fenotipicos (Castro et al. 2019).

A partir desse contexto, estudos relataram casos de algumas espécies em que o
cromossomo B atua diretamente no processo de determinacdo sexual. Na espécie de vespas
Nasonia vitripennis, o cromossomo B é denominado de “Razdo Sexual Paterna” (do inglés,
Paternal Sex Ratio, PSR), sendo encontrado em alguns machos da populacao (Werren e
Stouthamer 2003). Os machos haploides dessa espécie se desenvolvem a partir de ovos nao
fertilizados, enquanto as fémeas dipldides tém seu desenvolvimento a partir de ovos
fertilizados. Os machos que carregam o PSR produzem espermatozoides funcionais que sdo
perdidos durante o processo de mitose. O resultado da fecundagdao ¢ um macho haploide que
também possui o PSR, gerando novos ciclos de destruicdo do material genético do
hospedeiro, sem a destrui¢do do cromossomo supranumerario. Esse mecanismo faz com que
dentro dessa espécie a proporcao sexual seja mais favoravel aos machos

A relagdo entre a presenca do cromossomo B e a determinacao sexual também pode
ser encontrada no grupo dos peixes. Yoshida et al (2011) estudaram diversas espécies de
ciclideos do Lago Vitéria em que, dentro dessa diversidade, foi identificado que a espécie
Lithochromis rubripinnis possui cromossomos B que atuam na determinagdo sexual dos
individuos. Os dados obtidos mostraram que quase todas as fémeas possuiam cromossomos
B, enquanto nos machos estes elementos eram ausentes. A partir disso, experimentos
envolvendo o cruzamento de machos 0B e fémeas com diferentes numeros de cromossomos B

(0, 1 ou 2), foram realizados a fim de se obter a proporc¢ao sexual da prole. Os cruzamentos de



fémeas e machos OB resultaram em uma propor¢do de quase 1:1 descendentes (38% de
fémeas no primeiro e 50% no segundo). Ao cruzar fémeas +B e machos 0B, os resultados
obtidos foram de 74% de fémeas no terceiro cruzamento, 91% no quarto, 79% no quinto e
100% no sexto. Tais dados indicam que a presenga de cromossomos B nas fémeas da espécie
gera propor¢ao sexual tendenciosa a elas.

Ambos os exemplos mostram algo particularmente incomum, em espécies em que o
cromossomo B exerce uma influéncia na determinacdo sexual. De forma similar, proporgdes
distorcidas de razdo sexual ja foram observadas e descritas entre portadores e nao portadores
de cromossomos B em peixes da espécie Psalidodon paranae, sendo a maioria dos animais

portadores destes elementos do sexo feminino (Porto-Foresti ef al. 1997; Silva et al. 2014).
1.3 Cromossomos B em peixes, com enfoque na espécie Psalidodon paranae

Existe uma alta diversidade de cromossomos B presentes em aproximadamente 70
espécies de peixes Neotropicais (Carvalho et al. 2008) e que apresentam variagdes
morfoldgicas e estruturais. Entre essas variacdes, existem as relacionadas aos tamanhos dos
Cromossomos, como por exemplo os macrocromossomos que sdo encontrados em algumas
espécies do género Psalidodon (Daniel et al. 2012; Silva et al. 2014). Uma populacao
especifica da espécie P. paranae, coletada no cérrego Cascatinha, em Botucatu, Sao Paulo,
Brasil, possui macrocromossomos B metacéntricos, que sdo mitoticamente estaveis e com
frequéncias variadas (Porto-Foresti et al. 1997; Silva et al. 2014, 2022). Um aspecto
importante nesta populagao ¢ que foi observado um viés significativo entre a frequéncia de
cromossomos B, sendo encontrados em 57% das fémeas e apenas em 8.7% dos machos
(Porto-Foresti et al. 1997). Nesse sentido, foi possivel verificar algum efeito de associa¢ao
entre presenca/auséncia de cromossomos B e o sexo em P. paranae.

Os resultados acima motivaram a realizagdo de um estudo gendomico que vem sendo
conduzido pelo nosso grupo, que envolve o sequenciamento completo do genoma da espécie,
bem como de pools gendmicos de individuos portadores e nao-portadores de cromossomos B
de ambos os sexos. Os resultados preliminares revelaram a existéncia de um sistema XX/XY
de determinagdo sexual (Figura 1a). Além disso, também verificamos que ao comparar pools
de DNA gendmico de individuos com ovarios (fendtipo de fémea) portadores e nao-

portadores de cromossomos B, notamos a ocorréncia de machos genéticos (XY) que exibem



fenotipo de fémea (Figura 1b). E neste contexto que o presente projeto se insere, conforme

sera explicado abaixo.

@).. { Machos 0B )~ Fémeas 0B

= Fémeas 0B

Fémeas 1B

Figura 1: Manhattan plots do numero de polimorfismos de base unica em janelas de 100kb no genoma de P,
paranae, usando pools de DNA gendémico. Em (a), plot evidencia a ocorréncia de um sistema XY, sendo que o
cromossomo 6 ¢ o cromossomo sexual heteromorfico. Em (b), plot evidencia que algumas fémeas portadoras de
cromossomos B sdo machos genéticos. Destaque para a diferenciacdo do cromossomo Y em machos, se

estendendo ao longo de aproximadamente 75% do cromossomo 6.

Conforme ¢ observado na Figura la, o cromossomo Y apresenta diferenciacdo em
relacdo ao X em cerca de 75% do seu comprimento total, o que indica uma diferenciacao em
nivel citogenético. Embora a presente populacdo ja tenha sido analisada em outras
oportunidades (Porto-Foresti et al. 1997; Silva et al. 2014), a informacao gendmica de que o

cromossomo B poderia causar reversdo do sexo ¢ inédita (Utsunomia et al. in prep.).

2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho busca verificar se um sistema de cromossomos sexuais
heteromorficos ocorre em uma populagdo de P. paranae em nivel citogenético, corroborando

analises em escala genomica realizadas pelo nosso grupo.

2.2 Objetivos especificos

e Compreender se a presenga dos cromossomos B esta relacionada a determinacao sexual na
espécie P. paranae.



3. Material e Métodos
3.1 Obtenc¢ao das amostras e local de coleta

Para este estudo, espécimes de P. paranae foram coletados no Corrego Cascatinha
(22°53°22.5”S, 48°29°22.4”W), na cidade de Botucatu, SP, que faz parte da Bacia
Hidrogréfica do Rio Tieté. Todos os procedimentos de amostragem, manutenc¢ao e analise dos
animais seguiram as regras internacionais em experimentacdo animal seguidas pela
Universidade Estadual Paulista. Todos os exemplares foram coletados com o auxilio de pucas
e armadilhas de pesca e armazenados imediatamente em tambores com oxigenacao.
Posteriormente, foram transportados ao Laboratorio de Genética de Peixes, localizado no
Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias, UNESP-Bauru, onde ficaram

alocados em aquérios aerados e mantidos até o inicio dos experimentos.

+

Figura 2: Mapa evidenciando a area de amostragem, com a localizag@o do Corrego Cascatinha, na cidade de
Botucatu/SP.

3.2 Obtenc¢ao de cromossomos metafasicos

Os cromossomos metafasicos foram obtidos de acordo com o protocolo proposto por
Foresti et al (1981), com adaptagdes elaboradas pelo Laboratorio de Genética de Peixes. Essa
técnica consiste na inibi¢cdo da polimerizagdo de microtubulos durante o processo de divisdo
celular, através do uso de colchicina, hipotoniza¢ao das células a partir do uso de solugao
hipotonica (KCL 0,075M) e fixagdo do material com o uso do fixador Carnoy (Metanol:
Acido acético em proporg¢do 3:1). A ordem dos procedimentos foi: 1. Injegdo de colchicina
0,0125% na regido peritoneal do espécime; 2. Permanéncia do individuo em aquario
oxigenado por 50 min; 3.Morte induzida do animal com o anestésico benzocaina, seguido da
retirada do rim anterior que foi transferido para uma Placa de Petri com 7mL de solucao
hipotdnica (KCL 0,075M); 4. Dissociagdo do material com pinga e seringa; 5. Transferéncia
do material para tubo de centrifuga, mantendo a solu¢do em 37°C por 21 minutos; 6. Retirada

da estufa e adig¢do de 7 gotas de fixador Carnoy gelado (metanol e 4cido acético em proporgao

3:1); 7.



Adicao de 6mL de fixador e mistura da suspensdo celular; 8. Centrifugacdo da solucdo em
900rpm por 10 minutos; 9. Repeti¢do dos passos 7 € 8 uma vez, no minimo, a depender da
qualidade da suspensdo; 10. Diluicdo do material final em 300uL de fixador e armazenamento
em tubos de 1,5 mL.

Na etapa de indugdo da morte, cada individuo teve o sexo identificado a partir da
observagdo das gonadas em microscopio Optico. Além disso, fragmentos de tecido muscular

foram coletados e fixados em etanol 100% para analises moleculares posteriores.
3.3 Coloracao convencional com Giemsa

Apos a obtencdao das suspensdes celulares contendo os cromossomos metafasicos
mitdticos, as laminas, previamente limpas e secas, foram pingadas com as preparagdes. Apds
secas, as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH 6,7) por

15 minutos.
3.4 Bandamento C

Blocos heterocromaticos podem indicar diferengas entre cromossomos homoélogos
sexuais, em que a perda ou o ganho de heterocromatina sdo as principais causas de
diferenciagdo entre esses cromossomos (Crepaldi, 2019). Além disso, os cromossomos B sdo
altamente heterocromaticos (Stornioli, 2021), fazendo com que a técnica de Bandamento C
seja de importante execugdo. A localizacdo da heterocromatina constitutiva foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Sumner (1972), com algumas modifica¢des feitas pelo
Laboratorio de Genomica e Conservagao de Peixes (LAGENPE). Essa técnica envolveu os
seguintes passos: 1. Hidrdlise das ldminas em HCL 0,2N a temperatura ambiente por 30
minutos, seguido da lavagem em agua destilada; 2. Passagem da lamina em uma solugdo de
Ba(OH): por 15 segundos, sendo lavada novamente em 4gua destilada; 3. Lavagem em HCI
IN a 60°C e, em seguida, em agua destilada; 4. incubagdo da 1amina em 2x SSC (pH =6,8) a
60°C por 20 minutos; 5. Coloragao por 30 minutos com solu¢do de Giemsa a 5% em tampao

fostato (PH=6,7).
3.5 Mapeamento de DNAs satélites por hibridacgao in situ fluorescente (FISH)

Considerando que cromossomos sexuais tendem a acumular sequéncias repetitivas ao
longo do seu processo evolutivo, devido a restrigdo de recombinacao nas regides adjacentes
ao gene que determina o sexo, mapeamos 0os DNAs satélites isolados por Silva et al. (2017),
considerando apenas os individuos que ndo portam cromossomos B, uma vez que os
portadores podem apresentar influéncia em sua determinacdo sexual. Os primers isolados

previamente no estudo supracitado estao disponiveis em nosso laboratério e foram utilizados



para a sintese de sondas em reacdes de PCR com nucleotideos modificados, como a
digoxigenina-11-dUTP. Posteriormente, aplicamos a técnica de FISH, em que foi utilizado
como marcador citogenético o satDNA As51, por ser o mais abundante na espécie e por
também estar localizado, comumente, em regides de heterocromatina subtelomérica (Goes et
al. 2022). Essa técnica foi baseada nos procedimentos adotados por Pinkel et al. (1986), com
modificagcdes implementadas pelo Laboratorio de Genomica e Conservagdo de Peixes, as
seguintes etapas foram seguidas: 1. Incubacdo das laminas em solugdo de PBS 1X por 5
minutos em temperatura ambiente; 2. Desidratacdo das ldminas em série alcodlica gelada
(70%, 85% e 100%) por 3 minutos cada; 3. Desnatura¢do da ldmina em formamida 70% em
2xSSC por 3 minutos e, em seguida, desidratacdo em série alcodlica; 4. Simultaneamente,
preparacdo do mix de hibridacdo (200 ng de sonda, 10% de sulfato dextrano, 50% de
formamida e 2xSSC) e incubagdo por 10 minutos a 95°C; 5. Aplicagdo de 15 pL. do mix de
hibridagdo sobre as laminas desnaturadas, sendo cobertas com laminula de vidro para
incubag¢do em camara imida a 37°C durante a noite; 6. Remog¢ao das laminulas e lavagem em
0,4x SSC/0,3% Triton por 5 minutos a 73°C; 7. Bloqueio em tampao de NFDM 5%/4xSSC
por 10 minutos em temperatura ambiente; 8. Incubacdo das laminas com 100uL de
NFDM/1% de avidina-FITC/1% de antidigoxigenina-rodamina por 1 hora em temperatura
ambiente; 9. Lavagem 3 vezes em 4xSSC/0,5% Triton por 3 minutos cada; 10. Desidratagdo
das laminas em série alcodlica e secagem. 11. Coloragdo dos cromossomos com DAPI e

analise de laminas em fotomicroscopio Optico. Fotos das metafases foram registradas.

3.6 Extracdao de DNA

O DNA foi extraido a partir dos fragmentos de tecido muscular dos individuos de cada
sexo, com auxilio do Kit comercial “Invitrogen DNA Purification Kit - Thermo Fisher

Scientific”, seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.
3.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os primers sexo especificos utilizados para esta técnica foram elaborados pelo nosso
grupo de pesquisa (Utsunomia et al, in prep), baseando-se no genoma a nivel cromossomico
da espécie, para genotipar os individuos. Esses primers possibilitaram a observagdo de
amplicons de 304 pb (relacionado ao alelo do cromossomo X) e 245 pb (relacionado ao alelo
do cromossomo Y). Os primers utilizados foram: Ppar Xinsert F 5’
AGTGGCTCCAAGGTTCAAGTTA 3’ e Ppar Xinsert R
5
CTCCTTTAACATTGGTATTGGAACA 3’. A reagdo de PCR foi realizada com os seguintes



reagentes: 10 mM Buffer, 7 mM MgClz, 0,12 mM dNTPs, 1 pmol de Primer F e Primer R,
0,04 U/ul de Taq DNA polimerase (Invitrogen™ Platinum™) e 2 ng de DNA molde. Essa
etapa foi realizada em um ProFlex PCR System (Applied Biosystems), de acordo com os
seguintes parametros de ciclagem: desnaturacdo inicial a 95° C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de 95° C por 20 segundos; 54°C por 15 segundos; 72° C por 18 segundos, com
extensao final a 72° C por 14 minutos. A qualidade das amplificagdes realizadas foram
checadas em gel de agarose a 2% corado com GelRed e Blue Juice. Para a visualizagdo dos

resultados, foi utilizado um transiluminador e as imagens foram obtidas com uma camera

OLYMPUS C 5060.
4. Resultados
4.1 Montagem de Cariotipos

A partir da obtengdo de cromossomos metafasicos e da aplicagdo da técnica de
Bandamento-C, foi possivel a elaboragdo de caridtipos para as fémeas 0B, machos 0B, fémeas

1B e machos 1B, como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3: Cariotipos de machos e fémeas, portadores ¢ nao portadores de cromossomos B. A partir dos
cariotipos, ¢ possivel observar que o par 22 do conjunto de machos OB, indicado pela seta, apresenta

polimorfismo que ndo estd presente nos demais grupos.

A montagem dos caridtipos corroborou a localizacdo terminal de heterocromatina
constitutiva, presente em cromossomos acrocéntricos, o que pode ser visualizado em todos

os grupos. Além disso, foi possivel observar um polimorfismo exclusivamente no grupo de



machos 0B, em que o par 22 apresenta apenas um cromossomo com heterocromatina

constitutiva.
4.2 Mapeamento de DNAs satélites por hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, foi aplicada a técnica de FISH
para machos e fémeas ndo portadores de cromossomos B, buscando encontrar o mesmo

polimorfismo.

Figura 4: Técnica de FISH aplicada para individuos ndo portadores de cromossomos B. Os machos 0B
apresentaram 8 marcagdes em regides terminais de cromossomos acrocéntricos (a esquerda). Em fémeas 0B
também ¢ possivel observar as mesmas 8 marcagdes em regides terminais de cromossomos acrocéntricos (a

direita).

Analisando os resultados acima, ¢ possivel observar que tanto fémeas quanto
machos apresentaram 8 marcagdes, localizadas em regides terminais de cromossomos

acrocéntricos.
4.3 Aplicacao de Primers sexo especifico

ApOs a aplicacdo dos primers sexo especificos em reacdes de PCR, foram obtidos
novos resultados. As fémeas ndo portadoras de cromossomos B apresentaram uma Unica
banda, o que indica um sistema sexual XX (Figura 5), enquanto os machos nao portadores
apresentaram duas bandas, indicando sistema sexual XY (Figura 5). Em relagdo aos
individuos portadores de cromossomos B, os resultados sdo diferentes. As fémeas
exibiram uma ou duas bandas, indicando diferentes sistemas sexuais, podendo ser XX, XY
ou YY (Figura 6), enquanto os machos, por sua vez, apresentaram uma Unica banda,

indicando sistema sexual YY ou duas bandas, indicando sistema XY (Figura 6).



Figura 5: PCR de fémeas ¢ machos ndo portadores de cromossomos B. E possivel observar que as fémeas 0B
possuem apenas uma banda, indicando sistema sexual XX, enquanto os machos 0B possuem duas bandas,
indicando sistema sexual XY. A ultima amostra corresponde a um macho 1B, demonstrando sistema sexual

YY.
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Figura 6: PCR de machos e fémeas portadores de cromossomos B. As duas primeiras amostras sdo controle,
correspondendo a uma fémea e a um macho 0B, respectivamente. As amostras seguintes sdo de individuos
portadores de cromossomos B, em que ¢ possivel observar fémeas com sistema sexual XX, XY, ¢ YY, ¢

machos com sistema sexual XY e YY.

5. Discussao

Cioffi e Bertollo (2012) sugerem que cromossomos sexuais apresentam regularmente
padrdes de heterocromatina distintos, refletindo processos evolutivos especificos que estdo
associados a diferenciacdo sexual, sendo comum observar polimorfismos nesses
cromossomos, que, possivelmente, estdo relacionados ao acimulo de sequéncias repetitivas e
modificagdes estruturais, como a expansdao de regides heterocromaticas localizadas no
cromossomo Y, ou a restricdo no cromossomo X.

A observagdo do polimorfismo encontrado no par 22 dos machos 0B, poderia apontar



um possivel heteromorfismo cromossomico ligado ao sexo do tipo XX/XY. Além disso, a
auséncia deste polimorfismo nos machos portadores de cromossomos B poderia estar
relacionada com o fato do cromossomo B promover algum tipo de reversao sexual. Conforme
observado em estudos anteriores nesta mesma populagdo, os cromossomos B apresentam um
viés de ocorréncia em fémeas, indicando que os machos portadores estdo passando pelo
processo de reversao sexual. No entanto, nossos resultados revelam que este polimorfismo
nao esta relacionado ao satDNA As51.

Apesar de nao ter sido possivel observar a ocorréncia de um sistema sexual
heteromorfico, foi possivel confirmar, por meio de técnicas moleculares e gendomicas, a
existéncia de um sistema XX/XY, fato inédito para a espécie. Além disso, nossos dados
confirmam que o cromossomo B estd associado a um processo de reversao sexual. Como
observado anteriormente, algumas fémeas possuem sistema XY, o que demonstra que esses
individuos sdo genotipicamente machos e fenotipicamente fémeas. Nesse sentido,
sugere-se que o cromossomo B esteja atuando no processo de reversdo sexual. E possivel
observar ainda, a ocorréncia de fémeas e machos portadores de cromossomos B que
possuem sistema YY, o que possivelmente pode estar acontecendo em decorréncia de
cruzamentos entre machos 0B e fémeas 1B.

Estudos realizados anteriormente ja demonstraram a relagdo dos cromossomos B
com fémeas de diversas espécies. Vicente et al (1996), em estudos com Astyanax
scabripinnis, evidenciaram uma maior presenca de cromossomos B em fémeas, com razao
sexual tendenciosa a elas. Além disso, ocorreu significativa associacdo entre a
frequéncia do cromossomo B e a distor¢do da propor¢do sexual, com um nimero
desproporcionalmente alto de machos sem cromossomos B e fémeas com cromossomo B.
Em outro estudo, conduzido por Maistro et al (1992), com Astyanax scabripinnis paranae,
nao foram encontrados machos portadores de cromossomos B, mas foi observado que, das
fémeas coletadas, a maior parte eram portadoras desse cromossomo extra. Em estudos

posteriores, envolvendo a mesma espécie, Porto-foresti e al (1997), além de



demonstraram a ocorréncia de cromossomos B em machos, também observaram uma
diferenca significativa na frequéncia do cromossomo B correspondendo a 57% para
fémeas e apenas 8,7% para machos. Isso indica, mais uma vez, uma forte associacdo dos
cromossomos B com a determinacdo sexual de fémeas. Dessa forma, o presente estudo

corrobora com os dados apresentados.

6. Conclusoes

Apos a aplicagdo de técnicas citogenéticas, ndo foi possivel determinar a existéncia de
um sistema sexual heteromorfico para P. paranae, uma vez que os polimorfismos encontrados
no Bandamento C ndo se confirmaram na etapa de FISH. No entanto, por meio de técnicas
moleculares, foi possivel observar um sistema sexual XX/XY que ndo havia sido descrito para
a espécie até o momento. Ademais, o presente estudo possibilitou a confirmagdo da influéncia
do cromossomo B na determinacao sexual espécie, sendo responsavel pela reversao sexual de

fémeas.
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