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Nascimento, Cristiano Neves do. Estrutura Cromossomica e Caracterizacio Cariotipica no
Género Moenkhausia Eigenmann 1903 (Characiformes: Characidae): ocorréncia de
cromossomos supranumerarios. 2023. 100 p. (Tese de Doutorado). Programa de Pos-
graduacao em Ciéncias Biologicas (Zoologia), Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista, Campus de Botucatu, Brasil. E Programa de Doctorado en Biodiversidad y Biologia
Evolutiva, Universitat de Valéncia, Valencia, Espanha.

RESUMO

A presente tese tem como objetivo caracterizar citogeneticamente Moenkhausia australis,
Moenkhausia bonita, Moenkhausia cf. forestii e Moenkhausia oligolepis coletadas em
diferentes rios e riachos de cabeceira da bacia do alto rio Paraguai. Nesse sentido, analises
mitoticas e meidticas foram realizadas para investigar o numero diploide, composi¢ao
cariotipica, a descrigdo dos cromossomos B, distribuicdo da heterocromatina constitutiva
(banda C), localizacdo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs), o mapeamento fisico
do DNA ribossomico (DNAr) 5S e 18S, a de microdissec¢do dos cromossomos B e o
comportamento dos cromossomos B em diferentes fases do ciclo celular. Todas as
espécies/populacdes, analisadas aqui, apresentam numero diploide modal de 50 cromossomos
com variacdes interespecificas das féormulas cariotipicas. A banda C, revela um padrdo de
distribuicdo da heterocromatina similar entre as espécies, exceto em M. bonita que apresenta
um bloco heterocromatico no brago curto do par cromossomico portador das RONs. As RONS,
identificadas pela impregnag¢do do Nitrato de Prata e pela sonda de DNAr 18S mostram-se
simples nas quatro espécies. Os sitios de DNAr 5S estdo distribuidos em maultiplos
cromossomos, ocupando preferencialmente posicdo intersticial. Cromossomos B sdo
observados em todas as espécies/populacdes analisadas, no entanto, com morfologias e
frequéncias distintas. Os cromossomos B nestas espécies de Moenkhausia, apresentam distintos
padrdes de heterocromatina. A pintura cromossomica com sondas de cromossomos B ¢
eficiente na detecc¢ao desses elementos, bem como na busca por sequéncias compartilhadas com
os cromossomos A. Os experimentos de pintura cromossdmica indicam o compartilhamento de
sequéncias de DNA dos cromossomos B com alguns cromossomos A. Foi possivel acompanhar
o comportamento dos cromossomos B em diferentes fases do ciclo celular, verificando
regularidade na busca por sua manutengdo diante dos mecanismos de checkpoints meidticos e
mitoticos. Os dados obtidos contribuem para o conhecimento cariotipico das espécies de
Moenkhausia, permitindo novos insights sobre a origem, composicdo e frequéncia dos
cromossomos B. De maneira geral, este estudo auxilia no progresso de investigagdes em uma
area geografica pouco conhecida em relagdo a diversidade citogenética, além de promover o
intercambio técnico-cientifico entre as instituigdes envolvidas.

Palavras-Chave: citogenética, pintura cromossomica, DNA repetitivo.
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ABSTRACT

The present thesis aims to cytogenetically characterize Moenkhausia australis, Moenkhausia
bonita, Moenkhausia cf. forestii and Moenkhausia oligolepis collected from different rivers and
headwater streams of the upper Paraguai river basin. In this sense, mitotic and meiotic analyses
were carried out to investigate the diploid number, karyotypic composition, the description of
B chromosomes, distribution of constitutive heterochromatin (C-band), location of the
Nucleolus Organizing Regions (NORs), the physical mapping of 5S and 18S ribosomal DNA
(rDNA), the microdissection of B chromosomes and the behavior of B chromosomes in
different phases of the cell cycle. All species/populations analyzed here show modal diploid
number of 50 chromosomes, with interspecific variations of the karyotypic formulas. The C-
band reveals a similar pattern of heterochromatin distribution among species, except in M.
bonita that presents a heterochromatic block on the short arm of the chromosomal pair carrying
the NORs. The NORs, identified by Silver Nitrate impregnation and by the 18S rDNA probe
were simple in all four species. The 5S rDNA sites are distributed on multiple chromosomes,
occupying preferentially an interstitial position. B chromosomes are observed in all
species/populations analyzed, however, with distinct morphologies and frequencies. The B
chromosomes in these species of Moenkhausia present distinct patterns of heterochromatin. The
chromosome painting with B chromosome probes is efficient in the detection of these elements,
as well as in the search for sequences shared with the A chromosomes. The chromosome
painting experiments show sharing of DNA sequences of B chromosomes with some A
chromosomes. It was possible to follow the behavior of B chromosomes in distinct phases of
the cell cycle, verifying regularity in the search for their maintenance in face of the meiotic and
mitotic checkpoint mechanisms. The data obtained contribute to the karyotypic knowledge of
Moenkhausia species, allowing new insights into the origin, composition, and frequency of B
chromosomes. Overall, this study assists in the progress of investigations in a geographical area
little known in relation to cytogenetic diversity, in addition to promoting technical and scientific
exchange between the institutions involved.

Keywords: cytogenetics, chromosome painting, repetitive DNA.
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cromosomas supernumerarios. 2023. 100 p. (Tesis Doctoral) Programa de P6s-graduagao em
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RESUMEN

La presente tesis tiene como objetivo la caracterizacion citogenética de Moenkhausia australis,
Moenkhausia bonita, Moenkhausia cf. forestii y Moenkhausia oligolepis recolectadas en
diferentes rios y arroyos de cabecera de la cuenca alta del rio Paraguai. En este sentido, se
realizaron andlisis mitdticos y meiodticos para investigar el nimero diploide, la composicion
cariotipica, la descripcion de los cromosomas B, la distribucion de la heterocromatina
constitutiva (banda C), la localizacioén de las Regiones Organizadoras del Nucléolos (RONSs),
el mapeo fisico del ADN ribosomico (ADNr) 5S y 18S, la microdiseccion de los cromosomas
B y el comportamiento de los cromosomas B en diferentes fases del ciclo celular. Todas las
especies/poblaciones aqui analizadas presentan un numero diploide modal de 50 cromosomas,
con variaciones interespecificas de las formulas cariotipicas. La banda C, revela un patron de
distribucion de la heterocromatina similar entre especies, excepto en M. bonita que presenta un
bloque heterocromatico en el brazo corto del par cromosémico portador de las RONs. Las
RON:ss, identificados por impregnacion de Nitrato de Plata y por la sonda 18S ADNr son simples
en las cuatro especies. Los sitios 5S ADNr estan distribuidos en multiples cromosomas,
ocupando preferentemente una posicion intersticial. Los cromosomas B se observan en todas
las especies/poblaciones analizadas, sin embargo, con morfologias y frecuencias distintas. Los
cromosomas B en estas especies de Moenkhausia, presentan patrones distintos de
heterocromatina. La pintura cromosdmica con sondas de cromosomas B es eficiente en la
deteccion de estos elementos, asi como en la busqueda de secuencias compartidas con los
cromosomas A. Los experimentos de pintura cromosdmica indican comparticion de secuencias
de ADN de cromosomas B con algunos cromosomas A. Los datos obtenidos contribuyen al
conocimiento cariotipico de las especies de Moenkhausia, permitiendo nuevos conocimientos
sobre el origen, composicion y frecuencia de los cromosomas B. En general, este estudio ayuda
al progreso de las investigaciones en una zona geografica poco conocida en relacion con la
diversidad citogenética, ademds de promover el intercambio técnico y cientifico entre las
instituciones implicadas.

Palabras clave: citogenética, pintura cromosomica, ADN repetitivo.



RESUMEN AMPLIO
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cromosomas supernumerarios. 2023. 100 p. (Tesis Doctoral) Programa de P6s-graduagao em
Ciéncias Bioldgicas (Zoologia), Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista,
Campus de Botucatu, Brasil. Programa de Doctorado en Biodiversidad y Biologia Evolutiva,
Universidad de Valencia, Espana.

Los estudios citogenéticos han aportado conocimientos relevantes sobre la biologia
cromosomica de los peces. Estos estudios han permitido caracterizar el conjunto cromosémico
de miles especies de peces en los ultimos anos (ARAI, 2011). Sin embargo, el nimero de
especies/poblaciones cariotipadas de Moenkhausia es escaso, lo que limita el conocimiento
sobre la diversidad y la evolucion cariotipica de este género de peces. La motivacion para el
desarrollo de esta tesis fue el estudio de cuatro especies de Moenkhausia de la cuenca alta del
rio Paraguai, Brasil. Estas cuatro especies tienen la caracteristica de ser peces altamente
sensibles al estrés causado por la manipulacion y el cambio de entorno, y de que provienen de
areas de dificil acceso, a miles de kilémetros del laboratorio donde se procesan los analisis. Los
procedimientos analiticos dependen principalmente del hecho de que las muestras estén vivas
para el desarrollo exitoso de las técnicas (por ejemplo, la estimulacién mitdtica). Se utilizaron
varias recolectas que aplicaron diferentes métodos de manipulacion y transporte para poder
enviar las muestras al laboratorio para el procesamiento de los analisis, por lo que fue necesario
realizar cursos de reproduccion y manejo de peces para resolver cudles serian las variables que
tendriamos que controlar para lograr una manipulacion y un transporte eficientes. El interés por
el estudio cromosdmico de este grupo de peces se relaciona principalmente con la diversidad
de especies que lo componen y con la presencia de especies portadoras de cromosomas B.

En este escenario, el objetivo global de este estudio es describir la composicion cariotipica de
Moenkhausia australis, Moenkhausia cf. forestii, Moenkhausia bonita y Moenkhausia
oligolepis, realizando el mapeo fisico de las secuencias repetitivas de ADN y la caracterizacion
de los cromosomas B observados en estas especies.

En concreto, se han establecido los siguientes objetivos especificos:
a) analizar y comparar la estructura cariotipica entre especies emparentadas;

b) mapear fisicamente las secuencias de ADN ribosémico en M. australis, M. cf. forestii,
M. bonita y M. oligolepis;

c) obtener sondas especificas de los cromosomas B presentes en M. australis, M. cf.
forestii, M. bonita y M. oligolepis,

d) caracterizar la morfologia, frecuencia y distribucion de los cromosomas B presentes
en M. australis, M. cf. forestii, M. bonita y M. oligolepis;

e) analizar el comportamiento de los cromosomas B durante la profase 1 del
espermatocito y la anafases mitoticas de M. australis y M. bonita.

La aplicacion de diferentes técnicas citogenéticas ha permitido mejor caracterizacion de la
diversidad cariotipica, asi como la comprension de las relaciones evolutivas entre los diferentes



taxones (ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI; TOLEDO-FILHO, 2000). En las ultimas décadas,
el desarrollo de sondas de ADN permiti6 el mapeo fisico de secuencias de ADN repetitivo en
los cromosomas metafasicos, mediante la técnica denominada Hibridacion in situ Fluorescente
(FISH). Este método se presenta como una herramienta fundamental que permite la correlacion
de la informacién molecular con la localizacion fisica de secuencias especificas de ADN en los
cromosomas (CABRAL-DE-MELLO; MAREC, 2021). El mapeo cromosdémico de secuencias
de ADN repetitivo se ha utilizado con éxito en estudios citogenéticos en peces, lo que demuestra
la diversidad y la plasticidad de estas regiones gendémicas en diferentes especies (CIOFFI;
BERTOLLO, 2012). Del mismo modo, el mapeo fisico de las secuencias de ADN ha observado
diferentes casos de sintenia entre diferentes clases de ADN repetitivos (por ejemplo, ADN
satélite, familias génicas, elementos transponibles, etc.) (CIOFFI; BERTOLLO, 2012). De
hecho, estos estudios de mapeo revelan la variabilidad estructural de las secuencias repetitivas
y su dinamica en el genoma de diferentes organismos eucariotas (CABRAL-DE-MELLO;
MAREC, 2021).

Mediante el andlisis citogenético se ha podido observar el comportamiento de los cromosomas
en distintas fases del ciclo celular, tanto en células somaticas como meioticas. En las células
meiodticas, por ejemplo, se observa una estructura cromosOmica especifica de la meiosis,
denominada Complejo Sinaptonémico (SC) (ZICKLER; KLECKNER, 1999). El SC se forma
entre los ejes de los cromosomas homologos durante la profase 1 y asegura el contacto fisico,
también llamado sinapsis, entre los cromosomas homoélogos. La formacion del SC es un paso
importante para la continuaciéon de la gametogénesis y los errores durante esta formacion
pueden desencadenar sefiales internas, normalmente proteinas, que pueden inducir a la célula a
la apoptosis, interrumpiendo la generacion de gametos (ZICKLER; KLECKNER, 2015). Este
mecanismo para comprobar posibles fallos, denominado checkpoints, es complejo y se produce
en momentos especificos de la division celular (BARNUM; O’CONNELL, 2014). La técnica
de inmunofluorescencia de los cromosomas meidticos ha contribuido al estudio del
comportamiento meidtico de diferentes cromosomas (ARAYA-JAIME et al., 2015a). Los datos
citogenéticos también han demostrado una presencia considerable de cromosomas B en los
peces (D’AMBROSIO et al., 2017).

Los cromosomas supernumerarios, o simplemente “cromosomas B”, son cromosomas exoticos
y prescindibles que no son homologos al conjunto de cromosomas A estandar o simplemente
“cromosomas A”. Los cromosomas B se observan en miles de especies de hongos, plantas y
animales (D’AMBROSIO et al., 2017). En general, los cromosomas B pueden: (i) ser
dispensable, no participar activamente en los procesos fundamentales de crecimiento y
desarrollo de los organismos transportadores; (ii) no emparejarse ni recombinarse con los
cromosomas A durante la meiosis; y (iii) comportarse de manera inestable durante la mitosis y
la meiosis y pueden segregar de forma no mendeliana (CAMACHO; SHARBEL;
BEUKEBOOM, 2000). Ademés, a medida que se estudian nuevas variantes del cromosoma B,
se encuentran nuevas excepciones. Es decir, relatos de como los cromosomas B engafian a los
checkpoints y sobreviven a los mecanismos de supresion de errores (por ejemplo, la
duplicacidn, la apariencia de una sinapsis, la segregacion, etc.), garantizando su herencia para
las generaciones futuras (HOUBEN et al., 2019). Los cromosomas B se componen
principalmente de secuencias de ADN repetitivos (KUMON; LAMPSON, 2022). Por el
contrario, los genes que se encuentran en los cromosomas B son potencialmente funcionales y
pueden participar en procesos bioldgicos que son beneficiosos para los huéspedes (por ejemplo,
el ADN ribosdémico) o que permiten una segregacion sesgada (por ejemplo, SLIT, dmrt1, msh4,
etc.) (RAJPAL et al., 2023).



Mediante la técnica de microdiseccion cromosOdmica, que permite el aislamiento de fragmentos
o cromosomas completos, fue posible investigar la composicién de nucledtidos de diferentes
cromosomas. En resumen, el producto de la microdiseccion es amplificado mediante PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) y se genera una biblioteca que contiene varios fragmentos
de ADN de interés, para diferentes aplicaciones segin la necesidad y el objetivo de la
investigacion (PANSONATO-ALVES et al., 2014). Se pueden producir sondas para pintura
cromosémica (WCP — Whole Chromosome Painting) a partir de esta biblioteca, por ejemplo.
Los experimentos de WCP mediante FISH han permitido detectar o localizar algunos
reordenamientos cromosomicos (SCUDELER et al., 2015). En este sentido, la microdiseccion
ha permitido la secuenciacion masiva del ADN repetitivo y los genes de copia unica presentes
en los cromosomas B (UTSUNOMIA et al., 2016). La integracion del WCP y los datos de
secuenciacion ha generado informacion interesante, lo que ha permitido proponer hipotesis
sobre el origen y la evolucion de los cromosomas B (UTSUNOMIA et al., 2016). Es importante
informar que las sondas obtenidas por microdiseccion estan compuestas por secuencias
anonimas y que, por lo general, se amplifican mediante métodos que favorecen las secuencias
repetitivas (SILVA et al.,, 2014). En este contexto, la secuenciacion masiva del ADN
microdiseccionados es extremadamente importante en los estudios del origen y la ascendencia
del cromosoma B. Inicialmente, el proyecto de desarrollo de la tesis incluyd una propuesta para
la secuenciacién masiva de los cromosomas B; sin embargo, debido al alto costo de los analisis
y a algunos reveses metodoldgicos, la propuesta tuvo que retrasarse.

Asi, se analizaron el cariotipo de M. australis, M. cf. forestii, M. bonita y M. oligolepis de
diferentes rios de la cuenca alta del rio Paraguai, en la region del Centro Oeste de Brasil. Los
especimenes se recolectaron de acuerdo con los procedimientos exigidos por la legislacion
ambiental brasilefia, la autorizacion para la recoleccion de especimenes emitida por el
(MMA/IBAMA/SISBIO — numero 70988). Los procedimientos de muestreo, mantenimiento y
analisis de los peces se realizaron de acuerdo con los principios éticos establecidos por el
“Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA)” y con la aprobacién
(nam. 4790080722) de la “Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB/UNESP)”, Brasil. Los especimenes
recolectados fueron transportados y empacados en bolsas de plastico o cajas de espuma de
poliestireno que contenian agua recién extraida del punto de recoleccidon, proporcionando
condiciones favorables para su supervivencia durante el viaje. En el laboratorio, los peces
recolectados se aclimataron en acuarios que contenian agua previamente tratada con
acondicionador de agua para acuarios y con aireacion constante. En ocasiones, se utilizd un
sistema de filtracion (filtros externos, filtros Hang On y/o filtros de espuma internos) para
eliminar las particulas solidas y algunos componentes quimicos del agua, garantizando un agua
limpia y de calidad para los especimenes. Tras la eutanasia, se extrajeron fragmentos de tejido
renal/branquial de cada espécimen para realizar estudios citogenéticos mitoticos, gonadas para
el andlisis de los cromosomas meiodticos y fragmentos de higado/musculo/aleta para la
extraccion del ADN. Para identificar el sexo, se examinaron las gonadas con la ayuda de un
microscopio Optico y/o la presencia de caracteristicas sexuales secundarias. Por ejemplo, en
ejemplares vivos, se observéd una pigmentacion rojiza en los machos de M. bonita en las aletas
anal, caudal y dorsal, mientras que las hembras presentan una pigmentacion amarillenta en estas
aletas, asi como la verificacion de anzuelos, presentes en los primeros rayos de la aleta anal de
M. australis, M. cf. forestii y M. oligolepis. Tras el andlisis, los especimenes se fijaron en
alcohol al 70%, se identificaron y depositaron en la coleccion ictiologica del “Laboratorio de
Biologia e Genética de Peixes da UNESP" en Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. A continuacién, en
el texto de esta tesis se describen detalladamente los métodos utilizados para llevar a cabo los
siguientes procedimientos:



a) Técnica de estimulacién mitotica con el objetivo de obtener una mayor frecuencia de
células en division (OLIVEIRA et al., 1988);

b) Técnica de preparacion in vivo de cromosomas mitoticos en peces (FORESTI et al.,
1981);

c¢) Caracterizacion de las Regiones Organizadoras de Nucléolos (RONs) mediante
impregnacion por Nitrato de Plata — AgNO3 (Howell & Black, 1980);

d) Deteccion de heterocromatina constitutiva (bandeo C) (SUMMER 1972);

e) Obtencion de cromosomas meioticos en profase [ (ARAYA-JAIME et al., 2015b);
f) Extraccion de ADN gendémico para amplificacion de ADN ribosémico;

g) Preparacion de sondas de ADN;

h) Microdiseccion de cromosomas B (PANSONATO-ALVES et al., 2014);

1) Amplificaciones del ADN microdiseccionado (GRIBBLE et al., 2004);

j) Inmunofluorescencia en espermatocitos (ARAYA-JAIME et al., 2015b);

k) Hibridacion in situ fluorescente (PINKEL et al., 1986); y

1) Montaje del cariotipo y analisis de datos (LEVAN et al., 1964).

Los resultados de la presente tesis doctoral se organizaron en dos articulos principales, con el
fin de preparar mejor para su publicacion en revistas cientificas. El cuarto capitulo se titula, por
lo tanto, “Diversidad cariotipica y pintura cromosdmica en cuatro especies de Moenkhausia
(Characiformes, Characidae), de la cuenca alta del rio Paraguai, Brasil”. El quinto capitulo, por
otro lado, se titula “La localizacion de proteinas del complejo sinaptonémico (SYCP3) indica
el emparejamiento regular de los cromosomas B de Moenkhausia australis y Moenkhausia
bonita”.

En el capitulo 4, se presenta la caracterizacion citogenética de M. australis, M. cf. forestii, M.
oligolepis y M. bonita recolectadas en diferentes rios y arroyos de la cuenca alta del rio
Paraguai, Brasil.

Los analisis cariotipicos realizados en estas cuatro especies mostraron un numero diploide (2n)
igual a 50 cromosomas, asi como el predominio de los cromosomas metacéntricos y
submetacéntricos, sin embargo, con variaciones en la formula cariotipica entre estas especies.
M. australis recolectada en arroyo Mamoeiro y arroyo Corredeira presenta una formula
cariotipica compuesta por cromosomas de los tipos 8 metacéntricos (m), 32 submetacéntricos
(sm) y 10 subtelocéntricos (st) y un Numero Fundamental (NF) igual a 100. En M. cf. forestii
del arroyo Aguas Claras, la formula cariotipica consiste en (8m + 34sm + 6st; NF = 100). Para
M. oligolepis del arroyo Mamoeiro, la formula cariotipica es (10m + 34sm + 6st; NF = 100).
Finalmente, para M. bonita recolectada en el arroyo Sao José, la formula cariotipica consiste en
(12m + 26sm + 8st + 4 acrocéntricos (a); NF = 96). En M. bonita, se observa la presencia de
dos pares cromosdmicos acrocéntricos, situacion que no se observd en M. australis, M. cf.
forestii y M. oligolepis, por lo que difieren en esta caracteristica. El patron de distribucion de la
heterocromatina constitutiva fue similar entre M. australis, M. cf. forestii y M. oligolepis. Se
observa pequefios bloques heterocromaticos en las regiones centroméricas y/o
pericentroméricas de la mayoria de los cromosomas. Se observa una notable region eucromatica



en el brazo corto del cromosoma que portaba las RONs de M. australis, M. cf. forestii y M.
oligolepis. M. bonita presenta un patron heterocromatico distinto, con pequefas regiones
centroméricas, pericentroméricas y teloméricas en algunos cromosomas. Se observa un gran
bloque heterocromatico en el par cromosémico portador de las RONs, que ocupa casi todo el
brazo corto de este par. También se observan bloques heterocromaticos intersticiales discretos
en el primer par de cromosomas de M. bonita. La impregnacion con nitrato de plata para
visualizar las RONs revel6 sitios simples en la region terminal del brazo corto de un par de
cromosomas submetacéntricos en las cuatro especies analizadas. En M. australis, las RONs se
observa en el brazo corto del par cromosémico 18, mientras que en M. cf. forestii y M. oligolepis
las RONs se observa en el brazo corto del par cromosémico 8 de ambas especies. Finalmente,
M. bonita revela las RONs en el brazo corto del par de cromosomas 19. Curiosamente, se
observa un polimorfismo de tamafo entre los cromosomas portadores de las RONs después de
la impregnacion con AgNO3.

Los resultados de doble-FISH, con sondas de ADN ribosémico (ADNr) 5S y 18S, demuestra
un patrén de distribucion conservado del ADNr 18S que ocupa la region terminal del brazo
corto de un solo par de cromosomas en todas las especies analizadas aqui, coincidiendo con las
marcas de AgNOs. Entre las cuatro especies analizadas, los bloques de ADNr 58S varian. En M.
australis y M. oligolepis, se observan seis cromosomas marcados en las regiones centroméricas
y pericentroméricas. En M. cf. forestii, los sitios del ADNr 58S se distribuyen en una region
centromérica de ocho cromosomas. En M. bonita, los sitios del ADNr 5S se observan en la
posicion telomérica de dos pares de cromosomas submetacéntricos, asi como en la region
centromérica de los pares acrocéntricos 24 y 25. Curiosamente, el primer par metacéntrico de
M. australis, M. cf. forestii y M. oligolepis muestra sitios de ADNr 5S en la region
centromérica/pericentromérica de estas tres especies, una situacion que no se observo en M.
bonita.

En las cuatro especies analizadas aqui, se observa la presencia de cromosomas B, que varian
tanto en frecuencia como en morfologia. En M. australis, se demuestra que el cromosoma B es
un cromosoma acrocéntrico pequefio (el mas pequeno del cariotipo), en M. cf. forestii, se
observa la aparicion de cromosomas B polimorficos micro/meta/submetacéntricos pequeiios
(los mas pequefios del cariotipo), en M. oligolepis estos cromosomas también son polimoérficos
y se presentan como pequefios metacéntricos/submetacéntricos (los mas pequefios del
cariotipo). Finalmente, en M. bonita, los cromosomas B se presentan como un
metacéntrico/submetacéntrico pequefio (los mas pequeno del cariotipo). La frecuencia con la
que se encuentran estos cromosomas B en las células de cada especie varia ampliamente y se
presenta en tablas que muestran las observaciones. En resumen, el recuento de células en
metafase en 15 ejemplares de M. australis muestra una variacion considerable en el nimero de
cromosomas B por célula. Curiosamente, los cromosomas B solo se observan en los machos de
M. australis, y los individuos presentan de 1 a 3 cromosomas B en el 38% (154 de un total de
410) de las células.

En M. cf. forestii, se detectan de 1 a 4 cromosomas B en el 96% (103/107) de las metafases
analizadas. Se observa una variacion intra ¢ interindividual en relacion con el nimero de
cromosomas B. Sin embargo, no se observan metafases con 0B en machos de M. cf. forestii.
De las 443 células en metafase analizadas de M. oligolepis, se observa una frecuenciade 1 a 3
cromosomas B en el 47% (207) de las células. A su vez, los cromosomas B de M. oligolepis
son mas frecuentes en las metafases masculinas. Los 14 machos analizados presentan
cromosomas B, con una incidencia variable intra e interindividual. Finalmente, 1 a 2
cromosomas B de M. bonita estan presentes en el 84% (109/129) de las células. Los 10
individuos analizados muestran una variacion intra e interindividual en relacion con el nimero



de cromosomas B por célula. Los cromosomas B observados en estas cuatro especies de
Moenkhausia muestran diferentes patrones heterocromaticos. Utilizando las sondas de ADN 5S
y 18S, no se observan marcas en los cromosomas B de ninguna de las especies/poblaciones
analizadas aqui.

La amplificacion del ADN de los cromosomas B microdiseccionados, mediante dos ciclos de
WGA 4, dio como resultado fragmentos de ADN de diferentes tamafos: se observa un
“arrastre” del ADN entre 100 pares de bases y > 1 kilobases con una intensidad maxima de
alrededor de 300 pb, seglin un analisis realizado con gel de agarosa al 1%. Cada sonda de ADN
microdiseccionado producida recibio el nombre de la inicial de su especie respectiva (MaB para
M. australis; MfB para M. cf. forestii; MoB para M. oligolepis; y MbB para M. bonita). La
microdiseccion y la pintura cromosémica, con sondas completas del cromosoma B, fueron
eficaces para localizar los diferentes tipos de cromosomas B observados en M. australis, M. cf.
forestii, M. oligolepis y M. bonita, sin embargo, con algunas peculiaridades entre ellos. En M.
australis, la sonda MaB pint6 intensamente los tres cromosomas B y algunas regiones de los
cromosomas A, sin embargo, se observa una region menos marcada cerca del centromero de
dos cromosomas. A su vez, en M. cf. forestii, la sonda MfB pint6 intensamente el cromosoma
B y el brazo corto del cromosoma A que portaba las RONs. En M. oligolepis, 1a sonda MoB
pint6é los cromosomas B en toda su longitud y algunas regiones de los cromosomas A.
Finalmente, en M. bonita, la sonda MbB pint6 evidentemente los cromosomas B y el brazo
corto del cromosoma que transportaba las RONs y otras regiones de los cromosomas A. En
particular, se observa que habia una diferencia en la intensidad de la pintura entre los
cromosomas B, una diferencia que debera investigarse mas a fondo.

En resumen, las conclusiones mas destacadas de este capitulo son: de las 98 especies validas
para el género Moenkhausia, el nimero de especies con informacioén citogenética se ha
ampliado de 13 a 14, y la comparacion con los datos disponibles en la literatura ha permitido
constatar una macroestructura cariotipica similar entre las diversas especies cariotipadas de
Moenkhausia, en particular, debido a la presencia de 2n = 50 y el predominio de los
cromosomas de dos brazos. Como ya se esperaba, se puede observar que las especies
estrechamente relacionadas tienen una mayor similitud en la macroestructura, como las
especies M. australis, M. forestii, M. oligolepis y M. sanctaefilomenae; asi como las especies
M. bonita, M. costae, M. dichroura, M. intermedia y M. nigromarginata. Indicando el uso
potencial de la citogenética en el estudio de las relaciones filogenéticas dentro del género
Moenkhausia. El mapeo fisico del ADNr en representantes del género Moenkhausia muestra
un estado simple del ADNr 18S en todas las especies analizadas aqui. Sin embargo, las
secuencias de ADNr 5S se muestran en multiples sitios cromosomicos. El patron de dispersion
de los sitios de ADNr 5S puede indicar una posible asociacion con otros elementos egoistas del
genoma (por ejemplo, elementos transponibles). Los cromosomas B se observan en M.
australis, M. cf. forestii, M. oligolepis y M. bonita, y presentan una variacion intra e
interindividual y son més frecuentes/restringidos a los machos de estas especies. Los estudios
futuros que utilicen la secuenciacion de ADN pueden generar datos relevantes sobre el origen,
la composicion y la evolucion de los cromosomas B de especies estrechamente relacionadas de
Moenkhausia. Con el WCP, es posible identificar el intercambio de secuencias entre los
cromosomas B polimorficos y algunas regiones de los cromosomas A. Por ultimo, se considera
interesante realizar un estudio detallado de estos grupos de especies de Moenkhausia, ya que
contribuye a la comprension de los procesos de diferenciacion cariotipica de estos grupos
monofiléticos.

En el capitulo 5 se analiza el comportamiento meidtico y mitdtico de los cromosomas B de
Moenkhausia australis y Moenkhausia bonita de la cuenca alta del rio Paraguai, Brasil. En este



sentido, se analizaron las células somaticas en metafases y anafases, asi como espermatocitos
en profase I, de M. australis y M. bonita recolectadas en el arroyo Mamoeiro y en el arroyo Sao
José, respectivamente. Las muestras de Moenkhausia australis mostraron 2n = 50 cromosomas
(8m + 32sm + 10st; FN = 100). Ademas, se observan de 1 a 3 cromosomas B acrocéntricos en
el 38% (n = 154) de las células analizadas en M. australis. Estos elementos supernumerarios se
observaron solo en células de los machos.

La pintura cromosémica (WCP), con sondas B especificas de M. australis, muestra el
intercambio de secuencias de ADN de los tres cromosomas B y algunas regiones de los
cromosomas A. El WCP a mediante FISH, en las células somaticas durante anafase de M.
australis, revelo una aparente disyuncion de las cromatidas hermanas del cromosoma A y de
los cromosomas B. Los analisis meidticos de los espermatocitos inmunodetectados con
anticuerpos contra SYCP3 en la profase I muestran la formacion de 25 bivalentes,
correspondientes a los cromosomas A, asi como la presencia de un pequefio elemento
supernumerario, que representa a los cromosomas B. En los espermatocitos en profase I, se
evidencid una aparente regularidad en las sinapsis de los cromosomas A, asi como en las
sinapsis del cromosoma B. No se observé ninguna discontinuidad a lo largo de la sinapsis de
los cromosomas homologos de M. australis. La identificacion de los cromosomas B fue posible
mediante la técnica WCP en espermatocitos en profase I de M. australis.

En M. bonita, se observan 2n = 50 cromosomas y una férmula cariotipica compuesta de (14m
+ 24sm + 8st + 4a; FN = 96). Se observa la presencia de 1 a 2 cromosomas B metacéntricos
pequetios en 109 (129 en total) de las células contadas. E1 WCP, con sondas B especificas de
M. bonita, permitié localizar los cromosomas B en las células sométicas en las metafases y
anafases, asi como en la profase I de la meiosis. En las metafases, las sondas del cromosoma B
pintaron el brazo corto de un par de los cromosomas A, que posiblemente portara RONs. Se
observé una diferencia en la intensidad de pintura entre los cromosomas B. A su vez, los
resultados del WCP, en las células soméaticas en anafases, detectaron una aparente disyuncion
de las cromatidas hermanas de los cromosomas A y B. Los analisis meidticos de los
espermatocitos en la profase I muestran la formacion de 25 bivalentes, correspondientes a los
cromosomas A, asi como la presencia de un pequeiio supernumerario, que presenta una aparente
regularidad en la formacion del SC de estos cromosomas B. Curiosamente, algunos bivalentes
mostraban pequenias discontinuidades que representaban zonas desapareadas de SYCP3 a lo
largo de algunos SC de los cromosomas A. La identificacion del cromosoma B se confirmé
mediante la técnica WCP con sondas del cromosoma B de M. bonita.

Este capitulo presenta datos iniciales sobre el comportamiento de los cromosomas B en
Moenkhausia. El estudio de los mecanismos que utilizan estos cromosomas para sobrevivir a
diferentes puntos de control proteico es relevante y puede servir de base para comprender como
se emparejan y segregan estos cromosomas en cada generacion.

Al final de la presente tesis, se preparan las consideraciones finales y las implicaciones
futuras, donde se hace saber que la informacion presentada en esta tesis afiade nuevos datos al
conocimiento citogenético sobre el género Moenkhausia.

1. Se caracterizd6 la morfologia, frecuencia y distribucion de los cromosomas B
presentes en M. australis, M. cf. forestii, M. bonita 'y M. oligolepis.

2. Se observo que, hasta el momento, las especies del género estudiadas presentan una
macroestructura cariotipica conservada.



3. Se observd que las cuatro especies aqui analizadas presentan un nimero de
cromosomas 2n = 50 y una formula cariotipica compuesta principalmente por
cromosomas de tipo metacéntrico, submetacéntrico y subtelocéntrico. Estas
caracteristicas demuestran que el nimero y la forma de los cromosomas se conservan
entre las 14 especies ya cariotipadas. Sin embargo, las microestructuras
(heterocromatina, RONs y 5S ADNr) son mas similares entre especies
filogenéticamente relacionadas.

4. Los cromosomas B no se emparejan con los cromosomas del complemento A durante
el paquitene en M. australis y M. bonita.

5. La pintura cromosdmica en anafases mitéticas, con las sondas especificas de los
cromosomas B, revelo la ocurrencia de disyuncion precisa de las cromatidas hermanas
de los cromosomas B en M. australis y M. bonita.

En conclusion, la descripcion cariotipica presentada en esta tesis doctoral tiene el potencial de
proporcionar mas datos citogenéticos sobre las especies de Moenkhausia y los cromosomas B,
mediante el uso de técnicas de mapeo de ADN repetitivo, la creacion de nuevas sondas de ADN
para el experimento FISH y la inmunodeteccion. No obstante, estos datos son utiles para futuras
investigaciones en las que se comparan especies estrechamente emparentadas y se determine la
presencia de cromosomas B en las especies de Moenkhausia.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO

1.1 PEIXES NEOTROPICAIS

A maior biodiversidade, de diferentes grupos de organismos, ¢ encontrada na regiao
Neotropical (RAVEN et al., 2020; WALLACE, 1876). Esta regido se estende do centro do
Meéxico até a Argentina na América do Sul (Figura 1.1, ALBERT; REIS, 2011; MORRONE,
2014). O sistema hidrografico de dgua doce da regido Neotropical é heterogéneo e muito
particular, possuindo grandes rios, diferentes regides de arcos entre bacias hidrograficas e
grande variedade de ecossistemas aquaticos (ALBERT; TAGLIACOLLO; DAGOSTA, 2020;
CASSEMIRO et al., 2023).

Figura 1.1 — Mapa mundi destacando as regides biogeograficas do mundo

Fonte: Elaborado pelo autor_(2023).

Nestes ecossistemas aquaticos, 0s peixes representam um grupo de vertebrados
extremamente biodiverso, que ocupa grande variedade de ambientes. A ictiofauna ¢
representada atualmente por 36.532 espécies validas, sendo o grupo de vertebrados que
apresenta o maior nimero de espécies (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023;
NELSON; GRANDE; WILSON, 2016). Um consideravel nimero de espécies novas tém sido
descritas todos os anos — uma média de aproximadamente 243 espécies por ano (FRICKE;

ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023). Considerando apenas a ultima década (2013 — 2022)
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foram descritas 4.013 novas espécies em todo o mundo, sendo a maioria (2.466) espécies de
peixes de agua doce (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023).

A regido Neotropical possui aproximadamente 5.000 espécies de peixes, as quais
exibem padrdes biogeograficos distintos baseados na ecologia, sistematica e evolucao
(CASSEMIRO et al., 2023; REIS et al., 2016; TONELLA et al., 2023). Porém, Reis et al.
(2016) fazem uma projecdo da riqueza de espécies de peixes neotropicais de agua doce
estimando que o numero total de espécies seja bem maior, alcangando valores entre 8.000 —
9.000 espécies. Estes autores ressaltam que cerca de 34 a 42% das espécies de peixes de agua
doce da regidao Neotropical ainda ndo foram identificadas (REIS et al., 2016). Nesse cendrio, ¢

relevante realizar pesquisas na area para aprimorar o conhecimento sobre a biodiversidade.

1.2 FAMILIA CHARACIDAE: O GENERO MOENKHAUSIA

Dentre essa biodiversidade Neotropical, pode-se destacar os caracideos, peixes da
familia Characidae, que estdo distribuidos em praticamente todas as bacias de d4gua doce desde
o sul dos Estados Unidos até o norte da Patagonia na Argentina, mas s3o especialmente diversos
na América do Sul (MIRANDE, 2019). A familia Characidae esta inserida na ordem
Characiformes sendo considerada a quarta familia, da classe Actinopterygii, com o maior
nimero de espécies validas, seguida por Gobiidae (1.973), Cyprinidae (1.784) e Cichlidae
(1.750) (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023). Informacdes disponiveis, para
Characidae, no Catalog of Fishes (versao online, atualizada em 6 de junho de 2023) indicam o
registro de 1.255 espécies validas, das quais 208 foram descritas somente na ultima década
(2014 — 2023) (FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023).

A maioria dos caracideos sao peixes de pequeno porte, < 80 mm de comprimento padrao
(CP) chegando a 20 cm em alguns géneros predadores (MIRANDE, 2019). Existem também
espécies em miniatura que ndo excedem 26 mm CP (MATTOX et al., 2021; WEITZMAN;
VARI, 1988). Entre os géneros de caracideos destaca-se o género Moenkhausia
(Characiformes: Characidae: Stethaprioninae) que foi descrito por Eigenmann em 1903. Este
género ¢ composto por 98 espécies validas amplamente distribuidas em rios da regido
Neotropical com mais de 80% (n = 74) das espécies ocorrendo em corpos d’agua da bacia
Amazonica (DAGOSTA; PINNA, 2019). Moenkhausia inclui espécies com uma ampla
distribuicao e que fazem parte de grupo de complexo de espécies, como por exemplo o grupo
Moenkhausia oligolepis (BENINE; MARIGUELA; OLIVEIRA, 2009; REIA et al., 2019).

Além disso, estudos filogenéticos tém evidenciado a natureza polifilética do género



Introducdo 23

Moenkhausia (MARIGUELA et al., 2013; MIRANDE, 2009, 2010, 2019), ja que espécies de
Moenkhausia se apresentam intimamente relacionadas a espécies de outros géneros, por

exemplo, Hemigrammus, Bario, e Hasemania (Figura 1.2, MARIGUELA et al., 2013).

Figura 1.2 — Hipotese filogenética para Moenkhausia proposta por Mariguela et al. (2013), utilizando genes
mitocondrial e nuclear
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Fonte: adaptado de Mariguela et al. (2013).

Legenda: uma série de trés nimeros (por exemplo, 1/100/87) em cada um dos nds principais representa a analise
Bayesiana / andlise particionada de méxima verossimilhanca / andlise de maxima parcimdnia, respectivamente.

A hipoétese filogenética apresentada na Figura 1.2 contém mais de 20 espécies de
Moenkhausia que reforgam a condi¢ao polifiléticas do género Moenkhausia assim como a
organizac¢do de cinco clados monofiléticos (MARIGUELA et al., 2013). A maioria das espécies
(13) de Moenkhausia analisadas por Mariguela et al. (2013) estdo agrupadas no Clado 4,
incluindo Moenkhausia xinguensis considerada a espécie-tipo do género.

Interessantemente, Mirande (2019) recupera algumas relagdes observadas por
Mariguela et al. (2013), notavelmente pela formacdo de um grande clado, “Moenkhausia
Clade”, composto pela maioria das espécies de Moenkhausia, incluindo M. xinguensis (espécie

tipo do género), bem como a relagdo de Bario steindachneri com Moenkhausia australis,
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Moenkhausia forestii, Moenkhausia oligolepis ¢ Moenkhausia sanctaefilomenae formando o

clado denominado por Mirande (2019) de “Bario Clade”.

1.3 ESTUDOS CITOGENETICOS EM MOENKHAUSIA

A citogenética evoluiu muito nos ultimos anos devido ao uso de métodos mais
sofisticados, que permitiram contribuicdo efetiva tanto para estudos taxonomicos
(citotaxonomia) quanto para uma melhor caracterizagdo do conjunto cromossdmico (cariotipo)
de diferentes organismos (AHMAD; MARTINS, 2019; ROSSI, 2021). Entretanto, em peixes a
ultima publica¢do neste sentido, apresentando um panorama geral de espécies/subespécies
cariotipadas, foi elaborada por Arai em 2011. O autor compilou 3.425 espécies/subespécies
distribuidas em 53 ordens e 262 familias (ARAI 2011). Em peixes, sdo escassas as publicagdes
de revisdo geral sobre as informagdes cariotipicas.

Do mesmo modo, no género Moenkhausia se reflete essa escassez de dados
citogenéticos. Atualmente estdo disponiveis informagdes cariotipicas (considerando artigos
cientificos, teses e dissertacdes) para apenas 14 espécies desse género de um total de 98 espécies
validas. Os dados cariotipicos mostram uma predominédncia de 2n = 50 com excecdo das
espécies Moenkhausia gracilima do rio Amazonas com 2n = 48 (SANTOS, 1999) e
Moenkhausia pittieri com 2n = 49 (AREFJEV, 1989). No entanto, o nimero diploide mais
frequente € de 2n = 50 cromossomos, com predominancia de cromossomos de dois bragos. A
espécie com maior nimero de populagdes analisadas citogeneticamente € M. sanctaefilomenae,

apresentando 12 populagdes ja cariotipadas (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Informagdes citogenéticas sobre as espécies do género Moenkhausia

Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica  NF B Referéncias
Moenkhausia sp. Rio Taquaral 50 16m+34sm 100 - (DANTAS etal.,, 2007)
Rio Membeca 10m+32sm+8st -
i sk
M. andrica Rio Sangue 50 12m+32smt6st 100 03 (NASCIMENTO et al., 2020)
M. australis Ribeirdo Mamociro 50 8m+32sm+10st 100 0-3 wx

Coérrego Corredeira

(FORESTI; ALMEIDA-
TOLEDO; TOLEDO, 1989)

(ALBERDI; FENOCCHIO,

Rio Capivara 48m/sm+2a 98 0-8

Rio Aquapey 48m/sm+2st 1-3 1997)
. , (PORTELA-CASTRO; JULIO
+ + - .

M. sanctaefilomenae Rio Parana 50 12m+36smrt-2st 0-2 JUNIOR; NISHIYAMA, 2001)
Afluente do Rio 12m+36sm-+2st 100 0-6 (DANTAS etal., 2007)
Capivara
Rio Batalha 0-8 (HASHIMOTO et al., 2012)
Rio Batalha 6m+16sm+28st 0-6

. (UTSUNOMIA et al., 2016)
Rio Novo -
Rio Araqua 6m+44sm 0-6 (SCUDELER et al., 2015)



Introducdo 25

Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica  NF B Referéncias
Cérrego Mané Teixeira
Riacho Olaria
Cérrego Guagu 8m+36sm+6st 0-8 (FERNANDES; ALVES, 2017)
. (SANCHEZ; TAKAGUI,
Yabebiry 12m+32sm+6st 1-3 FENOCCHIO, 2021)
Corrego Corredeira 12m+32sm+6st 0-4
Serraria dos padres 10m+26sm+14st 100 0-2 (NASCIMENTO et al,, 2020)
M. oligolepis Ribeirdo Mamoeiro 50 10m+34sm+6st 0-3 ok
Corrego Pedro Correia 10m+32sm+8a 92%  0-10 (SANTOS etal., 2021)
Corrego Taboquinha
Ribeirdo do Sapo 10m+32sm+8st 100  0-3 (NASCIMENTO et al., 2020)
M. forestii Rio Parani 30 omt28sm+10st+2a 98  0-2 (RANUCCI etal,2021)
Corrego Aguas Claras 6m+38sm+6st 100  0-4 HAE
(PORTELA; GALETTI;
Lagoa do Mato 50m/sm 0-1 BERTOLLO, 1988)
. . (PORTELA-CASTRO; JULIO-
M. intermedia Rio Parand 5o 16m+34sm 100 ~ JUNIOR, 2002)
Rio Mogi-Guagu 16m+34sm - (DANTAS et al., 2007)
Pindapoy Grande (SANCHEZ; TAKAGUI,
Cérrego Martires 16m+28smr+6st 13 FENOCCHIO, 2021)
. Rio Amazonas (Cit. A) 50 14m+26sm+6stt+4a 96 -
M. gracilima Rio Amazonas (Cit. B) 48 4m+24sm+12st+8a 88 _ (SANTOS, 1999)
M. cosmops Rio Verde 50 14m+30sm+6st 100 - (NASCIMENTO et al., 2020)
. . (PORTELA; GALETTI;
M. costae Rio Sdo Francisco 50 50m/sm 100 " BERTOLLO, 1988)
. sem citagdo 49  4m+39sm/st+6a 92 -
M. pittieri sem citagdo 50 4m+40sm/st+6a 94 _ (AREFJEV, 1989)
Rio Cuiaba 32m+14sm+4st - (MIYAZAWA, 1997)
. Rio Iguagu 26m+24sm - (PAIZ, 2013)
M. dichroura Pindapoy Grande >0 Y 2sm st 100 SANCHEZ: TAKAGUI
Martires - FENOCCHIO, 2021)
. . Rio Membeca -
+ + .
M. nigromarginata Rio Verde 50 14m+32sm+4a 96 _ (NASCIMENTO et al., 2020)
Corrego Sao José 12m+26sm+8st+4a 96 0-2 HoHE
M. bonita R1o_ Parapa 50 |4m+24sm+8st-4a 96 0-1 (RANUCCI et al., 2021)
Indios River 0-2

Fonte: adaptado de Portela-Castro e Julio—Junior, (2002).

Legenda: 2n = nimero diploide; m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a = acrocéntrico;
NF = Numero Fundamental; B = Cromossomos Supranumerarios; * = recalculado; ** = M. andrica, foi
identificada por Nascimento et al. (2020) como M. oligolepis LBP: 8527 ¢ Moenkhausia sp. n. LBP: 19531 (ver
REIA et al., 2021); *** = presente trabalho.

Para estas espécies apresentadas na Tabela 1.1, os estudos de distribuigdo das regides
heterocromaticas no género Moenkhausia evidenciam a presenca de blocos de heterocromatina
constitutiva (banda C) ocupando preferencialmente a regido pericentromérica/centromérica da
maioria dos cromossomos (DANTAS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-
CASTRO; JULIO JUNIOR, 2002). Além disso, Regides Organizadoras de Nucléolo (RONSs)
observadas por impregnagao de Nitrato de Prata tem evidenciado a ocorréncia de RONs simples
na maioria das espécies. No entanto, em algumas populacdes de M. sanctaefilomenae foram
observadas RONs multiplas pela técnica de impregnacao de Nitrato de Prata (DANTAS et al.,
2007; FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989; HASHIMOTO et al., 2012).
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Estudos de mapeamento fisico de sequéncias de DNA repetitivos, em espécies de
Moenkhausia, sao observados em apenas oito espécies (DANTAS et al., 2007; FERNANDES;
ALVES, 2017; NASCIMENTO et al., 2020; RANUCCI et al., 2021; SANTOS et al., 2021;
SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016; presente trabalho). Nestas espécies,
mediante o uso da FISH, foi possivel mapear fisicamente sequéncias de DNA ribossomico
(DNAr), histona, sequéncias de DNA para pequenos RNA nucleares (DNAsn), sequéncias
teloméricas e sequéncias de satélites (DNAsat). Em resumo, estes estudos tém evidenciado
variagdes na microestrutura cromossomica, permitindo uma comparagdo em nivel intra- e
interespecifica. Considerando a riqueza de espécies do género Moenkhausia e o baixo nimero
de espécies cariotipadas, torna-se relevante os estudos citogenéticos nesse grupo de peixes,
contribuindo para a ampliagio do conhecimento cromossomico de diferentes

espécies/populagdes.

1.3.1 Cromossomos B em Moenkhausia

Além dos cromossomos do complemento padrao A, essenciais para o desenvolvimento
e a reproducdo, alguns organismos eucariotos podem exibir cromossomos adicionais
denominados de cromossomos B (conhecidos também como supranumerarios, extras ou
acessorios) (CAMACHO, 2005). Os cromossomos B podem se originar de rearranjos
cromossomicos (ex., fissdo cromossdmica) em regides genomicas de uma determinada espécie
(origem intraespecifica) ou podem ter surgido como resultados de hibridizagdo entre espécies
(origem interespecifica) (RAJPAL et al., 2023; SILVA et al.,, 2022). Comumente, os
cromossomos B sdo heterocromaticos e contém distintas sequéncias de DNA repetitivos,
sugerindo que sejam elementos geneticamente inertes, ndo essenciais, egoistas € ou parasitas
(JOHNSON POKORNA; REIFOVA, 2021; KUMON; LAMPSON, 2022). Porém, os
cromossomos B persistem em populacdes naturais sobrevivendo a diferentes mecanismos
supressores e garantindo sua heranga para as proximas geragdes (HOUBEN, 2017; RAJPAL et
al., 2023; SILVA et al., 2022).

Os cromossomos B sdo observados em aproximadamente trés mil espécies de diferentes
eucariontes como fungos, plantas e animais (D’AMBROSIO et al., 2017). O niimero de
cromossomos B pode variar entre individuos, tecidos e até mesmo entre células (LI et al., 2022;
PARDO et al., 1995). Além disso, os cromossomos B podem apresentar morfologias distintas

até mesmo dentro de uma unica espécie, no entanto, de maneira geral os cromossomos B sdo
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pequenos ou em alguns casos podem apresentar tamanho semelhante aos cromossomos A
(CAMACHO; SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000; SILVA et al., 2022).

Em peixes sao descritos cromossomos B em mais de 70 espécies de actinopterigeos
(CARVALHO; MARTINS-SANTOS; DIAS, 2008; D’AMBROSIO et al., 2017). Porém, esses
cromossomos B tém se mostrado mais frequente em alguns grupos de peixes como por
exemplo, em espécies dos gé€neros Astyanax, Psalidodon, Prochilodus e Rhamdia
(CARVALHO; MARTINS-SANTOS; DIAS, 2008).

No género Moenkhausia, a presenca de cromossomos B ¢ observada em sete espécies:
Moenkhausia andrica, M. australis, M. oligolepis, M. sanctaefilomenae, M. forestii,
Moenkhausia intermedia e Moenkhausia bonita (ver Tabela 1.1). Nestas espécies os
cromossomos B apresentam-se com diferentes variantes morfologicas (NASCIMENTO et al.,
2020), distintos padrdes de heterocromatina constitutiva (HASHIMOTO et al., 2012) e
atividade nucleolar foi detectada em cromossomos B de M. sanctaefilomenae (FORESTI;
ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989). Além disso, por meio da FISH com sondas de DNA
repetitivos foi possivel mapear fisicamente sobre os cromossomos B, sequéncias de DNAr 18S,
genes de histonas H1 e H3, DNA telomérico, DNAsn U2 e DNAsat MS3 e MS7 (DANTAS et
al., 2007; NASCIMENTO et al., 2020; SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016).

A técnica de microdissec¢ao também tem sido utilizada em alguns estudos citogenéticos
em espécies de Moenkhausia permitindo o levantamento de hipdteses da origem, assim como
a detecgdo de sequéncias compartilhadas entre os cromossomos A e B (SANTOS et al., 2021;
SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016). Em M. sanctaefilomenae da bacia do rio
Tiete, Scudeler et al. (2015) apos microdissecar os cromossomos B heterocromaticos e realizar
experimentos de pintura cromossdmica, levantaram a hipotese de uma origem intraespecifica e
independente para duas variantes de cromossomos B. Esta hipotese foi corroborada por estudos
integrando dados de citogenética molecular e andlises de sequéncias de DNA obtidas por
sequenciamento massivo e Sanger (UTSUNOMIA et al., 2016). Recentemente, em M.
oligolepis da bacia do rio Tocantins, Santos et al. (2021) ap6s microdissec¢do € pintura
cromossOmica também apresentaram uma hipotese de origem intraespecifica e propde
rearranjos cromossdmicos que contribuiram para a origem e diferenciagcdo dos cromossomos B
em populacdes de M. oligolepis.

Embora um pouco mais restrito, devido a dificuldade de estabelecer boas preparagdes
meiodticas, 0 comportamento dos cromossomos B t€ém sido observados em profase I (estagio de
paquiteno), metafase I e metafase Il em populagdes de M. sanctaefilomenae do alto rio Parana

e do rio Tieté por (FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989; PORTELA-CASTRO;
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JULIO JUNIOR; NISHIYAMA, 2001) respectivamente. Nestas populagdes 0s cromossomos
B foram observados ora como univalentes ora como bivalentes. Por exemplo, mediante analises
de espermatdcitos em paquitenos, Portela-Castro; Julio-Junior; Nishiyama (2001) observaram
dois cromossomos B univalentes em 58,2% dos paquitenos analisados e em 13,8% dos
meidcitos apenas um cromossomo B foi observado. Com base nesta observagdo, os autores
propuseram que uma segregacao tendenciosa poderia estar assegurando a transmissao de pelo
menos um cromossomo B para as células-filhas.

Considerando as caracteristicas peculiares dos cromossomos B e a necessidade de novas
informacdes cariotipicas em espécies ou populacdes de Moenkhausia, o presente estudo visou
descrever o cariotipo de quatro espécies de Moenkhausia mapeando fisicamente sequéncias de
DNA ribossdmicos, bem como descricdo da morfologia e frequéncia dos cromossomos B em

distintas fases do ciclo celular.
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CAPITULO 2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a composi¢ao cariotipica de Moenkhausia australis, M. bonita, M. cf. forestii
e M. oligolepis realizando o mapeamento fisico de sequéncias de DNA repetitivos ¢ a

caracterizacdo dos cromossomos B observados nestas espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) analisar e comparar a estrutura cariotipica entre espécies filogeneticamente
relacionadas;

b) realizar o mapeamento fisico de sequéncias de DNA ribossdmicos em M. australis,
M. cf. forestii, M. bonita e M. oligolepis;

c) Obter sondas especificas dos cromossomos B de M. australis, M. bonita, M. cf.
forestii e M. oligolepis.

d) caracterizar a morfologia, frequéncia e distribuicdo dos cromossomos B presentes
em M. australis, M. cf. forestii, M. bonita e M. oligolepis;

e) analisar o comportamento dos cromossomos B, durante a profase 1 de

espermatocitos e anafases mitoticas, de M. australis e M. bonita.
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CAPITULO 3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAS

Foram analisadas quatro espécies de Moenkhausia (Figura 3.1) coletadas em diferentes
rios e riachos de cabeceira da bacia do alto rio Paraguai, na regido Centro-Oeste do Brasil (Tabela
3.1). Os espécimes foram coletados de acordo com os procedimentos exigidos pela legislacao
ambiental brasileira (autorizagcdo para coleta de espécimes: MMA/IBAMA/SISBIO — niimero
70988). Os procedimentos de amostragem, manutengao e analise dos peixes foram realizados de
acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e com aprovagdo (n° 4790080722) da Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB/UNESP).

Figura 3.1 — Espécies de Moenkhausia coletadas

Fonte: Jefferson Crispim e Cristiano (2023).

Legenda: em a) Moenkhausia australis; b) Moenkhausia bonita; ¢) Moenkhausia cf. forestii; d) Moenkhausia
oligolepis. Barra de escala 1 cm.
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Tabela 3.1 — Informacdes sobre os locais e espécies de Moenkhausia coletadas

Nimero
Espécies Coordenadas LBP* Localidade/Municipio Amostral
M F
on gt " A0 " Corrego Mamoeiro/
14°3826.1" S, 56°49'41.7" W 32746 e 32747 . 4 4
Moenkhausia Denise — MT
australis , .
14°4808 33" S, 57°07'25.18" W 32753 Corrego Corredeira/ )
Denise — MT
.. Corrego Aguas Claras/
o 2 2 o 2 2 ES
M. cf. forestii ~ 14°21°03.2” S, 57°33°07.2” W Santo Afonso — MT 9 22
orq! " A0 " 32750; 32751 Corrego Mamoeiro/
14°38"26.1" S, 56°49'41.7" W e 32752 Denise — MT 8 0
M. oligolepis Ca deira/
14°48'08.33" S, 57°07'25.18" W 32754 orrego Corredeira 9 1
Denise — MT
M. bonita 14°39'0.98" S, 57°26'11.62" W 32755 e 32756 COITegO Sdo José/ 3 1

Tangara da Serra — MT

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: LBP = Numero de lote da Colecdo de Peixes do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto
de Biociéncias, UNESP. MT = Mato Grosso. W = Oeste. S = Sul. * = Em processo de registro.

As coletas dos espécimes foram realizadas empregando diferentes artefatos de pesca, tais
como: rede de arrasto (10m de comprimento por 2,5m de altura e malha de 3mm entre nos
opostos), bem como vara de bambu, linha de nylon e anzol. Os espécimes coletados foram
transportados e acondicionados em sacos plasticos ou em caixas de isopor contendo agua recém-
retirada do ponto de coleta, proporcionando condi¢des favoraveis a sobrevivéncia dos mesmos
durante o deslocamento. Em laboratdrio, os peixes coletados foram aclimatados em aquarios
contendo agua tratada previamente com condicionador de 4gua para aqudrios e aeragao constante.
Por vezes, se utilizou um sistema de filtragem (filtros externos, Hang On e ou filtros internos de
espumas) para remogao de particulas s6lidas e alguns componentes quimicos na agua, garantindo
agua limpa e de qualidade.

Os espécimes analisados foram eutanasiados e retirados fragmentos de tecido
renal/branquial para estudos citogenéticos mitoticos, gonadas para andlises de cromossomos
meioticos e fragmentos do figado/musculo/nadadeira para estudos moleculares. Para a
identificacdo do sexo foi realizado exame de gonadas, com auxilio de microscopio dptico, e/ou
a presenga de caracteristicas sexuais secundarias — por exemplo, em espécimes vivos se observa,
nos machos de M. bonita, uma pigmentacao avermelhada nas nadadeiras anais, caudais e dorsais,
enquanto as fémeas apresentam uma pigmentacdo amarelada nessas nadadeiras (Figura 3.2)

como descrito por Vanegas-Rios et al. (2019) ou a verificagdo de ganchos 6sseos (Figura 3.3),



Material e Métodos 32

presentes nos primeiros raios da nadadeira anal de M. australis, M. cf. forestii e M. oligolepis

(BENINE; MARIGUELA; OLIVEIRA, 2009; REIA et al., 2019).

Figura 3.2 — Padrdo de coloragdo em vida de Moenkhausia bonita

Fonte: Jefferson Crispim e Cristiano Neves (2023).
Legenda: em a) espécime macho caracterizado pelas nadadeiras alaranjadas ou avermelhadas; em b) espécime
fémea caracterizada pelas nadadeiras amareladas. Barra de escala 1 cm.

Figura 3.3 — Espécime macho de Moenkhausia australis.

Fonte: Jefferson Crispim, Enzo Emmerich e Cristiano Neves (2023).
Legenda: em detalhe a nadadeira anal indicando presenga de ganchos Osseos (setas)
presentes nos primeiros raios, levemente perceptivel ao toque, por vezes observados em
espécimes M. australis, M. cf. forestii e M. oligolepis.
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Por fim, os espécimes foram conservados em alcool 70%, identificados e depositados na

colegdo ictiologica do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes da UNESP em Botucatu,

Sao Paulo, Brasil, conforme registro de dados (ver Tabela 3.1).

3.2 METODOS

3.2.1 Estimulac¢do mitética

Com o objetivo de obter uma maior frequéncia de células em divisao mitotica, os animais

foram submetidos a uma inje¢ao prévia de solucao de fermento bioldgico, conforme descrito por

Cole et al. (1971) para anfibios e répteis e adaptada por Bertollo et al. (1978) e Oliveira et al.

(1988) para peixes. O procedimento utilizado consistiu em:

1.

Preparar uma solucao de fermento bioldgico na propor¢do de 0,5 g de fermento, 0,5
g de agucar e 7 ml de 4gua destilada;

Incubar a solugdo em uma estufa a 37 °C por cerca de 10 minutos;

Injetar a solug¢do na regido dorsolateral do peixe na propor¢ao de 1 ml por 100 g de
peso do animal;

Deixar o animal em aquario aquecido a 28 °C, bem aerado por cerca de 48 horas

antes da eutanasia.

3.2.2 Técnica de preparacio in vivo de cromossomos mitoticos em peixes

Para obtengdo dos cromossomos metafésicos foi utilizado a técnica proposta por Foresti

et al. (1981), com algumas adaptagdes. Esta técnica se baseia essencialmente na injecdo de

solucdo de colchicina, disseccdo e obtencao de tecidos apropriados, com expressiva taxa de

divisdo celular e tratamento hipotonico das cé€lulas antes de sua fixacao e distribuicdo em laminas

de vidros. O procedimento utilizado consistiu em:

1.

Injetar na regido intra-abdominal uma solucdo aquosa de colchicina a 0,005% na
proporcao de aproximadamente 1 ml / 100 g de peso do animal;

Manter o peixe em aquario bem aerado por um periodo de 35 minutos;

Sacrificar o animal, retirando a por¢do anterior e posterior do rim e transferir o
material para uma placa de Petri contendo 7 ml de solugdo hipotonica de cloreto de
potassio — KCI (0,075 M);

Dissociar o material com o auxilio de pingas de dissec¢ao e uma seringa hipodérmica
de vidro, desprovida de agulha, até a obteng¢ao de uma solugdo homogénea;
Transferir a suspensdo de células obtida para um tubo de centrifuga e incuba-la em

estufa a 37 °C por 21 minutos;
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6. Retirar da estufa, gotejando 10 gotas de fixador (metanol e 4cido acético na
proporcao de 3:1, respectivamente) gelado, agitar levemente com uma pipeta Pasteur
e deixar repousar por 5 minutos a temperatura ambiente;

7. Adicionar cerca de 8 ml de fixador e homogeneizar novamente, centrifugar a 1000
rpm por 10 minutos;

8. Descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 7 ml de fixador,
centrifugar por 10 minutos a 1000 rpm;

9. Repetir o passo anterior por 2 vezes;

10. Apds a ultima lavagem, com fixador, descartar o sobrenadante e diluir o precipitado
em aproximadamente 1 ml de fixador e transferir para tubos de microcentrifuga de

1,5 ml e armazenar em geladeira a ~ 4 °C.

3.2.3 Preparo de laminas

1. Gotejar de 1 a 2 gotas da suspensao celular obtida no final da técnica de preparagao
de cromossomos mitdticos (secdo 3.2.2), em diferentes regides de uma lamina
previamente limpa;

2. Secar ao ar em temperatura ambiente por 5 — 10 minutos;

3. Corar com solucdo de Giemsa a 5% diluido em tampao fosfato (KH2PO4 0,06 M e
NaxHPO4 0,449M, pH 6,8) por 8 minutos;

4. Analisar as laminas, contendo as suspencdes celulares coradas, em microscopio

optico.

3.2.4 Caracterizacio das Regioes Organizadoras de Nucléolo (RONs)
Para a identifica¢do das RONs foi utilizada a técnica de impregnagao pelo Nitrato de Prata
— AgNO:s descrita por Howell & Black (1980). Essa técnica caracteriza-se pela reagdo quimica
da Prata metalica com as proteinas acidicas que compdem o complexo proteico das regides
organizadoras de nucléolos. O procedimento envolveu o uso de duas solugdes:
e Solugdo A (solugdo coloidal reveladora): 1 g de gelatina dissolvida em 50 ml de agua
destilada. Adiciona-se 0,5 ml de acido formico.
e Solucdo B (solu¢do de Nitrato de Prata): 1 g de AgNOs dissolvida em 2 ml de 4dgua
destilada.
Com o uso destas solugdes procedeu-se da seguinte maneira:
1. Hidrolisar o material por 3 minutos em acido cloridrico, HCI 1 N a 60 °C;

2. Lavar em agua destilada e secar a l1amina a temperatura ambiente;
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Misturar em um tubo tipo Eppendorf, 3 gotas da solugdo A e 6 gotas da solucdo B
com o auxilio de pipetas Pasteur;

Pingar 6 gotas da mistura sobre a [amina e cobrir com uma laminula;

Incubar a lamina em um suporte no interior de um banho-maria a 65 °C com a
laminula voltada para baixo. Em aproximadamente 3 minutos a lamina torna-se
marrom-dourada;

Lavar a lamina em agua destilada e deixar secar ao ar a temperatura ambiente;

Se necessario corar com solucdo de Giemsa 5% em tampao fosfato (pH 6,8) por 10
segundos;

Lavar o material da lamina e deixar secar ao ar a temperatura ambiente.

3.2.5 Deteccao da heterocromatina constitutiva (banda C)

Para obtencdo de bandas C foi utilizada a técnica descrita originalmente por Sumner

(1972). Esta técnica baseia-se na acao sequencial de tratamentos com solucdes acida, bésica e

solucdo salina para eliminar seletivamente o DNA cromossomico, revelando as regides de

heterocromatina, que se encontram mais compactadas e sofrem menor a¢do dos tratamentos. O

procedimento consistiu em:

1.
2.

Secar as laminas recém pingadas ao ar por uma noite;

Hidrolisar as 1aminas por 30 minutos em HCI1 0,2 N a temperatura ambiente e lavar
em agua destilada;

Passar por solucao de hidréxido de bario — Ba(OH)2 a 5% a 60 °C por cerca de 15
segundos e lavar em 4gua destilada;

Lavar rapidamente em HCI 1 N a 60 °C e, em seguida, em agua destilada;

Incubar por 30 minutos em 2x SSC (pH 6,8) a 60 °C;
Montar as preparagdes com 15 pl de Vectashield/ DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride) e cobrir com laminula.

3.2.6 Obtenc¢ao de cromossomos meioticos

Para a obtencdo dos cromossomos meidticos em fase de paquiteno foi utilizada a

metodologia descrita por Araya-Jaime et al. (2015b). Esta técnica se baseia na dissociagdo das

gbonadas, bem como o espalhamento de meidcitos e sua fixagdo em laminas com solucao de
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Paraformoldeido. Todas as solu¢des foram ajustadas a um pH de 8,5 com tetraborato de sddio

0,1 M. O procedimento utilizado consistiu em:

1.

2.

10.

1.

12.

Sacrificar os individuos com uma overdose de benzocaina 1%;

Remover as gonadas (testiculos ou ovarios) e imergi-las em 200 ul de solugdo de
Hanks (sigma) gelada em uma placa de Petri. O volume de solugdo salina deve
representar trés vezes o volume de tecido;

Dissociar o tecido com o auxilio de pingas para obter uma suspensdo celular
homogénea;

Transferir a suspensdo celular para um tubo de 1,5 ml e decantar por 30 min no gelo;
Transferir uma gota da suspensdo de células (aproximadamente 20 pl) no centro de
uma lamina de vidro limpa e seca, evitando-se a presenga de detritos celulares;
Adicionar 2 gotas de sacarose 0,2 M e 2 gotas de Triton X-100 0,2% nas suspensdes;
Incubar as preparagdes contendo as suspensdes celulares de testiculos (4 min) e de
ovarios (7 min) a 37 °C;

Fixar as células, nas laminas, adicionando 10 gotas de solu¢do de paraformaldeido
4% pH 8.5, por 15 min;

Remover o excesso de liquido com papel absorvente e deixar secar a temperatura
ambiente por 3 horas;

Lavar as laminas 3 vezes em solu¢ao Kodak photo-flo 200 a 0,08% (Kodak) e secar
em posi¢ao vertical;

Avaliar a qualidade das preparagdes corando com AgNOs de acordo com o protocolo
descrito por Howell; Black (1980);

Armazenar as preparacdes em freezer a — 20 °C até seu uso.
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3.2.7 Extra¢do de DNA gendémico
O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de tecido de figado, musculo ou
nadadeiras preservadas em etanol 95%, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification

(Promega), conforme instrugdes do fabricante.

3.2.8 Preparo das sondas de DNA genémico

Todas as sondas utilizadas para o mapeamento fisico nos cromossomos foram compostas
por DNA repetitivo amplificadas por Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir do DNA
gendmico de espécimes de M. australis.

As sequéncias de DNAr 5S foram amplificadas utilizando primers descrito por Pendas et
al. (1994). Em reacdo de PCR secundéria, os amplicons, foram marcados pela incorporagao da
Digoxigenina 11-dUTP (Roche). As reacdes de PCR foram preparadas para um volume final de
25 ul, utilizando 2 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 mM de MgCly; 10X de
Taq DNA buffer (20 mM Tris-HCL, pH 8,4 ¢ 50 mM KCl); 0,5 U de Taq polimerase (Life
Technologies); 0,2 uM de cada primer; 20 ng de DNA genomico e 4gua DNase-free ultrapura.
As reacdes de amplificagcdo/marcagdo foram realizadas em um termociclador PTC-100TM (MJ

Research), de acordo com as seguintes condigdes:

95 °C por 1 minutos
95 °C por 30 segundos
35 ciclos— 56 °C por 35 segundos
72 °C por 45 segundos
72 °C por 7 minutos

12 °C manutengao

Todos os produtos gerados, pelas respectivas PCR, foram checados por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% utilizando tampao TAE 1X.

As sequéncias de DNAr 18S foram amplificadas utilizando os primers de DNAr 18S
descrito por Utsunomia et al. (2016). Em reacdo de PCR secundaria, os amplicons, foram
marcados pela incorporagdo de Biotina-16-dUTP (Roche). As reagdes de PCR foram preparadas
para um volume final de 25 pl, utilizando 2mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5
mM de MgCl,; 10X de Taq DNA buffer (20 mM Tris-HCL, pH 8,4 e 50 mM KCl); 0,5 U de Taq
polimerase (Life Technologies); 0,2 uM de cada primer; 20 ng de DNA gendmico e 4gua DNase-
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free ultrapura. As reagdes de amplificacdo/marcagdo foram realizadas em um termociclador

PTC-100TM (MJ Research), de acordo com as seguintes condigdes:

95 °C por 5 minutos
95 °C por 30 segundos
35 ciclos— 54 °C por 35 segundos
72 °C por 45 segundos
72 °C por 7 minutos

12 °C manuteng¢ao

Todos os produtos gerados, pelas respectivas PCR, foram checados por meio de

eletroforese em gel de agarose a 1% utilizando tampao TAE 1X.

3.2.9 Microdissec¢ao cromossomica

Os procedimentos para a microdissec¢do cromossomica dos cromossomos B de

individuos de diferentes espécies de Moenkhausia envolvem a utilizagdo da metodologia descrita

por Pansonato-Alves et al. (2014), com algumas adaptagdes:

1.

Pingar sobre laminulas (24 mm X 60 mm) previamente limpas duas gotas de
suspensoes celulares obtidas pela técnica de preparagdo de cromossomos mitoticos
(secdo 3.2.2);

Secar o material ao ar em temperatura ambiente por 2 — 3 minutos;

Corar com solug@o tamponada de Giemsa 5% (pH 6.8) por 8 minutos;

Lavar as laminulas com agua destilada e manté-las em cadmara umida até serem
analisadas em microscopio;

Analisar as laminulas contendo as suspensdes celulares coradas em microscopio
invertido Zeiss Axiovert 100;

Microdissecar o cromossomo de interesse com o auxilio de um capilar de vidro de
borossilicato, presente em um micromanipulador Eppendorf TransferMan NK2
acoplado ao microscopio invertido Zeiss Axiovert 100;

Quebrar o capilar, contendo o cromossomo microdissecado, em um tubo de
microcentrifuga tipo Eppendorf de 0,2 ml (tubo de PCR), contendo 9 pl de agua
DNase-free ultrapura,;

Realizar a amplificacdo descrita na se¢ao 3.2.10.
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3.2.10 Amplificacio do material microdissecado e marcacgio
GenomePlex® Single Cell Whole Genome Amplifition (WGA4 — Sigma)

O kit WGA4 ¢ formulado para amplificar o genoma de uma Unica célula, produzindo
grande quantidade de DNA gendmico no final do processo. No entanto, resultados satisfatorios
sdo observados na utilizagdo desse kit para amplificacio de DNA de cromossomos
microdissecados por exemplo (GRIBBLE et al., 2004; KOSYAKOVA et al, 2013;
PANSONATO-ALVES et al., 2014; SILVA et al., 2014; VALENTE et al., 2014).Em resumo, o
kit WGA4 representa uma tecnologia baseada na fragmentacdo aleatéria do DNA de interesse,
gerando fragmentos pequenos que sdo ligados a adaptadores. Esse processo resulta em uma
biblioteca amplificavel por PCR. A amplificagdo do DNA microdissecado seguiu o protocolo de

Gribble et al., (2004) e instrugdes do fabricante, com pequenas modificagdes.

Lise e fragmentacio:

1. Isolar um unico cromossomo usando a microdissec¢do ou outro método.

2. Transferir o cromossomo isolado para um Tubos de PCR de 0,2 ml contendo 9ul de
agua DNase-free ultrapura.

3. Preparar uma solucgao de trabalho (Working Solution) adicionando 1 pl de “Proteinase
K Solution” a 16 ul de “10X Single Cell Lysis & Fragmentation Buffer”. Agite bem
no vortex.

4. Adicionar 1 pl da Working Solution recém-preparada ao tubo contendo os
cromossomos microdissecados. Misture bem.

5. Incubar a mistura de DNA no termociclador a 50 °C por 1 hora e, em seguida, aquecer
a 99 °C por EXATAMENTE quatro minutos. Resfriar no gelo e centrifugar

brevemente antes de preparar a biblioteca.

Geracao de biblioteca:

6. Adicionar 2 pl de “1X Single Cell Library Preparation Buffer” e 1 pl “Library
Stabilization Solution” a cada tubo contendo a mistura de DNA obtida no passo cinco.

7. Misturar bem e colocar no termociclador a 95 °C por 2 minutos. Resfriar a amostra
no gelo, centrifugar brevemente e manter novamente no gelo.

8. Adicionar 1 pl de “Library Preparation Enzyme”, misturar bem e centrifugar
brevemente.

9. Colocar a amostra em um termociclador e incube da seguinte forma:
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16 °C por 20 minutos
24 °C por 20 minutos
37 °C por 20 minutos
75 °C por 5 minutos

12 °C manutengao

10. Remover as amostras do termociclador e centrifugar brevemente. As amostras foram

amplificadas imediatamente ou armazenadas a - 20 °C por até trés dias.

Amplificacao por PCR:

11. Adicionar os seguintes reagentes a toda a reacao de 14 pl:
7.5 ul de “10X Amplification Master Mix”
48.5 ul de “Water, Molecular Biology Reagent”
5.0 ul de “WGA DNA Polymerase”

12. Misturar bem e incubar no termociclador utilizando o seguinte programa:
95 °C por 3 minutos
94 °C por 30 segundos
25 ciclos
65 °C por 5 minutos

12 °C manutengado

13. Remover as amostras do termociclador, misturar bem e centrifugar brevemente.
Verificar os produtos da PCR por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%
utilizando tampao TAE 1X.

14. Manter as reagdes a 4 °C ou armazenar a - 20 °C.

GenomePlex® Whole Genome Reamplification (WGA3 — Sigma)

O kit WGA3 permite reamplificagcdo de produtos WGA (2 e 4) de forma eficiente e com
alto rendimento. As sondas de pintura cromossomica foram preparadas usando 10 ng de DNA
microdissecado amplificado pelo WGA4. No processo de reamplificacio com o WGA3, o
nucleotideo digoxigenina 11-dUTP foi incorporado seguindo os parametros conforme instrucdes

do fabricante, com pequenas modificagdes:
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1. Para cada reacdo de reamplificagdo adicionar os seguintes reagentes aos Tubos de
PCR de 0,2 ml:
15 pl de “Nuclease-Free Water”
2,5 ul de “10X Amplification Master Mix”
1,7 pl de “WGA DNA Polymerase”
1,0 ul de dATP (2 mM)
1,0 ul de dCTP (2 mM)
1,0 pul de dGTP (2 mM)
0,6 ul de dTTP (2 mM)
0,4 ul de 11-dUTP (2 mM)
2,0 ul de DNA amplificado pelo WGA4

2. Misturar bem e incubar no termociclador utilizando o seguinte programa:
95 °C por 3 minutos
) 94 °C por 30 segundos
25 ciclos
65 °C por 5 minutos

12 °C manutengao

3. Remover as amostras do termociclador, misturar bem e centrifugar brevemente.
Verificar os produtos da PCR por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%
utilizando tampao TAE 1X.

4. Manter as reagoes a 4 °C ou armazenar a - 20 °C.

Por ultimo, as sondas de DNA microdissecados, aqui produzidas, foram denominadas
utilizando as iniciais de cada espécie analisadas (MaB para M. australis, M{B para M. cf. forestii,

MoB para M. oligolepis e MbB para M. bonita).

3.2.11 Imunocoloracio de espermatocitos

Para visualizacdo do complexo sinaptonémico utiliza-se anticorpos especificos para
peixes, bem como anticorpos comerciais derivados de mamiferos. Como descrito por Araya-
Jaime et al. (2015b), deve-se seguir os seguintes passos:

1. Lavar as laminas trés vezes em PBS 1x por 5 min. NAO deixar as ldminas secarem;

2. Incubar as laminas em tampao citrato 0,01 M (pH 6) a 95 °C por 20 min;
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3. Deixar esfriar a temperatura ambiente por 20 min;

4. Lavar trés vezes em PBS 1x por 2 min por vez;

5. Incubar com anticorpo primario (1:100 em PBS 1x) adicionando 25 pl por lamina e cobrir
com laminula, deixando por 1:30 horas a 37 °C em camara imida ou overnight a 4 °C;

6. Lavar trés vezes em PBS 1X, por 5 min por vez, a temperatura ambiente;

7. Incubar com anticorpo secundario (1:100 em PBS 1x), adicionando 25 pl por lamina e
cobrir com laminula por 40 min a 37 °C em camara imida;

8. Lavar trés vezes em PBS 1x, por 5 minutos por vez;

9. Montar as preparagdes com 15 pl de Vectashield/DAPI e cobrir com laminulas.

3.2.12 Hibridizacao in situ (FISH)
A aplicacdo da técnica de FISH foi realizada com base nos procedimentos adotados por
Pinkel et al. (1986), com adaptacdes implementadas no Laboratério de Biologia e Genética de
Peixes do Departamento de Morfologia IB/UNESP, conforme descrito a seguir:
e Etapa 1: Preparacio das laminas

1. Lavar as laminas em PBS 1x por 5 minutos a temperatura ambiente e desidratadas em
série de etanol a 70%, 85% e 100% a 20 °C negativos por 3 minutos em cada banho;

2. Tratar as 1aminas com solucao de RNAse (100 pg/ml) por 1 hora em camara imida a
37 °C, em seguida lavadas 2 vezes em 2x SSC por 5 minutos e uma vez em PBS 1x
por 5 minutos;

3. Tratar as laminas com pepsina 0,005% (em HC1 10 mM) por 10 minutos a 37 °C, em
seguida; lavar em PBS 1x a temperatura ambiente por 5 minutos;

4. Fixar as laminas com formaldeido 1% (em PBS 1x / MgCl, 50 mM) por 10 minutos
a temperatura ambiente;

5. Lavar as laminas, depois de fixadas, em PBS 1x por 5 minutos e desidratar em série

de etanol a 70%, 85% e 100% a 20 °C negativos por 3 minutos em cada banho;
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6.

Secar as laminas, em seguida desnaturar as laminas em formamida 70% a 70 °C por
5 minutos;

Desidratar em série de etanol a 70%, 85% e 100% a 20 °C negativos por 3 minutos
em cada banho;

Simultancamente a desnaturagcdo das laminas, desnaturar a solu¢do de hibridagao
(10% Sulfato Dextrano, 50% formamida e 20x SSC e 4gua) contendo 2 pul de sonda
marcada por 10 minutos a 95 °C;

Colocar 30 pl de solucao de hibridagdo sobre a lamina, cobrir com laminula e manter

em camara imida a 37 °C overnight.

e [Etapa 2: Detecciio dos sinais correspondentes

1.

Lavar as laminas 2 vezes em solucdao de formamida 15% / 0,2x SSC a 42 °C por 10
minutos cada, ap6s a hibridagao.

Lavar 3 vezes em solucdo de 0,1x SSC a 60 °C por 5 minutos cada e uma vez em
solucao Tween 0,5% / 4x SSC a temperatura ambiente por 5 minutos;

Cobrir, apds as 3 primeiras lavagens, as laminas com 50 pl de solugdo de bloqueio
(leite em po e 4x SSC) por 15 minutos e lavar 2 vezes em Tween 0,5% / 4x SSC a
temperatura ambiente.

Incubar as laminas com 100 pl de solucao de bloqueio com anticorpo (100 pl de
solucdao de bloqueio e 0,5 pl de antidigoxigenina rondamina mais 1 pl de avidina
conjugada com FITC) por 1 hora em cdmara umida e no escuro a 37 °C;

Lavar as laminas 3 vezes em solucao de Tween 0,5% / 4x SSC por 5 minutos;
Desidratar as 1aminas em série de etanol 70%, 85% e 100% a 20 °C negativos por 5
minutos em cada banho;

Secar ao ar e montar as laminas com 15 pl de Vectashield/ DAPI e cobrir com

laminulas.
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3.2.13 Montagem dos cariotipos e analise dos dados

As metafases que apresentaram melhor dispersdao e morfologia mais nitida dos
cromossomos foram fotografadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus® BX61) com
camera digital Olympus® DP80, usando-se o software cellSens Dimension versao 1 (Olympus®).
Com a utilizagdo de software de edicao de imagens os cromossomos foram isolados, classificados
e arranjados de acordo com seu tamanho e sua morfologia em metacéntricos (m),

submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), seguindo critérios descritos por

Levan et al. (1964).
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CAPITULO 4 DIVERSIDADE CARIOTIPICA E PINTURA CROMOSSOMICA EM
QUATRO ESPECIES DE MOENKHAUSIA (CHARACIFORMES, CHARACIDAE)

4.1 RESUMO

Foram caracterizadas citogeneticamente quatro espécies de peixes do género Moenkhausia,
sendo M. australis, M. cf. forestii, M. oligolepis ¢ M. bonita, coletadas em diferentes rios e
riachos da bacia do alto rio Paraguai. As anélises cariotipicas envolveram a aplicacdo de técnicas
citogenéticas classicas e moleculares. Todas as espécies e populagdes analisadas apresentaram
cariotipos com numero diploide de 2n = 50 cromossomos, com variagdes interespecificas nas
formulas cariotipicas. O bandamento C revelou padrdes de bandas heterocromaticas similares
entre essas espécies, com exce¢do de M. bonita. As regides organizadoras de nucléolos
identificadas nas preparagdes cromossomicas pela coloragdo com Nitrato de Prata e pela sonda
de DNAr 18S, mostraram-se simples nas quatro espécies, com marcagdo nos cromossomos de
um unico par. Os sitios de DNAr 5S apresentaram-se distribuidos em multiplos cromossomos
em todas as espécies, ocupando preferencialmente posi¢do intersticial nos cromossomos
portadores. Cromossomos B foram observados nas quatro espécies analisadas, mostrando
morfologia e frequéncias distintas nestas espécies. Os cromossomos B observados nestas
espécies apresentaram distintos padroes de heterocromatina, sendo evidenciados cromossomos
B totalmente ou parcialmente heterocromaticos, bem como eucromaticos. Os experimentos de
pintura cromossOmica mostraram o compartilhamento de sequéncias de DNA entre estes
elementos gendmicos supranumerarios € os cromossomos do complemento A. Neste contexto,
os resultados obtidos se apresentam como novas informagdes citogenéticas de espécies e
populagdes de Moenkhausia, proporcionando uma melhor comparacdo entre espécies
filogeneticamente proximas deste grupo de peixes. Além disso, também contribui para a
descri¢ao de novas ocorréncias de cromossomos B.

Palavras-chave: citogenética; familias multigénicas; mapeamento cromossdmico; DNA
repetitivo; pintura cromossomica.
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4.2 ABSTRACT

Four species of fish of the genus Moenkhausia were characterized cytogenetically, being M.
australis, M. cf. forestii, M. oligolepis and M. bonita collected in different rivers and streams of
the upper Paraguai River basin. Karyotypic analyzes involved the application of classical and
molecular cytogenetic techniques. All species and populations analyzed showed karyotypes with
a diploid number of 2n = 50 chromosomes, with interspecific variations in the karyotypic
formulas. C-banding revealed similar heterochromatic banding patterns among these species,
except for M. bonita. The nucleolus organizer regions identified in the chromosome preparations
by staining with Silver Nitrate and by the 18S rDNA probe were simple in the four species, with
staining in the chromosomes of a single pair. The 5S rDNA sites were distributed in multiple
chromosomes in all species, preferentially occupying an interstitial position in the carrier
chromosomes. B chromosomes were observed in the four species analyzed, showing distinct
morphology and frequencies in these species. The extra chromosomes observed in these species
revealed diverse heterochromatin patterns, showing totally or partially heterochromatic B
chromosomes and euchromatic ones. The chromosome painting experiments showed the sharing
of DNA sequences between these supernumerary genomic elements and the chromosomes of the
A complement chromosomes. In this context, the results obtained present new cytogenetic
information on species and populations of Moenkhausia, providing a more proper comparison
between phylogenetically close species of this fish group. In addition, it equally contributes to
the description of new occurrences of B chromosomes.

Keywords: cytogenetics, multigene families, chromosome mapping, repetitive DNA,
chromosome painting.
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4.3 RESUMEN

Se caracterizaron citogeneticamente cuatro especies de peces del género Moenkhausia, siendo
M. australis, M. cf. forestii, M. oligolepis y M. bonita, colectadas en diferentes rios y arroyos de
la cuenca alta del rio Paraguai. Los andlisis cariotipicos implicaron la aplicacion de técnicas de
citogenética clasica y molecular. Todas las especies y poblaciones analizadas mostraron
cariotipos con un numero diploide de 2n = 50 cromosomas, con variaciones interespecificas en
las formulas cariotipicas. Las bandas C revelaron patrones de bandas de heterocromatina
similares entre estas especies, con la excepcion de M. bonita. Las regiones organizadoras del
nucléolo identificadas en las preparaciones cromosOdmicas por tincidon con nitrato de plata y por
la sonda 18S ADNr fueron simples en las cuatro especies, con tincidon en un solo par de
cromosomas. Los sitios 5S ADNr estaban distribuidos en multiples cromosomas en todas las
especies, ocupando preferentemente una posicion intersticial en los cromosomas portadores. Se
han observado cromosomas B en las cuatro especies analizadas, que muestran una morfologia y
frecuencias distintas en estas especies. Los cromosomas B observados en estas especies
mostraron diferentes patrones de heterocromatina, con cromosomas B total o parcialmente
heterocromaticos, asi como eucromaticos. Los experimentos de pintura cromosdémica mostraron
la comparticion de secuencias de ADN entre estos elementos gendmicos supernumerarios y los
cromosomas del complemento A. En este contexto, los resultados obtenidos presentan nueva
informacion citogenética de especies y poblaciones de Moenkhausia, proporcionando una mejor
comparacion entre especies filogenéticamente proximas de este grupo de peces. Ademas,
también contribuyen a la descripcion de nuevas apariciones de cromosomas B.

Palabras clave: citogenética; familias génicas; cartografia cromosdémica; ADN repetitivo;
pintura cromosomica.
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4.4 INTRODUCAO

Moenkhausia Eigenmann 1903 ¢ um dos mais diversificados géneros de peixes da familia
Characidae, possuindo ampla distribuicdo em rios e riachos da regido Neotropical (REIS;
KULLANDER; FERRARIS, 2004). Composto por 98 espécies validas, os componentes do
género Moenkhausia apresentam maior diversidade em corpos d’4dgua na bacia Amazonica e
Guianas, onde estdo presentes mais de 80% (74 spp.) das espécies validas (DAGOSTA; PINNA,
2019; FRICKE; ESCHMEYER; VAN DER LAAN, 2023; LIMA et al.,, 2003). Estudos
filogenéticos envolvendo as espécies de Moenkhausia tém reconhecido a natureza polifilética
deste grupo (BENINE; CASTRO; SANTOS, 2007; COSTA, 1994). Neste sentido, Mariguela et
al. (2013) e Mirande (2019) apresentam duas arvores filogenéticas em que se observam espécies
de Moenkhausia distribuidas em clados monofiléticos contendo diferentes géneros como Bario,
Hemigrammus, Hasemania, entre outros. Complexos de espécies também sdo identificados em
diferentes estudos neste género (BENINE; MARIGUELA; OLIVEIRA, 2009; DAGOSTA;
MARINHO; BENINE, 2015; REIA et al., 2019).

Até o presente, as informagdes citogenéticas disponiveis envolvendo os representantes do
género Moenkhausia tém mostrado uma baixa variacao do nimero diploide modal (2n), que se
apresenta com 48 a 50 cromossomos, sendo predominante nos cariotipos a presenca de
cromossomos metacéntricos € submetacéntricos (DANTAS et al., 2007; PORTELA-CASTRO;
JULIO-JUNIOR, 2002). Este aparente estado de conservagdo da macroestrutura cariotipica ndo
se mantém quando se analisa as pequenas regides dos cariotipos de Moenkhausia, sendo que
variacOes na microestrutura cariotipica envolvendo distintos padrdes de distribui¢do das Regides
Organizadoras de Nucléolos (RONs), bem como variagdo da posi¢do dos blocos
heterocromaticos sdo observadas em niveis intra- e interespecificos (DANTAS et al., 2007,
FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989; HASHIMOTO et al., 2012; NASCIMENTO
et al, 2020; PORTELA-CASTRO; JULIO JUNIOR; NISHIYAMA, 2001; PORTELA;
GALETTIL;, BERTOLLO, 1988; RANUCCI et al., 2021; SANCHEZ; TAKAGUI; FENOCCHIO,
2021).

Outra caracteristica citogenética de importancia observada no género Moenkhausia é a
presenca de cromossomos B, frequentemente encontrados em células de diferentes espécies € ou
populagdes deste género. Notavelmente, estes elementos supranumerarios podem variar em
relacdo a sua morfologia, distribuicdo e até mesmo estarem restritos a apenas um dos sexos, como
observado em populacdes de M. sanctaefilomenae (DANTAS et al.,, 2007; FORESTI;
ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989; PORTELA-CASTRO; JULIO-JUNIOR, 2002;
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PORTELA; GALETTIL, BERTOLLO, 1988) e M. australis (presente trabalho). Em alguns casos,
a presenca de RONSs ativas foram identificadas nos cromossomos B de M. sanctaefilomenae
(FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989; HASHIMOTO et al., 2012; SCUDELER
et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016).

Estudos citogenéticos, utilizando técnicas de sequenciamento massivo revelaram a
ocorréncia de diferentes genes e sequéncias de DNA satélite, possibilitando a formulagdo de
hipdteses sobre a origem ou a identidade de possivel cromossomo ancestral dos cromossomos
supranumerarios (revisao em CAMACHO et al., 2021). Dados relacionados a esse tema sao
destacados no trabalho de Utsunomia et al. (2016), onde sdo integrados dados de microdissecc¢ao
cromossdmica, Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) e aplicag@o da técnica de hibridacdo in
situ (FISH), com estudo detalhado da composicdo do DNA que resultaram na proposicao de
hipoteses sobre a origem dos microcromossomos B de M. sanctaefilomenae.

A produgao de sondas a partir de técnicas de microdissecc¢ao e pintura cromossdmica total
(WCP - Whole Chromosome Painting) também tém sido utilizadas com sucesso no estudo de
espécies como M. oligolepis e M. sanctaefilomenae. Os resultados de WCP tém permitido a
melhor caracterizagdo dos cromossomos B, assim como a geracdo de hipdteses sobre os
rearranjos cromossdmicos que culminaram nas variantes observadas nas diferentes espécies de
Moenkhausia (SANTOS et al., 2021; SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016).
Considera-se, pois, que a aplicacdo da técnica de WCP em outras espécies e populagdes de
Moenkhausia poderia agregar novas informacdes sobre a origem dos cromossomos B. Nesse
sentido, Moenkhausia australis, M. cf. forestii, M. oligolepis e M. bonita foram
citogeneticamente estudadas a fim de determinar o nimero diploide, composi¢ao cariotipica,
distribuicao da heterocromatina constitutiva, mapeamento fisico de sequéncias de DNAr 58S e
18S e a descricdo morfoldgica dos cromossomos B encontrados nessas quatro espécies.

Os dados observados podem revelar a dindmica evolutiva de sequéncias repetitivas que
compdem esses elementos gendmicos extras € abrem caminhos para novas hipoteses sobre a
origem dos cromossomos B. Além disso, sdo apresentadas novas ocorréncias de cromossomos B
em M. australis, M. cf. forestii, M. oligolepis e M. bonita aqui descritas, complementadas pela
geracdo e aplicacdo de sondas eficientes de WCP para as quatro espécies, que se mostraram
capazes de identificar os cromossomos B e revelaram marcacdes em algumas regides dos
cromossomos do complemento A. Por fim, sugere-se que a incidéncia de cromossomos B nos
taxons do “clado 57, composto por M. australis, M. cf. forestii, M. oligolepis ¢ M.
sanctaefilomenae seja um carater Util, capaz de contribuir com as discussdes a respeito das

relagdes filogenéticas deste grupo.
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4.5 MATERIAL E METODOS

4.5.1 Locais de coleta e analise citogenética

Foram analisadas quatro espécies de peixes do género Moenkhausia coletadas em riachos
de cabeceira do alto rio Paraguai, MT, Brasil (Figura 4.1). As amostras foram coletadas de acordo
com a autorizagdo concedida por 6rgios reguladores (autorizagio MMA/IBAMA/SISBIO —
ntmero 70988).

Figura 4.1 — Locais de coleta de espécies de Moenkhausia analisados no presente estudo

AW

et

55 Ta5L

Shierra de Coordenada Geogrifics; Bate Camegeifica: Natural Earth, [ntenmal, [BGE; Daturc SIRGASINN; EPSGAETE

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: Corrego Aguas Claras ponto de Moenkhausia cf. forestii; Corrego Corredeira ponto de
Moenkhausia australis; Corrego Sao José ponto de Moenkhausia bonita; Ribeirdo Mamoeiro ponto de
Moenkhausia australis ¢ Moenkhausia oligolepis.

Os procedimentos de amostragem, manutengdo e analise dos peixes foram realizados de
acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e com aprovagdo (n° 4790080722) da Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista/Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB/UNESP).

Os espécimes foram previamente eutanasiados para a coleta de material, para a realizagdo

das preparagdes cromossomicas e analises moleculares, sendo, entdo, conservados em alcool
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70%, identificados e depositados na cole¢do ictiologica do Laboratdrio de Biologia e Genética

de Peixes — LBP da UNESP em Botucatu, Sao Paulo, Brasil (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Informagdes sobre os locais e espécimes de Moenkhausia coletados

Espécies Coordenadas Localidade/Municipio Sub-bacia LBP —NMAmOStl;l

14°38'26.1" S, Corrego Mamoeiro/ 32746 ¢ 4 4

Moenkhausia 56°49'41.7" W Denise - MT 32747
australis 14°48'08.33" S, Corrego Corredeira/ 32753 1 0

57°07'25.18" W Denise - MT Rio Bugres

. 32750

. . 14°3826.1" S, Corrego Mamoeiro/ ’
M. oligolepis 56°49'41 7" W Denise - MT 32751 e 9 22

32751

. 14°39'0.98" S, Corrego Sao José/ 32755 ¢

M. bonita 57°26'11.62" W Tangari da Serra-MT__ p. g0 32756 ? !
M. of. forestii 14°21°03.2” S, Corrego Aguas Claras/ % 3 1

57°33°07.2” W Santo Afonso - MT

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: LBP = Numero de lote da colegéo de peixes do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de
Biociéncias, Instituto de Biociéncias, UNESP. N° = Numero amostral. UNESP; F = fémea; M = macho; * em
processo de registro; S = Sul, W = Oeste; MT = Mato Grosso; * = Em processo de registro.

Para a identifica¢do do sexo dos espécimes coletados foi realizado o exame das gonadas
com auxilio de microscopio Optico e/ou a presenca de caracteristicas sexuais secundarias, sendo
observado nos espécimes vivos machos de M. bonita uma pigmentacdo avermelhada nas
nadadeiras anais, caudais e dorsais, enquanto as fémeas apresentavam uma pigmentagao
amarelada nessas nadadeiras, como descrito por Vanegas-Rios et al. (2019). Em M. australis, M.
cf. forestii e M. oligolepis, as caracteristicas sexuais secundarias se apresentaram na forma de
pequenos ganchos 0sseos nos primeiros raios da nadadeira anal dos machos adultos sexualmente
maduros, caracteristica esta levemente perceptivel ao tato (BENINE; MARIGUELA;
OLIVEIRA, 2009; REIA et al., 2019).

As preparagdes de cromossomos mitoticos foram obtidas do tecido renal e branquial
utilizando o protocolo proposto por Foresti et al. (1981). A morfologia cromossomica foi
determinada de acordo com a relagdo de bracos estabelecida por Levan et al. (1964). Os
cromossomos foram classificados como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) e arranjados em ordem decrescente de tamanho para a
montagem final dos caridtipos. As técnicas de citogenética classica envolveram a marcacao das
RONSs pelo Nitrato de Prata (AgNOs3) proposta por Howell e Black (1980) e o bandamento C

descrito por Sumner (1972), com pequenas modificagoes.
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4.5.2 Amplificacdo dos genes ribossémicos

A amplificacdo das sequéncias de DNAr 5S e 18S foi realizada por PCR a partir do DNA
genomico extraido de um espécime de M. australis. Foram utilizados os primers descritos por
Pendas et al. (1994) e Utsunomia et al. (2016) para amplificagdo de DNAr 5S e 18S,
respectivamente. As sondas foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP (Roche®) ou biotina-
16-dUTP (Roche®), em reacdes de PCR secundarias. Os produtos gerados pelas respectivas PCR

foram verificados em gel de agarose a 1% em tampao TAE.

4.5.3 Microdisseccao cromossémica e obtencio de sondas

As suspensdes celulares obtidas pela técnica de preparacdo de cromossomos mitoticos
foram gotejadas sobre laminulas (24 mm X 60 mm) previamente limpas. Apos rdpida secagem
em temperatura ambiente, o material foi corado com solucdo tamponada de Giemsa 5% (pH 6.8)
por cinco minutos. As laminulas contendo as suspensdes celulares coradas foram mantidas em
camera umida até serem analisadas em microscopio invertido Zeiss Axiovert 100. A
microdissec¢do cromossdmica foi realizada com o auxilio de um tubo capilar de vidro de
borossilicato presente em um micromanipulador Eppendorf TransferMan NK2 acoplado a um
microscopio invertido Zeiss Axiovert 100.

Para a amplificacdo das sequéncias e produgdo de sondas de DNA, foram
microdissecados cromossomos B de diferentes morfologias, das espécies em estudo: 1) um
metacéntrico pequeno encontrado no individuo 106067 de M. bonita; ii) um acrocéntrico
encontrado no individuo 85794 em M. australis; ii1) um metacéntrico pequeno encontrado no
individuo 106171 em M. oligolepis; e iv) quatro microcromossomos metacéntrico encontrados
no individuo 106175 de M. cf. forestii (ver Figura 4.5, d).

Os cromossomos microdissecados foram transferidos para um tubo de PCR (0.2 ml)
contendo 9 ul de dgua DNase-free ultrapura e, em seguida, foram amplificados utilizando o
GenomePlex® Single Cell Whole Genome Amplification Kit (WGA4-Sigma) como descrito por
Gribble et al. (2004), com pequenas modificacdes. Para aumentar a quantidade de sequéncias do
DNA microdissecado foi realizado um segundo ciclo completo de amplificagdo com WGA4.
Nesse segundo ciclo de WGA4, foram utilizados 9 pl de DNA molde (amplicon) gerados no
primeiro ciclo e o produto gerado foi utilizado como DNA molde na producao da sonda de DNA
(SondaB), que foi marcada com digoxigenina-11-dUTP ou biotina-16-dUTP (Roche Applied
Science) utilizando o GenomePlex® Whole Genome Reamplification (WGA3-Sigma), conforme
o protocolo do fabricante. Todos os produtos gerados pelas PCR foram analisados em gel de

agarose a 1% em tampao TAE. As sondas do DNA microdissecado aqui produzidas foram
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denominadas utilizando as iniciais de cada espécie analisada, sendo MaB para M. australis; MfB

para M. cf. forestii; MoB para M. oligolepis e MbB para M. bonita.

4.5.4 Hibridizacao in situ (FISH) e Pintura Cromossomica Total (WCP)

O mapeamento fisico das sequéncias dos genes ribossdmicos e das sondas de pintura
cromossOmicas foram realizados com aplicacao da FISH utilizando-se o método descrito por
Pinkel et al. (1986), sob condi¢do de elevada estringéncia (~ 77%). A deteccdo de sinais
fluorescentes foi realizada com anti-digoxigenina-rodamina (Roche®) para as sondas marcadas
com digoxigenina-11-dUTP (Roche®) e com avidina-FITC (Sigma®) para as sondas marcadas
com biotina-16-dUTP (Sigma®). Apds a marcagdo, os cromossomos foram corados com

DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole).

4.5.5 Microscopia

As imagens dos cromossomos mitdticos foram obtidas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia (Olympus® BX61) e capturadas com camera digital Olympus® DP80, usando-
se o software cellSens Dimension versio 1 (Olympus®). Por fim, as imagens foram manualmente

tratadas e montadas no editor de imagens da Adobe Photoshop®.

4.6 RESULTADOS

4.6.1 Cromossomos do complemento A

As analises cariotipicas realizadas em exemplares de Moenkhausia australis, M. bonita,
M. cf. forestii e M. oligolepis evidenciaram nimero diploide de 2n = 50 cromossomos para as
quatro espécies analisadas (Figura 4.2), com predominancia de cromossomos dos tipos
metacéntricos e submetacéntricos, sendo observadas variagdes nas formulas cariotipicas das

espécies (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Dados citogenéticos observados em espécies de Moenkhausia analisadas no presente trabalho
Espécie Localidade 2n  Formula Cariotipica NF  Cromossomos B

Corrego Mamoeiro
Moenkhausia australis 50 8m+32sm+10st 100 0-3
Corrego Corredeira

M. cf. forestii Corrego Aguas Claras 50 6m+38sm+6st 100 0-4
M. oligolepis Corrego Mamoeiro 50 10m+34sm+6st 100 0-3
M. bonita Corrego Sao José 50 12m+26sm+8st+4a 96 0-2

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: 2n = Numero diploide; NF = Numero fundamental.
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A analise do caridtipo revelou que o primeiro par cromossdmico do tipo metacéntrico
sendo o de maior tamanho nas quatro espécies analisadas. Diferentemente, o caridtipo de M.
bonita apresentou dois pares de cromossomos do tipo acrocéntrico, ndo observados nas demais
espécies.

O padrao de distribui¢do da heterocromatina constitutiva revelou-se similar nas espécies
M. australis, M. cf. forestii e M. oligolepis, sendo observados pequenos blocos heterocromaticos
em regides centroméricas e pericentroméricas na maioria dos cromossomos (Figura 4.2 a’ b’ ¢’).
Uma notavel regido eucromatica foi observada no brago curto do cromossomo portador da Ag-
RON:Ss destas trés espécies, indicadas com setas (Figura 4.2 a’ b’ ¢’).

Por sua vez, M. bonita apresentou um padrdo heterocromatico distinto, com pequenas
regides centroméricas, pericentroméricas e teloméricas em alguns cromossomos, sendo que um
bloco heterocromatico foi observado no par cromossdmico portador da Ag-RONSs, ocupando
quase todo braco curto (Figura 4.2 d’). Discretos blocos heterocromaticos intersticiais também
foram observados no primeiro par cromossoémico de M. bonita (Figura 4.2 d’).

A impregnacao pelo Nitrato de Prata para visualizacdo das RONs revelou sitios na regido
terminal do brago curto de um par cromossdmico submetacéntrico nas quatro espécies analisadas
(Figura 4.3). M. australis apresentou RONs no brago curto do par cromossomico 18 (Figura 4.3
a), enquanto M. cf. forestii apresentou marcagdes no brago curto do par cromossdémico 8 (Figura
4.3 b), por sua vez, em M. oligolepis as marcas foram identificadas no brago curto do par
cromossomico 8 (Figura 4.3 ¢). E, por fim, M. bonita revelou um sitio ribossomal no braco curto
do par cromossdmico 19 (Figura 4.3 d).

Os cromossomos portadores das RONs mostraram polimorfismo de tamanho desta regido
nestas espécies (Figura 4.3). Os resultados de Double-FISH utilizando sondas de DNAr 5S e 18S
mostraram um padrdo de distribui¢do conservado para o DNAr 18S, ocupando a regido terminal
do brago curto de um unico par cromossdmico em todas as espécies aqui analisadas e coincidindo
com as marcagdes de RONs (Figura 4.4). Por sua vez, os sitios de DNAr 5S variaram entre as
quatro espécies analisadas. Em M. australis e M. oligolepis, a marcacao foi observada em seis
cromossomos, localizadas em regides centroméricas e pericentroméricas (Figura 4.4). Em M. cf.
forestii, os sitios de DNAr 5S mostraram-se distribuidos na regido centromérica de oito
cromossomos (Figura 4.4), enquanto em M. bonita as marcacdes foram identificadas na regido
telomérica de dois pares de cromossomos submetacéntricos € na regido centromérica dos pares
acrocéntricos 24 e 25 (Figura 4.4). Interessantemente, os cromossomos do primeiro par
metacéntrico das espécies M. australis, M. cf. forestii e M. oligolepis apresentaram sitios de

DNAr 58S na regido centromérica ou pericentromérica, situagdo ndo observada em M. bonita.
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Figura 4.2 — Cari6tipos corados com Giemsa a 5% (a, b, ¢ e d) e metafases apos bandamento C (a’,
b’, ¢’ e d’) em espécies de Moenkhausia
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: Em a M. australis; b M. cf. forestii; ¢ M. oligolepis e em d M. bonita. Em destaque os
cromossomos B encontrados. As setas indicam o par cromossomico portador das RONs. As cabecas de
seta indicam o cromossomo B. Barra = 10 um.
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Figura 4.3 — Metafases mitoticas mostrando marca¢des das RONs em um par
de cromossomos submetacéntricos (setas)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
Legenda: em a M. australis; em b M. cf. forestii; em ¢ M. oligolepis; e em d M.
bonita. As cabegas de seta indicam os cromossomos B. Barra = 10 pm.
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Figura 4.4 — Metafases mitdticas das espécies de Moenkhausia submetidas a técnica de Double FISH com
sondas de DNAr 5S (vermelho) e DNAr 18S (verde)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: metafases mitdticas de Moenkhausia submetidas ao Double FISH com sondas de DNAr 5S (vermelho)
e DNAr 18S (verde). As cabegas de seta indicam o cromossomo B. Barra =10 um.
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4.6.2 Cromossomos B

Nas quatros espécies aqui analisadas foi observada a presenca de cromossomos B, que
variaram tanto em frequéncia (Tabelas de 4.3 a 4.6) quanto na morfologia, conforme apresentado
anteriormente (ver Figuras 4.2 ¢ 4.5).

Em M. australis, o cromossomo B se apresentou como um acrocéntrico pequeno, 0 menor
do caridtipo, enquanto que em M. cf. forestii foi observada a ocorréncia de cromossomos B
polimoérficos na forma de elementos metacéntricos e submetacéntricos pequenos; em M.
oligolepis esses cromossomos também apresentaram-se polimorficos e na forma de elementos
metacéntricos e submetacéntricos pequenos; e, por fim, em M. bonita os cromossomos B se
apresentaram na forma de cromossomos metacéntricos pequenos, sendo os menores do cariotipo
(Figura 4.2 e 4.5). A frequéncia com que esses cromossomos B sdo encontrados em cada espécie
variou amplamente e as informagdes sao apresentadas nas Tabelas 4.3, 4.4, 4.5 ¢ 4.6.

A contagem de células metafasicas em 15 espécimes de M. australis mostram uma
consideravel variacdo do nimero de cromossomos B por células (Tabela 4.3). Curiosamente, em
M. australis os cromossomos B foram exclusivos dos exemplares machos, com individuos

apresentando de zero a trés cromossomos B (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Frequéncia de cromossomos B em metafases mitoticas de Moenkhausia australis

Células com cromossomos B

Espécies LBP Sexo 0B 1B B 3B Total
M. australis
85793  Fémea 38 - - - 38
85795  Fémea 37 - - - 37
85993  Fémea 33 - - - 33
106042 Fémea 26 - - - 26
106245 Fémea 2 - - - 2
85794  Macho 4 6 3 30 43
85992  Macho 7 15 4 1 27
85994  Macho 43 3 2 3 51
106056* Macho 9 15 5 9 38
106121 Macho 27 - - - 27
106213  Macho 7 4 12 2 25
106214  Macho 7 16 5 - 28
106215 Macho 2 - - - 2
106216 Macho 10 10 5 - 25
106262  Macho 5 3 - - 8
Total 256 73 36 45 410
Porcentagem 62% 18% 9% 11%

Porcentagem com
cromossomos B
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: LBP = Colegao ictiologica do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de Biociéncias,
UNESP, Brasil. * = Espécime coletado no Corrego Corredeira

38%
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Em M. cf. forestii, de um a quatro cromossomos B foram detectados em 96% das
metafases analisadas (Tabela 4.4), tendo sido observada variacdo intra- e interindividual em
relagdo ao niamero de cromossomos B. No entanto, em machos de M. cf. forestii nao foram

observadas metafases com 0B (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Frequéncia de cromossomos B em metafases mitoticas de Moenkhausia cf. forestii
Células com cromossomos B

Espécie LBP Sexo 0B 1B 2B 3B 4B Total
M. cf. forestii
106173 Fémea 4 4 15 2 - 25
106175 Macho - 3 17 15 9 44
106176 Macho - 13 1 3 - 17
106183 Macho - 2 10 8 1 21
Total 4 22 43 28 10 107
Porcentagem 4% 21% 40% 26% 9%
Porcentagem com cromossomos B 96%

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: LBP = Numero de lote da Cole¢ao ictiologica do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto
de Biociéncias, UNESP, Brasil.

Por sua vez, os cromossomos B de M. oligolepis foram mais frequentes em metafases de
machos (Tabela 4.5). Das 443 metafases analisadas, em 47% (207) estes elementos
supranumerarios estavam presentes com até trés cromossomos. Todos os 14 individuos machos
analisados apresentaram cromossomos B, com varia¢do numérica intra- e interindividual (Tabela

4.5).

Tabela 4.5 — Frequéncia de cromossomos B em metafases mitoticas de Moenkhausia oligolepis
Células com cromossomos B

Espécie LBP Sexo 0B 1B B 3B Total
M. oligolepis
3401 Fémea 13 - - - 13
3402 Fémea 3 - - - 3
3403 Fémea 6 - - - 6
3406 Fémea 12 - - - 12
3409 Fémea 6 - - - 6
3411 Fémea 31 - - - 31
3413 Fémea 9 - - - 9
3415 Fémea 19 - - - 19
85991 Fémea 7 - - - 7
106037 Fémea 21 - - - 21
106122 Fémea 10 15 1 - 26
106172 Fémea 13 1 - - 14
106220 Fémea 8 2 - - 10

3404 Macho 3 2 5 - 10
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Células com cromossomos B

Espécie LBP Sexo 0B 1B 2B 3B Total

3410 Macho - 1 2 - 3
3412 Macho 8 2 - - 10
3414 Macho 6 3 1 - 10
85995 Macho 8 20 14 - 42
85996 Macho 14 4 3 6 27
106035 Macho 6 25 - - 31
106036 Macho 5 20 9 - 34
106038 Macho 5 3 4 - 12
106041 Macho 6 8 2 - 16
106043 Macho 7 13 - - 20
106171 Macho 3 16 5 2 26
106247 Macho 3 - - 3
106248 Macho 4 16 2 - 22

Total 236 151 48 8 443
Porcentagem 53% 34% 11% 2%

Porcentagem com cromossomos B 47%

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: LBP = Numero de lote da Colegdo ictiologica do Laboratdrio de Biologia ¢ Genética de Peixes, Instituto

de Biociéncias, UNESP, Brasil.

Por fim, os cromossomos B de M. bonita estavam presentes em 84% das metafases

analisadas (Tabela 4.6). Os 10 individuos analisados apresentaram uma variagdo intra- e

interindividual em relagdo ao nimero de cromossomos B por células (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 — Frequéncia de cromossomos B em metafases mitdticas de Moenkhausia bonita

Células com cromossomos B

Espécies LBP Sexo OB 1B 2B Total
M. bonita
85962 Fémea 3 13 16
85907 Macho 1 - - 1
85908 Macho 1 1 6 11
85909 Macho 2 8 1 11
85914 Macho 2 34 1 37
85915 Macho - - 3 3
106059 Macho - 2 - 2
106063 Macho 12 1 - 13
106064 Macho 2 7 - 9
106067 Macho - - 26 26
Total 20 56 53 129
Porcentagem 16% 43% 41%

Porcentagem com cromossomos B

84%

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: LBP = Numero de lote da Colecao ictiologica do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto

de Biociéncias, UNESP, Brasil.
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Os cromossomos B observados nestas quatro espécies de Moenkhausia apresentaram
distintos padrdes heterocromaticos, sendo identificados cromossomos B eucromaticos e
totalmente ou parcialmente heterocromaticos (Figura 4.2 a’b’c’d’). Nao foram observadas
marcacoes de sequéncias com as sondas de DNAr 5S e 18S sobre os cromossomos B de nenhuma
das espécies e populagdes analisadas.

A amplificacdo do DNA microdissecados das quatro espécies, por dois ciclos de WGAA4,
resultou em fragmentos de DNA com tamanhos variados, tendo sido observado um “arrasto” de
DNA entre 100 pares de bases a > 1,0 kilobases com um pico de intensidade de cerca de 300

pares de bases, conforme verificado em gel de agarose 1% (Figura 4.5 b).

Figura 4.5 — Imagem representativa da eletroforese do DNA microdissecado obtido método do WGA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a produto do primeiro ciclo completo do WGA4; em b produto do segundo ciclo completo do WGAA4;
em ¢ produto da amplificag@o e incorporagdo de Digoxigenina pelo kit WGA3; em d diferentes morfologias dos
cromossomos B, corados com Giemsa a 5%, observados nas quatro espécies de Moenkhausia. Nao se pode
diferenciar morfologicamente o cromossomo B microdissecado de M. australis.

A microdissec¢do e pintura cromossdmica realizada com sondas de cromossomos B
inteiros mostraram-se eficientes na localizagdo dos diferentes tipos de cromossomos B
observados em M. australis, M. cf. forestii, M. oligolepis e M. bonita que, no entanto, mostraram
algumas particularidades entre elas (Figura 4.6). Em M. australis a sonda MaB caracterizou de
forma intensa, os trés cromossomos B e algumas regides dos cromossomos do complemento A.
Entretanto, uma regido menos marcada pode ser identificada préxima ao centromero de dois
cromossomos B (Figura 4.6 a, b, ¢, d). Por sua vez, em M. cf. forestii a sonda MfB pintou
intensamente o cromossomo B e o braco curto do cromossomo A portador das RONs (Figura 4.6
e, f, g, h), enquanto em M. oligolepis a sonda MoB pintou intensamente o cromossomo B e

algumas regides dos cromossomos do complemento A (Figura 4.6 1, j, k, 1). Por fim, em M. bonita
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a sonda MbB pintou os cromossomos B, o brago curto do cromossomo portador das RONs e
outras regioes dos cromossomos do complemento A. Foi observada a existéncia de diferenca na
intensidade de pintura entre os cromossomos B com as sondas especificas, diferenca essa que

devera ser melhor investigada (Figura 4.6, m, n, o, p).

Figura 4.6 — Pintura cromossdmica em células mitdticas de espécies de Moenkhausia utilizando distintas
sondas de cromossomos B microdissecados

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: cada metafase corada por Giemsa 5% (a, e, i, m) é acompanhada por sua metafase correspondente
combinada com DAPI/Texas Red (b, f, j, n) seguidas de metafase expostas sobre os filtros Texas Red (c, g, k, 0)
e DAPI(d, h, 1, p). Em a, b, ¢ e d, metafases de M. australis sonda MaB; em e, f, g e h, metafases de M. cf. forestii
sonda MfB; em i, j, k e 1, metafases de M. oligolepis sonda MoB e em m, n, o ¢ p, metafases de M. bonita sonda
MBbB. As setas indicam os cromossomos portador da NOR. As cabegas de seta indicam o cromossomo B. Barra
=10 pm.
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1.7 Discussao

No presente estudo foram caracterizadas citogeneticamente quatro espécies de peixes do
género Moenkhausia, aumentando o numero de espécies conhecidas citogeneticamente para 14
das 98 espécies validas para o género. Foi observado que a macroestrutura cariotipica ¢
semelhante aos resultados ja descritos para outras espécies deste género, notadamente pela
presenca de cariotipos com numero diploide conservado de 2n = 50 e o predominio de
cromossomos de dois bracos. No entanto, o género Moenkhausia tem sido considerado
polifilético, com uma organizacao de clados contendo espécies proximamente relacionadas
(BENINE; MARIGUELA; OLIVEIRA, 2009; MARIGUELA et al., 2013; MIRANDE, 2019;
REIA et al., 2019).

Os dados citogenéticos disponiveis para Moenkhausia revelam que espécies relacionadas
filogeneticamente apresentam uma semelhancga cariotipica mais acentuada, como ¢ o caso das
espécies relacionadas no “Clado 57, composto por M. australis, M. forestii, M. oligolepis e M.
sanctaefilomenae ¢ o “Clado 4, formado por M. bonita, M. costae, M. dichroura, M. intermedia
e M. nigromarginata (MARIGUELA et al., 2013; MIRANDE, 2019; REIA et al., 2019).
Internamente, em ambos os clados, pode ser observada uma macroestrutura cariotipica constante
com numero diploide de 2n = 50 cromossomos, formado principalmente por cromossomos
submetacéntricos, grande semelhanca nos padrdes de heterocromatina e na morfologia dos
cromossomos portadores da RONs, bem como com a presenca de distintas populagdes
apresentando cromossomos B (DANTAS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-
CASTRO; JULIO-JUNIOR, 2002; PORTELA; GALETTI; BERTOLLO, 1988; RANUCCI et
al., 2021).

A comparagdo entre a localizagdo fisica dos genes ribossdmicos em Moenkhausia
também nos refor¢a dois cendrios de organizacgdo entre os clados 4 e 5, nos quais se observa a
predominancia de sitios de DNAr 18S em posigdo telomérica de um par cromossdomico do tipo
submeta ou subtelocéntrico, seguido por um bloco heterocromatico evidente. Neste modelo
podem ser incluidas as espécies M. bonita (RANUCCI et al. 2021, presente trabalho) e M.
nigromarginata (NASCIMENTO et al., 2020). Por outro lado, um heteromorfismo de tamanho
do brago curto relacionado com o estado de compactagdo da cromatina dos cromossomos
homologos portadores das RONs, pode ser observado nas espécies do clado 5 (DANTAS et al.,
2007, FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989; HASHIMOTO et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2020).

Por sua vez, o mapeamento de blocos de DNAr 58S identifica sequéncias localizadas em

posigdo pericentromérica ou centromérica de multiplos cromossomos. A presencga de um sitio de
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DNAr 5S em posi¢do pericentromérica ou centromérica no primeiro par cromossomico ¢
observada nas quatro espécies do clado 5 (NASCIMENTO et al., 2020; RANUCCI et al., 2021;
UTSUNOMIA et al., 2016), sendo uma sinapomorfia para esse grupo de espécies. Tal par
cromossdmico nao possui clusters de DNAr 5S em M. bonita (RANUCCI et al., 2021 e no
presente trabalho) e M. nigromarginata (NASCIMENTO et al., 2020), ambas pertencentes ao
clado 4. De fato, pode-se sugerir que a diversificagdo cariotipica nestes clados vém sendo
acompanhada pela dispersao dos sitios de DNAr 5S. Assim, considera-se que o estudo de outras
espécies e populagdes deste grupo de organismos deverdo gerar informagdes que auxiliarao na
compreensdo dos processos de dispersdo dos sitios ribossomicos no género Moenkhausia.

Rearranjos cromossomicos envolvendo porgoes de DNA repetitivo, como € o caso de
genes ribossomicos, podem ser um indicativo de rdpidos e recentes processos especiacao
(CIOFFI; BERTOLLO, 2012; DVORAK, 1983). Em certos casos, tais rearranjos podem gerar
regides de ndo pareamento entre cromossomos homodlogos durante a meiose, contribuindo para
o estabelecimento de isolamento reprodutivo, infertilidade e para a diversificagdo gendmica
encontrada em diferentes espécies (revisdo em FARIA; NAVARRO 2010). Diferentes
mecanismos, entre 0s quais os rearranjos cromossomicos, poderiam explicar os padroes de
distribuicdo do DNAr observados em espécies de Moenkhausia, bem como a presenca de
elementos transponiveis também seria um fator capaz de elucidar a dispersao de sequéncias de
DNAr 58S. Estudos citogenéticos vém demonstrando a associagdo de genes ribossdmicos com
elementos transponiveis, resultando na dispersdo dessas sequéncias (ex. CIOFFI et al., 2010,
SILVA et al. 2013, SILVA et al., 2016, SYMONOVA et al., 2013). Além disso, a presenca de
pseudogenes também poderia ser um fator com atuagdo na dispersdo e variagdao observada no
mapeamento fisico do DNAr 58S (revisao em REBORDINOS et al., 2013).

Uma caracteristica peculiar do género Moenkhausia ¢ a presengca de distintos
cromossomos B em algumas espécies. A primeira descri¢cao desses elementos supranumerarios
em espécies de Moenkhausia foi em M. intermedia que apresentava um microcromossomo B em
pouco mais de 12% das células contadas (PORTELA; GALETTI; BERTOLLO, 1988). No ano
seguinte, Foresti et al. (1989) descreveram com detalhes os microcromossomos B encontrados
em M. sanctaefilomenae. Os autores observaram esses microcromossomos em diferentes fases
do ciclo celular de células somaticas e germinativas, relatando a frequéncia desses
microcromossomos, a presenca de RONs ativas e sua organizagdo heterocromatica. Mais
recentemente, estudos citogenéticos mostraram cromossomos B presentes em sete espécies de

Moenkhausia (DANTAS et al.,, 2007; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-CASTRO;
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JULIO JUNIOR, 2002; RANUCCI et al., 2021), sendo duas espécies do clado 4 (ver Tabela 4.7)
e quatro espécies do clado 5 (ver Tabela 4.8).

A andlise dos dados sumarizados na Tabela 4.8 revela que todas as espécies do clado 5
apresentam cromossomos B em duas ou mais populagdes analisadas. Interessantemente, uma
unica populacdo natural de M. sanctaefilomenae coletada no rio Novo (bacia do rio
Paranapanema) ndo apresenta cromossomos B, possivelmente indicando a perda desses
elementos nessa populagdo (UTSUNOMIA et al., 2016). Nas demais espécies e populagdes
analisadas observa-se uma consideravel variedade de formas dos cromossomos B, com distintos
padrdes de condensag¢do da cromatina, sendo eucromaticos, parcialmente heterocromaticos e
totalmente heterocromaticos, com tamanhos variados, apresentando-se como micro ou
macrocromossomo ¢ com diferentes morfologias diferenciadas pela posi¢cdo do centromero,
podendo ser metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos. A presenga de RONSs ativas nesses
elementos gendmicos também tem sido descrita ao longo dos 35 anos de estudos nesse grupo de
peixes (DANTAS et al., 2007; FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989;
HASHIMOTO et al.,, 2012; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-CASTRO; JULIO
JUNIOR; NISHIYAMA, 2001; RANUCCI et al., 2021; SANTOS et al., 2021; UTSUNOMIA et
al., 2016).

A consideravel incidéncia de cromossomos B em espécies intimamente relacionadas ¢é
notavel e pode ser um indicativo de que estes elementos gendmicos observados no clado 5,
compartilham uma origem ancestral. Tal hipdtese pode ser corroborada por: (i) dados
filogenéticos atuais com informag¢des morfologicas e moleculares refor¢cam o estado monofilético
do clado 5 (MARIGUELA et al., 2013; MIRANDE, 2019; REIA et al., 2019); (ii) pela
composi¢do génica, uma vez que nos cromossomos B foi observada a presenca de sequéncias de
DNAr 18S e de histonas, além de sequéncias de DNA satélite (MS7 e MS3), (NASCIMENTO
et al., 2020; UTSUNOMIA et al., 2016); (iii) comportamento relacionado ao sexo, se observa a
presenca de cromossomos B em maior frequéncia em células de machos (FORESTI; ALMEIDA-
TOLEDO; TOLEDO, 1989; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-CASTRO; JULIO
JUNIOR; NISHIYAMA, 2001). Considera-se que essas particularidades poderdo ser
amplamente exploradas em estudos futuros, que possibilitem a localizagdo e comparagao entre
sequéncias de DNA especificas dos cromossomos B.

As andlises citogenéticas classicas sobre os cromossomos B em espécies do clado 4 de
Moenkhausia apresentam informagdes iniciais sobre a caracterizagdo destes elementos
gendmicos. Neste grupo de organismos pode ser destacada a alta frequéncia de espécies que

apresentam cromossomos B, sendo que em M. bonita sdo encontrados em 84% das células em
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exemplares analisados do Corrego Sao José; em cerca de 66% das células em exemplares
analisados do Rio Indio e em 43% das células dos exemplares analisados do Rio Parana
(RANUCCI et al., 2021 e no presente trabalho). Considera-se, pois, que a ampliagao de estudos
nesse grupo de espécies poderd trazer importantes informagdes citogenéticas e filogenéticas,
além de permitir novas abordagens sobre as caracteristicas estruturais, funcionais e evolutivas
sobre os cromossomos B.

A técnica WCP vém fornecendo dados relevantes no estudo dos cromossomos B. Quando
utilizada em amostras de M. sanctaefilomenae, foi observado que sondas produzidas a partir de
microcromossomos B eucromaticos e de microcromossomos B heterocromaéticos apresentavam
sinais fluorescentes semelhantes pela técnica de FISH, marcando as duas variantes do
cromossomo B e algumas regides heterocromaticas dos cromossomos do complemento A
(UTSUNOMIA et al., 2016). Porém, as duas variantes de cromossomos B, encontrados em M.
sanctaefilomenae possuem diferencas em sua composi¢do de DNA e tiveram uma origem
comum, mas em momentos distintos (UTSUNOMIA et al., 2016). Nos estudos citogenéticos de
M. sanctaefilomenae, os autores Scudeler et al. (2015) e Utsunomia et al. (2016) sugerem que os
cromossomos B tiveram uma origem intraespecifica nessa espécie.

Os dados de WCP aqui obtidos para M. australis, M. cf. forestii, M. oligolepis e M. bonita
demonstram alta eficiéncia do processo de dupla amplificagdo com o kit WGA4 ¢ das sondas
produzidas para a identifica¢do desses elementos supranumerarios. O que se observa sdo sinais
fluorescentes nos cromossomos B e, em alguns casos, na regido do brago curto dos cromossomos
onde estdo localizadas as RONs, além de algumas regides de outros cromossomos do
complemento A (NASCIMENTO et al., 2020; SANTOS et al., 2021; SCUDELER et al., 2015;
UTSUNOMIA et al., 2016). Tais informacdes parecem reforcgar a hipotese da participacao do par
cromossomico portador das RONs na origem dos cromossomos B no clado 5, como ja proposto
por Scudeler et al. (2015) e Utsunomia et al. (2016). Pode ser especulado ainda que eventos
relacionados a origem destes elementos genomicos tenham ocorrido anteriormente aos processos
de especiacao do clado, ndo sendo descartada a possibilidade de que rearranjos cromossdmicos,
transposi¢do génica e acimulo de DNA repetitivo também possam ter ocorrido, uma vez que tais
eventos citologicos tém sido identificados nos processos de origem e diferenciacdo dos

cromossomos B em diferentes organismos.

4.7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

As referéncias correspondentes ao capitulo encontram-se no final desta tese
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Tabela 4.7 — Dados citogenéticos do clado 4
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Clado 4 (MARIGUELA et al., 2013) ou Clado Moenkhausia (MIRANDE, 2019).

. . . , e . Ag- A .
Espécie Localidade 2n Férmula Cariotipica | NF RON/Par 18S/Par 5S/Par B Referéncias
(PORTELA; GALETTI,
* * B
Lagoa do Mato 50m/sm 6(m/sm) 0-1 BERTOLLO, 1988)
. . (PORTELA-CASTRO; JULIO-
+ * * * ,
M. intermedia | N© Parand so | 16mt34sm 100 - | JUNIOR, 2002)
Rio Mogi-Guagu 16m+34sm 2(m) 2(m) * (DANTAS et al., 2007)
Corrego Pindapoy Grande (SANCHEZ; TAKAGUI;
+ + * * - ’ ’
Corrego Yabebiry 16m  28sm + 6st 12(sm) 13| FENOCCHIO, 2021)
. . (PORTELA; GALETTI,
* * _
M. costae Rio Sao Francisco 50 50m/sm 100 6(m/sm) BERTOLLO, 1988)
Rio Cuiaba 32m+14sm+4st 100 * * i (MIYAZAWA, 1997)
M. dichroura Rio Iguacu 50 26m+24sm 2(m) 10(m);17(sm) (PAIZ, 2013)
: Corrego Pindapoy Grande 29m + 22sm + 6t 100 16(sm) " % ) (SANCHEZ; TAKAGUI,
Corrego Martires FENOCCHIO, 2021)
M. Rio Membeca 19(sm);24,25(a)
+ + -
nigromarginata | Rio Verde 50 14m+32sm+4a 96 16(sm) 16(sm) 24.25(2) (NASCIMENTO et al., 2020)
, ~ , 4chr(sm);21,25( "
Corrego Sao José 50 12m+26sm+8st+4a 96 19(sm) 19(sm) 2) 0-2 *
M. bonita . , 8,14(sm);
Rio Parana 50 | 14m+24sm+8st+da 9 | M) 3(m) 20,22(st) O-1 1 (RANUCCTI et al., 2021)
Indios River 3(m) 3(m) 9(sm); 23 (st) 0-2

Fonte: Adaptado de Ranucci et al. (2021).
Legenda: 2n = niimero diploide. m = metacéntrico. sm = submetacéntrico. st = subtelocéntrico. a = acrocéntrico. NF = Numero Fundamental. chr = cromossomos. B =
Cromossomos supranumerarios. * = ndo estabelecido. ** = espécie analisada no presente trabalho.
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Tabela 4.8 — Dados citogenéticos do clado 5
Clado 5 (MARIGUELA et al., 2013), Clado Bario (MIRANDE, 2019) ou Grupo Moenkhausia oligolepis | M. sanctaefilomenae (REIA et al., 2019)
Espécie Localidade 2n | Foérmula Cariotipica NF Ag-RON/Par 18S/Par 5S/Par B Referéncias
M. australis Ribeirdo Mamoeiro 50 | 8m+32sm-+10st 100 18(sm) 18(sm) 6chr 0-3 o
Cérrego Corredeira
. . (FORESTIL; ALMEIDA-
. * * R
Rio Capivara 48m/sm+2a 98 19(m/sm);B 0-8 TOLEDO: TOLEDO, 1989)
Rio Aquapey 48m/sm+2st * * * 0-3 | (ALBERDI; FENOCCHIO, 1997)
. , (PORTELA-CASTRO; JULIO
% % % - .,
Rio Parana 12m+36sm+2st 0-2 JONIOR: NISHIYAMA, 2001)
Afluente do Rio Capivara 12m+36sm-+2st 3chr(sm) 6Chr(m)ﬁ°hr(sm); * 0-6 | (DANTAS et al., 2007)
M Rio Batalha 6(m);B * * 0-8 | (HASHIMOTO etal., 2012)
) Rio Batalha 50 6(m);B 6(m);B 1,2(m);5,7(sm) 0-6
+ +
sanctaefilomenae = 6m+16sm+28st 100 1,2(m); 5,6,7 (sm); (UTSUNOMIA et al., 2016)
Rio Novo 6(m) 6(m) -
17,18(st)
Rio Araqua * 7,12,15,17(sm) *
Corrego Mané Teixeira 6m+44sm * 7,10,14,15,17(sm) * 0-6 | (SCUDELER et al., 2015)
Riacho Olaria * 4,7,10,15(sm); B *
Cérrego Guagu 8m+36sm+6st 24(st) * * 0-8 | (FERNANDES; ALVES, 2017)
\ . (SANCHEZ; TAKAGUI,;
% * -
Corrego Yabebiry 12m + 32sm + 6st 13(sm) 1-3 FENOCCHIO, 2021)
Corrego Corredeira 12m+32sm+6st 23(st) 23(st) 1,2(m);6,8,10(sm) 0-4
Serraria dos padres 10m+26sm+14st 100 17(sm) 7 chr 21chr 0-2 (NASCIMENTO et al., 2020)
. . J . *
M. oligolepis C(?rrego Pedro Cprrela 50 10 +32sm-+8a 9 6(sm) 1(m) 0-10 | (SANTOS et al., 2021)
Corrego Taboquinha * * *
Ribeirdo Mamoeiro 10m+34sm+6st 100 8(sm) 8(sm) 6¢chr 0-3 ok
Ribeirdo do Sapo 10m+32sm+8st 100 22(st) 22(st) 1,2(m);6,8,10 (sm) | 0-3 | (NASCIMENTO et al., 2020)
M. forestii Rio Parana 50 | 10m+28sm+10st+2a 98 3(m) 3(m) 8,14(sm);20,22(st) | 0-2 | (RANUCCI et al., 2021)
Cérrego Aguas Claras 6m+38sm+6st 100 16(sm) 8(sm) 8chr 0-4 *k

Fonte: Adaptado de Ranucci et al. (2021).
Legenda: 2n = nimero diploide. m = metacéntrico. sm = submetacéntrico. st = subtelocéntrico. a = acrocéntrico. NF = Nimero Fundamental. chr = cromossomos. B = cromossomos

supranumerarios. * = ndo estabelecido. ** = espécie analisada no presente trabalho.
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CAPITULO 5 IMUNOLOCALIZACAO DE PROTEINAS DO COMPLEXO
SINAPTONEMICO (SYCP3) INDICA PAREAMENTO REGULAR DOS
CROMOSSOMOS B DE MOENKHAUSIA AUSTRALIS E MOENKHAUSIA BONITA
(CHARACIFORMES, CHARACIDAE)

5.1 RESUMO

Os peixes do género Moenkhausia apresentam os cromossomos B como elementos extras
geralmente de tamanho reduzido, sendo varidveis em morfologia e numero nos individuos
portadores. No entanto, nesse grupo de peixes nao esta claro o comportamento dos cromossomos
B durante os checkpoints das divisdes celulares mitoticas ou meioticas. No presente trabalho, foi
analisado o comportamento mitotico e meidtico dos cromossomos B nas espécies Moenkhausia
australis e Moenkhausia bonita. Por meio da aplicacdo da técnica de pintura cromossOmica,
foram obtidas sondas B especificas de ambas as espécies de Moenkhausia, que permitiram a
observagdo de um processo regular de disjuncdo das cromatides-irmas dos cromossomos B
durante a anafase mitotica e preparacdes cromossomicas destas duas espécies. Em adicdo, a
pintura cromossomica com as sondas B especificas em espermatocitos revelou que os
cromossomos B ndo realizam pareamento com os cromossomos do complemento A durante o
estdgio de paquiteno em ambas as espécies. A aplicagdo da técnica de imunofluorescéncia em
espermatocitos de M. australis e M. bonita revelou a formacdo de 25 bivalentes nas células
paquiténicas, representando o perfeito pareamento dos cromossomos do complemento padrao A,
bem como a presen¢a de um elemento cromossdmico de pequeno tamanho representando o
cromossomo B em ambas as espécies. Os resultados encontrados, além de identificarem o
isolamento dos cromossomos B em relagdo aos demais componentes do complemento normal,
possivelmente indicam uma precisa disjuncdo das cromatides-irmas durante as anafases
mitoticas. Além disso, a regularidade nas sinapses meidticas dos cromossomos B pode ter um
papel essencial, garantindo o ndo acionamento dos checkpoints de cromossomos nao-sinapticos,
0 que permite a continuacdo da gametogénese e resulta na manutencao dos cromossomos B em
populagdes naturais destas espécies de Moenkhausia.

Palavras-chave: imunodeteccao; pintura cromossomica; profase [; cromossomos B; segregacao
cromossomica.
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5.2 ABSTRACT

Fish of the genus Moenkhausia present B chromosomes as extra elements usually of reduced
size, being variable in morphology and number in the carrying individuals. However, in this
group of fish, the behavior of B chromosomes during the checkpoints of mitotic or meiotic cell
division is unclear. In the present work, the mitotic and meiotic behavior of B chromosomes in
the species Moenkhausia australis and Moenkhausia bonita was analyzed. By applying the
chromosome painting technique, specific B probes of both species were obtained, which allowed
us to observe a regular process of disjunction of the sister chromatids of the B chromosomes
during mitotic anaphase in chromosome preparations of these two species. In addition,
chromosome painting with the specific B probes in spermatocytes revealed that the B
chromosomes do not match with the A complement elements during the pachytene stage in both
species. The application of the immunofluorescence technique in spermatocytes of M. australis
and M. bonita revealed the formation of 25 bivalents in the pachytene cells, representing the
perfect pairing of the chromosomes of the standard complement A, as well as the presence of a
small chromosomal element representing the B chromosome in both species. The results
obtained, in addition to identifying the isolation of the B chromosomes in relation to the
components of the normal complement, indicate a precise disjunction of the sister chromatids
during the mitotic anaphase. Furthermore, the regularity in the meiotic synapses of the B
chromosomes may play an essential role, ensuring the non-triggering of non-synaptic
chromosome checkpoints, which allows the continuation of gametogenesis and results in the
maintenance of B chromosomes in natural populations of these Moenkhausia species.

Keywords: immunodetection; chromosome painting; prophase [; B chromosomes; chromosomal
segregation.
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5.3 RESUMEN

En el género Moenkhausia los cromosomas B son elementos adicionales generalmente de
pequefio tamafio y variables en morfologia y numero. Sin embargo, en este grupo de peces, el
comportamiento de los cromosomas B durante los checkpoints de las divisiones celulares
mitoticas o meiodticas no esta claro. En el presente trabajo se analizé el comportamiento meidtico
y mitotico de los cromosomas B de Moenkhausia australis y Moenkhausia bonita. Mediante la
pintura cromosdmica, utilizando sondas B especificas para ambas especies de Moenkhausia, se
observo que en anafase mitotica se producia una disyuncion regular de las cromatidas hermanas
de los cromosomas B de M. australis y M. bonita. Empleando inmunofluorescencia en
espermatocitos de M. australis y M. bonita observamos la formacion de 25 bivalente que
representan los cromosomas A, asi como la presencia de un complejo sinaptonémico de pequefio
tamafo que representa el cromosoma B en ambas especies. Los resultados aqui encontrados
indican posiblemente una disyuncion precisa de las cromatidas hermanas en anafase mitdtica.
Ademés, la regularidad en las sinapsis meidticas de los cromosomas B, puede desempefiar un
papel esencial para garantizar que no se activen los checkpoints de los cromosomas no sinapticos,
lo que permite que continue la gametogénesis y tiene como resultado el mantenimiento de los
cromosomas B en las poblaciones naturales de Moenkhausia.

Palabras clave: inmunodeteccion; pintura cromosomica; profase I; cromosomas B; segregacion
cromosomica.
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5.4 INTRODUCAO

Os cromossomos adicionais que ndo s3o essenciais € nem estdo presentes em todos os
individuos da populagdo de uma determinada espécie sao chamados de supranumerarios,
acessorios ou cromossomos B, sendo assim denominados por representarem elementos extras ao
conjunto regular de cromossomos do complemento padrio A (CAMACHO; SHARBEL;
BEUKEBOOM, 2000; JONES; REES, 1982). O primeiro relato de cromossomos
supranumerarios foi ha mais de um século, observados em insetos Hemiptera (WILSON, 1907).
A partir de entdo, esses elementos gendmicos tém se tornado o objeto de estudo de varios
pesquisadores e tém sido encontrados em numerosas espécies de plantas, animais e fungos
(revisdo em Camacho 2005). Em um banco de dados que sistematiza as informagodes de
cromossomos B apresentado por D’ Ambrosio et al. (2017), é relatada a presenga de cromossomos
B em células eucarioticas de aproximadamente trés mil espécies, que se encontram registradas

na base B-chrom (www.bchrom.csic.es).

O comportamento dos cromossomos B durante o ciclo de divisdo celular mostra
geralmente um padrdo de heranca ndo-mendeliana, que pode resultar no acimulo destes
elementos gendmicos em populacdes naturais (revisdo em Camacho et al. 2000). No entanto, ndo
esta claro se os processos de acumulo ou perda cromossdmica sdo acompanhados por resultados
da dissomia de cromossomos homologos ou pela ndo-disjun¢do de cromatides-irmas
(KOMLUSKI; STUKENBROCK; HABIG, 2022). Nesse cenario, a descrigdo de perdas de
cromossomos B durante o ciclo de divisdo celular mitdticas ou meiodticas aparecem com
frequéncia na literatura para fungos, animais e plantas (BALESDENT et al., 2013; KOMLUSKI;
STUKENBROCK; HABIG, 2022; LI et al., 2022; PIRES; SAMPAIO; DIAS, 2015). A
integridade do centromero pode garantir a precisa segregacdo cromossOmica em todos os
eucariotos ja estudados, porém, o centromero pode ndo ser o Unico local de ancoragem dos
microtibulos do fuso aos cromossomos e, nesses casos, a segregagao cromossomica pode, por
vezes, ser conduzida por diferentes regides de ancoragem dos microtibulos, distribuidas ao longo
de todo o comprimento dos cromossomos (ex.: cromossomos holocéntricos, revisado em Melters
etal., 2012). Por fim, os mecanismos subjacentes a precisa disjuncao e segrega¢ao cromossomica
requer mais estudos (ANJUR-DIETRICH; KELLEHER; NEEDLEMAN, 2021; HARA;
FUKAGAWA, 2020; LI et al., 2022).

Com o avancgo das técnicas citogenéticas que incluem a microdisseccao cromossOmica e
o sequenciamento massivo do DNA microdissecado, muitos estudos tém observado a presenca
de diferentes sequéncias de DNA repetitivos, genes de copia tnica e pseudogenes distribuidos

nos cromossomos B (revisado em RAJPAL et al., 2023; SILVA et al., 2022). Além disso, os


http://www.bchrom.csic.es/
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experimentos de pintura cromossdmica tém contribuido para o levantamento de hipoteses sobre
a origem desses elementos extras em diferentes espécies, tomando por base o compartilhamento
de sequéncias entre os cromossomos do complemento A e os cromossomos B (revisdo em
Camacho et al. 2021; Rajpal et al. 2023).

De modo geral, os cromossomos B podem apresentar origem intraespecifica, quando
decorrente de rearranjos do complemento padrdo A de uma determinada espécie, ou origem
interespecifica, como resultado de cruzamentos entre espécies distintas (CAMACHO;
SHARBEL; BEUKEBOOM, 2000). A hipdtese de origem interespecifica foi recentemente
proposta para os cromossomos B de peixes da familia Auchenipteridae (Parauchenipterus
galeatus e Trachelyopterus sp.). Nessas espécies se observa uma estreita similaridade da
distribuicdo de sequéncia telomérica [TTAGGG]n, padrdo de heterocromatina e auséncia do
microssatélite [GATA]n nos cromossomos B (LUI et al, 2021). Estudos de pintura
cromossdmica tém mostrado a ocorréncia de origem intraespecificas em Moenkhausia
sanctaefilomenae (SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al.,, 2016) e Moenkhausia
oligolepis (Santos et al. 2021). Além disso, dados de Sequenciamento de Nova Geragao (NGS)
corroboram a hipotese de origem intraespecifica dos cromossomos B de M. sanctaefilomenae
(UTSUNOMIA et al., 2016). Especula-se que a ocorréncia de cromossomos B em grupos
intimamente relacionados de Moenkhausia, como ocorre com as espécies M. australis, M.
forestii, M. oligolepis e M. sanctaefilomenae, ¢ apresentada no Capitulo 4 desta tese e pode ser
um indicativo da existéncia de sinapomorfia cromossdmica neste grupo.

A ocorréncia de cromossomos B ja foi relatada em sete espécies do género Moenkhausia
de diferentes populagdes, sendo que esses elementos extras variam em numero, morfologia e
tamanho (DANTAS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-CASTRO; JULIO
JUNIOR, 2002; RANUCCI et al., 2021). No entanto, as informacdes citogenéticas correspondem
a pouco menos de 15% das espécies deste grupo, com referéncias apenas 14 das 98 espécies
validas de Moenkhausia, evidenciando a necessidade de uma ampliacdo de estudos
cromossdmico em outras espécies do género (DANTAS et al., 2007; FRICKE; ESCHMEYER;
VAN DER LAAN, 2023; NASCIMENTO et al., 2020; PORTELA-CASTRO; JULIO JUNIOR,
2002; RANUCCI et al., 2021).

Analises citogenéticas durante a meiose e mitose fornecem informagdes relevantes sobre
o comportamento dos cromossomos B ao longo das fases da divisao celular. Nesse sentido, os
cromossomos B de M. sanctaefilomenae foram observados, nos nicleos espermaticos, em
diferentes nimeros, podendo indicar a ocorréncia de ndo-disjuncdo desses elementos extras ao

longo das subsequentes fases da gametogénese (FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO,
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1989). Em Characidium gomesi anélises de células germinativas mostraram que 0s cromossomos
B se comportam como univalentes e/ou bivalentes durante a profase I (SERRANO et al., 2016).
Resultados semelhantes foram encontrados em Psalidodon paranae, que apresentou meidcitos
com 0B, 1B e 2B (SILVA et al., 2021). Nessa espécie, o cromossomo B ¢ um isocromossomo e
apresenta autopareamento durante a meiose I (SILVA et al., 2021). Em adicdo, as células com
dois cromossomos B pode ocorrer tanto o autopareamento quanto o pareamento entre estes
elementos quando se encontram fisicamente préximos no nucleo celular (SILVA et al., 2021).
No entanto, a exata ocupacao do territorio nuclear pelos cromossomos B ainda € questao nao
esclarecida, podendo ser especulado que o envoltério nuclear esteja participando da localizagio
destes cromossomos. Os estudos em P. paranae ¢ C. gomesi ndo mostram a ocorréncia de
recombinac¢ao meiodtica entre os cromossomos B e os elementos do complemento A.

Durante a divisao meidtica, o processo de recombinagdao cromossomica ¢ intermediado
por um conjunto de proteinas que formam o Complexo Sinaptonémico (SC). Essa estrutura
trilaminar, formada por elementos laterais, transversais e central ¢ responsavel pela sinapse ¢
facilita os eventos de recombinagdo entre os cromossomos homologos durante a profase I
(revisado em ZICKLER; KLECKNER 1999). Dessa forma, o SC garante o contato fisico e a
estabilidade do pareamento entre os cromossomos homologos que estdo alinhados linearmente
(revisado em ZICKLER; KLECKNER 2015). A imunodetec¢do de proteinas dos elementos
laterais SYCP3 (Synaptonemal complex protein 3) possibilita uma boa observagdao da
regularidade das sinapses geradas entres os cromossomos homologos e vém contribuindo para
os estudos do comportamento meidtico dos cromossomos B de peixes (CARDOSO et al., 2022;
SERRANO et al., 2016; SILVA et al., 2021).

O presente trabalho busca investigar o comportamento dos cromossomos B em diferentes
fases do ciclo mitotico e meiodtico de Moenkhausia australis e Moenkhausia bonita. Os resultados
podem apontar para: (i) a ocorréncia de disjung¢ao precisa das cromatides-irmas dos cromossomos
B em anéfases mitoticas; (if) a auséncia de recombinagdo meiotica entre os cromossomos do
complemento A e os cromossomos B; e (iii) regularidade de pareamento ao longo do
comprimento das sinapses dos cromossomos homologos do complemento padrdo A e dos
cromossomos B. Esses processos poderiam se apresentar como mecanismos para garantir a
manuten¢do dos cromossomos B e facilitar eventos de recombinagdo entre esses elementos

gendmicos em populagdes naturais de Moenkhausia.
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5.5 MATERIAL E METODOS
5.5.1 Amostragem

Nove espécimes de M. australis (4 fémeas e 5 machos) e dez espécimes de M. bonita (1
fémea e 9 machos) foram coletadas em riachos de cabeceira da bacia do alto rio Paraguai (Figura
5.1). Todos os procedimentos experimentais foram executados sob a supervisdo e com a
aprovacdo dos Orgdos ambientais do Brasil (autorizagdo para coleta de espécimes:
MMA/IBAMA/SISBIO — niimero 70988) e dos principios éticos estabelecidos pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), seguido pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista e Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB/UNESP), sob aprovagdo n° 4790080722. Os espécimes foram coletados,
eutanasiados, conservados em alcool 70%, identificados e depositados na colecao ictiologica do
Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes da UNESP em Botucatu, Sao Paulo, Brasil (Tabela
5.1).

Figura 5.1 — Mapa de localizacdo dos pontos de coleta M. australis e M. bonita
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Chghinrs e Coordinbdin Geigrabis; Bk Cartogrbfics: Mitarsl Earth, Irtermit, 1BGE: Datusc SIRCASINNG, EIG0.46M

Fonte: elaborado pelo autor (2023).
Legenda: Corrego Corredeira ponto de Moenkhausia australis; Corrego Sao José ponto de Moenkhausia
bonita; Ribeirdo Mamoeiro ponto de Moenkhausia australis.
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Tabela 5.1 — Espécimes de Moenkhausia coletados

L. . . Sub-bacia N° Amostral
Espécies Coordenadas  Localidade/Municipio hidrogrifica LBP M ¥
14°38'26.1" S,  Coérrego Mamoeiro/ 32746 ¢ 4 4
Moenkhausia 56°49'41.7" W  Denise - MT Rio Bugres 32747
australis 14°48'08.33" S,  Corrego Corredeira/ 32753 1 0
57°07'25.18" W  Denise - MT
. 14°39'0.98" S,  Corrego Sao José/ . 32755 e
M. bonita 57°26'11.62" W Tang'fré daSerra- MT o Sepotuba o ? !

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: LBP = Numero de lote da cole¢do de Peixes Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, Instituto de
Biociéncias, UNESP. F = fémea. M = macho. * = em processo de registro.

5.5.2 Obtenciao de preparacdes cromossdmicas mitdticas e meidticas

A obtengdo de cromossomos mitoticos foi realizada utilizando tecido renal e branquial,
seguindo o protocolo descrito em Foresti et al. (1981), com algumas modificacdes. As
preparagdes de cromossomos meidticos foram obtidas a partir de espermatécitos de M. australis

e M. bonita, segundo protocolo de Araya-Jaime et al. (2015b).

5.5.3 Imunocoloracao e anticorpos utilizados

A imunocolora¢do de cromossomos meioticos seguiu o protocolo de Araya-Jaime et al.
(2015b). Foi utilizado o anticorpo primdrio guinea pig anti-MeSYCP3 (IWAI et al., 2004),
diluido a 1:100 em PBS 1X. A deteccdo foi realizada com o anticorpo secundario goat anti-

guinea pig 1gG-FITC (Santa Cruz Biotechnology-sc2441), diluido a 1:100 em PBS 1x.

5.5.4 Hibridizacao in situ (FISH)

As preparagdes meidticas de M. australis e M. bonita foram submetidas a técnica de
pintura cromossdmicas com sondas de cromossomos B microdissecados MaB para M. australis
e MbB para M. bonita, conforme os passos descritos no Capitulo 4. A pintura cromossdmica foi
realizada por meio da utilizagdo da técnica de FISH sob condig¢des de alta estringéncia (~ 77%),
conforme descrito por Pinkel et al. (1986). A detec¢do de sinais fluorescentes foi realizada com
anti-digoxigenina-rodamina (Roche), para as sondas marcadas com digoxigenina-11-dUTP
(Roche) ou com avidina-FITC (Sigma), para as sondas marcadas com biotina-16-dUTP (Sigma).
Ap0s esses procedimentos, os cromossomos foram corados com Vectashield/DAPI. As sondas
especificas de cromossomos B foram geradas a partir do cromossomo B acrocéntrico,
microdissecado do individuo 85794 de M. australis (MaB) e do cromossomo B metacéntrico

pequeno, microdissecado do individuo 106067 de M. bonita (MbB). Ambas as sondas foram
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geradas por dois ciclos do Genome Plex® Single Cell Whole Genome Amplification Kit - WGA4

e marcacao utilizando o WGA3.

5.5.5 Coloracao cromossomica

Para visualizagdo e caracterizagdo dos cromossomos B em metafases mitdticas, os
cromossomos foram corados por solu¢cdo tamponada (pH 6,8) de Giemsa 5% durante 8 minutos.
Por sua vez, a qualidade das preparacdes meidtica e visualizacdo do SC foram realizadas por
meio da técnica de coloracao com Nitrato de Prata (AgNO3), de acordo com o protocolo descrito

por Howell and Black (1980).

5.5.6 Microscopia

As imagens de cromossomos mitoticos e meidticos foram obtidas utilizando o
fotomicroscopio de epifluorescéncia (Olympus® BX61) equipado com cAmera digital Olympus®
DP80, com a aplicagdo do software cellSens Dimension versio 1 (Olympus®). As imagens

obtidas foram manualmente tratadas e montadas com o editor de imagens Adobe Photoshop®.

5.6 RESULTADOS

Neste capitulo s3o expandidas as analises anteriormente apresentadas no capitulo 4 desta
tese, para incluir células em metéafase e anafase mitdtica, assim como espermatocitos em profase
da primeira divisdo meidtica, para acompanhar a organizagdo e comportamento dos

cromossomos B durante essas fases do ciclo celular.

5.6.1 Moenkhausia australis

Um total de 410 células mitoticas de M. australis foram analisadas. Os espécimes
apresentaram um numero diploide modal de 50 cromossomos (8m+32sm+10st; NF = 100)
(Figura 5.2). Em adicdo, foram observados cromossomos B em 38% (n = 154) das células
analisadas em M. australis, que apresentaram variagao de 0 a 3 cromossomos do tipo acrocéntrico
pequeno nos portadores. Entretanto, esse elemento supranumerario foi observado apenas em
células de individuos machos (Figura 5.2).

A pintura cromossdmica, com a sonda B especifica de M. australis foi eficiente na
localizagdo dos diferentes tipos de cromossomos B observados durante as metafases e anafases
mitdticas e nos espermatocitos desta espécie. A sonda MaB pintou intensamente os trés

cromossomos B e algumas regides dos cromossomos do complemento A. Adicionalmente,
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notou-se uma regido menos marcada proxima ao centromero de dois cromossomos B, conforme

exposto na Figura 5.2.

Figura 5.2 — Prepara¢des mitoticas de M. australis
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) metafase corada com DAPI (azul); b) metafase apos hibridagdo da sonda MaB; ¢)
Sobreposigdo das imagens a ¢ b. Observe os cromossomos B totalmente hibridizados e os cromossomos
A sem sinal evidente. As cabegas de seta indicam os cromossomos B. Barra =10 pm.

Interessantemente, nas células mitdticas em andfase foi possivel distinguir a regular
disjun¢do das cromatides-irmds do complemento padrio A e dos cromossomos B. Nessa
condi¢do, cada cromatides-irmas dos cromossomos B se apresentaram separadas, podendo ser

tracionadas individualmente para as extremidades opostas nas células filhas, sugerindo

regularidade no processo de disjun¢do cromossdmica (Figura 5.3).

Andlises meioticas de espermatocitos imunocoloridos com anticorpos anti-SYCP3 em

profase I mostram a formacdo de 25 bivalentes, correspondendo aos cromossomos do
complemento A, bem como a presenga de elementos supranumerarios de tamanho pequeno,
correspondentes aos cromossomos B. Nos espermatdcitos em paquiteno foi evidenciada uma
aparente regularidade nas sinapses dos cromossomos A e B, ndo tendo sido observadas

descontinuidades no SC de M. australis (Figura 5.4).
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Figura 5.3 — Anéfase mit6tica de M. australis submetida a pintura cromossomica com sonda MaB

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) cromossomos corados com DAPI (azul); b) apds hibridagdo da sonda MaB; ¢) sobreposi¢do das
imagens a ¢ b. Observe a hibridagdo positiva sobre o cromossomo B. As cabegas de seta indicam o cromossomo B.
A barra de escala ¢ de 10 pm.

Figura 5.4 — Preparagdes meidticas e mitoticas de M. australis

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) Cromossomos meidticos corados com DAPI (azul); b) imunodetecg¢do da proteina SYCP3 com
anticorpo anti-medaka SYCP3 (em verde); ¢) Sobreposi¢do das imagens a e b, em destaque metafase mitdtica
corada com Giemsa 5%. As cabegas de seta indicam os cromossomos B. Observe a formagdo de 25 bivalentes
correspondente ao complemento padrdo A e a presenga de um possivel polivalente pequeno correspondendo o
cromossomo B. Observe o pareamento continuo e regular ao longo do comprimento dos bivalentes. A barra de
escala é de 10 pum.

A identificagdo do cromossomo B foi possivel por meio da técnica de FISH com sonda
MaB em paquitenos de M. australis (Figura 5.5). Nota-se um sinal de hibrida¢dao semelhante ao
das células mitéticas e revela-se o tamanho diminuto do cromossomo B, em relacdo aos

cromossomos A (Figura 5.5).
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Figura 5.5 — Espermatdcitos em paquiteno de M. australis submetidos a pintura cromossomica com sonda MaB

b C

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) cromossomos em paquitenos corados com DAPI (azul); b) paquitenos apés hibridagdo da sonda
MaB; ¢) sobreposicdo das imagens a ¢ b. Observe a hibridagdo positiva sobre o cromossomo B. As cabegas de seta
indicam o cromossomo B. A barra de escala ¢ de 10 um.

5.6.2 Moenkhausia bonita

Um total de 129 células de M. bonita foram analisadas, sendo que os espécimes
apresentaram um numero diploide modal de 50 cromossomos (12m+26sm+8st+4a; NF = 96)
(Figura 5.6). Foi identificada a presenca de cromossomos B do tipo metacéntrico pequeno em
84% (n = 109) das células analisadas, que apresentaram variagdo de 0 a 2 cromossomos nos
portadores em individuos de ambos os sexos (Figura 5.6).

A pintura cromossdmica com a sonda MbB foi eficiente na localizagdo dos diferentes
tipos de cromossomos B observados em metafases e anafases mitdticas, assim como nos

espermatdcitos em paquiteno de M. bonita (Figura 5.6).
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Figura 5.6 — Preparagdes mitoticas de M. bonita

4 |

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
Legenda: em a) metafase corada com DAPI (azul); b) metafase apds hibridacdo da sonda MbB; c)
Sobreposi¢do das imagens a e b. Observe os cromossomos B totalmente hibridizados e os cromossomos A
sem sinal evidente. As setas indicam o par cromossdmico portador das RONs. As cabecas de seta indicam
os cromossomos B. A barra de escala é de 10 um.

Algumas particularidades foram observadas no comportamento dos cromossomos nas
diferentes fases dos processos de divisao celular nesta espécie. A sonda MbB marcou, de modo
evidente, os cromossomos B e o brago curto de um par cromossémico do complemento padrao
A, possivelmente os cromossomos portadores da RONs. Do mesmo modo, foi observada uma
diferenca de intensidade de sinais de pintura entre os cromossomos B nas células analisadas
(Figura 5.6). Tanto os cromossomos B quanto os cromossomos do complemento padrao A de M.
bonita apresentaram aparente processo regular de disjuncdo das cromatides irmas durante a

anafase (Figura 5.7).
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Figura 5.7 — Anéfase mitética de M. bonita submetida a pintura cromossémica com sonda MbB

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) cromossomos corados com DAPI (azul); b) apods hibridagdo da sonda MbB; ¢) sobreposigdo das
imagens a ¢ b. Observe a hibridagdo positiva sobre o cromossomo B. As cabegas de seta indicam o cromossomo B.
A barra de escala ¢ de 10 pm.

As analises meidticas de espermatdcitos imunocoloridos com anticorpos anti-SYCP3 em
profase I mostram a formacdo de 25 bivalentes, correspondentes aos cromossomos do
complemento A, bem como a presenca de elementos supranumerarios de tamanho pequeno,
possivelmente formado pelos cromossomos B. Nas células em fase de paquiteno, foi evidenciada
uma aparente regularidade na formacdo das sinapses dos cromossomos B. No entanto, em
algumas porcdes do complexo sinaptonémico dos cromossomos do complemento A, foram
observadas descontinuidades e estruturas em forma de “bolha”, representando regides de nao

pareamento (Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Preparacgdes meioticas e mitdticas de M. bonita

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) Cromossomos meidticos corados com DAPI (azul); b) imunodetecgdo da proteina SYCP3 com
anticorpo anti-medaka SYCP3 (em verde); ¢) Sobreposicdo das imagens a e b, em destaque metafase mitdtica corada
com Giemsa 5%. As cabecas de seta indicam os cromossomos B. Observe a formacdo de 25 bivalentes
correspondente ao complemento padrdo A e a presenga de um elemento pequeno correspondendo ao cromossomo B.
Observe a descontinuidades no pareamento (*) e as bolhas (**) em alguns trechos do SC dos cromossomos A. A
barra de escala é de 10 um.

A identificacdo do cromossomo B foi possivel por meio da aplicagdo da técnica de FISH
utilizando a sonda MbB em paquitenos de M. bonita (Figura 5.9). Nota-se um sinal de hibridagado
semelhante ao das células mitoticas, revelando o tamanho diminuto do elemento genomico

supranumerario em relagdo aos cromossomos do complemento A (Figura 5.9).

Figura 5.9 — Espermatécitos em paquiteno de M. bonita submetidos a pintura cromossdémica com sonda MbB

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Legenda: em a) cromossomos em paquitenos corados com DAPI (azul); b) paquitenos apds hibridagdo de sonda
MbB; ¢) sobreposicdo das imagens a e b. Os asteriscos destacam os sinais de hibridagdes positivas sobre os
cromossomos A ¢ as cabegas de seta indicam o cromossomo B. A barra de escala é de 10 um.



Resultados e Discussdo 86

5.7 DISCUSSAO

As espécies de peixes do género Moenkhausia possuem uma macroestrutura cariotipica
conservada, evidenciando uma baixa variacdo do nimero diploide e poucas ocorréncias de
cromossomos acrocéntricos (DANTAS et al., 2007; PORTELA-CASTRO; JULIO JUNIOR,
2002). Entretanto, distintos rearranjos podem ser observados na microestrutura cariotipica das
espécies (NASCIMENTO et al., 2020; RANUCCI et al., 2021; UTSUNOMIA et al., 2016) e a
presenca de cromossomos B ¢ uma caracteristica citogenética intrigante nos componentes desse
género.

Desde os primeiros registros no final dos anos 80, os cromossomos B em espécies de
Moenkhausia vém ganhando destaque nas pesquisas citogenéticas (FORESTI; ALMEIDA-
TOLEDO; TOLEDO, 1989; PORTELA; GALETTIL; BERTOLLO, 1988; SANTOS et al., 2021;
SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016). Resultados obtidos a partir de pinturas
cromossomicas t€ém demonstrado a similaridade entre os cromossomos B e os cromossomos do
complemento A portadores das RONSs, indicando uma possivel origem intraespecifica do B em
M. sanctaefilomenae (SCUDELER et al., 2015; UTSUNOMIA et al., 2016). A origem
intraespecifica também ¢ sugerida para os cromossomos B de M. oligolepis, no caso um
isocromossomo B (Santos et al. 2021). E importante destacar que o mapeamento fisico de
diferentes sequéncias de DNA repetitivo nos cromossomos B, como sequéncias de DNAr 18S,
histonas H1 e H3, e de DNAs satélites (MS3 e MS7), abre novos cenarios nos estudos da
citogenética de Moenkhausia (FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO, 1989;
HASHIMOTO et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2020; UTSUNOMIA et al., 2016) e permite
analises comparativas entre espécies filogeneticamente proximas conforme apresentado no
Capitulo 4 desta tese.

Pinturas cromossomicas realizadas no presente trabalho em células mitéticas revelaram
um processo regular de disjung@o das cromadtides irmas dos cromossomos B durante a anafase
mitotica de M. australis e M. bonita. Essa observacao permite sugerir que as regioes geradoras
de forca nos cromossomos como 0s cinetdcoros possam estar ativas, possibilitando a perfeita e
correta separagao das cromatides irmas nos cromossomos B e, consequentemente, possam migrar
independentemente para polos opostos da célula ou subsequente eliminagao por atraso na anafase
(LT et al., 2022). O fato de n3o serem observadas células somaticas contendo mais de trés
cromossomos B em M. australis ou mais de dois cromossomos B em M. bonita pode corroborar
esta hipotese. De acordo com Li et al. (2022) o centromero do cromossomo B ¢ um componente
chave no processo de eliminagdo de cromossomos, uma vez que a auséncia de ligacdo das fibras

do fuso a esses pontos nos cromossomos pode causar a ocorréncia de ndo disjuncdo, com a
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consequente ndo migragdo estes elementos para os polos das células filhas. Em espécimes da
planta Aegilops speltoides foi verificado que a principal causa de elimina¢do dos cromossomos
B em células radiculares ocorre devido a anomalias na regido centromérica destes elementos
genomicos (LI et al., 2022). Contudo, a existéncia ainda de lacunas na compreensao total sobre
0s processos € mecanismos envolvidos na segregacdo cromossomica indicam a necessidade de
estudos especificos nessa area (ANJUR-DIETRICH; KELLEHER; NEEDLEMAN, 2021;
KOMLUSKI; STUKENBROCK; HABIG, 2022). Finalmente, células com nimero inferior a trés
cromossomos B podem representar um exemplo dos complexos padrdes de mosaicismo
(FRAGOULI et al., 2013; LI et al., 2022) ou da existéncia da agdo de mecanismos de eliminagao
apos anafase, promovido por nao disjunc¢ao ou segregacao desigual dos cromossomos B durante
a meiose (KOMLUSKI; STUKENBROCK; HABIG, 2022; PIRES; SAMPAIO; DIAS, 2015).

Durante a meiose, os espermatdcitos em estagio de paquiteno devem apresentar
complexos sinaptonémicos regulares, para manter os cromossomos homologos fisicamente
juntos e garantindo, assim, o ndo acionamento dos checkpoints meidticos. A ocorréncia de
sinapse regular entre os cromossomos B permite sugerir que esses cromossomos se pareiam
regularmente na préfase I e a ocorréncia de pareamento indica que, possivelmente, estes
cromossomos possam estar sofrendo crossing-overs, permitindo a homogeneizagdo de
sequéncias entre eles. Esta condicdo permitiria explicar como as sondas de DNA de
cromossomos inteiros, produzidas a partir de um tnico cromossomo B, pintam intensamente os
demais cromossomos B de M. australis (dados apresentados no Capitulo 4 desta tese). Por sua
vez, as descontinuidades observadas nos cromossomos A de M. bonita poderiam representar
regides ainda ndo pareadas ou ainda, serem o inicio da desmontagem do SC no inicio do
dipléteno. No entanto, a acdo de artefatos decorrentes da técnica de fixagdo do material também
nado pode ser descartada, devendo ser objeto de melhor investigacdo, conforme sugerido por Ortiz
et al. (2021).

Andlises dos cromossomos meidticos em outros grupos de peixes também evidenciam
cromossomos B formando bivalentes regulares na fase de paquiteno durante a profase I, como ¢
o caso de evidéncias identificadas em C. gomesi (SERRANO et al., 2016), em P. paranae
(SILVA et al., 2021) e em Astatotilapia latifasciata (CARDOSO et al., 2022). De modo geral,
esses trabalhos demonstram a habilidade dos cromossomos B em superar os checkpoints
meioticos, garantindo a continuagdo dos processos de espermatogénese e ovogénese, resultando
na sua permanéncia em populagdes naturais. Entretanto, como sugerido por Serrano et al. (2016)
e Silva et al. (2021), o posicionamento do cromossomo B no nucleo poderia ser decisivo na sua

configuragdo como univalente ou bivalente durante a meiose, sendo que, contudo, 0s mecanismos
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subjacentes desse processo ainda necessitam ser mais bem esclarecidos. Dada a grande
complexidade dos mecanismos de checkpoints durante a meiose, investigar como o0s
cromossomos B se segregam na gametogénese serd um caminho interessante na investigagao dos
processos de manutencao desses elementos gendmicos nas espécies € populagdes.

Neste contexto, considera-se que os estudos das variantes dos cromossomos B em outras
populacdes sdo fundamentais para o entendimento dos processos que garantem a progressao
meiotica e a manutengao destes elementos gendmicos durante a gametogénese de Moenkhausia.
A viabilizagao e utilizagdo de outros anticorpos reativos que possam ser aplicados no estudo dos
mecanismos envolvidos com a recombinacdo, metilagdo da cromatina e estruturacdo dos
centrdmeros, certamente poderdo trazer novas informagdes a respeito do comportamento dos

cromossomos B durante as diferentes fases do ciclo celular.

5.8 REFERENCIAS

As referéncias correspondentes a este capitulo encontram-se no final desta tese.
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CONCLUSOES

Neste trabalho se descreveu a composicao cariotipica de quatro espécies de Moenkhausia

acrescentando novos dados aos conhecimentos citogenéticos sobre o género, a saber:

1. As espécies M. australis, M. bonita, M. cf. forestii e M. oligolepis apresentam 2n = 50
cromossomos com férmula cariotipica composta principalmente de cromossomos do tipo
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos. Tais caracteristicas demonstram que
o numero ¢ a morfologia dos cromossomos sao conservados entre as espécies do género.
Entretanto, as microestruturas cromossomicas (banda C, RONs e o DNAr 5S) sdao mais
semelhantes entre as espécies filogeneticamente relacionadas.

2. Os sitios de DNAr 5S foram mapeados em multiplos cromossomos de M. australis, M.
bonita, M. cf. forestii e M. oligolepis, ocupando preferencialmente posicao intersticial
nos cromossomos. Por sua vez, os sitios de DNAr 18S se mostram simples, sendo
mapeados no brago curto de um unico par cromossdmico nestas espécies.

3. As andlises de microdissec¢do e pintura cromossOmica proporcionaram novos
marcadores que permitiu a identificagdo dos cromossomos B ¢ a observacao de sinais
fluorescentes sobre alguns cromossomos A. Estas sondas podem ser utilizadas em estudos
futuros que permitem delinear a origem, composi¢do e evolucao dos cromossomos B.

4. A pintura cromossOmica em andfases mitdticas, com as sondas especificas de
cromossomos B, revelou uma regular disjun¢do das cromdtides-irmas dos cromossomos
B em M. australis e M. bonita. Este resultado pode indicar a capacidade dos cromossomos
B em aumentar sua ocorréncia em células soméaticas observados nestas espécies.

5. Os cromossomos B ndo realizam pareamento com os cromossomos do complemento A
durante o estagio de paquiteno em M. australis e M. bonita. Além disso, a regularidade
nas sinapses meioticas dos cromossomos B pode ter um papel essencial, garantindo o ndo
acionamento dos checkpoints, o que permite a continuagdo da gametogénese e resulta na

manutenc¢ao dos cromossomos B.

A descricdo cariotipica apresentada nesta tese amplia as informagdes citogenéticas sobre
espécies de Moenkhausia, por meio da utilizagdo de técnicas de mapeamento de DNA repetitivo,

descri¢ao de cromossomos B e obtencao de novas sondas de DNA microdissecado.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se describe la composicion cariotipica de cuatro especies de Moenkhausia

anadiendo nuevos datos al conocimiento citogenético sobre el género, a saber:

1. Las especies M. australis, M. bonita, M. cf. forestii y M. oligolepis presentan 2n = 50
cromosomas con formula cariotipica compuesta principalmente por cromosomas de tipo
metacéntrico, submetacéntrico y subtelocéntrico. Tales caracteristicas demuestran que el
numero y la morfologia cromosdémica se conservan entre las especies del género. Sin
embargo, las microestructuras cromosomicas (banda C, RONs y el 5S DNAr) son mas
similares entre las especies filogenéticamente relacionadas.

2. Los sitios 5S DNAr fueron mapeados en multiples cromosomas de M. australis, M.
bonita, M. cf. forestii y M. oligolepis, ocupando preferentemente posicion intersticial en
los cromosomas. Por su parte, los sitios 18S DNAr son simples, estando mapeados en el
brazo corto de un inico par cromosdmico en estas especies.

3. Los andlisis de microdiseccion y pintura cromosOmica proporcionaron nuevos
marcadores que permitieron la identificacion de cromosomas B y la observacion de
sefiales fluorescentes en algunos cromosomas A. Estas sondas pueden ser utilizadas en
futuros estudios que permitan delinear el origen, composicion y evolucion de los
cromosomas B.

4. Lapintura cromosdmica en anafases mitoticas, con las sondas especificas del cromosoma
B, revelo6 una disyuncion regular de las cromatidas hermanas de los cromosomas B en M.
australis y M. bonita. Este resultado puede indicar la capacidad de los cromosomas B de
aumentar su presencia en las células somaticas observadas en estas especies.

5. Los cromosomas B no se emparejan con los cromosomas del complemento A durante el
paquitene en M. australis y M. bonita. Ademas, la regularidad en las sinapsis meioticas
de los cromosomas B puede jugar un papel esencial, garantizando la no activacion de los
puntos de control, lo que permite la continuacion de la gametogénesis y resulta en el

mantenimiento de los cromosomas B.

La descripcion cariotipica presentada en esta tesis amplia la informacion citogenética
sobre las especies de Moenkhausia, mediante el uso de técnicas de mapeo de ADN repetitivo, la

descripcion de los cromosomas B y la obtencion de nuevas sondas de ADN microdiseccionado.
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