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Resumo

O mapeamento cromossdmico de sitios de DNA repetitivo vem sendo realizado em varios
estudos citogenéticos em peixes e tem permitido uma melhor caracterizacdo da biodiversidade
e evolugdo gendmica da ictiofauna Neotropical. Dentre as diversas espécies de peixes
distribuidas nestaimportante area geografica, podemos destacar o género Moenkhausia, um dos
mai s especiosos grupos de peixes da familia Characidae. Do ponto de vista citogenético, este
género demonstra variacdo do nimero diploide de 48 a 50 cromossomos, bem como a presenca
de microcromossomos B descritos para diferentes espécies/populacdes. No entanto, estudos
citogenéticos de espécies de Moenkhausia coletadas em riachos de cabeceira da bacia
Amazonica e bacia do Alto rio Paraguai ainda séo incipientes, bem como os estudos relativos
adistribuicdo de DNAS repetitivos nos genomas de diferentes espécies de Moenkhausia. Neste
sentido, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizagcdo cariotipica de Moenkhausia
cosmops, M. cf. forestii, M. cf. nigromarginata, M. oligolepis e Moenkhausia sp. coletadas em
diferentes rios e riachos de cabeceira da bacia Amazénica e bacia do Alto rio Paraguai. Todas
as especies foram analisadas através de técni cas citogenéti cas cl &ssi cas (col oracdo com Giemsa,
localizagcdo das RONs pela impregnagao por Nitrato de Prata e bandamento C) e molecular
(hibridac&o in situ fluorescente com sondas de DNAr 5S e 18S, histona H1, snDNA U2 e
sequéncias teloméricas (TTAGGG)n). Todas as espécies/populagdes analisadas apresentaram
2n=50 cromossomos, porém com férmulas cariotipicas distintas entre elas. O bandamento C
revelou um padréo de bandas heterocrométicas similar entre essas espécies, exceto em M. cf.
nigromarginata. A impregnacdo por Nitrato de Prata evidenciou Ag-RONs simples em todas
as espécies analisadas. A FISH utilizando o DNAr 18S como sonda confirmou os resultados
obtidos com o Nitrato de Prata e revelou sitios adicionais apenas na espécie M. oligolepis. O
DNAr 5Sfoi localizado em sitios multiplos em todas as espécies, ocupando, geramente, uma

posicdo intersticial nos cromossomos. Notavelmente, ambos os sitios ribossdmicos estéo em



sinteniaem uma unica popul acéo de M. oligolepis. Em todas as espéci es/popul agdes anali sadas
a histona H1 mostrou-se co-localizada em apenas um par cromossomico com o DNAr 18S. O
mapeamento cromossdmico de sSnDNA U2 revelou a ocorréncia de sitios multiplos em todas as
espécies de Moenkhausia analisadas. Adicionalmente, em M. cf. nigromarginata, estas
sequéncias foram observadas em sintenia com o DNAr 5S. Deve-se destacar que Cromossomos
supranumerarios foram observados nas especies M. cf. forestii e em M. oligolepis. Em M. cf.
forestii uma frequéncia de 0-3 microcromossomos B foi observada. Além disso, as trés
populacbes de M. oligolepis amostradas apresentaram cromossomos B morfol ogicamente
distintos entre s, sendo observados microcromossomos B (Bmicro), Cromossomos B
metacéntricos (Bm) € cromossomos B acrocéntricos (Ba). A frequéncia destes cromossomos
extras foi variavel, tanto no nivel inter como intra-individual. Os cromossomos B, observados
nessas duas espéci es de Moenkhausia apresentaram distintos padrdes de heterocromatina, sendo
possivel observar cromossomos B eucroméaticos e totalmente/parcialmente heterocromaticos.
As hibridagdes com sondas de DNAS repetitivos revelou sinais de histona H1, DNAr 18S e
snDNA U2, em diferentes cromossomos B. Finalmente, os resultados obtidos aqui permitiréo
uma melhor investigacdo sobre a extensdo da ocorréncia destes cromossomos neste género,

bem como ampliam os dados de DNAS repetitivos em cromossomos B.



Abstract

The cytogenetic mapping of repetitive DNA has been applied in several studies in fish, which
allowed a better characterization about the biodiversity and genomic evolution of Neotropical
ichthyofauna. Among the several fish species living in this area, the genus Moenkhausia, one
of the specious groups inside Characidae, isremarkable. From a cytogenetic point of view, this
genus show variations in diploid numbers of 48 to 50 chromosomes, as well as the occurrence
of B chromosomes in different species/populations. However, cytogenetic studies in
Moenkhausia collected at different rivers from the Amazon and Upper Paraguay River basins
are scarce, aswell as studies investigating the chromosomal distribution of repetitive DNAsin
different species. In this sense, the present study aimed to characterize the karyotypes of
Moenkhausia cosmops, M. cf. forestii, M. cf. nigromarginata, M. oligolepis and Moenkhausia
sp. collected at different sites in the Amazon and Upper Paraguay River basins. All species
were analyzed using classical (conventional staining with Giemsa, localization of NORs by
impregnation with Silver nitrate and C-banding) and molecular (fluorescent in situ
hybridization with 5S and 18S rDNA, H1 histone, U2 snDNA and telomeric sequences
(TTAGGG), probes). All the herein analyzed species showed 2n=50 chromosomes, with
different karyotype formulas. C-banding evidenced similar patterns of heterochromatin
distribution in all species, except in M. cf. nigromarginata. Silver nitrate staining evidenced
simple Ag-NORs in al species and FISH with 18S rDNA probes confirmed these results e
revealed additional sites in M. oligolepis. The 5S rDNA was interstitially located in multiple
sitesin al species. Notably, both ribosomal sites were found in synteny in one population of
M. oligolepis. The H1 histone sites were co-located in asingle pair with 18S rDNA and the U2
snDNA was located at multiple sitesin al species. Additionally, the U2 snDNA was co-located
with the 5S rDNA in M. cf. nigromarginata. Supernumerary chromosomes were found in the

species M. cf. forestii and M. oligolepis. In the first species, a frequency of 0-3 micro-
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chromosomes was observed. Besides that, the three populations of M. oligolepis showed
distinct B chromosomes, like micro-chromosomes (Bmicro), metacentric B chromosomes (Bm)
and acrocentric B chromosomes (B«). The frequency of each variant was variable in the inter-
and intra-specific levels. Notably, these B chromosomes showed distinct patterns of C-banding,
with euchromatic and totaly/partially heterochromatic B chromosomes. Finally, FISH
experiments revealed signals of H1 histone, 18S rDNA and U2 snDNA in the different B
chromosomes. Results obtained here will allow a better investigation about the extension of B
chromosomes in this genus, as well as, expand the data about repetitive DNAs allocated in B

chromosomes.
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Introducao e Objetivos 1

1 INTRODUCAO

1.1 Citogenéticade peixes Neotropicais. caracterizacdo da biodiver sidade e evolucéo da

ictiofauna

Os estudos citogenéticos tiveram um grande desenvolvimento nos ultimos anos devido
a utilizacdo de técnicas mais resolutivas de anadlise, o que tem possibilitado a citogenética
contribuir efetivamente ndo apenas para estudos taxondmicos, como também para maior
compreensao da biologia cromossdmica como um todo. Estes avancos também se refletem nos
estudos em peixes, resultando numa expansdo consideravel do nimero de espécies estudadas
nos ultimos anos. Na regido Neotropical ja foram analisadas citogeneticamente cerca de 1040
espécies de peixes de agua doce, sendo 475 espécies da ordem Characiformes, 318 espécies de
Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes e 199 espécies que ndo pertencem a superordem
Ostariophysi revisdo em (Oliveiraet al., 2007). Este levantamento aponta ainda a ocorrénciade
Cromossomos sexuais em 62 especies, sendo 40 espécies com heterogametia feminina e 22
espécies com heterogametia masculina, bem como a ocorréncia de C€romossomos
supranumerarios em mais de 60 espécies de peixes (Carvaho et al., 2008). No entanto, esses
dados séo ainda incipientes se considerarmos que podem existir cerca de 6.000 espécies de
peixes distribuidas nessa regido biogeografica (Reis et al., 2003).

A aplicacdo de técnicas de bandamento cromossomico, notadamente as de bandamento
C e bandas de endonucleases de restricdo, permitiram ndo s6 uma melhor caracterizacéo da
diversidade cariotipica, como também o entendimento das relacfes evolutivas existentes entre
diferentes taxons e a identificagcdo de cromossomos supranumerarios e sexuais (Almeida
Toledo et al., 2000). Nos ultimos anos, o desenvolvimento de sondas especificas de DNA

possibilitou a hibridizac&o destes marcadores em cromossomos metafasi cos, através datécnica
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denominada FISH (Fluorescent in situ hybridization). Este método é uma ferramenta
interessante e permite correlacionar informagdes moleculares com a localizagéo fisica de
segmentos especificos nos cromossomos. Na Ultima década, o mapeamento cromossomico de
sitios de DNA repetitivo vem sendo utilizado com sucesso nos estudos citogenéticos em peixes,
permitindo melhor caracterizacdo da biodiversidade e evolugdo da ictiofauna (Martins 2007,
Vicari et al., 2010), além de contribuir para a determinacéo das relactes filogenéticas, como
realizado em cariomorfos do complexo de espécies Hoplias malabaricus (Cioffi et al., 2009) e
entre espécies do género Astyanax (Hashimoto et al., 2011). Ainda, também permite uma
primeira abordagem de investigacdo sobre a organizacdo destas sequéncias nos genomas de
diferentes organismos, como demonstrado nos géneros Gymnotus (Scacchetti et al., 2012) e
Leporinus (Martins e Galetti 2001) que apresentam duas classes distintas de DNAr 5S em
diferentes cromossomos; e nos diversos casos de sintenia entre classes distintas de DNA
repetitivo e as consequéncias evol utivas e funcionais desta condi¢éo, como DNAr e elementos
transponiveis (TES) (Mandrioli et al., 2000; Mandrioli e Manicardi 2001; Pansonato-Alves et
al., 2013; Silva et al., 2013), DNAr 5S e DNAr 18S (Almeida-Toledo et al., 2002), DNAr e
DNAhis (Hashimoto et al., 2012a; Pansonato-Alves et al., 2013) e DNAs satélites (DNAsat) e
18S (Vicari et al., 2008). Estudos como estes revelam caracteristicas sobre a organizacéo
estrutural de determinadas sequéncias repetitivas e sua dinamica no genoma dos organismos,
revelando aimporténcia do DNA repetitivo na evolucéo dos genomas eucariéticos.

Embora um pouco mais restritos, devido a sua ocorréncia reduzida, os estudos
citogenéticos voltados a analise sistematica de cromossomos B, ou supranumerarios, também
vém aumentando nos Ultimos anos a medida que novas variantes s8o caracterizadas em distintas
espécies/popul agdes. Particularmente, estes estudos sdo interessantes devido a natureza pouco

conhecida destes e ementos.
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1.2 Cromossomos B em peixes

Cromossomos supranumerarios sado elementos gendmicos extras ao conjunto
cromossdmico padréo A (Bougourd e Jones 1997). Suaocorrénciae distribuicdo sdo conhecidas
para grande conjunto de organismos, como fungos, plantas e animais (Navas-Castillo et al.,
1986; Alfenito e Birchler 1993; Covert 1998). Dentre suas principais caracteristicas, se
destacam: (i) sdo0 elementos dispensavels, nd sendo necessarios para 0S Processos
fundamentais de crescimento e desenvolvimento; (ii) ndo se pareiam ou recombinam com
cromossomos do complemento padrdo A durante a meiose; (iii) se comportam de forma
irregular durante a mitose e/ou meiose (Bougourd e Jones 1997; Camacho et al., 2000). O
estudo sistematizado destes elementos gendmicos inclui investigacbes sobre a estrutura,
origem, transmissao, dinamica populacional, evolucéo e até a interacdo destes cromossomos
com os do conjunto gendmico A (Camacho et al., 2000; Bugrov et al., 2007).

De forma gera, os cromossomos B sdo compostos principaimente por DNAS
repetitivos, sequéncias caracterizadas por uma ampla dindmica em relagdo a organizacéo
genbmica (Charlesworth et al., 1994) e incluem DNAs satélites, DNA centromérico e
telomérico, DNA ribossdmico (DNAr) e sitios histdnicos (DNAhis), além de e ementos méveis
gue, frequentemente sdo encontrados nos el ementos supranumerarios de umavariedade elevada
de organismos (Camacho 2005). No entanto, sequéncias codificantes também ja foram
encontradas nestes cromossomos (Miao et al., 1991; Graphodatsky et al., 2005; Teruel et al.,
2009; Valente et al., 2014), podendo, inclusive, estarem ativas (Ruiz-Estévez et al., 2012;
Trifonov et al., 2013).

Pela abundancia de sequéncias repetitivas nestes cromossomos, diversos autores
focaram no estudo desta fragdo gendmica visando melhor caracterizacdo da composicéo de

cromossomos B. Para investigar a origem de um cromossomo B presente em uma espécie de
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gafanhoto, por exemplo, LOpez-Leodn et al., (1994) utilizaram atécnicade FISH com sondas de
genes ribossdmicos e de um DNA satdlite isolado do genoma da espécie Eyprepocnemis
plorans. Os resultados obtidos apontaram para origem intraespecifica a partir do cromossomo
X desta espécie, uma vez que os padroes de hibridagcdo das sequéncias mapeadas eram
semelhantes nos cromossomos X e B. Por outro lado, em uma espécie de vespa homeada
Nasonia vitripennis foi possivel verificar que a origem dos cromossomos supranumerarios
existentes estaria, provavelmente, relacionada a um evento interespecifico (McAllister e
Werren 1997), principal mente apos 0s autores verificarem gque algumas sequéncias repetitivas
presentes nos supranumerarios desta espécie eram mais rel acionadas a outras espécies do que a
elamesma

O advento, no inicio dosanos 90 (Deng et al., 1992; Meltzer et al., 1992), datécnicade
microdisseccdo cromossOmica, que se baseia na extragcdo seletiva de fragmentos ou
Cromossomos inteiros, permitiu uma abordagem mais direta sobre a estrutura e composi¢ao
molecular destes elementos gendmicos. Até o momento, a utilizagdo destes cromossomos como
sonda em experimentos de pintura cromossdmica € o método mais empregado em estudos
evolutivos, com resultados obtidos em organismos das mais distintas ordens (McQuade et al .,
1994; Sharbel et al., 1998; Trifonov et al., 2002; Long et al., 2008; Teruel et al., 2009; Machado
et al., 2011; Santos et al., 2013; Silva et al., 2014). Estudando a origem de cromossomos
supranumerarios na espécie de peixe Prochilodus lineatus, Voltolin et al., (2010), verificaram,
por meio de pintura cromossdomica, que as sequéncias presentes nestes Cromossomos nao
apresentavam qualquer homologia com o conjunto A do genoma desta espécie, indicando
possivel origem interespecifica. Além de auxiliar no entendimento sobre a origem destes
Cromossomos, 0s experimentos de pintura também podem ser realizados entre diferentes
espécies, utilizando sondas provenientes de organismos distintos, esta variacdo é conhecida

como pintura cromossdmica cross-species e pode fornecer informagdes sobre a homologia de
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cromossomos similares presentes em linhagens distintas (Ried et al., 1998; Rens et al., 2006;
Henning et al., 2008). Finalmente, métodos que permitam acessar o conteldo nucleotidico
propriamente dito destes cromossomos podem resultar em andlises evolutivas mais
significativas. Nesse sentido, a utilizagdo do material genético proveniente de cromossomos B
mi crodissecados para a amplificacéo de determinadas sequéncias, ou mesmo o sequenciamento
completo, permite abordagens distintas de estudo, como a comparagdo contra sequéncias
gendbmicas em nivel intra e interespecificas e a verificagdo do grau de degeneracdo destas
sequéncias. Assim, inferéncias sobre o tipo de origem destes elementos supranumerérios, bem
como tempo do surgimento e suas possiveis funcdes podem ser realizadas (Teruel et al., 2010;

Pansonato-Alves et al., 2014; Silvaet al., 2014; Valente et al., 2014).

1.3 O género Moenkhausia: caracteristicas taxonémicas e citogenéticas

Moenkhausia € um dos géneros mais especiosos que compdem a familia Characidae,
sendo composto por mais de 70 espécies amplamente distribuidas pela regido Neotropical
(Lima et al., 2003). Este género foi proposto por Eigenmann 1903 e seu nome foi em
homenagem ao Dr Willianm J. Moenkhaus, daUniversidade de Indiana, EUA. No entanto, uma
descricdo mais detalhada foi apresentada pelo proprio Eigenmann em 1917, definindo que as
espéci es agrupadas no género Moenkhausia compartilham duasfileiras de dentes pré-maxilares,
com cinco ou mais dentes nafileirainterna do pré-maxilar, linhalateral (geralmente) completa
e a base da nadadeira caudal recoberta por escamas. Essas caracteristicas morfoldgicas séo
utilizadas até os dias atuais para a diagnose e inclusdo de novas espécies neste género. No
entanto, especies que ndo se enquadram a esta definicdo tradicional sdo descritas e também
podem ser alocadas no género Moenkhausia com base na semel hanga com al gumas espécies do

género (Benine et al., 2009; Zanata et al., 2009; Bertaco et al., 2011; Pastana e Dagosta 2014).
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Por outro lado, analises filogenéticas utilizando caracteres morfol 6gicos e/ou moleculares em
Moenkhausia ndo demonstram a monofilia do grupo (Mirande 2010; Oliveira et al., 2011;
Mariguela et al., 2013), evidenciando que a taxonomia deste género € bastante complexa e
necessita de umamelhor avaliacdo (Benine et al., 2009; Mariguela et al., 2013).

Estudos citogenéticos realizados em uma pequena fracdo de espécies deste género
evidenciaram algumas caracteristicas particul ares deste grupo de peixes. Embora apresente uma
macroestrutura cariotipica aparentemente conservada com maior frequéncia de 2n=50
cromossomos, variagbes na distribuicdo das regides organizadoras de nucléolo (RONSs) e
distintos padrdes de distribuicdo da heterocromatina constitutiva ja foram observados. Além
disso, a ocorréncia de distintas variantes de cromossomos supranumerarios também € uma
caracteristica notavel e € alvo de estudos frequentes (Foresti et al., 1989; Portela-Castro et al .,

2001; Portela-Castro e Julio—Janior 2002; Dantas et al., 2007; Hashimoto et al., 2012b).

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho se insere no programa geral de estudos citogenéticos de peixes
Neotropicais que vem sendo desenvolvido no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes
(IBB/UNESP/Botucatu), visando aumentar o conhecimento sobre a estrutura molecular de
Cromossomos supranumerarios e 0s mecanismos moleculares que norteiam a sua evolugéo.
Nesse sentido, a caracterizagao cariotipica das espécies Moenkhausia cosmops, M. cf. forestii,
M. cf. nigromarginata, M. oligolepis e Moenkhausia sp. coletadas em diferentes rios e riachos

de cabeceira da bacia Amazonica e bacia do Alto rio Paraguai foi realizada.
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2.2 Objetivos Especificos

O presente trabalho tem como objetivos especificos investigar e analisar o cariétipo e
aprofundar os estudos citogenéticos através do mapeamento de sequéncias de DNAS repetitivos
em espéecies e populacbes de Moenkhausia provenientes de diferentes componentes
hidrogréficos brasileiros, com afinalidade de:

a) Ampliar o conhecimento citogenético sobre este grupo de peixes, estabelecendo e
comparando a estrutura cariotipica das cinco espécies coletadas em tributarios da bacia
Amazobnicae do Alto rio Paraguai;

b) Caracterizar distintas variantes de cromossomos B presentes nas células dos individuos
analisados;

C) Redlizar 0 mapeamento citogenético de diferentes classes de DNAS repetitivos,
incluindo sequéncias ribossomicas e histénicas, além dos genes para Small Nuclear RNA, nos
cromossomos das cinco espécies de Moenkhausia, bem como investigar a presenca destes

DNA s nos cromossomos B das espécies que apresentam tais cromossomos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local decoleta e amostragem

Foram analisadas citogeneticamente cinco espécies de peixes do género Moenkhausia
(M. cosmops, M. cf. forestii, M. nigromarginata, M. oligolepis e Moenkhausia sp.) coletadas
em diferentes rios e riachos de cabeceira da bacia Amazoénica e da bacia do Alto rio Paraguai,
das regiGes norte e centro-oeste do Brasil (Figura 1). A espécie M. oligolepis teve trés
populacbes analisadas e M. nigromarginata apenas duas populacfes, enquanto as demais

espécies tiveram uma unica populacéo analisada cada (Tabela 1).

Figura 1 — Mapa da area de coleta das espécies e/ou populagdes de Moenkhausia: ponto 1 Rio Verde (M.

cosmops ¢ M. cf. nigromarginata). ponto 2 Rio Membeca (Moenkhausia sp. e M. cf. nigromarginata). ponto
3 Rio do Sangue (M. oligolepis); ponto 4 Ribeirdo do Sapo (M. cf. forestii); ponto 5 Cérrego Corredeira (M.
oligolepis); ponto 6 Corrego Sem Nome (M. oligolepis). A barra equivale a 1cm.
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Os exemplares coletados foram transportados e acondicionados em sacos plésticos,
utilizando a agua dos préprios pontos de coleta. Em laboratério, os peixes coletados foram
aclimatados em aguarios aerados e & permaneceram até serem analisados. Os espécimes foram
coletados de acordo com os procedi mentos recomendados pelalegislacéo brasileira de protecéo
ambiental (Colecdo Permissito MMA/IBAMA/SISBIO — numero 3245), bem como a
amostragem, manutencdo e andlise das amostras foram realizadas de acordo com os protocolos
internacionais de experimentacdo animal, seguido pela Universidade Estadual Paulista —
UNESP. O presente trabal ho foi aprovado pela Comissio de Eticano Uso de Animais— CEUA
com protocolo (CEUA/IBB/UNESP - nimero 504). Os espécimes utilizados foram fixados em
formol 10 %, conservados em acool 70 % e, apos identificacdo, os mesmos foram depositados
na colecdo do Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia,

UNESP de Botucatu-SP (Tabela 1).

Tabela 1 — Espécimes de Moenkhausia coletados. LBP: Colecdo de Peixes Laboratério de Biologia e Genética

de Peixes, Instituto de Biociéncias, UNESP; F: fémeas; M: macho.

L. N° Amostral
Especies Coordenadas L ocalidade/M unicipio LBP VI
Moenkhausia omor " oA " Rio Verde—
couTOpS 13°3834.77'S, 58°010302'W N o parecigvT 8164 2 2
11 o U " 0 ] " Rl b8| rﬁO dO SapO—
M. cf. forestii 14°3324.43'S, 57°4845.53'W 000 o SoralMIT 19532 4 8
. " o " Corrego Corredeira—
14°4808.33'S, 57°0725.18'W 019 19530 4 4
i i 01" " o 4o " Rio do Sangue —
M. oligolepis | 13°4130.56°S, 57°422328'W N B o omT 8527 3 4
10°4003.63'S, 68°1543.61"W  C0"redo Sem Nome — 18576 3 2
Xapuri/AC
onq " oM " Rio Verde —
ML, 13°3834.77'S 58010302'W o INL o perecigT 19538 1 2
nigromarginata | 440643 govg 57°51'28.20'W 8525 1 0
Rio Membeca—
gﬂpoe”khaus'a 13°3643.82'S, 57°51'28.20"wy  CAmPoNovo do ParecisMT o) 1
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3.2 Metodologia

As técnicas citogenéticas desenvolvidas envolveram a estimulacdo mitotica, proposta
por ColeeLevans (1971) e atécnicade preparacao direta de cromossomos em peixes utilizando
célulasrenais, proposta por Foresti et al., (1981). Paravisualizag&o dos cromossomos mitéticos
empregou-se a coloragdo convencional por Giemsa a 5% e andlise em microscopio Optico
Olympus BX41. A deteccdo das RONSs foi redlizada através da técnica de impregnacéo por
Nitrato de Prata (AgNOz) proposta por Howell e Black (1980). A heterocromatina constitutiva
foi evidenciada pela técnica de bandamento C, descrita por Sumner (1972). A localizacéo
cromossomica de DNAS repetitivos foi realizada através da técnica de FISH, estabel ecida por
Pinkel etal., (1986). A organizacéo do cariotipo seguiu aordenacéo dos cromossomos de forma
decrescente ao tamanho, arranjados por tipos morfol 6gicos originalmente proposto por Levan

et al., (1964).

3.21 Estimulacdo mitética

Com o objetivo de obter uma maior frequéncia de células em divisdo mitética nas
preparacfes, 0s animais foram submetidos a injecéo prévia de solucdo de fermento biol dgico,
conforme descrito por Cole e Levans (1971) para anfibios e répteis e adaptada por Bertollo et
al., (1978) e Oliveiraet al., (1988) para peixes. O procedimento utilizado consistiu em:

1) Preparar uma solucéo de fermento biologico na proporcéo de 0,5 g de fermento, 0,5 g de
acUcar e 7 mL de dgua destilada;

2) Incubar a solucdo em uma estufaa 37 °C por cercade 10 minutos;

3) Injetar a solucdo naregido dorso-lateral do peixe na proporcdo de 1 mL por 100 g de peso
do animal;

4) Deixar o animal em aguario aguecido e bem aerado por cercade 48 horas antes de sacrificar.
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3.2.2 Obtencao de cromossomos mitoticos

Para obtenc&o dos cromossomos metafasicosfoi utilizadaatécnicaproposta por (Foresti
et al., 1981), com algumas adaptacdes. Esta metodologia envolve basicamente a inibicdo da
polimerizacéo dos microtubul os pela colchicina, a hipotonizacdo das células em suspenséo por
solucédo de Cloreto de Potéssio (KCl) e afixagéo celular pela mistura de metanol/acido acético.
O procedimento utilizado consistiu:

1) Injetar na regido intra-abdomina uma solucdo agquosa de colchicina a 0,0125% na
proporcao de aproximadamente 1 mL / 100 g de peso do animal;

2) Manter 0 peixe em agquéario bem aerado por um periodo de 40 minutos,

3) Sacrificar o animal, retirando a porcéo anterior e posterior do rim e transferir o material
para uma placa de Petri contendo 7 mL de solucéo hipoténica de KCl (0,075 M);

4) Dissociar o material com o auxilio de pincas de disseccdo e uma seringa hipodérmica de
vidro, desprovida de agulha, até a obtencdo de uma solucdo homogénea;

5) Transferir a suspensdo de células obtida para um tubo de centrifuga e deixéla no interior
de umaestufaa 37 °C por 21 minutos,

6) Retirar da estufa, colocando 10 gotas de fixador gelado (metanol e acido acético na
proporcao de 3:1, respectivamente); agitar |evemente a misturacom uma pipeta Pasteur e deixar
repousar por 5 minutos a temperatura ambiente;

7) Adicionar cercade 8 mL defixador e novamente agitar amistura, levar a centrifugaa 1000
rpm por 10 minutos;

8) Descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 10 mL de fixador; centrifugar
por 10 minutos a 1000 rpm;

9) Repetir o passo anterior por 2 vezes.
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Apos a ultimalavagem, com fixador, descartar o sobrenadante e diluir o precipitado em
aproximadamente 1 mL de fixador e transferir para tubos de microcentrifuga tipo Eppendorff

de 1,5 mL e armazenar em geladeiraa~ 4°C.

3.2.3 Preparodelaminas

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foram transferidos, do tubo tipo Eppendorff,
cerca de 1 a 2 gotas de suspensdo para diferentes regides de uma lamina previamente limpa.
Em seguida o material contido nalaminafoi corado com solucéo de Giemsa a5 % em tampéo

fosfato (pH = 6,7) por 8 minutos.

3.24 Caracterizacdo das Regifes Organizador as de Nucléolo (RONSs)

Para identificar as RONs foi utilizada a técnica de impregnacdo por Nitrato de Prata
descrita por Howell e Black (1980), com algumas adaptaces. Essa técnica caracteriza-se pela
reacao quimica da Prata metdlica com as proteinas acidicas que compdem o complexo proteico
nas regides organizadoras de nucléolos. O procedimento envolveu o uso de duas solugdes:

* Solugdo A (solucdo coloidal reveladora): 1 g de gelatina dissolvida em 50 mL de &gua
destilada. Adiciona-se 0,5 mL de &cido férmico.
» Solucdo B (solucéo de Nitrato de Prata): 1 g de AgNOs dissolvida em 2 mL de &gua
destilada. Com estas solugdes procedeu-se da seguinte maneira:

1) Hidrolisar o material por 3 minutosem HCI 1N a60 °C;

2) Lavar em &guadestilada e secar alaming;

3) Misturar em um tubo tipo Eppendorf trés gotas da solugdo A e seis gotas da solucéo B com

o0 auxilio de pipetas Pasteur;
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4)

5)

6)
7)

8)

Pingar 6 gotas da mistura sobre alamina e cobrir com uma laminulg;

Depositar alamina em um suporte no interior de um banho-mariaa 65 °C com alaminula
voltada para baixo. Em aproximadamente 2 minutos a lamina torna-se marrom-dourada.
Lavar aléminaem &gua destilada e deixar secar ao ar.

Corar com solucdo de Giemsa 1:30 em tampdo fosfato (pH = 6,7) por 10 segundos;

Lavar o material dalamina e deixar secar ao ar.

3.25 Deteccao da heter ocromatina constitutiva (banda C)

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

1972). Esta técnica basela-se na acdo sequencia de tratamentos com solucdes acida, basica e

solucdo salina para eliminar seletivamente o0 DNA cromossomico, revelando as regides de

heterocromatina, que se encontram mais compactadas e sofre menor agdo dos tratamentos. O

procedimento consistiu em:

1)

2)

3)

4)
5)
6)

7)

Secar as |aminas recém pingadas ao ar por uma hoite;

Hidrolisar as léaminas por 30 minutos em HCI 0,2 N a temperatura ambiente e lavar em

agua destilada;

Passar por solucéo de hidroxido de Bério (Ba(OH)2) 5 % a60 °C por cerca de 15 segundos

e lavar em agua destilada;

Lavar en HCI 1 N a60 °C e, em seguida, em agua destilada;

Incubar por 30 minutos em 2xSSC (pH = 6,8) a60 °C;

Corar por 8 minutos com solucéo de Giemsa a5 % em tampéo Fosfato (pH = 6,7);

Lavar e deixar secar ao ar.
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3.2.6 Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de tecido de figado ou musculo

preservado em etanol 95 %, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega),

conforme instrugdes do fabricante.

3.2.7 Preparacao dassondasde DNA para FISH

A amplificagcdo de sequéncias para os DNAr 5S e 18S, telomeérica, histonas H1 snDNA

foram obtidas por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA total de espécimes de

M. cf. forestii e M. sp., utilizando primers conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Relagéo dos primers utilizados nas amplificacfes por PCR.

Regido Primer Diregéo da Sequéncia (5" — 3') Referéncia
forward:
g HIF ATGGCAGAARYCGMCCAG |
B H1 Hashimoto et al., (2011)
T iR everse
TACTTCTTCTTGGGSGCTGC
forward:
iS5 GTAGTCATATGCTTGTCTC .
18S White et al., (1990)
18sr  reverse:
< TCCGCAGGTTCACCTACGGA
z
a 5SF forward:
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC
5S Pendas et al., (1994)
sgr  everse
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCA
U2E forward:
<z( ATCGCTTCTCGGCCTTATG
a u2 Bueno et al., (2013)
= Uor  reverse
TCCCGGCGGTACTGCAATA
) forward:
e TdF  TTAGGG)N _
g Tel ljdo et al., (1991)
reverse:
2 TeR (cceTaan
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3.2.7.1 Preparacdo das sondasde DNAr 18Se5S

A sondade DNAr 18Sfoi obtida por PCR apartir do DNA total de M. cf. forestii, usando
os primers 18S descritos na tabela 2. Esta sonda foi marcada com Biotina-16-dUTP (Roche
Applied Science) por PCR. A deteccéo do sinal de hibridacéo foi realizada usando Avidina-
fluoresceina conjugada (FITC) e os parametros para marcacdo foram: 34,5 pL de agua Mili-Q,
5 pL de tampéo da enzima Taqg polimerase (10 X), 2 uL de MgCl2 (25 mM), 1 pL de dATP,
dCTPedGTPe0,7 uL dedTTP (2 mM cada), 1,3 pL deBiotina-16-dUTP, 1 uL de cadaprimer
(10 mM), 0,5 pL de Taq polimerase (5U / L) e 1 uL de DNA molde. Total dareacdo: 50 pL.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢oes:

950C ----5min

95°C ---- 45 seg

52°C ---- 45 seg 30ciclos
72°C ---- 1 min e 30 seg

72°C ---- 5min

12 °C ---- manutencdo

A sonda de DNATr 5S foi obtida por PCR a partir do DNA total de Moenkhausia sp.,
usando os primers 5S descrito natabela 2. Esta sondafoi marcada com Digoxigenina-11-dUTP
(Roche Applied Science) por PCR e adeteccdo do sinal de hibridacéo foi realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os paréametros para marcacdo foram: 35 L
de &gua Mili-Q, 5 pL de tampdo da enzima Taq polimerase (10 X), 2 uL de MgCl> (25 mM), 1
puL dedATP, dCTPedGTPe0,7 uL dedTTP (2 mM cada), 0,8 pL de Digoxigenina-11-dUTP,
1 pL de cadaprimer (10mM), 0,5 pL de Tag polimerase (5U / pL) e 2 uL. de DNA molde. Total
dareacdo: 50 pL.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢oes:
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950C ----5min
95°C ---- 1 seg
55°C - 45 seg 30ciclos
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7 min

12 °C ---- manutencdo

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1,5%.

3.2.7.2 Preparacdo da sonda paraHistonaH1

A sonda de H1 foi obtida por PCR a partir do DNA total de M. cf. forestii, usando os
primersde H1 descrito natabela 2. Esta sondafoi marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche
Applied Science) por PCR e a deteccdo do sinal de hibridagdo foi realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os pardmetros para marcagdo foram: 35 L
de &gua Mili-Q, 5 pL de tampéo daenzima Taq polimerase (10 X), 2 uL de MgCl2 (25 mM), 1
pL dedATP, dCTPedGTPe0,7 pL dedTTP (2 mM cada), 0,8 pL de Digoxigenina-11-dUTP,
1 pL de cada primer (10 mM), 0,5 pL de Tag polimerase (5U / pL) e 1 pL de DNA molde.
Total dareacdo: 50 L.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi ¢oes:

95°C ---- 5min
95 °C ---- 30 seg
54°C - 45559 30ciclos
72°C ---- 1 min
72°C ---- 7min

12°C ---- manutencdo

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1,5 %.
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3.2.7.3 Preparacdo da sonda de snRNA U2

A sonda de snRNA U2 foi obtida por PCR a partir do DNA total de M. cf. forestii,
usando os primers descrito na tabela 2. Esta sonda foi marcada com Digoxigenina-11-dUTP
(Roche Applied Science) por PCR e adeteccdo do sina de hibridag&o foi realizada usando anti-
digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os parametros para marcacéo foram: 35,2
uL de agua Mili-Q, 5 pL de tampéo da enzima Taq polimerase (10 X), 2 uL de MgCl> (25
mM), 1 uL de dATP, dCTPedGTP e 0,7 uL dedTTP (2 mM cada), 0,6 UL de Digoxigenina
11-dUTP, 1 pL de cada primer (10mM), 0,5 uL de Tag polimerase (5U / uL) e 1 uL de DNA
molde. Total dareacdo: 50 L.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢oes:

94°C ---- 5min

94 °C ---- 30 seg

52 °C ---- 30 seg 30ciclos
72°C ---- 45 min

72°C ---- 7min

12 °C ---- manutencdo

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1,5 %.

3.2.7.4 Preparacdo da sondatelomérica

A sonda utilizada para deteccdo de sequéncias teloméricas foi obtida por PCR a partir
do DNA total de M. sp., usando os primers de telémero indicado na tabela 2. Esta sonda foi
marcada com Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR e a deteccdo do sinal

de hibridagdo foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os
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parametros para marcacdo foram: 37 uL de agua Mili-Q, 5 pL de tampdo da enzima Taq
polimerase (10 X), 2 puL de MgCl2 (25 mM), 1 uL dedATP, dCTPedGTP e 0,7 uL dedTTP
(2 mM cada), 0,6 uL de Digoxigenina-11-dUTP, 1,5 uL de cada primer (10 mM), 0,5 pL de
Tag polimerase (5U / uL) e 1 uL de DNA molde. Total dareacédo: 53,30 L.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condi¢oes:

95°C ---- 10 min

95 °C ---- 45 seg

52°C ---- 45 seg 30 ciclos
72°C ---- 1 min

72°C ---- 5min

12 °C ---- manutencao

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1,5 %.

3.2.8 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

O mapeamento das sondas em cromossomos metafasicos foi realizado com a utilizacéo
da técnica de hibridacéo fluorescente in situ de acordo com o procedimento estabelecido por

(Pinkel et al., 1986), com modificagbes conforme descrito a seguir:

Etapa 1. Preparacdo daslaminas

As laminas foram lavadas em PBS 1X por 5 minutos a temperatura ambiente e
desidratadas em série de etanol a 70 %, 80 % e 100 % a 20 °C negativos por 3 minutos em cada
banho. Posteriormente, as |aminas foram tratadas com solucéo de RNAse (100 ug / mL) por 1

hora em cdmara Umida a 37 °C, em seguida lavadas 2 vezes em 2xSSC por 5 minutos e uma
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vez em PBS 1X por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram tratadas com pepsina 0,005 % /
HCI 10 mM por 10 minutos a 37 °C, em seguida lavadas em PBS 1X atemperatura ambiente
por 5 minutos e fixadas com formaldeido 1 % / PBS 1X / MgCl> 50 mM por 10 minutos a
temperatura ambiente. Depois de fixadas, as |aminas foram lavadas em PBS 1X por 5 minutos
e desidratadas em série de etanol a 70 %, 80 % e 100 % a 20 °C negativos por 3 minutos em
cada banho. Apds a secagem, as [aminas foram desnaturadas em formamida 70 % a 70 °C por
5 minutos e desidratadas em série de etanol a 70 %, 80 % e 100 % a 20 °C negativos por 3
minutos em cada banho. Simultaneamente a desnaturac&o das |aminas, desnaturou-se a solucao
de hibridac&o (10 % sulfato dextrano, 50 % formamida e 20xSSC e &gua) contendo 2 uL de
sonda marcada por 10 minutos a 95 °C. Posteriormente, 30 uL de solucéo de hibridac&o foram
colocados sobre alamina, que foi coberta com laminula e mantida em camara Umida a 37 °C

overnight.

Etapa 2: Detecgao dos sinais correspondentes

Apos a hibridacdo, as 1&minas foram lavadas 2 vezes em solucéo de formamida 15 % /
0,2xSSC a 42 °C por 10 minutos cada. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em solucéo de
0,1xSSC a60 °C por 5 minutos cada e umavez em solugdo Tween 0,5 % / 4xSSC atemperatura
ambiente por 5 minutos. Apos as lavagens, as laminas foram cobertas com 50 pL de solucéo de
bloqueio (leite em pd e 4xSSC) por 15 minutos e lavadas 2 vezes em Tween 0,5 % / 4xSSC a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram incubadas com 100 uL de solugdo de
bloqueio com anticorpo (100 uL de solucédo de bloqueio e 0,5 uL de antidigoxirodamina mais
1 uL de avidina conjugada com FITC) por 1 hora em cdmara Umida e no escuro a 37 °C.

Posteriormente, foram lavadas 3 vezes em Tween 0,5 % / 4xSSC por 5 minutos, desidratadas
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em serie de etanol 70 %, 80 % e 100 % a 20 °C negativos por 5 minutos em cada banho, secas

e cobertas com 15 pL de Vectashield Mounting Medium com DAPI (Vector).

3.2.9 Andlise dosdados e montagem dos cariétipos

As preparacOes cromossomicas convencionais e a FISH foram analisadas em
fotomicroscopio optico (Olympus BX61) com objetiva de imersdo de 100 vezes, buscando
estabelecer o numero diploide modal para os espécimes de Moenkhausia coletados. As
melhores metafases ou as que apresentaram melhor dispersdo e morfologia mais nitida dos
cromossomos foram fotografadas com o auxilio do programa Image Pro Plus, 6.0
(MediaCybernetics). As preparagbes obtidas com fluorocromos foram capturadas
separadamente (utilizando filtros UV especificos).

Com o subsidio do software Adobe Photoshop, os cromossomos foram isolados e
arranjados de acordo com seu tamanho e sua morfologia, sendo classificados como
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) segundo
critérios estabelecidos por Levan et al., (1964). Posteriormente foram emparel hados com seus
provaveis homologos e dispostos em ordem decrescente de tamanho em cada classe, para a

disposicao final do cari6tipo.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO

As informacdes obtidas dos estudos citogenéti cos cléssicos e molecul ares efetuados em
espécies e populacdes de Moenkhausia foram organizadas na forma de um capitulo, com o
objetivo de facilitar a delimitacéo das informagdes para posterior publicacéo.

As referéncias utilizadas até o presente momento e no capitulo a seguir encontram-se

relacionadas no final desta dissertacéo.
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5 CAPITULO 1

DESCRICAO CARIOTIPICA E NOVAS OCORRENCIAS DE CROMOSSOMOS

SUPRANUMERARIOS EM Moenkhausia (CHARACIFORMES, CHARACIDAE)

Palavras-chave: Moenkhausia, familias multigénicas, mapeamento cromossdomico, DNA

repetitivo.
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Resumo

No presente trabalho, estudos citogenéticos foram realizados nas espécies Moenkhausia
cosmops, M. cf. forestii, M. cf. nigromarginata, M. oligolepis e Moenkhausia sp. coletadas em
diferentes rios e riachos das bacias Amazonica e do rio Paraguai. As analises cariotipicas
envolveram técnicas citogenéticas classicas e moleculares (hibridacéo in situ fluorescente com
sondas de DNAr 18S e 5S, histona H1, snDNA U2 e teloméricas (TTAGGG),). Todas as
espéecies/populacbes analisadas apresentaram  2n=50 cromossomos, com variagOes
interespecificas nas formulas cariotipicas. O bandamento-C, revelou um padrédo de bandas
heterocromaticas similar entre essas espécies, exceto em M. cf. nigromarginata. As RONS,
identificadas pela coloragdo com Nitrato de Prata e pela sonda de DNAr 18S mostraram-se
simples, exceto em uma populacéo de M. oligolepis. Os sitios de DNAr 5S estdo distribuidos
em multiplos cromossomos em todas as espécies, ocupando, geralmente, uma posicdo
intersticial nos cromossomos. Além disso, em uma populacdo de M. oligolepis os genes
ribossdmicos 5S e 18S estdo em sintenia. Sitios simples e mdltiplos de histona H1 foram
observados em todas as espéci es/popul agdes anali sadas e a histona H1 mostrou-se co-localizada
com o DNAr 18S em um unico par cromossdmico. O mapeamento fisico de snDNA U2
evidenciou sitios multiplos em todas as espéecies de Moenkhausia. Além disso, em M. cf.
nigromar ginata estas sequéncias foram observadas em sinteniacom o DNAr 5S. Cromossomos
B foram observados em M. cf. forestii e M. oligolepis. Em M. cf. forestii foi observado uma
frequéncia de 0-3 microcromossomos, enquanto as trés populagdes de M. oligolepis
apresentaram cromossomos B morfologicamente distintos entre s, sendo observados
microcromossomos B (Bmicro), cromossomos B metacéntricos (Bm) € cromossomos B
acrocéntricos (Bac). A frequéncia desses cromossomos extras mostrou-se variavel, tanto no
nivel inter como intra-individual. Os cromossomos B observados nestas duas espécies de
Moenkhausia apresentaram distintos padrées de heterocromating, sendo evidenciados
cromossomos B eucromati cos e total mente/parcia mente heterocrométicos. Sinaisfluorescentes
revelados pela FISH, utilizando sondas de H1, DNAr 18S e snDNA U2, também foram
observados nos cromossomos B destas espéecies. Desta forma, os marcadores cléssicos e
moleculares utilizados no presente trabalho apresentaram-se como uma boa ferramenta para
identificacdo da variagao citogenética presente em Moenkhausia, possibilitando um melhor
conhecimento sobre a evolugdo cariotipica, bem como a ocorréncia de cromossomos B nesse

género.
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Introducéo

Moenkhausia Eigenmann 1903 é um dos mais especiosos grupos de peixes da familia
Characidae, sendo composto por mais de 70 espécies com ampla distribui¢éo em rios e riachos
daregido Neotropical. Neste grupo, amaior diversidade pode ser encontrada em corpos d’ dgua
da bacia Amazonica e Guianas (Lima et al., 2003). Embora ndo sgja considerado um grupo
monofilético, Moenkhausia apresenta alguns caracteres diagnosticos como, presenca de linha
lateral completa e/ou incompleta; duas fileiras de dentes no pré-maxilar e presenca de escamas
cobrindo a base dos lobos da nadadeira caudal (Eigenmann 1917). Devido a sua ampla
distribuicdo geogréfica e diversidade morfol0gica, espécies de Moenkhausia representam um
interessante grupo para estudos filogenéticos (Benine et al., 2009; Mirande 2010; Oliveira et
al., 2011; Mariguela et al., 2013), taxondémicos (Benine et al., 2007; Benine et al., 20009;
Marinho e Langeani 2010; Pastana e Dagosta 2014), ontogénicos (Walter 2011) e citogenéticos
(Portela et al., 1988; Foresti et al., 1989; Portela-Castro et al., 2001; Dantas et al., 2007;
Hashimoto et al., 2012b).

Estudos citogenéticos realizados em representantes do género Moenkhausia tém
demonstrado que as espécies deste grupo apresentam numero diploides relativamente
conservados, variando de 2n=48 a 2n=50 cromossomos, com predominancia de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (Portela-Castro e Julio=Janior 2002; Dantas et al., 2007).
Apesar desta aparente conservacdo cariotipica, variagdes relativas a distribuicdo das regides
organizadoras de nucléolo (RONSs) e a localizacdo de blocos heterocrométicos podem ser
observadas em niveis intra e interpopulacionais (Portela et al., 1988; Foresti et al., 1989;
Portela-Castro et al., 2001; Dantas et al., 2007). Além disso, as espécies M. intermedia e M.
sanctaefilomenae também apresentam cromossomos B em suas células. Notavelmente, estes

elementos supranumer&rios podem variar em relagdo a sua morfologia, distribuicdo e até
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mesmo estarem restritos a apenas 1 dos sexos, como observado em uma populacdo de M.
sanctaefilomenae (Portela et al., 1988; Foresti et al., 1989; Portela-Castro e Julio—-Junior 2002;
Dantas et al., 2007).

De forma geral, cromossomos supranumerarios ja foram encontrados em mais de 60
espécies de peixes Neotropicais (Carvalho et al., 2008; Oliveira et al., 2009). Embora o
conhecimento sobre acomposi ¢do, fungdo ou origem destes cromossomos ai nda sejaincipiente,
diversos estudos tém revelado sequéncias repetitivas alocadas nestes elementos, permitindo a
elaboracdo de hipdteses sobre os provavelis cromossomos ancestrais dos cromossomos B em
diferentes organismos (Mestriner et al., 2000; Artoni et al., 2006; Bueno et al., 2013; Silva et
al., 2014).

Apesar da diversidade cariotipica reportada em Moenkhausia, deve-se destacar que a
maioria dos dados obtidos até 0 momento sdo restritos a poucas especies, evidenciando a
necessidade de caracterizar outras espécies deste género, visando agregar novas informacoes
cariotipicas, localizagcdo cromossdmica de DNAS repetitivos, distribuicdo da heterocromatina
constitutiva, bem como a ocorréncia de cromossomos B. Nesse sentido, andlises citogenéticas
cléssicas e moleculares foram realizadas nas espécies Moenkhausia cosmops, M. cf. forestii, M.
cf. nigromarginata e M. sp. coletadas em riachos de cabeceira da bacia Amazénica e da bacia
do Alto rio Paraguai. Além disso, novas ocorréncias de cromossomos B em Moenkhausia cf.
forestii e M. oligolepis também foram reportadas. A dindmica evolutiva de sequéncias

repetitivas, bem como hipoteses sobre a origem e evolucéo de cromossomos B sdo discutidas.
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Material e M étodos

Locais de coleta e Analise Citogenética

Foram analisadas cinco espécies de Moenkhausia col etadas em diferentes rios e riachos
de cabeceira da bacia Amazoénica e da bacia do Alto rio Paraguai (Figura 2) nos Estados do
Acre e Mato Grosso, Brasil (Tabela 1). As amostras foram coletadas de acordo com os
procedimentos recomendados pela Legislacdo Brasileira de Protecdo Ambiental (Colecéo
Permissdo MMA/IBAMA/SISBIO - nimero 3245), bem como a amostragem, manutencdo e
andlise das amostras foram realizadas de acordo com os protocolos internacionais sobre a
experimentacdo animal, seguido pela Universidade Estadual Paulista (Protocolo
CEUA/IBB/UNESP - numero 504). Os espécimes foram identificados e depositados na colecéo
do Laboratdrio de Biologia Peixes de Botucatu - LBP, Sdo Paulo, Brasil (Tabela 1).

As preparacdes de cromossomos mitéticos foram obtidas de tecido renal e branquias
utilizando-se a técnica proposta por Foresti et al., (1981). Os cromossomos metafasicos foram
analisados em fotomicroscopio Optico (Olympus BX61) e as imagens foram capturadas com
cameradigital Olympus DP70. A morfologia cromossdmica foi determinada de acordo com a
relacdo de bracos estabelecida por Levan et al., (1964) e os cromossomos foram classificados
como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) e
arranjados em ordem decrescente de tamanho na montagem dos cariétipos. A marcagdo das
RONs pelo Nitrato de Prata seguiu a técnica proposta por Howell e Black (1980) e o

bandamento C foi realizado seguindo o protocolo descrito por Sumner (1972).
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Amplificacdo dos DNAs repetitivos e Hibridacéo in situ Fluorescente — FISH

A amplificacéo das sequéncias de DNATr 5S e 18S, teloméricas, histona H1 e snhDNA
U2 foi realizada por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do DNA total de espécimes de
M. cf. forestii e Moenkhausia sp., utilizando os primers conforme a Tabela 2. As sondas foram
marcadas com digoxigenina-11-dUTP ou biotina-16-dUTP (Roche) em reacbes de PCR
secundarias.

O mapeamento fisico das sequéncias repetitivasfoi realizado através da FISH utilizando
0 método descrito em Pinkel et al., (1986). A deteccdo dos sinais fluorescentes foi realizada
com antidigoxigenina-rodamina (Roche) para as sondas marcadas com digoxigenina-11-dUTP
eavidina-FITC amplificado com anti-avidinabiotinilada (Sigma) para as sondas marcadas com
biotina-16-dUTP. ApoGs a deteccdo, os cromossomos foram contra-corados com DAPI. O
material analisado foi fotografado utilizando fotomicroscopio de epifluorescéncia (Olympus

BX61) e asimagens capturadas com camera digital Olympus DP70.

Resultados

As andlises cariotipicas realizadas em exemplares de Moenkhausia cosmops, M. cf.
forestii, M. cf. nigromarginata, M. oligolepis e Moenkhausia sp. evidenciaram um ndmero
diploide de 50 cromossomos para todas as espécies analisadas (Figura 3 e 4), com variagdes
nas férmulas cariotipicas (Tabela 3). Polimorfismos cromossdmicos relacionados ao sexo nao
foram detectados em nenhuma espécie.

O padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva apresentou-se similar entre
Moenkhausia cosmops, M. cf. forestii, M. oligolepis e Moenkhausia sp., sendo observados

blocos heterocrométicos em regido centromérica e/ou pericentromérica na maioria dos
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cromossomos (Figura 3 e 4). No entanto, M. cf. nigromarginata apresentou um padréo
heterocromético bem distinto, com peguenos blocos centroméricos NoS Cromossomos
acrocéntricos e em regido terminal de aguns poucos cromossomos (Figura 3c').

Com aimpregnacdo do Nitrato de Prata para visualizacdo das Regides Organizadoras
de Nucléolos (RONSs), observamos sitios simples na regido terminal do brago curto de um par
cromossdmico submetacéntrico e/ou subtel océntrico em todas as espécies/popul acdes (Figura
3ed).

Cada espécie/populacdo analisada citogeneticamente apresentou caracteristicas
particulares, quanto alocalizagéo e distribuic¢éo dos sitios de DNAr 5S. Em M. cosmopstal sitio
foi mapeado em posicao pericentromeérica dos pares cromossomicos 1 e 2 (Figura 5a). Em M.
cf. nigromarginata, do Rio Membeca, clusters de DNAr 5S, foram observados em posicéo
centromérica dos pares acrocéntricos 24 e 25, porém os espécimes do Rio Verde apresentaram
um cluster adicional, observado no brago curto do par 19 (Figura 5c). Por sua vez, o
mapeamento fisico do DNAr 5S, em Moenkhausia sp. evidenciou a presencga de clusters em
posicdo pericentromérica do par cromossomicos 1 e 6 (Figura 5d). A distribuicéo
cromossomicados sitios de DNAr 5S em M. cf. forestii foi observado em posi¢ao centromérica
nosparesl, 2, 6, 8 e 10 (Figura 5b).

A FISH, com sonda de DNAr 5S em M. oligolepis, mostrou-se particular entre as trés
populagbes analisadas. A populacéo do Rio do Sangue apresentou quatro marcacoes de DNAr
5S definidas na por¢éo centromérica do par cromossdmico 1 e 7 (Figura 5g). A populagéo do
Corrego Corredeira apresentou sitios espalhados na regido centromérica e/ou pericentromérica
em até 17 cromossomos (incluindo os pares cromossdmicos 1 e 7), e marcagdes centroméricas
no par cromossdmico portador das RONSs (Figur a 5f). Por suavez, M. oligolepis do municipio
de Xapuri/AC mostrou um padréo de distribuicéo disperso em até 21 cromossomos marcados

em posi¢cdo pericentromérica e/ou centromérica (Figura 5e). Apesar dos distintos padrfes de



Resultados e Discussédo — Capitulo 1 29

distribuicdo do DNAr 5S, sinais fluorescentes foram observados no par cromossdmico 1 e 7
das trés populagbes aqui analisadas. A presenca de clusters de DNAr 5S na regido
pericentroméricafoi coincidente com o padr&o de distribui¢éo da heterocromatina constitutiva.

Os resultados de Double FISH com sondas de H1 e DNAr 18S, mostraram a co-
localizagéo desse sitios em regido terminal do brago curto de um Unico par cromossdmico em
todas as espécies/populacbes analisadas (Figura 6). No entanto, M. cf. forestii e em duas
populacbes de M. oligolepis (Corrego Corredeira e Xapuri/AC), os sitios de H1 mostraram-se
multiplos em dois pares cromossomicos, sendo também observado a co-localizagdo com o
DNATr 18S em um Unico par cromossdmico (Figura 6b, e, f). Apenas em M. oligolepis do
Xapuri/AC sitios de 18S DNAr foram observados em 7 cromossomos (Figur a 6e).

O mapeamento fisico de snDNA U2 evidenciou sitios multiplos em todas as espécies de
Moenkhausia. Em Moenkhausia sp., tais sitios foram observados nos pares cromossomicos 4 e
19 (Figura 7). Em M. cf. nigromarginata o sSnDNA U2 se apresentou multiplo nos pares
cromossdmicos 6, 22 e 24, sendo que neste Ultimo par foi sinténico com o DNAr 5S (Figura
7¢). Por suavez, em M. cosmops 0 SnDNA U2 mostrou-se multiplo nos pares cromossdmicos
6 e 14 (Figura 7a). Em M. cf. forestii sitios de shDNA U2 foram evidenciados em dois pares
cromossomicos submetacéntricos (Figura 7b). O mapeamento de clusters de snDNA U2
apresentou-se multiplo nas trés populagdes de M. oligolepis, na populacéo do Rio do Sangue
foi observado apenas trés cromossomos marcados, as demais popul ages apresentaram quatro
cromossomos marcados (Figura 7g). O padréo de hibridagdo com sondas teloméricas
demonstra apenas marcagdes finais em todos os cromossomos, ndo sendo observado sinal em
regido intersticial de nenhum cromossomo das espécies analisadas (Figur a 8).

De modo adicional, aos cromossomos do complemento padrédo A, foram observados
cromossomos B em M. cf. forestii e M. oligolepis (Figura 4). Dos onze espécimes de M. cf.

forestii analisados, seis portavam de 0-3 micromossomos B (Figura 4a'). Por sua vez, 0s
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cromossomos B observados nas trés populacdes de M. oligolepis e apresentaram-se com
morfologias distintas (Figura 4b, c, d). Os espécimes de M. oligolepis do Rio do Sangue
apresentaram de 0-3 microcromossomos B (Bmicro) (Figura 4b). Nos espécimes do Corrego
Corredeira foram evidenciados de 0-4 cromossomos B metacéntricos (Bm), de tamanho
pegueno semel hante ao menor par metacéntrico do complemento A (Figura 4c). Na populagéo
de M. oligolepis do Xapuri/AC foram observados de 0-2 cromossomos B acrocéntricos (Bx)
(Figura 4d). A frequéncia desses cromossomos mostrou-se variavel, tanto intra-individual
como interindividual. Os cromossomos B observados nestas duas espécies de Moenkhausia
apresentaram distintos padrbes heterocrométicos, sendo evidenciados cromossomos B
eucrométicos e totamente/parcialmente heterocromaticos, porém 0 Ba Observado em
espécimes do X apuri/AC mostrou-se apenas parcia mente heterocromético. (Figura 4).

A Utilizacdo da FISH, em individuos portadores de cromossomos B, permitiu o
mapeamento cromossdmico de sitios de DNAr 18S, histonaH1 e shDNA U2 nos cromossomos
B destas espécies (Figura 9). Os resultados, utilizando sonda de DNAr 18S, evidenciaram
sinais fluorescentes apenas no microcromossomo B de M. cf. forestii, porém, tal sinal nédo foi
observado pela Ag-RONs (Figura 6b e 9).

A FISH com sonda de H1 revelou clusters na posicéo terminal do brago longo do
cromossomo B da populacéo do Xapuri/AC e no cromossomo Bmicro da populagéo do Rio do
Sangue (Figura 9). Sinais fluorescentes de snDNA U2 também foram observados no
Cromossomo Bmicro da populacéo do Rio do Sangue (Figura 7g e 9). Por fim, dos marcadores
citogenéticos utilizados, nenhum sinal fluorescente foi observado nos cromossomos Bm da
populacdo do Corrego Corredeira. A aplicacdo da técnica FISH com a sonda telomérica
(TTAGGG)n ndo evidenciou sinais intersticiais em nenhum dos cromossomos B de M. cf.

forestii e M. oligolepis (Figura8e9).
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Discussao

Complemento cromossdmico padréo e mapeamento de DNA repetitivo

Os dados obtidos relativos aos numeros diploides s8o semelhantes aos resultados
encontrados em diferentes espécies de Moenkhausia e revelaram numeros diploides
conservados de 2n=50 cromossomos, com predominancia de cromossomos de dois bragos
(Portela et al., 1988; Foresti et al., 1989; Portela-Castro et al., 2001; Dantas et al., 2007,
Hashimoto et al., 2012b). Apesar da constancia do numero diploide e a baixa variagdo do
numero de bracos (NF = 96 a 100), podemos observar a ocorréncia de distintas formulas
cariotipicas entre espécies e/ou populacbes de Moenkhausia aqui analisadas. VariacOes na
formula cariotipica sem ateracdo do nimero diploide estdo possivelmente relacionadas a
rearranjos estruturais ndo-Robertsonianos tais como, inversdes e/ou transocagcoes (Schubert
2007), sugerindo que estes tipos de rearranjos desempenharam um papel importante no
processo de diferenciacdo cariotipica em Moenkhausia. Esse tipo de diversificagdo, sem
alteracbes nos numeros diploides, € comum a diversos grupos de peixes e incluem
representantes de diferentes ordens e familias (Galetti et al., 2000; Sato et al., 2004; Silva et
al., 2013; Takagui et al., 2014).

A consideravel variagdo encontrada dos sitios de DNAr 5S em Moenkhausia, com
algumas espécied/populagdes apresentando quatro cromossomos marcados e outras
apresentando até 21 cromossomos marcados € notavel e evidencia aintensa dinamicaevolutiva
destes sitios. No entanto, deve-se destacar que a locdizacdo intersticial destes sitios €
conservada. Embora alguns autores sugerem que esta posicdo intersticial cromossdmica
ocupada pelo DNAr 5S promova uma condi¢do mais estével que aregido terminal e, portanto,
evitaria ateracfes gendmicas exacerbadas que levariam a dispersdo de sequéncias (Mantovani

et al., 2005; Nakgjimaet al., 2012), n6s destacamos que no género Moenkhausia, tal suposicao
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ndo € verdadeira. Nesse sentido, a extensa diversificacdo observada estd provavelmente
relacionada com a associacao destes sitios a elementos transponivels, como também suposto
em diferentes organismos (Silva et al., 2011; Nakgimaet al., 2012; Silvaet al., 2014).

Por outro lado, o mapeamento cromossdmico do snDNA U2 evidenciou uma
distribuicdo mais conservada entre as especies, corroborando a ideia de que a localizagcdo
cromossomica de genes U em espécies proximas € geramente conservada (Cabral-De-Mello et
al., 2012; Utsunomia et al., 2014). Notavelmente, sitios de DNAr 5S e snDNA U2 foram
localizados em sintenia e caracterizam mais um exemplo da co-localizagdo destes DNAs
repetitivos.

Hashimoto et al., (2011; 2012a) sugeriram gque a co-localizacdo de genes para histona e
ribossdmicos em diferentes géneros de peixes poderia conferir alguma vantagem seletiva e,
provavelmente, estaria relacionado com a tendéncia de clusterizacdo de genes housekeeping
(genes com altas taxas de expressdo necessarios para funcdes celulares basicas). No presente
trabalho, os dados obtidos revelam uma conservada associagdo dos genes para histona e RNAr
18S em todas as espéci es analisadas. Esta caracteristica parece ser ancestral em Moenkhausia e
se manteve conservada durante a historia evolutiva deste grupo, corroborando com a hipotese

de clusterizagéo de genes housekeeping.

Cromossomos B

Além da similaridade entre os cari6tipos das cinco espécies aqui analisadas, duas
espécies apresentaram considerdvel variedade de cromossomos B, representando a primeira
descricdo destes elementos em Moenkhausia cf. forestii e M. oligolepis. Cromossomos B ja
foram descritos em duas espécies deste género, sendo pequenos cromossomos B em M.

intermedia e micromossomos em M. sanctaefilomenae (Portelaet al., 1988; Foresti et al., 1989;
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Portela-Castro et al., 2001; Portela-Castro e Julio-Junior 2002; Dantas et al., 2007; Hashimoto
et al., 2012b). No presente trabalho, uma variagdo na morfologia dos cromossomos
supranumerdrios foi detectada em diferentes populaces de M. oligolepis (Bmicro, Bm € Bac),
apontando para a ocorréncia de uma notavel diversificacdo destes elementos.

Cromossomos B morfologicamente distintos foram descritos em diferentes espécies de
peixes Neotropicais, sendo que microcromossomos s80 0s tipos mais frequentes (Carvalho et
al., 2008; Oliveira et al., 2009). Tais polimorfismos morfologicos podem ocorrer devido a
presenca de rearranjos cromossomicos, acumulo de DNA repetitivo e/ou processos de
heterocromatinizacéo (Camacho 2005). Notavelmente, a heterocromatina desempenha um
importante papel na diversificacdo dos cromossomos B. Até o momento, diferentes padrbes
heterocromaticos s8o comumente relatados em espécies da familia Characidae (Foresti et al.,
1989; Salvador e Moreira-filho 1992; Poletto et al., 2010; Voltolin et al., 2010; Hashimoto et
al., 2012b). Os padrdes heterocromaticos evidenciados nos cromossomos B de M. cf. forestii e
M. oligolepis indicam uma elevada quantidade de DNA repetitivo.

DNASs repetitivos como DNA satélite, DNAr e DNA histdnico foram encontrados nos
cromossomos B de diferentes espécies de peixes, tais como Astyanax scabripinnis e A. paranae
(Mestriner et al., 2000; Silva et al., 2014), Prochilodus lineatus (Artoni et al., 2006),
Astatotilapia latifasciata (Poletto et al., 2010; Fantinatti et al., 2011), além da descri¢éo de
atividade nucleolar identificada pela técnica Ag-RONs em cromossomos B de Moenkhausia
sanctaefilomenae (Hashimoto et al., 2012b). Destaca-se que, nestes estudos, a alocagdo destas
sequéncias nestes cromossomos tem sido usada como evidéncia para inferéncias sobre o
provavel cromossomo ancestral da espécie portadora do elemento supranumerario. No presente
trabalho, a primeira ocorréncia de genes para sSnRNA U2 em microcromossomo B de peixe foi
fornecida, fato que havia sido relatado apenas na espécies de gafanhoto Abracris flavolineata

(Bueno et al., 2013). Além disso, dois tipos de cromossomos B (Bmicro € Bac) encontrados em
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M. oligolepis possuem clusters de histona H1, sugerindo a existéncia de homologia entre os
dois tipos de cromossomos B e apontando para o par portador de sitios de histona H1 e DNAr
18S como candidato a cromossomo ancestral destes cromossomos B. No entanto, ndo podemos
descartar que a presenca destas sequéncias nos cromossomos B possa estar relacionada a
eventos de transposi¢éo que ndo implicam diretamente na homol ogia por origem.

Portanto, a investigacdo dos cromossomos B descritos no presente trabalho, através da
microdisseccdo e a pintura cromossdmica, bem como 0 sequenciamento massivo desses
cromossomos, poderia gerar novas inferéncias sobre a origem, composi¢éo e evolucdo desses

Cromaossomaos.

Referéncias Bibliogr aficas

As referéncias correspondentes a este capitulo encontram-se no final desta dissertacéo.
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Tabela 1 — Espécimes de Moenkhausia col etados. LBP: Colegéo de Peixes Laboratério de Biologia e Genéticade

Peixes, Instituto de Biociéncias, UNESP; F: fémeas; M: macho.

(o]
Espécies Coordenadas L ocalidade/M unicipio LBP W
2’(');?”1')‘;‘:‘“3"" 13°38'34.77"S, 58°01'03.02"W E;?n\ggrﬂ%\jo o PaedigyT 8164 2 2
M. cf. foresti 14°33'24.43'S, 57°48'45.53"W .'?;kr’g;ragggsseraf;,\‘ﬂ 19532 4 8
14°4808.33'S, 57°07'25.18"W gg:iingcTo”ede' ra- 19530 4 4
i i 01" " o 4o " Rio do Sangue —
M. oligolepis 13°4130.56'S, 57°4223.28'W 0 oo o ParecigT 8927 3 4
10°40'03.63'S, 68°1543.61"W )(gggjefi’fAng Nome — 18576 3 2
o 1 (il [e] 1 1l Ri 0 Verde -
M. of 13°3834.77'S, 580L0302°W oMo o parecigmT 19598 1 2
MOTOMAIGNAIA | 13°354382'S, 57°512829'W o\ 855 1 0
g"ooe”kha“sa 13°3643.82'S, 57°51'28.20'wy  CAMPONovodoParecisMT g5, 1
Tabela 2 — Relagéo dos primers utilizados nas amplificac8es por PCR.
Regido Primers Diregéo da Sequéncia (5" — 3') Referéncia
forward:
3 HIF  ATGGCAGAARYCGMCCAG
5’, H1 : Hashimoto et al., (2011)
R forward:
T HIR  TACTTCTTCTTGGGSGCTGC
forward:
185F  GTAGTCATATGCTTGTCTC
18S : White et al., (1990)
reverse:
% 18R TCCGCAGGTTCACCTACGGA
% forward:
SSF TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC
5S - Pendas et al., (1994)
reverse:
SSR TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCA
forward:
< U2F  ATCGCTTCTCGGCCTTATG
a u2 - Bueno et al., (2013)
5 reverse:
UZR  TCCCGGCGGTACTGCAATA
s forward:
5 TelF (TTAGGG)n
£ T : ljdo et al., (1991)
o reverse.
o TR (cccTaA)n
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Tabela 3 — Dados citogenéticos encontrados nas espécies/populagdes de Moenkhausia analisadas no

presente trabal ho.

Espécie Localidade Férmula Cariotipica NF Cromossomo B
Moenkhausia cosmops | Rio Verde 14m+30sm+6st 100 -
M. cf. foredtii Ribeir&o do Sapo 10m+32sm+8st 100 0-3

Corrego Corredeira 0-4
12m+32sm+6st
M. oligolepis Rio do Sangue 100 0-3
Xapuri/AC 10m+26sm+14st 0-2
Rio Membeca -
M. cf. nigromarginata 14m+32sm+4a 96
Rio Verde -
Moenkhausia sp. Rio Membeca 10m+32sm+8st 100 -

W i ¢ Y/ 'J
l.'i' i YA i

Figura 2 — Mapa da érea de coleta das espécies e ou populacfes de Moenkhausia: ponto 1 Rio Verde (M.
cosmops e M. cf. nigromarginata); ponto 2 Rio Membeca (Moenkhausia sp. e M. cf. nigromarginata); ponto 3
Rio do Sangue (M. oligolepis); ponto 4 Ribeirdo do Sapo (M. cf. forestii); ponto 5 Cérrego Corredeira (M.

oligolepis); ponto 6 Cérrego Sem Nome (M. oligolepis).
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Figura 3 — Cariétipos corados com Giemsa a 5% (a, b e ¢) e metafases apds bandamento C (a', b’ ec’) de
Moenkhausia. Em a M. cosmops, b M. cf. nigromarginata e em ¢ Moenkhausia sp. Nos quadrados o par

cromossdmico portador das Ag-RONs. A barra equivale a 10um.
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Figura 4 — Cariétipos corados com Giemsa a 5% (a, b e ¢) e metafases apds bandamento C (a', b’ ec’) de
Moenkhausia. Em a M. cf. forestii; b M. oligolepis do Rio do Sangue; ¢ M. oligolepis do Cérrego Corredeirae
emd M. oligolepis do Xapuri/AC; Em destaque os cromossomos B encontrados. As cabecas de setaindicam o

cromossomo B. Nos quadrados o par cromossdmico portador das Ag-RONs. A barra equivale a 10pum.
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Figura 5 — Metéfases mitéticas de Moenkhausia submetidas ao Double FISH com sonda de DNAr 5S
(vermelho) e DNAr 18S (verde). Em a M. cosmops; b M. cf. forestii; ¢ M. cf. nigromarginata; d
Moenkhausia sp.; € M. oligolepis do Xapuri/AC; f M. oligolepis do Corrego Corredeira e em g M.
oligolepis do Rio do Sangue. As setas indicam 0s cromossomos com sintenia dos marcadores. As cabegas

de setaindicam o cromossomo B. A barra equivale a 10 um.
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Figura 6 — Metafases mitéticas de Moenkhausia submetidas ao Double FISH com sonda de histona H1

(vermelho) e DNAr 18S (verde). Em a M. cosmops; b M. cf. forestii; ¢ M. cf. nigromarginata; d
Moenkhausia sp.; € M. oligolepis do Xapuri/AC; f M. oligolepis do Cdrrego Corredeira e em g M.
oligolepisdo Rio do Sangue. As setasindicam os cromossomos com sintenia dos marcadores. As cabegas

de setaindicam o cromossomo B. A barraequivale a10 um.
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Figura 7 — Metéfases mitéticas de Moenkhausia submetidas ao Double FISH com sonda de DNAr 5S
(vermelho) e snDNA U2 (verde). Em a M. cosmops; b M. cf. forestii; ¢ M. cf. nigromarginata; d
Moenkhausia sp.; € M. aligolepis do Xapuri/AC; f M. oligolepis do Coérrego Corredeira e em g M.
oligolepis do Rio do Sangue. As setasindicam os cromossomos com sinteniados marcadores. As cabecas

de setaindicam o cromossomo B. A Barraequivale a10 pm.
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..

Figura 8 — Metafases mitoticas de Moenkhausia submetidas a FISH com sonda telomérica (TTAGGG)n.

Em a M. cosmops; b M. cf. forestii; ¢ M. cf. nigromarginata; d Moenkhausia sp.; € M. oligolepis do
Xapuri/AC; f M. oligolepis do Corrego Corredeirae em g M. oligolepis do Rio do Sangue. As cabecas de

setaindicam o cromossomo B. A barraequivale a 10 pum.
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Figura 9 — Cromossomos B de Moenkhausia analisados no presente trabalho, apés a aplicacéo de
diferentes técnicas citogenéticas.
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6 CONSIDERACOESFINAIS

Os estudos citogenéticos desenvolvidos em diferentes espécies/populacbes de
Moenkhausia trouxeram informagtes significativas relacionadas a evolugédo cariotipica neste
género. Apesar das espécies apresentarem macroestrutura cariotipica semel hante, bem como a
maior frequéncia de 2n=50 cromossomos, uma andlise cromossdmica mais refinada, utilizando
0 mapeamento cromossomico de DNAS repetitivos das cincos espécies de Moenkhausia,
evidenciou diferengcas marcantes entre el as.

Osresultados, aqui apresentados, descrevem pela primeiravez o mapeamento de histona
H1, snhDNA U2 e DNAr 5S em Moenkhausia cosmops, M. cf. forestii, M. cf. nigromarginata,
M. oligolepis e Moenkhausia sp. A localizacdo e distribuicdo de sequéncias de genes
ribossdmicos em representantes de Moenkhausia aqui descritos revela uma condi¢éo especifica
para cada uma delas. Enquanto o DNAr 5S mostrou-se aparentemente disperso em algumas
espéecies/populacbes pdbde-se observar que a histona H1 e o DNAr 18S mostraram-se
aparentemente conservados, ocupando regides e cromossomos morfol ogicamente semel hantes
entre estas espécies, evidenciamos também a co-localizagdo destes sitios em todas as
espécies/popul agdes de Moenkhausia aqui analisadas.

Descrevemos também novas ocorréncias de cromossomos B em M. cf. forestii e M.
oligolepis. Em uma analise populacional de M. oligolepis evidenciamos cromossomos B
apresentando morfologias distintas, bem como a presenca de sequéncias de histonaH1, DNAr
18S e snDNA U2 alocadas nestes cromossomos B.

Os dados obtidos resultaram em novas informagdes a respeito da origem e composi Gao
dos cromossomos B em peixes e permitem apontar que sequéncias repetitivas de DNA
presentes nos cromossomos do complemento padréo A possam estar ligadas ao processo de

formag@o dos cromossomos supranumerarios em Moenkhausia. A presenca do snDNA U2,
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DNAr 18S e da histona H1 identificados em alguns cromossomos B, sugere ainda uma possivel
origem intraespecifica deste cromossomo. Entretanto, a auséncia de sequéncias no
cromossomos B de uma populagéo de M. oligolepis, precisa ser melhor investigada, quanto a
sua origem e composi ¢ao.

Portanto, os dados obtidos aqui agregam novas informacgdes sobre a caracterizacdo da
diversidade e evolucéo de espécies do género Moenkhausia. Podemos destacar a presenca de
cromossomos B de diferentes morfologias, bem como o mapeamento de sequéncias repetitivas
nestes elementos extras. Os marcadores cromossomicos analisados constituem uma ferramenta
importante para melhor conhecimento da distribuicéo e organizagdo de sequéncias repetitivas
em Moenkhausia. Com o desenvolvimento de técnicas citogenéticas moleculares avangadas
como a FISH e a microdissec¢éo cromossomica sera possivel explorar com maior preciséo a
semelhanga entre 0s cromossomos B e os cromossomos do complemento A. Por sua vez, a
aplicacdo do sequenciamento de nova geracéo (NGS), cadavez mais acessivel, podera fornecer

novas informagdes sobre a composi¢&o dos cromossomos B.
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