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Resumo 

 

Cerca de 15% dos organismos eucariotos possuem elementos genômicos adicionais 

dispensáveis chamados cromossomos B. Na maioria dos casos a composição e os efeitos 

da presença destes cromossomos é desconhecida. Estes elementos estão presentes em 

diversas espécies de peixes do gênero Astyanax. Assim, os objetivos do presente trabalho 

foram caracterizar a composição do cromossomo B de A. paranae, bem como os efeitos da 

presença deste cromossomo nesta espécie e sua relação com cromossomos B de espécies 

próximas. Foram identificados sete genes codificadores de proteínas no cromossomo B de 

A. paranae, dos quais quatro mostraram expressão diferencial nos ovários de fêmeas 0B e 

1B. Além disto, quatro destes genes estão presentes nos cromossomos B de A. fasciatus e 

de A. bockmanni. Desta forma, nós concluímos que o cromossomo B de A. paranae 

interfere na expressão dos genes que carrega em seu próprio benefício e possui uma origem 

comum com cromossomos B encontrados em outras espécies de Astyanax. Além deste 

objetivo principal do trabalho, também foi realizada uma análise do DNA mitocondrial de 

A. paranae e, por extensão, dos vertebrados em geral. Esta análise revelou inicialmente que 

o conteúdo de bases do DNA mitocondrial dos vertebrados tende a um padrão comum. 

Adicionalmente, foi possível distinguir grupos entre as classes de vertebrados com 

conteúdos semelhantes na composição de bases do DNA mitocondrial, indicando que a 

evolução do DNA destas organelas poderia estar relacionada às características biológicas 

de cada grupo, como modo de respiração, ocupação do meio terrestre ou aquático, modo de 

vida em água doce ou salgada e taxa metabólica dos organismos. 
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Abstract 

 

About 15% of eukaryotic organisms have additional and dispensable genomic elements 

called B chromosomes. In most cases the composition and effects of the presence of these 

chromosomes is unknown. These elements are present in several species of fish of the 

genus Astyanax. Thus, the objectives of the present work were to characterize the 

composition of the B chromosome of A. paranae, as well as the effects of the presence of 

this chromosome in this species and its relation with B chromosomes of nearby species. 

Seven protein-coding genes were identified on the B chromosome of A. paranae, of which 

four showed differential expression in the ovaries of females 0B and 1B. In addition, five 

of these genes are present on the B chromosomes of A. fasciatus and A. bockmanni. Thus, 

we conclude that the B chromosome of A. paranae interferes with the expression of the 

genes it carries for its own benefit and has a common origin with B chromosomes found in 

other species of Astyanax. In addition to this main objective of the work, an analysis of the 

mitochondrial DNA of A. paranae and, by extension, of the vertebrates in general was also 

performed. This analysis initially revealed that the base content of vertebrate mitochondrial 

DNA tends to a common pattern, and it was possible to distinguish groups among 

vertebrate classes with similar contents in mitochondrial DNA bases, indicating that the 

DNA evolution of these organelles could be related to the biological characteristics of each 

group, such as the type of respiration, occupation of the terrestrial or aquatic environment, 

freshwater or salt water livelihood and metabolic rates of organisms. 
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1 Introdução  
 

Os organismos eucariotos possuem um lote padrão de cromossomos denominado 

complemento A. Além disso, cerca de 15% destes organismos possuem cromossomos 

adicionais denominados cromossomos B, ou supranumerários. Esses cromossomos são 

dispensáveis para a sobrevivência dos organismos e são encontrados em uma parte dos 

indivíduos de determinadas populações (Camacho et al. 2000). Sua morfologia é 

extremamente variada, até mesmo entre populações de uma mesma espécie, sendo encontrada 

grande diversidade em relação ao tamanho, sendo encontrados desde micros até grandes 

cromossomos B (Carvalho et al. 2008). Estes elementos podem se originar do próprio genoma 

A de uma dada espécie (Camacho 2005) ou podem ser adquiridos de espécies próximas 

através de processos de  hibridação (Tosta et al. 2015). 

Durante muito tempo acreditou-se que os cromossomos B eram elementos inertes e 

pobres em genes codificadores de proteínas (GCPs) (revisão em Camacho et al. 2005). De 

fato, até agora foram encontrados poucos GCPs nos cromossomos B analisados (revisão em 

Valente et al. 2016; Clark et al. 2016; Makunin et al. 2016; Navarro-Domínguez et al. 2017). 

No entanto, o conceito de que os cromossomos B são estruturas genéticas inertes vem sendo 

alterado pela descoberta e descrição de transcritos provenientes destes elementos (revisão em 

Valente et al. 2016; Navarro-Domínguez et al. 2017). Para exercer atividades funcionais e 

evoluir, os cromossomos B podem realizar modificações nos processos celulares normais, 

interagindo com o genoma dos hospedeiros em seu próprio benefício (Valente et al. 2016). 

Efeitos funcionais variados associados aos cromossomos B foram relatados em algumas 

espécies, como por exemplo, a ocorrência de resistência a antibióticos no fungo Nectria 

haematococca (Miao et al. 1991), a razão sexual paternal na mosca Nasonia vitripennis 

(Werren 1991), o aumento da viabilidade das sementes em alho (Plowman & Bougourd 

1994), a participação no processo de determinação sexual em peixes ciclídeos (Yoshida et al. 
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2011), a influência na resposta imune e carga de parasitas no roedor Apodemus flavicollis 

(Adnađević et al. 2014) e a tolerância ao calor durante os estágios iniciais da esporogênese 

masculina em centeio (Pereira et al. 2017). Além disso, foi recentemente demonstrado que o 

cromossomo B de centeio é capaz de codificar uma proteína similar à argonauta AGO4B, com 

atividade “slicer” in vitro (Ma et al. 2016).  

Neste sentido, consideramos interessante a investigação do conteúdo genético dos 

cromossomos B, bem como da expressão dos seus genes para uma melhor compreensão a 

respeito da origem e efeitos da presença destes elementos em organismos eucariotos. Assim, 

as espécies de peixes do gênero Astyanax surgem como um interessante modelo de 

investigação.  

Figura 1: Metáfases de espécies de Astyanax após bandamento-C. Notar os diferentes tipos 
de cromossomos B presentes nas células destes organismos. Barra = 10 µm. 
 
 

O gênero Astyanax é representado por mais de 240 espécies de peixes (Eschmeyer 

2017) e está distribuído do sul dos Estados Unidos ao centro da Argentina (Ornelas-García et 

al. 2008), num grupo complexo de organismos que se apresenta com espécies crípticas e 

complexos de espécies (Moreira-Filho & Bertollo 1991; Pansonato-Alves et al. 2013; Castro 

et al. 2014). Esta grande diversidade específica também está representada pela diversidade 

citogenética encontrada neste gênero, no qual os números diplóides variam entre 2n=36 em A. 

schubarti (Morelli et al. 1983) e 2n=50 em diversas outras espécies (Oliveira et al. 2008), bem 

como por inúmeros rearranjos macro/micro cromossômicos, uma alta dispersão de DNAs 
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repetitivos (Silva et al. 2017) e diversos tipos de cromossomos B  (Oliveira et al. 2008) 

(Figura 1). Entre os cromossomos B encontrados no gênero Astyanax, a variante metacêntrica 

com tamanho similar ao do primeiro par do cariótipo normal da espécie é a mais comum 

(Oliveira et al. 2008). Foi postulado então que este tipo de elemento representaria a variante 

ancestral dos cromossomos B deste gênero e que sua presença nas diferentes espécies teria 

uma origem comum (Moreira-Filho et al. 2004). 

Até o momento, somente sequências de DNA repetitivo haviam investigadas nos 

cromossomos B de Astyanax. Primeiramente, foi descrita a ocorrência do DNA satélite As-51 

no cromossomo B de A. scabripinnis (Mestriner et al. 2000). Este DNA satélite mostrou-se 

distribuído ao longo dos dois braços deste cromossomo de forma simétrica, permitindo inferir 

de que se trataria de um isocromossomo, o que foi reforçado pela ocorrência de 

auto-pareamento deste cromossomo durante a meiose (Mestriner et al. 2000). Posteriormente, 

foram identificadas sequências de diversos tipos de DNA repetitivo (i.e. microssatélite 

(AC)15, DNAr 18S, satélite As-51 e histonas H1 e H3) nos cromossomos B de cinco espécies 

de Astyanax ( Silva et al. 2014, 2016). A partir da identificação de sequencias de DNAr 18S, 

responsáveis pela região organizadora de nucléolos – RON, nos cromossomos de A. paranae 

e A. fasciatus, foi possível testar a atividade destas sequencias por meio de impregnação por 

nitrato de prata (Ag-RON). Isto revelou que somente as sequências de DNAr 18S presentes no 

cromossomo B de A. fasciatus estão ativas (Silva et al. 2016), demonstrando que este 

cromossomo B pode expressar seus genes e ser um elemento ativo. 

Além disso, a presença de 35 DNAs satélites foi descrita nos cromossomos B de três 

espécies de Astyanax (Silva et al. 2017), sendo que os dados obtidos no estudo permitiram 

inferir que os cromossomos B de A. paranae e A. bockmanni permanecem perfeitamente 

isométricos, enquanto que o cromossomo B de A. fasciatus apresenta distribuição diferencial 

para alguns DNAs satélites entre  seus braços, indicando que este cromossomo vem perdendo 
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isometria ao longo do tempo. Desta forma, os autores concluíram que o cromossomo B de A. 

fasciatus seria mais antigo que os cromossomos B das duas outras espécies. Porém, a 

discussão sobre a origem comum ou independente destes elementos ainda permanece aberta. 

Quanto aos efeitos funcionais dos cromossomos B no gênero Astyanax, foi proposta 

uma possível participação no mecanismo de determinação sexual para os cromossomos B de 

A. paranae, uma vez que a presença destes cromossomos poderia estar relacionada à distorção 

da proporção sexual na população encontrada no Rio Capivara, Botucatu, SP (Silva et al. 

2014). Esta hipótese é suportada pela ocorrência de cromossomos B restritos a indivíduos de 

apenas um dos sexos em diversas populações (Maistro et al. 1992; Rocon-Stange & Almeida-

Toledo 1993; Mizoguchi & Martins-Santos 1997). 

No presente trabalho, foi demonstrada a ocorrência de sete genes codificadores de 

proteínas no cromossomo B de A. paranae, dos quais quatro são compartilhados com os 

cromossomos B de A. bockmanni e de A. fasciatus. Assim, pode ser suposto que os 

cromossomos B destas três espécies possuem origem comum. Além disso, quatro genes 

presentes no cromossomo B de A. paranae mostraram expressão diferencial nos ovários de 

fêmeas 0B e 1B, demonstrando que o cromossomo B desta espécie deve exercer influência na 

expressão dos genes nos indivíduos portadores. 
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2  Objetivos 
 
2.1   Objetivos Gerais 

O presente projeto se insere no programa geral de estudos citogenéticos de peixes 

Neotropicais que vêm sendo desenvolvidos no Laboratório de Biologia e Genética de 

Peixes (IB/UNESP/Botucatu), visando a um melhor conhecimento da estrutura 

cromossômica das células eucariontes e em particular dos peixes. Assim, os objetivos 

gerais do presente trabalho foram: 

 

a) caracterizar o conteúdo genômico do cromossomo B de A. paranae;  

b) verificar os efeitos da presença do cromossomo B em A. paranae;  

c) testar se os cromossomos B do gênero Astyanax tiveram uma origem comum ou 

independente.  

 

2.2   Objetivos Específicos 

Visando-se atingir os objetivos gerais, os objetivos específicos deste trabalho 

foram os seguintes: 

 

a) identificar tipos de DNAs repetitivos presentes no cromossomo B de A. paranae; 

b) identificar genes codificadores de proteínas no cromossomo B de A. paranae; 

c) testar se a presença do cromossomo B altera a expressão dos genes que ele porta em 

fêmeas de A. paranae 0B e 1B; 

d) verificar se os genes presentes no cromossomo B de A. paranae estão presentes nos 

cromossomos B de outras espécies de Astyanax. 
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2.3   Objetivos Adicionais 

O sequenciamento de Nova Geração de amostras de DNA total permite a 

obtenção não só de sequencias do DNA nuclear, como também do DNA das mitocôndrias 

nos animais. A partir dos dados gerados é possível a obtenção da sequência completa do 

DNA destas organelas. Desta forma, os dados de NGS gerados neste trabalho também 

foram utilizados para se atingir os seguintes objetivos adicionais: 

 

a) descrever a sequência completa do DNA mitocondrial de A. paranae; 

b) caracterizar a composição de bases do DNA mitocondrial de diferentes classes de 

vertebrados, visando identificar padrões de composição e distribuição de bases ao longo 

da história evolutiva destes animais.  
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3   Materiais e Métodos 

3.1  Materiais 

Foram analisados indivíduos das espécies de peixes caracídeos A. paranae, A. 

fasciatus e A. bockmanni (Tabela 1). Pesquisas anteriores mostraram a presença de 

cromossomos B em indivíduos de todas as localidades amostradas (Maistro et al. 1994; 

Daniel et al. 2012; Silva et al. 2016). As amostras foram coletadas de acordo com a 

legislação brasileira de proteção ambiental (permissão de coleta MMA/IBAMA/SISBIO-

número 3245). Os procedimentos para amostragem, manutenção e análise das amostras 

foram realizados de acordo com diretrizes internacionais para o cuidado e uso de animais 

em pesquisa seguido pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e 

foram aprovados pelo Comité de Ética da UNESP sobre Uso de Animais (CEUA) do 

Instituto de Biociências de Botucatu. 

Após a retirada de material amostral e das análises, os indivíduos foram 

depositados na coleção do Laboratório de Biologia e Genética de Peixes (LBP) da UNESP, 

Botucatu, São Paulo, Brasil, sob os códigos LBP19572 (A. paranae) e LBP19573 (A. 

fasciatus). Os espécimes de A. bockmanni foram depositados na coleção do Laboratório de 

Genética de Peixes da UNESP, Bauru, São Paulo, Brasil.  

 

Tabela 1: Localidades, número de indivíduos, número diplóide (2n) e características dos 
cromossomos B de Astyanax analisados.  

Espécie Localidade Coordenadas Indivíduos 2n Tipo B Nome B 

A. paranae Ribeirão 
Cascatinha 22°53′30′′S 48°28′36′′W 20 50 M grande BpM 

A. fasciatus Córrego das 
Araras 22º22’43”S 47º25’37”W 25 48 M grande BfMb 

A. bockmanni Rio Alambari 22°27′6′′S 49°14′25′′W 7 50 M grande BbM 

M = metacêntrico. 
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3.2   Métodos 

3.2.1   Estimulação de mitoses 

Com o objetivo de se obter uma maior frequência de células em divisão mitótica 

nas preparações cromossômicas, os animais foram mantidos em aquários aquecidos a 26°C 

durante 24 a 48 horas antes de serem preparados. Este método se mostrou eficiente para a 

estimulação de mitoses, sendo considerado menos invasivo que o método usualmente 

empregado com injeção de uma solução de fermento biológico (Cole & Levans 1971). 

3.2.2   Obtenção de cromossomos metafásicos mitóticos 

Para obtenção dos cromossomos metafásicos foi utilizada a técnica proposta por 

(Foresti et al. 1981), com adaptações (Mat. Sup.). Esta metodologia envolve basicamente a 

inibição da polimerização dos microtúbulos pela ação da colchicina no momento da 

divisão celular, a hipotonização das células em suspensão por solução de KCl e a fixação 

celular pela mistura de metanol/ácido acético. 

3.2.3   Coloração convencional com Giemsa 

As preparações cromossômicas fixadas nas lâminas foram coradas por 5 minutos 

com solução de Giemsa a 5 % em tampão fosfato (pH=6,7). 

3.2.4   Detecção da heterocromatina constitutiva (banda C) 

Para obtenção de bandas-C foi utilizada a técnica descrita originalmente por 

(Sumner 1972), com adaptações (Mat. Sup.). Esta técnica baseia-se na ação sequencial de 

tratamentos com base, ácido e solução salina no material celular para eliminar 

seletivamente regiões do DNA cromossômico, permanecendo intactas somente regiões de 

heterocromatina. 

3.2.5   Hibridação in situ fluorescente por deposição catalisada de repórter CARD-FISH 

Para a detecção do gene nusap no cromossomo B de A. paranae foi utilizada a 

técnica de CARD-FISH utilizando-se o kit HNPP Fluorescent Detection Set (Roche), 
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segundo instruções do fabricante. Esta técnica envolve a hibridação de uma sonda marcada 

com um anticorpo primário (digoxigenina-11-dUTP), o qual é detectado por um anticorpo 

secundário (anti-digoxigenina) associado a uma fosfatase alcalina. A amplificação do sinal 

em relação à técnica de FISH convencional é baseada na desfosforilação de múltiplas 

moléculas de HNPP (2-hydroxy-3-naphtoic acid-2’-phenylanilide phosphate) pela ação da 

fosfatase alcalina, gerando um precipitado de HNP-HNPP desfosforilado (composto 

altamente fluorescente) no sítio alvo. A sonda utilizada foi marcada por PCR (Mat. Sup.) 

incluindo-se na reação de amplificação o nucleotídeo digoxigenina-11-dUTP (Roche). 

3.2.6   Estudos Cariotípicos 

As lâminas foram analisadas em fotomicroscópio óptico de fluorescência 

(Olympus BX61) e as imagens foram capturadas usando o programa Image Pro Plus 6.0 

software (MediaCybernetics). 

3.2.7   Extração de DNA genômico 

O DNA genômico dos exemplares analisados foi obtido a partir de amostras de 

fígado ou de músculo preservadas em etanol 95%, utilizando-se o Kit NucleoSpin® Tissue 

(Macherey Nagel) conforme instruções do fabricante. Os produtos gerados foram checados 

em gel de agarose 1%.  

3.2.8   Extração de RNA e Síntese do cDNA 

Os indivíduos de A. paranae utilizados para a extração de RNA foram obtidos 

durante uma única coleta e foram mantidos sob as mesmas condições ambientais. Estes 

indivíduos foram sacrificados em solução de benzocaína no menor intervalo de tempo 

possível (período de 1 a 2 horas), uma vez que análises citogenéticas foram realizadas 

concomitantemente. Para extração de RNA, foram separadas amostras de tecidos de ovário 

e músculo, as quais foram imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas 

a -70 °C. O RNA foi extraído usando-se o kit TRIzol® (Invitrogen), conforme instruções 
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do fabricante. Posteriormente, as amostras foram tratadas com DNAseI e foram checadas 

em gel de agarose e pelo equipamento 2100 Bioanalyzer.  

As amostras de RNA foram então separadas para síntese do cDNA e para a 

confecção das bibliotecas para RNA-seq. O cDNA correspondente a cada amostra foi 

sintetizado utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems), conforme instruções do fabricante. 

3.2.8   Sequenciamento de Nova Geração de DNA – DNA-seq 

Para a busca das sequências de DNA localizadas no cromossomo B de A. 

paranae, foi realizado o sequenciamento Illumina HiSeq2000 paired-end (2x101bp) 

utilizando-se DNA genômico de um indivíduo sem cromossomo B (0B) e de outro 

portador de um cromossomo B (1B), confirmados por bandamento-C. O sequenciamento 

massivo do genoma do indivíduo 0B gerou aproximadamente 341 milhões de reads (34 

Gb), representando uma cobertura de 18,4 vezes do genoma da espécie (1,87 Gb)  

(Carvalho et al. 2002). Já o sequenciamento massivo do genoma do indivíduo 1B gerou 

aproximadamente 140 milhões de reads (14 Gb), representando uma cobertura de 7,5 

vezes do genoma da espécie. As altas coberturas obtidas foram fundamentais para a 

detecção de genes codificadores de proteína diferencialmente representados entre os 

genomas 0B e 1B. 

3.2.9   Sequenciamento de Nova Geração de RNA – RNA-seq 

O sequenciamento massivo das sequências de RNA transcritas em indivíduos sem 

e com cromossomos B (0B e 1B) foi realizado no sentido de melhor conhecer o conteúdo e 

efeitos destes cromossomos. A montagem dos transcriptomas pode ser considerada uma 

abordagem fundamental para auxiliar os estudos sobre o genoma de uma espécie, uma vez 

que, embora gerando uma quantidade menor de informações, apresenta-se 

consequentemente mais simples de se analisar, sendo útil para facilitar as análises iniciais 
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das sequências de DNA. Nesse sentido, foram sequenciadas amostras de gônadas e 

músculos de fêmeas de A. paranae com e sem cromossomos B, incluindo 3 fêmeas em 

cada grupo, totalizando 12 amostras. O sequenciamento massivo das amostras de RNA das 

gônadas gerou em torno de 33 milhões de reads (4,0 Gb) considerando os 6 exemplares 

amostrados. Para as 6 amostras de músculo foram obtidos em torno de 38 milhões de reads 

(4,7 Gb).   

3.2.10   Detecção de genes possivelmente presentes no cromossomo B  

A partir dos dados do RNA-seq, foi possível montar o transcriptoma de gônada e 

de músculo de A. paranae para serem utilizados como referência no mapeamento dos 

reads genômicos. Para isto, as 12 bibliotecas de RNA-seq foram concatenadas e uma 

normalização in silico com 50x de cobertura máxima foi realizada. Posteriormente, a 

montagem (assemble) foi executada com o programa Trinity (Haas et al. 2013) 

utilizando-se as opções padrão.  

No presente projeto, um dos principais objetivos era identificar genes 

codificadores de proteínas presentes no cromossomo B de A. paranae. Desta forma, os 

CDSs maiores que 100 aminoácidos foram extraídos utilizando-se o programa 

Transdecoder (Haas et al. 2013); a redundância foi reduzida com o uso do programa 

CDHit-EST (Fu et al. 2012) através de alinhamento local e algoritmo greedy, sendo 

posteriormente agrupadas as sequências com 80% ou mais de similaridade em até 80% do 

comprimento (opções –M 0 –aS 0.8 –c 0.8 –G 0 –g 1). 

Após a obtenção do referido transcriptoma de referência, foi realizado o 

mapeamento dos reads resultantes do sequenciamento dos transcriptomas e genomas dos 

indivíduos 0B e 1B utilizando o programa SSAHA2 (Ning et al. 2001), com pontuação 

mínima de alinhamento de 40 e 80% de identidade mínima. Além disso, foi utilizado um 

script customizado para contar o número de reads mapeados, como medida de abundância. 
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A abundância de cada CDS em cada biblioteca foi expressa como o número de cópias no 

genoma haploide usando a fórmula: 

  reads mapeados x tamanho do read x tamanho do genoma (nt) 
Número de cópias= 

   tamanho do CDS x tamanho da biblioteca (nt) 
 

O tamanho do genoma haploide de A. paranae foi considerado 1,87 Gb (Carvalho 

et al. 2002). Assim, a abundância média foi estimada em cada biblioteca genômica 0B e 1B 

separadamente. Posteriormente, os CDSs foram filtrados de acordo com sua abundância, 

sendo que os CDSs altamente representados no genoma 0B foram excluídos por serem, 

provavelmente, sequências repetitivas. O fold change (FC) por abundância de CDS foi 

calculado devido à presença do cromossomo B como log2 do quociente entre o número de 

cópias por genoma haploide estimado no genoma 1B e no genoma 0B. Finalmente, os 

CDSs sobre-representados no genoma 1B foram anotados usando a pipeline Trinotate 

(https://trinotate.github.io) e a base de dados SWISS-PROT (Boeckmann et al. 2003). 

A estimativa do nível de expressão dos CDSs anotados nas 12 bibliotecas de 

RNA-seq foi realizada através do cálculo da expressão gênica como RPKM segundo a 

seguinte equação: 

                 109 x reads mapeados no contig 
RPKM =    
                    total de reads mapeados x tamanho do contig (nt) 

 

Para os genes sobre-representados no genoma 1B, análises adicionais foram 

realizadas. Primeiramente, verificou-se se as CDSs estavam completas no contig obtido; 

nos casos em que elas não estavam completas, um transcriptoma adicional com as 

bibliotecas 0B foi utilizado para buscar estas CDSs com o algoritimo BLASTN (Altschul 

et al. 1990). Sobre os contigs com os maiores CDSs, foi realizado um mapeamento com 

SSAHA2 com os reads das bibliotecas genômicas e transcriptômicas para estimar a 

cobertura média por posição ao longo do contig. Também foi calculado o desvio padrão 
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nas bibliotecas 0B e 1B e o número médio de cópias foi normalizado de acordo com o 

tamanho de cada biblioteca. 

3.2.11   Confirmação dos genes presentes no cromossomo B por qPCR 

Foram desenhados primers (Tabela S1) a partir das sequências dos genes 

possivelmente presentes no cromossomo B para quantificar a sua abundância nos genomas 

das espécies de Astyanax em indivíduos 0B e +B (três indivíduos de cada genótipo, checados 

previamente por citogenética) (Tabela 2). Excepcionalmente, os primers desenhados para o 

gene msh4 não se mostraram eficientes para a quantificação por esta técnica. 

A quantificação relativa (RQ) dos genes alvo foi obtida utilizando-se o método de 

2-∆Ct (Nguyen et al. 2013) através da comparação com um gene autossômico de cópia 

única, hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hprt). Assim, se o gene alvo fosse 

autossômico, a razão do seu número de cópias comparada com o Hprt esperado seria de 1:1 

ou se o gene alvo estivesse presente no cromossomo B, as razões esperadas estariam 

positivamente correlacionadas com o número de cromossomos B no indivíduo. A qPCR foi 

realizada com auxílio do equipamento StepOne Real-Time PCR Systems (Life 

Technologies). Os genes-alvos e o gene de referência foram analisados simultaneamente 

em triplicatas de três amostras independentes. As condições de programação do ciclo 

foram 95 °C por 10 min; 45 ciclos de 95 °C por 15 s, e 60 °C por 1 min. A especificidade 

dos produtos de PCR foi confirmada pela análise da curva de dissociação.  

3.2.12 Confirmação da expressão dos genes presentes no cromossomo B por 

RT-qPCR 

Os genes presentes no cromossomo B de A. paranae que mostraram padrões de 

expressão diferencial nas análises de RNA-seq foram selecionados para confirmação da sua 

expressão por RT-qPCR. Assim, foram desenhados primers (Tabela S2) em regiões de junção 

éxon-éxon das CDSs a partir das sequências de interesse destes genes. Os primers foram então 

utilizados para quantificar a sua expressão em gônadas de indivíduos 0B e 1B, sendo utilizados 
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ao menos três indivíduos de cada genótipo, checados previamente por análise citogenética 

(Tabela 2). A expressão relativa de cada gene foi obtida comparando-se a sua expressão com a 

expressão do gene autossômico Hprt utilizando-se o método 2-∆∆Ct (Nguyen et al. 2013). O 

equipamento e parâmetros utilizados para esta análise foram os mesmos utilizados no item 

3.2.11. 

3.2.13   Análises estatísticas 

A correlação entre a quantidade relativa dos genes possivelmente presentes no 

cromossomo B e o número de cromossomos B foi verificada pelo teste de correlação de 

Spearman. A diferença entre a expressão gênica nos indivíduos 0B e 1B foi identificada 

pelo teste de Mann-Whitney.  

 
Tabela 2. Estratégia experimental para análise dos genes presentes nos cromossomos B de espécies 
de Astyanax.  

Experimento Técnica   Spp  Sexo Parte do corpo   Bs    N 

  Conteúdo do cromossomo B 

Illumina DNA-seq  Apa      F Fígado 
   0    1 

   1    1 

qPCR (DNA) 

 Apa      F Fígado 

   0    3 

   1    3 

   2    3 

  Afa      ? Fígado 
   0    3 

   1    3 

  Abo      ? Fígado 
   0    4 

   1    3 

Expressão no genoma com  
cromossomo B 

Illumina RNA-seq   Apa      F 

Ovário 
   0    3 

   1    3 

Músculo 
   0    3 

   1    3 

qPCR (cDNA)   Apa 

     F Ovário 
   0    4 

   1    6 

    M Testículo 
   0    4 

   1    3 

Spp = espécie, Apa = A. paranae, Afa = A. fasciatus, Abo = A. bockmanni, F = fêmea, M = macho, 
Bs = número de cromossomos B, N = número de indivíduos analisados. 
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4    Resultados e Discussão 

As informações obtidas dos estudos citogenéticos e moleculares a respeito dos 

cromossomos B realizados em espécies de peixes do gênero Astyanax, bem como as 

análises do genoma mitocondrial de Cordados são apresentadas a seguir na forma de 

capítulos. A colocação na forma de artigo científico foi feita no sentido de facilitar a 

delimitação das informações para posterior publicação. 

As referências citadas nestes capítulos encontram-se relacionadas no final da tese. 

 

 

Capítulo 1: 

Análise funcional e evolutiva do cromossomo B em Astyanax paranae 
(Characiformes, Characidae). 
 

 

Capítulo 2:  

Tendência evolutiva na composição de bases do DNA mitocondrial 
associada a fatores biológicos das classes de Cordados. 
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4.1   Capítulo 1 
 

Análise funcional e evolutiva do cromossomo B em Astyanax paranae 

(Characiformes, Characidae). 

 

Resumo 

Cerca de 15% dos organismos eucariotos possuem elementos genômicos adicionais 

dispensáveis chamados cromossomos B. Contudo, em grande parte dos organismos 

portadores, a composição e os efeitos destes elementos no genoma ainda são 

desconhecidos. Estes elementos estão presentes em diversas espécies de peixes do 

gênero Astyanax. Assim, os objetivos do presente trabalho foram caracterizar a 

composição e estrutura do cromossomo B de Astyanax paranae, bem como identificar 

os possíveis efeitos da presença deste cromossomo nesta espécie e sua relação com 

cromossomos B de espécies próximas. As análises realizadas permitiram identificar sete 

genes codificadores de proteínas no cromossomo B de A. paranae, sendo que quatro 

mostraram expressão diferencial entre os ovários de fêmeas 0B e 1B. Além disto, quatro 

destes genes estão presentes nos cromossomos B de A. fasciatus e de A. bockmanni. 

Desta forma, pode ser estabelecido que o cromossomo B de A. paranae apresenta-se 

como um elemento genômico funcional e exerce interferência em seu próprio benefício 

na expressão dos genes que nele estão contidos. Além disso, os dados obtidos permitem 

supor a existência de uma origem comum dos cromossomos B envolvendo outras 

espécies no gênero Astyanax. 
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Resultados 
 

Identificação de genes codificadores de proteínas no cromossomo B de A. paranae 

Os reads das bibliotecas de DNA-seq e RNA-seq 0B e 1B foram mapeados sobre 

o transcriptoma de A. paranae de referência montado de novo, contando o número de reads 

de cada biblioteca mapeados em cada CDS e expressando os resultados normalizados como 

o número de cópias gênicas por genoma haploide, no caso do gDNA e RPKM para RNA.  

Posteriormente, foram selecionadas 17.065 CDSs com pelo menos uma cópia e 

no máximo vinte cópias no genoma 0B, a fim de descartar CDSs pobremente mapeadas 

ou possivelmente representando sequências de DNA repetitivo. A seleção dos genes 

possivelmente presentes no cromossomo B foi feita com base no FC. Assim, as CDSs 

com FC > 1 (i.e. genes com duas vezes maior número de cópias no genoma 1B) foram 

selecionadas, resultando no total de 55 CDSs. A anotação revelou que 18 destas CDSs 

eram ortólogas a 17 genes codificadores de proteínas do genoma de A. mexicanus 

(McGaugh et al. 2014). Posteriormente, as sequências obtidas destes genes foram 

analisadas para buscar segmentos de maior comprimento possível, incluindo algumas 

regiões UTR. Com isso, foram encontrados os transcritos completos para todos os genes 

analisados (Tabela 1). 

Utilizando-se estes transcritos como referência, foram mapeados 

separadamente os reads das bibliotecas de gDNA para verificar a variação na cobertura 

por posição ao longo do comprimento do transcrito. Assim, foram verificados dois tipos 

de cobertura para os genes no genoma 1B (Tabela 2). Alguns genes mostraram 

cobertura uniforme (CU), enquanto outros apresentaram cobertura irregular (CI), sendo 

que alguns genes mostraram amplificação regional em algumas posições (CI-ar) e um 

gene mostrou uma parte da sequencia repetida in tandem com padrão de DNA satélite 

(CI-sat) (Tabela 2) (Figuras 1, 2 e S1-5).  
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Tabela 1. Resultado do mapeamento dos reads de gDNA 0B e 1B nas CDSs do transcriptoma 
de A. paranae. Somente os contigs com mais de uma e menos de 20 cópias no genoma 0B e 
log1(1B/0B) ≥ 1 são mostrados.  

CDS do 
Transcriptoma 

Tamanho 
(bp) 

reads mapeados no 
gDNA 

Log2 
(1B/0B) 

Anotação 
Ortólogos em 
A.mexicanus 0B 1B Gen 

c4_g1_i1|m.47835 360 13,55 1165,32 6,43 INPP  

c4_g1_i1|m.47835 360 13,55 1165,32 6,43 INPP  
c0_g6_i10|m.27466 450 1,47 72,89 5,63 G2E3  

c0_g6_i10|m.27464 906 3,15 119,70 5,25 G2E3  

c0_g2_i1|m.53260 3768 1,49 55,39 5,21 SBNO2 + 

c2_g3_i1|m.38839 882 19,26 677,49 5,14 NUSAP + 

c0_g6_i10|m.27465 747 2,07 70,27 5,09 G2E3  

c2_g2_i1|m.46606 699 9,04 304,06 5,07 G2E3  

c2_g2_i1|m.46607 396 9,22 303,04 5,04 G2E3  

c0_g1_i1|m.45162 594 5,09 146,35 4,84 B2L14  

c2_g1_i2|m.32128 480 5,20 115,00 4,47 DJC25  

c2_g1_i14|m.32125 1323 2,78 57,04 4,36 DJC25  

c2_g1_i14|m.32126 594 1,51 25,89 4,10 DJC25  

c0_g6_i10|m.27463 1311 10,25 131,66 3,68 G2E3  

c0_g3_i1|m.45147 1818 10,28 90,17 3,13 TOP2A  

c1_g1_i5|m.20817 2277 0,99 8,35 3,08 NOBOX  

c1_g1_i3|m.29965 1785 1,29 7,67 2,57 ZN782 + 

c2_g13_i2|m.38836 315 57,77 312,95 2,44 NUSAP + 

c0_g2_i4|m.7753 711 8,74 47,13 2,43 MPV17 + 

c1_g1_i3|m.37124 903 1,13 5,63 2,32 TNR14  

c0_g1_i1|m.13342 408 2,30 11,02 2,26 RM44  

c0_g1_i1|m.13342 408 2,30 11,02 2,26 RM44  

c0_g1_i2|m.58557 1119 9,81 46,24 2,24 YTX2  

c0_g1_i3|m.55683 348 49,14 206,96 2,07 LORF2  

c0_g4_i1|m.31807 3246 1,21 5,05 2,06 RNF17 + 

c3_g7_i1|m.45800 1563 1,01 4,19 2,05 SF3B2 + 

c0_g1_i3|m.55682 501 69,29 239,47 1,79 LORF2  

c1_g1_i1|m.52930 1569 2,19 7,33 1,74 MDM2 + 

c0_g2_i2|m.21307 1419 2,11 6,70 1,67 MOT1 + 

c1_g3_i11|m.18423 339 1,36 4,29 1,66 CANX + 

c0_g1_i3|m.37006 2628 1,90 5,87 1,63 PACS1  

c0_g1_i4|m.8403 669 2,72 8,35 1,62 POL  

c0_g1_i1|m.33308 2160 1,42 4,30 1,60 SIMC1  

c8_g1_i1|m.56660 354 1,13 3,43 1,60 KPB1  

c0_g2_i1|m.44191 1200 36,44 109,74 1,59 RTJK  

c1_g1_i5|m.9080 777 1,13 3,33 1,56 GRID1  

c2_g3_i2|m.5480 1269 1,21 3,49 1,52 UBP42  
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c2_g5_i3|m.64301 309 17,57 49,73 1,50 IGKC  

c0_g1_i1|m.58598 1434 1,93 5,44 1,49 BRAC  

c2_g7_i1|m.64302 324 12,15 32,90 1,44 IGLL5 + 

c0_g2_i1|m.12772 2010 1,48 3,90 1,40 MSH4 + 

c0_g2_i6|m.21986 432 5,29 13,52 1,35 STXB  

c0_g2_i1|m.27317 384 1,11 2,74 1,30 DOPDA + 

c0_g1_i14|m.46330 2475 1,15 2,83 1,30 CCPG1 + 

c0_g1_i6|m.2997 1434 1,13 2,73 1,27 DD19A + 

c0_g1_i3|m.24839 306 1,09 2,62 1,26 SC11C  

c2_g2_i1|m.5548 2496 1,41 3,37 1,25 DHX30  

c1_g3_i1|m.5526 663 44,76 106,35 1,25 KIF2C  

c5_g1_i1|m.51178 462 9,93 23,36 1,23 RINI  

c0_g1_i4|m.18589 630 3,10 7,20 1,22 PVRL1  

c2_g1_i1|m.58366 324 2,10 4,82 1,20 MYPC1  

c3_g3_i1|m.21647 426 1,08 2,47 1,19 KAT5 + 

c0_g1_i1|m.48115 624 1,44 3,23 1,16 CPNS1 + 

c0_g10_i6|m.6826 672 5,12 11,04 1,11 STXA  

c1_g1_i4|m.45640 624 1,13 2,39 1,08 DCTP1 + 

O sinal “+” indica que foram encontrados ortólogos para estes genes no genoma de A. 
mexicanus. 
 
 
 
Tabela 2. Características dos genes presentes no cromossomo B de A. paranae confirmados por 
qPCR em gDNA desta espécie. 

Acrônimo Anotação 
Tamanho 
CDS (bp) 

Distribuição 
cópias no B 

Log2(+B/0B) RT-qPCR 
ovários Gen RNAgon RNAmus 

sbno2 Protein strawberry 
notch homolog 2 4992 CI-sat 5,21 -3,03 -0,83 sub 

nusap 
Nucleolar and 
spindle-associated 
protein 1 

1313 CI-ar 5,14 6,73 3,80 super 

rnf17 RING finger 
protein 17 4750 CI- ar 2,06 1,11 1,58 sem dif. 

mdm2 
E3 ubiquitin-
protein ligase 
Mdm2 

1458 CU 1,74 0,46 -1,42 sem dif. 

mot1 Monocarboxylate 
transporter 1 1414 CI- ar 1,67 3,97 -0,59 super 

msh4 MutS protein 
homolog 4 2278 CU 1,40 -0,16 -2,29 NP 

ccpg1 
Cell cycle 
progression 
protein 1 

2271 CI- ar 1,30 -4,56 -0,78 sub 

CI-sat = Cobertura irregular semelhante a satélite. CI-ar = Cobertura irregular com amplificação 
regional. CU = Cobertura uniforme. Gen = Log2(1B/0B) do DNA genômico. RNAgon = 
Log2(1B/0B) do RNA dos ovários. RNAmus = Log2(1B/0B) do RNA do músculo. “super” e 
“sub” na coluna RT-qPCR ovários indicam que estes genes estão super ou sub-expressos nos 
ovários de indivíduos 1B comparando-se com indivíduos 0B. “sem dif.” Indica que não houve 
diferença na expressão entre indivíduos 0B e 1B. 
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Figura 1: Cobertura para o transcrito do gene nusap no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B ao longo de toda a CDS 
(delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Da mesma forma, note a maior cobertura para 
este transcrito na biblioteca de RNA de ovário 1B. As regiões sombreadas em A marcam as 
regiões amplificadas por qPCR. A qPCR no gDNA (B) mostrou que o número de cópias do 
gene nusap aumenta com o número de cromossomos B, seguindo um padrão dose-dependente, 
indicando sua presença no cromossomo B. A qPCR no cDNA (C) confirmou que o gene nusap 
está super-expresso no ovário das fêmeas 1B. RQ = Quantidade relativa. NREQ = Quantidade 
relativa de expressão normalizada. P = P-value para teste de correlação de Spearman (B) e teste 
de Mann-Whitney (C). 
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Figura 2: Cobertura para o transcrito do gene ccpg1 no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B na maior parte da CDS 
(delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Entretanto, as regiões sombreadas 2 e 3 possuem 
coberturas similares entre as bibliotecas 0B e 1B, indicando que este gene está truncado no 
cromossomo B. As três regiões sombreadas foram selecionadas para amplificação por qPCR, a 
região 1 que parece estar presente no cromossomo B e as regiões 2 e 3 que parecem não estar 
neste cromossomo. A qPCR na região 1 mostrou que o número de cópias para este gene nesta 
região aumenta com o número de cromossomos B em um padrão dose-dependente (B1). Já para 
as regiões 2 e 3 o número de cópias independe do número de cromossomos B (B2 e B3). Da 
mesma forma, note a menor cobertura para este transcrito na biblioteca de RNA de ovário 1B. A 
qPCR no cDNA (C) confirmou que o gene ccpg1 está sub-expresso no ovário das fêmeas 1B. 
RQ = Quantidade relativa. NREQ = Quantidade relativa de expressão normalizada. P = P-value 
para teste de correlação de Spearman (B) e teste de Mann-Whitney (C). 

 

A técnica de qPCR mostrou que a abundância genômica aumenta linearmente 

com o número de cromossomos B para sete (ccpg1, mdm2, mot1, msh4, nusap, rnf17, 

sbno2) dos 17 genes candidatos a residirem no cromossomo B de A. paranae (Tabela 2, 

Figuras 1, 2 e S1-5). Assim, foi considerado que estes sete genes estão presentes neste 

cromossomo. Notadamente, a quantificação por qPCR dos genes truncados (ccpg1, 

rnf17, sbno2) mostrou esta relação apenas nas regiões que apresentam alta cobertura na 

biblioteca 1B, indicando a sua localização no cromossomo B. Por outro lado, nenhuma 

relação foi observada nas regiões de baixa cobertura, indicando sua ausência no 

cromossomo B e a existência de cópias fragmentadas destes genes neste cromossomo 

(Figuras 2 e S4, 5). No entanto, o gene rnf17 mostrou-se uma exceção, apresentando 

uma das regiões de baixa cobertura com maior quantidade de cópias nos indivíduos +B 

(Figura S4). 

A aplicação da técnica de CARD-FISH permitiu a detecção do gene nusap na 

região intermediária dos braços do cromossomo B de A. paranae (Figura 3). 

 

Expressão dos genes presentes no cromossomo B de A. paranae 

Para determinar a expressão dos sete genes identificados e presentes no 

cromossomo B de A. paranae verificou-se o FC 1B/0B RNA das bibliotecas 
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estabelecidas para tecidos de ovários e músculo. Nos ovários foram identificados três 

genes com FC > 1 (mot1, nusap e rnf17) e dois genes com FC< -1 (ccpg1 e sbno2), 

enquanto que nos músculos dois genes mostraram FC > 1 (nusap e rnf17) e dois genes 

apresentaram FC < -1 (mdm2 e msh4) (Tabela 2). De fato, os genes nusap e mot1 

revelaram super-expressão nos ovários dos indivíduos 1B (Figuras 1 e S2). No entanto, 

o gene rnf17 não mostrou expressão diferencial entre os ovários de indivíduos 0B e 1B 

(Figura S4). Já os genes ccpg1 e sbno2 estão, de fato, sub-expressos nos ovários 1B 

(Figuras 2 e S5). 

A análise de expressão ao longo das CDSs nas amostras de músculo mostrou 

expressão diferencial apenas para o gene rnf17 (Figura S4). Assim, optou-se por não 

realizar a técnica de RT-qPCR neste tecido. 

 

Figura 3: Metáfase de A. paranae após hibridação in situ fluorescente (CARD-FISH) com 
sonda do gene nusap (vermelho). Barra = 10 µm. 
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Identificação dos genes codificadores de proteínas presentes no cromossomo B de A. 

paranae em cromossomos B de outras espécies de Astyanax 

A análise por qPCR permitiu inferir que os genes nusap, sbno2, msh4, rnf17, 

mot1 e ccpg1 estão presentes no cromossomo B de A. bockmanni, enquanto os genes 

nusap, sbno2, msh4, rnf17 e mdm2 estão presentes no cromossomo B de A. fasciatus. 

Esta análise também mostrou que as regiões truncadas dos genes presentes no 

cromossomo B de A. paranae também estão ausentes nos cromossomos B de A. 

bockmanni e A. fasciatus (Figuras S6, 7), com exceção do gene ccpg1 que possui uma 

região presente no cromossomo B de A. bockmanni que, contudo, não foi identificada 

no cromossomo B de A. paranae (Figuras S6).  

A comparação da quantidade de cópias dos genes presentes nos cromossomos 

B das três espécies analisadas revelou que os genes nusap, sbno2, mdm2, mot1 e ccpg1 

possuem maior número de cópias no cromossomo B de A. paranae, enquanto que os 

genes msh4 e rnf17 possuem maior número de cópias no cromossomo B de A. fasciatus. 

Todos os genes analisados mostraram menor número de cópias no cromossomo B de A. 

bockmanni, com exceção do gene nusap (Figura 4). 

 

 
Figura 4: Comparação entre o número de cópias dos genes alocados nos cromossomos B de três 
espécies de Astyanax. Notar que os genes mot1 e ccpg1 não estão presentes no cromossomo B 
de A. fasciatus e o gene mdm2 não está presente no cromossomo B de A. bockmanni. 
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Discussão 
 

Estudos recentes demonstraram a ocorrência de genes ativos codificadores de 

proteínas nos cromossomos B de diferentes espécies (revisão em Valente et al. 2016; 

Clark et al. 2016; Makunin et al. 2016; Navarro-Domínguez et al. 2017). A expressão 

diferencial de genes presentes no cromossomo B poderia indicar que este cromossomo 

exerceria influencia no aumento dos níveis de expressão dos genes existentes nos 

cromossomos do complemento normal, estabelecendo, então, uma relação com o 

genoma A da espécie (Huang et al. 2017). No presente trabalho, a super-expressão dos 

genes completos identificados no cromossomo B nos indivíduos 1B (mot1 e nusap) 

pode indicar que as cópias presentes neste cromossomo são recrutadas para uma 

expressão adicional destes genes no indivíduo. No entanto, não foi possível caracterizar 

a expressão de sequencias exclusivas do cromossomo B. Além disso, fragmentos de 

genes presentes em um cromossomo B podem interferir na expressão das cópias 

canônicas destes genes presentes nos cromossomos do complemento A (Banaei-

Moghaddam et al. 2013). Neste sentido, nós identificamos que dois genes truncados 

presentes no cromossomo B de A. paranae apresentaram expressão reduzida nos ovários 

1B (ccpg1 e sbno2). 

Entre os genes identificados no cromossomo B de A. paranae, o gene nusap se 

destaca por estar super-expresso nos ovários dos indivíduos 1B (Figura 1). Este gene 

codifica uma proteína associada aos microtúbulos durante a divisão mitótica, podendo 

causar divisões deficientes em caso de super ou sub-expressão (Raemaekers et al. 2003). 

Assim, considerando-se que os cromossomos B são elementos genômicos adicionais, 

sugere-se que a presença destes elementos implicaria em um aumento da maquinaria 

relacionada ao processo de divisão celular, possibilitando a inclusão de mais 

microtúbulos para atuarem no posicionamento dos cromossomos. Desta forma, a 
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super-expressão do gene nusap nas gônadas de indivíduos portadores de cromossomos 

B poderia indicar uma adaptação destes genomas à presença deste cromossomo, seja 

com relação aos maiores níveis de expressão das cópias presentes no genoma A ou até 

mesmo das cópias presentes no próprio cromossomo B.  

O gene ccpg1 também chama a atenção por estar presente no cromossomo B, 

ainda que de forma incompleta, e por apresentar-se sub-expresso nos ovários 1B (Figura 

2). Foi verificado que este gene está envolvido com o controle do ciclo e proliferação 

celular (Kostenko et al. 2006). Assim, a sub-expressão deste gene poderia estar ligada a 

um retardo no processo de divisão celular, o qual poderia ser causado pelo aumento do 

conteúdo de DNA nuclear resultante da presença dos cromossomos B adicionais 

(revisão em Bell & Burt 1990).  

Outro gene interessante presente no cromossomo B é o mot1, que está 

super-expresso nos ovários dos indivíduos 1B (Figura S2). Este gene está envolvido 

com a regulação da transcrição (Muldrow et al. 1999). Desta forma, este gene poderia 

estar ativo diferencialmente nos indivíduos com o cromossomo B devido à necessidade 

de expressão diferencial de genes em favor da manutenção destes cromossomos. 

O gene sbno2 também mostrou uma sub-expressão nos ovários dos indivíduos 

1B (Figura S5). Este gene pertence à família de co-repressores da helicase Strawberry 

notch e está envolvido em processos como homeostase óssea (Maruyama et al. 2013) e 

da cascata anti-inflamatória, podendo ter ambas as funções de co-ativador e co-repressor 

(Kasmi et al. 2007). Assim, acreditamos que a sub-expressão deste gene nos ovários dos 

indivíduos 1B poderia permitir a maior expressão dos demais genes necessários para a 

manutenção do cromossomo B. 

Outros dois genes presentes no cromossomo B (mdm2 e rnf17) não mostraram 

expressão diferencial nos tecidos analisados. No entanto, isto não significa que estes 
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genes não possam ser atuantes e favorecerem o cromossomo B em outras etapas do 

desenvolvimento, e. g. durante o desenvolvimento embrionário, quando ocorre uma alta 

proliferação celular e o cromossomo B se mostraria uma carga adicional para as células 

do organismo.  

De forma geral, os cromossomos B de diversos organismos possuem 

características semelhantes que permitem classificá-los dentro das suas particularidades 

de elementos extras do genoma (Camacho et al. 2000). No entanto, estes elementos 

possuem composições gênicas muito distintas nos diferentes grupos devido ao seu modo 

de origem independente em grupos distantes ou até mesmo entre espécies de um mesmo 

gênero (Pansonato-Alves et al. 2014). Neste sentido e até de modo surpreendente, um 

dos genes identificado no cromossomo B de A. paranae, mdm2, também está presente 

no cromossomo B do gafanhoto Locusta migratoria (Ruiz-Ruano, comunicação 

pessoal). Além disto, genes envolvidos com funções semelhantes como divisão celular, 

foram identificados em cromossomos B de diferentes espécies (Valente et al. 2014;  

Navarro-Domínguez et al. 2017). Este fato poderia indicar que, provavelmente, os 

cromossomos B podem portar e alterar a expressão de genes com funções específicas 

para sua própria manutenção, independentemente do grupo biológico ao qual estejam 

inseridos. Tal fato parece indicar que, apesar de estarem em indivíduos de grupos muito 

distantes, estes elementos ativam maquinaria celular semelhante para seu próprio 

benefício.  

A origem dos cromossomos B dentro do gênero Astyanax vem sendo discutida 

intensamente nos últimos anos. Dados de sequenciamento genômico e de mapeamento 

de sequências de DNA repetitivo indicam que alguns destes cromossomos podem ter 

tido origem comum, enquanto que outros tipos parecem ter surgido independentemente 

em diferentes espécies (Silva et al. 2016). Contudo, o uso de DNAs repetitivos como 
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marcadores não se apresenta como uma ferramenta segura neste tipo de estudo, uma vez 

que este tipo de sequência de DNA evolui rapidamente, com dinâmica própria, podendo 

estar constantemente sendo inserido ou deletado dos cromossomos B (Clark et al. 2016; 

Silva et al. 2017). 

Os resultados obtidos na presente análise demonstram que os cromossomos B 

de três espécies de Astyanax pertencentes ao clado 1 (Rossini et al. 2016) possuem pelo 

menos quatro genes codificadores de proteínas compartilhados. Tal fato leva à 

conclusão de que estes cromossomos possuem uma origem comum e que derivam de 

um cromossomo B ancestral, como proposto anteriormente por Moreira-Filho et al. 

(2004). Neste sentido, considera-se que seria pouco parcimonioso propor que os 

cromossomos B das três espécies teriam surgido em eventos independentes a partir de 

fragmentos com a mesma composição gênica ou que teriam sido colonizados pelos 

mesmos genes. Entretanto, a partir dos dados aqui obtidos não é possível elucidar se 

estes cromossomos B foram herdados de uma mesma espécie ancestral nas três espécies 

ou se foram adquiridos por eventos de hibridação com espécies próximas que portavam 

este cromossomo desde sua origem. 

O número de cópias das sequências identificadas nos cromossomos B das três 

espécies mostrou-se diferente (Figura 4), indicando que estes genes sofrem eventos de 

amplificação/erosão particulares em cada cromossomo B. Mostra ainda que cada 

cromossomo B segue seu próprio caminho evolutivo em cada espécie. Tais processos 

fazem parte do processo de evolução dos cromossomos B (Banaei-Moghaddam et al. 

2013).  

Diversos mecanismos podem provocar o aumento no número de cópias de um 

dado gene em um cromossomo (ver Clark et al. 2016). Dentre eles, a recombinação 

meiótica pode ser um mecanismo importante, de forma que as sequências localizadas na 
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região intermediária dos braços cromossomos experimentariam uma maior taxa de 

recombinação e, então, uma maior variação no número de cópias que as sequências 

próximas ao centrômero (Clark et al. 2016). Corroborando com esta afirmação, no 

presente trabalho verificou-se que o gene nusap mostrou um alto número de cópias no 

cromossomo B de A. paranae e foi localizado por FISH na região intermediária dos 

braços deste cromossomo (Figura 3). Tal fato parece confirmar que sua localização 

pode contribuir de fato para o aumento do número de cópias observado entre as 

espécies. 
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4.2   Capítulo 2 
 

Tendência evolutiva na composição de bases do DNA mitocondrial 

associada a fatores biológicos das classes de Cordados. 

 
 

Resumo 

As mitocôndrias são estruturas celulares que possuem o seu próprio DNA, a despeito do 

DNA nuclear da célula da célula que as contêm. Em muitos organismos a composição 

de bases do DNA destas organelas viola a segunda lei de paridade de Chargaff (PR2), 

que presume que uma fita simples de DNA deva ter proporções similares dos 

nucleotídeos complementares, ou seja, as quantidades A = T e G = C. A deaminação das 

bases A e C durante a fase de fita simples no processo de replicação molecular é tida 

como o principal mecanismo capaz de alterar a skew das bases AT e GC no DNA 

mitocondrial, que é calculado da seguinte forma: AT skew = (A-T)/(A+T) e GC skew = 

(G-C)/(G+C). Assim, em decorrência do processo de diferenciação estabelecido pelo 

fato das mitocôndrias violarem a lei de paridade PR2, padrões distintos de composição 

são observados entre os grupos de eucariotos. Embora estudos restritos tenham sido 

realizados dentro de grupos específicos, uma análise detalhada e comparativa da 

distribuição da composição das bases AT e GC no DNA mitocondrial entre as classes de 

animais ainda não foi realizada. Na presente investigação é realizada a análise 

comparativa da composição de bases do DNA mitocondrial descrita para componentes 

de 11 classes de animais através dos skews de AT e GC. A análise dos dados revelou 

tendência para a existência de um padrão evolutivo comum na composição de bases do 

DNA mitocondrial destas classes de organismos, sendo que as modificações ocorridas 

devem proporcionar ou estariam ligadas a vantagens adaptativas. O padrão evolutivo 
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identificado revela diferenciação específica em grupos de animais com características 

particulares quanto aos skews GC e AT. Assim, é proposto que as alterações na 

composição de bases do DNA mitocondrial ao longo do processo evolutivo poderiam 

ser resultado não só de mecanismos bioquímicos, mas também determinado por 

características biológicas particulares dos organismos, como modo de respiração, 

ocupação do meio terrestre ou aquático, de água doce ou salgada, entre outros.  

 

Letter 

As mitocôndrias são as estruturas celulares responsáveis pela respiração celular 

nos organismos eucariotos. Elas possuem seu próprio DNA, que difere do DNA nuclear 

da célula e dos cloroplastos em vegetais.  É aceito que estas estruturas evoluíram a partir 

de bactérias e foram incorporadas para a formação das células dos eucariotos 

envolvendo um ou dois eventos endosimbiontes (Margulis 1981; Martin 2005). O DNA 

mitocondrial é circular e formado, em geral, por 13 genes codificadores de proteínas, 22 

tRNAs e 2 rRNAs alocados em uma cadeia pesada (H) e uma leve (L).  A organização e 

composição destes genes difere entre os organismos, podendo ser observadas inversões 

e duplicações (Saccone et al. 2000).  

A partir do Sequenciamento de Nova Geração de DNA total de seres eucariotos 

é possível obter também sequencias do DNA mitocondrial, além das sequências do 

DNA nuclear. Desta forma, sequências completas do DNA mitocondrial têm sido 

obtidas para diversos organismos como resultado secundário de projetos de 

sequenciamento total do genoma de uma dada espécie. A montagem da sequência 

completa do DNA mitocondrial é facilitada pelo uso de softwares específicos, como no 

caso do programa MitoBim (Hahn et al. 2013). 
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A segunda lei de paridade de Chargaff (PR2) diz respeito à proporção de bases 

nucleotídicas em uma cadeia de DNA simples. Essa lei presume que: C=G e A=T 

(Rudner et al. 1968). Espera-se que esta lei seja mantida quando as taxas de mutação 

são similares para substituições de nucleotídeos complementares entre as duas cadeias 

(Sueoka 1995). Com relação ao DNA nuclear dos organismos eucariotos, eubactéria, 

archaeabacteria e na maioria dos casos de vírus, esta lei parece ser obedecida. No 

entanto, no DNA organelar ela é burlada (Mitchell & Bridge 2006). Em organismos 

mais simples como as archeobacterias, o DNA organelar mantém proporções iguais 

entre as bases, como previsto pela 2ª lei de paridade de Chargaff (ver Frank & Lobry 

1999). Porém, em outros organismos, a proporção de bases tende a se diferenciar 

através de mecanismos ainda discutidos (revisão em Saccone et al. 2000). 

Os estudos acerca dos desvios na composição de bases do DNA mitocondrial 

têm se limitado principalmente à observação dos animais superiores como um todo e 

relacionam somente fatores moleculares às alterações de conteúdo do DNA 

mitocondrial.  No presente trabalho pretendeu-se investigar as proporções de bases do 

DNA mitocondrial dos animais superiores através dos AT e GC skews, observando as 

modificações ocorridas neste segmento genômico em relação às peculiaridades de cada 

grupo separadamente, uma vez que animais com características muito distintas são 

encontrados entre os grupos mais complexos.  

Para isto, foram utilizadas sequências de DNA mitocondrial completas 

prospectadas na base de dados GenBank do NCBI. Para realizar as comparações do 

DNA mitocondrial entre as classes de cordados, foi utilizada uma sequencia 

representativa para cada gênero disponível. Algumas classes foram agrupadas por 

subfilo devido ao baixo número de representantes disponíveis. Foi então calculado o 

conteúdo nucleotídico (A, T, G, C, N) nas sequências através de um script em Python 
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(https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/count_acgtn.py) e excluídas 

as sequências incompletas e que possuíam bases indeterminadas (N), a fim de se poder 

calcular as proporções exatas de nucleotídeos. Finalmente, foram calculados os skews 

de AT e GC para cada gênero dos grupos de animais através das fórmulas propostas por 

(Perna & Kocher 1995): AT skew = (A-T)/(A+T) e GC skew = (G-C)/(G+C), onde A, T, 

G e C representam a ocorrência das quatro bases. Com base nos skews de AT e GC 

foram então calculadas as diferenças entre as classes com maior número de 

representantes (Amphibia, Aves, Chondricthyes, Mammalia, Osteichthyes, Reptilia) 

através da Análise de Variância de dupla classificação para medidas repetidas 

(Two-way repeated measures ANOVA), com pós-teste de Bonferroni. 

De modo geral, os cordados apresentaram AT skew positivo e GC skew negativo 

(Figura 1). No entanto, algumas exceções foram observadas em Chondrichthyes, 

Osteichthyes, Dipnoi, Amphibia e Mammalia, nos quais alguns gêneros apresentaram AT 

e GC skew negativo (Figura 1). Este último padrão também foi observado nos grupos 

ancestrais Cephalocordata e Myxini (Figura 1).  Além disso, raras exceções foram 

observadas em Osteichthyes com AT skew negativo e GC skews positivo (Figura 1), 

sendo estas exceções causadas provavelmente por alterações do DNA mitocondrial já 

descritas (Fonseca et al. 2014). Padrões semelhantes a estas exceções também foram 

observado nos grupos ancestrais Urochordata e Cephalocordata (Figura 1).  

Em conjunto, os dados obtidos para todos os grupos parecem seguir uma 

tendência que leva ao padrão observado nos grupos mais recentes (AT skew positivo e 

GC skew negativo) (Figura 2). Este padrão corresponde a um acúmulo de adenina e 

citosina no DNA mitocondrial frente às bases complementares timina e guanina, 

respectivamente. O acúmulo de A e C no DNA mitocondrial parece estar ligado ao 

processo de deaminação destas bases durante a fase de fita simples no processo de 
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replicação (Reyes et al. 1998). Além disso, de acordo com a hipótese de transcrição do 

uso de códons (THCU), o acúmulo de A no DNA mitocondrial favoreceria o processo 

de transcrição nestas organelas (Xia 1996). 

 

 

Figura 1:  Representação gráfica dos skews de AT e GC para grupos de Cordados. 
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Figura 2: Tendência para os skews de AT e GC em Cordados. R2=0,584. 
 

As hipóteses supracitadas ajudam a explicar o padrão geral de evolução do 

DNA mitocondrial em vertebrados. Entretanto, a comparação dos skews de AT e GC 

entre as classes de vertebrados revelou que alguns destes grupos possuem características 

semelhantes, enquanto outras classes possuem características únicas (Tabela S3), 

indicando que a evolução do DNA mitocondrial pode estar relacionada a características 

biológicas dos grupos. Nesta análise, Reptilia, Amphibia e Mammalia formam um 

grupo com características similares, enquanto Chondrichthyes, Osteichthyes e Aves 
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possuem características próprias. Assim, pode ser considerado que as modificações 

ocorridas na evolução do DNA mitocondrial destes grupos estariam associadas ao 

processo de saída dos animais do meio aquático para o meio terrestre, o qual está 

também relacionado à evolução do sistema respiratório.  

Neste sentido, o grupo formado por Reptilia, Amphibia e Mammalia teria como 

característica comum a ocupação do meio terrestre e o modo de respiração aéreo. 

Adicionalmente, podemos considerar que os Chondrichthyes possuem uma especialização 

do DNA mitocondrial relacionada à ocupação majoritária da água salgada, enquanto que 

Osteichthyes se diferenciam por ocupar o meio aquático de forma geral, tanto de água 

salgada quanto de água doce, enquanto o grupo das aves se diferenciaria pela ocupação do 

meio terrestre e respiração e metabolismo particulares devido ao voo.  

Os dados revelaram que o grupo das Aves possui a menor variância nos skews de 

AT e GC (Figura 2), provavelmente devido à sua menor diversidade e especialização quanto 

ao modo de vida. Neste sentido, em Chondrichthyes também foram observados skews com 

pouca variância, o que poderia estar relacionado à menor diversidade de ocupação de 

ambientes. Por outro lado, Amphibia e Osteichthyes possuem uma alta variância nos skews 

observados (Figuras 2), em consonância com a maior diversidade no modo de vida 

encontrado em Amphibia e com a ocupação de diferentes meios aquáticos em Osteichthyes.  

 

 
 
Figura 3: Comparação entre os skews de AT e GC entre os grupos de vertebrados. 
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Finalmente, consideramos que os mecanismos bioquímicos de evolução do 

DNA mitocondrial podem estar associados ao modo de vida dos organismos. Assim, 

estes mecanismos poderiam conduzir o DNA mitocondrial a uma especialização dentro 

de cada grupo de cordados, a qual resultaria em sistemas metabólicos mais eficientes, de 

acordo com características peculiares de cada grupo. Estes sistemas poderiam então 

levar ao estabelecimento de modificações relacionadas à economia de energia durante 

os processos de replicação do material genômico das mitocôndrias e dos processos 

respiratórios celulares desempenhados por estas organelas. Assim, sequências de DNA 

contendo maior quantidade de AT com ligações duplas de hidrogênio entre as bases 

formariam estruturas metabolicamente mais ágeis e econômicas nos processos 

energéticos das reações que as combinações GC, estabelecidas através de pontes triplas 

de ligações de hidrogênio.  

A evolução do DNA mitocondrial já havia sido estudada anteriormente em 

cordados (Nikolaou & Almirantis 2006), abordando a existência de desvios nas 

proporções de bases AT e GC existente na cadeia do DNA simples desta organela 

celular. Contudo, no presente estudo os dados são analisados pela primeira vez em 

associação com características biológicas particulares dos grupos de organismos 

cordados. Considera-se que seria de interesse investigar como as características 

biológicas influenciam na evolução do DNA mitocondrial em cada grupo em particular, 

tendo em vista as diferenças e a diversidade no modo de vida encontrado dentro de cada 

grupo. Neste sentido, seria interessante elucidar como as características biológicas se 

relacionam com os processos bioquímicos, bem como são promovidas e se estabelecem 

as alterações da composição do material genômico das mitocôndrias. 
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5    Considerações Gerais 

 

O desenvolvimento deste trabalho forneceu um panorama da composição 

genética dos cromossomos B no gênero Astyanax, bem como dos efeitos da presença 

deste cromossomo em A. paranae e da sua relação com outros cromossomos B de duas 

espécies de Astyanax.  

Primeiramente, a descrição do satelitoma de A. paranae (Anexo 1) permitiu 

uma ampliação a respeito da biologia dos DNAs satélites de forma geral. O estudo 

realizado faz parte de uma série de estudos pioneiros envolvendo análise profunda de 

grande quantidade de dados para caracterização do conteúdo de DNAs satélites. Durante 

muitos anos, foram publicados diversos estudos citogenéticos envolvendo espécies do 

gênero Astyanax com base somente no mapeamento físico do DNA satélite As-51. 

Assim, a descrição de mais de 30 sequências de DNA satélite componentes do 

satelitoma de A. paranae (Anexo 1) fornece uma série de marcadores úteis para estudos 

futuros neste gênero. Além disso, a identificação de diversas sequências destes DNAs 

satélites nos cromossomos B de três espécies de Astyanax permitiu um melhor 

conhecimento a respeito da origem, evolução e distribuição destes elementos no genoma 

destas espécies. 

Em seguida, um estudo mais detalhado de sequenciamento do genoma de A. 

paranae permitiu a identificação de genes codificadores de proteínas no cromossomo B 

desta espécie e abriu uma linha importante de investigação a respeito destes elementos 

(Capítulo 1). Inicialmente, foi possível observar os efeitos da presença dos 

cromossomos B nos ovários de fêmeas 1B, indicando que este cromossomo influencia 

na expressão dos genes que carrega, provavelmente em seu próprio benefício, 

corroborando hipóteses formuladas em estudos anteriores. Verificou-se ainda, que 
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quatro dos genes presentes no cromossomo B de A. paranae são compartilhados com os 

cromossomos B de A. bockmanni e de A. fasciatus, sendo esta constatação importante 

para corroborar a hipótese de que estes cromossomos possuem uma origem comum. 

Além disso, após a obtenção do genoma mitocondrial completo de A. paranae 

(Anexo 2), foram observadas algumas incongruências com dados já publicados, de 

forma que decidiu-se revisar e analisar a estrutura e comportamento de todos os 

genomas mitocondriais disponíveis no banco de dados para peixes e, em seguida, para 

outras classes de cordados em relação ao conteúdo de bases que os compõe (Capítulo 

2). Esta análise permitiu a identificação de um padrão evolutivo comum de modificação 

do DNA mitocondrial entre estes animais e que, além disso, permitiu observar que 

alguns grupos se apresentam com características e padrões particulares de acúmulo das 

diferenciações. Assim, estes padrões foram relacionados de modo ainda não estudado a 

características biológicas destas classes de organismos. Neste sentido, considera-se que 

as hipóteses levantadas abrem perspectivas para trabalhos a respeito da evolução do 

DNA mitocondrial de modo geral, envolvendo não apenas as modificações ocorridas 

nas sequencias destes segmentos genômicos, mas também os possíveis mecanismos 

determinantes das diferenciações e suas relações com os aspectos biológicos 

particulares nestes grupos de animais. 

Finalmente, consideramos que as informações aqui apresentadas fornecem uma 

base para novos estudos a respeito da origem, estrutura e função dos cromossomos B 

em peixes, bem como hipóteses interessantes a respeito da evolução do conteúdo de 

bases do DNA mitocondrial em cordados. 
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7    Material suplementar – Capítulo 1 

7.1 Métodos 

7.1.1 Obtenção de cromossomos metafásicos mitóticos 

Para obtenção dos cromossomos metafásicos foi utilizada a técnica proposta 

por (Fausto et al. 1981), com adaptações. O procedimento utilizado consiste em: 

1) injetar, na região intra-abdominal, solução aquosa de colchicina (0,025%) na 

proporção de aproximadamente 1 ml / 100 g de peso do animal; 

2) deixar o peixe em aquário bem aerado, por um período de 40 minutos; 

3) sacrificar o animal, retirando o rim anterior. Transferir o material para uma placa de 

Petri, contendo 7 ml de solução hipotônica de KCl (0,075M); 

4) dissociar o material com o auxílio de pinças de dissecção, complementando esse 

processo com o auxílio de uma pipeta Pasteur, até obter uma solução aquosa 

homogênea; 

5) transferir a suspensão obtida para um tubo de centrífuga e deixar o tubo no interior de 

uma estufa a 37 °C por 20 minutos; 

 

7.1.2 Detecção da heterocromatina constitutiva (banda C) 

Para obtenção de bandas C foi utilizada a técnica descrita originalmente por 

(Sumner 1972). O procedimento consiste em:  

1) secar as lâminas recém pingadas ao ar por uma noite; 

2) hidrolisar as lâminas por 30 minutos em HCl 0,2N à temperatura ambiente e lavar em 

água destilada;  

3) passar por uma solução de Ba(OH)2 por cerca de 12 segundos e lavar em água 

destilada;  

4) lavar em HCl 1N a 60 °C e, em seguida, em água destilada;  
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5) incubar por 30 minutos em 2xSSC (pH = 6,8) a 60 °C;  

6) corar por 8 minutos com solução de Giemsa a 5% em tampão fosfato (pH = 6,7). 

7) lavar deixar secar ao ar. 

 

7.1.3 Confecção da sonda para FISH 

As sequências foram sintetizadas por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir 

do DNA total de Astyanax paranae usando os primers relacionados na Tabela S1. 

As reações foram realizadas com volume final de 25 µL, contendo 200 µM de cada 

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, digoxigenina-11-dUTP), 1,5 mM de MgCl2, 1 µL de 

Taq DNA tampão (20 mM Tris-HCl, pH 8,4 e 50 mM KCl), 0.5 U de Taq polymerase 

(Invitrogen), 0,1 µM de cada primer e 50 ng de DNA genômico, utilizando-se o 

seguinte programa: 

95 °C ---- 5 m  

95 °C ---- 1 m 

54 °C ---- 45 s            30 x 

72 °C ---- 1 m 

72 °C ---- 10 m 

12 °C ---- manutenção 

 

Os produtos gerados foram visualizados em gel de agarose 1%.  
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7.2 Figuras 

 
Figura S1: Cobertura para o transcrito do gene mdm2 no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B ao longo de toda a CDS 
(delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Da mesma forma, note a maior cobertura para 
este transcrito na biblioteca de RNA de ovário 1B. As regiões sombreadas em A marcam as 
regiões amplificadas por qPCR. A qPCR no gDNA (B) mostrou que o número de cópias do 
gene mdm2 aumenta com o número de cromossomos B, seguindo um padrão dose-dependente. 
Por outro lado, a qPCR no cDNA (C) mostrou que o gene mdm2 não está diferencialmente 
expresso entre as fêmeas 0B e 1B. RQ = Quantidade relativa. NREQ = Quantidade relativa de 
expressão normalizada. P = P-value para teste de correlação de Spearman (B) e teste T de 
Student (C). 
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Figura S2: Cobertura para o transcrito do gene mot1 no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B ao longo de toda a CDS 
(delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Da mesma forma, note a maior cobertura para 
este transcrito na biblioteca de RNA de ovário 1B. As regiões sombreadas em A marcam as 
regiões amplificadas por qPCR. A qPCR no gDNA (B) mostrou que o número de cópias do 
gene mot1 aumenta com o número de cromossomos B, seguindo um padrão dose-dependente. A 
qPCR no cDNA (C) confirmou que o gene mot1 está super-expresso no ovário das fêmeas 1B. 
RQ = Quantidade relativa. NREQ = Quantidade relativa de expressão normalizada. P = P-value 
para teste de correlação de Spearman (B) e teste de Mann-Whitney (C). 
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Figura S3: Cobertura para o transcrito do gene msh4 no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B ao longo de toda a CDS 
(delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Na biblioteca de RNA dos ovários a cobertura é 
maior para os indivíduos 1B apenas em uma região no final da CDS. A qPCR no gDNA (B) 
mostrou que o número de cópias do gene msh4 aumenta com o número de cromossomos B, 
seguindo um padrão dose-dependente. Não foi possível amplificar a região com expressão 
diferencial nos ovários por qPCR a partir do cDNA. RQ = Quantidade relativa. P = P-value para 
teste de correlação de Spearman (B). 
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Figura S4: Cobertura para o transcrito do gene rnf17 no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B na maior parte da CDS 
(delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Entretanto, as regiões sombreadas 1 e 4 possuem 
coberturas similares entre as bibliotecas 0B e 1B, indicando que este gene está truncado no 
cromossomo B. As três regiões sombreadas foram selecionadas para amplificação por qPCR, as 
regiões 1 e 4 que parecem não estar neste cromossomo e as regiões 2 e 3 que parecem estar 
presentes no cromossomo B. A qPCR na região 1 mostrou que o número de cópias independe 
do número de cromossomos B (B1).  Já para as regiões 2 e 3, a qPCR mostrou que o número de 
cópias para este gene nestas regiões aumenta com o número de cromossomos B em um padrão 
dose-dependente (B2 e B3). Por outro lado, a qPCR na região 4 mostrou que o número de 
cópias está correlacionado ao número de cromossomos B, porém, não como um padrão dose-
dependente, indicando que esta região não está presente no cromossomo B (B4). Da mesma 
forma, note a cobertura irregular para este transcrito na biblioteca de RNA de ovário 1B. No 
entanto, a qPCR no cDNA (C) não evidenciou expressão diferencial em nenhuma das regiões 
testadas. RQ = Quantidade relativa. NREQ = Quantidade relativa de expressão normalizada. P = 
P-value para teste de correlação de Spearman (B) e teste T de Student (C). 
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Figura S5: Cobertura para o transcrito do gene sbno2 no gDNA (0B e 1B) e RNA (0B e 1B) de 
ovários e músculo a partir das bibliotecas Illumina de indivíduos de A. paranae (A), e qPCR no 
gDNA (B) e cDNA (C). Note que a cobertura é maior na biblioteca 1B apenas em uma parte da 
CDS (delimitado pelas linhas pontilhadas verticais). Na maior parte a CDS, as bibliotecas 
apresentam cobertura semelhante, indicando que este gene possui um padrão de amplificação 
regional. As duas regiões sombreadas foram selecionadas para amplificação por qPCR, a região 
1 que parece estar presente no cromossomo B e a região 2 que parece não estar neste 
cromossomo. A qPCR na região 1 mostrou que o número de cópias para este gene nesta região 
aumenta com o número de cromossomos B em um padrão dose-dependente (B1). Já para a 
região 2 o número de cópias independe do número de cromossomos B (B2). Da mesma forma, 
note a menor cobertura para este transcrito na biblioteca de RNA de ovário 1B. A qPCR no 
cDNA (C) confirmou que o gene sbno2 está sub-expresso no ovário das fêmeas 1B. RQ = 
Quantidade relativa. NREQ = Quantidade relativa de expressão normalizada. P = P-value para 
teste de correlação de Spearman (B) e teste de Mann-Whitney (C). 
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Figura S6: Quantificação por qPCR dos genes presentes no cromossomo B de A. paranae em 
gDNA de A. bockmanni. RQ = Quantificação relativa. P = P-value para teste de correlação de 
Spearman. As letras “B” e “A (1 ou 2)” após os nomes dos genes indicam a quantificação nas 
regiões presentes ou ausentes no cromossomo B de A. paranae, respectivamente.  
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Figura S7: Quantificação por qPCR dos genes presentes no cromossomo B de A. paranae em 
gDNA de A. fasciatus. RQ = Quantificação relativa. P = P-value para teste de correlação de 
Spearman. As letras “B” e “A (1 ou 2)” após os nomes dos genes indicam a quantificação nas 
regiões presentes ou ausentes no cromossomo B de A. paranae, respectivamente.  
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7.3 Tabelas 
 
Tabela S1. Primers utilizados nos experimentos de qPCR em gDNA de espécies de Astyanax. 

Nome Sequencia Nome Sequencia 
cc_A1_F GAAAAGCGAGACATGGTGTTGT cc_A1_R TCTTTTGCTCTGAGATGCTGGT 

cc_A2_F GGTTGGCTGAGGATTGGACA cc_A2_R GGGAGTGTTGAACAGCTGCT 

cc_F GAACCGTGCTCTGAAGACCA cc_R GCGTTGGTTCTCAGACAGGA 

hprt_F GGCCAGGGAGATCATGAAGG hprt_R TGGAGCGGTCACTATTTCGG 

mdm2_F TTCTCAGTGGAGGAGGAAAGC mdm2_R TGCTGCGTGAGTCTGAAGAC 

mot1_F GCTGGATCTCTCATGAGGCC mot1_R AAGGAAGCCACGGTGTTTGA 

ms_F GGAATTCACAGACTGCATGGC ms_R AAGTGAACGGTCGCTCATCA 

nusap_F CTGCCAGTCGTGCCCCATT nusap_R TTTGTTGACTGAAAGGACAGCTG 

rnf_A1_F TGGAGTCCAAGCGCTTACAG rnf_A1_R CCTTTTGTGGCTTACGGCTC 

rnf_A2_F AGCACATTAAGACGCTCCCC rnf_A2_R CATGTCCGAGCCCATGACAG 

rnf_B_F CCTGGATACTGCTGTGTGGG rnf_B_R CTCAGGTCCTTAAGGCAGGC 

rnf_B2_F ACACGGTTAAGCTCCACATCA rnf_B2_R GAGGCAACACTCCAGCAGTA 

sbno_A_F CCACACACTGAAACAGCAGC sbno_A_R CCGAGCTGCTATCTGACTGG 

sbno_B_F AGAGACCAGCACTCTCTCCA sbno_B_R GATGGCCTCAAGCTGTAGGG 

 
 
 
 
Tabela S2. Primers utilizados nos experimentos de RT-qPCR em cDNA de A. paranae. 

Nome Sequencia Nome Sequencia 
cc_ex_F CAAGACGAGGGTGGTGATGG cc_ex_R CAGGATGCACTTGTTGAGCG 

hprt_ex_F CTCACGGACTCATCTTGGACAGGAC hprt_ex_R GCAGATCTGCAAAGAACTTGTAGCC 

md_ex_F GCAGCATATCGGATGTGGGT md_ex_R CTCGCTGTACGTGTCCGAAT 

mo_ex_F TCGGTCCTCCTTTACTGGGA mo_ex_R GAGGAACAAGCTTCCGACCA 

nusap_ex_F AAGATTCAGCCTAAGCCGCC nusap_ex_R CTGAAGGGGACACTGTGCTT 

rnf_ex_F TGATAACCAACTGAAGAGGGT rnf_ex_R TGCACACCTTTCCTCTCTCC 

rnf_exA1_F ACAGAGAGAGAAGGAGTGGTCT rnf_exA1_R GTAGAAGAGGTGTCCTGTCCT 

rnf_exA2_F CCACAGGCTGAGTGTGAGTT rnf_exA2_R CAAGCACACTCTTCCAGTTGT 

sbno_ex_F CAGAACAGCAAGCAAGTTGGTAT sbno_ex_R CTGCTCCTGTATGCGCTTCT 
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8    Material suplementar – Capítulo 2 

Tabela S3. Análise de Variância de Dupla Classificação para Medidas Repetidas para variáveis 
associadas ao conteúdo de bases do DNA mitocondrial em classes de Cordados. 

Comparisons for factor: Group 
Comparison Diff of Means t P P<0,050 
ost vs. cond 0,0286 11,12 <0,001 Yes 
ost vs. aves 0,0224 16,762 <0,001 Yes 
ost vs. amp 0,014 7,039 <0,001 Yes 
ost vs. mamma 0,0105 8,624 <0,001 Yes 
ost vs. rep 0,00627 2,979 0,044 Yes 
rep vs. cond 0,0223 6,998 <0,001 Yes 
rep vs. aves 0,0161 6,974 <0,001 Yes 
rep vs. amp 0,00772 2,813 0,074 No 
rep vs. mamma 0,00427 1,896 0,872 Do Not Test 
mamma vs. cond 0,0181 6,712 <0,001 Yes 
mamma vs. aves 0,0119 7,636 <0,001 Yes 
mamma vs. amp 0,00345 1,611 1 Do Not Test 
amp vs. cond 0,0146 4,695 <0,001 Yes 
amp vs. aves 0,00843 3,818 0,002 Yes 
aves vs. cond 0,0062 2,256 0,363 No 

Comparisons for factor: Group within GC 
Comparison Diff of Means t P P<0,05 
ost vs. aves 0,123 49,214 <0,001 Yes 
ost vs. rep 0,0959 24,299 <0,001 Yes 
ost vs. mamma 0,061 26,644 <0,001 Yes 
ost vs. cond 0,0478 9,905 <0,001 Yes 
ost vs. amp 0,0133 3,568 0,005 Yes 
amp vs. aves 0,11 26,6 <0,001 Yes 
amp vs. rep 0,0826 16,073 <0,001 Yes 
amp vs. mamma 0,0477 11,902 <0,001 Yes 
amp vs. cond 0,0345 5,905 <0,001 Yes 
cond vs. aves 0,0756 14,68 <0,001 Yes 
cond vs. rep 0,0481 8,042 <0,001 Yes 
cond vs. mamma 0,0133 2,626 0,13 No 
mamma vs. aves 0,0623 21,379 <0,001 Yes 
mamma vs. rep 0,0349 8,266 <0,001 Yes 
rep vs. aves 0,0275 6,33 <0,001 Yes 

Comparisons for factor: Group within AT 
Comparison Diff of Means t P P<0,05 
rep vs. amp 0,098 19,075 <0,001 Yes 
rep vs. cond 0,0928 15,512 <0,001 Yes 
rep vs. ost 0,0833 21,119 <0,001 Yes 
rep vs. mamma 0,0434 10,29 <0,001 Yes 
rep vs. aves 0,00483 1,113 1 No 
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aves vs. amp 0,0932 22,524 <0,001 Yes 
aves vs. cond 0,088 17,087 <0,001 Yes 
aves vs. ost 0,0785 31,323 <0,001 Yes 
aves vs. mamma 0,0386 13,229 <0,001 Yes 
mamma vs. amp 0,0546 13,622 <0,001 Yes 
mamma vs. cond 0,0494 9,79 <0,001 Yes 
mamma vs. ost 0,0399 17,439 <0,001 Yes 
ost vs. amp 0,0147 3,946 0,001 Yes 
ost vs. cond 0,00947 1,964 0,744 No 
cond vs. amp 0,00522 0,894 1 No 

ost = Osteichthyes; cond = Chondrichthyes; amp = Amphibia; mamma = Mammalia; rep = Reptilia. 
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9    Apêndices 
 
 A seguir, apresentamos nossos artigos publicados sobre cromossomos B do 

gênero Astyanax e a caracterização do DNA mitocondrial de A. paranae produzidos 

como parte desta tese. 

 

Silva, D.M.Z.A. et al., 2016. Origin of B chromosomes in the genus Astyanax (Characiformes, 
Characidae) and the limits of chromosome painting. Molecular Genetics and Genomics, 
291(3), pp.1407–1418. 

 

Silva, D.M.Z.A. et al., 2017. The complete mitochondrial genome sequence of Astyanax 
paranae (Teleostei: characiformes). Mitochondrial DNA Part B, 1(1), pp., 586–587. 

 

Silva, D.M.Z.A. et al., 2017. High-throughput analysis unveils a highly shared satellite DNA 
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