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Resumo

Foram analisados exemplares de peixes das espécies Characidium cf.
fasciatum, C. cf. zebra, C. cf. lagosantense, Characidium sp. e trés amostras de C.
cf. gomesi, representantes da subfamilia Characidinae e uma amostra de
Crenuchus spilurus, representante de Crenuchiinae, com o uso de técnicas
citogenéticas convencionais por coloragdo com Giemsa, localizagdo das RONs pela
impregnagao com Nitrato de prata, bandamento C e moleculares, de hibridagao in
situ fluorescente com sondas de DNAr 18S e 5S, sondas produzidas a partir do
cromossomo sexual W e uma sonda produzida a partir do genoma de C. cf. zebra,
com énfase nas sondas produzidas a partir do cromossomo sexual W. Todas as
espécies de Characidium apresentaram numero dipléide de 50 cromossomos, com
predominancia de cromossomos dos tipos meta e submetacéntricos, tendo sido
observada também a ocorréncia de cromossomos supranumerarios em uma amostra
de C. cf. gomesi e a presenca de um sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ-
ZW nas espécies Characidium cf. gomesi, Characidium cf. fasciatum, Characidium
sp. As espécies Characidium cf. zebra, Characidium cf. lagosantense e Crenuchus
spilurus nao apresentaram cromossomos sexuais diferenciados. A técnica de pintura
cromossOmica utilisando sondas produzidas a partr de cromossomos
microdissecados e amplificagdo por DOP-PCR foi realizada para testar a homeologia
dos cromossomos sexuais Z e W encontrados em sete amostras de Characidium.
Foram produzidas sondas a partir do cromossomo W de Characidium cf. gomesi
(DCg) e de Characidium cf. fasciatum (DCf). As sondas mostraram sinais de
hibridagédo nos cromossomos Z e W em Characidium cf. gomesi, Characidium cf.
fasciatum, Characidium sp., evidenciando homeologias entre os cromossomos
sexuais existentes e uma possivel origem comum deste sistema de diferenciagao
sexual nestas espécies. Por outro lado, em Characidium cf. zebra, Characidium cf.
lagosantense e Crenuchus spilurus a hibridagcdo com as sondas DCg e DCf nao
revelou marcagdes nos cromossomos, apontando que a origem do cromossomo W
possivelmente tenha ocorriso apds a cladogenese dos ancestrais dos dois grupos de

espécies do género Characidium analisadas. Sete sequécias de DNA presentes no
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cromossomo W de C. cf. gomesi (CgW1, CgW2, CgW4, CgWe6, CgW9, CgW13 e
CgW34) foram isoladas e caracterizadas mas nao apresentaram similaridade com
sequéncias previamente conhecidas. Foi observado que na populagcédo de C. cf.
gomesi do corrego Alambari a sequéncia CgW4 estava presente apenas nos
cromossomos Z e W dos individuos estudados, enquanto nos individuos coletados
no Corrego Aguas da Magdalena, esta sequéncia estava presente tmabém nos
cromossomos supranumerarios. Os resultados mostraram que os cromossomos B
de C. cf. gomesi compartilham sequéncias com os cromossomos Z e W, sugerindo
uma origem intra-especifica e possivelmente relacionada ao processo de
diferenciacdo dos cromossomos sexuais nesta espécie. A amostra de Crenuchus
spilurus apresentou numero dipléde de 38 cromossomos (12m + 04sm + 02st + 20a),
com as RONSs identificadas no par nove pela prata e pela sonda de DNAr 18S
estando, contudo, localizadas em compartimentos cromossdmicos distintos do DNAr
5S, que foi observado em dois pares cromossOmicos. A analise da heterocromatina
constitutiva por bandamento C revelou regides heterocromaticas no brago curto do
par subtelocéntrico numero nove e nas regides pericentroméricas de varios
cromossomos acrocéntricos. Nao foi observado polimorfismo ligado ao sexo nos
exemplares desta espécie. Considera-se que os estudos realizados permitiram um
melhor entendimento sobre a estruturacdo do material genético dos cromossomos
autossdmicos, cromossomos sexuais e cromossomos B destas espécies,
fornecendo também subsidios para o melhor entendimento do processo de

diferenciagcao cromossOmica nas espécies estudadas.
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Abstract

We analyzed samples of fish species Characidium cf. fasciatum, C. cf. zebra,
C. cf. lagosantense, Characidium sp. and three strains of C. cf. gomesi,
representatives of the subfamily Characidiinae and a sample of Crenuchus spilurus,
representative Crenuchiinae, using conventional cytogenetic techniques for staining
with Giemsa, location of NORs by impregnation with silver nitrate, C-banding and
molecular cytogenetic techniques for fluorescence in situ hybridization with probes of
18S and 5S rDNA, probes produced from the sex chromosome W and a probe
generated from the genome of C. cf. zebra, with emphasis on probes produced from
the sex chromosome W. All species of Characidium showed a diploid number of 50
chromosomes, with the predominance of chromosomes of metacentric and
submetacentric types. The occurrence of supernumerary chromosomes was
observed in one sample of C. cf. gomesi and also the presence of a system of sex
chromosome ZZ-ZW was observed in Characidium cf. gomesi, Characidium cf.
fasciatum, Characidium sp. The species Characidium cf. zebra, Characidium cf.
lagosantense and Crenuchus spilurus showed no differentiated sex chromosomes.
The technique of chromosome painting using probes produced by microdissected
chromosomes amplified by DOP-PCR was performed to test the homeology of Z and
W sex chromosomes found in seven species of Characidium. Probes were produced
from the W chromosome of Characidium cf. gomesi (DCg) and Characidium cf.
fasciatum (DCf). The probes showed hybridization signals on chromosomes Z and W
in Characidium cf. gomesi, Characidium cf. fasciatum, Characidium sp., showing
homeology between sex chromosomes in the species and a possible common origin
of this sexual differentiation system in these species. Moreover, in Characidium cf.
zebra, Characidium cf. lagosantense and Crenuchus spilurus the hybridization with
probes DCg and DCf revealed no markings on chromosomes, pointing that the origin
of the W chromosome possibly occurred after the cladogenesis in the ancestors of
the two groups of the genus Characidium analyzed. Seven sequences of DNA
present in the chromosome W of C. cf. gomesi (CgW1, CgW2, CgW4, CgWwe, CgW9,
and CgW13 CgW34) were isolated and characterized but did not showed similarity to
previously known sequences. It was observed that the population of C. cf. gomesi

from Alambari stream the CgW4 sequence was present only in the Z and W
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chromosomes of the individuals studied, while in individuals collected in the waters of
Magdalena stream, this sequence was present in also in the supernumerary
chromosomes. The results showed that B chromosomes of C. cf. gomesi share
sequences with Z and W chromosomes, suggesting an intra-specific origin for B
chromosomes and that they are possibly related to the differentiation process of the
sex chromosomes in this species. The sample of Crenuchus spilurus analyzed
showed a dipléde number of 38 chromosomes (12m + 04sm + 02st + 20a), with the
NORs identified in the pair nine by silver staining and by location of the 18S rDNA
probe, being, however, located in different chromosomal compartments of rDNA 5S
sequences, which were observed in two chromosome pairs. The analysis of
constitutive heterochromatin by C-banding revealed heterochromatic regions on the
short arm of the subtelocentric pair number nine and in the pericentromeric regions of
various acrocentric chromosomes. No sex-linked chromosomal polymorphism was
observed in specimens of this species. It is considered that the present studies have
allowed a better understanding of the structure and caracteristics of the genetic
material of autosomal chromosomes, sex chromosomes and B chromosomes of
these species, also providing subsidies to the better understanding of the process of

chromosome differentiation in the species studied.
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1 - Introducéo

1.1 - Aspectos sistematicos e taxondmicos dos peixes

Os peixes constituem mais da metade do numero total de espécies de
vertebrados existentes (Pough et al., 2003) e segundo Nelson (2006), ha
aproximadamente 54.711 espécies de vertebrados, das quais cerca de 27.977 sao
espécies validas e ja identificadas de peixes. Deste total, cerca de 26.761 espécies
sao espécies de Actinopterygii (peixes com nadadeiras raiadas), 1.100 sao
Chondrichthyes  (tubarbes, raias e quimeras), 108 s&o Myxinoidea e
Petromyzontoidea (feiticeiras e lampréias) e oito sdo Sarcopterygii. As demais
26.734 espécies de vertebrados estao incluidas no grupo dos tetrapodas (Nelson,
2006).

A ictiofauna de agua doce Neotropical € a mais rica de todo o planeta
(Schaefer, 1998). De acordo com Reis et al. (2003), das 13.000 espécies de peixes
de agua doce estimadas existirem, aproximadamente 6.000 espécies encontram-se
na regiao Neotropical, das quais 4.475 s&do consideradas validas e cerca de 1.550
sdo conhecidas, porém ainda nao descritas formalmente. A fauna de peixes de
aguas continentais do Brasil apresenta-se como a mais rica do mundo, com cerca de
2.587 espécies ja descritas e existindo ainda muitas desconhecidas (Buckup et al.,
2007). Neste universo de espécies de peixes de agua doce destacam-se os
representantes da superordem Ostariophysi, que representam 71% da ictiofauna de
agua doce Neotropical (Fink; Fink, 1981; Reis et al., 2003).

Entre os Ostariophysi, os Characiformes sédo peixes exclusivamente de agua
doce e encontram-se distribuidos nas Américas e na Africa, atingindo maior
diversidade nas principais drenagens Neotropicais (Buckup, 1998). Esta ordem
compreende 1.460 espécies divididas em 14 familias, sendo quatro africanas e as
demais na regiao Neotropical (Reis et al., 2003). Os Characiformes apresentam uma
grande variacdo na forma corporal, estrutura da mandibula, denticdo e anatomia
interna (Vari, 1998). Além disso, nessa ordem sao encontradas desde espécies

predadoras, que alcangam cerca de 100 cm de comprimento total até espécies cujas
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formas adultas nao ultrapassam 15 mm de comprimento total, as chamadas

espécies miniaturas (Weitzman; Vari, 1988).

A familia Crenuchidae compreende 12 géneros (Ammocryptocharax,
Characidium, Crenuchus, Elachocharax, Geryichthys, Klausewitzia,
Leptocharacidium, Melanocharacidium, Microcharacidium, Odontocharacidium,
Poecilocharax e Skiotocharax) e possui 71 espécies validas (Buckup, 1998). Desde
a descrigdo das primeiras espécies de Characidiinae, a posi¢ao filogenética deste
grupo tem se apresentado confusa, sendo ora considerado como membro de
Hemiodontidae, ora como subfamilia de Characidae e ora como familia
independente. No entanto, estudos recentes utilizando a metodologia cladistica
sugerem que Characidiinae compde, juntamente com Crenuchinae, a familia
Crenuchidae (Buckup, 1998). A monofilia de Crenuchidae foi proposta por Buckup
(1993b, 1998) e o autor também propde que o género Characidium seja

monofilético.

O género Characidium é o mais diversificado e especioso dos géneros
pertencentes a Crenuchidae, estando amplamente distribuido na regido Neotropical.
Espécies desse género ocorrem em rios e riachos desde o Panama até a Argentina,
apresentando atualmente cerca de 50 espécies validas (Buckup, 1999; Buckup;
Hahn, 2000; Reis et al., 2003).

1.2 - Cromossomos sexuais em peixes Neotropicais

Dentre os peixes Neotropicais, diferentes sistemas de cromossomos sexuais
ja foram descritos. Embora a maioria das espécies ndo apresente cromossomos
sexuais morfologicamente diferenciados, sistemas de cromossomos sexuais simples
e multiplos ja foram identificados em diferentes grupos de peixes (Devlin;
Nagahama, 2002), muitos deles encontrados entre os peixes Neotropicais e
correspondendo aos tipos XX/X0 (Alves et al., 2006), ZZ/ZW (Galetti; Foresti, 1986;
Moreira-Filho et al., 1993; Centofante et al., 2002; Vicari et al., 2008; Noleto et al.,
2009; Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a; Machado et al., 2011; Mariotto et al.,
2011), XX/XY (Cioffi et al., 2011; Mariotto et al., 2011), X1X1X2X2/X1X2Y (Almeida-
Toledo et al., 1984; Bertollo et al., 1997; Almeida-Toledo et al., 2000), XX/XY1Y2
(Centofante et al., 2006), ZZ/ZW1W2, Z1Z1Z2Z2/Z1Z2\WN1\W2, (Parise-Maltempi et al.,
2007; Marreta et al., 2012).

10
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A heterogametia feminina, principalmente o sistema ZZ/ZW, tem sido o
mecanismo mais frequente, correspondendo a mais de 50% das ocorréncias de
cromossomos sexuais em peixes. Neste caso enquadram-se algumas espécies dos
géneros Leporinus, Parodon, Thorococarax, Potamorhina, Semaprochilodus,
Cheirodon, Odontostilbe,  Hypostomus, Microlepdogaster, Loricariichthys,
Opsodoras, Eigenmannia, Gambusia (Centofante et al., 2002), Ancistrus (Mariotto et
al., 2011; de Oliveira et al., 2007), Apareiodon (Vicari et al., 2006; Rosa et al., 2006),
Leporinus (Galetti; Foresti, 1986; Galetti et al., 1995; Molina et al., 1998; Parise-
Maltempi et al., 2007; Marreta et al., 2012), Triportheus (Artoni et al., 2001; Artoni;
Bertollo, 2002; Diniz et al., 2007), além de algumas espécies do género Characidium
(Maistro et al., 1998; Centofante et al., 2001, 2003; Vicari et al., 2008; Noleto et al.,
2009; Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a; Machado et al., 2011)

Contudo, a ocorréncia de cromossomos sexuais heteromoérficos nédo é regra
geral entre os peixes. De fato, apenas cerca de 6% das espécies cariotipadas
apresentam essa caracteristica, correspondendo ao redor de 63 casos descritos em
peixes Neotropicais (Oliveira et al., 2009). Entre os sistemas simples, como ocorre
com o sistema ZZ/ZW, a heterocromatina esta associada a diferenciacao
morfolégica destes cromossomos, principalmente do cromossomo W (Galetti;
Foresti, 1986; Feldberg et al., 1987; Bertollo; Cavallaro, 1992; Moreira-Filho et al.,
1993; Andreata et al., 1993; Artoni et al., 2001; Artoni; Bertollo, 2002; Centofante et
al., 2002; Vicari et al., 2008, Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a; Marreta et al.,
2012). Entretanto, entre os sistemas multiplos, rearranjos estruturais estdo
associados com a diferenciacdo destes sistemas, principalmente translocacoes e
fusdes cromossémicas (Moreira-Filho et al., 1993; Bertollo et al.,, 1997; Bertollo;
Mestriner, 1998).

Por sua vez, é também interessante ressaltar que a coexisténcia de diferentes
sistemas de cromossomos sexuais néo € um atributo do grupo dos peixes como um
todo, mas pode ocorrer entre espécies de uma mesma familia assim como de um
mesmo género, evidenciando processos de evolugcao independentes para estes
sistemas (Moreira-Filho et al., 1993; Jesus; Moreira-Filho, 2000; Almeida-Toledo;
Foresti, 2001; Centofante et al., 2002).

11
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1.3 - O sistema cromossdmico ZZ/ZW

A ocorréncia do sistema ZZ/ZW ja foi caracterizada em varias espécies de
peixes pertencentes aos géneros Leporinus (Galetti ; Foresti, 1986; Galetti et al.,
1995; Molina et al., 1998; Parise-Maltempi et al.,, 2007; Marreta et al., 2012);
Microlepidogaster (Andreata et al.,, 1993), Parodon (Moreira-Filho et al., 1993;
Vicente et al., 2003; Centofante et al., 2002), Triportheus (Bertollo; Cavallaro, 1992;
Artoni et al., 2001; Artoni; Bertollo, 2002; Diniz et al., 2007), Characidium (Maistro et
al.,, 1998; Centofante et al., 2001, 2003; Pansonato-Alves et al., 2010),
Semaprochilodus taeniurus (Feldberg et al., 1987), Eigenmannia virescens (Almeida-
Toledo et al, 2002; Henning et al, 2008b), Loricariichthys platymetopon
(Scavone;Julio Jr., 1995), Hypostomus sp. (Artoni et al., 1998), Ancistrus (de Oliveira
et al., 2007; Mariotto et al., 2011), Apareiodon (Vicari et al., 2006; Rosa et al., 2006).

Uma descricdo mais detalhada pode ser encontrada em Centofante et al. (2002).

Em varios casos como em Leporinus, Parodon, Semaprochilodus e
Microlepdogaster, o acumulo de heterocromatina constitutiva propiciou um
diferencial do cromossomo W ao longo do processo evolutivo, contribuido para a sua
diferenciacdo morfolégica em relagdo ao cromossomo Z. Em espécies do género
Leporinus, segmentos distintos de heterocromatina caracterizados por fluorocromos
base especificos, podem ser observados nos cromossomos sexuais (Molina et al.,
1998). Os dados obtidos a partir de diferentes metodologias de analise corroboram a
proposicao de que houve uma origem comum para o sistema de cromossomos

sexuais entre diferentes espécies do género (Galetti; Foresti, 1986).

1.4 - O sistema ZZ/ZW e as regides de heterocromatina em Characidium

O género Characidium comegou a ser citogeneticamente estudado por
Miyazawa; Galetti (1994) que caracterizaram os cromossomos das espécies C. cf.
zebra, C. lagosantense e C. pterostictum. Maistro et al., (1998), também analisando
espécies de Characidium, descreveram a existéncia do sistema sexual ZZ/ZW nos
exemplares estudados e, a partir de entdo, sistemas de cromossomos sexuais
ZZ/ZW foram descritos nas espécies C. gomesi (Centofante et al., 2001), C. cf.

alipioi (Centofante et al., 2003) e C. cf. gomesi (Vicari et al., 2008). Pansonato-Alves

12
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et al. (2010) descrevem mais cinco espécies portadoras de cromossomos sexuais,

relacionando C. schubarti, Characidium sp., C. oiticicai, C. lanei e C. lauroi.

Estes estudos demonstraram algumas caracteristicas inerentes ao género
Characidium, pois todas essas espécies compartiham o mesmo numero dipldide,
sendo mantido o valor de 2n=50 cromossomos. O cari6tipo se mantém conservado,
com uma macroestrutura cariotipica bastante similar entre as diferentes espécies,
além de um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW que é mais uma caracteristica
de algumas espécies do grupo, podendo ser encontradas ao lado de espécies
congenéricas com cariotipos homomorficos que nao apresentam cromossomos

sexuais.

O cromossomo Z também é conservado em todas as espécies estudadas,
correspondendo a um cromossomo metacéntrico de tamanho médio do caritipo e
evidenciando segmentos heterocromaticos presentes na regido centromérica e
pericentromeérica, enquanto o cromossomo W geralmente apresenta-se totalmente
heterocromatico. Torna-se evidente, portanto, que a heterocromatina encontra-se
claramente envolvida na diferenciagdo do sistema ZZ/ZW em Characidium,

particularmente devido a sua localizagao e distribuicdo no cromossomo W.

1.5 — Citogenética molecular e microdisseccdo do cromossomo W em

Characidium

O advento da tecnologia de genética molecular possibilitou um aumento
significativo do conhecimento sobre a estrutura e comportamento dos cromossomos
durante a mitose e a meiose, assim como a descricdo das alteracdes
cromossémicas nao identificadas através das anadlises cromossémicas

convencionais nos diferentes organismos.

A microdissecgao cromossémica é um meétodo confiavel para o isolamento
direto de DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida. O material
dissecado pode ser usado para diferentes aplicagdes, incluindo o estabelecimento
de sondas para FISH, construgao de bibliotecas cromossémicas banda-especificas e
o mapeamento fisico dos cromossomos para analise citogenética. Esta técnica foi

introduzida inicialmente em estudos de citogenética humana (Bates et al., 1986),
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com a construgcdo de uma biblioteca do cromossomo 2 usando-se muitos fragmentos
cromossémicos dissecados de metafases ndo coradas ou bandeadas.
Posteriormente, Ludecke et al., (1989) descreveram um procedimento de
microdissecgao no qual foi utilizada a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction)
para amplificar pequenas quantidades de DNA dos fragmentos cromossdmicos
dissecados. Esse método foi aperfeicoado por Senger et al. (1990) que dissecaram
com sucesso regides especificas de cromossomos bandeados com a técnica GTG.
E, finalmente, Meltzer et al. (1992) e Deng et al. (1992) desenvolveram a técnica de
micro-FISH, na qual a microdissecgao cromossOmica é seguida pela amplificagdo do
material dissecado via PCR, utilizando-se um primer degenerado (DOP -
Degenerated Oligonucleotide Primer). O produto do PCR é, entdo, utilizado como

sonda para FISH.

A técnica de microFISH permite a localizacdo cromossOmica de sequéncias
especificas, a deteccdo de anormalidades cromossdmicas e a “pintura” de
cromossomos inteiros (Trask, 1991). Em humanos, quando aliada as metodologias
de citogenética classica, esta técnica tem se constituido numa poderosa ferramenta
da genética clinica para a caracterizagdo de complexos rearranjos cromossémicos
(Meltzer et al., 1997; Wiltshire et al., 2001; Nuntakarn et al., 2002; Hu et al., 2004,
entre outros). No campo de estudos sobre evolugdo cromossdmica, a metodologia
de micro-FISH tem sido utilizada na identificagdo dos rearranjos cromossémicos
envolvidos no processo evolutivo de primatas (Taguchi et al., 2003; Nieves et al.,
2005; Neusser et al., 2005), cervideos (Li et al., 2005) e roedores (Fagundes et al.,
2000; Marchal et al., 2004), entre outros.

A pintura cromossdmica que representa uma metodologia amplamente
utilizada em estudos citogenéticos e evolutivos nos mamiferos, apresenta-se como
uma ferramenta bastante eficaz no estudo de homeologias cromossdmicas. A
associagao desta metodologia com a técnica de microdissec¢do cromossdémica vem
sendo aplicada com sucesso nos estudos com peixes, sendo que os trabalhos
existentes se concentram principalmente no conhecimento, comportamento e

identificagdo dos cromossomos supranumerarios € dos Cromossomos sexuais.

Em estudos com cromossomos sexuais de peixes Reed et al. (1995)

produziram uma sonda derivada do bragco menor do cromossomo Y de Salvelinus
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namaycush que hibridou nos cromossomos X e Y dessa espécie e no maior par de
cromossomos submetacéntricos de duas outras espécies de salmonideos, indicando
que esses pares de cromossomos seriam homeodlogos. Harvey et al. (2002) usaram
esta técnica para produzir sondas especificas dos homdlogos componentes do
maior par do complemento de Oreochromis niloticus e os resultados obtidos
forneceram evidéncias da existéncia de diferengas nas sequéncias génicas nos
cromossomos deste par, dando suporte a teoria de que estariam relacionados a
determinacao sexual e que estes cromossomos sexuais ainda estariam num grau
inicial de divergéncia. Stein et al. (2002) isolaram um locus de microssatélite do
cromossomo Y de Salvelinus namaycush ligado ao sexo, sendo que este locus foi
localizado préximo ao teldmero. Mais recentemente, em estudos realizados em
peixes Neotropicais, varios trabalhos utilizaram sondas confeccionadas a partir dos
cromossomos sexuais microdissectados de espécies pertencentes aos géneros
Eigenmannia (Henning et al., 2008a), Triportheus (Diniz et al., 2008), Characidium
(Machado et al.,, 2011), Apareiodon e Parodon (Schemberger et al., 2012) com
grande sucesso, realizando inferéncias sobre a origem dos cromossomos sexuais
nas espécies estudadas e contribuindo com informagdes interessantes sobre a

evolucao dos cromossomos sexuais ocorrida nestes grupos.

As variagdes cariotipicas observadas em diferentes espécies de Characidium
estdo relacionadas principalmente a eventos cromossémicos envolvendo a
distribuicdo de heterocromatina e parecem convergir, conforme evidenciado por
Pansonato-Alves et al. (2010), para a formacao de dois grupos de espécies neste
género. Um primeiro grupo apresenta heterocromatina restrita as regides
pericentroméricas e/ou teloméricas dos cromossomos e auséncia de sistema
cromossbmico de determinagdo sexual. E um segundo grupo, que além da
heterocromatina pericentromérica e telomérica observada nos representantes do
primeiro grupo, também possuem grandes blocos intersticiais e/ou terminais e um

sistema cromossémico de determinacgéo sexual do tipo ZZ-ZW.

Nesse ultimo grupo, a heterocromatinizagdo parcial ou até mesmo total
observada em um dos cromossomos do par sexual, o cromossomo W, é uma
caracteristica comum a todas as espécies que o possuem. No entanto, o padrao de
distribuicdo da heterocromatina neste cromossomo sexual, assim como em alguns

pares de autossomos, indica que possam ter ocorrido eventos de diferenciacéo
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cromossOmica posteriores ao surgimento desse sistema cromossOmico sexual
ancestral (Vicari et al., 2008; Noleto et al., 2009; Pansonato-Alves et al., 2010,
2011a, Machado et al., 2011).

A microdissec¢cao cromossbmica se apresenta como um meétodo direto de
analise da composigdo molecular dos cromossomos ligados ao sexo. E as informagdes
obtidas dessas analises sdo de grande interesse para o entendimento dos processos
de diferenciagdo destes cromossomos no genoma. Dessa forma, a utilizagédo da
metodologia de micro-FISH apresenta-se como uma ferramenta valiosa para a
obtencgao de dados visando a uma melhor compreensao da composicao e estrutura do
genoma e dos mecanismos envolvidos na origem e evolugdo deste tipo de

Cromossomos nas espécies do género e, de forma geral, nos peixes.

2 - Justificativa e objetivos

Conforme destacado anteriormente, as espécies do género Characidium
apresentam algumas peculiaridades, onde se destaca a presenca de um sistema de
cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, que as torna um interessante modelo para
estudos de evolugcdo cromossémica. Essa caracteristica tem despertado interesse
sobre a origem e evolugdo deste sistema de heteromorfismo cromossémico que

ocorre neste grupo de peixes.

Neste contexto, a obtencdo por microdissec¢ao de uma sonda proveniente do
cromossomo W de representantes do género Characidium, permite uma abordagem
mais refinada do processo de evolucao do sistema ZZ/ZW entre as espécies de
Characidium, assim como um melhor entendimento da constituicdo da
heterocromatina constitutiva presente no cromossomo W e seu possivel papel no
processo de diferenciacdo destes cromossomos sexuais. Assim, como objetivo geral
desse trabalho é proposto o estudo da estrutura, composi¢ao, origem e evolugéo do
cromossomo W de Characidium. Para alcangar tal objetivo foram desenvolvidos os

seguintes objetivos especificos:

a) obter informagdes sobre a estrutura, composi¢cdo, origem e evolugdo do
cromossomo W em diferentes espécies de Characidium por meio de micro-FISH e

pintura cromossOmica;
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b) obter informagdes sobre a estrutura, composicdo, origem e evolugdo do
cromossomo W em Characidium cf. gomesi, através da caracterizacdo de

sequéncias especificas para o cromossomo W,

c) obter informagdes sobre a estrutura, composigdo, origem e evolugdo do
cromossomo W em diferentes espécies de Characidium, através do mapeamento de
sequéncias cromossomo W especificas no complemento cromossdmico padrao de

Characidium cf. gomesi.

d) obter informagdes sobre a estrutura do cariotipo da espécie Crenuchus spilurus
através da caracterizagao cariotipica por coloracdo convencional com Giemsa,
localizagdo das RONs pela impregnagao por Nitrato de prata, e bandamento C, bem
como por métodos de citogenética molecular, realizando a hibridagdo in situ
fluorescente com sondas de DNAr 18S e 5S, sondas obtidas de cromossomos

sexuais e sequéncias teloméricas.
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3 - Material e Métodos

3.1 — Material

Foram coletadas amostras da espécie Characidium cf. gomesi provenientes
de um pequeno tributario do Rio Tieté (SP), rio Alambari (S 22° 56’ 08,00” W 48° 19’
15,00") e do riacho Aguas da Magdalena, tributario do rio Paranapanema,
localizados no municipio de Botucatu-SP (S 22° 59’ 26,28” W 48° 25" 37,68”); de
Characidium cf. fasciatum, coletadas em componentes da bacia hidrografica do Rio
das Velhas (Rio Sao Francisco), municipio de Curvelo/MG (S 19° 38 18,50” W 44°
07’ 17,60”); de C. cf. gomesi, coletadas no Corrego da Cachoeira, Bacia do Alto
Parana, municipio de Itumirim/GO (S 18° 34’ 50,80 W 52° 05 52,80”); de
Characidium sp., coletadas no Rio Formoso, Bacia do Alto Parana, municipio de
Chapadao do Céu/GO (S 18° 16’ 17,00” W 52° 50’ 34,40”); de C. cf. zebra, coletadas
no Ribeirdo Claro, Bacia do Rio Tieté, municipio de Rio Claro/SP (S 22° 22’ 42,99”
W 47° 32’ 04,08”); de C. cf. lagosantense, coletadas no cérrego Amendoim, Bacia do
Rio das Velhas, municipio de Curvelo/MG (S 18° 43'14,60” W 44° 20’ 47,30”) e de
Crenuchus spilurus, coletadas no igarapé Cajueirinho, Rio Caeté, Municipio de
Tracuateua/PA (S 01° 05 07,80” W 46° 51’ 44,30”). Apdés as coletas foram
preparadas suspensodes celulares para obtencdo e analise dos cromossomos
mitdticos nestas espécies. Todos os exemplares coletados foram inicialmente
fixados em formol 10%, conservados em alcool 70% e posteriormente depositados

na colecao do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes para futuras analises.
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Figura 1. Exemplares das espécies analisadas: a) Characidium cf. gomesi; b)
Characidium sp.; c) C. cf. gomesi; d) C. cf. zebra; e) C. cf. fasciatum; f) C. cf.

lagosantense; g) C. cf. gomesi e h) Crenuchus spilurus.

3.2 - Métodos

3.2.1 - Preparagdo de cromossomos mitéticos

A técnica utilizada para obtengao de figuras mitoticas foi a descrita por Foresti
et al. (1981), com adaptacdes pertinentes para a espécie estudada. O protocolo
utilizado pode ser descrito como segue: injetar, intraperitonealmente, uma solugao
de colchicina 0.016% (1ml/100g de peso do animal). Deixar a animal nadando
livremente por 40 minutos. E, entéo, sacrifica-lo, retirando a porgao anterior do rim,
colocando os tecidos retirados em placa de Petri contendo cerca de 6ml de solugao
hipotonica (KCI 0,075M).
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Dissociar o material na placa, procurando obter uma suspensdo homogénea
de células e, entdo, transferir o material da placa de Petri para um tubo de
centrifuga. Deixar o tubo no interior de uma estufa a 37°C por 20 minutos. Retirar a
suspensao celular da estufa e adicionar 7 gotas de fixador gelado (metanol e acido
acético na propor¢ao de 3:1, respectivamente). Agitar levemente a mistura e deixa-la
em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. Adicionar mais cerca de 6ml de
fixador e novamente agitar levemente a mistura. Centrifuga-la (1000 = 100rpm) por
10 minutos. Descartar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 6ml de
fixador e centrifugar por 7 minutos a 1000 + 100rpm. Repetir o item anterior por duas
vezes. Apos a ultima centrifugacao, pode-se gotejar a suspengao celular em Iaminas
limpas, para coloragdo com Giemsa a 5% e observagao ou retirar o sobrenadante,
ressuspender em 0,5-1ml de metanol e armazenar a -20°C para uso na

microdissecg¢ao.

3.2.2 - Localizagdo de heterocromatina constitutiva utilizando a técnica de
bandamento C

Para a obtencdo de bandas C foi utilizada a técnica descrita por Sumner
(1972), com algumas adaptagdes, seguindo o seguinte protocolo: tratar o material
preparado segundo a técnica descrita para obtengdo de cromossomos mitéticos com
HCl 0,2 N a temperatura ambiente durante 30 minutos. Lavar a lamina em agua
corrente e deixar secar ao ar. Mergulhar a lamina em solugdo aquosa de hidroxido
de bario (Ba(OH)2.8H20) 5%, recém preparada e filtrada, a 60° C, por
aproximadamente 15 segundos. Para interromper a agao da solugao de hidroxido de
Bario, submergir rapidamente a lamina em solugdo de HCI 1N e lava-la em agua
destilada. Colocar a lamina em solucdo salina 2xSSC a 60°C durante 30 minutos.
Apos este periodo, lavar a Lamina com a preparagdo em agua destilada e deixar
secar ao ar. Corar com solugédo de Giemsa diluida a 2% em tampao fosfato (pH=6.8)

durante 15 minutos.
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3.2.3 - Localizacdo das regides organizadoras de nucléolos, pela técnica de

impregnacao com nitrato de Prata (Ag-RONS)

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) foram localizadas utilizando a
técnica descrita por Howell ; Black (1980), com adaptagbes. Foram utilizadas as

seguintes solugdes:

Solucéo A: solugdo coloidal reveladora: dissolver 1,0 g de gelatina em 50,0
ml de agua destilada. Acrescenta-se 0,5 ml de acido formico (mantida em frasco

escuro e em geladeira. Pode-se utilizar gelatina comercial sem sabor e incolor).

Solucéo B: solugao de nitrato de Prata: 1,0 g de AgNOs dissolvida em 2,0 ml

de agua destilada( mantida em frasco escuro e a 4°C).

O protocolo empregado pode ser descrito como segue: hidrolisar o material
contido na lamina por 3 minutos em HCI 1N a temperatura de 60°C; lavar em agua
destilada e deixar secar ao ar. Pingar sobre uma lamina, preparada conforme a
técnica adotada para cromossomos mitoticos, 1 gota de solugdo A e adicionar sobre
a gota anterior 2 gotas de solugdo B. Misturar bem e cobrir com uma laminula.
Incuba- la sobre um suporte no interior do banho-maria a 60° C, por
aproximadamente 3 minutos. Apds a preparacdo assumir uma tonalidade
amarelada, lavar em agua destilada, possibilitando que a laminula seja retirada pela
prépria agua. Pode-se corar com Giemsa a 5% diluido em tampéao fosfato (pH 6.8)

durante 20 a 30 segundos. Lavar em agua corrente e deixar secar ao ar.

3.2.4 - PCR para o isolamento e marcacao dos genes DNAr 5S e 18S

Foram realizadas amplificacées dos genes DNAr 5S de Leporinus elongatus,
segundo Martins ; Galetti (1999 ) e 18S de Prochilodus argenteus, segundo
Hatanaka ; Galetti (2004), utilizando-se os seguintes primers, M13F (5
AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3’) e M13R (5
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3’). Para cada amostra a ser amplificada com os
primers 5S e 18S, foi preparada a seguinte reagcao (mix): 0,5ul de Primer F (10uM);
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0,5ul de Primer R (10uM); 3,0ul de dNTP (2mM) (dATP,dCTP e dGTP); 0,7ul de
dNTP (2mM) (dUTP); 0,6ul de Digoxigenina 11-dUTP (Roche) (1mM); 0,2ul de Taq
(5U/ul); 5ul de Tampéo (10X); 4ul de MgCl2 (50 mM); 1,0ul de DNA (cerca de 50ng
de DNA); 34,5ul de H20, em um volume total de 50ul. As amplificacbes foram

realizadas num termociclador PTC-200™ Peltier Thermal Cycler (MJResearch, InC.).

O programa utilizado para a amplificacdo dos genes para DNAr 5S e 18S
consistiu de uma etapa inicial de 5 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos de 1
minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C, e uma etapa final
de 7 minutos a 72°C. Para verificar a efetividade da reacdo e a amplificacdo dos
fragmentos dentro do tamanho esperado, os produtos da PCR foram aplicados em
gel de agarose a 1,0%, corados com Blue Green Loading Dye | (LCG Biotecnologia)

e visualizados em um transiluminador de UV.

3.2.5 - Microdissecc¢édo cromossbmica

Na aplicagado da técnica de microdissec¢ao de cromossomos, foi utilizado o
protocolo que pode ser descrito como segue: diluir uma aliquota da suspensao
celular final em metanol: acido acético na proporgéao 3:1, respectivamente, pingar a
suspensao em laminulas grandes, secar o material ao ar e cora-lo com solugao
Giemsa diluida a 5% em tampé&o fosfato (KH2PO4 0,06M e Na2HPO4 0,449M, pH 6.8)
durante 8-10 minutos. Lavar as laminulas com agua destilada e deixa-las secar ao

ar.

Depositar a laminula contendo a preparagdo celular na platina de um
microscépio invertido (Axiovert 100 — Zeiss) e proceder a microdissecgao dos
cromossomos com o auxilio de agulha de vidro ligada a um micromanipulador
mecanico (Eppendorf). Colocar os cromossomos microdissecados num tubo de
PCR.

3.2.6 - DOP-PCR
A amplificacdo do material microdissecado foi feita segundo o protocolo

descrito por Mduhimann-Diaz et al. (2001), com algumas adaptagdes, num
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termociclador PTC-100TM (MJ Research, InC.). Adicionar 5ul de agua ao material
coletado e aquecé-lo por 10 min a 95°C. Em seguida, acrescentar 20ul de reagao de
PCR, composto por tampao 2X = 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCI, 0,2% de Triton-X,
3mM MgClz; 500uM de cada dNTP; 2,5uM de primer DOP (degenerated
oligonucleotide primer) 5-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’; e 2U de Taq

polimerase.

O programa de PCR consistira de 10 ciclos de baixa estringéncia (94°C por
1,5 min, 37°C por 3 min e 72°C por 4 min), seguidos por 30 ciclos de alta
estringéncia (94°C por 1,5 min, 56°C por 1 min, e 72°C por 1,5 min). Os produtos
serdo checados em gel de agarose 1%. Em seguida, aliquotar 3ul do primeiro
produto de PCR e realizar uma nova reacao de amplificagdo num volume final de
50ul (tampéo Taq polimerase 1X = 2 mM MgClz2, 200 uM dNTP, 3ul DOP primer = 5'-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3 (10uM) e 2 unidades de Taqg polimerase), de
acordo com as seguintes condi¢des: 1 ciclo inicial de 90° por 5minutos depois 30
ciclos (90°C por 1,5 min, 56°C por 1,5 min e 72°C por 1,5 min) e um ciclo a 72°C por

7minutos. Checar o produto da PCR em gel de agarose 1%.

3.2.7 - Clonagem

As amostras de DNA foram isoladas do gel de agarose e posteriormente
ligadas ao plasmideo pGEM®-T (Promega) para a transformagdo de células
competentes de Escherichia coli DH5a (Gibco.Brl Life Technologies), segundo as
instru¢des do fabricante. O procedimento geral consta em adicionar 3ul do inserto de
interesse (fragmento de DNA) em um tubo de 0,5 ml, acrescentando-se 1ul de T4
DNA ligase, 5ul de tampéao de reagao 2x, 1ul do plasmideo pGEM-T (54 ng/ul).
Misturar cuidadosamente com uma micropipeta e incubar a reacdo a 4°C durante 12-

16 horas.

A seguir, descongelar as células competentes em gelo, aliquotar 50ul das
células competentes, que sao transferidas para um tubo de microcentrifuga de 1,5ml
e mantidas em gelo. Recolocar o restante das células competentes em freezer —70°
C. Adicionar 4ul do produto de ligagao (inserto-plasmideo) ao tubo contendo os 50yl

de células competentes, misturando cuidadosamente com uma micropipeta. Manter
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o tubo em gelo por 30 minutos. Aplicar um choque térmico de 20 segundos em
banho-maria a 37°C. Colocar o tubo imediatamente em gelo e manter por 2 minutos.
Adicionar ao tubo 950ul de meio liquido LB (peptona 1%, NaCl 0,17M, extrato de
levedura 0,5%) a temperatura ambiente e agitar a 225rpm por uma hora a 37°C.

Centrifugar por 10 segundos a 14000rpm e descartar parte do sobrenadante.

Espalhar 150ul do produto de transformacdo em placas de Petri estéreis
contendo meio solido LB (peptona 1%, NaCl 0,17M, extrato de levedura 0,5%, agar
1,5%, ph 7,5), contendo 2ul de ampicilina (50 mg/ml) por mililitro de meio LB, 50ul de
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoside) (50mg/ml) e 100ul de IPTG
(Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside) (100 mM). Incubar as placas com o meio
voltado para baixo por 16 a 18 horas a 37°C. As colbénias brancas serado transferidas
para tubos de 15 ml contendo 4 ml de meio LB liquido acrescido de ampicilina, com
ajuda de palitos ou ponteiras de micropipeta autoclavados. Os tubos com as
bactérias serdo, entdo, mantidos overnight (16-18h) sob agitacdo (300rpm) a 37°C.
Transferir 0,8ml do meio com as bactérias para tubos de microcentrifuga de 1,5ml
contendo aproximadamente 200ul de glicerol estéril. O material sera homogeneizado

e armazenado a —70°C.

3.2.8 - Identificag&o dos clones de interesse

Os clones de interesse foram identificados através de reagcdes de amplificacao
utilizando primers especificos para o plasmideo. A reagao foi feita num volume total de
50ul (50pmol de cada primer - M13F (5 AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3) e
M13R (5 CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3’), tampao de reacédo 1x (KCIl 50 mM,;
MgCl2 1,5mM; Tris-HCI 10 mM), 2mM de cada dNTP e 0,5U de Taq DNA polimerase
(Amersham Biosciences). Para tanto, deve-se encostar um palito estéril sobre a
colénia recombinante e mergulhar o palito no tubo de 0,5ml contendo as solugdes

para amplificacio.

As reacdes de amplificacdo serdo realizadas num termociclador PTC-100™
(MJ Research), de acordo com as seguintes condi¢gdes: um ciclo de 3 minutos a
95°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 50°C, 2 minutos a

72°C e um ciclo final de 5 minutos a 72°C. Para verificar a efetividade da reacao e a
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amplificagdo de fragmentos dentro do tamanho esperado, checar o produto de PCR

em gel de agarose 2%.

3.2.9 - Purificacao das amostras amplificadas

Apos checagem da amplificacédo, os produtos da PCR foram purificados com
o kit “ExoSap-ITO®" (USB Corporation) seguindo as recomendacdes do fabricante
com algumas alteragdes. Em um tubo para PCR (0,2 ml) foram colocados 5,0ul do
DNA amplificado juntamente com 2,0ul da solugao de ExoSap (0,13pl de ExoSap +
1,87ul de agua ultrapura). A mistura foi encubada em termociclador por 1 hora a 37
°C seguida de 15 minutos a 80°C.

3.2.10 - PCR de sequenciamento

Para realizacédo da PCR de sequenciamento foi utilizado o Kit “Big DyeTM
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems, Inc.). Foi
montada uma reagdo com 7ul de volume final contendo: 1,4ul de DNA (produto
amplificado e purificado), 0,35ul de primer (10uM), 0,7ul de solugdo Pré-Mix (kit
BigDye), 1,05ul de Tampéo 5X (kit BigDye) e 3,5ul de agua ultrapura autoclavada. A
reacao foi submetida ao processo de amplificagdo em um termociclador, seguindo
as seguintes condigbes de amplificagdo: 2 minutos de desnaturagao inicial a 96°C
seguidos 35 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 30 segundos, anelamento a 50°C
por 15 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos. Os conjuntos de primers
utilizados na PCR de sequenciamento sdo o conjunto de primers universais
M13F/M13R.

3.2.11 - Limpeza da PCR de sequenciamento

Apos a amplificagdo, os seguimentos de DNA a serem sequenciados foram
submetidos a um protocolo de limpeza, para a eliminacdo de excessos de
reagentes, seguindo o procedimento: adicionar 0,7yl de EDTA (125mM); 0,7ul de
Acetato de Sddio (3M). Homogeneizar e centrifugar brevemente; Adicionar 17,5ul de

etanol 100%; Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente; centrifugar por 15
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minutos a 13.000 rpm a 25°C; descartar o etanol e secar em papel toalha e adicionar
24,5yl de etanol 70% gelado. Centrifugar por 10 minutos a 13.000 rpm a 20°C,
descartar o etanol e secar em papel toalha. Adicionar novamente 24,5ul de etanol
70% gelado, centrifugar por 10 minutos a 13.000 rpm a 20°C, descartar o etanol e
secar em papel toalha. A seguir, secar em termociclador aberto por 2 minutos a
96°C sem tampa nos tubos e guardar a -20°C, os tubos ja secos e envoltos em

papel aluminio, até o momento do sequenciamento.

3.2.12 - Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3130 DNA

Analyzer (Perking-Elmer), seguindo o procedimento padréao.

3.2.13 - Andlise das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias foram editadas com auxilio do programa computacional Bio
Edit (Hall, 1999). Para identificagdo de possiveis homologias de genes, as
sequéncias nucleotidicas obtidas foram primeiramente submetidas a buscas online
BLASTn (Altschul et al., 1990), através do National Center for Biotechnology
Information  (NCBI) (USA), “website” (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/).

Posteriormente, as sequéncias serao depositadas no GenBank.

3.2.14 - Hibridag&o in situ

A técnica de hibridagao in situ fuorescente foi realizado de acordo com Pinkel

et al. (1986), com algumas adaptacgdes.

Marcacgédo da sonda por PCR utilizando Biotina 11 dUTP

Marcacgéo via PCR utilizando Digoxigenina 11 dUTP Reagentes

Concentragdes Quantidades

Tampéao da enzima 10X 5.0 ul
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DNA Variavel 10-100ng

dATP 2mM 1,0 ul
dCTP 2mM 1,0 ul
dGTP 2mM 1,0 ul
dTTP 2mM 0,7 pl
Digoxigenina 11dUTP 1Nmol/pl 0,6 pl
Primer DOP 10uM 5,0 pl
MgCl2 50mM 2,0 ul
dH20 variavel (completar 50 pl) --

Taq polimerase 5U/ ul 0,5 ul
Total 50 pl

Marcagéo da sonda por PCR utilizando utilizando Biotina 14 dUTP

Marcacgao via PCR utilizando Biotina 14 dUTP Reagentes

Concentragdes Quantidades
Tampao da enzima 10X 5.0 ul

DNA Variavel 10-100ng --

dATP 2mM 1,0 ul

dCTP 2mM 1,0 ul

dGTP 2mM 1,0 ul

dTTP 2mM 0,5 ul

Pazian, MF - Material e Métodos
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Biotina 14 dUTP 1Nmol/pl 0,5 ul
Primer DOP 10uM 5,0 ul
MgClz 50mM 2,0 pl

dH20 variavel (completar 50 pl) -

Taq polimerase 5U/ pl 0,5 ul

Total 50 pl

Foi utilizado o seguinte protocolo:
a) apos a amplificagdo, checar o produto de PCR em gel de agarose 1%;

b) precipitar o produto de PCR com 1/10 do volume da reagao com acetato de sédio

3M e duas vezes o volume total da reagdo com etanol PA gelado;
c) incubar a -20°C over night;

d) centrifugar a 14.000rpm por 10 minutos;

e) descartar o sobrenadante e lavar o pellet com 50l etanol 70%;
f) centrifugar a 14.000rpm por 5 minutos;

g) descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir 40ul de agua.

Tratamento das laminas contendo preparacdes cromossdmicas

Usar laminas recém-preparadas ou descongelar as laminas em temperatura

ambiente uma hora antes do uso e desenvolver a seguinte programacgao:

a) lavar as laminas em tampao PBS 1x durante 5 minutos em temperatura ambiente

(com agitacédo);

b) desidratar as laminas em séries alcoodlica 70, 85 e 100%, 5 minutos cada (com

agitacao);
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c) incubar as laminas em 100ul de RNase (0,4% RNase/2xSSC) a 37°C por 1h em

camara umida com agua milli-Q;
d) lavar 3 x por 5 minutos em 2xSSC (com agitagéo);
e) lavar durante 5 minutos em PBS 1x;

f) incubar as laminas por 10 minutos em solugéo de pepsina 0,005% (em 10mM HCI)
a 37°C;

g) lavar em PBS 1x durante 5 minutos a temperatura ambiente (com agitagéo);

h) Fixar em formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgCl2 durante 10 minutos a

temperatura ambiente;
i) lavar em PBS 1x por 5 minutos (com agitagéo);
j) desidratar as laminas em série alcodlicas (70, 85, 100%) por 5 minutos cada;

k) simultaneamente a desidratacdo em série alcodlica, desnaturar a solugdo de

hibridagdo a 100°C por um periodo de 10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo;

I) desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 5

minutos;

m) desidratar o material em série alcodlica 70, 85 e 100% durante 5 minutos cada.
Hibridacé&o

a) preparar a camara umida a 37°C;

b) montar cada lamina com 50ul de solugdo de hibridagéo, cobrir com laminula e
deixar overnight a 37°C;

Solucéo de Hibridacao:

- 200pl Formamida (50% de Formamida);

- 80ul Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%);
- 40ul de 20xSSC (conc final 2xSSC);
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- 72ul de H20 gsp. Acrescentada a sonda seca.

- Volume final 400l

Lavagens

a) lavar 2 vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC, pH 7.0, a 42°C, durante 10 minutos

cada (com agitacao);
b) lavar as laminas 3 vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 minutos cada (com agitag&o);
¢) incubar as laminas em tampao 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos;

d) lavar 2 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente

(com agitacéao).

Deteccéao e amplificacédo do sinal para sondas marcadas com Biotina

a) incubar as laminas com 100ul de FITC (1pl FITC/99ul NFDM) durante 30 minutos

em camara umida e escura, a 37°C;

b) lavar 3 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente

(com agitacédo);

c) incubar com 100ul de anti-avidina (1ul anti-aivdina/99ul de NFDM) durante 30

minutos em camara umida e escura, a 37°C;

d) lavar 3 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente

(com agitagéo)

e) incubar as laminas com 100ul de FITC (1pl FITC/99ul NFDM) durante 30minutos

em camara umida e escura, a 37°C;

f) lavar 3 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente

(com agitacédo);

g) desidratar em alcool 70, 85 e 100%, durante 5 minutos cada (secar).

Deteccéao de duas sondas (Double FISH)
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a) montar um mix contendo 98ul + 1ul de avidina FITC conjugada + 1ul de

antidigoxigenina rodamina conjugada;

b) incubar as laminas com 100ul cada do mix de anticorpos durante 1 hora em

camara umida e escura, a temperatura ambiente;

c) lavar 3 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura

ambiente(com agitacao);

d) desidratar em alcool 70, 85 e 100%, por 5 minutos cada (secar).

Deteccao do sinal para sondas marcadas com Digoxigenina

a) montar um mix contendo 99ul + 1ul de antidigoxigenina rodamina conjugada;

b) incubar as laminas com 100ul cada do mix de anticorpos durante 1 hora em

camara umida e escura, a temperatura ambiente;

c) lavar 3 vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura

ambiente(com agitagdo);

d) desidratar em alcool 70, 85 e 100%, por 5 minutos cada (secar).

Montagem das laminas com DAPI

a) misturar 400pl de antifading com 1pl de DAPI (0,2 mg/ml);
b) colocar 50ul da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.

c) ou 22ul de contra-corante com DAPI (VECTASHIELD Mounting Medium with

DAPI) e observar em microscopio de fluorescéncia.

3.2.15 — Extrac&do de gDNA

As extracdes de gDNA foram realizadas segundo o protocolo proposto por

Aljanabi; Martinez (1997), com modificagdes:
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a) em um cadinho, dissociar a amostra em 290ul de tampao de extragdo (30 mM
Tris-HCI, 10 mM EDTA, 1% SDS) e transferir a solugéo obtida para um tubo de PCR
de 1,5 ml.

b) adicionar 10ul de proteinase K (10 mg/ml) e deixar em banho-maria (65°C) de 2 a
3 horas, vertendo-os esporadicamente.

c) adicionar 100ul de solucdo de NaCI5M e misturar bem vertendo o tubo

vagarosamente.

d) centrifugar a 10.000rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

e) remover 300pl do sobrenadante e transferir para um novo tubo de 1,5ml.
f) adicionar 600ul de etanol 100% gelado.

g) deixar no ultrafreezer (-70°C) por 20 minutos.

h) centrifugar a 14.000rpm por 30 minutos a 4°C.

i) remover o sobrenadante.

j) secar bem (pode-se deixar em estufa a 37°C por até 30 minutos ou entdo

overnight em temperatura ambiente).

) adicionar 200ul de agua ultrapura autoclavada. Deixar a temperatura ambiente ou

na geladeira por pelo menos 24 horas para hidratagao.

m) aliquotar o DNA e guardar cerca de 150ul no freezer (-20°C), para solugao

estoque e o restante na geladeira (4°C), para a solugéo de trabalho.
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4 - Resultados e Discusséao

As informagdes obtidas dos estudos citogenéticos e moleculares efetuados
em espécies e populagdes de Characidium sao apresentados a seguir, na forma de

capitulos:

4.1 - Capitulo 1 - Pintura cromossémica dos cromossomos sexuais Z e W em

Characidium (Characiformes, Crenuchidae).

4.2 - Capitulo 2 - Caracterizacdo de sequéncias presentes no cromossomo W

de Characidium cf. gomesi (Characiformes, Crenuchidae).

4.3 - Capitulo 3 - Analise gendbmica comparativa por meio da técnica de Gish

entre espécies de Characidium (Characiformes; Crenuchidae).

4.4 - Capitulo 4 - Caracterizacao citogenética de Crenuchus spilurus Gunther,

1863 (Characiformes, Crenuchidae).

As referéncias citadas nos capitulos encontram- se relacionadas no final da tese.
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4.1 - Capitulo 1

Pintura cromossdmica dos cromossomos sexuais Ze W em

Characidium (Characiformes, Crenuchidae)
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Resumo

Algumas espécies do género Characidium apresentam cromossomos sexuais
heteromérficos ZZ/ZW, sendo o cromossomo W totalmente heterocromatico. A
microdissecgdo cromossémica, associada a pintura cromossémica, tornou-se
ferramenta importante para estudos citogenéticos em peixes Neotropicais. Em
Characidium cf. fasciatum, o cromossomo Z contém um bloco de heterocromatina
pericentromérica, ao passo que o cromossomo W é totalmente heterocromatico.
Uma sonda foi produzida a partir do cromossomo W com o uso de microdissecgao e
amplificagdo por DOP-PCR, a hibridacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada
utilizando a sonda nos cromossomos W de exemplares da espécie. Foram
identificados sinais de hibridagcao na regiao pericentromérica do cromossomo Z, bem
como o cromossomo W foi totalmente marcado. Ao aplicar o mesmo teste em
preparagdes cromossémicas de C. cf. gomesi e Characidium sp., um padrao
semelhante ao C. cf. fasciatum foi encontrado, enquanto que as espécies C. cf.
zebra, C. cf. lagosantense e Crenuchus spilurus ndo apresentaram sinais de
hibridagcdo. Considera-se que alteragdes estruturais nos cromossomos de um
sistema sexual ancestral no grupo que inclui a espécie C. cf. gomesi, C. cf. fasciatum
e Characidium sp., podem ter contribuido para o processo de especiagao e poderia
representar um mecanismo causal da diversificagdo cromossémica neste grupo. O
processo de heterocromatinizacdo possivelmente comecou em cromossomos
homdlogos homomorficos em uma forma ancestral e poderia ter dado origem aos
atuais padrdoes de diferenciacdo encontrados nas espécies deste grupo com

cromossomos sexuais heteromorficos.
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Introducéao

Crenuchidae é uma familia de pequenos peixes de agua doce composto por
duas subfamilias: Characidiinae e Crenuchinae (Buckup, 1998). O género
Characidium é o mais diversificadoa da familia Crenuchidae. Amplamente distribuido
na regido Neotropical (Buckup, 2003), Characidium é considerado o grupo mais
especioso da subfamilia Characidiinae, composta por cerca de 52 espécies
reconhecidas (Buckup, 1999; Buckup; Hahn, 2000).

Os peixes teleésteos sdo um bom modelo para estudo de processos
evolutivos de diferenciacdo dos cromossomos sexuais porque Seus Cromossomos
sexuais diferem em sua origem e nivel de modificacbes (Takehana et al., 2012).
Estudos citogenéticos envolvendo representantes do género Characidium foram
iniciados por Miyazawa e Galetti (1994), que caracterizaram os cariétipos de
espécies da C. cf. zebra, C. lagosantense e C. pterostictum. Ao analisar a espécie
Characidium cf. fasciatum, Maistro et al. (1998) descreveram a ocorréncia de
sistema de cromossomos sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW. Depois, este
sistema foi também descrito em outras espécies do génereo, como em C. gomesi
(Centofante et al., 2001), C. cf. alipioi (Centofante et al., 2003) e C. cf. gomesi (Vicari
et al., 2008). A presengca de cromossomos sexuais também foi descrita por
Pansonato-Alves et al. (2010) em C. schubarti, Characidium sp., C. pterostictum, C.

oiticicai, C. lanei e C. lauroi.

Os estudos citogenéticos em Characidium estdo atualmente restritos a 10
espécies (Miyazawa; Galetti, 1994; Maistro et al., 1998, 2004; Centofante et al.,
2001, 2003;. Vicari et al., 2008; Noleto et al., 2009; Pansonato-Alves et al., 2010,
2011a). Considerando-se o fato de que existem 52 espécies neste género, tais
estudos podem ser considerados escassos. As espécies analisadas apresentam
conservada macroestruturas do cariotipo com um numero dipléide constante de 50
cromossomos, predominantemente dos tipos metacéntricos e submetacéntricos
(Maistro et al., 1998, 2004; Centofante et al., 2001, 2003; Vicari et al., 2008; Noleto
et al., 2009; Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a; Machado et al., 2011).

Os cromossomos sexuais ZZ/ZW foram observados na maioria das espécies
analisadas até o momento, exceto C. cf. zebra e C. cf. lagosantense. As amostras

analisadas de Characidium apresentaram possiveis cromossomos sexuais
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homeologous em algumas espécies. Este grupo mostrou ser um modelo importante
para o estudo da evolugdo de cromossomos sexuais, devido a presenga ou auséncia
de cromossomos sexuais em espécies filogeneticamente relacionadas (Machado et
al., 2011).

A Micro-FISH (Microdissecgdo, DOP-PCR e hibridizagdo in situ) tem sido
utilizada com sucesso em vertebrados, principalmente para identificar os rearranjos
cromossémicos envolvidos no processo evolutivo de primatas (Taguchi et al., 2003;
Neusser et al., 2005; Nieves et al., 2005), cervideos (Li et al., 2005) e roedores
(Fagundes et al., 2000; Marchal et al., 2004). Microdissec¢gdo cromossdmica é um
método direto para analisar a composigdo molecular de cromossomos ligados ao
sexo e as informacdes obtidas com a aplicagcao desta técnica tém sido importantes
para a compreensao dos processos envolvidos na diferenciacdo de cromossomos
sexuais. Sondas obtidas de cromossomos sexuais microdissecados de algumas
espécies de salmonideos (Reed et al., 1995; Phillips et al., 2001); do ciclideo
Oreochromis niloticus (Harvey et al., 2002.) e de peixes Neotropicais dos géneros
Eigenmannia (Henning et al., 2008a), Triportheus (Diniz et al., 2008b), Characidium
(Machado et al., 2011), Apareidon e Parodon (Schemberger et al., 2012) levaram a
inferéncias importantes sobre a origem e evolugao dos cromossomos sexuais nos

componentes deste grupos.

No presente estudo, foi utilizada a técnica de Micro-FISH para entender
melhor a composigao, estrutura e mecanismos envolvidos na origem e evolugéo dos
cromossomos sexuais em espécies do género Characidium, representante da
subfamilia Characidiinae e em Crenuchus, um representante da subfamilia
Crenuchinae. Obteve-se uma sonda especifica para o cromossoma W de C. cf.
fasciatum por microdissecgao cromossOmica e DOP-PCR. Usando a técnica de
FISH, a sonda foi aplicada a preparacées cromossOmicas de individuos portadores
de diferentes formas de cromossomos W, C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi,
Characidium sp. e em espécies sem cromossomos sexuais, C. cf. zebra, C. cf.
lagosantense e Crenuchus spilurus, para identificar as semelhangas na estrutura e
composi¢cado dos cromossomos sexuais. As espécies estudadas diferiram em relagao
a presenga ou auséncia de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados e

com o grau de diferenciacdo dos cromossomos sexuais. Os resultados indicaram a

37



Pazian, MF - Capitulo 1

existéncia de transformacdes evolutivas nos cromossomos sexuais heteromorficos

que foram analisados.

Materiais e Métodos

Cinco espécies de peixes do género Characidium e a espécie Crenuchus
spilurus provenientes de diferentes bacias hidrograficas do Sudeste, Centro-Oeste e
Norte do Brasil foram analisadas (Tabela 1). Os espécimes analisados foram
inicialmente fixados em formol a 10% e depois conservados em etanol a 70%. Apds
a identificacdo, eles foram depositados na colegcdo de peixes do Laboratério de
Biologia Genética de Peixes (LBP-11443; 9607; 9606; 11442; 11444; 9424).

Tabela 1. Locais de amostragem das espécies dos géneros Characidium e Crenuchus

analisadas. O numero de individuos amostrados e o sexo sdo indicados na tabela abaixo.

Espécies F M Local de amostragem Coordenadas

Tributario do Rio das Velhas-
1 - Rio Sao Francisco-Curvelo, 19° 38' 18.50"S 44° 07' 17.60"W
Minas Gerais

C. cf.
fasciatum

C.cf.gomesi o 5 HlachoRiodaCachoeira Alto g, 54, 54 gig 520 05' 52.80"W
Rio Parana-ltumirim, Goias

Characidium 5 3 Rio Forrtloso, Al’fo Rio .P'arana- 18° 16' 17.00"S 52° 50' 34.40"W
sp. Chapadéo do Céu, Goias

Ribeirdo Claro, rio Tieté-Rio

C. cf. zebra 2 1 Claro, So Paulo

22°22'42.99"S 47° 32' 04.08"W

Riacho Amendoim, Rio das

C. cf. 7 9 Velhas-Séo Francisco-Curvelo, 18° 43' 14.60"S 44° 20' 47.30"W
lagosantense . .

Minas Gerais
Crfanuchus 5 12 Riacho Cajuelrln!\o, rio Caeté- 01° 05' 07.80"S 46° 51' 44.30"W
spilurus Tracuateua, Para

F = fémea e M = macho

As preparacdes de cromossomos mitéticos in vivo foram obtidas utilizando a
técnica descrita em Foresti et al. (1981), a partir de fragmentos de tecido renal e
branquias, sendo que os animais sacrificados foram previamente anestesiados com
benzocaina. Os cromossomos metafasicos foram analisados em um fotomicroscopio

optico (Olympus BX61) e as imagens foram capturadas com software Image Pro
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Plus 6.0 (MediaCybernetics). O bandeamento C foi realizado seguindo o protocolo

descrito por Sumner (1972), com algumas adaptagdes.

Microdissecgéo cromossdmica, DOP-PCR e confec¢édo da sonda.

Para microdisseccdo dos cromossomos nestas espécies, aplicou-se o
seguinte protocolo: uma aliquota da suspenséao celular foi diluida metanol e acido
acético na proporgao de 3:1. A suspensao foi gotejada sobre laminulas, foi realizado
um bandamento C suave para identificar o cromossomo W. O material foi seco ao ar
e coradas durante 10 minutos com 5% de solugdo de Giemsa em tampao fosfato
(0,06M de KH2PO4 e 0,449M de Na2HPO4, pH 6,8), lavadas com agua destilada e
secas ao ar. A laminula foi em seguida colocada sob um microscépio invertido
(Axiovert 100 - Zeiss) e a microdissecgao dos cromossomos foi realizada utilizando-
se capilares de vidro de 70mm de diametro, que foram ligados a um
micromanipulador mecanico (Eppendorf). Todo o equipamento foi exposto a luz UV

antes da utilizagao.

Os cromossomos W microdissecados foram depositados em tubos de PCR. A
amplificagdo do material microdissecado foi otimizada num termociclador (PTC-
100TM; MJ Research, Inc.) seguindo o protocolo descrito por Muhlmann-Diaz et al.
(2001): 5ul de agua foram adicionados ao material recolhido e aquecido durante 10
min a 95°C. Em seguida, em 20pl de mistura de PCR foi adicionado (tampao 2X =
100mM KCI, 20mM Tris-HCI, 0,2% de Triton-100X, MgCl2 3mM, 500uM de cada
dNTP, 2,5uM de primer (DOP - 5-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3") e 2
unidades de Taq polimerase). O programa de PCR consistiu em 10 ciclos de baixa
estringéncia (94 °C durante 1,5 min, 37 °C durante 3 min, e 72 °C durante 4
minutos), seguido de 30 ciclos de elevado rigor (94 °C durante 1,5 min, 56 °C
durante 1 min e 72 °C durante 1,5 min). Os produtos foram verificados em um gel de
agarose a 1%. 3ul do produto da PCR inicial foram utilizados para realizar uma nova
reacao de amplificagdo em um volume final de 50ul (1X tampé&o de Taq polimerase -
2mM  MgCl2, 200uM de dNTP, 3ul de primer (10uM) (DOP 5'-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG- 3') e 2 unidades de Taq polimerase), de acordo
com as condigdes seguintes: um ciclo inicial de 90 °C durante 5 min, seguido por 30

ciclos de 90 °C durante 1,5 min, 56 °C durante 1,5 min, e 72 °C por 1,5 min, e uma
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etapa final a 72 °C durante 7 minutos. O produto de PCR foi verificado num gel de

agarose a 1%.

Outro PCR foi realizado para aumentar a quantidade de DNA e uma
subsequente PCR de marcacédo foi realizada utilizando digoxigenina (digoxigenina
11-dUTP, Roche). Através deste processo de amplificagcdo de DNA, uma sonda do
cromossomo W foi obtida. A sonda DCf (DOP-PCR Characidium cf. fasciatum) foi
preparada a partir dos cromossomos W de C. cf. fasciatum (Figuras 1a, 2a) coletado
na bacia do Rio das Velhas, um dos afluentes do rio Sdo Francisco no municipio de
Curvelo/MG. O controle negativo foi realizado em todos os passos da producéo de

sonda, que mostrou fragmentos de 100 a 550pb de tamanho.

A técnica de FISH utilizando a sonda DCf, foi realizada seguindo o protocolo
descrito por Pinkel et al. (1986). A sonda foi produzida por PCR e marcada com
digoxigenina-11-dUTP (Roche), de acordo com as instru¢des do fabricante e 700ng
de sonda foram adicionados na solugao de hibridagao (50% de formamida, 10% de
sulfato de dextrano, 2 X SSC, a 37°C por 18 h) por lamina. A deteccao de sinais de
hibridacdo foi realizada usando o anticorpo FITC-conjugado anti-digoxigenina
(Roche). Os cromossomos foram contracorados com DAPI e embebidos em meio de

montagem Vectashield (Vector Laboratories).
Resultados

A analise citogenética revelou que as espécies do género Characidium
possuem um numero dipldide de 50 cromossomos, enquanto Crenuchus spilurus
possui 38 cromossomos. Nas espécies C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium
sp. foi observada a ocorréncia de polimorfismo cromossémico ligado ao sexo do tipo
ZZ|ZW, sendo que o cromossomo W apresentou tamanho menor que o cromossomo
Z. A hibridagao in situ com a sonda de DCf (Figura 1) e o bandamento C (Figura 2)
mostraram que o cromossomo W foi inteiramente marcado em C. cf. fasciatum, C. cf.
gomesi e Characidium sp.; adicionalmente, todas as trés espécies mostraram sinais
fluorescentes pericentroméricos no cromossomo Z. No entanto, em individuos das
espécies C. cf. zebra, C. cf. lagosantense e C. spilurus, polimorfismos
cromossémicos ligados ao sexo ndo foram observados e a FISH com a sonda DCf

nao mostrou hibridizacdo com qualquer cromossomo nestas trés espécies.
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Figura 1. Metafase somatica de espécime fémea de a) C. cf. fasciatum, b) C. cf. gomesi, c)
Characidium sp., d) C. cf. zebra, e) C. cf. lagosantense e f) Crenuchus spilurus apos
hibridagao in situ com a sonda DCf. Notar os cromossomos Z e W. A barra corresponde a 10

micrometros.

O bandamento C revelou um padrdo de coloracdo diferencial em C. cf.
fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp., principalmente em relagao aos blocos

conspicuos encontradas na heterocromatina centromérica do cromossomo Z e nas
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regides terminais, enquanto os cromossomos W mostraram-se totalmente
heterocromaticos. Este padrdo de coloragao nao foi encontrado em C. cf. zebra, C.
cf. lagosantense e Crenuchus spilurus (Figura 2); nestas espécies a heterocromatina

esta principalmente localizada na regido centromérica.
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Figura 2. Metafase somatica de espécime fémea de a) C. cf. fasciatum, b) C. cf. gomesi, c)
Characidium sp., d) C. cf. zebra, e) C. cf. lagosantense and f) Crenuchus spilurus apés

bandamento C. Notar os cromossomos Z e W. A barra corresponde a 10 micrometros.
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Discusao

O género Characidium apresenta um caridtipo estavel com 2n = 50
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos na maioria das espécies ja
analisadas (Vicari et al., 2008; Noleto et al., 2009; Pansonato-Alves et al., 2010).
Entre estas espécies, bem como aquelas utilizadas no presente estudo, apenas C.
cf. zebra e C. cf. lagosantense ndo mostram polimorfismo cromossémico associado
ao sexo. Espécimes de C. cf. gomesi, Characidium sp. e um espécime fémea de C.
cf. fasciatum aqui examinados apresentaram 0S Cromossomos sexuais
heteromorficos ZZ/ZW.

A hibridagdao in situ realizada com a sonda DCf que revelou o padrao
esperado de associagao: hibridagdo completa da sonda sobre o cromossomo W e
hibridacdo da regido pericentromérica do cromossomo Z. lIsto indicaria uma
homologia parcial entre o0 W e Z cromossomos. O fato de que a sonda apresentou o
mesmo padrao de hibridacdo em espécies diferentes € uma evidéncia de que os
cromossomos W e Z destas espécies sdo homedlogos. A mesma sonda, quando
testada em C. cf. zebra, C. cf. lagosantense e em cromossomos de Crenuchus
spilurus, ndo mostrou sinais de hibridagdo. Uma concluséo possivel a partir destes
resultados é que o sistema de cromossomos sexuais foi originado na forma
ancestral do grupo ao qual a espécie C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium
sp. pertencem e sofreu varias alteragcdes durante o processo de diferenciacdo. A
heterocromatinizacdo destes cromossomos provavelmente comecgou nas formas
cromossbmicas homologas e homomoérficas do grupo ancestral das espécies que
hoje possuem cromossomos sexuais (Figura 3), sendo que o0 processo de
heterocromatinizacdo deve ter ocorrido depois da especiagdo que separou 0s
ancestrais do grupo C. cf. zebra (C. cf. zebra e C. cf. lagosantense) do grupo C. cf.
gomesi (C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp.). Esta constatagcao é
reforgcada pelo fato de que a sonda DCf ndo hibridiza com os cromossomos das trés

espécies, C. cf. zebra, C. cf. lagosantense e C. spilurus.

A maioria dos casos de heteromorfismos dos cromossomos sexuais descritos
em peixes esta relacionada com o tamanho, a morfologia ou presenca diferencial de
heterocromatina (Cioffi et al., 2012a). Em algumas espécies de peixes, 0s

cromossomos sexuais podem ser distinguidos por diferentes padrbes de
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heterocromatina, como ja foi observado em algumas espécies de Characidium. Mais
recentemente, novas abordagens tém sido utilizadas para identificar cromossomos
sexuais heteromorficos em peixes, tais como pintura de cromossomos especificos,
mapeamento de sequéncias de DNA repetitivas e genes relacionados com a
diferenciagao sexual, o que tem sido realizado em Salmonidae (Devlin et al., 2001;
Zhang et al., 2001), Gasterosteidae (Ross et al., 2009), Orzyas latipes (Matsuda et
al., 2002; Matsuda, 2005; Takehana et al., 2012) e Danio rerio (Liew et al., 2012). No
caso de C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp., 0S cromossomos sexuais
foram detectados com o uso de técnicas convencionais (bandas C) e confirmados
por hibridacao in situ fluorescente com a sonda de DCf em um unico par de

Cromossomos.
|l||1'| [{"hm'm'm’:'mu cf. zebra
=15
Characidinm cf. lagosantense

i Characidium cf. fasciatum
7 Inversio pericénirica ' |
o " '1||'| : Characidium cf. gomesi

I ﬂﬂ Estigio homomorfica

. Characidium sp.
k| Estbgio heteromarfico

FAL

W Heterocromatina |]

Crenuchus spilurus

Figura 3. Possivel processo de origem dos cromossomos sexuais e cladograma envolvendo
as espécies de Characidium analisadas no presente estudo. 1 par ancestral de
cromossomos homomorficos; 2 ocorréncia de inversdo pericentrica em um dos homologos;
3 heterocromatinizagao diferencial dos cromossomos do par heteromoérfico, erosao génica e

diferenciagao morfolégica dos cromossomos Ze W.

O acumulo diferencial de elementos repetitivos em um par de cromossomos,
como observado em Chionodraco hamatus que apresenta elementos repetitivos no
cromossomo Y (Ozouf-Costaz et al., 2004), € uma forte evidéncia para a presenca
de cromossomos sexuais. Isto também foi observado nos cromossomos dos géneros
Hoplias (Cioffi et al., 2012), Eigenmannia (Henning et al., 2008a, b), Leporinus
(Galetti ; Foresti 1986; Koehler et al., 1997; Parisi-Maltempi et al., 2007; Marreta et
al., 2012), Paradon (Vicente et al., 2003; Schemberger et al., 2012), Triportheus
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(Artoni;Bertollo 2002; Diniz et al., 2008a, b) e Poecilidae (Nanda et al., 1993, 2000),
assim como em representantes da ordem Anura (Nascimento et al., 2010) e no
cromossomo Y da classe Mammalia (incluindo Homo sapiens) (Skaletsky et al.,
2003). Propbe-se que durante a diferenciagao e evolugdo de cromossomos sexuais,
varias alteragbes genéticas contribuem para a diferenciagdo dos cromossomos X e
Y ou Z e W, uma das quais é o aparecimento de regides que sao ricas em DNA
repetitivo (Ohno, 1967; Volff et al., 2007; Cioffi et al.,, 2012a). No estudo atual, o
acumulo diferencial de segmentos de DNA repetitivo (heterocromatina) foi observado
em C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp. e permitiu uma clara distingdo
entre os dois cromossomos do par sexual e os autossomos, como observado em

outras espécies do género.

A partir de observacdes sobre a evolucdo de diferentes cromossomos
sexuais, foi levantada a hipotese de que os cromossomos sexuais seriam derivados
de um par de autossomos (Ohno, 1967; Volff et al.,, 2007). Neste caso, um dos
passos iniciais na evolugdo de cromossomos sexuais € o surgimento de um novo
locus uUnico em um autossomo. A heterozigose neste locus levaria ao
desenvolvimento de um sexo em homozigose para o outro sexo, estabelecendo
assim um sistema de proto-cromossomos sexuais (Graves, 2006; Takehana et al.,
2007; Volff et al., 2007). Portanto, nesta fase de evolugdo, os dois cromossomos
sexuais seriam homomorficos, ou seja, morfologicamente idénticos. Por outro lado,
supde-se que cromossomos sexuais heteromodrficos surjam por um processo de
supressao da recombinagao de genes de determinagdo do sexo. Isto manteria a
regiao nao recombinante num estado constante de heterozigose, que conduziria a
numerosas delegbes de genes funcionais e no acumulo de sequéncias repetitivas
em um cromossomo sexual especifico (Y ou W) (Charlesworth et al., 2005). Este
processo de degeneragcdo se espalharia a partir de uma regido especifica do
cromossomo sexual (Y ou W) para, eventualmente, cobrir quase todo o cromossomo
e genes especificos benéficos aquele sexo. Assim, genes ligados a
espermatogénese, acumular-se-iam num cromossomo especifico, tal como

observado no cromossomo Y humano (Skaletsky et al., 2003; Graves, 2006).

A provavel condigdo  ancestral, sem = cromossomos  sexuais
morfologicamentediferenciados, parece estar presente em C. cf. zebra (Machado et

al., 2011) e C. cf. lagosantense. A ocorréncia de uma inversdo em cromossomos Z
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ou W foi observada por Pansonato-Alves et al. (2010) utilizando Ag-NORs em C.
schubarti, Characidium sp., C. pterostictum, C. oiticicai, C. lanei e C. lauroi. Machado
et al. (2011) também sugeriram que a ocorréncia de uma inversao pericéntrica nas
etapas iniciais da diferenciacdo dos cromossomos sexuais nas especies de
Characidium limitaria a recombinacdo entre os cromossomos Z e W durante a
meiose. Isto pode ter permitido a acumulagao subsequente de heterocromatina e de
sequéncias repetitivas e, consequentemente, a degeneragcdo desta regido
cromossOmica nao recombinante do cromossomo W. Este processo poderia ser
associado com a diferenciagcdo morfolégica dos cromossomos Z e W de
Characidium, os quais evoluiram para uma fase de identificabilidade citogenética
(condicdo observada em C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi, Characidium sp. e em
outras espécies/populagdes de Characidium estudados). Do mesmo modo, esta
situagdo € observada em mamiferos e aves, onde os cromossomos Y/W se
apresentam altamente diferenciados e sdo menores do que os cromossomos X ou Z
(Matsubara et al., 2006; Takehana et al., 2007).

De acordo com Vicari et al., (2008), Noleto et al., (2009), Pansonato-Alves et
al. (2010, 2011a) e Machado et al. (2011), o género Characidium apresenta um
sistema de cromossomos sexuais com uma unica origem. Este modelo de origem
unica também é proposto ocorrer nos géneros Triportheus (Artoni et al., 2001; Diniz
et al., 2008a, b) e Leporinus (Galetti; Foresti, 1986; Koehler et al., 1997; Marreta et
al., 2012) e em algumas espécies de Parodontidae (géneros Apareiodon e Parodon)
(Schemberger et al., 2012). Tal observacgao difere dos achados em outros grupos de
peixes, como Eigenmannia (Henning et al., 2008b), Oryzias (Takehana et al., 2007,
2012.), Xiphophorus (Nanda et al., 2000; Volff; Schartl, 2001) e espécies da familia
Gasterosteidae (Ross et al., 2009), que apresentam cromossomos sexuais
possivelmente oriundos de multiplas fontes. A maioria das espécies cariotipadas do
género Characidium apresentam um sistema heterogamético feminino e a auséncia
de cromossomos sexuais indiferenciadas pode ser considerada uma caracteristica
plesiomorfica (Vicari et al., 2008), como ocorre em C. cf. zebra, que pertence a um
grupo considerado morfologicamente basal no género Characidium (Buckup, 1993).
A auséncia de cromossomos sexuais em Crenuchus spilurus reforga a hipétese de
gque 0S Cromossomos sexuais apareceram em algumas espécies do género

Characidium.
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Espécimes de C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp. estudadas
ap6s bandamento C, apresentam um segmento de heterocromatina terminal na
regiao Zq. Uma maior quantidade de heterocromatina foi observada na regiédo
pericentromérica dos cromossomos Z em espécimes C. cf. gomesi em comparagao
com o mesmo segmento dos cromossomos Z em espécimes de C. cf. fasciatum e
Characidium sp. Tais observacdes reforcam o fato de que esta regiao pode ter sido
originada por uma duplicacdo do segmento ou por rearranjos intra ou

intercromossdmicos.

Entre as espécies ja estudadas de Characidium, a ocorréncia de dois
sistemas diferentes de determinacdo do sexo (determinagao do sexo controlado por
cromossomos sexuais e sistemas com cromossomos sexuais morfologicamente
indiferenciadas) sugere que a diferenciacao dos cromossomos sexuais poderia ser
um evento recente na evolugdo do grupo, como observado em outros grupos de
peixes Neotropicais tais como a familia Anostomidae e a subfamilia
Hypoptopomatinae (Oliveira et al., 2009). Também sugere que 0s cromossomos
heteromérficos Z e W de Characidium seriam homoplasticos em relagdo aos
cromossomos Z e W encontrados em outros géneros de peixes. A natureza
homoplastica esta relacionada a eventos recorrentes de diferenciacdo dos
Cromossomos sexuais em peixes, tem sido reconhecido por diversos autores
(Takehana et al., 2007; Volff et al., 2007; Oliveira et al., 2009) e se apresenta como
uma condigao interessante, que também é observada em anuros (Nascimento et al.,
2010) e répteis (Ezaz et al., 2009; Kawagoshi et al., 2012). Tal evidéncia parece
contrastar com a condicdo heteromorfica observada em aves (ZZ/ZW) e mamiferos
(XX/XY), onde os sistemas que tém cromossomos sexuais sdo aparentemente bem
estabelecidos (Ezaz et al., 2006; Graves, 2006; Volff et al., 2007).

Em resumo, o sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW é uma caracteristica
comum para as espécies C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp. E a
maioria das espécies e populagdes de Characidium que foram analisadas possui um
sistema ZZ/ZW diferenciado. A ocorréncia de cromossomos Z/W deste grupo pode
corresponder a uma condigao sinapomorfica para algumas espécies. Assim, estudos
citogenéticos adicionais e estudos filogenéticos moleculares de relacionamento entre

as espécies de Characidium devem ser realizados para proporcionar um melhor
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entendimento do processo de evolugdo cromossOmica ocorrido neste grupo de

peixes.
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4.2 - Capitulo 2

Caracterizacao de sequéncias presentes no cromossomo W de

Characidium cf. gomesi (Characiformes, Crenuchidae)
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Resumo

No presente estudo foram isolados e sequenciados sete fragmentos de DNA
presentes em uma sonda W especifica (DCg), que foram denominados CgW1,
CgW2, CgW4, Cgwe, CgW9, CgW13 e CgW34, com o intuito de melhor entender a
composicdo, estrutura e os mecanismos envolvidos na origem e evolugdo dos
cromossomos sexuais em espécies do género Characidium, uma vez que 0s
mecanismos moleculares que norteiam a origem e a evolugdo dos elementos que
compdem esses cromossomos sao pouco conhecidos. A diferenciacdo desses
cromossomos esta associada a processos de heterocromatinizagdo diferencial que
levariam a uma possivel supressao da recombinagao entre os cromossomos do par
sexual. Nesse trabalho constatou-se que a sequéncia CgW4 esta presente nos
cromossomos Z e W dos individuos analisados na populagdo de C. cf. gomesi do
cérrego Alambari, enquanto que nos individuos da populacdo do Cérrego Aguas da
Magdalena, a sequéncia se encontra presente tanto nos cromossomos Z e W, como
nos cromossomos B. Estes resultados sugerem que os cromossomos Z e W
compartilham sequéncias e que o0s cromossomos B presentes nos individuos
analisados tém sua origem a partir de fregmentos dos cromossomos sexuais ou, por

outro lado, os cromossomos sexuias e os B podem ter origem comum.
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Introducao

Alguns grupos de vertebrados possuem cromossomos sexuais, sendo que 0s
mamiferos exibem heterogametia masculina (& XY e @ XX), enquanto aves, cobras
e algumas espécies de anfibios apresentam heterogametia feminina (4 ZZ e @ ZW)
(Yoshimoto et al., 2008, 2010). Em peixes também se observa uma grande variagao
de sistemas de determinacdo sexual, ocorrendo heterogametia feminina em alguns
grupos, como entre representantes dos géneros Characidium e Parodon (Moreira-
Filho et al., 1993; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2008; Pansonato-Alves et al.,
2010; Machado et al., 2011); heterogametia masculina, como o observado em
Hoplias malabaricus (Cioffi et al., 2012a) e Oryzias, Eigenmannia e Hypostomus,
que podem apresentar tanto heterogametia masculina quanto feminina em diferentes
espécies do mesmo género (Matsuda et al., 2002; Takehana et al., 2005, 2012;
Cioffi et al., 2012a). Ha ainda espécies que apresentam sistemas de determinagéo
cromossOmica de sexo complexos, com cromossomos sexuais multiplos, podendo
ser relacionadas Leporinus elongatus (Parise-Maltempi et al., 2007; Marreta et al.,
2012), Ancistrus (de Oliveira et al., 2008), Harttia carvalhoi (Cioffi et al., 2012a), entre
outras. De forma geral, os cromossomos sexuais apresentam algumas similaridades,
sendo que os cromossomos X e Z possuem regides eucromaticas, enquanto os
cromossomos Y e W sdo geralmente heterocromaticos. O acumulo de
heterocromatina e a possivel perda de genes dos cromossomos Y e W sao
consideradas propriedades convergentes no processo de diferenciacdo dos

cromossomos sexuais (Takehana et al., 2012).

Segundo Ohno (1967) os cromossomos sexuais originam-se de um par
cromossOmico autossémico e um dos primeiros passos para a diferenciacdo € o
surgimento de um novo locus de determinagdo do sexo. Nesta fase da evolugéo
ambos 0s cromossomos sexuais apresentam morfologia semelhante, sendo
considerados  homomorficos.  Os  cromossomos  sexuais  heteromorficos
aparentemente surgiram em decorréncia da supressao de recombinagao meidtica
em torno do locus de determinagdo sexual, mantendo essa regido ndo recombinante
em estado heterozigoto, que levam a possiveis exclusdes de genes funcionais e
acumulo de sequéncias repetitivas, geralmente heterocromatina, em um dos sexos,

que ocorre nos cromossomos Y ou W (Charlesworth et al., 2005), num processo se
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espalha ao longo de quase todo o cromossomo. No entanto, como os estudos
geralmente concentram-se em cromossomos sexuais altamente diferenciados, como
ocorre em mamiferos, aves e em algumas espécies de répteis, anfibios e peixes, o
inicio do processo da diferenciacdo dos cromossomos sexuais ainda permanece

pouco conhecido (Takehana et al., 2012).

Os peixes teledsteos qualificam-se como um bom modelo para estudos dos
Cromossomos sexuais, uma vez que apresentam grande diversidade de sistemas de
determinagcdo sexual, incluindo também espécies apresentando cromossomos
sexuais pouco diferenciados (Volff et al., 2007). O género Characidum apresenta
espécies que possuem cromossomos sexuais diferenciados do tipo ZW e espécies
que apresentam cromossomos homomorficos, sem diferenciagdo observavel pela
utilizagcado de técnicas citogenéticas de rotina. Na espécie Characidium cf. gomesi
sdo observados cromossomos sexuias dos tipos Z e W (Vicari et al.,, 2008;
Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a; Machado et al., 2011), na qual o cromossomo
W apresenta-se heterocromatico, enquanto no cromossomo Z apenas a regiao
pericentromérica € marcadamente heterocromatica, o que os torna facilmente

diferenciados dos cromossomos autossémicos nesta espécie.

Regides de heterocromatina sao ricas em DNA repetitivo (Oliveira; Wrigth,
1998; Yamada et al., 2005). Estudos envolvendo a identificagdo de sequéncias
repetitivas sexo-especificas em peixes foram realizados por Nakayama et al. (1994),
que isolaram dois fragmentos de DNA satélite sexo-especifico na espécie Leporinus
elongatus, sendo que um deles hibridou apenas no cromossomo W presente em
fémeas desta espécie. Parise-Maltempi et al. (2007) isolaram, através de digestao
enzimatica do DNA, um elemento repetitivo (Le Spe |) associado aos cromossomos
sexuais também de Leporinus elongatus. Com o auxilio da técnica de hibridagéo in
situ, os autores propuseram um novo sistema de cromossomos sexuais para a
espécie,que foi identificado como um sistema de cromossomos sexuais multiplos do
tipo  Z1Z1Z2222/121Z2W1W2. Takehana et al. (2012) isolaram a familia de DNA
repetitivo BstNI do genoma de Oryzias hubbsi; contudo, nesta espécie as regides
isoladas aparentemente ndo possuem funcédo conhecida, semelhante a maioria das

sequéncias de DNA repetitivo descritas, presentes em cromossomos sexuais.
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No presente estudo, para tentar conhecer melhor a composi¢ao, estrutura e
0S mecanismos envolvidos na origem e evolugdo dos cromossomos sexuais em
espécies do género Characidium, foram isoladas sete sequéncias de DNA
originarias do cromossomo W de C. cf. gomesi, identificadas como (CgW1, CgW2,
CgW4, CgWe, CgW9, CgwW13 e CgW34). Realizou-se a caracterizagao molecular de
todas as sete sequéncias obtidas e, apos hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), a
sequéncia CgW4 apresentou-se distribuida por todo o cromossomo W e na regiao
pericentromérica do cromossomo Z desta espécie e nos Cromossomos sexuais e
supranumerarios de Characidium cf. gomesi, coletados no cérrego Aguas da

Magdalena, na regiao de Botucatu, SP, Brasil.

Material e Métodos

Foram analisados exemplares de Characidium cf. gomesi, coletados no
corrego Alambari, Bacia do Rio Tieté, municipio de Botucatu/SP (22° 56’ 08”S 48°
19’ 15"W), riacho Aguas da Magdalena, tributario do Rio Paranapanema, localizados
no municipio de Botucatu-SP (22° 59’ 26,28”S 48° 25’ 37,68"W) e no Cdérrego da
Cachoeira, Bacia do Alto Parana, municipio de Itumirim/GO (18° 34’ 50,80”S 52° 0%’
52,80”W); de Characidium cf. fasciatum, coletados em componentes da bacia
hidrografica do Rio das Velhas (Rio Sdo Francisco), municipio de Curvelo/MG (19°
38" 18,50”S 44° 07’ 17,60”"W) e de Characidium sp., coletados no Rio Formoso,
Bacia do Alto Parana, municipio de Chapadéo do Céu/GO (18° 16’ 17,00”S 52° 50’
34,40"W) (Tabela 1). Os espécimes analisados foram inicialmente fixados em
formalina a 10% e depois conservados em etanol 70% para identificacdo, sendo
posteriormente depositados na colegao ictiologica do Laboratério de Biologia e

Genética de Peixes, UNESP em Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Antes de serem sacrificados, os exemplares analisados foram anestesiados
com benzocaina. As preparagdes dos cromossomos mitéticos foram obtidas de
células renais segundo o protocolo utilizado por Foresti et al. (1981). O bandamento
C foi realizado segundo procedimento proposto por Sumner (1972), com algumas

adaptagodes.
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Tabela 1. Local de amostragem das espécies do género Characidium analisadas. O numero

de individuos amostrados e o sexo sdo indicados na tabela abaixo. F = fémea; M = macho.

T

Espécies 0 'C\?A Local de amostragem Coordenadas
Tributario do Rio das Velhas-Rio

C. cf. fasciatum 1 - S&o Francisco-Curvelo, Minas 19° 38' 18.50"S 44° 07' 17.60"W
Gerais

C. cf. gomesi g 5 RiachoRiodaCachoeira, AtoRio 0, 54 5 gvg 520 051 52.80"W

Parana-Itumirim, Goias

Rio Formoso, Alto Rio Parana-

) ' " o (] "
Chapadzo do Céu, Goias 18°16' 17.00"S 52° 50" 34.40"W

Characidium sp. 5 3

Cérrego Aguas da Magdalena,
C. cf. gomesi 3 - Rio Paranapanema-Botucatu, Sdo 22° 59’ 26,28"S 48° 25’ 37,68"W

Paulo

) Cérrego Alambari, Rio Tieté-
C. cf. gomesi 4 1 22° 56’ 08,00"S 48° 19’ 15,00"W
Botucatu, Sao Paulo

Microdisseccdo cromossdmica, DOP-PCR e confec¢do da sonda DCg

A técnica de microdissecgdo cromossdmica foi aplicada seguindo o seguinte
protocolo: diluir uma aliquota da suspensao celular da preparacdo cromossdémica
final mantida em metanol: acido acético na proporgéo 3:1, respectivamente e gotejar
a suspensao sobre laminulas grandes. Para identificar os cromossomos W, pode-se
realizar um bandamento C leve, utilizando solugdes diluidas ou tempo menor de
tratamento. Secar o material ao ar e corar com solugcao de Giemsa diluida a 5% em
Tampao Fosfato (KH2PO4 0,06M e Na2HPO4 0,449M, pH 6.8) por 10 minutos. Lavar
as laminulas com agua destilada e deixa-las secar naturalmente. Colocar a laminula
contendo a preparagao celular em um microscépio invertido (Axiovert 100 - Zeiss) e
realizar a microdissec¢ao dos cromossomos utilizando microagulhas produzidas de
capilares de vidro de cerca de 70um de didametro, ajustadas a um micromanipulador
mecanico (Eppendorf). Os equipamentos foram expostos a luz UV antes de sua

utilizagao.

Os cromossomos W microdissecados foram depositados em um tubo de PCR
para posterior amplificacacéo, que foi realizada de acordo com o protocolo descrito

por Muhlmann-Diaz et al. (2001), otimizado o procedimento em um termociclador
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PTC-100TM (MJ Research, Inc.). Seguiu-se o seguinte procedimento: adicionar 5yl
de agua no tubo Eppendorf contendo o material coletado e aquecer por 10 min a 95
°C. Em seguida, adicionar 20ul da solugdo de reagdo de PCR (Tampao Taq
polimerase; 2X = 100mM KCI; 20mM Tris-HCI; 0,2% Triton-100X; 3mM MgClz;
500uM de cada dANTP; 2,5uM de primer (DOP - degenerated oligonucleotide primer
5'-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3') e 2 unidades de Taq polimerase).

O programa de amplificacdo consistiu em 10 ciclos de PCR de baixa
estringéncia (94 °C por 1,5 min, 37 °C por 3 min e 72 °C por 4 min), seguido por 30
ciclos de alta estringéncia (94 °C por 1,5 min, 56 °C por 1 min e 72 °C por 1,5 min).
Os produtos foram verificados em gel de agarose a 1%. Para tanto, 3ul do produto
da primeira PCR foram aliquotados € uma nova reag¢ao de amplificagao foi realizada,
tendo por base um volume final de 50ul (tampao da Taq polimerase; 1X = 2mM
MgCl2; 200uM dNTP; 3ul do primer DOP 5-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3'
(10uM) e 2 unidades de Tag-polimerase, de acordo com as seguintes condi¢ées: um
ciclo inicial de 90 °C por 5min, seguido de 30 ciclos (90 °C por 1,5 min, 56 °C e 72 °C
por 1,5 min) e um ciclo a 72 °C por 7 minutos. O produto da PCR foi verificado em
gel de agarose 1%. Controles negativos foram realizados em todas as etapas de
amplificagdo do cromossomo W. O tamanho dos fragmentos foi de 100 a 550bp
(Figura 1).

b)

Figura 1. Gel de agarose a 1%: a) corresponde a primeira amplificacdo pelo processo de
DOP-PCR. b) corresponde a PCR para aumentar a quantidade do material ¢c) PCR de
marcagao com oligonucleotideos biotinilados digoxigenina- 11-dUTP (Roche). Notar o

arrasto, com fragmentos de tamanho desde aproximadamente100pb até cerca de 550pb.
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Outra PCR foi realizada para a marcagcdo do DNA da sonda utilizando
digoxigenina (digoxigenina 11-dUTP, Roche). A partir deste procedimento de
amplificagdo de DNA, foi obtida uma sonda de cromossomo W desta espécie (Figura
1). A sonda DCg (DOP-PCR Characidium cf. gomesi) foi preparada a partir dos
cromossomos W em um volume final de 50ul, de acordo com as seguintes
condigdes: um ciclo inicial de 90 °C por 5min seguido de 30 ciclos (90 °C por 1,5

min, 56 °C e 72 °C por 1,5 min) e um ciclo a 72 °C por 7 minutos.

Elaboracao da sonda Cgw4

Foram realizadas amplificacbes do fragmento CgW4 via PCR utilizando-se os
primers M13F (5 AGCGGATAACAATTTCACACAGG 3) e MI13R (¥
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3’). Para cada amostra a ser amplificada, foi
preparada uma reagao (mix) contendo 0,5ul de Primer F (10uM); 0,5ul de Primer R
(10uM); 1,0pl de ANTP (2mM) (dATP, dCTP, dTTP e dGTP); 0,2ul de Taq (5U/ul);
5ul de Tampao (10X); 1,5u de MgCl2 (50 mM); 1,0ul de DNA (cerca de 50ng de
DNA); 40,3ul de H20; em um volume total de 50ul. O programa utilizado para a
amplificagdo consistiu em uma etapa inicial de 5 minutos a 94°C, seguida por 35
ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C, com
uma etapa final de 7 minutos a 72°C. Para verificar a efetividade da reagéo e a
amplificagdo de fragmentos dentro do tamanho esperado, os produtos da PCR foram
aplicados em gel de agarose a 1,0 %, corados com Blue Green Loading Dye | (LCG

Biotecnologia) e visualizados em um transiluminador de UV.

A hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) foi realizada segundo Pinkel et al.
(1986). A sonda CgW4 foi obtida a partir da clonagem de fragmentos da sonda DCg
que foi obtida de cromossomos W de um espécime fémea de C. cf. gomesi por
microdissecgao e amplificagdo por DOP-PCR. As duas sondas foram marcadas com
digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science; www.roche.com) via reagao da PCR
(polymerase chain reaction), segundo especificagdes do fabricante. Em seguida,
700ng de sonda foi adicionado na solugao de hibridagédo (50% de formamida, 10%
de sulfato de dextrano e 2 X SSC, a 37°C por 18h) em cada lamina. Os sinais
hibridizagdo foram detectados utilizando-se anti-digoxigenina-rhodamina (Roche
Applied Science) e contracorado com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) - VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI), seguindo-se
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a analise em um fotomicroscoépio optico (Olympus, BX61; www.olympus.com). As
metafases foram fotografadas e editadas utilizando o software Image Pro Plus 6.0

(Media Cybernetics; www.mediacy.com).

Clonagem e sequénciamento do fragmento

Os fragmentos de DNA foram obitidos por amplificagdo via DOP-PCR e
clonados utilizando-se o vetor pPGEM® T Easy Vector System (Promega) e células
competentes de Escherichia coli DH5a, segundo as especificagdes do fabricante. O
inserto foi sequénciado utilizando-se o Kit “Big DyeTM Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems, InC.) em um sequenciador
automatico ABI 3130 DNA Analyzer (Perking-Elmer). Foram utilizados na PCR de
sequenciamento os primers universais M13 (F 5 AGCGGATAACAATTTCACACAGG
3’e R5 CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3)).

Andlise das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias obtidas foram editadas com auxilio do programa
computacional Bio Edit (Hall, 1999). Para identificacdo de possiveis homologias de
genes, as sequéncias nucleotidicas obtidas foram primeiramente submetidas a
buscas online BLASTn (Altschul et al., 1990) através do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (USA), “‘website”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e no Banco de dados GIRI, utilizando a
ferramenta Repeat Masking (http://www.girinst.org/censor/index.php).

Posteriormente, as sequéncias obtidas serdao depositadas no GenBank.
Resultados

Foram isolados fragmentos da sonda DCg confeccionada a partir do
cromossomo W de um exemplar da espécie Characididum cf. gomesi coletado no
ribeirdo Alambari - Botucatu/SP (Figura 2) e, utilizando-se do processo de clonagem
foram obtidos 7 incertos, identificados como CgW1, Cgw2, Cgw4, CgW9, CgW10,
CgW13 e CgW34 (Tabela 2).

As sequéncias obtidas apresentaram a predominancia de bases A e T, com
minimo de 57% e maximo de 71% das mesmas (Tabela 2). Posteriomente, estas

sequéncias foram submetidas a buscas online BLASTn através do National Center
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for Biotechnology Information (NCBI) (USA), “‘website”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), onde foi observado que estas nao possuiam
similaridade com nehumas das sequéncias presentes nos bancos de dados do NCBI
e Giri (Tabela 3). Posteriormente as sequéncias foram submetidas a buscas no
banco de dados do progama GIRI, utilizando a ferramenta Repeat Masking
(http://www.girinst.org/censor/index.php). Apenas a sequéncia CgW9 apresentou
similaridade de 72,87% com o transposon Helitron; as demais sequéncias nao
apresentaram similaridade com sequéncias presentes também neste banco de
dados. As sequéncias obtidas nao apresentaram similaridade entre si.

Posteriormente, as sequéncias serao depositadas no GenBank.

Tabela 2. Sequéncias de nucleotideos obtidas de fragmentos da sonda DCg confeccionada

a partir do cromossomo W de exemplar da espécie Characididum cf. gomesi.

CLONE_CgW_1

CCCGGATGTGGCATACCTGGCAAGCCATGTTCCTTAATTAAATTTAATAATTCAGTTTTTACATAGT
CACAGCTGCGTTTCAAAATAGAACGAGAATCTACGTAACGGTAATTGTGCATCAAGAAAGCAGGA
ATACGTAGTGTACCAGTTGGTAAGCCTGTTACAGGATCAATATTTTCATAGTTGTAATCCACGAAC
CAGTTT

CLONE_CgW _2

GCTTTATGTGGGCTTGCTCTCGCTACTAGCCAGTAAACCATCTGCATTTGATAATAATGCCATTTA
TTTATTCATTGGCTATCAATACCCAAAACAAATAAATTATTTAGATCTTACAAAAGCCCCGCATCTA
TTAGTGGCAGGCCGCTCAAAGGAGACGATTACTAAAATGTTGCACACCTTAATGGTGAGTATCTT
AATGCA

CLONE_CgW _4

GTTCCATGTGGGAGATGTAAATGTGACTGTAGATTAAACTTTAGTAGTTCTTAGAAGCACTAACAT
AGACACAGCATAGATATACACATTGAAAAGTCTGTATGTGTTGGATGCCACATAATGTACTCGAGT
CGGA

CLONE_CgW_9

GCTTCATGTGGTTGCTACATCGTTGCTAAGTAGATGCTATATCGATGCTAAGTGGATGCTATATCA
TTGCTAAGTGGATGCTACATGGCTGCTACATCGTTGGTTAGTGGATGATACATGGTTGCTATGAG
GTTGCTTAGTGGATGCTATATTGTTGCTAAGTGGCTGCTACATCATTGCTAAGTGGATGCTACATG
GCTACTA

CLONE_CgW_10

GCATTATGTGGATTAATGAGCTGAACTAGAGAATAAAAAGTTTAAAAAGAATAAAAGAATAGCTTT
GAAGTTAGTGCAAGCATATATTCTTTAATCTAAATCATTTAATCTTTCCTATGAATAAAAATCTTAAT
ACATTATAATCGACCACATACAACGCTCGAGTCGG
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GAGACATGTGGGTAAGTAGATCTTCTATCAAGAAAATTTTTAATTTTTTACTGTATGTGAAGTTTTT
AATTACGTTTTCTGCCTGTGTTTCTGCTGTTGCCACATTTGGAACTCGAGTCG

CLONE_CgW_34

TTATCATGTGGATATTTAACATTTCTTCCTTCTAGGTGCCTATGACAAACATTTGCCTTTTGTCCTG

ATGGGTAGTCTCACAGTTCTCGTGGGTATTTTTACCTTGTTTCTCCCAGAAATCTATAATATGCCTT
TGCCAGATACAATTGAAGAGATACTGAGAGTAAAAGGGTAAATGTTTTTAGGTTTGTTTTTTAGTTT
CCTTTGGTCGTTCTTTTTCGTCTGTGTTCGTATGCCACATAACGTCCTCGAGTCGGAA

Tabela 3. Clones obtidos de fragmentos de DNA purificado da sonda DCg obtida de

cromossomos da espécie Characidium cf. gomesi e comparagao de suas caracteristicas

com sequéncias existentes no GenBank.

Clones

Similaridade %

Similaridade % GIRI*

% GC

% AT

GenBank*
CgW_1 00 00 38,2% 61,8%
CgW_2 00 00 37,8% 62,2%
CgW 4 00 00 37,5% 62,5%
CgW_9 00 72,87% - Helitron 42 7% 57,3%
CgW_10 00 00 28,4% 71,6%
CgW_13 00 00 35,0% 65,0%
Cgw_34 00 00 37,8% 62,2%

A sonda DCg quando hibridada

NOS Cromossomos em Cromossomaos

metafasicos de Characidium cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp. (Figuras

2, 3 e 4) apresentou sinais de hibridacao total com os cromossomos W e com a

regido pericentromérica dos cromossomos Z nestas espécies.
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Figura 2. a) Metafase somatica de exemplar fémea de C. cf. gomesi da localidade corrego
Alambari com hibridacdo da sonda DCg. Estdo indicados os cromossomos sexuais Z e W,
que apresentaram marcacao fluorescente e b) Metafase somatica de exemplar fémea de C.
cf. gomesi da localidade corrego Alambari com hibridacdo da sonda CgW4. Estdo indicados
0s cromossomos sexuais Z e W, que apresentaram marcacgao fluorescente Em destaque os

cromossomos Z e W apés bandamento C. A barra corresponde a 10 micrdmetros.

O fragmento CgW4 obtido do cromossomo W de C. cf. gomesi foi mapeado
via hibridagao in situ (FISH) em cromossomos de exemplares de duas populagdes
da mesma espécie. Foi observado que esta sequéncia se encontra dispersa por todo
o cromossomo W e esta localizada na regido pericentromérica do cromossomo Z
nos exemplares amostrados no Ribeirdo Alambari (Botucatu—SP) (Figura 2). Nos
exemplares coletados no Coérrego Aguas da Magdalena (Botucatu—SP), além do
padrao ja observado nos exemplares do Ribeirdo Alambari com a sonda DCg, foram
também identificados sinais de hibridagdo desta sequéncia (CgW4) nos

cromossomos B (Figura 4).
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Figura 3. Metafase somatica de espécime fémea de a) C. cf. fasciatum, b) Characidium sp.,
c¢) C. cf. gomesi, apds hibridagao in situ com a sonda DCg. Notar os cromossomos Z e W. A

barra corresponde a 10 micrémetros.

Discussao

Caracterizacdo geral das sequéncias cromossomo W-especificas de

Characidium.

As sequéncias de DNA CgW1, CgW2, CgW4, CgWe6, CgW13 e CgW34,
obtidas do cromossomo W de Characidium cf. gomesi nao apresentaram
similaridade entre si e com outras sequéncias conhecidas (Tabela 3). Este tipo de
comportamento também foi observado por Nakayama et al. (1994) e Parisi-Maltempi
et al. (2007) ao estudarem sequéncias presentes nos cromossomos sexuais de
Leporinus elongatus e Vicente et al. (2003) ao estudarem sequéncias dos
cromossomos sexuais da espécie Parodon hilarii. Ao realizar estudos com cromatina
do cromossomo W da espécie Cydia pomonella, Fukova et al. (2007) obtiveram
varias sequéncias que nao apresentaram similaridade com sequéncias previamente

conhecidas. Takehana et al. (2012) isolaram a familia de DNA repetitivo BstNI do
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genoma de uma fémea de Oryzias hubbsi, que € sugerido como bom marcador para
o cromossomo W da espécie. Contudo, quando a sequéncia dessa familia de DNA
satélite foi comparada pela ferramenta BLAST no GenBank n&o foi observada
similaridade da sequéncia obtida de Oryzias hubbsi com nenhuma sequéncia
previamente conhecida, caracterizando-se como um resultado semelhante ao
observado no presente trabalho com as sequéncias CgW1, CgW2, CgW4, CgWe,
CgW13 e CgW34 obtidas de C. cf. gomesi.

Figura 4. a) Metafase somatica de exemplar fémea de C. cf. gomesi da localidade corrego
Aguas da Magdalena com hibridagdo da sonda DCg. Estdo indicados os cromossomos
sexuais Z, W e cromossomo B, que apresentaram marcacao fluorescente e b) Metafase
somatica de exemplar fémea de C. cf. gomesi da localidade cérrego Aguas da Magdalena
com hibridagdo da sonda CgW4. Estao indicados os cromossomos sexuais Z, W e
cromossomos Bs, que apresentaram marcacao fluorescente. Em destaque os cromossomos

Z, W e Bs apos bandamento C. A barra corresponde a 10 micrometros.

As sequéncias isoladas de Characidium cf. gomesi aparentemente ndo tém
funcao bioldgica conhecida, ja que ndo fazem parte de sequéncias codificantes e
nao mostram semelhangca evidente com qualquer sequéncia conhecida,
principalmente com aquelas L‘5 e L’46 descritas por Nakayama et al. (1994), com a
sequéncia Le Spe | isolada por Parise-Maltempi et al. (2007), com o segmento de

DNA satélite pPh2004 isolado da espécies Parodon hilarii por Vicente et al. (2003),
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bem como com componentes da familia de DNA repetitivo BstNI, isolados de uma

fémea de Oryzias hubbsi (Takehana et al., 2012).

A sonda CgW4 obtida no presente trabalho, apresentou sinais de hibridagao
nos cromossomos Z e W de Characidium cf. gomesi coletados no ribeirdo Alambari
(Figura 2), em padrao semelhante ao observado nas hibridagées com a sonda DCg.
Sequéncias especificas dos cromossomos sexuais ja foram observadas em
Leporinus (Nakayama et al., 1994; Parise-Maltempi et al., 2007; e Marreta et al.,
2012); em Apareiodon e Paradon (Vicente et al., 2003; Schemberger et al., 2012) e
em Oryzias (Takehana et al., 2012). A realizagdo da FISH com as sondas CgW1,
Cgw2, CgWe, CgW9, CgW13 e CgW34 em cromossomos do complemeto
cariotipico de C. cf. gomesi ndo revelou sinais aparentes de hibracdo. Considera-se
que tal fato possivelmente se deve a pequena quandidade de copias destas

sequéncias existente nos cromossomos sexuais.

A sequéncia CgW9 apresentou similaridade de 72,87% com a sequéncia de
um transposon de DNA (Helitron-2 Dr) isolado do genoma da espécie Danio rerio e
Zhou et al. (2006) identificaram varios Helitrons na regidao de determinacéo do sexo
dos cromossomos sexuais de Xiphophorus maculatus. A presenca de tais elementos
também é descrita em Danio rerio e Takifugu rubripes (Poulter et al., 2003). Foi
observado em Xiphophorus maculatus e em outros Poecilideos que o tranposon
Helitron possui uma quantidade de copias relativamente modesta (menos de 20
copias em todo o genoma) (Zhou et al., 2006). Pode se supor que a presenga desta
classe de transposons em cromossomos sexuais poderia permitir a insercao de
Helitron diferentes nos cromossomos sexuais, uma vez que 0S Cromossomos
sexuais sao particularmente ricos em sequéncias repetitivas (Volff et al., 2003;
Nanda et al., 2000). Considera-se, pois, que os Helitrons poderiam contribuir,
juntamente com outras sequéncias, para a diferenciagdo molecular entre os
cromossomos sexuais de Characidium, como observado para os elementos
transponiveis em outros organismos (Nanda et al., 2000; Steinemann; Steinemann,
2005).
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Padrao de DNA respetitivo encontrado nas sequéncias dos cromossomos W
de Characidium e sua relacdo com origem, estrutura e evolucdo destes

cromossomos.

Estudos de sequéncias de DNAs repetitivos ndo codificantes tém mostrado
que estas desempenham um papel importante na organizagao estrutural e funcional
do genoma (Schueler et al., 2001; Biémont; Vieira, 2006). Uma clara correlagao
entre cromossomos sexuais € DNAs repetitivos tem sido apontada em varios
estudos (Singh et al., 1976; Nanda et al., 1990; Nishioka et al., 1993; Erlandsson et
al., 2000; Vicente et al., 2003; Marchal et al., 2006; Matsubara et al., 2006; Vicari et
al., 2008; Kejnovsky et al., 2009; Cioffi; Bertollo, 2010; Cioffi et al., 2011), indicando
que a evolugcdo do processo de diferenciacdo dos cromossomos sexuais €
frequentemente associada ao acumulo de sequéncias de DNA repetitivo nestes
cromossomos. E sabido que DNAs repetitivos podem também ocorrer e se acumular
nos autossomos de diversos organismos. No entanto, cromossomos sexuais
realizam este procedimento de modo positivo, uma vez que o processo de acumulo
seria favorecido pela auséncia ou baixa frequéncia de recombinacdo nestes

cromossomos (Charlesworth et al., 2005).

Diferentes estudos tém proposto que alteragbdes estruturais do DNA devam
ocorrer para a diferenciagcdo dos cromossomos sexuais ou para que seja alcangada
a supressao total ou parcial de crossing-over entre 0os cromossomos sexuais
homomorficos ancestrais (Ohno, 1967; Volff et al., 2007). O acumulo de sequéncias
de DNA repetitivo possivelmente resulta de processos de transposicao e
amplificagdo, que se acredita tém inicio nas proximidades das regides determinantes
do sexo, favorecido pela auséncia ou baixa frequéncia de eventos de recombinagao
nestas areas (Takehana et al., 2007). A supressao da recombinagao favoreceria,
entdo, o acumulo de mutagdes, levando a inativagdo de genes, de modo que o
acumulo de sequéncias de DNA repetitivo geraria diferenciagdo morfologica durante
0s primeiros estagios de evolugdo dos cromossomos sexuais (Ohno, 1967; Bull,
1983; Cioffi et al., 2012b). Nesse sentido, o acumulo de heterocromatina também
poderia levar a uma redug¢ao da taxa de recombinagao entre cromossomos sexuais.
Contudo, se o processo de heterocromatinizagdo representa a causa ou a
consequéncia de uma redugao da recombinacéo ainda € uma questao que nao esta

totalmente resolvida (Charlesworth et al., 1994).
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Variagcbes nos tipos de DNA repetitivo que formam a estrutura dos
cromossomos sexuais tém sido mostradas e associadas com a diversidade
genbmica e evolugdo deste tipo de cromossomos, e exemplos como Hoplias
malabaricus (Cioffi et al., 2009, 2011) e Xiphophorus maculatus (Nanda et al., 2000;
Zhou et al.,, 2006) podem ser citados. No entanto, estas sequéncias podem
representar um acumulo de DNA repetitivo no genoma, que direta ou indiretamente
poderia favorecer a divergéncia dos cromossomos sexuais, como foi sugerido
ocorrer nas espécies Leporinus elongatus e L. macrocephalus (Hashimoto et al.,
2009).

Relatos em diferentes taxons referem-se ao acumulo de retroelementos nos
cromossomos sexuais (Steinemann; Steinemann, 1992; Erlandsson et al., 2000;
Ozouf-Costaz et al., 2004; Marchal et al., 2006; Cermak et al., 2008; Ferreira et al.,
2011a). O acumulo de elementos transponiveis interferiria fortemente na atividade
dos genes e poderia ser considerado um passo importante na promogao da
morfogénese dos cromossomos sexuais (Steinemann; Steinemann, 2005). Os
resultados mencionados em varios estudos sugerem um potencial papel das
sequéncias repetitivas de DNA para a diferenciagcdo dos cromossomos sexuais em
varios grupos de peixes Neotropicais. Nesse sentido, as sequéncias de DNA
repetitivo tém se apresentado como ferramenta importante para elucidar tanto os
processos de diferenciagcdo morfolégica apresentados pelos cromossomos sexuais
nos peixes, quanto para explicar a expressiva diversidade de sistemas de
diferenciacdo morfolégica dos cromossomos sexuais que ocorre neste grupo de
vertebrados (Cioffi et al., 2011).

Cromossomos B e cromossomos sexuais em C. cf. gomesi

A aplicagao da técnica de hibridagao in situ com sondas fluorescentes (FISH)
foi realizada utilizando-se uma sonda produzida a partir de uma sequéncia obtida
dos cromossomos W de exemplares de C. cf. gomesi (sonda CgW4) (Figura 4). Esta
sonda evidenciou marcagdo nos cromossomos W, conforme esperado e na regiao
pericentromérica do cromossomo Z. No entanto, foi constatado que também os
cromossomos B se apresentaram parcialmente marcados. Resultado semelhante foi
encontrado em Locusta migratoria, descrito por Teruel et al. (2009a) que observaram

que os cromossomos B e os sexuais compartilhavam sequéncias, ao hibridarem
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sondas confeccionadas a partir do cromossomos B. O compartiihamento de
sequéncias de DNA repetitivo entre cromossomos B e os do complemento A ja foi
observado em diferentes organismos, como foi demonstrado em Apodemus
peninsulae (Rubtsov et al., 2004), Podisma sapporensis (Bugrov et al., 2004), P.
kanoi (Bugrov et al., 2007) e Locusta migratoria (Teruel et al., 2009a). Tal fato
poderia levar a formulacdo de hipoteses de uma origem comum para estes
elementos gendémicos, para uma derivagdo evolutiva entre eles ou ainda por sua
presenca justificada pela ocorréncia de transposi¢oes, tendo em vista a mobilidade

caracteristica de alguns elementos repetitivos no genoma das espécies.

Os cromossomos supranumerarios ou B podem ser classificados como
cromossomos extras que ocorrem em diferentes grupos de organismos e
apresentam caracteristicas especificas que os diferenciam dos cromossomos do
complemento A. Aparentemente nao constituem elementos gendmicos essenciais a
vida e desenvolvimento dos organismos portadores, estando presentes em alguns
individuos das populacbes e ausentes em outros (Camacho et al., 2000).
Geralmente ndo apresentam homologia com os demais cromossomos do conjunto
basico de cromossomos, visto que sao observados como univalentes nas ceélulas
germinativas (Oliveira et al., 1988). Sua frequéncia é bastante variavel,
apresentando-se geralmente como elementos heterocromaticos. Em C. cf. gomesi,
entretanto, os cromossomos B encontrados nas analises realizadas no presente
trabalho, ao contrario da caracteristica heterocromatica comum a maioria destes
cromossomos, apresentaram-se apenas parcialmente heterocromaticos, com
heterocromatina restrita a regiao terminal dos bragos cromossémicos (Pansonato-
Alves et al., 2011a). Este aspecto da heterocromatina ja foi descrito anteriormente
em algumas espécies que exibem cromossomos B parcialmente heterocromaticos
como Moenkhausia sanctaefilomenae (Foresti et al., 1989; Hashimoto et al., 2012),
Astyanax scabripinnis (Salvador; Moreira-Filho, 1992), Rhamdia (Hochberg;
Erdtmann, 1988; Fenocchio; Bertollo, 1990; Abucarma; Martins-Santos, 2001) e
Pimelodus sp. (Borin; Martins-Santos, 2004).

Usando a sonda As51 obtida apods digestdo do DNA gendmico de Astyanax
scabripinnis com a enzima de restricao Kpnl, Mestriner et al. (2000) descreveram a
composicao do DNA repetitivo encontrado nos grandes cromossomos B

identificados nesta espécie. Os padrdes obtidos apds a aplicacédo da técnica de
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FISH utilizando esta sonda levaram os autores a sugerir que a origem dos
cromossomos B em Astyanax scabripinnis seria decorrente da formacédo de um
isocromossomo, uma vez que sequéncias repetitivas apareceram de modo simétrico
em ambos o0s bracos do cromossomo supranumerario. Estes resultados reafirmam
os resultados de Vicente et al. (1996), que também identificaram simetria nas
bandas C encontradas nos bragos do cromossomo B em individuos de outra
populacdo analisada desta espécie, onde as sequéncias repetitivas também se
apresentaram em posi¢des idénticas em um dos bragos de um par de cromossomos

do complemento A.

Em Prochilodus lineatus, espécie que apresenta um numero variavel de
microcromossomos B, uma das sequéncias satélites isoladas por Jesus et al. (2003)
esta presente nas regides pericentromeéricas de varios cromossomos do conjunto A
e em todos os microcromossomos B. Esses resultados levaram os autores a
proporem que a origem dos cromossomos B nessa espécie teria se dado,

provavelmente, a partir de elementos do complemento A.

Relacionamentos entre cromossomos sexuais e cromossomos B tém sido
amplamente relatados entre insetos (Camacho et al., 2011) e peixes (Oliveira et al.,
2009) e é evidente que estes cromossomos compartilham caracteristicas como a
distribuicao diferencial da heterocromatina dos demais autossomos, acumulo de
DNA repetitivo e perda de atividade de genes, caracteristicas distintas em relagéo
aos autossomos (Camacho et al., 2011). Um exemplo interessante da relagcao entre
0S Cromossomos sexuais e cromossomos B vem do peixe ciclideo Africano
Lithocromis rubripinnis que possui um cromossomo B aparentemente originado do
par sexual, especifico dos exemplares do sexo feminino que demonstra uma razao
favoravel ao sexo feminino nesta espécie, embora nao tenham sido identificados
genes relacionados a determinacdo do sexo nos cromossomos B (Yoshida et al.,
2011). Os cromossomos B obsevados em exemplares de C. cf. gomesi ocorrem em
machos e fémeas, ndo revelando um relacionamento destes cromossomos

supranumerarios com um sexo especifico (Pansonato-Alves et al., 2011a).

Neste contexto, a proposicdo de uma origem dos cromossomos B em
Characidium a partir dos cromossomos sexuais também tem que ser considerada,

principalmente tendo como referéncia os resultados obtidos em alguns géneros de
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gafanhotos (Hewitt, 1979; Camacho, 2005). Em vertebrados, o cromossomo B do
anfibio Leiopelma hochstetteri aparentemente teve sua origem a partir do
cromossomo W heteromoérfico presente nos representantes desta espécie, em
hipotese sustentada pela comparagao de sequéncias de DNA (Sharbel et al., 1998)
e pelas semelhangas morfologicas existentes entre estes cromossomos (Green et
al., 1993).

A presente analise revela que os cromossomos sexuais e cromossomos B
compartilham sequéncias presentes na sonda DCg e a sequéncia CgW4. O fato de
estas sondas hibridarem nos cromossomos sexuais e nos B e ndo hibridarem em
nenhum cromossomo autossdmico poderia ser considerado um forte indicativo da
origem dos cromossomos B desta populagdo a partir de fragmentos dos

Cromossomos sexuais.
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4.3 - Capitulo 3

Analise gendmica comparativa por meio da técnica de Gish entre

espécies de Characidium (Characiformes; Crenuchidae)
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Resumo

No presente estudo foi utilizada a hibridizagdo genémica (GISH) em espécies
do género Characidium (C. cf. zebra, C. cf. gomesi, C. cf. fasciatum e Characidium
sp.) na tentativa de um melhor entendimento da evolugdo dos cromossomos sexuais
destas espécies. Uma grande parte do genoma dos eucariontos € composta por
elementos repetitivos, que afirmam a existéncia de uma grande quantidade de
segmentos de DNA que aparentemente nédo estdo sujeitos a uma forte pressao
seletiva. Na maioria dos organismos, as sequéncias repetidas de DNA
compreendem grande porcdo do genoma, sendo que cerca de 45% de todo o DNA
dos mamiferos € composto de elementos transponiveis, enquanto no peixe Fugu
rubripes apenas 2,7% do genoma é composto por elementos transponiveis. Apesar
de n&o se saber ao certo a fungédo da presenga dos segmentos de DNA repetidos,
diferentes estudos vem sugerindo o envolvimento destas sequéncias no processo de
replicacdo do DNA, recombinagdo, expressao génica e até na diferenciagao de
Cromossomos sexuais, ou seja, na organizagao estrutural e funcional do genoma em
geral. O género Characidium apresenta espécies homomorficas, com auséncia de
diferenciacao morfolégica entre os cromossomos, enquanto em outras a diferenca
entre os cromossomos em individuos machos e fémeas caracteriza-se como a
presenca de cromossomos sexuais. Os cromossomos sexuais sao muitas vezes os
elementos mais conspicuos em um complemento cromossémico em termos de
tamanho, forma e heterocromatinizacédo, nos quais é observada uma clara distingao
entre os cromossomos do par considerado sexual. A técnica de GISH vem sendo
utilizada na busca de homologias entre os genomas de diferentes espécies, tendo
sua aplicagado também em estudos de cromossomos sexuais em alguns grupos de

peixes.
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Introducéao

Uma grande parte do genoma dos eucariotos é composta por elementos
repetitivos que se propagam através de copias de si mesmos, podendo se mover
para diferentes posicbes do genoma (Ferreira et al., 2011b). Nesse grupo de
elementos genbOmicos, a presenga de introns, grandes regides intergenes,
sequéncias satélites, pseudogenes e muitas familias de elementos transponiveis
sugerem a existéncia de uma grande quantidade de segmentos de DNA que
aparentemente ndo estao sujeitos a uma forte pressao seletiva (Weiner et al., 1986;
Charlesworth et al., 1994).

Cerca de 45% de todo o DNA dos mamiferos € composto de elementos
transponiveis (Ferreira et al., 2011), sendo que a enorme variagao relatada no
tamanho do genoma entre os diferentes eucariotos esta frequentemente associada
ao acumulo de sequéncias repetidas. Apesar de ainda nao se saber ao certo sobre a
funcdo desempenhada no genoma pelo DNA repetido, em que pese a existéncia de
numerosas evidéncias, diferentes estudos vem sugerindo o envolvimento destas
sequéncias no processo de replicagcdo do DNA (Li et al., 2002), recombinagao (Biet
et al., 1999), expressdo génica (Liu et al., 2001) e até na diferenciacdo de
cromossomos sexuais em peixes (Nanda et al., 1990; Parise-Maltempi et al., 2007;
Marreta et al., 2012; Cioffi et al., 2012a), ou seja, na organizagao estrutural e
funcional do genoma em geral. Essas sequéncias repetidas podem também estar
envolvidas com a ocorréncia de rearranjos cromossémicos tais como delegoes,
duplicagdes, inversbes e translocagdes reciprocas, sendo responsaveis por
proporgdes significativas das variagbes cariotipicas observadas em muitos grupos
de organismos (Kidwell, 2002). Mesmo tendo em conta que o significado funcional
destas sequéncias no genoma ainda nao esteja totalmente conhecido, considera-se
que algumas classes de sequéncias repetidas devem desempenhar papel

importante no funcionamento celular (Epplen; Epplen-Haupt, 2002).

O género Characidium apresenta espécies com auséncia outras com
presenca de cromossomos sexuais (Pansonato-Alves et al., 2011a; Machado et al.,
2011). Estes elementos gendbmicos estruturais fornecem o sinal primario na via de
determinagcdo do sexo, a0 mesmo tempo asseguram uma proporgao equilibrada

entre o sexo da prole (Sahara et al., 2012). Além da sua fungdo, 0os cromossomos
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sexuais sdo muitas vezes os elementos mais conspicuos em um complemento
cromossOmico em termos de tamanho, forma e heterocromatinizacdo, sendo
normalmente observada uma clara distingdo entre os cromossomos do par sexual e

0s autossomos.

A técnica de GISH vem sendo utilizada em varios grupos na busca de
homologias entre os genomas de diferentes espécies de peixes ciclideos (Valente et
al., 2009), em estudos de hibridos como evidenciado nos ciprinideos Carassius
auratus gibelio (Zhu; Gui, 2007) e Squalius alburnoides (Rampin et al., 2012), em
salamandras (Bi; Bogart, 2006) e em estudos de cromossomos sexuais em
mariposas (Fukova et al., 2005). No presente estudo foi utilizada a hibridizagéo
genbmica (GISH) em espécies do género Characidium (C. cf. zebra, C. cf. gomesi,
C. cf. fasciatum e Characidium sp.) na tentativa de melhor entender o processo

determinante de evolugdo dos cromossomos sexuais nestas espécies.

Material e Métodos

Foram analisados exemplares de Characidium cf. gomesi, coletados no
cérrego Alambari, Bacia do Rio Tieté, municipio de Botucatu/SP (22° 56’ 08”S 48°
19’ 15"W); C. cf. gomesi, coletados no Cdorrego da Cachoeira, Bacia do Alto Parana,
municipio de ltumirim/GO (18° 34’ 50,80”S 52° 05’ 52,80”W); de C. cf. fasciatum,
coletados na Bacia hidrografica do Rio das Velhas (Rio Sao Francisco), municipio de
Curvelo/MG (19° 38’ 18,50”’S 44° 07’ 17,60"W) e de Characidium sp., coletados no
Rio Formoso, Bacia do Alto Parana, municipio de Chapadao do Céu/GO (18° 16’
17,00”S 52° 50’ 34,40”"W) (Tabela 1). Os espécimes analisados foram previamente
fixados em formalina a 10% e conservados em etanol 70% para identificagao, sendo
posteriormente depositados na colegao ictiolégica do Laboratério de Biologia e
Genética de Peixes, UNESP em Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (LBP).

Antes do sacrificio os exemplares analisados foram anestesiados com
benzocaina. As preparagdes dos cromossomos mitéticos foram obtidas de células
renais segundo Foresti et al. (1981). O bandamento foi realizado segundo Sumner
(1972).
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Tabela 1. Local de amostragem das espécies do género Characidium. O numero de

individuos amostrados e o sexo sdo indicados na tabela abaixo. F = fémea e M = macho

Espécies F M Local de amostragem Coordenadas

Tributario do Rio das Velhas-
C. cf. fasciatum 1 - Rio Sao Francisco-Curvelo, 19° 38' 18.50"S 44° 07' 17.60"W
Minas Gerais

Riacho Rio da Cachoeira,
C. cf. gomesi 9 5 Alto Rio Parana-Itumirim, 18° 34' 50.80"S 52° 05' 52.80"W
Goias

Cérrego Alambari, Rio Tieté

o ’ " 0 ) "
Botucatu, S&o Paulo 22° 56’ 08,00"S 48° 19’ 15,00"W

C. cf. gomesi 4 1

Ribeirdo Claro, Rio Tieté-Rio

(o] ' " o ' "w
Claro, Séo Paulo 22°22'42.99"S 47° 32' 04.08"W

C. cf. zebra 2 1

Rio Formoso, Alto Rio
Characidiumsp. 5 3 Parana-Chapadéao do Céu, 18° 16' 17.00"S 52° 50' 34.40"W
Goias

Confeccao de sonda de DNA genémico da espécie C. cf. zebra

A sonda GCz (Genoma Characidium cf. zebra) foi confeccionada pelo método
de DOP-PCR utilizando o genoma total de exemplar fémea de Characidium cf.
zebra. A extracdo do gDNA foi realizada segundo o protocolo utilizado por Aljanabi ;
Martinez (1997) e para a elaboragao desta sonda foram utilizados 2ul (200 ng) de
DNA total em uma reagcdo de volume final igual a 24ul. Essas amostras foram
submetidas a uma amplificagdo inespecifica com o uso de um primer degenerado

(DOP-PCR - Muhlmann-Diaz et al., 2001) seguindo o protocolo descrito acima.

O produto da PCR foi checado em gel de agarose a 1%, onde foi detectada
uma amplificacdo em forma de arrasto com tamanho de 100 a 500pb. Foi, em
seguida, realizada uma PCR para aumentar a quantidade de DNA e posteriormente
foi realizada uma PCR de marcacgao utilizando oligonucleotideos biotinilados, onde a
sonda DCg foi marcada com digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science;
www.roche.com) e a sonda GCz foi marcada com Biotina 14-dUTP (Roche Applied
Science; www.roche.com) via reacdo da PCR (Polymerase Chain Reaction),

segundo especificagdes do fabricante.
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A hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) foi realizada segundo Pinkel et al.
(1986), onde 1ug da sonda GCz e 700ng da sonda DCg foram adicionados a
solugéo de hibridagéo (50% de formamida, 10% de sulfato de dextrano e 2 X SSC, a
37°C por 18h) e depositados em cada lamina. Os sinais hibridizacdo foram
detectados utilizando-se anti-digoxigenina-rhodamina (Roche Applied Science), com
a preparagao sendo contracorada com DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) - VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI) e analisada
em um fotomicroscopio o6tico (Olympus, BX61; www.olympus.com). As metafases
foram fotografadas e editadas utilizando o software Image Pro Plus 6.0 (Media

Cybernetics; www.mediacy.com) e Adobe Photoshop CS4.

Resultados

A utilizacdo da sonda GCz teve como objetivo buscar homologias entre as
regidbes de cromatina dos cromossomos de C. cf. zebra, C. cf. gomesi, C. cf.
fasciatum e Characidium sp. A técnica de GISH foi realizada utilizando-se a sonda
GCz, marcada com fluorocromo verde - Biotina e a FISH com a sonda DCg,

marcada com fluorocromo vermelho - Digoxigenina (Figuras 1,2,3,4 e 5).

A sonda GCz apresentou sinais de hibridacdo dispersos por todos os
cromossomos de Characidium cf. gomesi, C. cf. fasciatum e Characidium sp., com
maior concentracdo das marcagdes nas regides terminais dos autossomos. O
cromossomo Z apresentou marcagdes terminais nos bragos p e g em C. cf. gomesi
(Alambari), enquanto em C. cf. fasciatum e C. cf. gomesi (Itumirim) as marcagdes de
hibridagdo ocorreram na regido terminal do brago p e intersticial no brago q.
Characidium sp. apresentou uma marcagao terminal e uma pericentromerica no
braco g e uma na regiao terminal do braco q. O cromossomo W apresentou sinais na
regido terminal do brago p em C. cf. gomesi (Alambari). Em C. cf. fasciatum e C. cf.
gomesi (ltumirim) ndo foram observadas marcacgées da sonda CGz. Characidium sp.
apresentou duas marcagdes, sendo uma intersticial no braco q e uma

pericentromeérica no brago p do seu cromossomo W.
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Figura 1. a) Metafase somatica de exemplar fémea de C. cf. gomesi com cromossomos
corados com DAPI. b) sinais de hibridacdo da sonda GCz. c) Metafase somatica corada com
DAPI e com os sinais das sondas DCg (vermelha) e GCz (verde). d) Sinais da sonda DCg.
e) cariétipo de exemplar fémea de C. cf. gomesi proveniente do ribeirdo Alambari, com
sinais das sondas DCg e GCz. O cromossomo W mostrou-se inteiramente marcado,
enquanto o Z apresentou marca apenas na regiao pericentromérica. A sonda GCz
apresentou marcagdes dispersas, com maior incidéncia nas regides terminais dos

cromossomos. A barra corresponde a 10 micrémetros.
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Figura 2. Caridtipo de exemplar fémea de C. cf. zebra proveniente do Ribeirdo Claro. A
sonda GCz apresentou marcagdes dispersas, com maior incidéncia nas regides terminais

dos cromossomos. A barra corresponde a 10 micrometros.

Figura 3. Caridtipo de exemplar fémea de C. cf. fasciatum proveniente da bacia do Rio das
Velhas, com marcacdo pelas sondas DCg (Vermelho) e GCz (verde). O cromossomo W
mostrou-se inteiramente marcado, enquanto o Z apresentou marcagao apenas na regiao
pericentromérica. A sonda GCz apresentou marcagdes dispersas, com maior incidéncia nas

regides terminais dos cromossomos. A barra corresponde a 10 micrémetros.
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Figura 4. Cariétipo de exemplar fémea de C. cf. gomesi proveniente do Coérrego da
Cachoeira com marcacao pelas sondas DCg (vermelho) e GCz (verde). O cromossomo W
mostrou-se inteiramente marcado, enquanto o Z apresentou marcagao apenas na regiao
pericentromérica. A sonda GCz apresentou marcacgdes dispersas, com maior incidéncia nas

regides terminais dos cromossomos. A barra corresponde a 10 micrémetros.

Figura 5. Cariotipo de exemplar fémea de Characidium sp. proveniente do Rio Formoso,
com marcagao pelas sondas DCg (vermelho) e GCz (verde). O cromossomo W mostrou-se
inteiramente marcado, enquanto o Z apresentou marcacdo apenas ha regiao
pericentromérica. A sonda GCz apresentou marcacgdes dispersas, com maior incidéncia nas

regides terminais dos cromossomos. A barra corresponde a 10 micrometros.

A hibridacao com a sonda DCg, confeccionada a partir de cromossomos W de

C. cf. gomesi, apresentou um padrao anteriormente conhecido, com marcagdo em
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grande parte do cromossomo W e apenas na regidao pericentromérica do
cromossomo Z. O bandamento C apresentou também padrdes ja conhecidos
anteriormente, com a presengca de regides heterocromaticas nas regides
pericentroméricas e terminais dos cromossomos das espécies analisadas. Nas
espécies analisadas, os cromossomos W se apresentarm heterocromaticos,
enquanto os cromossomos Z apresentaram blocos de diferentes tamanhos na regido

pericentromérica (Figura 6).
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Figura 6. Metafase somatica de espécimes fémeas de a) C. cf. zebra, b) C. cf. gomesi
(Alambari), c) C. cf. fasciatum, d) C. cf. gomesi (ltumirim) e e) Characidium sp., apos
bandamento C. Os cromossomos Z e W estao indicados por setas. A barra corresponde a

10 micrémetros.
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Discussao

No presente estudo foram utilizados cromossomos metafasicos de C. cf.
zebra, C. cf. gomesi, C. cf. fasciatum e Characidium sp. para a hibridagdo genémica
in situ com sonda elaborada do DNA total de C. cf. zebra (Sonda CGz). De modo
geral os padrbes de hibridagdo da GISH foram similares aos resultados de
mapeamento de regides heterocromaticas. A heterocromatina em C. cf. gomesi, C.
cf. fasciatum e Characidium sp. esta presente em regides pericentroméricas e
terminais dos autossomos e na regido pericentromeérica do cromossomo Z, sendo o
cromossomo W totalmente heterocromatico. C. cf. zebra apresenta as regides
cromossOmicas pericentroméricas e terminais heterocromaticas e ndo apresenta o

polimorfismo cromossémico ligado ao sexo (Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a).

Em peixes, encontramos muitos tipos de DNAs repetitivos nas regides ricas
em heterocromatina que foram identificados com DNA satélite (Oliveira; Wrigth,
1998) e retrotransposons (Ferreira et al., 2011). Este fato também €& observado em
outros grupos de vertebrados como roedores e répteis (Yamada et al., 2005). Em
aves foram isoladas sequéncias de DNA repetitivo que se encontravam na regiéo
centromérica da maioria dos cromossomos do complemento cariotipico (Madsen et
al., 1992; Saifitdinova et al., 2001). Tais fragmentos gendmicos, centrbmeros e
teldbmeros, possuem sequéncias de DNA repetitivo que sdo altamente conservadas
(Witzany, 2008). Os padrbes de hibridacdo obtidos com a sonda GCz se
apresentaram de forma dispersa por todos os cromossomos de C. cf. gomesi, C. cf.
fasciatum e Characidium sp., aparecendo com maior intensidade nas regides
terminais. Considera-se que o fato de serem sequéncias repetitivas altamente
conservadas poderia explicar a presencga dos sinais de hibridacdo observados nas

especies analisadas.

Como observado, a heterocromatina presente no cromossomo W e a
observada na regido pericentromérica do cromossomo Z aparentemente sao
distintas das demais classes de heterocromatina encontrada nos autossomos de C.
cf. gomesi, C. cf. fasciatum, Characidium sp. € nos cromossomos de C. cf. zebra. E
a ocorréncia de hibridagédo também sugere que o cromossomo Z apresenta regides
possivelmente homedlogas com cromossomos de C. cf. zebra, enquanto o

cromossomo W ja se apresenta distinto dos demais cromossomos, exceto com
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relacdo a pequena regido terminal do braco p identificada com sinais de
hibridizagdo, que poderia ocorrer devido a presenga se sequéncias conservadas
semelhantes as observadas nas sequéncias teloméricas, que sao conservadas na

linhagem dos vertebrados (Amaro-Ghilardi et al., 2008).

O acumulo de elementos repetitivos em cromossomos especificos é uma forte
evidéncia da existéncia de cromossomos sexuais, como observado em espécies dos
géneros Eigenmannia (Henning et al., 2008ab), Leporinus (Galetti e Foresti, 1986;
Parisi-Maltempi et al., 2007; Hashimoto et al., 2009; Marreta et al., 2012), Hoplias
(Cioffi et al., 2009, 2011), Paradon (Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2006),
Tripotheus (Artoni; Bertollo, 2002; Diniz et al., 2008ab) e nos Poecilidae (Nanda et
al., 1990, 2000; Volff; Schartl, 2001), entre outros. E proposto que durante a
diferenciacdo e evolugdao dos cromossomos sexuais dos mamiferos, diversas
alteragdes genéticas contribuiram para a diferenciagdo dos cromossomos X e Y,
sendo uma delas o aparecimento de regides ricas em DNA repetitivo (Ohno, 1967;
Volff et al., 2007; Cioffi et al., 2011). Observa-se em C. cf. gomesi, C. cf. fasciatum e
Characidium sp. o acumulo de DNAs repetitivos (heterocromatina), que seria um dos
passos iniciais que levaria a supressdo de recombinagdo meidtica e, como proposto
por Charlesworth et al. (1994), as regides de DNAs repetitivos possivelmente
possuiriam uma taxa de selecdo menor que a das regides codificantes, facilitando o
acumulo de mutagdes e levando a uma clara distincdo entre os dois cromossomos

do par sexual, tornando-os distintos dos autossomos.

Os padrdes de hibridagado observados sugerem que 0S Cromossomos sexuais
de C. cf. gomesi, C. cf. fasciatum e Characidium sp. possuem regides homedlogas
com cromossomos de C. cf. zebra, mas também sugerem a diferenciacédo dos
cromossomos das espécies analisadas, que provavelmente ocorreu apos eventos
cladogenéticos que separaram as formas ancestrais dos grupos que apresentam

cromossomos sexuais daqueles que ndo os possuem nos dias atuais.

A variacdo na quantidade dos diferentes tipos de DNA repetitivo esta
relacionada com a diversidade gendmica e evolugdo dos cromossomos sexuais em
muitas espécies de peixes (Cioffi et al., 2012b). A presenga do DNAr 18S é
observada nos cromossomos sexuais em espeécies dos géneros Characidium
(Noleto et al., 2009; Machado et al., 2011; Pansonato Alves et al.,, 2011a) e
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Triportheus, sendo que na espécie T. auritus, além do DNAr 18S também foi
observado nestes cromossomos o acumulo de uma classe de microssatélites, do
mesmo modo que em Leporinus reinhardti, onde foi observada uma grande

concentragao de classes de microssatélites no cromossmo W (Cioffi et al., 2012b).

Em Hoplias malabaricus varias e diferentes classes de DNA repetitivos,
incluindo satélites, elementos transponiveis e microssatélites estido presentes na
regidao heterocromatica dos cromossomos sexuais (Cioffi et al., 2010, 2012b).
Considera-se, portanto, que ha uma clara relagdo entre a diferenciacdo dos
cromossomos sexuais e a heterocromatinizagdo do cromossomo W, com a presenca
de classes de DNA altamente repetivos, entre os quais se incluem os elementos
transponiveis (os retrotransposons), bem como outras classes de segmentos
repetitivos com niumero menor de copias no genoma (os transposons), submetidos a
processos de diferenciacdo e evolugdo nos cromossomos sexuais em algumas

especies de peixes que 0s possuem.
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4.4 - Capitulo 4

Caracterizacao citogenética de Crenuchus spilurus Gunther, 1863

(Characiformes, Crenuchidae)
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Resumo

O presente trabalho teve o objetivo de caracterizar e descrever o cariétipo da
especie Crenuchus spilurus. A espécie apresentou numero dipldide de 38
cromossomos (12m + 4sm + 2st + 20a), que constitui 0 menor numero
cromossOmico descrito para a familia Crenuchidae. As regides organizadoras de
nucléolo (RONs) foram identificadas em apenas um par de cromossomos
subtelocéntricos (par numero nove), sendo que a realizagdo de FISH com sondas de
DNAr 18S mostrou coincidéncia dos sitios identificados pela técnica de Ag-RONs.
Contudo, dois pares de cromossomos acrocéntricos foram identificados como
portadores de sitios de DNAr 5S (pares 10 e 13). O bandamento C revelou
conspicuas regides heterocromaticas no brago curto do par subtelocéntrico numero
nove e nas regides pericentromeéricas de varios cromossomos acrocéntricos. Nao

foram observados polimorfismos ligados ao sexo nos exemplares analisados.
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Introducéao

A ictiofauna de agua doce Neotropical € a mais rica de todo o planeta
(Schaefer, 1998) e, de acordo com Buckup (2003), das 13.000 espécies de peixes
de agua doce estimadas existirem no planeta, aproximadamente 6.000 espécies
encontram-se distribuidas na regido Neotropical, das quais 4.475 s&o atualmente
consideradas validas, além de cerca de 1.550 que sao conhecidas, porém ainda nao
descritas formalmente. A fauna de peixes de aguas continentais do Brasil
acompanha estas estatisticas, com 2.587 espécies ja descritas e muitas ainda
desconhecidas (Buckup et al., 2007). Entre as espécies de agua doce destacam-se
os representantes da superordem Ostariophysi, que representam 71% da ictiofauna
de agua doce Neotropical (Fink; Fink, 1981; Reis et al., 2003).

A familia Crenuchidae compreende 71 espécies validas de peixes descritas
em 12 géneros (Ammocryptocharax, Characidium, Crenuchus, Elachocharax,
Geryichthys, Klausewitzia, Leptocharacidium, Melanocharacidium, Microcharacidium,
Odontocharacidium, Poecilocharax e Skiotocharax) (Buckup, 2003). Estudos
recentes utilizando a metodologia cladistica sugerem que Characidiinae compde,

juntamente com Crenuchinae, a familia Crenuchidae (Buckup, 1998).

Entre os representantes da familia Crenuchidae, o género Characidium é o
mais estudado as suas espécies apresentam caridtipos compostos por cinquenta
cromossomos frequentemente dos tipos metacéntricos e submetacéntricos, sendo
que a maioria das espécies cariotipadas apresentam heteromorfismo cromossdémico
ligado ao sexo do tipo ZZ/ZW (Machado et al., 2011; Pansonato—Alves et al., 2011a).
Em relacdo aos demais géneros, os dados citogenéticos sdo pouco conhecidos.
Apesar dos resultados obtidos sobre a origem dos cromossomos sexuais sugerirem
que este polimorfismo ocorreu em espécies do género Characidium, o
desconhecimento dos cariétipos de exemplares dos demais géneros da familia
Crenuchidae dificulta conclusdes mais precisas sobre a origem e evolugdo dos
cromossomos Z e W em Characidium e também a compreensdo da evolucao
cromossbmica ocorrida nesta familia, visto que os exemplares de Crenuchus
spilurus analisados apresentaram trinta e oito cromossomos, com uma féormula

cariotipica distinta dos cromossomos observados em Characidium.

O presente estudo teve como obijetivo principal a descricdo do cariotipo e das

particularidades cariotipicas da espécie Crenuchus spilurus. Considera-se que as
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informacgdes obtidas sdo importantes para um melhor entendimento dos processo
envolvidos na evolugdo dos cromossomos sexuais e dos autossomos das espécies

de peixes que compdem a familia Crenuchidae.

Material e Métodos

Foram coletados 17 individuos de C. spilurus (05 fémeas e 12 machos) do Rio
Caeté, (Par4, Brasil; S 01° 05’ 07,80” W 46° 51’ 44,30”). Os espécimes analisados
foram previamente fixados em formalina a 10% e conservados em etanol 70% para
identificacdo e encontram-se depositados na colegao ictiolégica do Laboratorio de
Biologia e Genética de Peixes, UNESP em Botucatu, Sao Paulo, Brasil, com o
numero de lote LBP 9424.

As preparacdes dos cromossomos mitoticos foram obtidas de células renais
segundo o protocolo utilizado por Foresti et al. (1981), sendo os exemplares
anestesiados com solucdo de benzocaina antes do sacrificio. Na aplicagdo das
técnicas rotineiras de citogenética de peixes, as regides organizadoras de nucléolo
(RONSs) foram detectadas utilizando Nitrato de prata, de acordo com Howell; Black
(1980), enquanto o bandamento C para a localizagdo das regides heterocromaticas

foi realizado segundo protocolo descrito por Sumner (1972).

A hibridizacao in situ Fluorescente (FISH) foi realizada segundo Pinkel et al.
(1986), com a utilizagdo de 30ul de solugado de hibridagdo por lamina (700ng de
sonda, 50% de Formamida, 2 XSSC e 10% de Sulfato Dextrano, a 37°C por 18h). A
sonda para DNAr 18S foi obtida a partir da espécie Prochilodus argenteus, segundo
protocolo descrito por Hatanaka ; Galetti (2004), enquanto a sonda para DNAr 5S foi
obtida da espécie Leporinus elongatus, segundo Martins ; Galetti (1999). A sonda
telomérica foi obtida segundo ljdo et al., (1991). Estas sondas foram marcadas com
digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science; www.roche.com) via reagédo da PCR
(Polymerase Chain Reaction), segundo especificacdes do fabricante e os sinais de
hibridizagdo foram detectados utilizando-se anti-digoxigenina-rhodamina (Roche
Applied Science), sendo as preparagdes contracoradas com DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAPI) - VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI)
e analisados em um fotomicroscépio 6tico (Olympus, BX61; www.olympus.com). As
metafases foram fotografadas e editadas utilizando o software Image Pro Plus 6.0

(Media Cybernetics; www.mediacy.com) e Adobe Photoshop CS4, sendo a
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morfologia dos cromossomos determinada segundo a razao de bragos proposta por
Levan et al. (1964).

Resultados

As andlises citogenéticas mostraram que os individuos da espécie Crenuchus
spilurus apresentaram numero dipldide de 38 cromossomos, segundo a féormula
cariotipica (12m + 4sm + 2st + 20a) e numero fundamental igual a 56 (Figura 1). Nao
foram encontrados polimorfismos cromossémicos ligados ao sexo nos individuos

analisados.
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Figura 1. a) Cariotipo de exemplar de Crenuchus spilurus apds coloragao convencional por
Giemsa (a), tendo em destaque o par cromossOmico portador das RONSs; b) cariétipo apos
tratamento para bandamento C. Notar a presenga de blocos de heterocromatina na regiao
pericentromérica dos cromossomos acrocéntricos e no brago curto do par 9 subtelocéntrico,

coincidente com a regiao da NOR. A barra corresponde a 10 micrémetros.
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A impregnagao das preparagdes cromossOmicas por nitrato de Prata
evidenciou marcagdes terminais nos bragos menores do par cromossdmico
subtelocéntrico numero 9 (Figura 1). A analise de distribuicdo de heterocromatina
constitutiva mostrou a presenca de marcagbes pericentroméricas em varios
Cromossomos acrocéntricos, além de uma marcagao conspicua nos bracos menores
de um par de cromossomos subtelocéntricos do par 9 (Figura 1). A hibridag&o in situ
com sondas fluorescentes evidenciou sitios de DNAr 18S nos bragos menores do
par cromossémico subtelocéntrico (par 9) (Figura 2), coincidentes com as marcagoes
evidenciadas pela prata (Figura 1). A hibridagao in situ utilizando a sonda de DNAr
5S evidenciou quatro regides portadoras desse gene, com marcagdes em posigao
intersticial no par acrocéntrico 10 e em posigcdo terminal no par acrocéntrico 13
(Figura 2). A sequéncia (TTAGGG)n foi detectada nas regides teloméricas em todos
0S cromossomos, sendo que o par cromossémico numero dois apresentou sinais de
hibridagao na regido pericentromérica e o par numero dez apresentou marcagdes na
regido intersticial (Figura 3). Dado que as sequéncias teloméricas sao relativamente

curtas, em a visualizagao de sinais foi ténue em alguns cromossomos.
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Figura 2. a) Cariotipo de Crenuchus spilurus mostrando a localizagdo do DNAr 18S no
braco curto do par 9 subtelocéntrico e, em b) cari6étipo mostrando a localizag&o dos sitios de
DNAr 5S, localizados nos pares cromossémicos 10 e 13. A barra corresponde a 10

micrémetros.
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Figura 3. Caridtipo de Crenuchus spilurus mostrando a localizagdo de sequéncias
teloméricas nas regides terminais dos cromossomos e a localizagdo de marcagoes

intersticiais (ITS) nos pares cromossdmicos 2 € 10. A barra corresponde a 10 micrémetros.

Discussao

A espécie Crenuchus spilurus apresentou numero dipldide de 38
cromossomos (12m + 4sm + 2st + 20a) (Figura 1), sendo que o maior par de
cromossomos € um submetacéntrico. Esta espécie apresenta o menor numero
cromossbmico ja descrito para a familia Crenuchidae. Quando comparada aos
grupos co-familiares, verifica-se que os Characidiinae (género Characidium)
apresentam 50 cromossomos, sendo a foérmula cromossOmica constituida
principalmente por elementos dos tipos metacéntricos e submetacéntricos
(Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a).

A espécie C. spilurus apresenta cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos, mostrando diferencas quanto ao
numero e morfologia dos cromossomos, quando comparados os cariotipos de
representantes do género Characidium e outras espécies de Crenuchus. Em
Characidium, e tendo como exemplo C. pterostictum, nota-se a existéncia de um par
cromossOmico que oscila entre os tipos acrocéntrico e subtelocéntrico. De modo

geral, os representantes do género Characidium apresentam o cariotipo composto
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apenas por cromossomos dos tipos meta e submetacéntricos (Pansonato-Alves et
al., 2010) e as diferengas observadas foram causadas possivelmente por sucessivos
rearranjos que modificaram o numero e a morfologia dos cromossomos desses dois

grupos.

Na populagdo de C. spilurus estudada foi detectada a presenca de RONs
simples, que se apresentaram nos bragos curtos dos cromossomos do par 9 (Figura
1). Outros Crenuchidae, como encontrado entre os representantes do género
Characidium também apresentam Ag-RONs simples em algumas populagbes
(Centofante et al., 2003; Silva; Maistro, 2006; Noleto et al., 2009; Pansonato-Alves et
al., 2010, 2011a), como visto em grupos de C. cf. zebra (Pansonato-Alves et al.,
2011b). Contudo, entre representantes deste mesmo género, como no caso de uma
populacdo de Characidium cf. gomesi estudada por Vicari et al. (2008), € descrita a
ocorréncia de sete cromossomos portadores das Ag-RONs, do mesmo modo que
em Characidium lauroi que possui quatro cromossomos com sitios de Ag-RONs
(Centofante et al.,, 2003). Além disso, ocorrem espécies neste género que
apresentam as Ag-RONs nos cromossomos do par heteromorfico sexual, como
descrito por Pansonato-Alves et al. (2010) em C. cf. gomesi e em C. lanei por Noleto

et al. (2009), fato este ndo observado em C. spilurus.

Os exemplares analisados de Crenhuchus spilurus apresentaram o par
cromossémico numero nove portador de sitios de DNAr 18S (Figura 2), do mesmo
modo como é comum encontrar entre os representantes do género Characidium.
Neste género, a presenga de sitios de DNAr 18S ocorre apenas em um par
cromossdmico, conforme descrito em C. lanei (Noleto et al., 2009) e C. cf. gomesi
(Pansonato-Alves et al., 2011a). Contudo, Vicari et al. (2008) relatam a ocorréncia
de cinco pares cromossOmicos portadores destes sitios em individuos analisados
em outra populacdo de C. cf. gomesi. Nos individuos da populacédo de C. spilurus
analisada, o DNAr 18S foi localizado em compartimentos cromossdmicos distintos
do DNAr 58S, corroborando uma situagcéo bastante comum em vertebrados na qual
esses dois genes possivelmente seguem padrbes evolutivos independentes
(Lucchini et al., 1993; Suzuki et al., 1996; Singh et al., 2009).

Em muitos vertebrados, o gene ribossomal 5S esta localizado em apenas um

par cromossémico (Suzuki et al., 1996; Makinem et al.,1997). Em anfibios (Schimid
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et al., 1987; Lucchini et al., 1993) e peixes (Mazzei et al., 2004; Nirchio; Oliveira,
2006), este gene pode ser detectado em um ou em varios pares cromossOmicos. Em
C. spilurus foram observados dois pares cromossdmicos portadores de sitios de
DNAr 5S (pares 10 e 13) (Figura 2). Ja para género Characidium é descrita a
presenca de um par portador de DNAr 5S em C. cf. gomesi (Vicari et al., 2008) e em
C. lanei (Noleto et al., 2009), sendo que, ao analisarem individuos de outra
populacdo de C. cf. gomesi, Pansonato-Alves et al. (2011a) descrevem a presenga
de dois pares cromossdmicos portadores deste sitiosgénicos. Variagdes do DNAr 5S
podem ocorrer devido a presenga de pseudogenes, inser¢des, delegdes e mini
repeticdes e estes segmentos gendmicos tém sido frequentemente caracterizados
em varios organismos (Suzuki et al., 1996; Sadjak et al., 1998; Alves-Costa et al.,
2006).

Estudos realizados anteriormente empregando a técnica de bandamento C
mostraram que algumas espécies de peixes (Gold et al., 1990), bem como de
outros animais (Sumner, 1990), possuem bandas heterocromaticas em
quantidades diferentes, distribuidas principalmente nas regides centroméricas ou
terminais dos cromossomos e menos frequentemente em posi¢cao intersticial
(Weiler; Wakimoto, 1995; Oliveira; Wright, 1998). Os individuos da populagao de C.
spilurus  analisados apresentam blocos heterocromaticos na regido
pericentromérica da maioria dos cromossomos acrocéntricos € no brago menor do
par 9 (Figura 1). Exemplares do género Characidium possuem blocos de
heterocromatina  constitutiva localizadas nas regides pericentromérica,
centroméricas e regides terminais (Maistro et al., 1998, 2004; Centofante et al.,
2001, 2003; Silva; Maistro, 2006), além do cromossomo W que se apresenta
totalmente heterocromatico em C. cf. gomesi, C. lanei, C. schubarti, C. pterostictum
e C. oiticai (Vicari et al.,, 2008; Noleto et al., 2009; Machado et al., 2011;
Pansonato-Alves et al., 2010, 2011a).

A sequéncia TTAGGG ¢é uma sequéncia conservada e presente
principalmente na regido telomérica dos cromossomos dos vertebrados (Amaro-
Ghilardi et al., 2008). Contudo, além da localizagao na regido dos teldmeros, muitas
espécies de vertebrados apresentam sitios teloméricos intersticiais (ITS), sendo
que em muitos casos, a presenga destas sequéncias esta relacionada com eventos

de rearranjos cromossodmicos (Meyne et al., 1990). Em decorréncia disto, a
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identificacdo e localizacdo das sequéncias teloméricas tem sido utilizada em
estudos de evolugéo cariotipica em varias espécies de vertebrados (Amaro-Ghilardi
et al., 2008). A obsevacao de ITS nos pares dois e dez de C. spilurus (Figura 3)
sugere a ocorréncia de fusbes nestes pares cromossémicos e nao pode ser
descartado o fato de que tenham ocorrido outros eventos de fusdo que, contudo,
nao foram detectadas pela hibridagao in situ devido a perda ou modificacdo das

regides teloméricas durante o processo de fusdo cromossémica.

Varios eventos promotores de modificacbes na estrutura dos cromossomos
parecem atuar no processo de diversificagcao dos cariétipos das espécies da familia
Crenuchidae (Crenuchus e Characidium) com cariétipos conhecidos, como a
presenga e auséncia de cromossomos sexuais, diferentes posi¢cdes de regides
ricas em heterocromatina constitutiva, mudangas na forma e numero dos
cromossomos. As diferengas observadas entre o cariotipo da espécie C. spilurus
quando comparado com os caridtipos das espécies alocadas no género
Characidium mostram a necessidade de mais estudos para levantar informagdes
cromossOmicas de representantes dos demais géneros pouco estudados, com
vistas a um melhor entendimento dos processos evolutivos ocorridos na familia

Crenuchidae.
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5 - Consideragdes finais

Entre a grande diversidade de espécies de peixes da regido Neotropical,
algumas espécies apresentam cromossomos sexuais diferenciados (Andreata et al.,
1993; Almeida Toledo; Foresti, 2001; Oliveira et al., 2009; Cioffi et al., 2012 entre
outros), sendo que algumas possuem Cromossomos sexuais com origem comum em
espécies pertencentes a um mesmo género, como ocorre entre os representantes
dos géneros Tripotheus e Leporinus (Artoni et al., 2001; Diniz et al., 2008ab; Marreta
et al.,, 2012). Os padroes comparativos obtidos das analises realizadas com
cromossomos sexuais de tres espécies de peixes do género Characidium, C. cf.
fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp. sugerem que os cromossomos Z e W séo
homeodlogos. Por outro lado, os individuos analisados de C. cf. zebra e C. cf.
lagosantense nao apresentaram pares cromossOmicos com qualquer diferenciagao
morfologica, sugerindo que o processo de diferenciacdo dos cromossomos Z e W
parece ter ocorrido em um ancestral muito relacionado ao grupo C. cf. zebra, apds a
separacao dos dois grupos identificados pelos caridtipos de C. cf. gomesi e C. cf.
zebra. A auséncia de cromossomos sexuais diferenciados na amostra de Crenuchus
spilurus analisada também parece reforgar a possibilidade da diferenciagdo dos
cromossomos sexuais ter ocorrido em exemplares alocados no género Characidium.
A presenga de regides eucromaticas nos cromossomos Z, com excessao do bloco
conspicuo de heterocromatina caracteristico da regido pericentromérica destes
cromossomos € a marcante presenga de um cromossomo W totalmente
heterocratinizado em C. cf. fasciatum, C. cf. gomesi e Characidium sp., sugerem
poucas possibilidades de recombinagao entre os cromossomos Z e W nestas
especies ou, caso ocorra, esta pode se apresentar bastante restrita. A auséncia ou a
diminuicdo do grau de reconbinacao entre os cromossomos sexuais (Z e W ou X e
Y) vém sendo propostas como um dos passos iniciais da separacao entre os pares
homomorficos que levariam ao aparecimento de pares cromossOmicos
heteromérficos. Contudo, o conhecimento das causas que levam a formagao de
Cromossomos sexuais em algumas espeécies e ndo em outras, mesmo sendo estas
algumas vezes bastante relacionadas filogenéticamente, ainda constitui questdo em

estudo.

93



Pazian, MF - Considerac0es finais

As sequéncias CgW1, CgwW2, Cgw4, CgWe, CgW9, CgwWw13 e CgW34
isoladas do cromossomo W de Characidium cf. gomesi n&do apresentaram
similaridade com sequéncias previamente conhecidas, quando comparadas aquelas
existentes nos bancos de dados GenBank e Giri, como ja descrito para outras
sequéncias oriundas de cromossomos sexuais em espécies de peixes como
Leporinus elongatus (Nakayama et al., 1994; Parisi-Maltempi et al., 2007), Oryzias
hubbusi (Takehana et al., 2012) e em outros organimos como a mariposa Cydia
pomonella (Fukova et al., 2007). A inexisténcia de similaridade entre as sequéncias
isoladas no presente trabalho e aquelas descritas na literatura apresenta-se como
um reforgco para a proposi¢cao de que 0S Cromossomos sexuais em peixes podem
apresentar origens distintas (Volff, 2005; Volff et al., 2007). A auséncia da sequéncia
CgW4 nas regides eucromaticas dos cromossomos Z em C. cf. gomesi sugere a
auséncia ou diminuicdo do grau de recombinagdo entre os cromossomos Z e W
nestas espécies, aparecendo como um dos passos necessarios para a diferenciacao
dos cromossomos sexuais. O cromossomo W de C. cf. gomesi aparentemente

tembém é formado por diferentes sequéncias de DNA.

A sonda DCg e a sonda elaborada da sequéncia CgW4 apresentaram
hibridacdo com segmentos dos cromossomos Z, W e B em C. cf. gomesi,
evindenciando uma possivel origem dos cromossomos supranumerarios a partir dos
cromossomos sexuais nestes exemplares analisados. O compartilhamento de
sequéncias entre comossomos sexuais e romossomos B é descrito em varias
espécies, tendo ja sido observado em ratos (Rubtsov et al., 2004), gafanhotos
(Rubtsov et al., 2004, 2007; Teruel et al., 2009a) e peixes (Jesus et al., 2003), entre
outros organismos. Neste estudo é sugerido que o cromossomo B presente nos
individuos analisados teria uma possivel origem a partir de fragmentos dos
cromossomos sexuais Z e W, de modo semelhante ao proposto por Teruel et al.

(2009a) para a espécie de gafanhoto Locusta migratoria.

Os individuos analisados da espécie Crenuchus spilurus apresentaram o
menor numero cromossOmico até agora descrito para a familia Crenuchidae, com
férmula cariotipica composta por cromossomos de todos os tipos morfolégicos,
diferentemente do que ocorre entre os representantes do género Characidium. As
RONSs foram caracterizadas em apenas um par cromossémico subtelocéntrico nesta

espécie, sendo que os sitios de DNAr 18S identificados por FISH mostraram-se
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coincidentes com as marcacoes identificadas pela técnica de Ag-RONs. Dois pares
de cromossomos acrocéntricos foram identificados como portadores de sitios de
DNA 5S nos pares 10 e 13, que ndo apresentaram sintenia com as regides 18S.
Nesta espécie, diferentemente dos representantes do género Characidium, as
regides heterocromaticas foram observadas no brago curto do par subtelocéntrico
numero nove e nas regides pericentroméricas dos cromossomos acrocéntricos, nao
tendo sido observados polimorfismos ligados ao sexo. Além disso, a presencga de
marcagoes intersticiais (ITS) nos pares cromossdmicos dois e dez, obtidas pela
aplicagao de sondas repetitivas teloméricas, revelam a possibilidade de ocorréncia
de fusdes cromossdmicas durante o processo de diversificagdo cariotipica. desta

especie.

Considera-se que estudos envolvendo representantes dos outros géneros da
familia Crenuchidae seriam de grande ajuda para um melhor entendimento dos
processos envolvidos na evolugdo dos cromossomos dessa familia, tendo em vista
as diferengas cariotipicas observadas entre as espécies destes géneros. Tal
constatagcdo tem por base o fato de que a maioria dos cariétipos conhecidos e ja

descritos nesta familia caracteriza espécies do género Characidium.
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Abstract  Some species of the genus Characidinm have
heteromorphic ZZ2ZW sex chromosomes with a totally
heterochromatic W chromosome. Methods for chromosome
microdissection associated with chromosome painting have
become important tools for cytogenetic studies in Neo-
tropical fish. In Characidinm ef. fasciatm, the Z chromo-
some contains a pericentromenc heterochromatin hlock,
whereas the W chromosome is completely heterochromatic.
Therefore, a probe was produced from the W chromosome
through microdissection and degenerate oligonucleotide-
primed polymerase chain reaction amplification, FISH was
performed wsing the W probe on the chromosomes of
specimens of this species. This revealed expressive marks in
the pericentromeric region of the £ chromosome as well as a
completely painted W chromosome, When applying the
same probe on chromosome preparations of O ol gommesi
and Characidiom sp., o pattern similar to C. cf. fasciatunm
was found, while C cf. zebra, C. cf. lagosaniense and
Cremucfus spilurus species showed no hybrndization sig-
nals. Structural changes in the chromosomes of an ancestral
sexual system in the group that includes the species €. cf.
gomesi, C, el fosciarm and Characidinm sp., could have
contributed 1o the process of speciation and could represent
a cawsal mechanism of chromosomal diversification in this
group. The heterochromatinization process possibly began
in homomorphic and homologous chromosomes of an
ancestral form, and this process could have given rise 1o the
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current patterns found in the species with sex chromosome
heteromorphism.

Keywords Microdissection - FISH - DOP-PCR. -
Cyiogenetic - Sex chromosomes - Freshwater fishes

Introduction

Crenuchidae is a small freshwater fish family with two
subfamilies: Characidiinae and  Crenuchinae  (Buckup
1995). The genus Characidium is the most diverse in the
fumily Crenuchidoe. Widely distributed in the Neotropical
region {Buckup 2003}, Characidinm is considered the most
specious group of the Choracidiinae sublamily, consisting
of approximately 52 recognised species (Buckup 1999
Buckup and Hahn 2000},

Teleost fishes are a good model for studving the early
evolutionary process of sex chromosome differentiation
becouse their sex chromosomes differ in their origin and
degeneration level (Takehana et al. 2012). Cytogenetic
studies involving representatives of the genus Characidium
were initiated by Mivazawa and Galew (1994), who char-
actenized the karvotypes of the species C. cf. zefwa,
C. lagesantense and C. prevostictum, When analyzing the
species Characidinm of, fasciatum, Mastiro er al, (1998)
described the sexual heteromorphic chromosome system
FEEW, Later, this system was described in the species O
genmeesi (Centolante et al. 2000), C. ef. alipiol (Centofante
et al. 2003y and C. of. gomesi (Vicari et al. 2008). The
presence of sex chromosomes was also described by
Pansonato-Alves et al. (20000 in C sehubarti. Characidinm
sp.. O prerostictum, C. oiticicad, C. lanei, and C, lewroi,
Cytogenetic studies in Characidinm are resiricted 1o ten
species (Mivazawa and Galewi 1994 Maistro e al, 1998,

ﬂ Springer
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2004; Centofante et al, 2001, 20603; Vicar et al, 2008; Noleto
et al. 2008:; Pansonato-Alves et al. 2000, 201 1) Considering
the fuct that 32 species exist in this genus, these studies can be
considered scarce. The ten species analyzed 1o date have
conserved karvotype macrostructures with o constant diploid
number of 50 chromosomes thot ore predominantly meta-
centric and submetacentric (Maistro et al. 1998, 2004;
Cenmolante et al. 2001, 2003; Vicari et al. 2008: Noleto et al,
2009; Pansonatp-Alves et al, 2000, 2011; Machado et al.
20010, The ZEZW sex chromosomes were observed in the
majority of species analysed o date except for O of. zebra
wnd C. of, lagosamtense. The Characidivm specimens ana-
Iysed showed possible homeologous sex chromosomes in
some species, This group proved o be an important model
for studying the evolution of sex chromosomes due to the
presence or ibsence of sex chromosomes in phylogenetically
close species (Machado et al. 2001),

Micro-FISH iMicrodissection, DOP-PCR “degenerate
oligonucleotide-primed  polymerase chain reaction” and
fluorescence in sitn hvbidization) has been used success-
fully in vertebrates 1o identify the chromosomal rearmange-
ments involved in the evolutionary process of primates
{Taguchi et al, 2003; Neusser et al. 2005; Nieves et al. 2005),
cervids {Li et al. 2005) and rodents {Fagundes et al. 2000;
Marchal et al. 2004). Chromosome microdissection is a
direct method for analysing the molecular compasition of
sex-linked chromosomes, and the information it provides is
of parnmount impontance for understanding the processes
involved in sex chromosome differentiation, A great success
tor infer the origin and evolution of fish sex chromosomes
was obtained using the micro-FISH in some species of sal-
monids (Reed et al. 1995; Phillips et al. 2001); the cichlid
Oreachromis mifoticus (Harvey et al. 2002); and Neotropical
fishes of the Eigenmannia (Henning et al, 2008a), Tripor-
thens (Diniz et al. 2008b), Charccidiom (Machado e al.
2001 ). Aparetdon and Parodon genera (Schemberger e al,
20010,

In the present study, we used micro-FISH analysis to better
understand  the composition, structure and  mechanisms
invalved in the origin and evolution of sex chromosomes in
species of the genera Chavacidivm (o representative of Char-
acidiinae) and Creruchees (a representative of Crenuchinae),
We obtained a specific probe for the W-chromosome of C. cf,
fasciatwm by chromosome microdissection and DOP-PCR.
Using the FISH 1echnigue, the probe was applied to chromo-
some  preparations  from  individuals  bearing  different
Wechromosomes (. of. faseiatum, C. cf. gomesi, Charocidi-
wn s and specimens without sex chromosomes (C, of. zefrar,
C. el fugosantense and Crenncfis spifurns) o identify simi-
lanties in the structure and composition of the sex chromo-
soames, The swudied species differed in relation 1o the presence
or ahsence of morphologically  differentiated sex chromao-
somes and to the degree of sex chromosome differentiation.

ﬂ Springer

The results indicated the occurmence of evolutionary trans-
formations in the heteromorphic sex chromosomes,

Muterials and methods
Fish specimens and chromosome preparation

Five species of fishes from the Characidium genus and the
species  Crenuchis spilures originating  from  different
hydrographic basins of Southeastern, Midwest and North-
ern Brwal were analvzed (Table 1) The analvzed speci-
mens were fixed in 10 % formaldehyde and then preserved
in 70 % ethanol, After wdentification, they were added 1o
the fish collection of the Laboratorio de Biologia e Gene-
tica de Peixes (LBP-11443; 9607, 9606; 11442 11444
9424),

In vivo mitotic chromosome preparations were oblained
from the renal tissue and gills of the animals anesthetized
with benzocaine, using the “air-thrving™ technigque (Foresti
et al. 1981 The metaphase chromosomes were analyzed
with an optical photomicroscope (Olympus BX61), and
images were captured with Image Pro Plus 6.0 software
{MediaCybemetics). C-banding was performed following
the privocol described by Sumner {19725,

Chromosome microdissection, DOP-PCR amplification
and probe preparation

For microdissection, we used the following protocol: An
aliquot of the final cell suspension was diluted in a mixine
of methanol and acetic acid at a 3:1 ratio. The suspension
was dripped onto coverslips, and C-banding was performed
to identify the W chromosome. The material was air-dried
and stained for 10 min with 5 % Giemsa solution in a
phosphate buffer (006 M of KH-POy and 0449 M of
Na-HPOy, pH 6.8), washed with distilled water and air-
dried. The coverslip was then placed under an inverted
microscope (Axiovert HKk-Zeiss), and microdissection of
the chromosomes was performed using glass capillaries of a
70 pm diameter. Meedles were atached 10 a mechanical
micromanipulator (Eppendort), All equipment was exposed
to LIV light prior to use,

The six microdissected chromosomes were deposited into
PCR tubes. Amplification of the microdissected material
was optimizged in o thermal eyeler (PTC-100TM: M1
Research, Inc.) following the protocel described by Muhl-
mann-Dinz et al. (2000): 5 pl of water were added 1o the
collected material and heated for 10 min at 95 °C. Then, 20
ul of PCR mix was added (2= buffer = 100 mM KCI,
20mM Tris-HCL, 0.2 % Triton-100=, 3 mM MgCl,.
500 pM of each dNTP, 25 pM  primer (DOP
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Table 1 Collection sites of Characidiin and Cremicluas specics analyeed

Spevics F M Sample sibe Coordinntes
. el fasenatum I - Stream of Rio dos Velhas basin Sio Franciseo River basin—Curvelo, Minas Gerais 19738 [ 1.50°'8
07T 60w
C. cf, gewnieyi 9 5 Stream Rio da Cochoerra, Upper Parana River basin—ltuminn, Gowis 18734'50.8075
SINS S R0W
Charrereidlivm sp 5 3 Formoso river, Upper Parana River hasin—Chapaddo do Céu, Geaas 18 16" 70005
52550734 407w
C. cf. zebm 2 1 Strcam Ribeirio Claro, Tieté River Basin— Rio Clars, S50 Paulo P98
AT A0 08 W
C, el lugosantense 7 9 Amendoim stream, Rio dos Velhas River basin—Curvelo, Mings Gerais 1874314 60
A4FHAT W
Crennchus spilurus 5 12 Cajwerninho stream, Cacte River Basin—Trocuateua, Para 150507 80°S

46751 30W

Numbers and sex of mdividuals sampled are indicared
F female. M male

S-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3") and 2 units of
Tag polymerase). The PCR program consisted of 10 cycles
of low stringency (94 °C for 1.5 min, 37 °C for 3 min, and
72 °C for 4 min), followed by 30 cycles of high siringency
(94 °C for 1.5 min, 56 °C for | minand 72 °C for 1.5 min).
The lengths of the PCR products were checked on a | %
agarose gel. Next, 3 pl of the initial PCR products were used
to perform a new amplification reaction in a final volume of
S0 gl mixture containing 1X Tag polymerase buffer, 2 mM
MgCls, 200 pM dNTP, 3 pl of 10 pM DOP primer, 5°-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3', and 2 units of Tag
polymerase, according 1o the following conditions: an initial
evele of 90 °C for 5 min: followed by 30 cyeles of 9% °C for
1.5 min, 56 °C for 1.5 min, 72 °C for 1.5 min and one final
eyele of 72 °C for 7 min. The lengths of the PCR products
werne verified on a | % agarose gel.

Another PCR was performed to increase the amount of
DNA, and a subsequent labelling PCR was performed using
digoxigenin (digoxigenin | 1-dUTP; Roche). Through this
process of DNA amplification, a probe of the W chromo-
some was obtained. The DCE (DOP-PCR Characidinm cf.
Suseratin) probe was prepared from the W chromosomes of
C. of faseiarm (Figs. 1o, 2a)collected in the Rio das Velhas
basin, o tributary of the Rio 5o Fruncisco in Curvelo/MG.
Negative controls were performed in all steps of the probe
production, and the resulting probe showed fragments that
were |(0-550 bp in size.

A FISH technique, using the DCT probe, was performed
following the protocol by Pinkel et al. { 1986), The probe was
produced by PCR and labelled with digoxigenin-11-dUTP
(Roche), according 1o manufacturer’s instructions. Then,
T ng of the probe n o hybridizaton solution (50 %
formamide, 10 % dextran sulphate, 2 = S5C, at 37 °C for
18 h) was added per slide. The detection of hybridization
signals was carried out using FITC-conjugated anti-digoxi-
genin coupled antibody  (Roche).  Chromosomes  were

counterstained with DAPL and embedded in Vectashield
mounting medium {Vector Laboratories).

Results

Cytogenetic analysis revealed that all species of the genus
Characidinm had a diploid chromosome number of 50, while
Crenuchus spilurus had 38 chromosomes. The metaphase
chromosomes of the species C. of. fasciatum, C, cl. gonesi
and Characidinm sp. showed a sex-linked chromosomal
polymorphism of the ZZZW type. The W chromosome is
slightly smaller than the £ chromosome. fn site hybridization
wilh the DCF probe (Fig. 1) and C-banding (Fig. 2) showed
the W chromosome was entirely marked in C. cf. fosciarim,
C. el gowesi and Characidivm sp.; additionally, all three
species showed pericentromeric Auorescent signals on the Z
chromosome. However, in individuals of the species C. e
zebra, C. cf. lagosimtense and C. spifures, the chromosome
polymorphisms linked to sex were not observed, and FISH
with the DCI probe showed no hybndization with any
chromosomes in these three species.

C-banding revealed o differemtial swining panern in
C. of, faveiatm, C. of. gomesi, ond C. sp., mainly concemming
the conspicuous heterochromatic blocks found in the £
centromeric and terminal regions, and totally heterochro-
mitic W chromosomes. This staining pattern was not found
in C. ¢l zebra, C.cl lagosantense and C. spifirns (Fig. 2)zin
these species, heterochromatin is mainly located in the
centromernic region.

Discussion

The genus Characidium presents o stable karyotype with
In = 50 metacentric and submetncentric chromosomes in

-2} Springer
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Fig. 1 Somatic metaphases of
it el e

e
female specimens afler in situ

hyheridigation with DOT probe

O el furnciaiu

giwrest; © CF
dCoef o el

fagosaienses [ Cremeclue

apifrns. Arrenes indicale sex
chromosomes £ and W. Sar
represents 100 jm

2008; Noletwo et al.

the majority of species (Vican et al,
2008 Pansonato-Alves et al. 200100, Among the previously
studied species as well as the ones in the present study, only
. ¢f,
chromosome-associated polymorphism, Specimens of C, cf.

.'r'hi'.'] and © [d | .|IJI;_"|-"-.'I.|”|'I|H' do not show o sex

gowmest, Cliaracidinm sp. and one female specimen of C cf
fascienm examined here presemied the heteromorphic
sexual chromosomes of the ZZZW system. FISH per-
formed here with a DO probe revealed the following
expected pattern of association: a complete hybridization of
the probe on the W chromosome and hybridization in the
pericentromeric region of the Z chromosome, This indicates
o partial homology between the W and Z chromosomes. The
lact that the probe had the same pattern of hybridization in
different species is evidence that the W and Z chromosomes
of these species are homeologous. The same probe, when
tested on O ef, zebra, O, cf, logosantense and Crenachus
\.l!r."ur.'n chromosomes, showed no signs of |13.|1|'1l.||.r,|||u|'|

One possible conclusion from these results s that the

£ Springer

system of sex chromosomes oniginated in the ancestral form
of the group 1o which the species O ef, fasciarm, C. cf.
gomest, and Characidivm sp. belong and has undergone
several changes during the differentiotion process, The
heterochromatmization of these chromosomes most likely
began in the homologous and homomorphic chromosomal

forms in the ancestral group of the species that possess sex

chromosomes today (Fig. 3), and the heterochromatinizn
i process must have occurred after the speciation that
separated the ancestors of the C. ¢f. zefira group (O of
b and C, of. Tagosantense) and C. of, gomesi group
(€. ek fasciotm, C. cf, gomess and Characidianm sp.). This
can be explained by the fact that the DCI probe did mot
hybridize with the chromosomes of the three species, C. cl.
sebra, C.of, lagosantense and €. spilirns,

The majority of the cases of sex chromosome hetero-
morphisms described in fishes are reloted o morphology,
size or differential presence of heterochromatin (Cioff

et al, 200121 In some fish species, sex chromosomes can be
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Fig. 2 Somanc metaphases of
Characidium and Crennchus
female specimens after C
banding. a C. <f, fascianom;

b C. cf. gownesi: ¢ Characidium
spd C cf. zebra: e C. cf.
tagosantense; [ Cremuciun
spilurus, Arrows indicate sex
chromosomes Z and W. Bar
represents 10 pm

distinguished by different heterochromatic patterns; this
has been observed in some species of Characidium. More
recently, new approaches have been used to identify het-
eromorphic sex chromosomes in fish such as specific
chromosome painting, mapping of sequences of repetitive
DNA and genes related to sex differentiation; this has been
performed in Salmonidae (Devlin et al. 2001; Zhang et al.
2001), Gasterosteidae (Ross et al. 2000), Orzvas latipes
(Matsuda et al, 2002; Matsuda 2005; Takehana et al, 2012),
and Danio rerio (Liew et al. 2012). In the case of C. cf.
fasciatum, C. cf. gomesi, and C. sp.. heteromorphic sex
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chromosomes were readily detected by conventional tech-
nigues (C-banding) and were confirmed by FISH with the
DCT probe on the single pair of chromosomes.

The differential accumulation of repetitive elements in a
pair of chromosomes, as observed in Chionodraco hama-
tus, which features repetitive elements in the Y chromo-
some (Ozouf-Costaz et al. 2004), is strong evidence for the
presence of sex chromosomes. This is also observed in the
chromosomes of the genern Hoplias (Cioffi et al. 2012),
Eigenmannia (Henning et al. 2008a, b), Leporinus (Galetti
and Foresti 1986: Koehler et al. 1997: Parisi-Maltempi

_@_ Springer
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1“ Flomommorphic wiage
1] e "
;H Wetenumrphos sage

W
B [ eteroxchromatin

" Characidivm el 2ebra

Characidfinm cf, lagosamiense

Characidinm cf. faxcintium
Charucidinm ¢l gomexi
Characidinm sp.

Fig. 3 Possible origin process of sex chromosomes and sclwmatic
cladogram invelving the Chermciding species analyeed in the present
study. § represents a basic ancestral homomorphic chromosome uir;

el al, 2007 Marreta et al. 2002), Paradon (Vicente et al,
2003: Schemberger et al. 2011), Triportheus (Aroni and
Bertollo 2002; Diniz et al. 20084, b), and Peecilidae
(Nanda et al. 1993, 2000}, as well as in the order Anura
(Nascimento et al. 20010) and in the Y chromosome of the
class Mammalia (including Hemo sapiens) (Skaleisky et al,
2003y, It is proposed thot during the differentiotion and
evolution of sex chromosomes. several genetic changes
contributed to the differentiation of X and Y (Z and W)
chromosomes, one of which is the appearince of regions
that are rich in repetitive DNA (Obno 1967; VollT et al.
2007; Cioffi et al. 2002), In the current study, the accu-
mulation of repetitive DNA segments (heterochromating
was observed in C. of, faxciofmm, C. cf, gomesi, and
Characiclivm sp.. leading to a clear distinction between the
two sex chromosomes and the autosomes as observed in
other species of the genus,

From the observations of the evolution of different sex
chromosomes, it was hypothesized that sex chromosomes
are derived from a pair of autosomes (Ohno 1967; Volff
et al. 2007) In this case, one of the initial steps in the
evolution of sex chromosomes s the emerzence of 8 new
single fecies on an autosome. Heterozygosity al this foces
leads o the development of one sex and homozygosity 1o
the development of the other sex, thereby establishing a
priofo-sex chromosome system (Graves 2006; Takehana
et al, 2007; Volff er al. 2007) Therefore, m this stage of
evolution, the two sex chromosomes are morphologically
homomorphic.  Heteromorphic  sex  chromosomes  are
thought o anse through the suppression of recombination
around the sex determination zene. This keeps the non-
recombinant region in a constant state of heterozy gosity
that leads to numerous deletions of [unctional genes and
the accumulation of repetitive sequences in a specific sex
chromosome (Y or W) (Charlesworth et al. 2005), This
degeneration process spreads from a specific region of the
sex chromosome (Y or W) o eventually cover almost the

€ Springer

H— Crewechues spilrus

2 the occurrence of a pericentne mversion in one of the homologs: #
Differemial heterochromatinization invelving the chromosomes of hei-
ermmeaphic pair, gene ension und Z-W morphological differentiuion

entire chromosome, and beneficial sex-specific genes (such
as spermatogencsis genes) accumulate in the chromosome,
as observed in the human Y chromosome (mammals)
{Skaletsky et al. 2003; Graves 2006).

The likely ancestral condition, without morphologically
differentiated sex chromosomes, seems 10 be present in
C, ol zebra (Machado et al, 200 1) and C, ¢f. lagosantense.
The occurrence of an inversion in Z or W chromosomes
was observed by Pansonato-Alves el al. (2010) using Ag-
NORs in C schubarti, Characidiuom sp., C. prevosiiciim,
C. edricicad, C. laned, and C. Janred. Machado et al. (2001)
also suggest that the occurrence of o pericentric inversion
in the imitial steps of differentiation of sex chromosomes in
the species of Characidivm would limit the recombination
between Z and W chromosomes during meiosis. This may
have allowed heterocromatinization, subsequent accumu-
lation of repetitive sequences and subsequent degeneration
in this pon-recombinant chromosomal region of the W
chromosome. This process is associated with the morpho-
logical differentiation of Z and W chromosomes of Clar-
acidivm which progressed (0 o stage of cylogenetic
identifiability (condition observed in C. ¢f, fasciarmm, C, ef.
gomest, Characidium sp, and in other species/populations
of Characidivem  studied).  Similarly, this situation  is
ohserved in mammals and birds where YW chromosomes
are highly differentioted and are smaller than the X or Z
chromosomes (Matsubarm et al. 2006: Takehana et al.
2007).

According 1o Vicari et al. (2008), Noleto et al. (2009),
Pansonato-Alves et al. (20010, 200 1) and Machado et al.
(2001, the genus Characidiom has a sex chromosome
system with a single origin. A single origin of sex chro-
mosomes is also proposed in the genera Triporthens
(Artoni et al, 2001; Diniz et al. 20082, b) and Leporinus
(Galetti and Foresti 1986; Koehler et al. 1997, Marreta
et al. 20123 and some species of Parodontidae (Apareiodon
and Pavodon genus) {Schemberger et al. 20113 This differs
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from the findings in other fish groups such as Eigenmaniio
iHenning et al. 2008bk), rvzias (Takehana et al. 2007,
20120, Xiphopderus (Nanda et al. 2000; Volfl and Scharl
2001 ) and species of the family Gosterosteidae (Ross e al.
20019, which present sex chromosomes that  possibly
ariginated from multiple sources, Most karvotvped species
of the genus Characiditm present a heterogametic female
system in which the absence of undifferentiated sex chro-
mosomes can be considered a plesiomorphic  leature
{Wicari et al. 2008). This is observed in C. cf. zefra, which
belong 1o a group considered morphologically basal in the
genus Chevacidium (Buckup 1993), The absence of sex
chromosomes  in Crenuchus  spilwens  reinforces  the
hypothesis that sex chromosomes appeared in some species
of the genus Claracidim,

Specimens of C, cf. fascianum, C. of, gomesi and Char-
acidim sp. studied after C-banding, contained a terminal
heterochromatin segment in the long arm of the £, The
largest amount of helerochromatin was observed in the
pericentromeric region of the Z chromosomes in the . ¢l
pornest specimens os compared to the same segment of the £
chromosomes in the C. ef. fasciarm and Characidinm sp.
specimens. This suggests that this region onginated by
duplication of the segment either by intra or interchromo-
somal rearrangements.

Among the Characidivm species already studied cyto-
genetically, the occurence of two different systems of sex
determination (sex determination controlled by sex chro-
mosomes and systems with morphologically undifferenti-
ated sex chromosomes) suggests that sex chromosome
differentiation is a recent evolutionary event as observed in
other groups of Neotropical fishes such as the family
Anostomidae  and  the  subfamily  Hypoptopomatinae
{Diveira et al. 2009y, It also suggests that the heteromor-
phic Z and W chromosomes of Characidinm are homo-
plastic in relation to the Z and W chromosomes found in
other fish genera. The homoplastic nature that is related o
recurrent events of sex chromosome differentiation in fish
has been recognized by several authors (Takehana et al.
2007; Volff et al. 2007; Oliveira et al. 20009), and it is an
interesting condition that is also observed in anurans (Na-
scimento et al. 200100 and reptiles (Eezaz et al. 2009:
Kawagoshi et al. 2012). This contrasis with the hetero-
morphic condition observed in birds (ZZZ2W) and mam-
maks (XXIRY), where systems that have sex chromosomes
are apparently well established (Ezaz et al. 2006:; Graves
2006; Volff et al. 2007) This makes the study of sex
chromosomes on these vertehrates very important.

In conclusion, the ZZZEW sex chromosome system is a
common feature for the C. ef. fasciamm, C, cl. gomesi and
Characidinm sp. species. Most Clhavacidinm species and
populations have been analyveed and possess a well differen-
tated ZEEW svstem. The ocowrrence of Z7W chromosomes

in this group may correspond to o sinapomorfic condition Tor
some species. Thos, additional cytogenetic and molecular
phylogenetic relationship studies among species of Characi-
iwm should be performed o provide a bener understanding of
chromosomal evolution of this fish group.
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