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Resumo

O género Characidium apresenta alta variabilidade cariotipica no que diz respeito a origem
e diversificagdo dos cromossomos sexuais, Vvariagdo intra e interindividual de
cromossomos B e localizagdo e nimero de sitios de RONSs. Variagdes populacionais na
morfologia dos cromossomos sexuais Z e W propiciam excelente modelo de estudo de
variagdo cromossOmica associada a mecanismo em potencial para o isolamento
reprodutivo. Neste estudo, foi obtida sonda do cromossomo sexual W de Characidium
gomesi por microdissec¢do cromossdmica posterior ao bandamento C, amplificagcdo por
DOP-PCR e realizacdo de pintura cromossdmica comparativa desta sonda W juntamente
com o rDNA 18S em algumas populac6es/espécies do género: C. gomesi do rio Verde
(PR), C. gomesi do rio Grande (SP), C. gomesi do ribeirdo Minhoca (MG), C. lauroi do
ribeirdo Grande (SP), C. zebra do rio Passa Cinco (SP). A andlise convencional das
populagbes de C. gomesi do ribeirdfo Minhoca e rio Verde, ainda n&o descritas,
demonstraram o numero dipléide de 50 cromossomos e presenca de Cromossomos sexuais
ZZ|ZW em estagio avancado de diferenciacdo. Com a utilizacdo da dupla FISH sonda W e
rDNA 18S nas populagdes de C. gomesi, C. lauroi e C. zebra foi possivel hipotetizar uma
via de diferenciacdo dos cromossomos sexuais no grupo. Nessa possivel via, a
transposicéo/translocacdo da RON para um proto cromossomo sexual foi um primeiro
evento da diferenciagdo. Posteriormente, a heterocromatinizacdo de outros DNAs
repetitivos ndo presentes na RON atuou na alteracdo das morfologias dos cromossomos
ZW. Nas espécies C. gomesi e C. alipioi a heterocromatinizacdo do W € intensa, a RON
sofreu nova transposicéo e é observada em condigdo autossémica. Ainda, foi discutido o
isolamento biogeografico e a diferenciacdo dos cromossomos sexuais em Characidium

com eventos essenciais ao isolamento reprodutivo e especiagdo do grupo.
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Abstract

The Characidium genus shows a broad karyotypic variability regarding the origin and
diversification of the sex chromosomes, intra-and interindividual variation of B
chromosomes and location of sites and number of NORs chromosomes bearing. Variations
in the sex chromosomes Z and W morphology provide an excellent model to study
chromosomal differentiation associated with a potential mechanism for reproductive
isolation. In this study, we obtained a probe of the sex chromosome W of Characidium
gomesi by chromosome microdissection , amplification by DOP-PCR and conducting
comparative chromosome painting of W probe together with the 18S rDNA probe in some
populations / species: C. gomesi of Rio Verde (PR), C. gomesi of Rio Grande (SP), C.
gomesi of Ribeirdo Minhoca (MG), C. lauroi of the Rio Grande (SP), C. zebra of Passa
Cinco (SP). The conventional analysis of the populations of C. gomesi from rio Verde and
ribeirdo Minhoca, not yet described, showed the diploid number with 50 chromosomes and
the presence of sex chromosome ZZ / ZW in advanced stages of differentiation. With the
use of dual FISH, W and 18S rDNA probes, in populations of C. gomesi, C. lauroi and C.
zebra was hypothesized a pathway of differentiation of sex chromosomes in the group. In
this possible pathway, transposition / translocation of the NORs sites to proto sex
chromosome was the first event this differentiation. Thereafter, the heterochromatization of
other repetitive DNAs, not present in NORs site, acted on the alteration of the
chromosomes Z and W morphologies. The heterochromatization of W chromosome
wasintense in C. gomesi and C. alipioi species so the NOR siteswere again transposed to
an autosomal condition. Was discussed also the biogeographic barriers help to
differentiation of sex chromosomes in Characidium promoting reproductive isolation and

speciation of the group.
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Figura Il. Cariétipos de fémeas de Characidium gomesi. Em (a, b) coloracao
convencional por Giemsa e bandamento C sequencial para a populacéo do ribeiréo
Minhoca, bacia do rio Sdo Francisco (MG). Em (c, d) coloragdo convencional por
Giemsa e bandamento C sequencial para a populagdo do rio Verde, bacia do rio

Tibagi

Figura I1l. Em (a) gel de agarose 1% evidenciando a amplificacdo do cromossomo W
de Characidium gomesi da populacdo de ribeirdo Minhoca, MG; (b) metafase de
fémea de Characidium gomesi da populacdo do rio Verde, PR, hibridizada com a
sonda do cromossomo W e; (c) metafase de Characidium gomesi da populacédo do

ribeirdo Minhoca, hibridizada com sonda do Cromossomo



Figura 1V. Localizacdo dos sitios W e 18S por FISH em Characidium. Em (a)
cariotipo de fémea de Characidium gomesi, localidade rio Verde (PR); (b)
cariotipo de fémea de C. gomesi da localidade de ribeirdo Minhoca (MG); (c)
cariotipo de fémea de C. gomesi da localidade de rio Grande (SP); (d) cariotipo de
macho de C. gomesi da localidade de rio Grande (SP); (e) cariotipo de fémea de C.
lauroi da localidade de ribeirdo Grande (SP); (f) cariotipo de fémea de C. zebra da

localidade de Passa Cinco



Lista de tabelas

Tabela 1. Dados citogenéticos para o g@énero Characidium da bacia do rio

PAFANA. ..o ———————— 5

Tabela Il. Espécies de Characidium estudadas, respectiva localidade, bacia hidrografica,
ndmero de fémeas e machos
ANALISAUOS. ...ttt e e e b e e e e ree e 37

Tabela Ill. Férmula cromossémica, ocorréncia de cromossomos sexuais, sitios sonda W e

rDNA 18S nas espécies/populactes de Characidium

ANALISATAS. ... eeeeee ettt ettt e eteeeneteeateaetaen———————————————————— 38



1

Xi

SUMARIO

INEFOTUGEAD ...t b b bbbt b bbb s e et b e bbbttt et 1
1.1 ORDEM CHARACIFORMES ......cctuiiuitutiaiseiseistesstseisetse ettt 1
1.2 CITOGENETICA DO GENERO CHARACIDIUM ...ttt 3
1.3CROMOSSOMOS SEXUAIS EM PEIXES NEOTROPICAIS.......coiiiiurineiniisiisineeseesese e sisssesses s 9
1.3 DINA REPETITIVO. ...ttt 12

JUSTITICALIVA € ODJETIVOS ...ttt bbbttt n e 16

Y F= =T g T =T =] (o oL SRR 18
3.1 MATERIAL BIOLOGICO ......oucuuitiiiiiieteeseesease sttt sse st st st a5 s e s et 18
3.2 IVIETODOLOGIAS ...ttt sse st sse e ss s a8 s 2582828825888 8 s s e s stk 19

] | | =T [0TSR 20

4.1 Diversificagdo e pintura cromossomica no género Characidium (Characiformes,

Crenuchidae): uma possivel via de diferenciacdo dos cromossomos sexuais ZZ/ZW................. 21
CONSIABIAGOES FINAIS ...ttt bbbttt et et bbbttt e ne e e e 39
Referéncias BibIIOGIafiCas .........coiiiiiii e 41



Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) 1

Introducéo

1.1 Ordem Characiformes

Peixes apresentam grande diversidade morfoldgica, de habitat e também em sua
biologia, o que favorece o entendimento da sua histéria evolutiva (NELSON, 1984). No
entanto, ainda é escasso 0 conhecimento quando comparado a outros grupos de
vertebrados. Uma razdo para essa caréncia é o elevado nimero de espécies que pode
ultrapassar 28.400 (NELSON, 2006).

A ictiofauna neotropical de agua doce é a mais diversificada do mundo, com mais
de 4.000 espécies descritas, podendo chegar a 8.000 taxa (SCHAEFER, 1998). Muitas
espécies novas estdo sendo descritas, uma resposta ao avan¢o do conhecimento sobre os
peixes de pequeno porte ocorrentes em riachos e outros ambientes de cabeceiras
(BUCKUP et al., 2007).

Os peixes neotropicais sdo representados principalmente pelas ordens
Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes
(LUNDBERG et al., 2000), sendo que as duas ordens mais representativas em nimero de
espécies conhecidas nesta regido biogeografica sdo Characiformes e Siluriformes. A ordem
Characiformes com aproximadamente 1.674 espécies validas, distribuidas em 270 géneros,
€ um dos maiores grupos de peixes de agua doce (NELSON, 2006), numero provavelmente
ainda subestimado devido a ocorréncia de ambientes ainda inexplorados (VARI, 1998).
Sdo descritas 18 familias para Characiformes (BUCKUP, 1998; NELSON, 2006); sendo
que apenas 4 destas familias sdo endémicas da Africa (cerca de 200 espécies), e o restante
sdo endémicos da América Central e do Sul (mais de 1.200 espécies).

Esta ordem apresenta padrdes biogeograficos frequentemente vistos em regides
tropicais e subtropicais, constituindo um grupo ecoldgica e morfologicamente diverso,

sendo considerado um excelente modelo para estudos evolutivos. A vasta gama de
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especializacOes troficas encontradas entre Characiformes é comparavel ao de ciclideos e
inclui detritivoros, herbivoros, planctofagia e predatismo. Algumas espécies possuem
adaptacdes morfoldgicas e fisiologicas de sobrevivéncia em condi¢bes de hipdxia, comuns
em ambientes inundados (ORTI & MEYER, 1997).

O confinamento de Characiformes em habitats exclusivamente dulcicolas os torna
intimamente ligados a dinamica da historia geoldgica, e frequentemente sdo alvos de
levantamentos sobre a historia biogeografica de faunas de agua doce (MYERS, 1938).
Characiformes africanos e neotropicais ndo parecem formar grupos monofiléticos, dessa
forma Lundberg (1993) sugere que a origem da maioria dos grandes clados deve ter
precedido a separacdo continental, fato verificado também por Buckup et al. (1991) que
destaca a intolerancia a salinidade dentre os Characiformes. Assim, relacdes filogenéticas
entre linhagens de Characiformes tém sido motivo de controvérsia (WEITZMAN & FINK,
1983; UJ, 1990; BUCKUP, 1991; LUCENA, 1993; VARI, 1995), e até agora tém sido
abordadas utilizando apenas caracteres morfoldgicos.

Os peixes Crenuchidae foram removidos da familia Characidae, onde constituiam a
subfamilia Crenuchinae, e considerados como uma nova familia monofilética dentro de
Characiformes (BUCKUP, 1998). Crenuchidae sdo peixes de pequeno porte, que
raramente excedem os 10 cm de comprimento padrdo e sdo diagnosticados pela presenca
de pares de forames localizados no osso frontal, posteriormente a Orbita. Possuem corpo
fusiforme, com boca pequena e terminal (BUCKUP, 1991), nadadeiras peitorais com
implantacdo baixa que, juntamente com as pélvicas, sdo adaptadas a funcionar como
ventosas onde o animal pode se apoiar no substrato, permitindo que este possa enfrentar
aguas rapidas.

Characidium é o género mais diversificado dos Crenuchidae e amplamente

distribuido por sistemas de agua doce entre 0 Panama e Argentina, incluindo cerca de 59
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especies das quais 50 sdo consideradas validas (BUCKUP, 2003). Os exemplares de
Characidium sdo diferenciados dos demais Crenuchidae pela presenca da mancha mediana
escura proxima a base da nadadeira caudal e pelo nimero reduzido de raios da nadadeira
anal (menos que 14 raios) (BUCKUP, 1991, 2003). Servem como forrageiros a peixes
maiores, também sdo muito utilizados em aquariofilia e sdo popularmente conhecidos
como piquira, piquirinha, piabinha, canivetinho ou mocinha. Muitas espécies de algumas
areas da América do Sul restam por serem descritas, e 0 numero de espécies no género

deve crescer significativamente (BUCKUP & REIS, 1997).

1.2 Citogenética do Género Characidium

Os primeiros trabalhos publicados sobre cariétipos de peixes neotropicais devem
ser creditados a Jim & Toledo (1975), em duas espécies de Astyanax, Toledo & Ferrari
(1976), em Pimelodidae, e Michelle et al. (1977a), em Cichlidae e Loricariidae,
respectivamente.

Characiformes apresentam uma vasta variabilidade cariotipica, onde se observam
grupos com cariotipos bastante heterogéneos ao lado de outros bem conservados. Esta
ordem exibe uma ampla variagdo no numero dipldide, como em Hemigrammus, com
2n=28 (SCHEEL, 1973) e em Potamorhina altamazonica, com 2n=102 (FELDBERG et
al., 1993). Entre os Characiformes, considera-se existir dois padrdes de diversificagdo
cromossémica, onde familias como Erythrinidae ou géneros como Astyanax apresentam
grande variabilidade quanto ao numero e estrutura cromossdémica e, familias como
Anostomidae, Prochilodontidae, Parodontidae e Crenuchidae mostram pequena variacao
numérica no cariétipo (BERTOLLO et al., 1986; GALETTI Jr. et al., 1994). No entanto,
estudos cromossdmicos mais recentes demonstraram alta diversidade cariotipica também
nestas familias, que apesar de manterem ndmeros dipldides estaveis, apresentam ampla

variacdo cromossdmica estrutural (ARTONI et al., 2006; VICARI et al., 2006, 2008,
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2010). Comparado ao namero de espécies, estudos citogenéticos em Crenuchidae ainda sdo
escassos e limitados a espécies do género Characidium (tabela 1) (MIYAZAWA &
GALETTI Jr., 1994; MAISTRO et al., 1998, 2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003;
SILVA & MAISTRO, 2006; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 2009; PANSONATO-
ALVES et al., 2010, 2011).

Peixes do género Characidium caracterizam-se como um interessante modelo para
estudos genéticos e evolutivos, pois apesar de uma estrutura cariotipica relativamente
estavel com 2n=50 cromossomos, podem apresentar inumeras divergéncias interespecificas
e interpopulacionais, tais como cromossomos B, sistema de cromossomos sexuais
heteromorficos, variacdo na localizacdo e numero dos sitios de rDNA e ocorréncia de
individuos triploides (MAISTRO et al., 1998, 2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003;
SILVA & MAISTRO, 2006; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 2009; PANSONATO-
ALVES et al., 2010, 2011).

Neste género, sistemas de cromossomos sexuais com heterogametia feminina do
tipo ZZ/ZW ja foram observados em C. gomesi, C. alipioi, C. lanei, C. pterostictum, C.
lauroi, C. oiticicai, C. schubarti e Characidium sp. (MAISTRO et al., 1998, 2004;
CENTOFANTE et al.,, 2001, 2003; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 2009;

PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011).
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Tabela I: Dados citogenéticos para o género Characidium da bacia do rio Parana

Espécies Férmulas Sist. B Ag- 18S 5S Localizacao Re
Cariotipicas Sexua NOR f
I
C. zebra 32m+18sm - - 25 (T) - - Reserva Jatai SP 1
C. zebra 32m+ 18sm - 1 25(T) - - Rio Passa Cinco SP  1-2
C. zebra 32m+18sm - - 25 (T) - - Rio Piracicaba SP 1
C. zebra 32m+18sm - - 23 (1) - - Coérrego Paiol 4
Grande SP
C. zebra 32m+18sm - - 23 (T) - - Rio Machado MG 7
C. 32m+18sm - - - - - Reserva Jatai SP 1
lagosantensis
Reserva Carlos 1
C. pterosticum  32m+16sm+2s - - - - - Botelho SP
t
C. pterosticum  32m+16sm+2 ZZ/Z 2(T) - - Rio Ribeira do 9
a W Iguape SP
C.lauroi 24m+24sm+2s - - 5e23 - - Ribeirdo Grande SP 5
t (M
C.lauroi Q31m+12sm+ ZZ/Z 2(T) - - Rio Grande SP 9
la W
332m+18sm
C. gomesi 32m+18sm - 17 (T) - - Rio Machado MG 7
C. gomesi 32m+18sm ZZ1Z 18 (T) - - Cérrego Paiol 4
w Grande SP
C. gomesi Q31lm+19sm ZzZ/Z 0-4 18(T) 18(T 25(I) Rio Parapanema 10
4 32m+18sm W )
332m+18sm
Characidium  931m+18+1st ZZ - 27(T) 10 2 (1 Rio Quebra Perna 8
sp. cf. C. 1ZWN (M) PR
gomesi
C.sp.cfC. 30m+20sm zZZlZz - 16 (T) - - Ribeirdo Grande SP 5
alipioi W

Referéncias : 1. Miyazawa & Galetti Jr. ,1994; 2. Miyazawa, 1991; 3. Maistro et al., 1998; 4.
Centofante, Bertollo & Moreira-Filho, 2001; 5. Centofante et al. ,2003; 6. Maistro et al., 2004; 7. Silva
& Maistro, 2006; 8. Vicari et al., 2006; 9. Pansonato-Alves et al., 2010; 10.Pansonato-Alves et al., 2011.

m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a = acrocéntrico; B = cromossomos B; T =
terminal; | = intersticial; Ref. = references;
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Adicionalmente, Centofante et al. (2001) em um levantamento ictiofaunistico e
citogenético em espécies de cabeceiras de riachos na regido da serra da Mantiqueira
(Estado de Sdo Paulo) encontraram um caso de triploidia natural (2n=3x=75) em um
especime fémea de C. gomesi, que apresentava dois cromossomos Z e um cromossomo W
(ZZW), assim como trés homologos do par 18 mostraram sitios ribossémicos ativos.

De acordo com uma analise morfoldgica realizada por Buckup (1993), Characidium
zebra apresenta varios caracteres plesiomorficos sendo assim considerado basal na
filogenia de Characidium. Entre os caracteres cromossdmicos de C. zebra, estdo: a
manutencdo de 2n=50 cromossomos e férmula cariotipica de 32 metacéntricos e 18
submetacéntricos, auséncia de sistema de cromossomos sexuais diferenciados, a
distribuicdo da heterocromatina em regido centromérica e terminal dos cromossomos e, um
par de cromossomos portador de Regides Organizadoras de Nucléolo em regido
terminal/subterminal do braco longo de um pequeno cromossomo submetacéntrico,
apresentam também o primeiro par diferenciado em tamanho, sendo o maior par do
caritipo (MIYAZAWA & GALETTI Jr., 1994; CENTOFANTE et al.,, 2001;
PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011).

Dessa forma, alteracdes nos cariotipos de outras espécies, quando comparados ao de
C. zebra poderiam ser explicadas pela ocorréncia de rearranjos cromossémicos. Assim, 0
par acrocéntrico encontrado em C. pterostictum poderia ter surgido a partir de um evento
de inversdo pericéntrica em um par de cromossomos submetacéntricos, seguido pelo
acumulo de heterocromatina na regido do rearranjo (PANSONATO-ALVES et al., 2010).

Além do ndmero dipldide de 50 cromossomos, a formula cromossomica de 32
metacéntricos e 18 submetacéntricos, foi observada para a maioria das espécies de

Characidium estudadas. No entanto, variagdes na férmula cromossémica também tém sido
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relatadas, indicando que alguns rearranjos, tais como inversfes pericéntricas e
heterocromatinizagcdes podem ter ocorrido no género (VICARI et al., 2008).

As variagOes cariotipicas observadas em diferentes espécies de Characidium estdo
relacionadas principalmente a eventos cromossémicos envolvendo a heterocromatina
constitutiva, que pode apresentar-se restrita as regides centroméricas e/ou teloméricas dos
Cromossomos, Nos cromossomos sexuais Z e W, nas regides de RONSs e nos cromossomaos
B (CENTOFANTE et al., 2003; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 2009;
PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011). A heterocromatinizacdo parcial ou até mesmo
total do cromossomo sexual W é uma caracteristica comum a todas as espécies analisadas
portadoras do sistema sexual (CENTOFANTE et al., 2001, 2003; VICARI et al., 2008;
NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011). Esta diferenciacao do
cromossomo sexual W parece atuar fortemente na diferenciacdo interespecifica e também,
na diversificacdo populacional para o isolamento reprodutivo associado a eventos
vicariantes (VICARI et al., 2008).

Ainda, as espécies C. lauroi, C. oiticicai, C. lanei, C. pterostictum, C. schubarti, e
Characidium sp. apresentam sitios de RONs nas regides terminais dos cromossomos Z e W
(NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010). Por sua vez, apenas uma
populacdo de C. gomesi apresentou RONs nos cromossomos Z e W, enguanto a maioria
das populacBes analisadas possui sitios de RONs em cromossomos autossomos
(PANSONATO-ALVES et al., 2011). Vicari et al. (2008) consideraram a existéncia de um
proto cromossomo sexual para espécies de Characidium e, tanto o cromossomo Z quanto o
W tiveram modificacbes na morfologia, provavelmente devido a mecanismos de
duplicacdes, delecdes e/ou inversdes em relacdo a condigdo ancestral. Ainda, neste mesmo
estudo, os autores consideraram a heterocromatinizacdo do cromossomo W como evento

essencial a diferenciacédo deste sistema em Characidium.
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Posteriormente, Pansonato-Alves et al. (2011) inferiram que a ocorréncia de
RONs nos cromossomos ZW da maioria das espécies estudadas de Characidium poderia
remeter a um estado ancestral, presente no par de proto cromossomos sexuais, anterior ao
processo de heterocromatinizacdo, corroborando estudos de Vicari et al. (2008) que
sugeriram uma origem comum para o par sexual de Characidium. Ja entre outras espécies,
Characidium sp. aff. C. gomesi (MAISTRO et al., 1998, 2004), Characidium gomesi
(CENTOFANTE et al., 2001), Characidium sp. cf. C. alipioi (CENTOFANTE et al.,
2003), e Characidium cf. gomesi (VICARI et al., 2008) as RONs foram localizadas em
regido terminal de um grande par submetacéntrico. Por sua vez, as populacGes de
Characidium que ndo apresentam sistemas de cromossomos sexuais heteromorficos, as
RONSs estdo localizadas em um par cromossémico ndo homeologo aquelas que possuem
cromossomos sexuais, como Vverificado em distintas populagdes de C. cf. zebra, que
apresentam as RONs na regido intersticial no braco maior de um par cromossémico
submetacéntrico pequeno (MIYAZAWA & GALETTI Jr., 1994; CENTOFANTE et al.,
2001).

Segundo Weitzman et al. (1988), os principais rios do sul e sudeste do Brasil estdo
atualmente separados por barreiras que impedem a dispersdo de espécies e populac@es, o
que favorece a ocorréncia de eventos que determinam o isolamento dos grupos. Neste
sentido, Centofante et al. (2001, 2003) e Vicari et al. (2008) consideraram que a evolugéo
de sistemas de cromossomos sexuais no género Characidium pode estar intimamente
relacionada a existéncia de barreiras biogeogréaficas. Dessa forma, constituicGes
cariotipicas e diferentes sistemas de cromossomos sexuais em peixes poderiam ser fixados
de forma independente a partir do ancestral comum em diferentes espécies de um género,
promovendo uma diversificacdo intraespecifica, contribuindo para o processo de

especiacdo. Ainda, para as espécies do género Characidium que ocorrem em simpatria foi
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proposto uma evolucdo em bacias hidrograficas independentes e, eventos a posteriore de
captura de rios nas nascentes poderiam explicar a situacdo atual de ocupacdo do mesmo
ambiente (CENTOFANTE et al., 2001, 2003).

A ocorréncia de espécies estreitamente relacionadas com e sem presenca de
Cromossomos sexuais vivendo em simpatria, sugere que este sistema poderia ser um
importante mecanismo para a manutencdo do isolamento genético entre as espécies
coexistentes. Tal ocorréncia tem sido observada em Apareiodon (MOREIRA-FILHO et al.,
1985), Leporinus (GALETTI Jr. et al., 1995), Hoplias (SCAVONE et al., 1994,
BERTOLLO et al., 2000), Characidium (CENTOFANTE et al., 2001, 2003) e Parodon
(CENTOFANTE et al., 2002).

1.3 Cromossomos sexuais em peixes Neotropicais

Os mecanismos de determinacdo do sexo em peixes sdo variados e incluem sistemas
de cromossomos sexuais simples (XX/XY, ZZ/ZW), poligenia e XX/XO. Também
incluem sistemas mais complexos de translocacdo entre sexuais e autossomos tais como:
XX XoXol X1 XoY, XXIXY 1Y, e ZZIZW;, W, (SOLA et al., 1981). Centofante et al. (2002)
forneceram uma revisdo sobre a diversidade de sistemas de cromossomos sexuais
encontrados em diferentes familias, géneros e espécies de peixes neotropicais. A grande
maioria dos casos (80%) corresponde a sistemas de cromossomos sexuais simples, dos
quais, 77% sdo ZZ/ZW e o restante XX/XY. Destes casos, 64% mostram heterogametia
feminina e 34% masculina (CENTOFANTE et al., op cit.).

Entre peixes neotropicais podem ser encontrados sistemas de cromossomos sexuais
distintos, mesmo entre espécies de uma mesma familia, como em Erythrinidae entre os
géneros Erythrinus e Hoplias (BERTOLLO et al., 1979, 1983, 2004) em Paradontidae

(BELLAFRONTE et al.,, 2009), entre espécies de um mesmo @género, como em
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Eigenmannia (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1984), no caso dos cariomorfos de Hoplias
malabaricus (BERTOLLO et al., 2000), entre outros.

A hipotese mais aceita para a diversidade de sistemas de cromossomos sexuais em
peixes € que estes podem apresentar origens independentes e recorrentes entre diferentes
familias, associadas a separacdo biogeografica das grandes bacias hidrogréaficas brasileiras
que aconteceram em épocas diferentes, seguidas por um longo periodo de isolamento entre
elas (BERTOLLO et al., 2000; ARTONI & BERTOLLO, 2002; CENTOFANTE et al.,
2003; VICARI et al., 2006, 2008). Assim sendo, diferentes sistemas de cromossomos
sexuais, puderam ser fixados de forma independente em cada familia, ou nos componentes
da mesma familia, ou até mesmo de um dado género, contribuindo para a especiacao.

Dois padr@es basicos tém sido postulados para explicar a origem e diferenciacdo dos
sistemas de cromossomos sexuais no grupo dos peixes. O primeiro considera a ocorréncia
de um processo de eliminacdo da permuta entre os homologos durante a meiose, decorrente
de rearranjos cromossémicos estruturais (BECAK & BECAK, 1969). No segundo, a etapa
inicial da diferenciacdo poderia ocorrer mesmo independentemente de rearranjos, a partir
da origem e acumulo de algumas classes de DNA repetitivos em um dos homdélogos do par
de proto cromossomos sexuais, estando, portanto associada a um processo de
heterocromatinizacdo seguido da eliminacdo da permuta em regido adjacente ao bloco de
heterocromatina (SINGH et al., 1980).

As regides de determinacdo sexual mapeadas em peixes ndo apresentam genes
comuns, implicando que esses genes tenham surgido independentemente (PEICHEL et al.,
2004; MATSUDA, 2005). O grau de especializacdo dos cromossomos é definido com base
no nivel de diferenciacdo morfologica, decorrente da especializacdo funcional.

Tipicamente, um sistema sexual é considerado altamente diferenciado quando é observada
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grande diferenca de tamanho, conteddo génico ou quantidade de heterocromatina no par
(CHARLESWORTH et al., 2005).

A ocorréncia de um sistema simples de determinacdo sexual originarios de um
processo de heterocromatina diferencial em um dos cromossomos sexuais € um evento
comum entre os peixes (OLIVEIRA et al., 2007). O processo de heterocromatinizacéo,
quando observado em um dos cromossomos do par homomérfico na regido adjacente as
sequéncias de determinacdo sexual, Uteis a supressdao de eventos de recombinacdo e
favorece a evolucdo independente deste cromossomo e/ou regido cromossomica (JOHN,
1988; RICE, 1996; STEINEMANN & STEINEMANN, 1992, 2001).

Ainda, em relacdo as sequéncias determinantes do sexo em peixes, foi observado um
acumulo de elementos transponiveis e DNA satélite ao seu redor e a divergéncia de
sequéncias homélogas (PEICHEL et al., 2004; MATSUDA, 2005). A recombinacdo &
inibida pela presenca de inversdes (DOBZHANSKY & EPLING, 1948), translocacgdes e
possivelmente o acimulo de heterocromatina (GRIFFIN et al., 2002). Ndo é claro, no
entanto, que a heterocromatinizacdo seja a causa ou a consequéncia da inibicdo de
recombinacdo (CHARLESWORTH et al.,, 1994). Como consequéncia da inibicdo de
recombinacéo, ocorre a ampliacao da regido ndo-recombinante e perda de conteido génico
no cromossomo sexo-especifico (Y ou W) (CHARLESWORTH & CHARLESWORTH,
2000).

A expansdo da regido ndo-recombinante pode ocorrer pelo acimulo de genes que
determinam caracteristicas sexualmente antago6nicas (e.g. coloracdo nupcial) proximo a
regido de determinacdo sexual (ENDLER, 1980). O desenvolvimento de um desequilibrio
de ligacédo entre estes genes e 0s genes de determinacdo sexual é esperado, uma vez que
caracteristicas relacionadas a selecdo sexual tém efeito positivo no valor adaptativo de

apenas um sexo. A ocorréncia e o papel desta associacdo na ampliacdo da regido néo-
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recombinante (RICE, 1992) é apontada como um fator central para explicar a proliferacéo
de proto cromossomos sexuais (VAN DOORN & KIRKPATRICK, 2007).

Desta forma, o processo de diferenciacdo de cromossomos sexuais pode (embora
artificialmente) ser dividido em trés fases: i) origem de um proto cromossomo sexual e
estabelecimento de barreiras localizadas a recombinacéo; ii) mudanca de conteudo génico
com ampliacdo de regido ndo-recombinante e, iii) degeneracdo do cromossomo Y (ou W)

(CHARLESWORTH et al., 2005).

1.4 DNAs repetitivos

Nos genomas eucarioticos, a maior parte dos segmentos de heterocromatina
constitutiva contém grandes somas de DNA altamente repetitivos. Além de compor 0s
dominios heterocromaticos, as sequéncias de DNA repetitivo estdo presentes em grande
parte do genoma dos eucariotos e também de forma dispersa na eucromatina e sdo
extremamente importantes na estrutura e organizagdo funcional do genoma (SUMNER,
2003).

Diante deste quadro, os DNAs repetitivos sdo agrupados em duas classes quanto a
sua organizacdo. Os DNA repetitivos em tandem, onde a unidade de repeticdo é arranjada
em sucessivas cOpias de forma consecutiva nos dominios cromossémicos, como por
exemplo, os DNAs mini e microssatélites. Estes podem ser organizados desde unidades de
repeticdo curtas (2 pb) até sequéncias longas (maiores que 2.000 pb) e podem conter desde
algumas poucas repeticdes até a compor dominios com milhares de unidades repetidas no
genoma. A segunda classe é composta pelos elementos repetitivos dispersos. Essas
sequéncias também apresentam milhares de repeticGes no genoma, no entanto, estdo
organizadas de forma dispersa pelos cromossomaos.

Entre os principais elementos de repeticdo destas familias estdo os elementos

transponiveis e retroelementos (JURKA et al., 2005, 2007). Estes ainda sdo classificados
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como Short Interspaced Nuclear Elements (SINE — elementos nucleares curtos e
interespacados), e Long Interspaced Nuclear Elements (LINE - elementos nucleares longos
e interespacados) os LTR (Long Terminal repeat) e NonLTR (SUMNER, 2003).

O DNA satélite propriamente dito consiste em repeticbes em tandem de grande
complexidade que podem ser visiveis citogeneticamente devido a formacdo de grandes
blocos heterocromaticos que apresentam razdo AT/CG distorcida. Frequentemente, estes
blocos estdo localizados em regibes restritivas a recombinacdo, como regides
heterocromaticas pericentroméricas (OLIVEIRA & WRIGHT, 1998), podem ainda ocorrer
associadas ao DNAr 5S (MARTINS et al., 2006), a regides proximas ao telémero (SAITO
et al., 2007), nos cromossomos sexuais e supra-numerarios (REED & PHILLIPS, 1995;
MANDRIOLI et al., 2003; ARTONI et al., 2006; PARISE-MALTEMPI et al., 2007).

Historicamente, o DNA sateélite foi considerado como ndo-funcional, relacionado a
inatividade transcricional (BERIDZE, 1986). Atualmente, tem sido sugerida sua
importancia juntamente com proteinas especificas, nos processos da estabilidade da
estrutura gendmica, efeito de regulacdo génica (ex. efeito de posicdo de variegacdo),
pareamento cromossdmico e segregacdo, assim como na investigacdo de variabilidade e
diversidade genética envolvendo aspectos evolutivos (O CONNELL & WRIGTH, 1997;
KURENOVA et al., 1998; MONOD et al., 2002; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al.,
2008; BUSSIEK et al., 2009).

Os mecanismos para explicar a origem do DNA satélite tem sido diversos, entre eles
estdo descritos na literatura a replicacdo saltatéria (BRITTEN & KOHNE, 1966, 1968), o
crossing-over desigual (SMITH, 1974) e origem por elementos transponiveis
(HEIKKINEN et al., 1995). No entanto, sabe-se atualmente que todos esses eventos acima

considerados podem atuar na origem e diversificacdo de familias de DNA satélite.
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Outra peculiaridade dos DNAs satélites é que estes podem estar organizados em
sitios especificos de um par cromossémico; no entanto, na maioria das vezes, estas
unidades de repeticdo evoluem em paralelo (DOVER, 1986), levando a uma
homogeneizacdo intra-especifica entre as unidades repetitivas (UGARKOVIC & PLOHL,
2002). Esta distribuicdo cromossémica é, na realidade, um reflexo do modo de evolucao
em concerto de sequéncias entre cromossomos ndao homologos (PLOHL et al., 1992).
Individuos de espécies diferentes apresentam divergéncias nessas sequéncias, levando a
formacéo de sequéncias especie-especifica (UGARKOVIC & PLOHL, 2002).

A amplificacdo e mobilidade de DNA satélite nos cromossomos sdo documentadas
em apenas alguns organismos (HAMILTON et al., 1990; MODI et al., 1993), podendo
exercer um papel importante na evolugdo cariotipica, promovendo ou acelerando a
evolucdo cromossoémica (WICHMAN et al., 1991; HAMILTON, 1992; GARAGNA et al.,
2001; KANTEK et al., 2009; VICARI et al., 2010). Diante da dinamica evolutiva
extremamente variavel dos DNAs satélites estes podem, de fato, prover informacGes Uteis
tanto para estudos microevolutivos (no caso de DNAs satélites espécie especificos ou
cromossomo  especificos) (UGARKOVIC & PLOHL, 2002), como para estudos
filogenéticos (onde um DNA satélite € compartilhado por algumas espécies em um
determinado grupo) (PONS et al., 2002; PONS & GILLESPIE, 2003; KANTEK et al.,
2009; VICARI et al., 2010). No entanto, familias de DNA satélite podem, paralelamente,
permanecer conservadas ao longo do tempo por terem evolugédo lenta, mantidas por baixas
taxas de mutagdo, com reflexo na homogeneizacio das sequéncias (DE LA HERRAN et

al., 2001).

Em peixes, sequéncias de DNA satélite cromossomo especifico ou regido especifica
do cromossomo podem tornar-se marcadores citogenéticos uteis (SAITO et al., 2007),

utilizado algumas vezes para compreender as relagdes filogenéticas entre diferentes taxons
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(DE LA HERRAN et al., 2001; SAITO et al., 2007), esclarecer a citotaxonomia em
complexos de espécies (MANTOVANI et al., 2004; VICARI et al., 2008; KANTEK et al.,
2009), evidenciar as provaveis origens de cromossomos supranumerarios (MESTRINER et
al., 2000; ZIEGLER et al., 2003; JESUS et al., 2003; ARTONI et al., 2006) e caracterizar

cromossomos sexuais (DEVLIN et al., 1988, 2001) ou sugerir provaveis origem destes.

Por sua vez, sequéncias repetitivas sexo-especificas tém sido isoladas e mapeadas
nos cromossomos de algumas espécies de peixes, incluindo Leporinus elongatus
(NAKAYAMA et al., 1994), Chionodraco hamatus (CAPRIGLIONE et al., 1994),
Poecilia reticulata (NANDA et al., 1990), Oncorhynchus tschawytscha (DEVLIN et al.,
1991; STEIN et al., 2001), Hoplias malabaricus (BORN & BERTOLLO, 2000) entre
muitos outros.

Em Leporinus elongatus duas familias de DNA satélite foram isoladas
(NAKAYAMA et al., 1994), sendo que uma dessas familias foi localizada em ambos os
cromossomos Z e W, enquanto que a segunda familia foi especifica para o cromossomo W.
Estes dados permitem a construgdo de um modelo de diferenciagdo para o cromossomo W
que traz importantes mecanismos de determinacdo do sexo em peixes.

Neste sentido, estudos pormenorizados que busquem auxiliar a compreensdo da
origem e diversificagdo do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em Characidium, bem
como, seu modelo de dispersdo e isolamento reprodutivo interespecifico e
interpopulacional podem ser extremamente Uteis para o entendimento da biologia e

evolucdo deste grupo de peixes.
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2 Justificativa e Objetivos
Na familia Crenuchidae, a ocorréncia de sistemas de cromossomos sexuais
heteromorficos ZZ/ZW em quase a totalidade dos representantes do género Characidium
estudados propicia um bom modelo para estudos da diversificagdo dos cromossomos
sexuais em peixes. Nesse género, os cromossomos Z e W podem variar em forma e
tamanho (VICARI et al., 2008). Entre as espécies de Characidium ja estudadas, C. gomesi,
C. alipioi, C. lanei, C. pterostictum, C. lauroi, C. oiticicai, C. schubarti e Characidium sp.
apresentaram sistemas de cromossomos sexuais diferenciados (MAISTRO et al., 1998,
2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 2009;
PANSONATO-ALVES, 2010, 2011). Nas espécies C. gomesi e C. alipioi os sitios de
rDNA 45S estdo em cromossomos independentes aos sexuais (CENTOFANTE et al.,
2001, 2003; VICARI et al., 2008) enquanto as demais espécies apresentam sitios de RONs
nos cromossomos Z e W (NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010,
2011), a excecdo de uma populacdo de C. gomesi que também apresenta rDNA nos sexuais
(PANSONATO-ALVES et al., 2011). Considerando que nestas espécies 0S cromossomos
surgiram a partir de um par ancestral homdlogo, eventos estruturais tem atuado tanto na
diferenciacdo dos cromossomos Z e W, quanto na dispersdo dos rDNA nos genomas das
espécies.
Desta forma, este estudo procurou realizar um mapeamento cromossémico
comparativo da sonda cromossomo W e do rDNA 18S em diferentes populagdes de
Characidium, inter-relacionando a diversificagdo do genoma, possibilitando inferéncias

sobre a evolucdo cariotipica no grupo. Assim, foram objetivos deste trabalho:
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Geral:
- Analisar a diversificacgdo do cromossomo sexual W em diferentes

populacdes/espécies de Characidium.

Especificos:

- Realizar um mapeamento comparativo da sonda cromossomo W e do rDNA 18S
em diferentes representantes do género Characidium.

- Realizar uma anéalise comparativa entre espécies do género Characidium portadoras
e ndo portadoras de sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW;

- Utilizar os resultados com o intuito de analisar relagcdes evolutivas dentro do género

Characidium;
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3 Material e Métodos

3.1 Material bioldgico

Os exemplares (figura 1) foram coletados com, peneiras e foram transportados
vivos para o laboratdrio de Citogenética de Peixes da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, campus de Uvaranas (PR), onde foram mantidos em aquérios até serem

processados para a obtengdo dos cromossomos.

Figura I. Espécies do género Characidium analisadas neste estudo. Em (A) Characidium
gomesi, localidade rio Verde (PR) bacia do rio Tibagi; em (B) Characidium gomesi
populacdo do ribeirdo Minhoca (MG) bacia do rio Sdo Francisco; em (C) Characidium
gomesi fémea da localidade do rio Grande (SP) bacia do Alto Parana; em (D) macho de
Characidium gomesi da localidade do rio Grande (SP) bacia do Alto Parana; em (E) C.
lauroi da localidade do ribeirdo Grande (SP) bacia do Paraiba do Sul e; (F) C. zebra da

localidade do rio Passa Cinco (SP) bacia do Alto Parana. Barra = 10 mm.
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3.2 Metodologias

As preparacdes cromossdmicas mitdticas foram obtidas pela técnica de “air drying”,
conforme descrito por Bertollo et al. (1978) — (Anexo 1). O bandamento C seguiu 0
procedimento descrito por Sumner (1972) — (Anexo I1). Foi utilizada a hibridagéo in situ
fluorescente (FISH) para mapear as sequéncias do cromossomo W e do rDNA 18S sobre
0s cromossomos de C. gomesi da populacgdo do rio Verde-PR, da populacdo do rio Grande-
SP e ribeirdo Minhoca-MG; C. lauroi da localidade de ribeirdo Grande-SP e; C. zebra da
localidade de Passa Cinco-SP. As sondas foram obtidas e gentilmente cedidas por: sonda
cromossomo W de Characidium gomesi (VICARI et al., 2010) e; sonda rDNA 18S
(HATANAKA & GALETTI, 2004). Os procedimentos de marcagdo da sonda rDNA 18S
foram realizados por reacdo de Nick Translation conforme as orientagdes dos fabricantes
(Anexo V). Os cromossomos W, depois de submetidos ao bandamento C, foram
microdissectados conforme descrito por Vicari et al. (2010) (Anexo Il1). As reacOes de
DOP-PCR para amplificagdo da sonda cromossomo W seguiram o0s procedimentos
descritos por Telenius et al. (1992), com as adaptacOes para cromossomos submetidos ao
bandamento C (VICARI et al., 2010) — (Anexo V). O procedimento geral da FISH
baseou-se na técnica descrita por Pinkel et al. (1986) — (Anexo VI). Os cromossomos
foram organizados em ordem decrescente de tamanho e de acordo com a morfologia

(LEVAN et al., 1964), obedecendo a regra de razéo de bragcos (Anexo VII).
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4 Resultados

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo cientifico:

Capitulo |

4.1 Diversificacdo cariotipica, pintura cromossémica e diferenciacdo dos

cromossomos sexuais ZZ/ZW no género Characidium (Characiformes, Crenuchidae)
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Diversificacdo cariotipica, pintura cromossémica e diferenciacdo dos cromossomos
sexuais ZZ/ZW no género Characidium (Characiformes, Crenuchidae)

Resumo

Neste estudo, foi obtida uma sonda do cromossomo sexual W de C. gomesi por
microdissec¢do cromossdmica posterior ao bandamento C, amplificacdo por DOP-PCR e
realizacdo de pintura cromossémica comparativa desta sonda W juntamente com o rDNA
18S em algumas populacdes/espécies do género provenientes de diferentes bacias
hidrograficas brasileiras: C. gomesi do rio Verde (PR), C. gomesi do rio Grande (SP), C.
gomesi do ribeirdo Minhoca (MG), C. lauroi do ribeirdo Grande (SP) e C. zebra do rio
Passa Cinco (SP). A andlise convencional das populacdes de C. gomesi do ribeirdo
Minhoca e rio Verde, ainda ndo descritas, demonstraram o numero dipldide de 50
Cromossomos e presenca de cromossomos sexuais ZZ/ZW em estdgio avancado de
diferenciacdo. Com a utilizacdo da dupla FISH com sonda W e rDNA 18S nas populacfes
de C. gomesi, C. lauroi e C. zebra foi possivel hipotetizar uma via de diferenciacdo para 0s
Cromossomos sexuais neste grupo de peixes neotropicais. A transposicao/translocacdo da
regido organizadora de nucléolo (RON) para um proto cromossomo sexual deve ter sido
um primeiro evento nesta diferenciacdo. Posteriormente, a heterocromatinizacdo de outros
DNASs repetitivos ndo associados a RON modelaram alteracdes na morfologia dos
cromossomos Z e W. Nas espécies C. gomesi e C. alipioi onde a heterocromatinizacdo do
W € intensa, a RON sofreu nova transposi¢do para autossomos. Ainda, foi discutido o
isolamento biogeogréfico e a diferenciacdo dos cromossomos sexuais em Characidium

como eventos essenciais ao isolamento reprodutivo e especiagdo no grupo.

Palavras chave: Peixes neotropicais, citogeneética, diferenciacdo sexual, citotaxonomia,

FISH.
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Introducéo

A familia Crenuchidae esta amplamente distribuida por sistemas de agua doce entre a
Ameérica do Sul e Central, nesta familia, o género Characidium é o mais representativo,
incluindo 50 espécies consideradas validas (BUCKUP, 2003). Embora estas espécies
apresentem um numero diploide conservado de 50 cromossomos, com uma predominancia
de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, o género Characidium apresenta
amplas variacOes interespecificas e interpopulacionais, como por exemplo: (i) variacéo
intra e interindividual de cromossomos B em C. gomesi (citado como C. fasciatum), C.
pterostictum, C. oiticicai e C. gomesi (MAISTRO et al., 1998; PANSONATO-ALVES et
al., 2010, 2011); (ii) sistemas de cromossomos sexuais com heterogametia feminina do tipo
ZZ|ZW em C. gomesi, C. alipioi, C. lanei, C. pterostictum, C. lauroi, C. oiticicai, C.
schubarti e Characidium sp. (MAISTRO et al., 1998, 2004; CENTOFANTE et al., 2001,
2003; VICARI et al., 2008; NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010,
2011); (iii) variacbes na localizacdo e numero de sitios de rDNA em diferentes pares
cromossomicos (MAISTRO et al., 1998, 2004; VICARI et al., 2008; PANSONATO-
ALVES et al., 2010) e; (iv) ocorréncia de triploidia natural em C. gomesi (CENTOFANTE
etal., 2001).

Relacionado aos cromossomos sexuais, Vicari et al. (2008) consideraram a
existéncia de um proto cromossomo sexual para espécies de Characidium e, tanto o
cromossomo Z quanto o W tiveram modificagdes na morfologia, provavelmente devido a
mecanismos de duplicacdes, delecBes e/ou inversdes em relacdo & provavel condicdo
ancestral. Ainda, neste mesmo estudo consideraram a heterocromatinizacdo do
cromossomo W como evento essencial a diferenciacdo deste sistema em Characidium.
Posteriormente, Pansonato-Alves et al. (2011) inferiram que a ocorréncia de RONs nos

cromossomos ZW da maioria das espécies estudadas de Characidium poderia remeter a um
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estado ancestral, presente no par de proto cromossomos sexuais, anterior ao processo de
heterocromatinizacéo.

A ocorréncia de um sistema simples de determinacdo sexual origindrios de um
processo de heterocromatina diferencial em um dos cromossomos sexuais € um evento
comum entre peixes (OLIVEIRA et al., 2007). Nesse processo, a etapa inicial da
diferenciacdo poderia ocorrer a partir da origem e acumulo de algumas classes de DNA
repetitivos em um dos homdlogos do par de proto cromossomos sexuais. Esta
heterocromatinizacdo promove a supressdo de eventos de recombinacdo e favorece a
evolucdo independente deste cromossomo e/ou regido cromossémica (JOHN, 1988; RICE,
1996; STEINEMANN & STEINEMANN, 1992, 2001).

Deste modo, realizou-se pintura cromossémica comparativa da sonda
cromossomo sexual W de C. gomesi juntamente com o rDNA 18S para avaliar a origem,
identidade de composicao e diferenciacdo dos cromossomos sexuais em populacdes de C.
gomesi, C. lauroi e C. zebra e, deste modo, inferir sobre a evolucdo, filogenia e

biogeografia do grupo.

Material e Métodos
Espécies analisadas e preparagdes cromossémicas

Para este estudo foram utilizadas preparagdes cromossomicas de peixes do género
Characidium de diferentes populagdes (Tabela I1).

As preparacfes cromossdmicas das espécies analisadas foram obtidas das células
do rim anterior usando o procedimento de “air drying” (BERTOLO et al., 1978). As
preparagbes cromossdémicas foram submetidas a coloragdo convencional por Giemsa e

Bandamento C (SUMNER, 1972) para a determinacdo do ndmero dipldide, férmula
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cromossOmica, caracterizacdo de cromossomos sexuais e posterior utilizacdo em ensaios

de hibridacao in situ fluorescente.

Sondas cromossémicas

Essencialmente, foram utilizadas duas sondas para mapeamento destas
regibes/cromossomos sobre 0s cromossomos das espécies de Characidium: (1) a sonda do
rDNA 18S, isolada a partir do DNA genémico de Prochilodus argenteus (HATANAKA &
GALETTI Jr., 2004) e; (2) uma sonda do cromossomo W de Characidium gomesi
(populacdo do ribeirdo Minhoca, bacia do rio Sdo Francisco), isolada neste trabalho pelo
método de microdissec¢do de cromossomos submetidos ao bandamento C segundo método

de Sumner et al. (1972), aqui denominada de sonda W (VICARI et al., 2010).

Microdisseccdo do cromossomo W de Characidium gomesi e reacdo de DOP-PCR
Cromossomos W de Characidium gomesi da populacdo do ribeirdo Minhoca,
bacia do rio Sdo Francisco (MG) foram microdissectados a partir de metafases submetidas
ao bandamento C para a identificacdo precisa do cromossomo sexual. As microdissec¢des
cromossdmicas foram realizadas em microscopio invertido IX51 (Olympus) equipado com
micromanipulador mecanico (Narishige). Para a microdisseccdo foram utilizados capilares
de vidro de didmetro de aproximadamente 0,7 pwm, os quais foram preparados utilizando o
“micropipette puller” (Narishige). Foram microdissectados 16 cromossomos W de C.
gomesi, os quais foram transferidos para um microtubo e utilizados na reagdo de
“Degenerated Oligonucleotide Primier — Polymerase Chain Reaction” (DOP-PCR). As
reacOes de DOP-PCR seguiram o procedimento geral descrito por Telenius et al. (1992),
com algumas modificacGes (VICARI et al., 2010). A reacdo de PCR consistiu de 1 X

ThermoSequenase reaction buffer, 400 uM de dNTP, 2 uM of DOP primer — 5’
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ccgactcgagnnnnnnatgtgg 3°. O microtubo foi aquecido a 95° C por 10 min, seguido da
adicdo de 10 U de ThermoSequenase. A primeira amplificacdo foi realizada via RAMP-
PCR: 3 min a 94° 12 ciclos de baixa estringéncia (1 min e 30 s a 94°C, 2 min a 32°C
aumentando 0,2°C/s até 72°C e, 2 min a 72°C), seguidos por 30 ciclos de alta estringéncia
(1 mine 30sa94°C, 1 mine 30sa52°Ce 1 mine30sa 72°C). Os produtos obtidos
foram checados em gel de agarose 1%. A seguir, foram aliquotados 2 pul do primeiro
produto de PCR e realizada uma nova reagdo de amplificagdo num volume final de 50 pl
(tampédo Taqg polimerase 1X = 2 mM MgCl,, 400 uM dNTP, 2 uM DOP primer = 5’-
ccgactcgagnnnnnnatgtgg-3° e 2 U de Taq polimerase), de acordo com as seguintes
condigdes: 3 min a 94° 35 ciclos: 1 mine 30sa90°C, 1 mine30sa52°Cel1mine30sa

72°C.

Hibridacéao in situ fluorescente (FISH)

Foram realizadas FISH nos representantes do género Characidium analisados
utilizando as sondas do rDNA 18S e do cromossomo W. A sonda rDNA 18S foi marcada
com biotina pela técnica de nick translation, utilizando o composto biotina 16 - dUTP
(Nick Translation Biotin - Roche). A sonda W, por sua vez, foi marcada em reagdo de
DOP-PCR utilizando o nucleotideo modificado digoxigenina 11-dUTP (Roche). A mistura
da PCR consistiu de (tampéo Taq polimerase 1X = 2 mM MgCl,, 400 uM dATP, dGTP e
dCTP, 280 uM de dTTP, 120 uM de dUTP 11- digoxigenina, 2 uM DOP primer e 2 U de
Taq polimerase). O procedimento geral da FISH sob alta condicdo de estringéncia (2,5
ng/uL sonda, 50% formamida, 2XSSC, 10% sulfato dextrano) seguiu o procedimento geral
descrito por Pinkel et al. (1986). A deteccdo do sinal foi realizada com os anticorpos
Avidina FITC (Sigma) e anti digoxigenina rodamina (Roche). Os cromossomos foram

contracorados com DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector), e
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analisados em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao sistema de
captura de Imagens DP 71 (Olympus).

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e
subtelocéntricos (st), dependendo da sua razdo de bracos (LEVAN et al., 1964), e

arranjados em decréscimo de tamanho nos cariotipos.

Resultados

A analise citogenética das cinco populacbes de Characidium mostrou um nimero
diploide conservado de 50 cromossomos (Tabela Ill). A analise convencional dos
cariotipos das populacdes de C. gomesi do rio Verde-PR e ribeirdo Minhoca-MG, aqui
descritos pela primeira vez, permitiu evidenciar aléem do ndmero diploide, férmulas
cariotipicas diferenciadas para a populacdo do rio Verde-PR (32m+18sm), em machos e
(31m+18sm+1st), em fémeas e, no ribeirdo Minhoca, (32m+18sm) tanto em machos
quanto em fémeas (Fig. 2 a, c). As fémeas de ambas as popula¢fes apresentaram um par de
cromossomos heteromorficos, correspondentes aos cromossomos sexuais Z e W (Fig. 2 b,
d). Em ambas as populacBes, o cromossomo Z é um metacéntrico de tamanho médio,
apresentando uma banda heterocromatica proximal no brago longo. Por outro lado, o
cromossomo W ¢é subtelocéntrico, totalmente heterocromatico e maior em tamanho que o
cromossomo Z para a populacéo do rio Verde (Fig. 2¢), enquanto na populagéo do ribeirdo
Minhoca, o cromossomo W se apresenta metacéntrico, totalmente heterocromatico e um
pouco menor em tamanho que o cromossomo Z (Fig. 2a).

A reacdo de DOP-PCR a partir dos cromossomos W de C. gomesi submetidos ao
bandamento C evidenciou um arrasto em gel de agarose entre 100 a 500 pb, com uma
intensidade maior na regido de 300 pb (Fig. 3a). A utilizacdo da sonda W sobre metéafases

de C. gomesi do ribeirdo Minhoca e rio Verde mostrou alta eficiéncia com sitios positivos
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em regides terminais de alguns autossomos, na regido proximal do braco longo do
cromossomo Z, e na totalidade do cromossomo W (Fig. 3b, c).

A dupla FISH com sondas do rDNA 18S e sonda W sobre os cromossomos de C.
gomesi das regides estudadas evidenciou as seguintes marcacdes: C. gomesi do rio Verde-
PR apresentou seis sitios de rDNA 18S localizados em regido terminal no braco longo do
par sm 17, sm 22, em um dos homdélogos do par sm 20 e no braco curto de um dos
homologos do par 1. A sonda W apresentou alguns autossomos com pequenos sitios
terminais marcados, 0 cromossomo Z com um sitio proximal no braco longo, além do
cromossomo W subtelocéntrico totalmente marcado (Fig. 4a). Characidium gomesi do
ribeirdo Minhoca-MG e rio Grande-SP apresentaram marcacOes similares entre si com
apenas o par sm 18 portando rDNA 18S em regido terminal do braco longo. A sonda W foi
localizada principalmente em regido proximal do cromossomo Z e na totalidade do
cromossomo W metacéntrico, além de alguns pequenos sitios terminais em autossomos
(Fig. 4 b, c, d).

Characidium lauroi do ribeirdo Grande-SP apresentou o rDNA 18S localizado
sobre o par metacéntrico n. 2, considerado par sexual da espécie, o qual apresenta um
heteromorfismo de tamanho, onde o cromossomo Z apresentou sitio terminal no brago
curto e 0 W em regido terminal do brago longo. A sonda W em C. lauroi evidenciou
pequenos e dispersos sitios sobre os cromossomos Z e W além de regides terminais de
alguns autossomos (Fig. 4e). Por sua vez, C. zebra do rio Passa Cinco-SP, ndo evidenciou
sistema de cromossomos heteromoérficos e o rDNA 18S foi localizado na regido
subterminal do braco longo do par sm 23 e pequenas e dispersas marcas da sonda W sobre

0s cromossomos do complemento cariotipico (Fig. 4f).
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Discusséo

Um grupo de especial interesse em citogenética é a familia Crenuchidae por
representar um excelente modelo de estudo sobre a diversificacdo de cromossomos sexuais
(VICARI et al.,, 2008). Em Characidium o numero diploide de 50 cromossomos &
verificado em todas as espécies do género ja estudadas e a macroestrutura cariotipica de
32m + 18 sm é a situacdo mais comumente verificada (MAISTRO et al., 1998, 2004;
CENTOFANTE et al.,, 2001, 2003; VICARI et al.,, 2008; NOLETO et al., 2009;
PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011).

Os resultados aqui obtidos também demonstram uma alta similaridade cariotipica
para as populacdes de C. gomesi do ribeirdo Minhoca (MG) e do rio Verde (PR) em
relacdo a outras populacdes ja estudadas desta espécie (MAISTRO et al., 1998, 2004;
CENTOFANTE et al., 2001, 2003; VICARI et al., 2008; PANSONATO-ALVES et al.,
2011). Apesar da aparente conservacdo do cariotipo, as populacdes de C. gomesi tem se
diversificado principalmente pela alteracdo na estrutura e diversificagdo dos cromossomos
sexuais Z e W e numero de sitios de rDNA maior, reforcado pela restricdo do fluxo génico
proporcionado pelo isolamento em bacias hidrogréaficas distintas, como proposto por Vicari
et al. (2008).

As primeiras descri¢des cariotipicas em Characidium se reportaram a populacdes de
C. zebra, sendo a Unica entre as dez espécies do género estudadas citogeneticamente que
ndo apresenta heteromorfismo de cromossomo sexual (BUCKUP, 1993). De acordo com
uma analise morfoldgica, C. zebra apresenta varios caracteres plesiomorficos sendo assim
considerado basal na filogenia de Characidium (BUCKUP, 1993). Vicari et al. (2008) ja
consideraram as caracteristicas cromossdmicas presentes em C. zebra como possiveis

plesiomorfias para o género. Dessa forma, alteragdes nos cariotipos de outras especies,
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quando comparados ao de C. zebra poderiam ser explicadas pela ocorréncia de rearranjos
cromossomicos.

A espécie C. lauroi teve seu cariotipo descrito pela primeira vez por Centofante et
al. (2003). Neste estudo, 0s autores propuseram a presenca de Cromossomos sexuais para
C. alipioi e ndo descreveram a ocorréncia de cromossomos sexuais em C. lauroi devido a
inexisténcia de heterocromatinizacdo diferencial e, no entanto, relataram a ocorréncia de
um par heteromorfico portador das RONs. Posteriormente, Pansonato-Alves et al. (2010)
avaliaram de forma comparativa sete espécies do género: C. zebra, C. lanei, C.
pterostictum, C. lauroi, C. oiticicai, Characidium sp. e C. schubarti e concluiram que
apenas C. zebra ndo apresentava cromossomos sexuais diferenciados, enquanto todas as
demais apresentaram 0s cromossomos sexuais em diferentes estagios de
heterocromatinizacdo do W e, tanto o0 Z quanto o W portando RONs em regides terminais.

Characidium gomesi € outra espécie do género gue apresenta Cromossomos sexuais
sendo o W totalmente heterocromatico (MAISTRO et al., 1998; CENTOFANTE et al.,
2001). Pansonato-Alves et al. (2011) avaliaram diferentes populacdes de C. gomesi e
constataram que uma destas apresentava RONs nos cromossomos sexuais, e todas as
demais, apresentaram RONs em pares autossomicos. Entre as espécies de Characidium
gue possuem cromossomos sexuais, somente C. gomesi e C. alipioi apresentaram as RONs
exclusivamente nos autossomos (CENTOFANTE et al., 2003), sugerindo assim ser esta
uma condicédo derivada entre estas espécies (PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011).

A exemplo do que ocorre em outros peixes, como Hoplias malabaricus (BORN &
BERTOLLO, 2000; CIOFFI et al., 2010); no género Triportheus (ARTONI &
BERTOLLO, 2002) e em Salmonidae (REED & PHILLIPHS, 1997), a presenca de RONs
associadas a heterocromatina localizada sobre 0s cromossomos sexuais pode ter também

facilitado a diferenciacé@o do par sexual heteromorfico em Characidium. A heterocromatina
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estd muitas vezes relacionada a ocorréncia de rearranjos cromossémicos em peixes
neotropicais envolvendo as RONSs e esta por¢do do genoma tem sido associada a formacao
de polimorfismos, uma condicdo prévia a fixacdo do heteromorfismo sexual cromossémico
(para uma revisdo ver VICARI et al., 2010).

A obtencdo e utilizacdo da sonda cromossomo W de C. gomesi em pintura
cromossdmica comparativa demonstrou que o0s DNAs repetitivos presentes nos
cromossomos sexuais das diferentes populacGes desta espécie mantém uma alta identidade
e tem proporcionado a diversificacdo morfoldgica destes cromossomos. Ainda, com a
presenca de sitios da sonda W verificada em autossomos, mesmo que de forma dispersa
por regides terminais de todas as populacdes/espécies analisadas € possivel inferir que as
unidades repetitivas que compdem e diferenciaram 0s cromossomos sexuais de
Characidium estdo distribuidas pelo género, corroborando assim a hipotese de origem
comum para este sistema ZZ/ZW (VICARI et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al.,
2011), reforcando o estado monofilético e suscitando hipdteses sobre a série de
transformacdo dos cromossomos sexuais no género.

Diante deste cenario, de presenca de sitios da sonda W sobre 0s cromossomos €
possivel hipotetizar que os cromossomos sexuais de Characidium tiveram uma origem
comum e podem ter diversificado na seguinte via: (i) a condi¢do ancestral sem a presenca
de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados poderia ser representada por C.
zebra. Neste caso, ndo ha evidéncias de um par de proto cromossomos sexuais
diferenciados, a RON esta localizada na regido subterminal de um par submetacéntrico
pequeno e a sonda W se apresenta dispersa na regido terminal de alguns cromossomos. (ii)
O segundo passo considera a ocorréncia de um processo de eliminagdo da permuta de
segmentos entre os homologos durante a meiose, decorrente de rearranjos cromossémicos

estruturais (BECAK & BECAK, 1969) ou a partir da origem e acimulo de algumas classes
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de DNA repetitivos em um dos homdlogos do par de proto cromossomos sexuais (SINGH
et al., 1980). Essa situacdo poderia estar representada pelo par sexual de C. lauroi,
considerando que o mecanismo de translocacdo e/ou transposicdo da RON para o par
metacéntrico nimero 2 portando sitios da sonda W de forma dispersa e, subsequente
geracdo do heteromorfismo de tamanho observado na espécie poderia ter gerado a restricao
a recombinacao na meiose. Uma hipotese alternativa para C. lauroi, sugere que a origem e
diversificacdo do par sexual teria ocorrido de forma independente as outras espécies
(PANSONATO-ALVES et al., 2010), reforcado pela pouca identidade da sonda W ao
genoma da espécie, menos parcimonioso Visto que os proprios autores atribuem a presenca
da RON nos proto cromossomos sexuais anterior ao evento de heterocromatinizacdo. (iii)
Posteriormente, 0 evento de heterocromatinizacdo dos cromossomos conduziria a
diferenciacéo dos tipos de cromossomos Z e W existentes por acimulo das sequéncias da
sonda W, como visualizado em um estagio intermediario em C. lanei (NOLETO et al.,
2009; VICARI et al., 2010). (iv) Na sequéncia, com a intensa heterocromatinizacdo do
cromossomo W observada em C. gomesi e C. alipioi € possivel inferir que eventos de
transposicao realocaram os sitios de RONs em um par autossémico submetacéntrico (par
17 ou 18).

Pansonato-Alves et al. (2011) encontraram um populacdo classificada como C.
gomesi que apresenta a RON ainda presente nos cromossomos sexuais. Esta é uma forte
evidéncia que a RON pode ter sido transposta para outro par cromossdmico, e que esta
condicdo seria seletivamente favoravel para escapar da intensa heterocromatinizacdo do W
de algumas populacdes e reforca mais uma vez a origem comum do sistema ZW em
Characidium.

Mesmo diante de toda a mobilidade da RON pelos genomas de Characidium, a

grande maioria das espécies analisadas apresentam um unico par portador do rDNA maior.
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Apenas duas populacbes de C. gomesi do sul do Brasil, uma do corrego Quebra Perna
(PR), com dez sitios autossomicos (VICARI et al., 2008) e outra do rio Verde (PR), com
seis sitios autossdmicos (presente estudo) apresentaram multiplas localizacdes destes sitios
cromossémicos. Estas sdo condi¢cdes claramente derivadas e que representam uma
instabilidade pouco frequente nestes peixes.

A historia evolutiva e consequentemente diversificagdo cromossémica de
Characidium esta intimamente associada ao isolamento de populacdes em cabeceiras de
rios de sistemas hidrogréaficos distintos (CENTOFANTE et al., 2003; VICARI et al., 2008;
PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011). Segundo Weitzman et al. (1988), os principais
rios do sul e sudeste do Brasil estdo atualmente separados por barreiras que impedem a
dispersdo de espécies e populacdes, o que favorece a ocorréncia de eventos que
determinam o isolamento dos grupos.

As caracteristicas topograficas e fisionbmicas das regiGes amostradas para
Characidium proporcionam uma ampla gama de ambientes distintos, o que favorece a
ocorréncia de um grande nimero de populagbes, cada uma das quais adaptadas a um
subconjunto particular destes ambientes. Assim, da mesma forma que proposto por Buckup
(1991) a predominancia de cursos d'agua relativamente pequenos favorece a ocorréncia de
espécies de pequeno porte, com limitado potencial de dispersdo espacial e tendéncias de
fixacdo de divergéncias genéticas interpopulacionais. Dessa forma, as constituicdes
cariotipicas e as diferentes morfologias e composicdo dos cromossomos sexuais de
Characidium poderiam ser fixados a partir do ancestral comum nas diferentes
especies/populacdes, promovendo a diversificagdo intra e interespecifica, contribuindo
para o processo de especiacgéo.

Por fim, a obtencdo da sonda W e a pintura cromossémica comparativa juntamente

com o rDNA 18S em algumas espécies de Characidium propiciou inferir sobre a
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diferenciacdo dos cromossomos sexuais no grupo e ainda, possibilitou um melhor
entendimento das caracteristicas cromossdmicas e biogeograficas do género atuando na

diferenciacdo populacional, isolamento reprodutivo e especiacéo.
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Figura Il. Cariotipos de fémeas de Characidium gomesi. Em (a, b) coloracdo

convencional por Giemsa e bandamento C sequencial para a populacdo do
ribeirdo Minhoca, bacia do rio Sdo Francisco (MG). Em (c, d) coloracédo
convencional por Giemsa e bandamento C sequencial para a populacdo do rio

Verde, bacia do rio Tibagi (PR). Barra = 10um.
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Figura I11. Em (a) gel de agarose 1% evidenciando a amplificacdo do cromossomo W de
Characidium gomesi da populacdo do ribeirdo Minhoca, MG; (b) metafase de
fémea de Characidium gomesi da populacéo do rio Verde, PR, hibridizada com
sonda do cromossomo W e; (c) metafase de Characidium gomesi da populagédo
do ribeirdo Minhoca, MG, hibridizada com sonda do cromossomo W. Barra =

10pm.
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Figura 1V. Localizacdo dos sitios W e 18S por FISH em Characidium. Em (a)

cariotipo de fémea de Characidium gomesi, localidade rio Verde (PR); em (b)
cariotipo de fémea de C. gomesi localidade de ribeirdo Minhoca (MG); (c)
cariotipo de macho de C. gomesi da localidade de rio Grande (SP); (d) cariotipo de
fémea de C. gomesi da localidade de rio Grande; (e) cariétipo de fémea de C.
lauroi de ribeirdo Grande; (f) cari6tipo de fémea C. zebra do rio Passa Cinco (SP).

Barra= 10pm.
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Tabela Il. Espécies de Characidium estudadas, respectiva localidade, bacia hidrografica,

numero de fémeas (F) e machos (M).

Espécies Localidade Bacia F M Total
Hidrografica
Characidium
gomesi Rio Verde (PR) Rio Tibagi 36 8 44
Characidium Rio Grande (SP) Alto Parana 7 10 17
gomesi
Characidium Ribeirdo Minhoca Sé&o Francisco 5 2 7
gomesi (MG)
Characidium Ribeirdo Grande Paraiba do 2 3 5
lauroi (SP) Sul
Characidium Rio Passa Cinco Alto Parana 4 8 12
zebra (SP)




Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

38

Tabela I11. Formula cromossdmica, ocorréncia de cromossomos sexuais, sitios sonda W e

rDNA 18S nas espécies/populacbes de Characidium analisadas.

Espécies Local Formula Sistema Sonda Sitios
Cromossomica  Sexual W 18s
Characidiu Rio d 32m+18sm  ZZ/ZW Regido proximal do 6 sitios
m gomesi Verde brago longo do Z, W st autossomicos
(PR)  31m+I8smtls totalmente marcado, (pares 17 e 22,
t além de sitios além de um
autossdmicos terminaise  homdélogo do 1 e
dispersos. do 20.
Characidiu Rio 3e? ZZ|/ZW  Regido proximal do Regido terminal
m gomesi Grande 32m+18sm braco longo do Z, W m do par 18.
(SP) totalmente marcado,
além de sitios
autossémicos terminais e
dispersos.
Characidiu  Ribeirdo de? ZZ/ZW  Regido proximal do Regido terminal
mgomesi  Minhoca 32m+18sm brago longo do Z, W m do par 18.
(MG) totalmente marcado,
além de sitios
autossomicos terminais e
dispersos.
Characidiu  Ribeirédo & 32m+18sm ZZ|/ZW  Sitios autossébmicose no  Parn. 2 ZW.
m lauroi Grande W de forma dispersa. Brago curto do Z
(SP) 931m+185m+15 e longo do W.
Characidiu Rio 32m+18sm Ausente  Sitios autossémicos de Subterminal do
m zebra Passa forma dispersa. par 23

Zinco (SP)
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5 Consideragdes finais
Resultados de citogenética convencional foram obtidos pela primeira vez para as

populacdes de C. gomesi do ribeirdo Minhoca, bacia do rio Sdo Francisco (MG) e rio
Verde, bacia do rio Tibagi (PR). Ambas as popula¢ées mostraram um namero diploide de
50 cromossomos considerado conservado neste género (MAISTRO et al., 1998, 2004;
CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA & MAISTRO, 2006; VICARI et al., 2008;
NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011). A férmula cariotipica
verificada para a populacdo do ribeirdo Minhoca foi de 32m+18sm em machos e fémeas e
de 32m+18sm em machos e 31m+18sm+1st em fémeas para a populacdo do rio Verde.
Além do heteromorfismo de um par cromossémico, a heterocromatinizacao diferencial de
um cromossomo é condizente com a ocorréncia de sistema de cromossomos sexuais nesta
espécie (MAISTRO et al., 1998, 2004; CENTOFANTE et al., 2001, 2003; SILVA &
MAISTRO, 2006; VICARI et al., 2008; PANSONATO-ALVES et al., 2011). O
cromossomo Z possui tamanho metacéntrico médio, apresentando uma banda
heterocromatica proximal no braco longo em ambas as populac¢des. Ja o cromossomo W é
metacéntrico, totalmente heterocroméatico e um pouco menor em tamanho que o
cromossomo Z para a populacdo do ribeirdo Minhoca (MG). Na popula¢do do rio Verde, o
cromossomo W € subtelocéntrico, totalmente heterocromatico e um pouco maior em
tamanho que o cromossomo Z. Estas evidéncias reforcam a hipdtese de Vicari et al. (2008)
que propuseram a diferenciagdo do par sexual ZW em Characidium associado ao
isolamento biogeografico como fonte para mecanismos de isolamento reprodutivo e
especiagéo.

Também neste estudo, foi obtida uma sonda do cromossomo sexual W de C.
gomesi a partir da microdissec¢do do W, método descrito em Vicari et al., (2010). A

pintura cromossdmica com a sonda W de C. gomesi evidenciou uma alta eficiéncia da
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sonda para 0 mapeamento destas regides sobre 0s cromossomos das espécies de
Characidium, especialmente as portadoras de sistemas de cromossomos sexuais. Na
sequéncia, foram realizados mapeamentos da sonda rDNA 18S e sonda cromossomo W em
diferentes populacdes e espécies de Characidium Os resultados obtidos mostraram uma
identidade da sonda W sobre os cromossomos de Characidium tornando possivel
hipotetizar a via de diferenciacdo dos cromossomos sexuais no grupo.

O mapeamento do rDNA 18S demonstrou uma movimentacdo destes sitios na
historia evolutiva do género Characidium. Possivelmente, a condicéo basal é representada
por C. zebra, o qual detém os sitios de RONs no par sm 23. Um evento de
transposicao/translocacdo poderia ter realocado as RONs em um par semelhante ao n 2 de
Characidium. AlteracGes na morfologia dos cromossomos restringiriam a recombinacgéo e
originariam um par de cromossomos sexuais semelhante ao encontrado em C. lauroi. A
partir de entdo, os cromossomos sexuais sofreriam processos de heterocromatinizacdo e
alteracdo em morfologia nas diferentes populacdes/espécies do género.

A intensa heterocromatizacdo do W observada em C. gomesi e C. alipioi pode ter
proporcionado uma vantagem seletiva ao rearranjo de transposicdo das RONs novamente
para pares autossdomicos. Ainda, o grande namero de sitios de rDNA maior observado em
populacdes do sul do Brasil, associado a estdgio avancado de diferenciacdo do
cromossomo W, pode ser associado a condi¢des de caracteres apomaorficos no grupo.

Por fim, a diversificagdo de Characidium é intimamente ligada aos seus habitats,
geralmente de cabeceiras de rios, isolados em sistemas hidrograficos distintos. Este
isolamento geografico restringe o fluxo génico, proporcionando a fixacdo de rearranjos
cromossdmicos em populacdes da espécie. Dessa forma, é possivel propor que o
isolamento biogeografico associado a diversificagdo dos cromossomos sexuais e dos rDNA

de Characidium tem atuado fortemente no isolamento reprodutivo e especiagéo do grupo.
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7  Anexos

Anexo I: Obtencéo dos cromossomos mitoticos

Para a obtencdo dos cromossomos mitéticos foi utilizado o procedimento descrito
por Bertollo et al. (1978). Foi injetado intra-abdominalmente no animal uma solucéo
aquosa de colchicina 0, 025 %, na proporcdo de 1 ml/100 g de peso. Os peixes entéo
foram mantidos em aquario bem aerado durante 50-60 minutos, posteriormente foram
anestesiados com benzocaina diluida a 0,01% e sacrificados. A porcdo do rim anterior foi
retirada e dissociada com uma seringa desprovida de agulha em cerca de 10 ml de
solucdo hipoténica (KCI 0, 075 M). O tecido dissociado foi incubado em estufa a 37°C
durante 25-30 minutos, que depois foi re-suspendido com auxilio de uma pipeta Pasteur e
colocado em tubo de centrifuga. Foi adicionado neste tubo algumas gotas de fixador (3
partes de metanol para 1 de acido acético glacial), o material foi novamente
ressuspendido repetidas vezes, foi centrifugado durante 10 minutos, a 900 rpm e depois
foi descartado o sobrenadante. Apds a centrifugacdo foi adicionado 5-7 ml do mesmo
fixador, re-suspendido e centrifugado por mais 10 minutos a 900 rpm, este passo foi
repetido mais uma vez. Foi entdo descartado o sobrenadante e adicionado uma quantidade
de fixador para que se obtivesse uma suspensdo celular moderadamente concentrada
(geralmente de 0,5 a 1,0 ml), re-suspendido e adicionado em freezer para posterior
utilizacdo. Para confec¢éo de laminas foi pingado de 1-2 gotas da suspenséo celular, com
uma pipeta Pasteur. A lamina estava limpa, levemente inclinada, com uma pelicula
d'agua a 60°C, de tal forma que a agua escorresse e permitisse que o material ficasse
aderido sobre a 1damina. O material foi entdo deixado secar ao ar e corado com solucgéo de

Giemsa a 5 %, em tampéo fosfato pH=6,8 durante 6-8 minutos.
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Anexo I1: Deteccdo da Heterocromatina Constitutiva: Bandas-BSG

O procedimento seguiu o protocolo de Sumner (1972). As laminas contendo o
material celular foram tratadas com &cido cloridrico (HCI) 0,2 N, a 37°C, durante 10
minutos e posteriormente lavadas com agua destilada. Elas entdo foram incubadas a 28°C
em solucdo de Bario (Ba (OH)2) durante 1 a 2 minutos. Depois as laminas foram
submersas em solucdo de &cido cloridrico 0,2 N e lavadas com agua destilada. O material
foi entdo imerso em solucéo salina 2x SSC, a 60°C, durante 40 minutos, lavado em agua
destilada e secado ao ar. As laminas foram coradas com solucdo de Giemsa a 2 %, em

tampdo fosfato pH=6,8 durante 15 minutos.
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Anexo I11: Microdisseccdo de cromossomos submetidos ao bandamento C (VICARI et
al., 2010)

Os cromossomos W de Characidium gomesi (bacia do Sdo Francisco, MG) depois
de submetidos ao bandamento C foram microdissectados em microscépio invertido 1X51
(Olympus) equipado com micromanipulador mecanico Transferman (Eppendorf). A
microdisseccdo foi realizada com agulhas de vidro, capilar, com pontas de
aproximadamente 0,7 um. Ap0s a microdisseccao, a ponta da agulha contendo o material
cromossémico foi quebrada no interior de um microtubo. Um total de 16 cromossomos W
com bandamento C extremamente visivel e contrastante foram microdissectados. Estes
cromossomos foram entdo transferidos para um microtubo e utilizados na reacdo de

“Degenerated Oligonucleotide Primier — Polymerase Chain Reaction” (DOP-PCR).
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Anexo IV: Iniciador oligonucleotideo degenerado — reagdo em cadeia da polimerase
(DOP-PCR)

A reacdo DOP-PCR seguiu o procedimento descrito por Telenius et al. (1992) com
adaptacdes (VICARI et al., 2010). A reacdo de polimerizacdo consistiu de tampédo 1x
(ThermoSequenase - GE healthcare), 400 uM de dNTP, 2 uM do primer DOP- 5’
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG - 3°. As reacGes de PCR foram realizadas em
termociclador Biocycler Gradient Systen (Biosystens R). O microtubo foi aquecido a 95°C
por 10 minutos, seguido da adicdo de 10 U de ThermoSequenase. A primeira amplificacdo
foi realizada via RAMP-PCR: 3 minutos a 94°C; 12 ciclos de baixa estringéncia (1 minuto
e 30 segundos a 94°C, 2 minutos a 32°C aumentando 0,2°C/s até 72°C e 2 minutos a
72°C), seguidos por 30 ciclos de alta estringéncia (1 min. e 30 s a 94°C, 1 minuto e 30
segundos a 52°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C). Os produtos obtidos foram corridos
em gel de agarose 1 %, onde o tamanho esperado foi corresponde a um arrasto entre 100 —
500 pb.

A segunda reacdo de amplificacdo foi feita com 100 ng do primeiro produto de
PCR realizando-se uma nova reacdo de amplificacdo num volume final de 50 pl. A reacdo
foi composta de tampéo (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI) 1X da Tag DNA polimerase
(Invitrogen); 2 mM MgCI2; 400 mM de dNTP, 2mM de primer DOP = 5’-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3" ¢ 2 U de Taq DNApolimerase. As reacOes de
polimerizacdo foram constituidas por: 3min a 94°C; 35 ciclos de 1 min. e 30 s a 90°C,

Imin.e30sab52°Celmin.e30sa72°C.
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Anexo V: Marcacao de sondas por nick translation
As reacOes de nick translation seguiram as orientacdes do fabricante (Roche). Pipetar os
seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x ml agua gsp; x ml sonda (equivalente
a 1mg); 4 mL mix de nick translation; completar para o volume total de 20 ml; colocar em
banho Maria a 15° C por lhora e 30 minutos; interromper com 1 ml de EDTA 0,5 M pH

8,0; aquecer por 10 minutos a 65° C.
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Anexo VI: Hibridacéo in situ fluorescente (FISH) (Pinkel et al., 1986)
A. MARCACAO DAS SONDAS

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, utilizando os compostos
biotina 14 - dATP (Bionick Labeling System - Invitrogen) ou digoxigenina 11 dUTP (Dig
Nick Translation, Roche) e também por PCR utilizando concentracdes adequadas de
dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula reporter (biotina 14 dATP - Invitrogen ou
digoxigenina 11 dUTP - Roche). O produto desta reacdo foi precipitado com acetato de
potassio e etanol overnight a -20°C. Posteriormente, o material foi centrifugado por 15
minutos a 13000 rpm, foi descartado o sobrenadante, deixando 0 DNA marcado secar

completamente em estufa a 37°C.
B. PREPARACAO DAS LAMINAS

As laminas, contendo as preparaces cromossémicas, foram lavadas em PBS, por 5
minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de etanol a 70%, 85% e
100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, tratadas com solucdo de RNAse (100 pg/ml)
durante 1 hora, em camara (mida a 37°C, lavadas duas vezes em solugdo de 2xSSC, por
10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em seguida a fixa¢do com formaldeido 1% / PBS
1x / MgCl, 50mM, por 10 minutos, a temperatura ambiente, lavagem em PBS 1x por 5
minutos e desidratacdo em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho, a
temperatura ambiente. As laminas foram entdo tratadas com formamida 70% dissolvida
em 2xSSC, a 70°C, por 5 minutos e novamente desidratadas em série de etanol a 70%,

85% e 100%, 5 minutos cada banho.
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C. HIBRIDACAO E DETECCAO DOS SINAIS CORRESPONDENTES

Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pl da solucdo de hibridacéo
permanecendo “overnight” a 37 C, em camara Gmida contendo solucéo de 2xSSC pH 7,0.
Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solucdo de formamida 15% em
0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em seguida, lavadas com 0,1xSSC a 60°C, por
15 minutos. Em seguida, lavadas em Tween 20, por 5 minutos, incubacdo em 90 pl de
tampdo NFDM a 5%, por 15 minutos em camara imida e duas lavagens com Tween 20,
cinco minutos cada. Para a deteccdo da sonda, foram colocados sobre as laminas 90 ul de
avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidina conjugada) a 0,25 pg/ul,
permanecendo por 30 minutos a 37°C, em camara Umida. As laminas foram entéo lavadas
3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada. Em seguida a desidratacdo em série de etanol
a 70%, 85% e 100% a temperatura ambiente, 5 minutos em cada banho. Os cromossomos

foram entdo contra corados com DAPI (0,2 pg/ml) diluido em uma solucdo “antifade”

(Fluka).



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO) 60

Anexo VII: Analise dos resultados

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
e subtelocéntricos (st), e acrocéntricos (a) dependendo da razéo de bragos (LEVAN et al.,
1964), e arranjados em decréscimo de tamanho nos respectivos cariotipos. Os sinais de
FISH foram visualizados de acordo com PINKEL et al. (1986) e analisados em
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX50). As imagens dos cromossomos foram
capturadas usando o microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao

sistema de captura de Imagens DP 71 (Olympus).



