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Resumo
Neste estudo, a fragcdo heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon sp. foi
isolado por microdisseccdo com posterior amplificacdo por DOP-PCR. As
sequéncias obtidas foram utilizadas no procedimento de hibridacdo in situ
fluorescente em cromossomos de espécies de Parodontidae. Esta sonda foi
denominada WAp. Assim, de posse deste marcador e de outros ja disponiveis o
trabalho apresentou uma analise de citogenética molecular em exemplares da
familia presentes em diferentes bacias hidrograficas brasileiras. Foram analisadas
as espécies: Apareiodon sp., A. ibitiensis, A. vladii, A. piracicabae, A. vittatus, A.
affinis, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis. Os resultados
evidenciaram a proximidade da localizacdo do marcador do rDNA 18S encontrado
em espécies de Parodon em comparacgao ao grupo irmédo Anostomidae. Ainda, foi
visualizado um alta identidade do par cromossdémico portador dos sitios de rDNA
5S em todos Parodontidae estudados. Com o mapeamento dos DNAS repetitivos
WAp e pPh2004 por hibridacao in situ fluorescente nos cromossomos de algumas
espécies de Parodontidae foram lancadas hip6teses de origem e diferenciacéo do
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW a partir de uma inversdo alocando sitios
WAp em regido proximal de um par cromossémico metacéntrico. Esses
resultados permitiram inferir também que o sistema de cromossomos sexuais
multiplos ZZ/ZW1W, de A. affinis pode ter origem de um sistema ZW similar ao
encontrado em populagcfes ancestrais da espécie P. hilarii. Assim, este trabalho
contribui para o entendimento da evolucdo e diversificagdo do genoma de
algumas espécies de Parodontidae, principalmente para o esclarecimento da

origem e diferenciacdo dos cromossomos sexuais.
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Abstract
In this study, the fraction of the heterochromatin of the Apareiodon sp.
chromosome W was isolated by microdissection with subsequent amplification by
DOP-PCR. The sequences obtained were used in the procedure of the
fluorescence in situ hybridization in Parodontidae species chromosomes. This
probe was named WAp. Then, with this marker and others available, the study
presented a molecular cytogenetic analysis in Parodontidae species present in
different Brazilian hydrographic basin. The species analyzed were: Apareiodon
sp., A. ibitiensis, A. vladii, A. piracicabae, A. vittatus, A. affinis, P. hilarii, P.
moreirai, P. nasus and P. pongoensis. The results reveal closeness of the location
of 18S rDNA marker found in Parodon species compared to the sister group
Anostomidae. Still, it has been viewed a high identity chromosome pair bearing the
rDNA 5S sites in all Parodontidae studied. Mapping of repetitive DNAs WAp and
pPh2004 by fluorescence in situ hybridization in chromosomes of some species of
Parodontidae permitted deduce the origin and differentiation of sex chromosome
system ZZ/ZW from a inversion allocating proximal region WAp sites of a
chromosome metacentric pair. These results allowed inferring that the sex
chromosome system multiple ZZ/ZWiW, of A. affinis can originate from one
system ZW similar to that found in ancient populations of species P. hilarii. Thus,
this work contributes to the understanding of development and diversification of
the genome of some species of Parodontidae, mainly to the comprehension of the

origin and sex chromosome differentiation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais sobre a sistemética, distribuicdo, filogenia e

biologia dos representantes da familia Parodontidae.

A ordem Characiformes é a mais numerosa dentre os Ostariophysis, seus
representantes apresentam uma grande diversidade morfolégica que tem sido
uma fonte valiosa de informacdes para a filogenia deste grupo. De acordo com
BUCKUP (1998), a ordem Characiformes compreende 18 familias: Chilodontidae,
Distichodontidae, Citharinidae, Curimatidae, Parodontidae, Prochilodontidae,
Lebiasinidae, = Anostomidae,  Crenuchidae, Hemiodontidae,  Alestiidae,
Gasteropelecidae, Characidae, Acestrorhynchidae, Cynodontidae, Erythrinidae,
Ctenolucidae e Hepsetidae (NELSON, 2006).

A familia Parodontidae (Eigenmann, 1910) constitui um pequeno grupo de
peixes neotropicais reunidas em trés géneros (Parodon Valenciennes, 1849;
Saccodon Kner, 1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916) com 28 espécies validas
sendo destas 15 pertencentes ao género Apareiodon, 11 ao género Parodon e 3
ao género Saccodon (PAVANELLI, 2003; PAVANELLI e BRITSKI, 2003;
INGENITO e BUCKUP, 2005; PAVANELLI, 2006, 2007).

Sé&o peixes fusiformes com a face ventral do corpo plana, com pouca
importancia comercial, comumente denominados de “canivetes”, “peixe-charuto”
ou ‘“virolitos”, que habitam ambientes Ib6ticos de riachos de cabeceira
(PAVANELLI, 2003).

A familia Parodontidae € mais um grupo de peixes nheotropicais com

taxonomia confusa. Esta familia € formada por um grupo relativamente pequeno,
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sustentada por poucos e sutis caracteres morfologicos diagnosticos. As espécies
desta familia podem ser diferenciadas dos demais Characiformes pela auséncia
de labio superior, por apresentar dentes pré-maxilares ligados frouxamente ao
0sso pré-maxilar, dentes mandibulares quando presentes localizados na regiao
lateral da abertura bucal angulo - articular, dobrado sobre a margem dorsal da
parte posterior do dentario, cobrindo parcialmente suas faces medial e lateral, e
abertura dorsal da fossa poOs-temporal delimitada somente pelo parietal e
epoccipital (INGENITO, 2008).

As diferencas morfolégicas descritas entre os trés géneros desta familia
estdo relacionadas com a coloracao do corpo e o padrédo dentario. A presenca de
dentes mandibulares € uma caracteristica exclusiva do género Parodon; além
disso, o numero de cuspides dos dentes pré-maxilares é utilizado para diferenciar
0s géneros Parodon e Apareiodon. O género Saccodon é caracterizado por
apresentar acentuado polimorfismo dentario (ROBERTS, 1974; TRAVASSOS,
1955; PAVANELLI, 2003; 2007).

Apesar dos caracteres morfolégicos estarem sendo utilizados para
diferenciar os géneros pertencentes a familia Parodontidae, ROBERTS (1974)
relata em seu trabalho que os géneros Parodon, Apareiodon e Saccodon, sdo
pobremente definidos na literatura e que suas poucas diferencas poderiam ser
questionadas. SHULTZ e MILES (1943) ja questionavam a validade de
Apareiodon devido a condi¢éo usual da falta de dentes em espécimes juvenis de
Parodon. De fato existem identificacdes incorretas na literatura baseados apenas
neste carater morfolégico, um exemplo provém de P. pongoensis, o qual foi

erroneamente incluido no género Apareiodon e posteriormente alocado para o
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género Parodon por SHULTZ e MILES (1943), baseados na descoberta de dois
pequenos dentes mandibulares no holotipo. Diante disso, alguns pesquisadores
tém questionado a separacédo dos géneros Parodon e Apareiodon (PAVANELLI e
BRITSKI, 2003; INGENITO e BUCKUP, 2005; VICARI et al., 2006). Assim, pode-
se dizer que pela falta de caracteres confiaveis ha problemas sistematicos na
classificacdo dessas espécies.

As espécies da familia Parodontidae estdo distribuidas por todo o
Continente Sul Americano e parte do Panama exceto nos rios costeiros ao sul do
estado da Bahia, na Patagbnia e no canal do rio Amazonas (PAVANELLI, 2006).
O género Saccodon possui uma distribuicdo mais restrita presente somente ao
norte do Continente Sul Americano, sendo encontrado na bacia costeira no
Panama, Colébmbia e Equador (ROBERTS, 1974). Por sua vez, 0S géneros
Parodon e Apareiodon estdo distribuidos por todo o continente sul americano,
com excecao das bacias do Atlantico Sul, Patagonia e canal do rio Amazonas
(PAVANELLI e BRITSKI, 2003).

Estudos sobre relacBes de parentesco na familia Parodontidae capazes
de analisar todos ou quase a totalidade de seus representantes sdo escassos.
Apenas recentemente, INGENITO (2008), utilizando o método cladistico de
parcimbnia para analise filogenética, analisou caracteres osteologicos e de
morfologia externa das 28 espécies validas de Parodontidae, uma espécie nao
descrita de Parodon, e 17 espécies de Characiformes como grupo externo.
Considerou Saccodon como um grupo irmao dos demais Parodontidae, sendo o
género Apareiodon sindnimo junior de Parodon. Além disso, mostrou que a

presenca de dentes mandibulares para diagnosticar grupos monofiléticos €
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ineficaz, pois grupos definidos por este caractere sdo polifiléticos. Ainda, relata
que nas espeécies P. davisi, P. ibitiensis, P. moreirai, P. tigrinus e Parodon sp. a
ocorréncia de dentes mandibulares varia intra-especificamente.

Por outro lado, estudos preliminares realizados por SILVA (2009) com
sequéncia de DNA mitocondrial D-loop das espécies P. nasus, P. moreirai, A.
piracicabae, A. vladii e Apareiodon sp. utilizando analise de parciménia, mostrou a
ocorréncia de dois clados, um com espécies do género Apareiodon subdividida
em dois subclados bem apoiados, e outro com apenas espécies do género
Parodon sem subdivisdes internas com valores de suporte significativo, sugerindo
uma especiacao recente entre as espécies P. moreirai e P. nasus.

As espécies da familia Parodontidae habitam geralmente rios de agua
corrente e de fundo rochoso, especialmente corredeiras e cachoeiras, onde
permanecem sob o fundo, raspando e ingerindo os organismos que ali se
desenvolvem (NAKATANI et al., 2001).

Caracteres meristicos e dados biolégicos realizados por NOMURA et al.
(1978) com a espécie Apareiodon affinis do rio Mogi Guacu (SP) revelaram que
sua alimentacdo € composta principalmente por algas. Demonstrou também que
as fémeas apresentaram crescimento e pesos totais maiores que 0s machos
dentro de cada classe de comprimento.

O comportamento reprodutivo das espécies de Parodontidae € pouco
conhecido e as informacdes na literatura relatam uma variagdo de comportamento
entre as espécies. BARBIERI et al. (1983) estudaram o0 comportamento
reprodutivo das espécies Apareiodon ibitiensis, Apareiodon affinis e Parodon

hilarii presentes no rio Passa Cinco, municipio de Ipeuna (SP). Verificaram que
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estas espécies apresentam desova parcelada com variagdes significativas na
extensdo do periodo reprodutivo. Em outro estudo, Parodon tortuosos também
apresentou desova parcelada, com estadios de maturacdo gonadal estendendo-
se por um longo periodo, porém com maior incidéncia de fémeas maduras
ocorrendo no periodo novembro/dezembro (AZEVEDO et al., 1988).
MOREIRA-FILHO et al. (1985) estudaram dados biolégicos e
citogenéticos das espécies simpatricas e sintopicas P. nasus (citado como P.
tortuosos), A. ibitiensis, A. affinis e A. piracicabae coletadas no rio Passa Cinco,
SP. Visualizaram diferencas tanto em relacdo a abundancia relativa das espécies,
guanto na variacao cariotipica interespecifica. Diante disto, correlacionaram estes
dados com outras analises de comportamento reprodutivo na familia
Parodontidae. Assim, demonstraram também diferencas interespecificas no
crescimento, na fecundidade e diametro do ovécito. A analise em conjunto destas
informagdes permitiu aos autores inferir que a soma de todos estes fatores
contribuem para reducdo do potencial competitivo e atuam no isolamento
reprodutivo, possibilitando assim, a convivéncia simpéatrica e sintépica entre estas

espécies de forma aparentemente equilibrada.

1.2 Citogenética da familia Parodontidae

Analises citogenéticas em Parodontidae tem indicado um numero diploide
conservado de 54 cromossomos. Entretanto, uma grande diversidade tem sido
observada entre os marcadores cromossémicos de formula cariotipica,

polimorfismos e cromossomos supranumerarios, atividade das regifes
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organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs), niamero e localizacdo de sitios de rDNA
18S e 5S, heterocromatina, localizacdo e numero de sitios do DNA satélite
pPh2004, e presenca ou auséncia de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000zg;
2000b; VICENTE et al., 2001; CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003;
BELLAFRONTE et al., 2005; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006). Embora a
maior parte das espécies estudadas na familia sejam cromossomicamente
homomorficas em relacdo ao sexo, dois sistemas distintos de cromossomos
sexuais heteromorficos foram descritos na familia Parodontidae: um sistema de
cromossomos sexuais multiplo do tipo ZZ/ZWiW, em Apareiodon affinis
(MOREIRA-FILHO et al.,, 1980) e um sistema simples do tipo ZZ/ZW para
Parodon hilarii (MOREIRA-FILHO et al., 1993), P. moreirai (citado como Parodon
sp. por CENTOFANTE et al., 2002), Apareiodon vladii (citado como Apareiodon
sp. por ROSA et al., 2006), Apareiodon sp. da bacia do alto rio Tibagi, PR
(VICARI et al., 2006) e A. ibitiensis (SILVA, 2009).

Citogeneticamente, o0s géneros Parodon e Apareiodon possuem
caracteristicas macro-cariotipicas muito semelhantes: o numero dipléide é de 54
Cromossomos compostos basicamente por cromossomos meta-submetacéntricos
(m-sm) e a presenca de um a trés pares subtelocéntricos (st) variaveis entre as
espécies. No entanto, exce¢des ocorrem em populacdes de A. affinis do baixo rio
Parana (Argentina), a qual apesar de apresentar numero diploide de 2n=54 possui
cromossomos do tipo acrocéntrico (a) (JORGE e MOREIRA-FILHO, 2000;
JORGE e MOREIRA-FILHO, 2004). Variagbes de numero cromossOmico em

Parodontidae também foram visualizadas em A. piracicabae coletados no rio
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Passa Cinco — SP, desta vez, devido a presenca de cromossomos B adicionais
(FALCAO et al., 1984).

A analise de mapeamento dos sitios de rDNA é uma importante
ferramenta cromossdmica que permite inferir sobre a evolucdo cariotipica das
populacdes e contribui com a citotaxonomia. Os sitios de rDNA 45S, detectados
por Ag-RONs e sonda de rDNA 18S, localizam-se na regido telomérica do braco
longo de um par cromossémico subtelocéntrico grande, em todas as espécies de
Apareiodon ja estudadas (MOREIRA-FILHO et al., 1984; MOREIRA-FILHO et al.,
1985; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000a; ROSA et al, 2006; VICARI et al., 2006).
No entanto, SILVA (2009) utilizando hibridacdo in situ com a sonda 18S, além
deste par subtelocéntrico marcado encontrou sitios adicionais de rDNA 45S em
cariotipos de A. ibitiensis nas popula¢cbes do rio Sdo Francisco e do alto rio
Parana. Por outro lado, no género Parodon, as RONs tém se mostrado como
caracteres espécie - especificos (JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000b; VICENTE et
al., 2001; BELLAFRONTE et al., 2005).

No que se refere ao rDNA 5S, a localizacdo proxima a regiao
centromérica de um par submetacéntrico € a mais comumente verificada entre os
parodontideos (CENTOFANTE et al., 2002; VICARI et al., 2006). Entretanto sitios
adicionais com localizagcbes variaveis podem ocorrer em algumas espécies do
género Parodon, além da provavel correspondéncia entre os sitios de rDNA 18S e
5S com heterocromatina GC-rica em alguns representantes da familia (VICENTE
et al., 2001; BELLAFRONTE et al., 2005; VICARI et al., 2006).

Dados obtidos a partir de DNA satélite de Parodontidae mostraram a

utilidade desse marcador em estudos evolutivos no grupo. VICENTE et al. (2003),
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isolaram e identificaram uma familia de DNA satélite utilizando o método de
restricdo gendmica do DNA de P. hilarii. Este DNA, denominado pPh2004, foi
identificado como uma sequéncia monomeérica de 200pb e 60% rico em bases AT.
A hibridacao in situ fluorescente, utilizando sonda deste satélite, evidenciou 14
sitios em autossomos, além de um sitio na regido terminal do braco longo do
cromossomo Z e um sitio na regiao terminal do braco curto do cromossomo W de
P. hilarii (VICENTE et al, 2003). A sonda pPh2004 também foi localizada sobre os
cromossomos de Parodon moreirai (CENTOFANTE et al.,, 2002) onde foram
evidenciados os mesmos sitios encontrados nos cromossomos Z e W de P. hilarii,
além de dois pequenos sitios adicionais nos autossomos. SILVA (2009) realizou
um mapeamento da sonda pPh2004 por FISH sobre os cromossomos de alguns
representantes da familia Parodontidae, entre eles, P. nasus, A. ibitiensis, A.
affinis, A. vladii, A. piracicabae, e Apareiodon sp. do alto rio Tibagi. Além de P.
hilarii e P. moreirai as espécies P. nasus e A. affinis também apresentaram o DNA
satélite pPh2004 em seus cariotipos.

A heterocromatina constitutiva nos cromossomos de Parodontidae
localiza-se nas regibes centroméricas e pericentromérica e se apresenta como
blocos bem evidentes, sendo também observadas marcac¢des terminais
(MOREIRA-FILHO et al., 1984; MOREIRA-FILHO et al., 1993, JESUS et al., 1999;
JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000; JORGE e MOREIRA-FILHO, 2004; VICARI et
al., 2006). A localizacdo da heterocromatina constitutiva é imprescindivel para
identificagdo do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW entre os parodontideos.
Nas espécies que possuem sistema ZZ/ZW o cromossomo Z apresenta pequenos

blocos heterocromaticos, sendo um proximal e outro terminal no braco curto. O
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cromossomo W, por sua vez, sofreu um processo de heterocromatinizacdo e
acumulo de sequéncias repetitivas na diferenciacdo em relagdo ao cromossomo
Z. A heterocromatinizacdo e o acumulo de seqiéncias do W ocorreram a partir de
uma pequena regido heterocromatica proximal do bragco curto presente no
cromossomo Z, a qual, no cromossomo W diferenciado € maior e corresponde ao
braco longo deste cromossomo. Esta hipotese de diferenciacédo € utilizada para
explicar a origem evolutiva do sistema ZZ/ZW presente em P. moreirai citado
como Parodon sp., P. hilarii, A. vladii citado como Apareiodon sp., Apareiodon sp.
do rio Verde, e A. ibitiensis (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003;
ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006; SILVA, 2009).

Desta forma, em relacdo as espécies mencionadas com o sistema ZZ/ZW
e mecanismo semelhante de diferenciacdo do W, P. hilarii apresenta o
cromossomo W subtelocéntrico e o maior do complemento (MOREIRA-FILHO et
al., 1993; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000b; VICENTE et al., 2003); P. moreirai
apresenta o W correspondente, em tamanho, ao segundo par do caribtipo
(CENTOFANTE et al., 2002); Apareiodon vladii apresenta o cromossomo W
submetacéntrico, sendo o segundo em tamanho do complemento (ROSA et al.,
2006); em Apareiodon sp. o W é subtelocéntrico e também corresponde ao
segundo cromossomo em tamanho do complemento (VICARI et al., 2006). Ja em
A. ibitiensis o cromossomo W é submetacéntrico estando entre os maiores
cromossomos do complemento (SILVA, 2009). Em todos 0s casos, 0 Cromossomo
Z corresponde a um meta/submetacéntrico menor em tamanho que o W.

Outro mecanismo evolutivo possivelmente originou o sistema multiplo

ZZ|Z\W,W;, restrito a espécie A. affinis, onde uma fissdo céntrica seguido de uma
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inversao pericéntrica teria ocorrido no par nimero um originando 0S CromossSomos
W; e W; (MOREIRA-FILHO et al.,, 1980; MOREIRA-FILHO et al., 1984;
MOREIRA-FILHO et al., 1985; JESUS et al., 1999; JORGE e MOREIRA-FILHO,
2000; LEITE et al., 2004). Essa hipotese € reforcada pela analise do padrao de
bandamento C, onde o cromossomo W; possui uma pequena banda
heterocromatica na regido pericentromérica e uma banda mais conspicua na
regido terminal do braco longo, sendo que 0 inverso ocorre com 0 CromosSSomo
W, (JESUS et al., 1999).

Na familia Parodontidae o sistema ZZ/ZW parecia até recentemente, estar
restrito ao género Parodon (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS e MOREIRA-
FILHO, 2000b; CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003); entretanto a
descricéo de trés casos de sistema ZZ/ZW em Apareiodon (ROSA et al., 2006;
VICARI et al., 2006; SILVA, 2009) suscitou novas consideracdes sobre a evolucao
cariotipica nessa familia. E provavel que os cromossomos sexuais ZZ/ZW n&o
sejam um sistema recorrente para Parodon e Apareiodon, visto que tanto em um
género como no outro, 0S CromOSSOMOS Sexuais possuem um processo de
heterocromatinizacdo similar e um provavel mecanismo idéntico de diferenciacao
do cromossomo W. Dessa forma, o agrupamento taxondmico do género Parodon,
assim como do género Apareiodon, pode ndo corresponder a realidade, onde as
espécies que apresentam o sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW poderiam
formar um grupo monofilético, possuindo este carater com exclusividade entre os
demais parodontideos. Esta hipotese ganha forca uma vez que a distincdo entre
0s géneros Parodon e Apareiodon € sustentada por poucos e sutis caracteres

diagnoésticos (PAVANELLI e BRITSKI, 2003; PAVANELLI, 2003; 2007) e baseia-
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se em aspectos morfologicos da presenca e auséncia de poucos e pequenos

dentes mandibulares.

1.3 DNA repetitivo com enfoque na diferenciacdo dos cromossomos

sexuais

As sequUéncias de DNA repetitivo estdo presentes em grande parte do
genoma dos eucariotos (CHARLESWORTH et al., 1994) e aparecem no genoma
na forma consecutiva (repetidos em tandem) ou como sequéncia dispersa
(JURKA et al., 2007).

O DNA satélite € uma sequiéncia altamente repetitiva em tandem e forma
a maior parte da heterocromatina constitutiva (YUNIS e YASMINEB, 1971;
PLOHL et al., 2008), as unidades de repeticdo variam de 10-100 pb que s&o os
minissatélites, a 2-6 pb que sdo os microssatélites (SUMNER, 2003). Estdo
localizados em regides que sao consideradas geneticamente inertes e
compactadas do genoma (BERIDZE, 1986). Estes DNAs, por caracteristica,
apresentam uma localizagdo padronizada nos cromossomos geralmente
presentes em regides centroméricas/pericentromeéricas; ocasionalmente em
regibes intersticiais e terminais dos cromossomos (CHARLESWORTH et al.,
1994). A composicdo deste DNA repetitivo pode variar de AT ricos ou GC ricos, e
o comprimento da unidade de repeticdo também varia de dois pares de bases até
cerca de um ou dois mil pares de base (BERIDZE, 1986).

Apesar do DNA satélite estar freqientemente relacionado a inatividade
transcricional (BERIDZE, 1986), tem sido sugerido sua importancia juntamente

com proteinas especificas, nos processos da estabilidade da estrutura gendmica,



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

12

efeito de regulacdo génica (ex. efeito de posicdo de variegacdo), pareamento
cromossOmico e segregacdo, assim como na investigacdo de variabilidade e
diversidade genética envolvendo aspectos evolutivos (HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2008; BUSSIEK et al.,, 2009; MONOD et al., 2002;
KURENOVA et al., 1998; O'CONNELL e WRIGTH, 1997).

Os mecanismos para explicar a origem do DNA satélite tem sido diversos,
entre eles estdo descritos na literatura a replicacdo saltatoria (BRITTEN e
KOHNE, 1966; 1968), o crossing-over desigual (SMITH, 1974) e origem por
elementos transponiveis (HEIKKINEN et al.,, 1995). Na realidade, sabe-se
atualmente gque todos esses procedimentos acima considerados podem atuar na
origem e diversificacdo de familias de DNA satélite.

Outra peculiaridade dos DNAs satélites é que estes podem estar
organizados em sitios especificos de um par cromossdmico. 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 e PLOHL, 2002). Esta distribuicdo cromossémica €, na
realidade, um reflexo do modo de evolugcdo em concerto de sequiéncias entre
cromossomos nao homoélogos (PLOHL et al.,, 1992). Nestes casos, a disperséo
intercromossOmica seria mais rapida que as taxas de mutacdo e/ou
homogeneizagédo intracromossdmica. Diante da dindmica evolutiva extremamente
variavel dos DNAs satélites estes podem, de fato, prover informacdes Uteis tanto
para estudos microevolutivos (no caso de DNAs satélites espécie especificos ou
cromossomo especificos) (UGARKOVIC e PLOHL, 2002), como para estudos

filogenéticos (onde um DNA satélite € compartilhado por algumas espécies em
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um determinado grupo) (PONS et al., 2002; PONS e GILLESPIE, 2003; KANTEK
et al., 2009). No entanto, familias de DNA satélite podem, paralelamente,
permanecer conservadas ao longo do tempo por terem evolucao lenta, mantidas
por baixas taxas de mutacdo, com reflexo na homogeneizacdo das sequéncias
(DE LA HERRAN et al., 2001).

Em peixes, DNAs satélites cromossomo especificos podem tornar-se
marcadores citogenéticos Uteis (SAITO et al., 2007), utilizados algumas vezes
para compreender as relacdes filogenéticas entre diferentes taxons (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 na caracterizacdo dos cromossomos sexuais (DEVLIN et al., 1998;
2001).

O método utilizado tradicionalmente para isolar os DNAs repetitivos € por
digestdo de DNA gendmico utilizando enzimas de restricdo, e apls sua
localizagcdo cromossébmica em uma grande soma de espécies podem ser
utilizados como marcadores moleculares na perspectiva de entender o0s
processos de evolucdo do DNA destas espécies. No entanto, atualmente, regides
cromossOmicas especificas, bracos cromossdmicos ou mesmo CromossSomos
inteiros podem ser obtidos por microdissec¢cdo seguido por uma reacdo de
amplificagdo por reagdo da cadeia polimerase (PCR) utilizando iniciadores

degenerados (para uma reviséo ver PHILLIPS e REED, 1996).
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A localizacéo de sequéncias repetitivas (TTAGGG), tem sido amplamente
utilizada em peixe na busca por indicios de fusdes cromossdmicas. Embora a
localizacdo cromossdmica dessas repeticdes em diversas espécies de peixes
mostre sua distribuicdo primaria nos telomeros (MEYNE et al., 1990; CHEW et al.,
2002), alguns sitios néo teloméricos também tem sido observados (REED e
PHILLIPS, 1995). Nos cromossomos supranumerarios (ou Bs), sequéncias de
DNAs repetitivos também ja foram identificadas em algumas espécies de peixes,
como por exemplo, Astyanax scabripinnis (MESTRINER et al., 2000), Prochilodus
lineatus (JESUS et al., 2003) e no ciprinideo Alburnos alburnos (ZIEGLER et al.,
2003).

Em relacdo aos sistemas de cromossomos sexuais € sabido que estes
surgem a partir de um par autossémico que passa por intensa diferenciacdo. Na
hipétese de Miller para origem de cromossomos sexuais XY a degeneragédo do Y
é a conseqiiéncia de sua permanente heterozigosidade (MULLER, 1932). A
degeneracdo do Y é caracterizada por dois principais fendmenos: (1) a mudanca
de regibes eucromaticas em estrutura de heterocromatina, e (2) a erosdo da
atividade génica do Y. Por sua vez, na grande maioria dos sistemas de
cromossomos sexuais ZW, o cromossomo heteromorfico W sofre modificacdes de
acumulo de sequéncias heterocromaticas e erosdo da atividade génica. Os
cromossomos sexuais multiplos por sua vez, segundo estudos com invertebrados,
sao obrigatoriamente derivados de cromossomos sexuais simples (WHITE, 1973;
SMITH e VIRKK, 1978; SCHNEIDER et. al., 2006).

Os cromossomos sexuais hdao ocorrem na base da filogenia dos peixes e

tem origem independente dentro de cada género ou familia, muito possivelmente,
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em cada uma destas, a partir de um par cromossémico idéntico denominado de
protosex cromossomo, a exemplo do que foi descrito para a origem dos
cromossomos sexuais em cobras (ARTONI e BERTOLLO, 2002; MATSUBARA et
al., 2006).

Em peixes 0os mecanismos cromossdmicos de diferenciacdo do sexo sao
variados e incluem sistemas de cromossomos sexuais simples (XX/XY e ZZ/ZW)
somados aos sistemas de cromossomos sexuais multiplos originados através de
varios mecanismos, como por exemplo, de translocacdo X-autossomo, Y-
autossomo e fissdo céntrica, tais como: XX/XY1Y2, XiX1XoXo/X1XoY e ZZIZW1 W,
respectivamente (MOREIRA-FILHO et al., 1993; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2000;
ALMEIDA-TOLEDO e FORESTI, 2001). A maioria das espécies de peixes nao
apresenta cromossomos sexuais diferenciados citogeneticamente (VICENTE et
al., 2003). Segundo CENTOFANTE et al. (2002) 55 ocorréncias de cromossomos
sexuais heteromorficos tem sido caracterizados em peixes neotropicais, sendo
que 64 % deles mostram heterogametia feminina e 36 % heterogametia
masculina. Oitenta por cento dos casos correspondem a sistemas simples de
cromossomos sexuais, sendo desses 77 % ZZ/ZW e 23 % s&o XX/XY. Os 20 %
restantes correspondem aos que possuem sistemas multiplos de cromossomos
sexuais.

Sequéncias repetitivas sexo-especificas tém sido isoladas e mapeadas
nos cromossomos de diversas espécies de peixes, incluindo Leporinus elongatus
(NAKAYAMA et al, 1994), Chionodraco hamatus (CAPRIOLIONE et al., 1994),
Poecilia reticulata (NANDA et al., 1990), Oncorhynchus tschawytscha (DEVLIN et

al., 1991; STEIN et al., 2001), Hoplias malabaricus (BORN e BERTOLLO, 2000),
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género Triportheus (ARTONI e BERTOLLO, 2002), Salvelinus namaycush (STEIN
et al., 2002) e Oreochromis niloticus (HARVEY et al., 2002; EZAZ et al., 2004).

Os guarus, familia Poecilidae, representam um grupo interessante em
relacdo a determinacdo sexual, onde algumas espécies apresentam
heterogametia feminina enquanto espécies proximas apresentam heterogametia
masculina. Com o emprego do bandamento C e FISH demonstraram a ocorréncia
de um grande bloco heterocromético na regido telomérica dos cromossomos W e
Y, rico em DNA repetitivo e reduzido nos respectivos Z e X, sugerindo que o
surgimento e o desenvolvimento dessa heterocromatina tenha sido os primeiro
passo na diferenciacéo citolégica desses cromossomos (HAAF e SCHIMID, 1984;
NANDA et al., 1990).

Cromossomos sexuais ZW claramente diferenciados na morfologia
ocorrem no género Leporinus (GALLETTI et al., 1995). Duas familias de DNAs
satélite sexo-especificas foram isoladas de L. elongatus (NAKAYAMA et al.,
1994). Pelo método FISH, uma dessas familias foi localizada em ambos os
cromossomos Z e W, enquanto a outra parece especifica do cromossomo W. As
sequéncias dessas duas familias ndo mostram homologia clara com qualquer
outra sequéncia conhecida. No entanto, trés individuos atipicos, um deles antes
reconhecido como macho foi considerado como fémea ZW pela sonda W-
especifica e dois machos ndo usuais ZW, um deles apresentando padrdes de
hibridizagcdo de machos, foram detectados nessas analises.

Na familia Parodontidae ha estudos com DNA satélite obtido por digestao
do DNA gendmico com Eco RI de Parodon hilarii (VICENTE et al., 2003). A

hibridagédo fluorescente in situ evidenciou sitios em P. hilarii (VICENTE et al.,
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2003) e em P. moreirai, citado como Parodon sp. (CENTOFANTE et al., 2002), P.
nasus e A. affinis (SILVA, 2009) presentes na regido terminal de alguns
cromossomos do complemento, incluindo os cromossomos sexuais das espécies
Parodon hilarii e Parodon moreirai.

Em alguns grupos de peixes neotropicais a presenca de genes de rDNA
em dominios heterocromaticos GC ricos podem estar atuando na diferenciacao
citologica dos cromossomos sexuais. O citétipo B de Hoplias malabaricus mostra
um numero diploide de 2n=42 cromossomos e um sistema de cromossomos
sexuais XX/XY apresentando um cromossomo X grande e um Y pequeno devido
a um bloco de rDNA 45S funcional associado a heterocromatina na porcao distal
do braco longo do X (BORN e BERTOLLO, 2000). VICARI et al. (2003),
estudando uma populacao do citétipo A de H. malabaricus (sem a presenca de
cromossomos sexuais heteromdérficos) discutiram o possivel papel desta classe
de rDNA, associado a heterocromatina GC, na diferenciagcdo do cromossomo X
do cit6tipo B. No género Triportheus o sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW
também apresenta o rDNA associado a heterocromatina GC como fator
preponderante da diferenciacdo dos cromossomos W (ARTONI e BERTOLLO,

2002).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os peixes neotropicais apresentam uma grande diversidade quanto a
mecanismos cromossomicos de determinacdo do sexo. Tais sistemas de

cromossomos sexuais podem evoluir independentemente dentro de géneros ou
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familias ao lado de um grande numero de espécies homomorficas em relacéo a
estes cromossomos. Estas caracteristicas fazem dos peixes neotropicais um
excelente modelo de investigacdo evolutiva do ponto de vista cromossémico, o
qual ndo é encontrado em nenhum local do mundo. Todas as espécies de
Parodontidae com um sistema ZW apresentam, aparentemente, 0 mesmo
mecanismo de diferenciagdo do cromossomo W. Um bloco heterocromatico
presente no braco curto do protosex, parece ter sofrido uma amplificacdo em
tamanho, em um dos homologos ancestral (primitivo W), originando o brago longo
do cromossomo W atual, o qual se mostra acentuadamente maior que o
cromossomo Z. Assim sendo, considerando que as espécies de Parodontidae que
possuem cromossomos sexuais diferenciados ZW formam um grupo derivado em
relacdo as espécies homomorficas, é possivel inferir que: (1) o DNA satélite
pPh2004 ndo € o unico componente do genoma implicado na diferenciacdo do
cromossomo W dessas espécies; (2) este DNA satélite teve, provavelmente, uma
origem posterior a diferenciacdo do sistema ZW nos Parodontidae; e (3) outros
marcadores cromossdmicos como a localizacdo dos sitios de rDNA auxiliam o
agrupamento filogenético de Parodontidae. Embora estes dados sejam ainda
incipientes, fica claro que um estudo mais abrangente sobre a origem e dispersao
do DNA pPh2004 e de outros DNAs satélites entre as espécies, além da
localizagéo dos sitios de rDNA 18S e 5S possibilitara conclusbes mais robustas
sobre a evolugédo do sistema ZW, assim como sobre as relacdes de parentesco
entre as espécies de Parodontidae.

Assim foram objetivos do presente estudo:
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a) Obter uma sonda da regido heterocromatica do cromossomo W de
Parodontidae, amplificar por reacdo de DOP-PCR (Degenerated Oligonucletide
Primer - Polymerase Chain Reaction) e realizar sua localizagcdo in situ em
diferentes representantes da familia Parodontidae;

b) Realizar uma analise comparativa da diferenciacdo do cromossomo W
entre diferentes espécies de Parodontidae portadoras do sistema ZZ/ZW,

c) Verificar possivel homeologia, considerando a hibridacéo
cromossOmica entre o cromossomo W diferenciado e os cromossomos de
espécies de Parodontidae que ndo sao portadoras de sistema de cromossomos
sexuais heteromorficos;

d) Verificar se o sistema ZZ/ZW1W, de A. affinis seria derivado de um
sistema ZW ndo diferenciado;

e) Localizar as sondas ja existentes de DNA satélite pPh2004 e dos rDNA
18S e 5S em diferentes representantes da familia Parodontidae com finalidade de
analises cromossémicas evolutivas comparadas;

h) Utilizar os marcadores cromossomicos em questao com intuito de obter

possiveis relacdes filogenéticas entre os representantes da familia Parodontidae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material e Locais de Coleta

Foram estudadas citogeneticamente espécies de peixes da familia
Parodontidae das bacias do alto rio Parana, Sao Francisco, Iguacu, Araguaia e
Paraguai (Figura 1). O material cromossémico foi obtido via preparacdo de
espécimes coletados na natureza, ou a partir do banco de preparacbes
cromossOmicas dos laboratérios de citogenética de peixes das Universidades
Federal de S&o Carlos; Universidade Estadual do Oeste do Parana; e
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os procedimentos estdo de acordo com
o Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (Protocolo: 04741/08 — Anexo ). As espécies de Parodontidae estudadas

estao listadas na Tabela I.
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Figura 1: Mapa hidrogréfico do Brasil, mostrando a distribuicdo das espécies de
Parodontidae. Em (1) rio Passa-Cinco - SP; (2) rio Piumhi — MG; (3) rio Piquiri -
PR; (4) rio Tibagi — PR; (5) rio Jorddao — PR; (6) Cérrego do Porta — MG; (7)
Cérrego Paiol Grande - SP; (8) rio Paraguai — MT; (9) rio Taquaralzinho — MT. Ao
lado as espécies estudadas numeradas de acordo com a sua localizagdo nas
bacias. Fotos: (A) JESUS et al., 1999; (B) e (C) CENTOFANTE et al., 2002; (D)
ROSA et al., 2006; (E) PAVANELLI, 2006; (F) VICARI et al., 2006; (G) presente
estudo; (H) JESUS, 1996; (I) VICENTE, et al., 2003; (J) HOOKER. Barra= 2cm
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Tabela I: Pontos de amostragem, distribuicdo nas bacias e niumero de espécies
estudadas da familia Parodontidae.

Espécies (Familia Ponto de amostragem Bacia N° de N°de Total
Parodontidae) hidrografica  machos fémeas
Apareiodon affinis Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 2 3 5
Apareiodon ibitiensis Rio Piumhi (MG) Séo Francisco 1 2 3
Apareiodon piracicabae Rio Piquiri (PR) Alto Parana 4 2 6
Apareiodon piracicabae Rio Piumhi (MG) Séo Francisco 3 1 2
Apareiodon sp. Rio Tibagi (PR) Alto Parana 19 27 46
Apareiodon vittatus Rio Jorddo (PR) Iguacu 2 2 4
Apareiodon vladii Rio Piquiri (PR) Alto Parana 13 19 32
Parodon hilarii Cérrego do Porta (MG) S&o Francisco 11 14 25
Parodon moreirai Cérrego Paiol Grande (SP) Alto Parana 9 7 16
Parodon nasus Rio Paraguai (MT) Paraguai 1 1 2
Parodon nasus Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 1 1 2
Parodon pongoensis Rio Taquaralzinho (MT) Araguaia 1 1 2
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3.2 Meétodos

3.2.1 Obtencéo de Cromossomos Mitéticos

A. Preparacdes Diretas (BERTOLLO et al., 1978)

Foi injetado intra-abdominalmente no animal uma solugdo aquosa de
colchicina 0,025 %, na proporgéo de 1 ml/100 g de peso. Os peixes entdao foram
mantidos em aquario bem aerado durante 50-60 minutos, posteriormente foram
anestesiados com benzocaina diluida a 0,01%, e sacrificados. A por¢cdo do rim
anterior foi retirada e dissociada com uma seringa desprovida de agulha em cerca
de 10 ml de solucdo hipotonica (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 re-suspendido repetidas vezes, foi centrifugado
durante 10 minutos, a 900 rpm e depois foi descartado o sobrenadante. Apoés 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 utilizag&o.

Para confeccdo de laminas foi pingado de 1-2 gotas da suspensao
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
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0 material ficasse aderido sobre a lamina. O material foi entdo deixado secar ao ar
e corado com solucdo de Giemsa a 5 %, em tampao fosfato pH=6,8 durante 6-8

minutos.

B. Cultura Celular de Curta Duracdo (FENOCCHIO et al., 1991 com
pequenas adaptacdes)

O animal foi anestesiado com benzocaina diluida a 0,1 % e
posteriormente morto. A por¢cao do rim anterior foi retirada e colocada em cuba de
vidro contendo meio de cultura RPMI 1640 e soro fetal bovino — Cultilab
(proporcdo de 7:3) e antibidticos (5 mg de penicilina/litro; 10 mg de
estreptomicina/litro). O tecido foi dissociado com uma seringa sem agulha, até
obter uma suspenséo celular homogénea e foi adicionado 2 gotas de solucdo de
colchicina a 0,017 %. O material foi incubado em uma estufa a 37°C, durante
aproximadamente 45 minutos, e posteriormente foi re-suspendido com uma pipeta
Pasteur e transferido para um tubo de centrifuga. Foi centrifugado durante 10
minutos a 900 rpm e eliminado o sobrenadante. ApGs a centrifugacdo foi
acrescentado 10 ml de solucdo de KCl a 0,075 M e levar a estufa a 36-37°C,
durante 25-30 minutos. ApOs a incubacdo foi adicionado neste tubo algumas
gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de acido acético glacial), o material
foi re-suspendido repetidas vezes e centrifugado durante 10 minutos, a 900 rpm.
ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 5-7 ml do
mesmo fixador. A solucéo foi re-suspendida 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
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suspensao celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml), re-
suspendido e adicionado em freezer para posterior utilizac&o.

Para confeccdo de laminas foi pingado de 1-2 gotas da suspensao
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 lamina. O material foi entdo deixado secar ao ar
e corado com solucdo de Giemsa a 5 %, em tampao fosfato pH=6,8 durante 6-8

minutos.

3.2.2 Deteccdo da Heterocromatina Constitutiva: Bandas-BSG (SUMNER,

1972, com pequenas adaptacdes).

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 solucao de bario (Ba (OH),)
durante 1 a 2 minutos. Depois as laminas foram submergidas em solucdo de
acido 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 solucédo de Giemsa a 2 %, em

tampéo fosfato pH=6,8 durante 15 minutos.
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3.2.3 Microdisseccdo de cromossomos submetidos ao bandamento C

(VICARI et al., submetido)

Os cromossomos W de Apareiodon sp. (rio Verde, PR) depois de
submetidos ao bandamento C foram microdissectados em microscopio invertido
(Olympus) equipado com micromanipulador mecanico (Eppendorf). A
microdisseccao foi realizada com agulhas de vidro, capilar, com pontas de
aproximadamente 0,7 um. Apos a microdissecgao, a ponta da agulha contendo o
material cromoss6mico foi quebrada no interior de um microtubo. Um total de oito
cromossomos W com banda C extremamente visivel e contrastante foram

microdissectados.

3.2.4 Iniciador oligonucleotideo degenerado - reacdo em cadeia da

polimerase (DOP-PCR) (TELENIUS et al., 1992 com pequenas adaptacdes)

A reacdo de polimerizacdo consistiu de tampao 1x (ThermoSequenase -
GE healthcare), 400 pM de dNTP, 2 pM do primer DOP- 5
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG - 3. As reacOes de PCR foram realizadas em
termociclador Biocycler Gradient Systen (Biosystens ®). O microtubo foi aquecido
a 95°C por 10 min., seguido da adicdo de 10 U de ThermoSequenase. A primeira
amplificagéo é realizada via RAMP-PCR: 3 min. a 94°C; 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 min. e 30 s a 94°C, 1

min. e 30 sa 52°C e 1 min. e 30 s a 72°C). Os produtos obtidos foram corridos em
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gel de agarose 1 %, onde o tamanho esperado foi corresponde a um arrasto entre
100 — 600pb.

A segunda reacao de amplificacao foi feita com 2 ul do primeiro produto
de PCR realizando-se uma nova reacédo de amplificacdo num volume final de 50
ul. A reacdo foi composta de tampao 1X da Tag polimerase (Invitrogen); 2 mM
MgCl,; 400 uM de dNTP, 2uM de primer DOP = 5-
CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3" e 2 U de Taq polimerase. As reacdes de
polimerizacdo foram constituidas por: 3min a 94°C; 35 ciclos de 1 min. e 30 s a

90°C, 1 min.e30sab2°Cel1min.e30sa72°C.

3.2.5 Hibridacao fluorescente in situ (FISH) com sondas de rDNA 18S, rDNA

5S, DNA repetitivo Pph2004 e cromossomo W de Apareiodon sp. (WAp)

A. Preparacéo das sondas

Foram empregados quatro tipos de sondas para a localizacdo dessas
sequéncias nos cromossomos metafasicos das espécies de Parodontidae
estudadas: (1) uma sonda de rDNA 18S, com aproximadamente 1.800 pb, obtida
por PCR a partir do DNA nuclear da espécie de peixe Prochilodus argenteus
(HATANAKA e GALETTI., 2004); (2) uma sonda de rDNA 5S, obtida a partir da
espécie de peixe Leporinus elongatus (MARTINS e GALETTI Jr., 1999); (3) uma
sonda de DNA repetitivo, isolada a partir de digestdo enzimatica do peixe Parodon
hilarii denominada pPh2004 (VICENTE et al., 2003); e (4) a sonda da fracdo

repetitiva do cromossomo W de Apareiodon sp. (rio Verde, PR), isolada por
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microdissecc¢ao cromossOmica seguida de amplificacdo DOP-PCR neste trabalho,

agora denominada de DNA satélite WAp.

B. Marcacéo das sondas

As sondas do DNA ribossémico 18S e do DNA satélite pPh2004 foram
marcadas com biotina 16 dUTP por meio da reacédo de “Nick Translation” (Biotin
Nick translation — Roche) seguindo as instrucdes do fabricante. A sonda do rDNA
5S também foi marcada por reacédo de “Nick Translation”, desta vez utilizando a
digoxigenina 11 dUTP (Dig Nick Translation, Roche).

A sonda WAp foi marcada por nova reacdo de DOP-PCR, semelhante a
altima, desta vez utilizando na reagédo de PCR 120uM de dUTP digoxigenina 11
dUTP juntamente com tampao 1X da Taqg polimerase (Invitrogen); 2 mM MgCly;
400 uM dATP; dGTP e dCTP; 280 uM de dTTP; 2 uM DOP primer = 5’-CCG ACT
CGA GNN NNN NAT GTG G-3’ e 2 U de Taqg polimerase.

Os produtos das reacbes de marcagdao de sonda, tanto por “nick
translation”, quanto por DOP-PCR foram precipitados com acetato de potassio e
etanol overnight a -20°C. Posteriormente, as sondas foram centrifugadas por 15
minutos a 13000 rpm, sendo descartado o sobrenadante, na sequéncia o DNA

marcado foi submetido a secagem completa em estufa a 37°C.

C. Preparacéao da solucéo de hibridacéao
Em todas as FISH, a mistura de hibridagdo consistiu de: 200 pl
Formamida (50% de Formamida); 80 ul Sulfato de Dextrano 50% (concentragéo

final de 10%); 40 pl de 20x Saline salt citrate - SSC (concentracao final 2x SSC);
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80 ul de H,O gsp., perfazendo um volume total de 400 ul, aos quais foram
adicionados 1 pg da sonda 1 (DNA marcado com biotina) + 1 ug da sonda 2 (DNA
marcado com digoxigenina 11dUTP), (Double FISH). A estringéncia destas
misturas de hibridacdo foi de 77 %. Em seguida, a solucdo de hibridacao foi
transferida para um banho fervente, durante 10 minutos, para desnaturacdo do
DNA e, imediatamente apds, para um recipiente com gelo, impedindo a

renaturacao por choque térmico.

D. Preparacéo das laminas (lavagens pré-hibridacao)

As laminas, contendo as preparaces cromossémicas, foram lavadas em
phosphate buffer saline (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, foram tratadas com solucdo de RNAse (100 pg/ml) durante 1
hora, em camara Umida a 37°C, lavadas duas vezes em solucédo de 2xSSC, por
10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em seguida a fixacdo 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 2x SSC, a 70°C, por 5 minutos e novamente

desidratadas em série de etanol a 70 %, 85 % e 100 %, 5 minutos cada banho.

E. Hibridacéo e deteccado dos sinais correspondentes
Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pl da solugdo de

hibridagdo permanecendo “overnight’” a 37°C, em camara Umida contendo
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solucéo de 2x SSC pH 7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com
solucédo de formamida 15 % em 0,2x SSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em
seguida, lavadas com 0,1x SSC a 60°C, por 15 minutos. Em seguida foram
lavadas em Tween 20, por 5 minutos, incubacdo em 90 pl de tampéo non fat dry
milk (NFDM) a 5 %, por 15 minutos em camara Uumida e duas lavagens com
Tween 20, cinco minutos cada. Para a deteccdo das sondas, foram colocados
sobre as laminas uma mistura de 100 pl de tampao NFDM contendo 1:1000 de
avidina-FITC (Fluoresceina lIsotil Cianato-avidina conjugada) a 0,25 pg/ml e;
5:1000 de anti digoxigenina rodamina a 1 pug/ml; permanecendo por 1 h a 37°C,
em camara umida. As laminas foram entédo 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 solugdo “antifade”

(Fluka).

3.2.6 Andlises dos resultados

Os cromossomos foram organizados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), dependendo da razdo de bracos
(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
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dos cromossomos foram capturadas usando o software Image Pro Plus —

CoolSNAP-pro (Media Cybernetic).
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos

artigos cientificos:

Capitulo |
Nota cientifica “brief report”
Mapeamento das seqUéncias de rDNA 18S e 5S em Apareiodon

vittatus e Parodon pongoensis (Characiformes, Parodontidae)

Capitulo Il

Artigo cientifico “original manuscript”

Marcadores cromossomicos de DNAs repetitivos com enfoque na
origem e diferenciacdo dos sistemas de cromossomos sexuais simples e

multiplo de Parodontidae
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Capitulo |

Nota cientifica “Brief report”

4.1 Mapeamento das sequéncias de rDNA 18S e 5S em Apareiodon

vittatus e Parodon pongoensis (Characiformes, Parodontidae)

Resumo

Dupla hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foram realizadas com sondas de
rDNA 18S e 5S nas espécies Apareiodon vittatus e Parodon pongoensis. A
espécie A. vittatus apresentou localizacdo do marcador rDNA 18S em um par
subtelocéntrico permitindo inferir a proximidade deste marcador cromossomico
com as demais espécies de Apareiodon, que pode ser considerado um carater
sinapomorfico quando comparada com o grupo irméo. Por outro lado, na espécie
P. pongoensis a localizacdo do marcador rDNA 18S foi em um par
submetacéntrico. O compartilhamento da localizacdo do rDNA 5S em posicéo
proximal do braco curto de um par submetacéntrico por todos Parodontidae
estudados, pode ser considerado conservado na familia. Ainda sitios adicionais
de rDNA 18S como encontrado na espécie Apareiodon vittatus podem ser
considerados derivados e originados por rearranjos cromossémicos ou
mecanismos de disperséo de rDNAs.

Palavras chave: FISH; disperséo de sitios rDNA; Parodontidae

Em eucariotos superiores, o0s genes de DNA ribossomal estéao
organizados em duas familias génicas distintas (rDNA 45S e rDNA 5S). A familia

génica do rDNA 45S é composta por agrupamentos de multiplas cépias de
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unidades repetidas em tandem que consistem em regides dos genes 18S, 5.8S e
28S, separados por espacadores transcritos (ITS1 e ITS2) e interespacados por
sequéncias néo transcritas (NTS) (LONG e DAVID, 1980; PENDAS et al., 1993).
Por sua vez, a familia do rDNA 5S compreende uma sequUéncia altamente
conservada formada por 120 pb, interespacadas por sequéncias nao transcritas
(NTS) (PENDAS et al., 1994).

A familia Parodontidae é um grupo de peixes neotropicais com taxonomia
confusa. Esta familia é formada por um grupo relativamente pequeno, sustentada
por poucos e sutis caracteres morfolégicos diagnosticos (PAVANELLI, 2003) com
distribuicdo por rios de quase toda a América do Sul. E representada por trés
géneros: Parodon Valenciennes, 1850; Apareiodon Eigenmann, 1916 e;
Saccodon Kner, 1964. Andlises citogenéticas em Parodontidae tem indicado um
namero diplodide conservado de 54 cromossomos. Entretanto, uma grande
diversidade tem sido observada entre os marcadores cromossémicos de formula
cariotipica, polimorfismos e cromossomos supranumerarios, atividade das regides
organizadoras de nucléolo (Ag-RONSs), nimero e localizacdo de sitios de rDNA
18S e 5S, heterocromatina, localizagcdo e numero de sitios do DNA satélite
pPh2004, e presenca ou auséncia de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000a;
2000b; VICENTE et al, 2001; CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003;
BELLAFRONTE et al., 2005; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006).

Em relagdo aos DNAs ribossomicos, os sitios de rDNA 45S mostraram
localizacdo variavel nas diferentes espécies de Parodontidae ja estudadas

(MOREIRA-FILHO et al. 1984; JESUS e MOREIRA-FILHO 2000a; 2000b;
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VICENTE et al. 2001; BELLAFRONTE et al. 2005; ROSA et al. 2006; VICARI et
al. 2006). Estes resultados tém sido utilizados na citotaxonomia de Parodontidae
e no entendimento da dispersdo deste marcador cromossémico nas diferentes
espécies da familia. J& a localizagdo dos sitios de rDNA 5S sobre os
cromossomos de Parodontidae tem mostrado preferencialmente apenas um par
submetacéntrico de tamanho médio marcado em regido proximal do braco curto
(VICENTE et al 2001; CENTOFANTE et al., 2002; ROSA et al., 2006; VICARI et
al. 2006; SILVA, 2009). No entanto, alguns sitios rDNA 5S adicionais no genoma
de algumas espécies de Parodontidae também ja foram identificados (VICENTE
et al., 2001; ROSA et al., 2006).

Assim, o presente estudo tem como objetivo mapear os sitios de rDNA
18S e 5S sobre os cromossomos das espécies Apareiodon vittatus e Parodon
pongoensis, discutir de forma comparativa a dispersdo destes marcadores
cromossémicos em relacdo as demais espécies de Parodontidae.

Duas espécies da familia Parodontidae foram estudas citogeneticamente:
Apareiodon vittatus, coletados na foz do rio Jorddo, municipio de Mangueirinha,
PR e Parodon pongoensis, coletados no corrego Taquaralzinho, afluente do rio
Araguaia, no municipio de Barra do Gargas, MT. As metafases mitéticas foram
obtidas através do método direto descrito por BERTOLLO et al. (1978). Estes
procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentag&o
Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo: 04741/08 — Anexo
). Para a localizagdo cromoss6mica dos sitios de rDNA 18S e 5S foi realizada a
técnica de dupla FISH - fluorescent in situ hibridization - com sondas de rDNA 18S

obtidas de Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI Jr., 2004) e de rDNA
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5S isolada a partir de Leporinus elongatus (MARTINS e GALETTI, 1999). As
sondas foram marcadas por reag0es de nick translation, sendo a sonda rDNA 18S
marcada com biotina 16-dUTP (Roche) e a sonda de rDNA 5S marcada com
digoxigenina 11-dUTP (Roche). Para o reconhecimento do sinal foram utilizados
0os anticorpos avidina-FITC (Sigma) e anti digoxigenina rodamina (Roche). O
procedimento de hibridacdo seguiu o protocolo descrito por PINKEL et al. (1986),
sob condicdo de alta estringéncia (2,5 ng/pL de cada sonda, 50 % de formamida
deonizada, 10% sulfato dextrano, 2X SSC a 37°C por 18 horas). Os cromossomos
foram contracorados com DAPI em meio de montagem Vectashield (Vector). As
preparacdes foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41
acoplado a camera CCD DP-71 (Olympus). Para a captura das imagens foi
utilizado o software DP controler (Olympus).

As espécies A. vitattus e P. pongoensis estudadas citogeneticamente
apresentaram o numero dipléide 2n=54 cromossomos, sem heteromorfismo de
cromossomos sexuais. A utilizacdo de sondas de rDNA 18S para a localizacao
dos sitios de RONs sobre os cromossomos de A. vittatus evidenciou sitios
localizados na regido terminal do braco longo do par de cromossomos
subtelocéntricos (par 27) em todos os espécimes analisados, a espécie P.
pongoensis por sua vez apresentou marcagfes deste sitio em regido terminal do
braco longo de um par submetacéntrico (par 2) (Figura 1). Adicionalmente, alguns
exemplares de A. vitattus também apresentaram sitios na regido terminal de um
cromossomo (par 14) submetacéntrico de tamanho médio no cariétipo (Figura
1B). Os sitios de rDNA 5S foram localizados em regido proximal do braco curto de

um par de cromossomos submetacéntricos de tamanho meédio no cariotipo,
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correspondente ao par cromossémico 9, nas duas espécies analisadas. Estas
regides de rDNA 5S foram independentes daqueles portadores dos sitios de rDNA
18S (Figura 1).

A localizagdo das sequéncias de rDNA por hibridag&o in situ fluorescente
(FISH), sobre os cromossomos tem sido amplamente utilizada em inferéncias de
diversificacdo dos genomas, citotaxonomia e estudos de relacdo de parentesco
em peixes neotropicais. Na familia Parodontidae os sitios de rDNA 45S,
detectados por Ag-RONs e sonda de rDNA 18S, localizam-se na regido
telomérica do braco longo de um grande par cromossémico subtelocéntrico, em
todas as espécies de Apareiodon ja estudadas (MOREIRA-FILHO et al., 1984;
MOREIRA-FILHO et al., 1985; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000a; ROSA et al.,
2006; Vicari et al., 2006; SILVA, 2009). Por outro lado, no género Parodon, as
RONs tém se mostrado como caracteres espécie especificos (JESUS e
MOREIRA-FILHO, 2000b; VICENTE et al., 2001), evidenciando os sitios de rDNA
45S em cromossomos diferentes no cariétipo. Em Anostomidae, grupo irmao a
Parodontidae, o sitio das RONs se localiza, na maioria das espécies, em regiao
terminal de um par meta/submetacéntrico (GALETTI et al., 1991). Essa condi¢ao
é similar ao encontrado para as espécies do género Parodon, com excec¢édo de P.
nasus e todas as espécies de Apareiodon estudadas, as quais apresentam sitios
de rDNA 18S possivelmente em localizacdo derivada para este marcador na
familia Parodontidae.

A ocorréncia de sitios de rDNA 18S adicionais aqueles encontrados no
par subtelocéntrico, como visualizado neste estudo em A. vittatus, também é uma

condicao ja verificada em Parodontidae. SILVA (2009) encontrou sitios adicionais
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de rDNA 45S em cariétipos de populagBes de A. ibitiensis do rio Sdo Francisco e
do alto rio Parana. Considerando que a espécie A. vittatus manteve o sitio de
rDNA terminal em um par de cromossomos subtelocéntricos, eventos de
dispersdo das RONs por transposi¢cdes ou em associacdes com a movimentacao
da heterocromatina podem ter originado o0s sitios adicionais no genoma
(MOREIRA-FILHO et al., 1984; SCHWEIZER e LOID 1987; VICARI et al., 2008).
No que se refere ao rDNA 5S, a localizacao proxima a regido centromérica de um
par submetacéntrico € a mais comumente verificada entre os parodontideos
(CENTOFANTE et al., 2002; VICARI et al., 2006; SILVA, 2009), marcacao que &
homeodloga a encontrada em um par cromossdmico da familia Anostomidae
(MARTINS e GALETTI Jr., 1999). Entretanto, sitios adicionais com localizacGes
variaveis podem ocorrer em algumas espécies do género Parodon, além da
provavel correspondéncia entre os sitios de rDNA 18S e 5S com a
heterocromatina GC-rica em alguns representantes da familia (VICENTE et al.,
2001; BELLAFRONTE et al., 2005; VICARI et al., 2006). No presente estudo,
apenas o par submetacéntrico com sitios rDNA 5S em posicéo proximal do braco
curto foi visualizado em A. vitattus e P. pongoensis, demonstrando ser esse
marcador compartilhado entre as duas espécies de Parodontidae estudadas
citogeneticamente. Ainda, apesar da localizacdo das familias de rDNA 18S e 5S
serem cromossomo independente na maioria dos Parodontidae, em P. nasus
estas sequUéncias sao sinténicas (BELLAFRONTE et al., 2005). Neste estudo, a
dupla FISH com sondas rDNA 18S e 5S também evidencia a distribuicdo
independente para este marcador nas espécies A. vitattus e P. pongoensis.

Diante destes dados, € possivel inferir que a sintenia rDNA 18S e 5S € um carater
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apomorfico para P. nasus gerada por um evento de rearranjo cromossémico do
tipo translocacéo nao-robertsoniana.

Diante dos resultados encontrados, verificou-se que a espécie P.
pongoensis apresentou marcagdes de rDNA 18S em um par submetacéntrico,
entretanto A. vittatus assim como todas as outras espécies de Apareiodon
possuem o sitio do rDNA 18S no par subtelocéntrico, inferindo-se que esta
localizac&o pode ser considerada sinapomorfica para a familia quando comparada
ao grupo irméo. E constatado também que todas as espécies de Parodontidae
analisadas citogeneticamente apresentam o rDNA 5S localizado na regido
proximal do braco curto de um par submetacéntrico, o qual pode ser considerado
conservado na familia. Ainda, sitios adicionais de rDNA 18S ou 5S e localizacfes
diferentes destas relatadas acima podem ser considerados derivados e originadas

por rearranjos cromossdmicos ou mecanismos de dispersdo dos rDNAs.
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Figura 1. Metafases cromossémicas das espécies Apareiodon vittatus (A, B) e
Parodon pongoensis (C) submetidas a dupla FISH com sondas de rDNA 18S
(sitios em verde) e 5S (sitios em vermelho). Barra =5 pum.
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Capitulo II

Artigo cientifico “original manuscript”

4.2 Marcadores cromossdmicos de DNAs repetitivos com enfoque na
origem e diferenciacdo dos sistemas de cromossomos sexuais simples e

multiplo de Parodontidae

Resumo

A familia Parodontidae apresenta espécies homomorficas em relacdo ao sexo
enquanto outras com sistema cromossomicos sexuais dos tipos ZZ/ZW
heteromorficos e ZZ/ZW;W,. Neste estudo foi isolada uma sonda do cromossomo
W da espécie Apareiodon sp. (denominada WAp) por microdissec¢cdo. Em
seguida foi realizada a localizagdo in situ nos cromossomos juntamente com a
sonda do DNA satélite pPh2004 em diferentes espécies da familia Parodontidae.
Os resultados demonstraram que o sistema de cromossomos sexuais simples
ZZ[/Z\W podem ter se originado por uma inversao paracéntrica de um sitio terminal
da sonda WAp para a regiao proximal do brago curto de um par cromossémico
metacéntrico e, posterior amplificagdo desta sequéncia levando a diferenciacao
do cromossomo sexual W em algumas espécies. Ainda, 0 mapeamento em
conjunto dos DNAs repetitivos WAp e satélite pPh2004 permitiram sugerir que o
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW;W, de A. affinis pode ter apresentado
origem a partir do sistema ZW encontrado em um cariétipo ancestral similar ao
verificado em P. hilarii. A dispersdo dos marcadores cromossomicos de férmula
cariotipica e rDNA 5S e 18S também é discutida. Esses resultados podem ser

Gteis no entendimento da diversificagdo dos genomas de espécies de
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Parodontidae e contribuir com o agrupamento filogenético de seus

representantes.

Palavras chave: evolugdo cariotipica; sonda WAp; microdisseccao

cromossomica; DNA repetitivo; DOP-PCR.

Introducao

A familia Parodontidae € um grupo de peixes neotropicais relativamente
pequeno e com taxonomia confusa, sustentada por poucos e sutis caracteres
morfoldgicos diagndsticos (PAVANELLI, 2003). E representada por trés géneros:
Parodon Valenciennes, 1850; Apareiodon Eigenmann, 1916 e; Saccodon Kner,
1964. PAVANELLI e BRITSKI (2003) reconheceram 21 espécies validas para a
familia. Posteriormente, outras duas espécies foram descritas com base em
caracteres morfolégicos e cromossdmicos, Parodon moreirai (INGENITO e
BUCKUP, 2005) e Apareiodon viladii (PAVANELLI, 2006). Paralelamente a estas
recentes descri¢cdes, novos questionamentos surgiram quanto a sisteméatica dessa
familia diante da falta de caracteres diagnodsticos fortes para um correto
agrupamento filogenético de seus representantes. Ainda, uma analise para
caracteres osteologicos e morfologicos em Parodontidae, utilizando o método
cladistico de parcimbnia, considerou o género Apareiodon sinénimo junior de
Parodon (INGENITO, 2008). Dessa forma, com a analise filogenética deste grupo
nao encontrando evidéncias filogenéticas que sustentassem a separacao

cladistica destes dois géneros, Parodon, em sua nova delimitacdo, seria
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sustentado por pelo menos nove sinapomorfias exclusivas dentro de
Parodontidae (INGENITO, 2008).

Andlises citogenéticas em Parodontidae tem indicado um namero dipldide
conservado de 54 cromossomos. Entretanto, tem sido observado polimorfismos,
presenca de cromossomos supranumerarios em algumas espécies, diversidade
na férmula cariotipica, variagdo no numero e localizacao de sitios de rDNA 18S e
5S, diferencas no padrédo de heterocromatina e na localizacdo e niumero de sitios
do DNA satélite pPh2004, e presenca/auséncia de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados (MOREIRA-FILHO et al, 1993; JESUS e
MOREIRA-FILHO, 2000a; 2000b; VICENTE et al., 2001; CENTOFANTE et al.,
2002; VICENTE et al., 2003; BELLAFRONTE et al., 2005; ROSA et al., 2006;
VICARI et al., 2006). Embora a maior parte das espécies estudadas na familia
sejam cromossomicamente homomorfica em relacdo ao sexo, dois sistemas
distintos de cromossomos sexuais heteromorficos foram descritos em
Parodontidae: (1) sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo ZZ/ZW;W,
em Apareiodon affinis (MOREIRA-FILHO et al., 1980) e (2) sistema simples do
tipo ZZ/ZW para Parodon hilarii (MOREIRA-FILHO et al., 1993), P. moreirai
(citado como Parodon sp. por CENTOFANTE et al.,, 2002), Apareiodon vladii
(citado como Apareiodon sp. por ROSA et al., 2006), Apareiodon sp. da bacia do
alto rio Tibagi, PR (VICARI et al., 2006) e A. ibitiensis (SILVA, 2009). VICARI et al.
(2006) consideram uma provavel origem comum para 0S CromossSomos sexuais
diferenciados em Parodontidae e que a atual separacdo dos géneros Parodon e

Apareiodon poderia ndo constituir um agrupamento natural.
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Marcadores cromossOmicos tém sido ferramentas Uteis em inferéncias
filogenéticas em Parodontidae, auxiliando inclusive a descricdo de espécies
(INGENITO e BUCKUP, 2005; PAVANELLI, 2006). Em peixes, além da
localizacéo fisica das sequéncias de rDNA sobre os cromossomos por hibridacéo
in situ fluorescente (FISH), mais recentemente, 0 mapeamento de sequéncias de
DNA satélite em géneros ou familias tém sido utilizado para compreender
relacBes de parentesco (SAITO et al., 2007; VICARI et al., 2008; KANTEK et al,
2009). Entre os Parodontidae, o DNA satélite pPh2004, isolado de Parodon hilarii
por VICENTE et al. (2003), foi localizado por FISH sobre os cromossomos de P.
hilarii, P. moreirai, P. nasus, P. pongoensis e A. affinis e, ausente em A.
piracicabae, A. vitattus, A. ibitiensis, A. vladii e Apareiodon sp. (SILVA, 2009).
Diante destes dados, SILVA (2009) inferiu que as espécies que compartilham o
DNA satélite pPh2004 sdo mais estritamente relacionadas em relacdo aos demais
Parodontidae.

Diante deste cenario, este trabalho teve por objetivo obter uma sonda da
fracdo heterocromatica do cromossomo W de Parodontidae (Apareiodon sp.),
mapeé-la sobre os cromossomos das espécies da familia e utiliza-los em conjunto
com marcadores cromossoémicos ja disponiveis, propondo aspectos evolutivos da
diversificacao cariotipica bem como evolugcdo dos cromossomos sexuais neste

grupo de peixes.
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Material e métodos

Espécies analisadas e prepara¢des cromossOmicas

Para este estudo foram utilizadas preparagcdes cromossdmicas de 10
diferentes taxa da familia Parodontidae: Apareiodon sp., A. ibitiensis, A. viadii, A.
piracicabae, A. vittatus, A. affinis, P. hilarii , P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis
(Tabelal).

As preparacdes cromossémicas foram obtidas das células do rim anterior
usando o procedimento de “air drying” (BERTOLO et al., 1978) ou por cultura
celular segundo FENOCHIO et al. (1991). As preparacbes cromossdmicas foram
submetidas a coloracdo convencional por Giemsa para a determinacdo do
namero dipléide, féormula cromossdémica, heteromorfismo de cromossomos

sexuais e posterior utilizacdo em ensaios de hibridacéo in situ fluorescente.

Obtencao das sondas de DNAs repetitivos para a FISH

Essencialmente, foram utilizadas duas sondas de DNA repetitivos para
mapeamento destas regibes sobre o0s cromossomos das espécies de
Parodontidae: (1) a sonda do DNA satélite pPh2004, isolada a partir do DNA
gendmico de P. hilarii (VICENTE et al., 2003) e (2) a sonda da fracéo
heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon sp., isolada neste trabalho
pelo método de microdisseccdo de cromossomos submetidos ao bandamento C

(VICARI et al., submetido), aqui denominada de sonda WAp.
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Microdissecc¢édo do cromossomo W de Apareiodon sp. e reagao de DOP-PCR

Cromossomos W de fémeas de Apareiodon sp. foram microdissectados a
partir de metafases submetidas ao bandamento C para a identificacdo precisa do
cromossomo e obtencdo apenas da fracdo heterocromatica. As microdisseccoes
cromossOmicas foram realizadas em microscopio invertido 1X51 (Olympus)
equipado com micromanipulador mecéanico Transferman (Eppendorf). Para a
microdissec¢cdo foram utilizados capilares de vidro de diametro de
aproximadamente 0,7 ym, os quais foram preparados utilizando o micropipette
puller (Narishige). Foram microdissectados 12 cromossomos W de Apareiodon sp.
previamente submetidos ao bandamento C.

Os fragmentos de cromossomos foram transferidos para um microtubo e
utilizados na reagao de “Degenerated Oligonucleotide Primier — Polymerase Chain
Reaction” (DOP-PCR). As reacdes de DOP-PCR seguiram o procedimento geral
descrito por TELENIUS et al. (1992), com algumas modificagdes. A reacdo de
polimerizacdo consistiu de tampéo 1x (ThermoSequenase — GE healthcare), 400
MM de dNTP, 2 uM do primer DOP— 5 CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG - 3'. As
reacoes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler Gradient Systen
(Biosystens ®). O microtubo foi aquecido a 95°C por 10 min., seguido da adi¢cao
de 10 U de ThermoSequenase. A primeira amplificacdo é realizada via RAMP-
PCR: 3 min. a 94°C; 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 min. e 30 s @a94°C, 1 min.e 30sa52°Ce 1 min.e 30 s a
72°C). Os produtos obtidos foram corridos em gel de agarose 1%, onde o

tamanho esperado foi corresponde a um arrasto entre 100 — 600pb.



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

48

A segunda reacao de amplificacéo foi feita com 2ul do primeiro produto de
PCR realizando-se uma nova reacéo de amplificagcdo num volume final de 50 pl. A
reacao foi composta de tampé&o 1X da Taq polimerase (Invitrogen); 2 mM MgCly;
400 uM de dNTP, 2uM de primer DOP = 5-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’
e 2 U de Taq polimerase. As reacdes de polimerizacdo foram constituidas por:
3min a 94°C; 35 ciclos de 1 min. e 30 s @ 90°C, 1 min. e 30 s a 52°C e 1 min. e 30

sa72°C.

Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

Foram realizadas FISH nos representantes da familia Parodontidae
analisados utilizando as sondas do DNA satélite pPh2004 e do cromossomo W de
Apareiodon sp., denominada sonda WAp. A sonda pPh2004 foi marcada com
biotina pela técnica de nick translation, utilizando o composto biotina 16 - dUTP
(Nick Translation Biotin - Roche). A sonda WAp foi marcada em reacdo de DOP-
PCR utilizando o nucleotideo modificado digoxigenina 11-dUTP (Roche). A reacao
da PCR consistiu de: tampédo 1X da Taq polimerase (Invitrogen), 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/yuL sonda, 50 % formamida, 2X SSC, 10 %
sulfato dextrano) seguiu o procedimento geral descrito por PINKEL et al. (1986). A
detecgédo 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 analisados em
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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 razdo de bracos
(LEVAN et al., 1964), e arranjados em decréscimo de tamanho nos respectivos

caribtipos.

Resultados

A andlise citogenética das 10 espécies da familia Parodontidae
(Apareiodon sp., A. ibitiensis, A. vladii, A. piracicabae, A. vittatus, A. affinis, P.
hilarii , P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis) mostrou um numero dipléide
conservado de 2n=54 cromossomos, no entanto, foram observadas formulas
cromossbmicas diferenciadas, principalmente em relacdo ao niamero de pares
cromossbémicos subtelocéntricos (Tabela Il). A analise convencional dos cari6tipos
permitiu evidenciar a ocorréncia de heteromorfismo de cromossomos sexuais com
heterogametia feminina do tipo ZZ/ZW nas espécies Apareiodon sp., A. ibitiensis,
A. vladii, P. hilarii e P. moreirai. Ainda, um sistema de cromossomos sexuais
multiplo do tipo ZZ/ZW,W,, foi visualizado na espécie A. affinis, onde os machos
apresentam 2n=54 e as fémeas 2n=55 cromossomos (Tabela Il). A analise
convencional ndo evidenciou heteromorfismo de cromossomos sexuais nas
espécies A. piracicabae, A. vittatus, P. nasus e P. pongoensis (Tabela II). A

localizac&o e numero dos sitios de rDNA 18S e 5S nas espécies de Parodontidae



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

50

estudadas foram baseados nos dados disponiveis na literatura e estdo
sumarizados na Tabela .

A reagcao de DOP-PCR a partir dos cromossomos W de Apareiodon sp.
submetidos ao bandamento C evidenciou um arrasto em gel de agarose entre 100
a 500 pb, com uma intensidade maior na regidao de 250 pb. A utilizacdo desta
sonda WAp localizou sitios positivos em regibes terminais de alguns
cromossomos dos caribtipos de todas as espécies estudadas (Figuras 1 e 2). Na
espécie A. piracicabae, além dos varios sitios terminais nos cromossomos a
sonda WAp foi localizada interespacada aos sitios de RONs (par cromossdémico
27) (Figura 1A). Em A. vittatus somente sitios WAp terminais aos cromossomos
foram mapeados (Figura 1B). A. affinis evidenciou um sitio intersticial no braco
longo e sitios terminais em ambos os bracos do cromossomo Z, marcacdes nos
cromossomos W; e W,, além dos varios sitios terminais em autossomos (Figura
1C, 1D, 4C, 4D). Além dos sitios terminais, machos das espécies Apareiodon sp.,
A. ibitiensis, A. vladii, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis submetidos
a FISH com sonda WAp evidenciou um sitio terminal e um proximal ao braco
curto de um par de cromossomos metacéntricos, correspondente ao par 13. Por
sua vez, nas fémeas de Apareiodon sp., A. ibitiensis, A. vladii, P. hilarii e P.
moreirai, este par cromossdmico foi heteromoérfico, evidenciando um sitio terminal
e um proximal ao brago curto do cromossomo Z e, sitios WAp também no brago
longo de cromossomo W (Figura 2). As fémeas de P. nasus e P. pongoensis ndo
apresentaram heteromorfismo do par cromossdmico metacéntrico portador de
sitios WAp em regido proximal (Figura 2G, 2H respectivamente). A FISH com

sonda WAp evidenciou também que a espécie P. hilarii possui o cromossomo W



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

o1

com maior acumulo de sequéncias deste DNA repetitivo, seguido pelas espécies
P. moreirai, Apareiodon sp., A. vladii e A. ibitiensis (Figura 2).

A andlise da composicdo e alinhamento da familia de DNA satélite
pPh2004 identificou uma seqiéncia monomeérica de 200pb, 60% rico em bases
AT com identidade molecular e alinhamento parcial de 87% com cromossomo X
de Homo sapiens, 92% com BAC de grupos de ligagdo do Zebrafish e 100% com
clone de cromossomo X de Mus musculus (Anexo Il). O mapeamento dos sitios
pPh2004 sobre os cromossomos evidenciou que este DNA satélite é
compartilhado pelas espécies A. affinis, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P.
pongoensis (Figura 3). Na espécie A. affinis foram localizados sitios pPh2004 em
um par metacéntrico com marcacgdes terminais em ambos os bracos (par 2), além
de outro par metacéntrico com marcacao terminal no braco longo (par 13) (Figura
3A, 3B, 4C, 4D). A espécie P. hilarii mostrou marcac¢des na regido terminal do
braco curto do cromossomo W, na regiao terminal do brago longo do cromossomo
Z, além de 14 a 16 marcacdes terminais em autossomos (Figura 3C). Em P.
moreirai, os sitios pPh2004 foram localizados na regido terminal do braco curto do
cromossomo W, na regido terminal do braco longo do cromossomo Z, além da
ocorréncia adicional de um par autossémico submetacéntrico portando estes
sitios na regido terminal do braco longo (par 9) (Figura 3D). Na espécie P. nasus
foram observadas marcacbes em quatro pares de cromossomos, todos com
marcagdes terminais no braco longo (Figura 3E). Por sua vez, P. pongoensis
mostrou apenas um par metacéntrico com marcagbes pPh2004 em regido

terminal do braco longo (par 13) (Figura 3F).
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A dupla FISH com sondas pPh2004 e WAp sobre os cromossomos de P.
nasus e P. pongoensis mostrou que o par metacéntrico (par 13) portador dos
sitios WAp em posicéo terminal e proximal do brago curto, também possui sitios

pPh2004 em regido terminal do braco longo (Figura 4 A, 4B).

Discussao

Nos Parodontidae, a validade taxondmica dos géneros Parodon e
Apareidon tém sido amplamente questionadas na ultima década devido a falta de
evidéncias filogenéticas que sustentem a separacdo dos géneros (PAVANELLI e
BRITSKI, 2003, VICARI et al., 2006; INGENITO, 2008). Em seu estudo,
INGENITO (2008) prop6e Apareiodon sendo sindnimo junior de Parodon e relata
também que a utilizacdo da ocorréncia de dentes mandibulares ndo é um carater
robusto para diagnosticar grupos monofiléticos em Parodontidae, visto que a
analise de outros caracteres morfoldégicos ndo corroboram com as inferéncias
obtidas pela analise de dentes. Além disto, em P. davisi, P. ibitiensis, P. moreirai,
P. tigrinus e Parodon sp. este carater varia intra-especificamente.

Estudos citogenéticos demonstram que a familia Parodontidae apresenta
um numero dipléide conservado de 2n=54 cromossomos. No entanto, a utilizagéo
de marcadores cromossGmicos tem demonstrado uma enorme diversidade
citogenética para as espécies desta familia, possibilitando inferir sobre a
diversificacdo dos genomas e agrupamento filogenético (VICARI et al., 2006;
SILVA, 2009). Neste estudo, todas as espécies mostraram namero cromossémico

basal 2n=54, no entanto, variacbes nas formulas cromossémicas puderam ser
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detectadas (Tabela Il). Esta diversidade de férmulas cromossdmicas € atribuida a
razdo entre o numero de cromossomos do tipo meta ou submetacéntrico em
relacdo aos subtelocéntricos, os quais variam de 48 m-sm/6st em P. nasus e
Apareiodon sp., a 54 m-sm em P. hilarii e P. moreirai. Essa variacdo de formula
cromossOmica pode ser explicada por rearranjos nao-robertsonianos nos
caribtipos. Grupos irmao a Parodontidae, tais como Anostomidae e Chilodontidae
apresentam 2n=54 cromossomos meta/submetacéntrico (GALETTI et al., 1981;
MARTINS et al., 2000), além de, na maioria das vezes, a posicdo das RONs estar
presente em regido terminal de um anico par meta/submetacéntrico (GALETTI et
al., 1991). Considerando estas condi¢cbes basais, as espécies P. hilarii e P.
moreirai teriam as formulas cromossémicas 54 meta/submetacéntrico e a
localizac&o do sitio de rDNA 18S em maior proximidade com as dos grupos irmao.

Diante deste cenario, o rearranjo estrutural alocando o sitio de RON em
posicdo terminal de um par subtelocéntrico em todas as espécies de Apareiodon
analisadas foi um evento cariotipico importante na diferenciacdo da férmula
cromossbmica e posicdo da RON. Além deste, eventos estruturais em outros
pares cromossémicos estariam diversificando as férmulas cromossémicas na
familia Parodontidae. Ainda, a presenca de sitios de rDNA 18S adicionais em A.
ibitiensis e A. vittatus também s&o condicbes derivadas (SILVA, 2009). No
entanto, é importante destacar a caracteristica saltatoria do rDNA 45S e seus
mecanismos de heteromorfismo por crossing-over desigual e/ou rearranjos
cromossomicos (GOLD, 1980; VICARI et al., 2006). Desta forma, o carater de
localizacdo do sitio de rDNA 45S pode ter evolucdo independente, e alguns

cuidados sdo necessarios para as inferéncias de proximidade filogenética.
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O sitio rDNA 5S é encontrado preferencialmente em regido intersticial do
braco curto de um par submetacéntrico em Parodontidae (VICENTE, et al., 2001,
CENTOFANTE et al., 2002; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006; SILVA, 2009).
Este cromossomo se mostra similar ao encontrado em Anostomidae (MARTINS,
et al., 1999) sugerindo ser altamente conservado em relacdo ao ancestral comum.
Parodon nasus é a Unica espécie a apresentar sintenia dos sitios rDNA 18S e 5S
(BELLAFRONTE et al., 2005). Este evento pode ter ocorrido por translocacao
envolvendo o par submetacéntrico portador do rDNA 18S em Parodon em posi¢cao
terminal e o par submetacéntrico portador do rDNA 5S, sendo uma condi¢céo
exclusiva da espécie.

Estudos de citogenética convencional tem demonstrado a ocorréncia de
heteromorfismo de cromossomos sexuais ZZ/ZW em P. hilarii, P. moreirai,
Apareiodon sp., A. vladii e A. ibitiensis, além do sistema multiplo ZZ/ZW1W, em A.
affinis (MOREIRA-FILHO et al., 1993; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000;
CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003; ROSA et al., 2006; VICARI et
al. 2006, SILVA, 2009). Assim, enquanto em algumas espécies de Parodon e
Apareiodon ndo ha nenhum heteromorfismo de cromossomos sexuais aparente
entre 0S sexos, as espécies que apresentam cromossomos sexuais diferenciados
poderiam estar mais relacionadas filogeneticamente. Diante destas condi¢cOes
VICARI et al. (2006) ja consideravam que 0 sistema de cromossomos sexuais
ZZIZW presentes em espécies de Parodon e Apareiodon teriam uma origem
comum e, a separacdo dos géneros Parodon e Apareiodon, em sua atual

delimitacdo, ndo poderia refletir uma condi¢do natural.
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A obtencédo da sonda WAp e seu mapeamento sobre 0S cromossomos
das espécies de Parodontidae evidenciou sitios terminais de alguns cromossomos
em todas as espécies estudadas. Dessa forma, € possivel inferir que o
cromossomo sexual W de Apareiodon sp. detém DNAs repetitivos ndo exclusivos
dos cromossomos sexuais. STEINEMANN e STEINEMANN (2005) propuseram a
hipétese de origem e diversificagdo de cromossomos sexuais a partir do acumulo
de retroelementos em regides ndo recombinantes. No entanto, outros autores
consideram que o heteromorfismo de cromossomos sexuais € gerado por
acumulo ou amplificacdo de DNAs repetitivos em tandem (REED e PHILLIPS,
1997; DEVLIN et al., 1998; ARTONI e BERTOLLO, 2002). Em Parodontidae, duas
hipoteses podem ser consideradas para origem do DNA repetitivo WAp: (1) ser
derivado de familias de DNA repetitivo disperso, ou ainda (2) compor uma classe
de DNA satélite. Na hipétese de Miller para origem de cromossomos sexuais XY
a degeneracdo do Y é a conseqUéncia de sua permanente heterozigosidade
(MULLER, 1932). A degeneracdo do Y é caracterizada por dois principais
fendbmenos: (1) a mudanca de regibes eucrométicas em estrutura de
heterocromatina, e (2) a erosao da atividade génica do Y. Por sua vez, na grande
maioria dos sistemas de cromossomos sexuais ZW, o cromossomo heteromorfico
W sofre modificacdes de acumulo de seqiiéncias heterocromaticas e erosdo da
atividade génica.

Nas espécies estudadas P. hilarii, P. moreirai, Apareiodon sp., A. viadii e
A. ibitiensis a presenca de sitios WAp em regido proximal do braco curto de um
par metacéntrico em machos, e em fémeas este sitio apresentar um

heteromorfismo de tamanho desta regido para 0 mesmo par cromossémico, esta
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de acordo com o acumulo de sequéncias repetitivas para a derivacdo do
cromossomo W de Parodontidae (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al.,
2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006). Ainda, a seqiéncia WAp também
foi verificada na mesma regido do par cromossomo metacéntrico em P. nasus e
P. pongoensis, porém sem nenhum heteromorfismo de tamanho aparente entre
machos e fémeas nestas espécies. Por sua vez, A. piracicabae e A. vittatus ndo
apresentaram sitios WAp em regido proximal de cromossomos metacéntricos.

Diante destes dados, pode-se propor inferéncias evolutivas para explicar
a origem do sistema de determinacdo sexual em Parodontidae. Assim, a
ocorréncia somente de sitios WAp terminais, como visualizado em A. piracicabae
e A. vittatus, pode representar a condi¢do plesiomérfica para o caractere. Deste
modo, um mecanismo de inversdo paracéntrica poderia rearranjar sitios WAp na
posicdo proximal do braco curto do par cromossémico metacéntrico
correspondente ao cromossomo Z (proto cromossomo sexual) (Figura 5). A
amplificacdo deste sitio WAp proximal poderia ter originado 0S cromossomos
sexuais W das espécies P. hilarii, P. moreirai, Apareiodon sp., A. vladii e A.
ibitiensis (Figura 6). Em outros casos, como em P. nasus e P. pongoensis esses
sitios WAp permaneceriam em condicdo homomorfica, sendo imperceptivel a
visualizacdo dos cromossomos sexuais com a citogenética convencional (Figura
5).

Com relacdo a proposta de origem do sistema sexual ZZ/ZW;W, em A.
affinis, MOREIRA-FILHO et al. (1993) consideraram a origem deste através de um
processo de fissdo céntrica do primeiro par metacéntrico seguido de uma inversao

pericéntrica, originando os cromossomos W; e W, de fémeas, em condicdo
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independente do sistema de cromossomos sexuais simples. Em muitas espécies
de invertebrados como por exemplo coleéptera e gafanhoto, onde ha uma
diversificacdo de sistemas de cromossomos sexuais, as ocorréncias de sistemas
multiplos sdo obrigatoriamente derivados de sistemas de cromossomos sexuais
simples (WHITE, 1973; SMITH e VIRKK, 1978; SCHNEIDER et. al., 2006). Diante
da evidéncia de sitios sonda WAp nos cromossomos sexuais Z, W; e W, de A.
affinis, é possivel inferir a ocorréncia de rearranjos cromossémicos para a origem
do sistema multipo a partir do sistema de cromossomos sexual ZZ/ZW verificado
em outros Parodontidae.

A classe de DNA satélite pPh2004 é compartilhada pelas espécies P.
hilarii, P. moreirai, P. nasus, P. pongoensis e A. affinis, corroborando a hipétese
de SILVA (2009) que estas espécies sdo mais estritamente relacionadas em
relacdo aos demais Apareiodon. A origem deste carater pode ser postulada
posterior aos cromossomos sexuais devido sua auséncia em Apareiodon sp., A.
vladii, A. ibitiensis e A. piracicabae. Todas as espécies analisadas sob este
aspecto apresentam marcacfes do DNA satélite pPh2004 em regides terminais
no braco longo de um par metacéntrico comparavel, sendo este correspondente
ao cromossomo Z nas espécies portadoras de sistema de cromossomos sexuais
simples, sugerindo a origem deste DNA satélite neste par cromossomico. S&o
evidéncias para esta afirmacdo: P. pongoensis é a Unica espécie a apresentar
apenas este par cromossomico com o DNA satélite localizado; ainda, em todas as
espécies portadoras de pPh2004, a excecdo de A. affinis, o mesmo par
cromossOmico apresenta sitios WAp em sitio proximal e terminal do braco

cromossOmico oposto.
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Diante dos resultados obtidos pelos marcadores pPh2004 e WAp nos
cromossomos das espécies P. hilarii, P. moreirai, P. nasus, P. pongoensis e A.
affinis é possivel hipotetizar que o sistema de cromossomos sexuais multipos
ZZIZ\W1W, de A. affinis deve ter origem por translocagcdo cromossomica entre 0s
elementos cromossdmicos de um par autossémico grande portador de sitios WAp
terminal, possivelmente o primeiro par do cari6tipo, € 0 cromossomos sexuais Z e
W portadores de sitios pPh2004 e WAp, a partir de uma forma ancestral
semelhante a encontrada em P. hilarii (Figura 7). Somente nestas duas espécies,
o satélite pPh2004 é encontrado também em um par metacéntrico homedlogo
com marcacdes em ambos os teldmeros (par cromossdmico 2), tornando-as
estritamente relacionadas. Nesse modelo, uma translocacéo reciproca entre os
Cromossomos autossémicos e 0S Cromossomos sexuais originaria um par de
cromossomos portadores de sitios de DNA satélite pPh2004 na regido terminal,
sendo correspondente ao par 13 metacéntrico de A. affinis, e o outro par
corresponderiam aos cromossomos Z e W sem a presenca de seqiéncias de
DNA satélite pPh2004. Este W ancestral por sua vez sofreria rearranjos do tipo
fissdo céntrica, seguido de inversao pericéntrica originando os cromossomos W3 e
W,, como proposto por MOREIRA-FILHO et al. (1993), porém de acordo com a
origem de sistemas multiplos a partir de sistemas simples (WHITE, 1973; SMITH
e VIRKK, 1978; SCHNEIDER et al., 2006).

A amplificagdo e movimento de DNA satélite nos cromossomos é um fato
bem documentado em alguns organismos (HAMILTON et al., 1990; MODI, 1993)
e suspeita-se que estes eventos exercam um papel importante na evolucdo

cariotipica (WICHMAN et al., 1991; HAMILTON, 1992; YANG et al.,, 1997;
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GARAGNA et al. 2001). LI et al. (2000) demonstraram que dois DNAs satélites do
genoma do cervo muntjac estdo envolvidos com fusbes em tandem dos
cromossomos, resultando numa drastica reducdo do numero dipléide. Este e
outros estudos estdo de acordo com a hipotese de WICHMAN et al. (1991), que
sugere que o movimento intragendmico de seqiéncias repetitivas pode promover
ou acelerar a evolucdo cromossdmica. Em Parodontidae, a distribuicdo e
expansao do DNA satélite pPh2004 também parece exercer papel fundamental na
diversificacdo dos cromossomos, porém, este DNA satélite, embora presente no
cromossomo sexual de algumas espécies, ndo esteja envolvido com quebras ou
com a diferenciacdo dos cromossomos sexuais Z e W, fato este atribuido ao DNA
repetitivo denominado WAp.

Os resultados deste estudo apresentam novas hipéteses para a origem e
diversificacao de caracteres cromossémicos na familia Parodontidae. A obtencédo
e localizacéo in situ da sonda WAp permitiu evidenciar uma possivel origem dos
cromossomos sexuais por um evento de inversdo de sequéncias WAp para a
regido proximal do braco curto de um par metacéntrico, seguido de acumulo
destas sequiéncias na origem do cromossomo W heteromoérfico. O mapeamento
desta sequencia em conjunto com o DNA satélite pPh2004 nos cromossomos de
Parodontidae propiciou também inferéncias de relacionamento filogenético na
familia e origem do sistema de cromossomos sexuais multiplo ZZ/ZW,W, de A.
affinis. Estas andlises demonstram que os DNAs repetitivos WAp e pPh2004

propiciam uma intensa diversificacéo cariotipica em Parodontidae.
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Tabela I: Pontos de amostragem, distribuicdo nas bacias e nimero de espécies
estudadas da familia Parodontidae.

Espécies (Familia Ponto de amostragem Bacia N° de N°de Total
Parodontidae) hidrografica  machos fémeas
Apareiodon affinis Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 2 3 5
Apareiodon ibitiensis Rio Piumhi (MG) Séo Francisco 1 2 3
Apareiodon piracicabae Rio Piquiri (PR) Alto Parana 4 2 6
Apareiodon piracicabae Rio Piumhi (MG) Séo Francisco 3 1 2
Apareiodon sp. Rio Tibagi (PR) Alto Parana 19 27 46
Apareiodon vittatus Rio Jorddo (PR) Iguacu 2 2 4
Apareiodon vladii Rio Piquiri (PR) Alto Parana 13 19 32
Parodon hilarii Cérrego do Porta (MG) S&o Francisco 11 14 25
Parodon moreirai Cérrego Paiol Grande (SP) Alto Parana 9 7 16
Parodon nasus Rio Paraguai (MT) Paraguai 1 1 2
Parodon nasus Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 1 1 2
Parodon pongoensis Rio Taquaralzinho (MT) Araguaia 1 1 2
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Espécies Local 2n Férmula Sistema Sitio WAp Sitio WAp DNA satélite pPh2004 Sitio 18S Sitio 5S Referéncias
(Familia Cromossdmica sexual terminal intersticial
Parodontidae) macho fémea macho fémea
Apareiodon Rio Passa- 54 55 50m/sm, 51m/sm, ZZ/ZW:W, Presente Presente nos 1 par m em ambas regides terminais Regido terminal 1 Regido 1,2,3,4,
affinis Cinco (SP) 4st 4st Cromossomos e na regido terminal de um par m par st pericentromérica 5,13 e PE
Z,W1leW2 de 1 parm
Apareiodon Rio Piumhi 54 54 50 m/sm, 50 m/sm, ZZ/ZW Presente Presente nos Ausente Regido terminal 1 Regido 13 e PE
ibitiensis (MG) 4st 4st Cromossomos par st mais pericentromérica
sexuais Z e W sitios adicionais de 1 parm
Apareiodon sp. Rio Verde 54 54 48 m/sm, 47 m/sm, 2Z/ZW Presente Presente nos Ausente Regido terminal Regido 7ePE
(PR) 6st 7st Cromossomos 1 par st pericentromérica
sexuais Z e W de 1 parm
Apareiodon vladii  Rio Piquiri 54 54 50m/sm, 50m/sm, 2Z/ZW Presente Presente nos Ausente Regido terminal 1 Regido 8 e PE
(citado como (PR) 4st 4st Cromossomos par st pericentromérica
Apareiodon sp.) sexuais Z e W de 1 par m, mais
sitios adicionais
Parodon hilarii Rio Porta 54 54 54m/sm  53m/sm, ZZ/ZW Presente Presente nos 10 sitios em regido terminal, Regido terminal Regigo 9,10 e PE
(MG) 1st cromossomos 1 par m em ambas regides terminais, 1 par m/sm pericentromérica
sexuais Z e W mais regido terminal de 1 par m, mais
do braco longo do cromossomo sitios adicionais
Z e brago curto do W
Parodon moreirai  Cérrego Paiol 54 54 54m/sm  54m/sm ZZ/ZW Presente Presente nos 2 sitios em regido terminal, mais Regido terminal 1 Regigo 11 e PE
(citado como Grande (SP) Cromossomos regido terminal do brago longo do par m/sm pericentromérica
Parodon sp.) sexuais Ze W cromossomo Z e brago curto do W de 1 parm
Parodon nasus Rio Passa- 54 54 48m/sm, 48m/sm, ausente Presente Presente nos 6 sitios em regido terminal, 1 par st sintenico 1 par st sintenico 2,3,10,
(citado como Cinco (SP) 6st 6st Cromossomos m mais regido terminal ao 5S ao 18S 12 e PE
Parodon semelhante aos do braco longo do par m
tortuosus) sexuais Z e W correspondente
ao cromossomo Z
Parodon Cérrego 54 54 50m/sm, 50m/sm, ausente Presente Presente nos Presente na regido terminal do Regido terminal 1 Regido 10 e PE
pongoensis Taquaralzinho 4st 4st Cromossomos m braco longo do par m par sm pericentromérica
(MT) semelhante aos correspondente ao cromossomo Z de 1 parm
sexuais Z e W
Apareiodon Rio Passa- 54 54 52m/sm, 52m/sm, ausente Presente Ausente Ausente Regido terminal Regido 2, 3,6,
piracicabae Cinco (SP) 2st 2st 1 par st pericentromérica 13 e PE
de 1 parm
Apareiodon Rio Piquiri 54 54 52m/sm, 52m/sm, ausente Presente Ausente Ausente Regido terminal Regiao 2,3,6,13
piracicabae (PR) 2st 2st 1 par st pericentromérica e PE
de 1 parm
Apareiodon Rio Jordao 54 54 52m/sm, 52m/sm, ausente Presente Ausente Ausente Regido terminal Regiao 6 e PE
vittatus (PR) 2st 2st 1 par st, mais pericentromérica
sitios adicionais de 1 parm

Referéncias: 1 - Moreira-Filho et al (1980); 2- Moreira-Filho et al (1984); 3- Moreira-Filho et al (1985); 4-Jesus et al (1999); 5- Jorge & Moreira-Filho (2000); 6- Jesus & Moreira-Filho (2000a); 7- Vicari et al (2006); 8-
Rosa et al (2006); 9-Moreira-Filho et al (1993);10- Jesus & Moreira-Filho (2000b); 11 - Centofante et al ( 2002); 12- Bellafronte et al (2005); 13 - Silva (2009); PE = Presente estudo
Legenda: m-metasséntrico, sm-submetacéntrico e st -subtelocéntrico
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Figura 1: Localizacdo dos sitios WAp por FISH em peixes da familia
Parodontidae. Em (A) cari6tipo de fémea de Apareiodon piracicabae mostrando
sitios WAp terminais e interespacado a regido de RON (par 27); em (B) cariétipo
de fémea de A. vittatus evidenciando somente sitios WAp terminais; (C) caribtipo
de macho de A. affinis mostrando os cromossomos Z marcados em regido
terminal de ambos os bragos e na regido proximal do braco longo, além de alguns
sitios terminais nos cromossomos e; em (D) cariotipo de fémea de A. affinis
mostrando o cromossomo Z, W; e W, marcados, além de alguns sitios terminais
no complemento. Barra = 5um.
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Figura 2: Localizacdo dos sitios WAp por FISH em cariotipo de peixes da familia
Parodontidae evidenciando alguns sitios terminais em cromossomos do
complemento, além de marcagfes na regido terminal e proximal do braco curto do
cromossomo Z e na regiao proximal e terminal do brago longo do cromossomo W.
Em (A) cariotipo de macho de Apareiodon sp.; (B) fémea de Apareiodon sp.; (C)
fémea de A. vladii, (D) fémea de A. ibitiensis, (E) fémea de P. moreirai; (F) fémea
de P. hilarii; (G) fémea de e P. nasus; (H) fémea de P. pongoensis. Barra = 5um.
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Figura 3: Localizacdo dos sitios do DNA satélite pPh2004 por FISH em cariotipos
de espécies da familia Parodontidae. Em (A, B) macho e fémea, respectivamente,
de A. affinis mostrando dois pares cromossémicos com sitios pPh2004, um deles
com marcac0des terminais em ambos os bracos (par 2), semelhante ao encontrado
em P. hilarii, além de mais um par metacéntrico marcado (par 13); (C) fémea de
P. hilarii com sitios pPh2004 na regido terminal do brac¢o longo do cromossomo Z,
terminal do bragco curto do cromossomo W, além de mais 15 sitios em
autossomos; (D) fémea de P. moreirai com sitios pPh2004 na regido terminal do
braco longo do cromossomo Z, terminal do brago curto do cromossomo W; (E)
fémea de P. nasus evidenciando 4 pares cromossdmicos com marcagdes
terminais do braco longo; (F) fémea de P. pongoensis evidenciando apenas 1 par
cromossOmico metacéntrico marcado em regido terminal do brago longo (par 13).
Barra = 5pm.
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Figura 4: Carittipos de espécies de Parodontidae submetidos a dupla FISH com
sondas de DNA repetitivo WAp (sitios em vermelho) e DNA satélite pPh2004
(sitios em verde) evidenciando que o proto cromossomo Z possui sitios WAp na
regido proximal e terminal do braco curto e sitio pPh2004 na regido terminal do
braco longo. Em (A) fémea de P. pongoensis; (B) fémea de P. nasus, ambos os
cariétipos com os dois DNAs repetitivos em um par metacéntrico evidenciando um
possivel sistema ZZ/ZW morfologicamente indiferenciado (par 13); (C, D) macho e
fémea de A. affinis, respectivamente demonstrando que o0 par metacéntrico
semelhante ao proto cromossomo Z nao detém o DNA satélite WAp (par 13).
Barra = 5um
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Figura 5: ldiograma representativo mostrando a hipotese de origem do par proto
cromossomo sexual em Apareiodon e Parodon. Em vermelho sitios WAp e em
verde sitios do DNA satélite pPh2004.
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Figura 6: Idiograma representativo mostrando a hipotese de origem do sistema
sexual simples nos géneros Apareiodon e Parodon. Em vermelho sitios WAp e
em verde sitios de DNA satélite pPh2004.
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Figura 7: Idiograma representativo mostrando a hip6tese de origem do sistema
sexual multiplo de Apareiodon affinis. Em vermelho sitios WAp e em verde sitios
de DNA satélite pPh2004.
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5. Considerago®es finais

Neste estudo, a fracdo heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon
sp. (Ponta Grossa, PR) foi isolado por microdisseccao, apoés ter sido submetido ao
bandamento C, com posterior amplificacdo por DOP-PCR. As sequiéncias obtidas
foram marcadas com digoxigenina 11 dUTP e utilizadas no procedimento de
hibridacao in situ fluorescente (FISH) em cromossomos mitéticos em diferentes
espécies da familia Parodontidae. Esta sonda foi denominada neste trabalho de
WAD.

Assim, de posse deste marcador e de outros ja disponiveis o trabalho
apresentou uma analise de citogenética molecular em exemplares da familia
Parodontidae. Foram realizados estudos relacionados a dispersdo dos rDNAs,
evolucdo dos cromossomos sexuais, assim como do DNA repetitivo WAp e do
DNA satélite pPh2004 nas espécies: Apareiodon sp. (Ponta Grossa, PR),
Apareiodon ibitiensis (Piumhi, MG), Apareiodon vladii (Nova Laranjeiras, PR),
Apareiodon piracicabae (Piumhi, MG), Apareiodon piracicabae (Nova Laranjeiras,
PR), Apareiodon vittatus (Mangueirinha, PR), Apareiodon affinis (Rio Claro, SP),
Parodon hilarii (Piumhi, MG), Parodon moreirai (Campos do Jordao, SP), Parodon
nasus (Cuiab4, MT) e Parodon pongoensis (Barra do Garcas, MT).

O mapeamento dos DNAs ribossdmicos 18S e 5S por FISH nas espécies
de Parodontidae foram comparados a descricdo da localizacdo destes sitios no
grupo irméo Anostomidae. Esses resultados indicam que a localizacdo do rDNA
18S em regido terminal do braco longo de um par m-sm pode ser a condi¢cdo

plesiomdrifica no grupo. Assim, as espécies que portam este sitio em pares
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subtelocéntricos teriam este carater derivado em relacdo ao ancestral comum. No
entanto, o rDNA 18S tem caracteristicas saltatorias e mecanismos de
amplificacdo independentes nas espécies. Desta forma, o carater de localizacao
do sitio de rDNA 45S pode ter evolucdo independente, e alguns cuidados sdo
necessarios para as inferéncias de proximidade filogenética. Por sua vez, os sitios
de rDNA 5S se apresentam conservados na regido proximal de um par
submetacéntrico em todas as espécies da familia Parodontidae. Tanto na
localizacdo do rDNA 18S, quanto na do 5S, sitios adicionais foram observados
nos cromossomos de algumas espécies, condicdo esta apomarfica para o grupo.
Na familia Parodontidae ha espécies sem sistema de cromossomos
sexuais morfologicamente diferenciados, com sistema simples de cromossomos
sexuais do tipo ZZ/ZW ou com sistema multiplo de sistema sexual do tipo ZZ/Z
W;1W,. As seqlUéncias repetitivas presente no cromossomo W sdo conservadas
em regifes terminais dos cromossomos de todas as espécies da familia
Parodontidae analisadas neste estudo. No entanto, o sistema simples ZZ/ZW
parece ter surgido por uma inversdo de regido WAp para a regido proximal do
braco curto de um par cromossémico m. As espécies Apareiodon sp., A. ibitiensis,
A. vladii, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis apresentam estas
marcacdes WAp neste par metacéntrico. No entanto, em P. nasus e P.
pongoensis nenhum heteromorfismo de tamanho destes sitios foi observado entre
machos e fémeas, enquanto que fémeas de Apareiodon sp., A. ibitiensis, A. vladii,
P. hilarii e P. moreirai apresentam uma amplificacdo desta regido originando o
cromossomo W. Por sua vez, nenhum sitio WAp foi observado em regido

intersticial de cromossomos metacéntricos semelhantes ao proto Z nas espécies
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A. piracicabae e A. vittatus, os quais podem apresentar a condi¢cao plesiomérfica
do caréter.

O mapeamento dos sitios do DNA repetitivo WAp em conjunto com o DNA
satélite pPh2004 nos representantes da familia permitiu inferir que o sistema
ZZ]ZW.W, de A. affinis pode ter sido derivado de um sistema ZW em um
ancestral comum com a espécie P. hilarii. Ainda, este DNA satélite pPh2004 tem
origem posterior aos sitios WAp nos proto cromossomos Z e é compartilhado
pelas espécies P. hilarii, P. moreirai, P. nasus, P. pongoensis e A. affinis.

Os cromossomos sexuais das espécies de Parodontidae provavelmente
surgiram em exemplares presentes na bacia do alto rio Parana e bacia do rio Sao
Francisco (escudo cristalino do sul-sudeste do Brasil). Na bacia do alto rio Parana
sdo descritas as espécies: A. piracicabae, que n&o possui sistema de
cromossomos sexuais; P. nasus que possui um provavel sistema de proto
cromossomos sexuais; Apareiodon sp., A. vladii e P. moreirai que possuem
sistema ZZ/ZW e A. affinis que possui sistema ZZ/ZW;W,. Na bacia do rio Séao
Francisco a espécie P. hilarii € considerada endémica (PAVANELLI, 2003) e
apresenta sistema simples de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, ja A.
ibitiensis (com sistema ZZ/ZW) e A. piracicabae (homomorfico em relagdo ao
sexo) sao consideradas invasoras pela quebra de barreira geografica, onde
ocorreu a transposicdo do rio Piumhi que fez com que fossem conectadas as
bacias hidrograficas do rio Parana e do rio Sado Francisco (MOREIRA-FILHO,
2006; SILVA, 2009). A espécie A. vittatus que pela extingdo do Salto Sete quedas
(Guaira, PR) ap0s a construcdo da barragem de Itaipu em 1982, permaneceu na

bacia do rio Iguacu e apresenta caracteristicas plesiomérficas de cromossomos
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sexuais indiferenciados. Provavelmente dispersdes das espécies P. nasus e P.
pongoensis, ocasionaram a presenca destes na bacia do rio Paraguai e na bacia
do rio Araguaia respectivamente, ambas as espécies possuem um provavel
sistema de proto cromossomos sexuais.

Assim, este trabalho contribui para o entendimento da evolucdo e
diversificacdo do genoma de algumas espécies de Parodontidae, principalmente
para o esclarecimento da origem e diferenciacdo dos cromossomos sexuais. Os
proximos passos consistem em testar as sondas WAp e pPh2004 em um namero
maior de representantes da familia, bem como, isolar outros marcadores
cromossOmicos que possam ser resolutivos no entendimento da evolucdo

cariotipica da familia, bem como, contribuir com suas relacdes filogenéticas.
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cesessscsececscsssecesccsscecsscscscsscssssfATTC AafaTTaATaR, CARaTCTaa. .CAaRaATTaAAR, CaafiflaTaaG ATCCaRgcCATARA, . .A
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ARTCCCTTTCCARTGATATAT-CACACTARGCTTNATCTCGTTTCTARACCGAGAAATTACAGGCGGARTCAGGCA-ATTCCGTTCCTCACATCAGCT TCGAARGCGCA-~TTARAGATCTG

ARACACTATTCGTARATTTARACACART TTGTARATARGCARATCTATTTCATAAART TCARARCACART TCATARATATGCAAATCCARTTCATAAAT TCARAGCACTATTTGTARATTTARACACARTT
ARaCaCTaTcCaaaafTaTAa,CACAaTaalicaaaaaagCaaaTCTAaacCaaafARaTcAafacacafaTCAgaaf.ATgCaaaTCCaaacaacAaalTCaAAGCaCa, . TTaaRaATcTaseeeeses
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TGTARATARGCARRTCTATTTCATARATTCARARCACAATTCATARATTTGCTARTTCARTTCATARATTCARAACACTATTTGTAARATTT

800 eerteerttetttttettettterttsetterttttttnttsettttteststtstettttttttentssstttttttsnstsesteene
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1 I
AATTCGCCTCARAGTTTATGAGCTCACARCTCTGCCARATATTARRATATTTGCACCARACTCAGAGCGATCCCAGCCATARARARTCC--CTTTCCARTGATATATCACACTAAGCTTHATCTCGTTTC
ARRGATCTTCCARGCARARGGTCCARGGARACARGCAGGAGT TGCCATCCTARTATCARATGARATAGACTTTCARCCARRRGTTARCARTCCTTGTGATGARGARGGACACTTCATATTARTCARGGGA
ARagagCcTCafAGecaaRaGagCcafcafaaCaacCAaaaal TaaafTacTaacAcCARAcgafaaacaalccCAaCCAafRaaafala., .CcTTecaATGAaaaRgcACACTaaacaTnA
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I

I

TAARCCGAGARATTACAGGCGGAATCAGGCARTTCCGTTCCTCA=----CATCAGCTTCGARGCGCATTARAGATCTG
ARATCCACCARGAGGARGTCTCARTTCTGGARATCTATGCCCCARATGCARCAGCCCCCARATTTATARAAGARCCTTTACTARRACTCARRACTCACATTGARCCCCACACAATARTAGTGGGAGATTT
afRaCCaacARaagaafGgCgcARTcagGcARaTCcaTgCCceCA, .. ,CAACAGCCCCCARACECATARAAGAACCE . coeseeesssecsscssssscssossossocsscsscsssssscssossssss
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CAACATGCCCACTCTCACCA
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I I

AR
ATTATTACTGGGARATTCTARRGCCTTCTACGTACATT-ATACARTTATCTTCCAR--ARAGARTTGTGCCACTTGACACACTCARTTTTTCTCATTTTCCTTTATTTTAGATARCCGTATTTARGCARAR
AACTCTARACACATTTCATARATARGCARATCCARTTCATARATTCATARARCAATTARTARATARGCARATCTAATTCATARATTCARARCACARTTCATARATATGCARATCC-~ARTTCA--TARA
AARGATCTTCCARGCARARGGTCCARGGARACARGCAGGAGTT--GCCATCCTAATATCARATGAR
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131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
TTCGCCTCARAGTT--TATGAGCTCACAACTCTGCCARATATTARRATATTTGCACCARACTCAGAG--CGATCCCAGCCATARARARTCCCTTTCCARTGATATAT-CACACTARGCTTNATCTCGTTT
TTTATCTCAGACTTAGAARGGGTTC-CTTARTCTGTGGTTT-GTGAACCA--TCCCCARACTCCATGGATGACTAGAGGCARTACGAATGGAGT TRRGCTATTCTATGARTCCTCTACARTCARRTGCAR
TTCARRACACTATTCGTARATTTARACACART TTGTARATARGCARATCTATTTCATARAT TCARARCACARTTCATARATATGCARATCCART TCATARATTCARARGCACTATTTGTARATTTARACAC
ATAGACTTTCAAC---CARARGTTARCAATCCTTGTGATGARGARGGACACTTCATATTARTCAAGGGAARATCCACCARGAGGARGTCTCARTTCTGGARATCTATGCCCCARATGCARCAGCCCCCAR
tTcg.ctca.a.tt, tAagagttcalaa, .cttgtaaata,.gaaaatct ,ttcaccaaficTCaaag.acgftcc.ag.caa,aaaaatcca,TTc, .ataalctAtgecac.ctatgecaa.atc.cgca.
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1 1

[ ARACCGAGARAT TACAGGCGGAATCAGGCARTTCCGTTCCTCACATCAGCT TCGA-AGCGCATTAAAGATCTG

ARTTGGGARTGTCTGTATGGACATTTTTCTAGGARGTGCATTGACATTGTTTATCAGCT TCTCARAGTGCGCTGTGARACAGARATCACTGGTCTGA

ART V=== TGTARATARGCARATCTATTTCATARATTCARA-ACACARTTCATAARTTT-GCTARTTCARTTCATARATTCARRACACTATTTGTARATTT
TTmmmem———| ATARRRGAACCTTTACTARRRCTCARAACTCACATTGARCCCCACACARTARTAGTGGGAGATTTCAACATGCCCACTCTCACCA

attt.........aaaa,GaaaattTac,...g.aat aa,, . Acac.gttectccat ,agcttagt ,agcgcattafa,at, . .Cact.veeee@aanes

Em (A) Alinhamento entre pPh2004 de cromossomo X de Homo sapiens
(Xhum) (inicio em 19662 pb e fim em 19886 pb); (B) alinhamento entre
pPh2004 e BAC de Zebrafish (zebra) (inicio em 124356 pb e fim em 124558
pb); (C) alinhamento entre pPh2004 e clone de cromossomo X de Mus
musculus (MUSM) (inicio em 32130 pb e fim em 32337 pb); (D) alinhamento
entre pPh2004, Xhum, zebra e MUSM. Regidao de homologia em vermelho.



