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RESUMO

O género Characidium ¢ o maior ¢ mais diversificado dentro da subfamilia
Characidiinae. Amplamente distribuido por toda a regido Neotropical, Characidium
possui 53 espécies validas. Estes peixes apresentam em sua maioria um numero
cariotipico diploide igual a 50 cromossomos, com uma férmula cariotipica geralmente
32m+18sm. O género ¢ de extremo interesse para estudos genéticos, devido a
existéncia de inumeras variagdes, a exemplo dos cromossomos supranumerarios ou B
em algumas populagdes, ocorréncia de triploidia natural, diferentes posi¢des e numero
dos sitios de rDNA e variacdo em tamanho e morfologia nos cromossomos sexuais,
quando presentes. Neste trabalho, as populagdes/espécies Characidium zebra,
Characidium cf. zebra, Characidium aff. zebra, Characidium pterostictum,
Characidium sp., Characidium heirmostigmata e Characidim gomesi foram
caracterizadas cariotipicamente. Em adicdo, foi obtida a sonda do cromossomo sexual
W de C. gomesi, por microdissec¢do cromossdmica e posterior pintura cromossdomica
nas outras espécies. Simultaneamente, foram localizados os sitios de rDNA 18S e 5S.
A andlise convencional das espécies comprovou a existéncia do niimero diploide
padrao 50 cromossomos para o género. Por meio da técnica de bandamento C,
verificou-se a auséncia de sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW, devido a falta do
cromossomo W heterocromatico, nas populag¢des de C. zebra, C. cf. zebra e C. aff.
zebra. Em C. pterostictum o sistema de cromossomos sexuais estd em inicio de
heterocromatiniza¢do e em Characidium sp., C. heirmostigmata e C. gomesi o sistema
encontra-se altamente diferenciado, apresentando o cromossomo W completamente
heterocromatico. A pintura cromossomica comparativa com a sonda W-especifica de
C. gomesi nas demais espécies detectou os cromossomos sexuais de C. pterostictum,
Characidium sp., C. heirmostigmata e C. gomesi. Com a sonda W-especifica foram
localizados blocos de regides repetitivas em alguns cromossomos de todas as espécies
analisadas, demonstrando uma provavel origem comum destas regides repetitivas e
dos cromossomos sexuais. Os sitios de rDNA apresentaram distribui¢do espécie-
especifica, variando em quantidade e localizagdo. J& foi determinado que o rDNA 45S
esteve envolvido na diferenciagdo do par sexual de Characidium. As evidéncias
cromossdmicas mostraram que o par portador da RON translocou com outro
autossomo para formar o par de proto cromossomo sexual do género. Posteriormente
ocorreu uma intensa heterocromatinizagao do cromossomo W. Em algumas espécies a
RON sofreu nova transposi¢ao para outro par autossomo, situacdo compartilhada em
espécies onde o cromossomo W sofreu intensa heterocromatinizagao. Ainda, algumas
espécies evidenciaram um aumento no numero de sitios de rDNA 45S e 5S. Deste
modo, as modificacdes associadas a diferenciacdo dos cromossomos sexuais, nimero ¢
posicao dos sitios de rDNA tém sido os principais agentes da evolu¢do cromossomica
em Characidium. Neste trabalho foi possivel verificar ainda que o isolamento
biogeografico, principalmente em cabeceiras de rios e a diferenciagdo populacional
estdo intimamente associados a especiagdo no grupo, com posterior diversificacdo do
sistema de cromossomos sexuais e provavel surgimento de barreiras reprodutivas/
cromossdmicas entre as populagdes/espécies.

Palavras-Chave: Actinopterygii. Citogenética. Especiacao.



ABSTRACT

The Characidium genus is the biggest and most diversified within the Characidiinae
subfamily. Broadly distributed throughout Neotropical region, Characidium possesses
53 available species. These fishes mostly showed a karyotypic diploid number equal
50 chromosomes, with a karyotypic formula usually 32m+18sm. The genus is
extremely interesting for genetic studies, due to the existence of several variations as
the supernumerary or B chromosomes in some populations, the occurrence of natural
triploidy, different positions and number of rDNA, sex chromosomes size and
morphology variation, when they are present. In this work, the C. zebra, C. cf. zebra,
C. aff. zebra, C. pterostictum, Characidium sp., C. heirmostigmata e C.gomesi species
were karyotypically characterized. In addition, the C. gomesi W sex chromosome
probe was obtained, through chromosome microdissection and afterward chromosome
painting in other species. Simultaneously, 18S and 5S rDNA sites were located. The
conventional species analysis proved the existence of the standard diploid number for
the genus, 2n=50 chromosomes. Through C banding technique, it was verified the
absence of the sex chromosome system ZZ/ZW, due to the lack of heterochromatic W
chromosome, in the C. zebra, C. cf. zebra and C. aff. zebra populations. In C.
pterostictum the sex chromosome system 1is in the beginning of the
heterochromatinization process and in the Characidium sp., C. heirmostigmata and C.
gomesi, the system is found totaly differentiated, showing the W chromosome
completely heterochromatic. The comparative chromosome painting with the C.
gomesi W- specific probe in the other species detected the sex chromosomes of C.
pterostictum, Characidium sp., C. heirmostigmata and C. gomesi. With the W-specific
probe the repetitive regions blocks were located in some chromosomes of all the
analyzed species, showing a probable common origin of these repetitive regions and
sex chromosome. The rDNA sites showed species-specific distribution, varying in
amount and location. It has already been determined that the 45S rDNA was involved
in the differentiation of the Characidium sex chromosome pair. The chromosomal
evidences showed that the nucleolar organizing regions (NOR) carrier pair
translocated with another autosome to form the proto sex chromosome pair of the
genus. Afterward occurred an intense W chromosome heterochromatinization. In some
species the NOR suffered a new transposition to another autosome pair, shared
condition in species with extensive W chromosome heterochromatinization. Moreover,
some species evidenced an increasing in the number of the 45S and 5S rDNA. Thus,
the modifications associated to the differentiation of the sex chromosomes and number
and position of the rDNA have been the main agents of the chromosomal evolution in
Characidium. In this work, it was also possible verify that the biogreographic
isolation, mainly in the rivers headwater and population differentiation are closely
associated with the speciation in the group, afterward with sex chromosome system
diversification and probable reproductive/chromosomal barrier arising among
population/species.

Keywords: Actinopterygii. Cytogenetic. Speciation.
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1. Introducéo

1.1 Sistematica e biologia de Characidium

A familia Crenuchidae, com cerca de 82 espécies validas ¢ formada pelas subfamilias
Crenuchinae e Characidiinae (FROESE; PAULY, 2013). Nesta ultima, Characidium ¢é o
género com maior numero de espécies € mais amplamente distribuido por toda a regido
Neotropical. Este género possui em torno de 53 espécies validas (FROESE; PAULY, 2013),
que habitam riachos variados, considerados 1énticos ou ldticos, com excecdes para algumas
espécies que também vivem em lagoas e banhados (BUCKUP, 1999). Apesar da grande
variedade de espécies, Characidium possui morfologia homogénea, apresentando porte
pequeno de no maximo 15 cm de comprimento (BUCKUP, 1993,1999).

O género Characidium possui espécies insetivoras bentonicas, que se alimentam de
fragmentos de insetos incluindo principalmente Chironomidae, Simuliidae, Trichoptera e
Ephemeroptera (ROLLA; ESTEVES; AVILA-DA-SILVA, 2009). Nas suas estratégias
alimentares utiliza de taticas como “predagdo de senta e espera”, “caca por especulacdo” e até
taticas modificadas de forrageio de senta e espera (LEITAO; CARAMASCHI; ZUANON,
2007). Apesar de ndo possuir cores chamativas, os peixes deste género possuem importancia
para a aquariofilia, descritos como ageis, pacificos, resistentes, sendo conhecidos pelo nome
popular de “Mocinha”.

Os peixes Crenuchidae foram removidos da familia Characidae, onde constituiam a
subfamilia Crenuchinae e, na década de 90 foram considerados como uma nova familia
monofilética (BUCKUP, 1998). Nao existe uma revisdo mais atual das espécies de
Characidium, entretanto novas espécies sdo constantemente descritas, a exemplo de:
Characidium stigmosum (MELO; BUCKUP, 2002), Characidium longum (TAPHORN;
MONTANA; BUCKUP, 2006), Characidium xanthopterum (SILVEIRA et al., 2008),
Characidium heirmostigmata (GRACA; PAVANELLI, 2008), entre outras.
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1.2 Bacias hidrogréficas dos Rios Tibagi, Ivai, Baixo Tieté /Piracicaba e bacias do Leste

Bacias hidrograficas sdo conjuntos de terras, drenadas por seus rios e afluentes. Sao
sistemas abertos que recebem energia do meio através de agentes climaticos e perdem energia
através do defliivio ou escoamento de suas dguas. Da parte mais alta do relevo, a dgua das
chuvas pode escoar de maneira superficial, formando os rios e riachos; mas pode também
infiltrar no solo promovendo a formacdo de nascentes ou de lengdis fredticos. As cabeceiras
sdo formadas por riachos que brotam do terreno em regides mais ingremes e altas, e a medida
que os riachos vao se juntando, aumentam de volume formando os rios (TEODORO et al.,
2007).

A diversidade dos organismos presentes em uma bacia hidrografica ¢ a resultante do
processo de evolugdo historica das espécies em uma 4rea que se manteve
geomorfologicamente isolada das outras areas onde se localizam as demais bacias
hidrograficas (WEITZMAN; MENEZES; WEITZMAN, 1988). De modo geral, uma grande
bacia hidrogréfica, a exemplo da bacia do rio Parand pode conter um grande niimero de bacias
hidrograficas menores, parcialmente isoladas em fluxo génico umas das outras, para as
espécies ndo migratérias ¢ de pequeno porte. Entre estas varias bacias menores, as
caracteristicas topograficas e fisiondmicas proporcionam uma ampla gama de ambientes
distintos, o que favorece a ocorréncia de espécies adaptadas a um subconjunto particular
destes ambientes, principalmente nas regides das cabeceiras destes rios (MENEZES et al.,
1990). Desta forma, as cabeceiras dos rios apresentam uma predominancia de espécies de
pequeno porte, com limitado potencial de dispersao espacial (MENEZES et al., 1990). Tais
espécies tendem a ser mais susceptiveis a especiacao, visto que suas populagdes localizadas
podem divergir geneticamente das demais com maior rapidez em relacdo aquelas das espécies
tipicas de grandes rios (WEITZMAN; MENEZES; WEITZMAN, 1988).

A bacia hidrografica do Alto Rio Parana ¢ uma das cinco divisdes existentes do rio
Parana e compreende o trecho de Guaira as nascentes dos rios Grande e Paranaiba, possuindo
como principais limites geograficos as bacias do rio Grande e Paranaiba e Serra de Caiap6 ao
norte, a leste o macigo Litordneo Brasileiro (Serra do Mar), ao sul da bacia do rio Iguacu,
afluente do médio Parana, ¢ a oeste a bacia do rio Paraguai e a Serra de Maracaju,

representando o segundo maior sistema de drenagem da América do Sul (SALLUN;
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SUGUIO; STEVAUX, 2007). Entre estas drenagens ocorrem importantes bacias
hidrograficas menores, cada uma com um conjunto peculiar de organismos. Apesar da
ictiofauna do Alto Parana ser uma das mais conhecidas e estudadas, o nimero de espécies
descritas ou referidas para a area tem crescido exponencialmente, o que indica que a riqueza
apresentada estd longe de representar a realidade (LANGEANI et al., 2007). O Alto Parana
abriga cerca de 310 espécies de peixes, agrupadas em 11 ordens e 38 familias (LANGEANI et
al., 2007).

O Alto Parana ¢ uma area complexa devido as atividades tectonicas pelas quais tém
passado desde o inicio do Tercidrio (AB’SABER, 1998). Essas atividades, associadas ao
complexo sistema de falhas existentes na area, sdo as principais causas de diversos eventos de
captura de cabeceiras, como ocorrido entre os rios Tieté e Paraiba do Sul (CASTRO et al.,
2003), e que foram responsaveis pela distribuicdo de algumas de suas espécies também em
drenagens vizinhas, tais como: rios Paraiba do Sul, Ribeira do Iguape e algumas drenagens
litoraneas menores (LANGEANI, 1989; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO et al., 2006; SERRA;
CARVALHO; LANGEANI, 2007; WEITZMAN; MALABARBA, 1999), no Rio Sao
Francisco (BRITSKI; SATO; ROSA, 1986; BRITTO; CASTRO, 2002) ou ainda nas
cabeceiras dos rios Tibagi, Iguacu, Ivai e Ribeira do Iguape (VICARI; ARTONI;
BERTOLLO, 2005; VICARI et al., 2006). Malabarba (1998) sugere a existéncia de conexdes
pretéritas entre o rio Tieté e drenagens costeiras através de uma conformacao antiga do vale
do rio Paraiba; essas conexdes podem também ter ocorrido em outras por¢des do Alto Parand,
o0 que precisaria ser melhor investigado através de estudos filogenéticos e biogeograficos dos
grupos de peixes que ocorrem nessas bacias e também por meio de evidéncias geoldgicas
desses eventos de captura de drenagens.

A bacia hidrografica do rio Tibagi (Alto Parand) possui como coordenadas
geograficas centrais 24°18’ de latitude sul e 50°37 de longitude oeste, compreendendo um
total de 41 municipios inseridos total ou parcialmente na Bacia, destacando-se principalmente
Ponta Grossa, Castro, Tibagi, Telémaco Borba, Londrina, Cornélio Procopio ¢ Apucarana.
Possui uma 4rea total de cerca de 25.000 km’, abrangendo altitude de 300 - 1200 m
(VALENTE et al., 2011).

De acordo com Shibatta et al. (2002), foram registradas 110 espécies de peixes na
bacia do rio Tibagi. Destas 110 espécies, Characiformes representam 42,7% (47 espécies,

nove familias); Siluriformes, 42,7% (47 espécies, nove familias); Perciformes, 6,4% (7
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espécies, duas familias); Gymnotiformes, 4,5% (5 espécies, trés familias);
Cyprinodontiformes, 2,7% (3 espécies, uma familia) e Synbranchiformes, 0,9% (1 espécie).
Outro trabalho realizado por Shibatta; Gealh ¢ Bennemann (2007) permitiu a descoberta de
mais 13 espécies para a bacia do rio Tibagi, sendo que mais tarde um total de 151 espécies
foram descritas para a bacia (RAIO; BENNEMANN, 2010).

A segunda maior bacia hidrografica do estado do Parana ¢ a do Rio Ivai, perdendo
apenas em tamanho para a bacia do rio Iguagu. A bacia do rio Ivai esta inserida na regiao sul
do Brasil e, situada entre as coordenadas geograficas 22°56°17” - 25°35°27” de latitude sul e
50°44°17” - 53°41°43” de longitude oeste e faz parte da drenagem do Alto Parand. Possui uma
area de 36.587 km? e um percurso de 680 km. Sua nascente ocorre no sudeste do estado pelo
rio dos Patos e Sao Jodo na Serra da Boa Esperanca no segundo planalto (DESTEFANI,
2005). Nesta bacia ocorre uma predomindncia de Characiformes e Siluriformes e
recentemente a espécie Characidium heirmostigmata foi descrita com localidade tipo nas
nascentes da bacia do rio Ivai, na regido de Prudentopolis — PR (GRACA; PAVANELLI,
2008).

A bacia do Rio Tieté ¢ uma unidade hidrografica da Bacia do Rio Parand, composta
por seis sub-bacias: Alto Tieté, onde esta inserida a Regido Metropolitana de Sao Paulo;
Piracicaba; Sorocaba/Médio Tieté; Tieté/Jacaré; Tieté/Batalha e Baixo Tieté (SAO PAULO,
2009). O baixo Tiet€ possui como cursos d’agua principais o Rio Parand e seu afluente
Ribeirdo do Abrigo ou Moinho, Rio Tieté e seus afluentes Ribeirdo Lajeado, Ribeirdo Azul ou
Aracangud, Ribeirdo Macatbas e Ribeirdo Santa Barbara. Localiza-se na regido oeste do
Estado de Sao Paulo, com uma extensdo de mais ou menos 200 km, sendo composta por 42
municipios. Limita-se a norte e oeste com a UGRHI (Unidade de Gerenciamento de Recursos
Hidricos) Sao José dos Dourados, a leste e sudeste com a UGRHI Tieté Batalha, a sul com as
UGRHI Aguapei-Peixe € a oeste com o Rio Parand (SAO PAULO, 2009). Poucos sio os
estudos de levantamento da ictiofauna da regido do baixo rio Tieté, geralmente restritos as
represas (ROCHA et al., 2011).

As bacias dos rios Piracicaba, Capivari e Jundiai, incluindo os rios Camanducaia,
Atibaia, Jaguari e Corumbatai, abrangem uma area de 15.303,67 km? que fazem parte da bacia
do rio Tieté em sua por¢ao média. No contexto do Estado de Sao Paulo, inserem-se na regido
leste/nordeste até os limites com o Estado de Minas Gerais, chegando inclusive, a abranger

uma pequena parte do seu territorio (SHS, 2012). Em relacdo a analise da diversidade de
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peixes, um levantamento recente realizado a montante desta regido, nas cabeceiras do Tieté,
mostrou a presenca de 56 espécies de peixes das ordens Clupeiformes, Characiformes,
Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes, Perciformes, Synbranchiformes
(MARCENIUK; HILSDORF; LANGEANI, 2011).

Por sua vez, a bacia do rio Pariquera-A¢u ¢ uma sub-bacia do rio Ribeira do Iguape.
A bacia do rio Ribeira do Iguape encontra-se na regido sudeste de Sao Paulo e do leste do
Parana, aproximadamente entre 23°50° - 25°30” de latitude sul e 46°50° - 50°00” de longitude
oeste. Compreende uma area total de 24.980 km?, sendo que 15.480 km? (62%) pertencem ao
Estado de Sdo Paulo e 9.500 km? (38%) pertencem ao Estado do Parana (PARANA, 2009).
Uma das principais caracteristicas da fauna de peixes do rio Ribeira do Iguape, como também
de todas as outras bacias hidrograficas localizadas nas regides da Floresta Ombroéfila Densa
da Mata Atlantica, ¢ o seu elevado grau de endemismo, resultado de processos histdricos de

isolamento (BIZERRIL, 1994).
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1.3 Citogenética de Characidium

O género Characidium possui um nimero diploide de 2n = 50 cromossomos, sendo
predominantemente = meta-submetacéntricos (CENTOFANTE et al, 2003). Esta
macroestrutura cariotipica foi geralmente observada nas espécies estudadas até agora, dentre
as quais se encontram Characidium zebra, Characidium gomesi, Characidium pterosticum,
Characidium oiticicai, Characidium lauroi, Characidium lanei, Characidium schubarti,
Characidium alipioi, Characidium fasciatum, Characidium sp., Characidium cf. lagosantense
(CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; CENTOFANTE et al., 2003;
MACHADO et al., 2011; MAISTRO et al., 1998; MAISTRO et al., 2004; NOLETO et al.,
2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011; PAZIAN et al., 2013; SILVA; MAISTRO,
2006; VICARI et al., 2008). Até o momento, apenas duas populagdes, sendo uma de C. lanei
e a outra de C. pterostictum apresentaram exceg¢do a formula cariotipica de m/sm, com um par
de cromossomos acrocéntricos no cariotipo (NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et
al., 2010).

Entretanto, o género apresenta diferencas cariotipicas, como a ocorréncia de
cromossomos supranumerarios ou cromossomos B (MAISTRO et al., 1998; PANSONATO-
ALVES et al., 2010), ocorréncia natural de triploidia (CENTOFANTE; BERTOLLO;
MOREIRA-FILHO, 2001), sitios de rDNA em diferentes posi¢cdes (CENTOFANTE;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; MACHADO et al., 2011; PANSONATO-ALVES et
al., 2010; VICARI et al., 2008); a presenca ou auséncia de cromossomos sexuais
heteromorficos ZZ/ZW (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001;
MACHADO et al., 2011; MAISTRO et al, 1998; 2004; NOLETO et al., 2009;
PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011; SILVA; MAISTRO, 2006; VICARI et al., 2008).

Nos estudos morfologicos, Characidium zebra ocupa uma posigéo basal na filogenia
de Characidium (BUCKUP, 1993). Com apoio da filogenia baseada em morfologia, Vicari et
al. (2008) propuseram que os dados citogenéticos encontrados em C. zebra, 2n = 50
cromossomos, 32m/18sm, auséncia de cromossomos sexuais heteromoérficos, um unico par
portador de Regido Organizadora de Nucléolo (RON) e heterocromatina pericentromérica
seriam estados plesiomorficos para estas caracteristicas neste género. Pazian et al. (2013)
corroboraram a posic¢do basal de C. zebra quanto as caracteristicas cromossomicas ao utilizar

o grupo irmdo Crenuchus. Pansonato-Alves et al. (2010) relataram que o segundo par
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metacéntrico em C. zebra corresponde ao par de cromossomos sexuais heteromorficos e, que
este provavelmente sofreu diversas alteragdes durante a formagao do ZW.

Em Characidium a diferenciagdo dos cromossomos sexuais heteromorficos ¢ uma
caracteristica de grande interesse em estudos evolutivos. Em C. fasciatum foi descrito um
sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW para populagdes do corrego Quinta e rio Pardo
(MAISTRO et al., 1998). Mais tarde, Centofante et al. (2003) baseados nas caracteristicas
morfologicas afirmaram que populagdes descritas por Maistro et al. (1998), como C. cf.
fasciatum, poderiam se tratar de Characidium sp. cf. C. gomesi. Populagdes de C. gomesi
apresentam cromossomos sexuais ZW em alto grau de diferenciacdo (CENTOFANTE;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; MACHADO et al., 2011; PAZIAN et al., 2013;
VICARI et al., 2008). De forma similar, as espécies C. alipioi e C. fasciatum também
apresentaram o cromossomo sexual W altamente heterocromatico (CENTOFANTE et al.,
2003; PAZIAN et al., 2013).

Vicari et al. (2008) descreveram a ocorréncia de pequena banda heterocromatica
proximal no brago longo do cromossomo Z, assim como o cromossomo W totalmente
heterocromatico no par de cromossomos sexuais em Characidium gomesi. Com estes
resultados propuseram que as diferentes morfologias dos cromossomos Z ¢ W encontradas
eram decorrentes tanto de rearranjos estruturais, quanto de amplificagdo da heterocromatina a
partir de um par ancestral similar ao Z. Posteriormente, Pansonato-Alves et al. (2010)
estudaram sete espécies de Characidium: C. zebra, C. schubarti, Characidium sp., C.
pterostictum, C. oiticicai, C. lauroi e C. lanei. Characidium zebra foi a inica a ndo apresentar
sistema de cromossomos sexuais heteromorficos e todas as demais apresentaram
cromossomos sexuais em estagios intermedidrios de diferenciagdo com a presenca de RON na
regido terminal (PANSONATO-ALVES et al., 2010).

Posteriormente, Vicari et al. (2010) obtiveram uma sonda do cromossomo sexual W
de C. gomesi sem a presenca de rDNA e mapearam sobre o cariotipo de C. lanei,
evidenciando o par ZW desta espécie portadora do rDNA 18S. Apo6s, Machado et al. (2011)
utilizaram a sonda do cromossomo W em procedimentos de pintura cromossdmica
comparativa aliada a sonda do rDNA 18S em C. zebra, C. lauroi e quatro diferentes
populagdes de C. gomesi. Estes resultados mostraram auséncia de cromossomos sexuais
heteromorficos na espécie C. zebra. Ja a espécie C. lauroi mostrou a RON nos cromossomos

Z ¢ W e um estagio inicial da diferenciacdo dos cromossomos sexuais (MACHADO et al.,
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2011). Por sua vez, uma populagdo de C. gomesi (rio Alambari) evidenciou as RONs na
regido terminal dos cromossomos sexuais altamente heterocromaticos, enquanto as demais
mostraram o W totalmente heterocromatico, sem rDNA e com diferentes morfologias
(MACHADO et al., 2011). Deste modo, estes autores propuseram que a origem dos
cromossomos sexuais em Characidium foi a partir de uma translocagdo do par portador da
RON, semelhante ao encontrado em C. zebra, para um par autossomico, formando o par
sexual ZW, segundo metacéntrico em tamanho no caridtipo, similar ao encontrado no estagio
inicial de C. lauroi. Por sua vez, em C. gomesi a RON sofreu nova translocagdo em algumas
populacdes, sendo este rearranjo positivamente selecionado e compartilhado em espécies que
apresentam alto grau de diferenciagdo heterocromatica do cromossomo W (MACHADO et
al., 2011).

Recentemente, uma sonda produzida a partir do cromossomo sexual W de C. cf.
fasciatum foi utilizada na hibridagdo in situ fluorescente nas espécies C. cf. gomesi,
Characidium sp. e na propria espécie C. cf. fasciatum, evidenciando o cromossomo W
totalmente heterocromadtico € um bloco heterocromatico pericentromérico no cromossomo Z,
em todas as espécies, com a auséncia de sitios de RON sobre os sexuais (PAZIAN et al.,
2013). A mesma sonda foi mapeada sobre o caridtipo de C. cf. zebra, C. cf. lagosantense e a
espécie de um grupo irmao Crenuchus pilurus, evidenciando nenhum sinal de hibridagao
(PAZIAN et al., 2013).

Além do processo de diferenciagdo dos cromossomos sexuais em Characidium, esta
a movimentacdo do sitio de rDNA 45S nos genomas do género. A RON presente sobre os
cromossomos sexuais € a condi¢do mais frequente, a exce¢do de C. gomesi, C. alipioi, C. cf.
fasciatum, C. cf. lagosantense e C. zebra, sendo que as duas ultimas ndo possuem
cromossomos  sexuais (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001;
CENTOFANTE et al., 2003; MACHADO et al., 2011; MAISTRO et al., 1998; MAISTRO et
al., 2004; NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011; PAZIAN et al.,
2013; SILVA; MAISTRO, 2006; VICARI et al., 2008). Desta forma, a localizag¢do fisica
destes sitios por hibridagao in situ fluorescente tem evidenciado posi¢oes diferenciadas para
algumas populagdes de uma mesma espécie (PANSONATO-ALVES et al., 2011; VICARI et
al., 2008) e algumas vezes apresentando multiplos sitios (VICARI et al., 2008).

Neste sentido, Characidium é um género de extrema importancia para a citogenética

e para estudos evolutivos. Além disso, tem sido utilizado como um dos organismos modelo de
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peixes Neotropicais em estudos da diferenciacdo sexual, devido a variagdo presente em suas
espécies, a qual ¢ decorrente de rearranjos cromossomicos e também por apresentar um

genoma dindmico resultante da movimentacao de sequéncias repetitivas.
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1.4 Microdisseccdo e pintura cromossémica

A microdisseccdo cromossomica foi originalmente desenvolvida em estudos
envolvendo bandas dos cromossomos politénicos de Drosophila como uma forma de obter
marcadores de DNA de regides cromossdmicas especificas (SCALENGHE et al., 1981). A
microdissec¢do foi utilizada para obter clones de bandas individuais dos cromossomos
politénicos, sendo conhecido como microdissec¢cdo e microclonagem. Esta técnica foi entdo
aplicada em cromossomos de ratos e posteriormente estendida para humanos (BATES et al.,
1986; ROHME et al., 1984). Atualmente a microdissec¢io tem sido amplamente utilizada em
procedimentos de pintura cromossOmica comparativa € para obtengcdo de produtos para
sequenciamento do DNA (CHEN et al., 2012; VICARI et al., 2010).

A preparagdo de sondas de cromossomos microdissectados para pintura envolve um
passo inicial de amplificagdo do genoma total (whole genome amplification - WGA). O
procedimento de WGA foi desenvolvido para aumentar a quantidade de DNA inicial em
amostras com pequenas quantidades de DNA (TELENIUS et al., 1992; ZHANG et al., 1992).
Inumeras técnicas de WGA tém sido desenvolvidas, as quais diferem em seus protocolos e
acuracia de replicagao.

O método de WGA mais utilizado apos a microdissec¢ao para aplicagdo em pintura
cromossOmica comparativa ¢ a degenerate-oligonucleotide-primed PCR (DOP-PCR). A
DOP-PCR foi desenvolvida por Telenius et al. (1992) e este método tem sido modificado por
inameros grupos de citogeneticistas para amplificacdo de cromossomos microdissectados com
aplicagdo na pintura cromossomica total (VICARI et al., 2010; WEISE et al., 2010).

A mais amplamente utilizada aplicacdo da microdisseccao ¢ a localizacao da regido
alvo no procedimento de pintura cromossdmica. Este procedimento ¢ utilizado em caridtipos
humanos rearranjados para identificar a origem da alteragdo cromossomica ou dos double
minutes com aplicagdo no diagnostico de sindromes, cancer, entre outros (ARENS et al.,
2004; MAHJOUBI; HILL; PETERS, 2006, VERMEESCH et al., 2005). Nos demais grupos
de organismos a pintura cromossOmica tem sido utilizada para identificar a origem de
cromossomos B (TERUEL et al., 2009; VICARI et al., 2011; VOLTOLIN et al., 2010); a
origem ¢ diferenciagdo dos cromossomos sexuais heteromoérficos em grupos de organismos

proximos (FUKOVA et al., 2007; HIRAIL; HIRAI; LOVERDE, 2012; MACHADO et al.,
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2011; SAHARA; YOSHIDO; TRAUT, 2012; SCHEMBERGER et al., 2011) ¢ nos estudos de
rearranjos de genomas por Z00 FISH (FERGUSON-SMITH; TRIFONOV, 2007; RENS et al.,
2007).

Nos ultimos anos houve um grande progresso no mapeamento génico nos genomas
de organismos considerados modelo para estudo. Em contradi¢do a este grande avango, no
genoma da grande maioria dos grupos de organismos, os marcadores génicos ou de DNAs
repetitivos sao escassos ou inexistentes. Nestes grupos, a microdisseccdo cromossdmica € a
clonagem de fragmentos tém sido uma alternativa rapida e eficiente para a geragdo de sondas,
principalmente aquelas de elementos repetitivos de DNA (VICARI et al., 2010). Os clones
destas bibliotecas especificas de uma regido ou banda cromossdmica podem ser utilizados em
conjuncdo com marcadores ja existentes para a constru¢do de mapas de ligacdo genético e,
mais facilmente, para a localizacdo fisica de elementos repetitivos, providenciando uma
ferramenta importante para o entendimento da estrutura cromossomica e da organizacdo de
regides especificas do genoma (ZHOU; HU, 2007).

Os estudos de citogenética comparativa tradicionalmente utilizam das analises do
padrao de distribuicdo de bandas nos caridtipos. Entretanto, quando consideramos grupos de
espécies com os genomas altamente rearranjados, ou espécies altamente divergentes, estudos
citogenéticos de comparagdo de bandas provaram ser insuficientes (CHOWDHARY;
RAUDSEPP, 2001). Desta forma, a pintura cromossdOmica comparativa associada com os
marcadores cromossdmicos classicos e moleculares tem sido o método mais apropriado para
estudos de alteragdes nos genomas e citogenética comparativa (CHOWDHARY;
RAUDSEPP, 2001; SCHEMBERGER et al., 2011). A vantagem deste método ¢ a
identificacao de regides gendmicas homologas entre espécies em procedimentos de hibridagao
in situ de cromossomos inteiros (RAB et al., 2008).

A sintese de sondas para pintura cromossomica oferece novas oportunidades para a
analise da diferenciagdo dos cromossomos de grupos de espécies (VICARI et al., 2010).
Assim, a pintura cromossomica permite a hibridagdo de sondas heterdlogas, as quais tém
revelado que grupos de ligacdo tém sido conservados para grandes segmentos gendmicos em
varios mamiferos (BEKLEMISHEVA et al., 2011; PICONE et al., 2011) e outros grupos
(BILTUEVA etal., 2011; NANDA et al., 2011).

Especificamente no grupo dos peixes Neotropicais, a microdissec¢do cromossomica

e a pintura cromossomica tém sido utilizadas para tentar elucidar a origem e composicao dos
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cromossomos Bs em algumas espécies, como por exemplo, Prochilodus lineatus
(VOLTOLIN et al., 2010) e Astyanax scabripinnis (VICARI et al., 2011). No entanto, os
cromossomos B divergem quantitativamente ao longo do tempo por meio da evolucdo de
sequéncias e qualitativamente por meio de rearranjos cromossomicos. Devido a auséncia de
pressdo de selecdo, mutagdes acumulam e a recombinagdo ¢ prevenida. Estes eventos
presumem que ha uma perda de locos funcionais nos cromossomos B (GREEN, 1990).
Devido a toda esta diferenciacdo estrutural e de sequéncias do cromossomo B, a pintura de
cromossomos B altamente diferenciados tendem a ter pouco ou nenhum reconhecimento de
sitios no complemento A e quando s3o detectados sinais visiveis, estes geralmente sdo regides
compostas de sequéncias repetitivas (em fase de elaboracdo)'.

A origem dos sistemas de cromossomos sexuais em peixes € outro tema amplamente
estudado utilizando a microdissecc¢do e a pintura cromossdmica comparativa. Na origem dos
cromossomos sexuais, dois fatores principais auxiliam na diferenciagdo entre os cromossomos
do par proto sexual por meio da perda de recombinagdo: a amplificagdo de modificadores
genéticos e rearranjos cromossomicos. Rearranjos como translocagdes e inversdes causam a
redugdo ou supressdo de Crossing over em regides proximas ao ponto de quebra. Nestas
regides onde o crossing over ficou reduzido ou ausente, existe uma tendéncia de acumulo de
sequéncias de DNA satélite ou de elementos transponiveis. Regides de acumulo de DNA
satélite (heterocromaticas) sdo conhecidas pela auséncia de crossing over. Devido a inser¢des
destes elementos e DNA satélite, as regides vizinhas adjacentes a regido sem recombinacao,
também estariam restritas ao crossing over (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH;
MARALIS, 2005). Desta forma, a geragdo de sondas para pintura a partir de cromossomos
sexuais diferenciados evidencia, em hibridagdes comparativas em um grupo de espécies,
possiveis regides do par de proto cromossomos sexuais naquelas espécies que ndo apresentam
o heteromorfismo de cromossomos sexuais, ou as regidoes homodlogas dos cromossomos
diferenciados (MACHADO et al., 2011).

Neste novo contexto, a citogenética de peixes Neotropicais busca ndo somente estudos de
comparagoes classicas, mas tenta utilizar da citogenética molecular para integrar dados com a
genOmica e entender os mecanismos que geram a variagdo e a funcdo dos segmentos
Cromossomicos.

'VICARI, M. R.; PANSONATO-ALVES, J. C.; FORESTI, F. Microdissection and Chromosome Painting. In:

OZOUF-COSTAZ, C.; FORESTI, F.; FORESTI, L. A.; PISANO, E.; KAPOOR, B. G. (Eds.) Techniques of
Fish Cytogenetics. USA: Science Publisher.
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1.5 Determinacdo cromossémica do sexo

A diferenciagdo sexual ¢ guiada por varios elementos, tais como fatores ambientais e
genéticos (KONDO et al., 2003; ZHANG et al., 2009). Quando a determinagdo sexual ocorre
por influéncia ambiental, a mesma se da na maioria das vezes por diferenca de temperatura,
diferenciagdo denominada temperatura-dependente, ocorrendo em um estagio do organismo
denominado termo-sensitivo (ZHANG et al., 2009). Existe uma imensa variedade de
mecanismos de determinacdo sexual, como em peixes, onde a determinag¢do pode ocorrer por
estimulos hormonais, sendo que andrégenos determinam sexo masculino e os estrégenos o
sexo feminino (ZHANG et al., 2009). Pode ser também por estimulos ambientais, diferentes
formas de hermafroditismo, sistemas classicos de cromossomos sexuais ZZ/ZW, XX/XY ou
multiplos (KONDO et al., 2003; SCHEMBERGER et al., 2011). Em insetos, por exemplo, a
variedade de sistemas de cromossomos sexuais ¢ muito grande, sendo que coledpteros
apresentam sistemas sexuais do tipo Xy, (POSTIGLLONI; BRUM-ZORRILLA, 1988; GOLL
et al., 2013), sistemas multiplos de cromossomos sexuais (GALIAN; HOGAN; VOGLER,
2002), cromossomos sexuais do tipo XX/XY, XX/X0 (SERRANO; YADAV, 1984); além de
sistemas XX/X0 encontrados em hemipteros (NEGRI et al., 2006), ZZ/ZW em lepidopteros
(LUKHTANOV, 2000), entre outros.

Sistema de cromossomo sexual ocorre com a presenca dos Cromossomos Ssexo
especificos. Os denominados cromossomos sexuais devem conter genes para a determinagao
do sexo. No nivel de genética molecular, existem inumeros genes relacionados com a
determinagdo sexual, porém a exata funcdo de cada um destes e seu papel na diferenciagao
dos sexos ainda nao ¢ bem compreendida, a exce¢ao de humanos (ZHANG et al., 2009).

Nos cariotipos de muitas espécies € possivel encontrar cromossomos sexuais
heteromorficos, nos quais 0s cromossomos especificos de cada sexo podem ser muito
diferenciados em morfologia. Os sistemas de cromossomos sexuais onde o macho ¢
heterogamético sao denominados XX/XY, ja quando a fémea ¢ heterogamética o sistema ¢
denominado ZZ/ZW. Para alcancar o estado de cromossomos sexuais heteromorficos, estes
cromossomos sofreram varias etapas de diferenciagdo ao longo de milhares de anos,
evoluindo a partir de um par de cromossomos autossdmico ancestral. Esta hipotese foi criada

a partir da observagao de sistemas de cromossomos sexuais em diversas etapas da evolugao,
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desde sistemas onde 0 X e 0 Y, por exemplo, sdo dificilmente distinguiveis morfologicamente
até sistemas completamente heteromorficos (MULLER, 1964). Em peixes neotropicais, estas
etapas da diversificacdo de cromossomos sexuais foram observadas em alguns grupos, a
exemplo dos géneros Triportheus, Characidium, Leporinus e familia Parodontidae (DINIZ;
LAUDICINA; BERTOLLO, 2009; MACHADO et al., 2011; PARISE-MALTEMPI et al.,
2007; SCHEMBERGER et al., 2011). Essa mesma situagdo tem sido observada para grupos
de insetos (STEINEMANN; STEINEMANN, 2005) e outros vertebrados (BULL, 1980;
EGGERT, 2004; MATSUBARA et al., 2006). Em anfibios sdo encontrados os sistemas
XX/XY e ZZ/ZW, em diferentes graus de heterocromatinizagdo (EGGERT, 2004). Em
répteis, a excecao de tartarugas, os cromossomos sexuais ocorrem na ordem Squamata, onde
também sao encontrados com diversos graus de diferenciacdo (BULL, 1980).

Na evolugdo de um par de cromossomos sexuais, a partir do par autossomico
ancestral, ocorre uma mutacdo levando a heterozigose em um dos sexos e mantendo a
homozigose no outro, estabelecendo desta forma, um sistema de cromossomos sexuais inicial
- proto cromossomos sexuais — (MATSUBARA et al., 2006). Na regido determinante sexual
deve ocorrer a supressdao da recombinacdo para manutengdo deste (s) loco (s) restrito (s) ao
cromossomo diferenciado. Em adi¢do a esta, outras mutagdes vantajosas podem ocorrer
apenas no sexo heteromorfico, permanecendo deletérias no sexo homomorfico. Estas
mutacoes levariam os dois cromossomos sexuais a sofrer diferentes pressdes seletivas,
aumentando ainda mais a supressdo na recombinacdo. Esta supressdo de recombinagdo
meidtica entre um par de cromossomos homomorficos (homdlogos), que progressivamente
acumularam os genes determinantes do sexo ¢ seguida por rearranjos cromossomicos
estruturais como delegdes, inser¢des, acumulo de elementos transponiveis e expansao de
sequéncias repetitivas (STEINEMANN; STEINEMANN, 2005).

A heterocromatina tem como componente principal unidades de DNA satélite, no
entanto, estas regides sdo também enriquecidas por elementos transponiveis, micro e
minissatélites (MAZZUCHELLI; MARTINS, 2009; SUMNER, 2003). Nas ultimas décadas
foi verificado um importante papel regulatério para os blocos heterocromaticos (SUMNER,
2003). O crescente aumento de heterocromatina também € capaz de silenciar genes vizinhos.
Durante a evolu¢do dos cromossomos sexuais, 0 cromossomo heteromorfico passa por um
processo de degeneracdo, onde se percebe o acumulo de outras mutacdes, delegdes e

duplicagdes, aumento da expansdo de sequéncias altamente repetitivas em tandem, acimulo
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de retrotransposons € a presenca de poucos genes vitais neste cromossomo. Desta forma,
mecanismos de compensacao de dose formados pelo cromossomo sexual homomorfico estao
sujeitos a selecao positiva (STEINEMANN; STEINEMANN, 2005).

Na espécie Oryzias hubbsi, o cromossomo W ¢é maior que o Z, indicando que sua
degeneracgdo ainda ndo ocorreu totalmente nesta espécie. O processo de degeneragdo comega a
se espalhar por todo o cromossomo, permanecendo neste apenas genes com vantagem Sexo-
especifico (TAKEHANA et al., 2007). O aumento da expansdo de retrotransposons e da
heterocromatina diminui ainda mais a recombinacdo entre 0S Cromossomos sexuais,
anteriormente homologos, fazendo com que cada um evolua de maneira independente. Nos
estagios finais da diferenciagdo, os cromossomos se apresentam totalmente heteromorficos
(TAKEHANA et al., 2007).

Algumas situagdes como translocagdes ou inversdes, podem tornar cromossomos
homologos assimétricos, levando a uma falta de recombinagdo entre eles, causando alteragdes
na distribuicdo de DNA satélite. Sequéncias RUSI, uma familia de DNA satélite associada
aos telomeros, encontrada exclusivamente em Rumex induratus e Rumex scutatus, foram
localizadas por hibridagdo in situ em regides centroméricas. O fato da mesma sequéncia
associada ao telomero estar presente no centrdmero, indica que mecanismos de reorganizagao
ocorreram no cromossomo, levando a uma distribuicdo diferenciada deste tipo de DNA
satélite. Esta distribui¢do diferenciada e posterior amplificacdo do DNA satélite ocorrem em
regides de cromossomos especificos tais como cromossomos sexuais, cromossomos B,
Mmicrocromossomos (NAVAJAS-PEREZ et al., 2009), entre outros, promovendo
diferencia¢do dos cromossomos em questao.

No sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW, o cromossomo heteromorfico W
geralmente ¢ parcialmente ou inteiramente heterocromatico (GUERRA, 1988).
Heterocromatina ¢ um tipo de cromatina que se encontra altamente condensado, na maioria
das vezes apresentando auséncia de atividade génica, e replicagdo tardia do DNA (GUERRA,
1988). A cromatina pode ser do tipo eucromatina ou heterocromatina. A eucromatina ¢
dividida em eucromatina constitutiva ou heterocromatina facultativa. O primeiro tipo constitui
as bandas R, onde estdo presentes genes que possuem atividade de manuten¢@o do organismo
(house keeping), como aqueles responsaveis pela replicacdo, transcrigdo e controle do ciclo
celular. Ja a heterocromatina facultativa faz parte das bandas G, que comporta genes com

fungdes tecido-especificas (HOLMQUIST; ASHLEY, 2006).
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A heterocromatina constitutiva (permanente) pode ser do tipo heterocromatina o ou
heterocromatina . O tipo o é geralmente desprovido de genes, caracterizado pela replicacao
tardia e se encontra em blocos positivos para bandamento C. Por sua vez, a heterocromatina
do tipo B € caracterizada por ser um deposito de retrotransposons. Porta alguns genes, sendo
que alguns deles podem exigir o estado heterocromatico, para permanecerem ativos. Em
Drosophila melanogaster, por exemplo, ha 297 genes dentro ou proximos de regides P
heterocromaticas, sendo apenas ativos nestas condi¢des (HOLMQUIST; ASHLEY, 2006).

A excegio de C. zebra e C. lagosantense, as espécies do género Characidium
apresentam o sistema de cromossomo sexual do tipo ZZ/ZW, sendo o cromossomo W
parcialmente ou completamente heterocromatico. Sendo assim, a obtencao do conhecimento a
respeito da dindmica de diferenciagdo dos caridtipos de Characidium, essencialmente
associada a diferenciacdo e composicdo dos cromossomos sexuais, torna necessaria a busca
por mecanismos que auxiliem a entender a origem destes cromossomos por pintura
cromossomica, importantes para um melhor entendimento também da histdria evolutiva de

Characidium.

2. Justificativa e objetivos

Os peixes Neotropicais apresentam ampla diversidade quanto a mecanismos
cromossomicos de determinacdo do sexo. Dentre os peixes Neotropicais, o género
Characidium possui espécies que podem ou ndo apresentar sistemas de cromossomos sexuais
do tipo ZZ/ZW. Neste sistema de cromossomos sexuais, a fémea apresenta heterogametia,
portando os cromossomos Z e W, sendo este ultimo parcialmente ou inteiramente
heterocromatico.

Este projeto objetivou a caracterizagdo citogenética de diversas espécies do género
Characidium, com a descrigdo cariotipica, localizagdo fisica dos sitios de rDNA 18S e 5S e o
aprofundamento de conhecimentos para a compreensdo da evolugdo do sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZW no género, por meio da obten¢do da sonda do cromossomo W e
sua localizagdo fisica nas espécies estudadas. Desta forma, foram realizadas analises

comparativas a respeito da historia evolutiva do sistema ZZ/ZW, associadas aos mecanismos
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de isolamento reprodutivo e a dindmica das bacias hidrograficas buscando entender a
especiagdo em Characidium.

Assim, foi objetivo deste projeto:

Geral

Entender o mecanismo de diferenciagdo dos cromossomos sexuais relacionando a
dindmica das bacias hidrograficas e ao isolamento reprodutivo para a especiagdo no género

Characidium.

Metas

a) caracterizar cariotipicamente diversas populagdes de diferentes espécies do género
Characidium;

b) utilizar marcadores cromossOmicos para andlises comparativas entre espécies e
populacdes em estudo;

¢) realizar uma analise comparativa da diferencia¢ao e evolucdo do cromossomo W

entre diferentes espécies de Characidium que possuem o sistema ZZ/ZW,

3. Material e métodos:

3.1 Material Bioldgico e Locais de Coleta

Para o estudo foram utilizados individuos adultos de sete espécies/populacdes
diferentes de Characidium (Figura 1): sendo 21 individuos (99/123) da espécie Characidium
zebra (rio Passa Cinco, bacia do rio Alto Tieté, Ipetina-SP), 17 (149/33) Characidium cf.
zebra (nascentes do Corrego das Cachoeiras, bacia do baixo rio Tieté, Poloni-SP), 29
(169/133) Characidium aff. zebra (foz do Cérrego das Cachoeiras, bacia do baixo rio Tieté,
Poloni-SP), 8 (69/23) Characidium pterostictum (rio Pariquera-Agu, bacia do rio Ribeira do
Iguape, Pariquera-Ag¢u-SP), 8 (39/53) Characidium sp. (Corrego das Cachoeiras, bacia do
baixo rio Tieté, Poloni-SP), 7 (1¢/63) Characidium heirmostigmata (rio Barra Grande, bacia
do rio Ivai, Prudentopolis-PR) e 18 (102/83) Characidium gomesi (rio Quebra Perna, bacia do
rio Tibagi, Ponta Grossa-PR). O material cromossdmico foi obtido via preparacao de
espécimes coletados na natureza (Licenca permanente para coleta de material zooldgico

MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1; anexo 1) ou, eventualmente, a partir do banco de
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preparacdes cromossdmicas do Laboratorio de Citogenética e Evolugdo, do Departamento de
Biologia Estrutural Molecular e Genética da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os
procedimentos estio de acordo com o Comité de Etica em Experimentacio Animal da

Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo: 07/2011; anexo 2).
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Figura 1-Destaque da regido da bacia do Alto Parana e do rio Ribeira do Iguape evidenciando os locais de coleta
representados respectivamente por letras no mapa e as espécies referentes a cada local, sendo que: A, rio Quebra
Perna, bacia do rio Tibagi/ 1-C. gomesi; B, rio Barra Grande, bacia do rio Ivai/ 2-C. heirmostigmata; C, rio
Pariquera-Agt, bacia do rio Ribeira do Iguape/ 3-C. pterostictum; D, rio Passa Cinco, bacia do Tieté, regido
Piracicaba/ 4-C. zebra; E, Corrego das Cachoeiras, bacia do baixo rio Tieté/ 5-C.cf. zebra, 6-Characidium sp.; 7-
C. aff. zebra.
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3.2 Metodologias

A obtencdo de cromossomos mitdticos foi realizada segundo a técnica de Bertollo;
Takahashi e Moreira-Filho (1978) (Anexo 3). Para a detec¢@o de heterocromatina constitutiva,
a técnica de bandamento-C foi realizada segundo Sumner (1972) (Anexo 4).

Sondas W-especificas foram produzidas a partir de cromossomos W
microdissectados de fémeas da espécie C. gomesi (Anexo 5). Os cromossomos
microdissectados foram posteriormente amplificados, utilizando-se o kit GenomePlex®

Whole Genome Amplification (Sigma), segundo as instrugdes do fabricante (Anexo 6). A
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sonda de 18S foi isolada a partir do DNA total de Prochilodus argenteus (HATANAKA;
GALETTI JUNIOR, 2004), utilizando-se os primers NS1 5>-GTAGTCATATGCTTGTCTC-
3> ¢ NS8 5’-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’ (WHITE et al., 1990) e a sonda 5S foi
obtida usando os primers A 5’-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3> e B 5’-
GCTGGTATGGCCGTAGC-3’ (MARTINS; GALETTI JUNIOR, 1999).

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, por meio de BioNick™
DNA Labeling System — Invitrogen e DIG-Nick Translation Mix- Roche Applied Science,
seguindo as regras e concentracdes determinadas pelo fabricante (Anexo 7). Para a marcagao
das sondas foi utilizado também a polymerase chain reaction - PCR- (Anexo 8), com
concentragdes adequadas de dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula reporter (por
exemplo, biotina 14 dATP, Invitrogen). Laminas contendo prepara¢des cromossomicas foram
submetidas a hibridag¢ao in situ fluorescente (FISH), de acordo com o Anexo 9.

As preparagdes cromossdmicas convencionais foram analisadas em microscopio de
campo claro Olympus Bx41. As preparagdes com fluorocromos/hibridagao in situ foram
analisadas em microscopio de epifluorescéncia, com os filtros apropriados Olympus Bx41. As

imagens foram capturadas com utilizagdo do software DP - Controler (Olympus).
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4. Resultados:

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

Capitulo I

4.1-Diferenciacdo populacional e especiacdo no género Characidium

(Characiformes, Crenuchidae): barreiras reprodutivas e cromossomicas
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Resumo

O género Characidium é o mais representativo dentro da subfamilia Characidiinae,
possui um 2n = 50 cromossomos ¢ € possivel encontrar divergéncias inter-especificas e inter-
populacionais. O sistema sexual presente no género ¢ do tipo ZZ/ZW, com variacdes de
tamanho, morfologia, quanto ao grau de heterocromatinizagdo e presenca ou auséncia de
rDNA. Intimeras espécies de Characidium ja estudadas mostraram cromossomos sexuais em
diferentes estagios de diferenciacdo, em alopatria € em simpatria. Os cromossomos sexuais
podem ter um papel importante na especiagdo se os genes para isolamento reprodutivo
estiverem ligados ao sexo. O objetivo deste trabalho foi entender o mecanismo de
diferencia¢do dos cromossomos sexuais relacionado a dindmica das bacias hidrograficas e ao
isolamento reprodutivo para a especiacdo no género Characidium. Todas as espécies deste
género estudadas possuem 2n = 50 cromossomos, com pequenas variagdes na formula
cromossOmica ¢ na distribui¢do da heterocromatina. Através da localizagdo dos sitios de
rDNA e diferenciagdo dos cromossomos sexuais, foi possivel estabelecer um cenario
evolutivo e biogeografico. Neste estudo ¢ colocado o papel da diferenciacdo dos
Cromossomos sexuais para a especiacdo em Characidium, onde apods a origem do sistema de
cromossomos sexuais em um clado, as espécies devem ter evoluido em alopatria associada ao
mecanismo de genes do isolamento reprodutivo ligados ao cromossomo Z. No estagio atual, a
observagdo de espécies simpatricas e/ou isoladas foi decorrente da dindmica evolutiva das
bacias hidrograficas estudadas, as quais sofreram inimeros processos de captura de cabeceiras
e mistura de fauna, corroborando para a extensiva especiacdo neste género de peixes

Neotropicais que apresentam pequena variagdo morfologica.
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Population differentiation and speciation in Characidium genus (Characiformes,

Crenuchidae: reproductive and chromosomal barriers

Abstract

Characidium is the most representative genus in the Characidiinac subfamily, it
possesses a 2n=50 chromosomes and it is possible to find inter-specific and inter-population
divergences. The sex chromosome system present in the genus is ZZ/ZW, which shows
variations in size, morphology, heterochromatinization degree and rDNA presence or absence.
A great number of Characidium species already studied showed sex chromosomes in different
differentiation degree, in allopatry and sympatry. Sex chromosomes may have an important
role in speciation if the reproductive isolation genes are linked to sex. The goal of this work
was understanding the mechanism of sex chromosome differentiation related to the
hydrographic basins dynamics and to the reproductive isolation to the speciation in
Characidium genus. All the studied species of this genus showed 2n=50 chromosomes, with
small variations in the chromosomal formula and in the heterochromatin distribution. Through
the rDNA sites location and differentiation of the sex chromosomes it was possible establish
an evolutive and biogeographic scenario. In this study it is placed the sex chromosome
differentiation role to the speciation in Characidium, where after the sex chromosome system
origin in a clade, the species must have an evolution in allopatry associated to the mechanism
of the reproductive isolation genes linked to the Z chromosome. In the actual stage, the
observation of sympatric and/or isolated species was due to the evolutionary dynamics of the
hydrographic basins studied, which suffered several processes of headwater capture and fauna
mixture, corroborating to the extensive speciation in this genus of Neotropical fishes that

shows little morphological variation.
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Introducéo

Os peixes da familia Crenuchidae (Characiformes) sdo relativamente pequenos, com
no maximo 15 cm de comprimento e pouca variagdo morfologica (BUCKUP, 1999).
Atualmente inclui as subfamilias Crenuchinae (composta por 2 géneros e 3 espécies) e
Characidiinae (composta por 10 géneros e 71 espécies) (FROESE; PAULY, 2013). Dentro de
Characidiinae, o género mais representativo ¢ Characidium, com 53 espécies validas
(FROESE; PAULY, 2013).

As espécies desse género possuem 2n = 50 cromossomos, em sua maioria Sao
meta/submetacéntricos (MACHADO et al.,, 2011; PANSONATO-ALVES et al., 2010).
Characidium apresenta divergéncias inter-especificas e inter-populacionais como
cromossomos supranumerarios ou cromosssomos B (MAISTRO et al., 1998; PANSONATO-
ALVES et al., 2010, 2011), ocorréncia natural de triploidia (CENTOFANTE; BERTOLLO;
MOREIRA-FILHO, 2001; PANSONATO-ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2011),
diferengas morfologicas e de tamanho nos cromossomos sexuais quando presentes e sitios de
DNAr em diferentes posicdes e quantidade (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-
FILHO, 2001; CENTOFANTE et al., 2003; MACHADO et al.,, 2011; PANSONATO-
ALVES et al., 2010; PAZIAN et al., 2013; VICARI et al., 2008).

Ao contrario de outros vertebrados como em mamiferos, por exemplo, o sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos em peixes nao ¢ uma condigcdo plesiomorfica,
possuindo diferentes origens nos diversos géneros e familias, gerando sistemas simples
distintos XX/XY, ZZ/ZW e sistemas multiplos X;X;XoXo/X1 XY, XX/XY Y2, ZZ/ZW W,
(ARTONI; BERTOLLO, 2002; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI JR, 1993;
OLIVEIRA; FORESTI; HILSDOREF, 2009; SCHEMBERGER et al., 2011, entre outros).

No género Characidium as espécies C. zebra e C. cf. lagosantense sido as tnicas até
o momento a ndo evidenciar heteromorfismo de cromossomos sexuais nas diferentes
populagdes analisadas (Quadro 1). Além disto, C. zebra retine caracteristicas morfologicas
(BUCKUP, 1993) e citogenéticas (PANSONATO-ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2011;
PAZIAN et al., 2013; VICARI et al., 2008) consideradas plesiomorficas para o grupo. A
pintura cromossOmica comparativa com as sondas W-especifica e rDNA 188, evidenciou que
o par portador da RON, semelhante ao observado em C. zebra , ao sofrer translocagdo, pode
ter originado o sistema heteromorfico do tipo ZZ/ZW observado nas demais espécies,

relacionado com o segundo par metacéntrico (MACHADO et al., 2011). Ainda, com a pintura
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cromossOmica utilizando sonda W-especifica foi possivel visualizar espécies com estagios
iniciais de heterocromatinizacdo ¢ RON presente no ZW, e outras em estagios avangados de
diferenciagdo, as quais sofreram nova translocagdo das RONs para os autossomos
(MACHADO et al., 2011).

Os mecanismos de isolamento reprodutivo sdo de grande interesse na evolugdo
(COYNE; ORR, 2004) e sao caracteristicas chave para o conceito bioldgico de espécie de
Mayr. Em uma visdo genética da especiacdo foi determinado que o isolamento reprodutivo ¢
uma propriedade de poucos locos individuais ou regides gendmicas, € ndo do genoma como
um todo (LEXER; WIDMER, 2008; QVARNSTRON; BAILEY, 2009; WU, 2001).
Atualmente, o papel da supressdo da recombinagdo entre os elementos do par cromossomico
sexual tem sido avaliado para a especiacio (MACAYA-SANZ et al., 2011; QVARNSTRON;
BAILEY, 2009). A supressdo da recombinagao facilita o acimulo de genes da especiagdo nos
cromossomos sexuais (QVARNSTRON; BAILEY, 2009). Este fenomeno determina uma
importante fun¢do para os cromossomos sexuais na especiagdo manifestada pela redugdo da
introgressao génica € no aumento da divergéncia destas regides dos genomas que divergiram
recentemente (NOSIL; FUNK; ORTIZ-BARRIENTOS, 2009; QVARNSTRON; BAILEY,
2009).

A regido Neotropical tem uma enorme diversidade de espécies de peixes, a qual pode
ser atribuida, em parte, ao efeito isolador das inumeras bacias hidrograficas existentes, cada
uma com um conjunto peculiar de organismos (MENEZES et al., 1990). Atividades
tectonicas pretéritas associadas ao complexo sistema de falhas existentes nas principais bacias
hidrograficas do Alto Parana, Sdo Francisco e Leste sdo as principais causas de diversos
eventos de captura de cabeceiras, com a consequente mistura de ictiofaunas entre bacias
vizinhas (CASTRO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2006; SERRA; CARVALHO; LANGEANI
et al., 2007). Esta caracteristica biogeografica pode ter auxiliado a dispersdo e a diferenciacao
cromossomica de espécies de Characidium (VICARI et al., 2008), bem como, a ocorréncia de
pares de espécies simpatricas e sintopicas (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-
FILHO, 2001; CENTOFANTE et al., 2003).

Deste modo, foi objetivo deste trabalho propor mecanismos envolvidos na
diferencia¢do cromossomica e no isolamento reprodutivo no género Characidium por meio da
citogenética classica e molecular e das caracteristicas biogeograficas associadas ao papel

isolador das bacias hidrograficas neste grupo de peixes Neotropical.
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Material e Métodos
Amostragem

Foram coletados individuos das populagdes/espécies Characidium zebra (rio Passa
Cinco, bacia do rio Tieté, regido do alto Piracicaba, Ipetina-SP); Characidium cf. zebra
(nascentes do Corrego das Cachoeiras, baixo rio Tieté, Poloni-SP); Characidium aff. zebra
(Foz do Corrego das Cachoeiras, baixo rio Tieté, Poloni-SP); Characidium sp. (Corrego das
Cachoeiras, baixo rio Tieté, Poloni-SP); Characidium pterostictum (rio Pariquera-Agu, bacia
do rio Ribeira do Iguape, Pariquera-A¢t-SP); Characidium heirmostigmata (rio Barra
Grande, bacia do rio Ivai, Prudentopolis-PR) e; Characidium gomesi (rio Quebra Perna, bacia

do rio Tibagi, Ponta Grossa-PR).

Preparacdes cromossémicas

As preparagdes cromossomicas das espécies analisadas foram obtidas das células do rim
anterior usando o procedimento de “air drying” (BERTOLO; TAKAHASHI; MOREIRA-
FILHO, 1978). Os exemplares analisados foram depositados no Nucleo de Pesquisas em
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupelia), Universidade Estadual de Maringa e; Museu
Nacional, Rio de Janeiro, Brasil. Os procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica no
Uso de Animais (Processo CEUA 07/2011) da Universidade Estadual de Ponta Grossa e
legislacdo brasileira vigente. As preparacdes cromossomicas foram submetidas a coloragdo
convencional por Giemsa e Bandamento C (SUMNER, 1972) para a determina¢ao do nimero
diploide, formula cromossdmica, caracterizagdo de cromossomos sexuais € posterior

utilizagdo em ensaios de hibridacdo in situ fluorescente.

Sondas cromossdmicas e de rDNA

Foram utilizadas trés sondas para mapeamento destas regides/cromossomos sobre 0s
cromossomos das espécies de Characidium: a sonda do rDNA 18S, isolada a partir do DNA
gendmico de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI JUNIOR, 2004), a qual foi
marcada com biotina pela técnica de nick translation, utilizando o composto biotina 16 -
dUTP (Nick Translation Biotin - Roche); a sonda do rDNA 58, isolada a partir do DNA
gendmico de Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI JUNIOR, 1999) marcada com

digoxigenina pela técnica de nick translation, utilizando o composto digoxigenina 11 - dUTP
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(DIG Nick Translation Mix - Roche) e; uma sonda do cromossomo W de Characidium gomesi
(populacdo do rio Quebra Perna, bacia do rio Tibagi), isolada neste trabalho pelo método de

microdissec¢do conforme descrito em Vicari et al. (2010).

Microdissecc¢ao do cromossomo W de Characidium gomesi e amplificagdo do genoma total

Foram microdissectados oito cromossomos W de Characidium gomesi da populagao
do rio Quebra Perna, bacia do rio Tibagi (PR). As microdissec¢des cromossomicas foram
realizadas em microscopio invertido IX51 (Olympus) equipado com micromanipulador
mecanico (Narishige). Para a microdissec¢ao foram utilizados capilares de vidro de didmetro
de aproximadamente 0,7 pum, os quais foram preparados utilizando o “micropipette puller”
(Narishige). Os cromossomos W microdissectados foram transferidos para um microtubo e
utilizados no método de amplificacdo de genoma total “Single Cell” - Whole Genome
Amplification (WGA-4 — Sigma-Aldrich) segundo as instrugdes do fabricante. O produto da
amplificagdo do cromossomo W foi purificado utilizando o kit GenEluteTM PCR Clean-Up
(Sigma-Aldrich). Posteriormente, o produto purificado foi utilizado como molde para a
reamplificacdo, utilizando o kit Genome Plex® Whole Genome Amplification — WGA3
(Sigma-Aldrich). Na reacdo de amplificagdo WGA3 foi incorporado o nucleotideo
digoxigenina 11 dUTP na razdo (7 dTTP : 3 digoxigenina 11-dUTP).

Hibridacé&o in situ fluorescente (FISH)

Foram realizadas duplas FISH rDNA 18S / rDNA 5S e, rDNA 18S / sonda W-
especifica nos representantes do género Characidium analisados neste trabalho. O
procedimento geral da FISH sob alta condi¢cdo de estringéncia (2,5 ng/uL. de cada sonda, 50
% formamida, 2 x SSC, 10 % sulfato dextrano, pH 7,0 — 7,2, a 37 °C overnight) seguiu o
procedimento geral descrito por Pinkel; Straume e Gray (1986). A detecg¢do do sinal foi
realizada com os anticorpos streptavidin alexa fluor 488 (Molecular Probes) e anti
digoxigenina rodamina (Roche). Os cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2
pg/mL) em meio de montagem Vectashield (Vector), e analisados em microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao sistema de captura de Imagens DP 71

(Olympus).
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Organizacao dos cariotipos

Foram analisadas cerca de 20 metafases para cada metodologia utilizada neste
trabalho e para as melhores imagens foram organizados os cariétipos. Os cromossomos foram
organizados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) subtelocéntricos (st) e
acrocéntricos (a), dependendo da sua razdo de bracos (LEVAN; FREDGA; SANDBERG,

1964), e arranjados em decréscimo de tamanho nos cariotipos.

Resultados

Todas as espécies estudadas apresentaram 2n = 50 cromossomos, com pequena
varia¢do na formula cariotipica, no entanto, com ampla variagdo quanto a presenca/auséncia
de cromossomos sexuais heteromoérficos e suas morfologias (Figuras 2 e 3), nimero e
localizagdo dos sitios de rDNA 18S e 5S (Figura 4) e cromossomos sexuais em diferentes

estagios de diferenciagdo (Figura 5).
Characidium zebra

A espécie apresentou 2n = 50 cromossomos organizados em 32m+18sm, sem
heteromorfismo de cromossomos sexuais (Figura 2a). A heterocromatina foi localizada
preferencialmente na regido pericentromérica de todos os cromossomos (Figura 2b). A dupla
FISH com sondas de DNAr 5S e 18S evidenciou um tnico sitio de rDNA 5S no brago curto
do par 17 submetacéntrico, enquanto que o rDNA 18S foi localizado na regido terminal do
brago longo do par de cromossomos submetacéntricos 23 (Figura 4a). A pintura
cromossOmica com a sonda W-especifica mostrou um padrdo disperso em todos os

cromossomos ¢ nenhum reconhecimento de um provavel par sexual (Figura 5a).
Characidium cf. zebra

Esta espécie apresentou 2n = 50 cromossomos, 32m+18sm e nenhum
heteromorfismo de cromossomos sexuais (Figura 2c¢, 2e). O bandamento C evidenciou blocos
de heterocromatina na regido pericentromérica de todos os cromossomos (Figura 2d, 2f). O
rDNA 5S foi localizado no brago curto do par submetacéntrico 17 enquanto o rDNA 18S foi
localizado nas regides terminais do braco longo dos pares metacéntricos 4 ¢ 7, € no par
submetacéntrico 23 (Figura 4b). A pintura cromossdmica com a sonda W-especifica

evidenciou marcagdes dispersas em todos os cromossomos (Figura 5b).
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Characidium aff. zebra

Esta populacdo apresentou nimero diploide de 50 cromossomos distribuidos em
32m+18sm, sem heteromorfismo de cromossomos sexuais (Figura 2g, 21). A heterocromatina
foi observada na regido pericentromérica de todos os cromossomos. No entanto, esta
populacdo mostrou um polimorfismo independente do sexo para blocos de heterocromatina
terminais no par sml7 (Figura 2h, 2j). A dupla FISH com sondas de rDNA evidenciou um
unico sitio de rDNA 5S no brago curto do par sm 17 e um intenso polimorfismo para a
localizagdo e numero de sitios de rDNA 18S (Figuras 4c e 5c). Sitios de rDNA 18S foram
localizados em todos os individuos na regido terminal do brago longo dos pares 2 e 23 e
observados presentes ou ausentes na regido terminal dos bracos curto e longo do par 17, em
sintenia com o rDNA 5S (Figuras 4c¢ e 5¢). Ainda, sitios adicionais puderam ser observados
em alguns individuos da populagdo nos pares 4, 7 e 20 (Figura 4c). A pintura cromossdmica
com a sonda W-especifica mostrou sinais dispersos pelo caridétipo com acumulo nas regides

terminais dos paresm 7, 13 e sm 17, 19 (Figura 5c).
Characidium pterostictum

A espécie apresentou 2n = 50 cromossomos, com formula cariotipica 32m+16sm+2a e
heteromorfismo de cromossomos sexuais ZZ/ZW (Figura 3a). Pequenos blocos de
heterocromatina foram evidenciados na regido pericentromérica de todos os cromossomos,
nas regides proximal e terminal do par acrocéntrico, além do cromossomo W parcialmente
heterocromatico (Figura 3b). Os sitios de rDNA 5S foram localizados nas regides
pericentroméricas dos pares m 9, 11 e 13 (Figura 4d) enquanto que a FISH com sonda de
rDNA 18S evidenciou a regido terminal do brago curto do cromossomo Z ¢ o braco longo do
cromossomo W marcados (Figura 4d e 5d). A pintura com sonda cromossomo W especifica
evidenciou localizacdo dispersa por todos os autossomos, além de estar dispersa pelo
cromossomo Z e marcando toda a extensdo do cromossomo W a excecdo da regido do sitio de

rDNA (Figura 5d).
Characidium sp.

A espécie apresentou 2n = 50 cromossomos organizados em 32m+16sm+2a, e um
heteromorfismo de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW (Figura 3c, 3e). A heterocromatina
foi localizada na regido pericentromérica de todos os cromossomos, na regido terminal de

alguns pares, na regido proximal do par acrocéntrico, bem como na regido terminal do brago
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longo do Z e no W totalmente heterocromatico, exceto na regido do sitio de rDNA (Figura 3d,
3f). Os sitios de rDNA 5S foram localizados nas regides pericentroméricas dos pares m 3 e 7,
sm 23 e 24 e na regido terminal do par m 8 (Figura 4e). J4 o sitio de rDNA 18S foi localizado
na regido terminal do braco longo dos cromossomos Z e W (Figuras 4e e 5e). A pintura
cromossomica com a sonda W-especifica marcou a banda pericentromérica do cromossomo
sexual Z e toda a extensdo do cromossomo W, a excegdo da regido do sitio de rDNA (Figura

Se).
Characidium heirmostigmata

Esta espécie apresentou 2n = 50 cromossomos subdivididos em 32m+18sm e um
heteromorfismo de cromossomos sexuais ZZ/ZW (Figura 3g, 3i). O bandamento C revelou
pequenos blocos heterocromaticos na regiao pericentromérica de todos os cromossomos, além
da banda proximal ao brago longo do cromossomo Z e o cromossomo W totalmente
heterocromatico (Figura 3h, 3j). O rDNA 5S foi localizado na regido proximal do brago curto
do par sm 19 enquanto que o rDNA 18S foi evidenciado na regido terminal do brago longo do
par metacéntrico 4 (Figura 4f e 5f). A pintura cromossdmica com a sonda W-especifica nao
evidenciou marcagdes em autossomos, porém marcou a regido pericentromérica do

cromossomo Z a totalidade do cromossomo W (Figura 5f).
Characidium gomesi

A espécie de C. gomesi, da popula¢do do rio Quebra Perna, utilizada neste estudo
para a obtenc¢ao da sonda W-especifica foi descrita citogeneticamente por Vicari et al. (2008).
Esta espécie possui 2n = 50 cromossomos € um sistema de cromossomos sexuais
heteromorficos do tipo ZZ/ZW, onde o cromossomo Z ¢ um médio m, € o cromossomo W ¢
um st um pouco maior em tamanho que o Z. Desta forma, os machos apresentaram uma
formula cariotipica de 32m + 18 sm e as fémeas 31m + 18 sm + 1st (Figura 5g). A
heterocromatina ¢ localizada pericentromérica na maioria dos cromossomos, além do bloco
proximal do brago longo do cromossomo Z e o cromossomo W totalmente heterocromaético.
Esta populagdo apresenta seis sitios de rDNA 18S (Figura 5g). A sonda W-especifica obtida
neste estudo reconheceu a totalidade do cromossomo W, a banda proximal do cromossomo Z,

além de evidenciar alguns pequenos blocos em poucos autossomos (Figura 5g).
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Discussao
VariacGes na macroestrutura cariotipica

Neste trabalho foi realizada a primeira descricdo citogenética para as espécies
Characidium sp. e C. heirmostigmata, bem como, foi realizado um aprofundamento no
tocante as metodologias moleculares para as demais espécies. O nimero diploide de 50
cromossomos foi observado em todas as espécies estudadas. Entretanto, variagdes na formula
cariotipica 32m+18sm, indicam que rearranjos cromossOmicos tiveram importancia na
diversificacdo das espécies do género. A presenca de cromossomos acrocéntricos nas espécies
C. pterostictum e em Characidium sp. pode indicar a ocorréncia de uma inversao pericéntrica
em um par de cromossomos submetacéntricos, com o posterior acumulo de heterocromatina,
similar ao ja descrito em outras populagdes de C. pterostictum (PANSONATO-ALVES et al.,
2010) e para a espécie C. lanei (NOLETO et al., 2009).

Variagdes na formula cariotipica também foram visualizadas devido a rearranjos
ocorridos durante a diferenciagdo dos cromossomos sexuais. Sao responsaveis por alteragoes
nas formulas cariotipicas o cromossomo W submetacéntrico em populagoes diferentes de C.
gomesi (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; MACHADO et al., 2011;
PANSONATO-ALVES et al., 2011) ¢ em C. lanei (NOLETO et al., 2009) ¢; subtelocéntrico
em C. gomesi (MACHADO et al., 2011; VICARI et al., 2008) ¢ C. lauroi (MACHADO et al.,
2011).

Até o momento, apenas as espécies C. zebra e C. cf. lagosantense foram descritas
por ndo apresentar cromossomos sexuais heteromorficos no género Characidium
(CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; MACHADO et al., 2011;
PANSONATO-ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2011; PAZIAN et al., 2013; SILVA;
MAISTRO, 2006). Characidium zebra apresenta o segundo par metacéntrico, considerado
possivelmente o par relacionado a origem do sistema sexual, apods sofrer translocacdo com o
cromossomo portador da RON (MACHADO et al., 2011; PANSONATO-ALVES;
OLIVEIRA; FORESTI, 2011). Neste estudo, a auséncia de cromossomos sexuais
heteromorficos foi corroborada para trés diferentes populagdes de C. zebra.

A ocorréncia de blocos heterocroméaticos centroméricos e/ou pericentroméricos, na
maioria dos autossomos, além de alguns sitios terminais ¢ a condicdo comumente verificada
no género (CENTOFANTE et al., 2003; PANSONATO-ALVES et al., 2010, 2011; PAZIAN
et al., 2013; SILVA; MAISTRO, 2006). Pequenas sdo as variagdes da heterocromatina nos
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autossomos de Characidium. Neste trabalho, as variagdes marcantes foram os blocos nos
pares acrocéntricos de Characidium sp. e C. pterostictum evidenciando um provavel papel
dos DNAs repetitivos na origem da inversao cromossdmica deste par. Ainda, o processo de
heterocromatinizagdo mais evidente ocorre na diferenciagdo do par sexual, gerando
cromossomos W parcialmente ou totalmente heterocromaticos (CENTOFANTE;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; CENTOFANTE et al., 2003; MACHADO et al.,
2011; PANSONATO-ALVES et al., 2010; VICARI et al., 2008).

Localizacao dos sitios de DNAr 18S e 5S

As espécies de Characidium descritas até o momento apresentaram um unico par
portador de rDNA 18S e outro portador do rDNA 5S, com raras excecdes para algumas
populagdes (MACHADO et al., 2011; PANSONATO-ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2011;
VICARI et al., 2008). O par cromossomico sm 23, observado também neste estudo como
portador da RON em C. zebra foi considerado um carater plesiomorfico no género
(MACHADO et al., 2011; PANSONATO-ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2011) e esteve
envolvido no mecanismo de translocacdo para a formagdo do par m 2, o qual diferenciou no
sistema ZZ/ZW (MACHADO et al., 2011; PANSONATO-ALVES et al., 2010). Deste modo,
espécies com cromossomos sexuais em fase intermediaria de heterocromatinizagao
apresentam sitios de rDNA 18S nos cromossomos sexuais (MACHADO et al., 2011;
PANSONATO-ALVES et al., 2010). Neste estudo, as espécies C. pterostictum e
Characidium sp. também apresentaram RONSs sobre os sexuais em fase intermediaria de
heterocromatinizagdo. Por sua vez, em populacdes/espécies onde a heterocromatinizacdo do
W ¢ intensa, a RON sofreu nova translocagdo para autossomos (MACHADO et al., 2011), a
exemplo das espécies C. heirmostigmata e C. gomesi estudadas neste trabalho.

Além da localizacao variada, as espécies/populagoes C. cf. zebra, Characidium aff.
zebra ¢ C. gomesi apresentaram sitios adicionais de rDNA 18S. Machado et al. (2011)
propuseram que apds a intensa heterocromatinizacdo do cromossomo W a RON teria sofrido
nova translocagdo para um par sm grande, como observado em populac¢des de C. alipioi e C.
gomesi (CENTOFANTE et al., 2003; VICARI et al., 2008). Esta condigao foi observada neste
estudo em C. gomesi, com a presenc¢a de sitios adicionais. Ja as populagoes de C. cf. zebra e
C. aff. zebra que nao possuem cromossomos sexuais apresentaram o par 23 sm semelhante ao

encontrado em C. zebra (rio Passa Cinco), além de sitios adicionais. Estes resultados reforcam
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as alteracdes de localizagdo da RON para espécies sem cromossomos sexuais em relagao
aquelas que apresentam cromossomos sexuais em fase intermediaria e avangada de
diferenciagao.

Embora ndo envolvido com a diferenciagdo do par sexual, o rDNA 5S também
apresentou uma dindmica evolutiva para as espécies de Characidium estudadas. Pansonato-
Alves; Oliveira e Foresti (2011) localizaram esta familia génica em cinco populacdes de C.
zebra e demonstraram que nesta espécie o sitio de rDNA 5S se encontra no cromossomo sm
17, no entanto, com sitios adicionais para algumas populagdes. Neste estudo, para as trés
populagdes de C. zebra sem cromossomos sexuais heteromorficos, o sitio de rDNA 5S foi
localizado sobre o par 17, enquanto para as espécies com sistemas ZZ/ZW esta familia génica
foi localizada em diferentes pares, refor¢ando uma provavel rota de diferenciacdo com niveis
baixos ou nulos de recorréncia. Ainda, Characidium aff. zebra foi a Gnica até o momento a
apresentar sitios de rDNAs 18S e 58S sinténicos no par sm 17, onde o rDNA 18S apresenta um
polimorfismo estavel, podendo estar presente ou ausente na regido terminal de ambos bragos
Cromossomicos.

Sitios de rDNAs multiplos em peixes foram observados em inumeros grupos, onde a
grande maioria destes sitios podem ser considerados pseudogenes, que podem evoluir,
formando uma classe de DNA satélite (FERREIRA; BERTOLLO; MARTINS, 2007;
MARTINS et al., 2006; SILVA et al., 2011). A dispersao destes rDNAs nos genomas de
alguns grupos de peixes demonstrou estar associada a elementos repetitivos dispersos, a
exemplo do transposons Tcl-like encontrado no espagador intergénico (ITS) da familia
ribossomal 5S em Gymnotus (SILVA et al., 2011). Em Characidium ¢é provavel a ocorréncia
de elementos repetitivos para a dispersao dos rDNAs nos genomas, contribuindo para a

diversificacao cariotipica e de espécies.

Diferenciagdo dos cromossomos sexuais

Com a utilizagdo dos marcadores cromossomicos ¢ a sonda do cromossomo W-
especifica foi possivel visualizar nas espécies de Characidium estudadas, a auséncia de
heteromorfismos em trés populagdes de C. zebra, enquanto em outras foram visualizados
estagios diferenciados de diversificagdo. Em Characidium, a translocacdo da RON, a partir de

um autossomo, em C. zebra, levou a formag¢do do proto cromossomo sexual relacionado ao
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par m 2, iniciando um processo de supressdo de recombinacdo meiotica (para uma revisao ver
MACHADO et al., 2011).

A supressao de recombinagdo meidtica entre o par de cromossomos homomorficos
(homologos), promoveu o inicio da diferenciagio entre o0s cromossomos, que
progressivamente acumulam os genes determinantes do sexo, seguido por rearranjos
cromossOmicos estruturais como delecdes, inser¢des, acimulo de elementos transponiveis e
expansao de sequéncias repetitivas (STEINEMANN; STEINEMANN, 2005). Estes
mecanismos podem ter ocorrido na diversificacdo do par sexual de Characidium, onde além
das diferentes morfologias dos cromossomos Z ¢ W destaca-se o intenso acimulo de DNAs
repetitivos, como observado com a pintura cromossomica. Nas espécies sem Cromossomos
sexuais, ha o acumulo destes DNAs repetitivos dispersos nos autossomos, enquanto em
espécies com estdgios avancados de diferenciacio os DNAs repetitivos estdo restritos
principalmente aos cromossomos sexuais. Nesta via, o entendimento da dindmica evolutiva
dos DNAs repetitivos pode auxiliar na compreensdo da diversificagdio dos cromossomos

sexuais em Characidium.

Biogeografia, cromossomos sexuais, isolamento reprodutivo e especiacao

O isolamento reprodutivo em organismos de reprodugdo sexuada ¢ gerado por uma
combinac¢do de mecanismos de isolamento pré-zigoticos ou pos-zigoticos (MAYR, 1995). Os
genes que codificam para caracteristicas de isolamento sexual sdo mais efetivos em causar a
esterilidade do hibrido quando sdo ligados aos cromossomos sexuais (QVARNSTRON;
BAILEY, 2009). Nos estagios iniciais da divergéncia ecoldgica as diferengas sdo
determinadas principalmente por genes autossdmicos, mas a evolucdo rapida dos genes
ligados ao sexo, devido a velocidade relativa de evolucao, acimulo nao aleatorio de mutagdes
e de genes, exposi¢do de genes recessivos incompativeis em hibridos e taxa de recombinacao,
leva ao importante papel na evolucdo do isolamento sexual por codificar caracteristicas com
efeito de valor adaptativo sexo especifico (caracteristicas sexuais primarias e secundarias) —

(para uma revisdo ver QVARNSTRON; BAILEY, 2009).

Este mecanismo estd de acordo com o modelo de Dobzhansky—Muller para explicar
as causas da infertilidade ou inviabilidade do hibrido (DOBZHANSKY, 1940; MULLER,
1940) e com a Regra de Haldane, onde o organismo hibrido do sexo heterogamético, tem seu

fitness reduzido em relagdo ao hibrido homogamético. Neste caso, a inviabilidade ou
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esterilidade do hibrido ocorre por alelos recessivos que apenas causardo problemas para o
organismo, através de interacdo com outros loci, quando ligados ao X/Z ¢ em hemizigose
(para uma revisio ver QVARNSTRON; BAILEY, 2009). Desta forma, ¢ suportada a hipotese
que os genes ligados ao X ou Z levariam a uma maior facilidade para a esterilidade do hibrido
e inviabilidade nas fases posteriores da especiacdo em relacdo aos autossomos (BEGUN;
WHITLEY, 2000; BETANCOURT; PRESGRAVES; SWANSON, 2002; MASLY;
PRESGRAVES, 2007; QVARNSTRON; BAILEY, 2009; TAO et al., 2003; THORNTON;
BACHTROG; ANDOLFATTO, 2006; TRUE; WEIR; LAURIE, 1996).

A presenca de espécies de Characidium vivendo em um mesmo ambiente, com
sistemas de cromossomos sexuais em diferentes niveis evolutivos, sugere a possibilidade da
ocorréncia de diferenciagdo dos cromossomos sexuais € especiacdo no género em simpatria. A
especiacdo em simpatria ocorre devido a diferenciagdo ecoldgica e isolamento sexual, que
precedem as incompatibilidades génicas intrinsecas (QVARNSTRON; BAILEY, 2009). Em
simpatria, o isolamento reprodutivo ¢ causado por um isolamento reprodutivo pré-zigdtico,
devido primeiramente a uma diferenciacdo ecologica, que pode levar a uma reducdo na
probabilidade de encontro (espacial ou temporal), acasalmento (isolamento sexual) ou sucesso
da fertilizagdo (devido, por exemplo, a incompatibilidades entre o espermatozdide e o ovo)

(QVARNSTRON; BAILEY, 2009).

Entretanto, Vicari et al. (2008) descreveram que a diferenciagao dos cromossomos
sexuais esta associada a dindmica evolutiva das bacias hidrograficas e especiagdo em alopatria
no género Characidium. Neste caso, somente apds a diferenciacdo do par proto sexual em um
clado de Characidium teriam ocorrido eventos de vicaridncia. Tais barreiras impediram o
fluxo génico entre as espécies, promovendo a evolugcdo independente do sistema de
cromossomos sexuais, em consequéncia de tal translocagdo, permitindo a divergéncia em
relacdo aos cromossomos sexuais e especiacdo em alopatria. Para as bacias hidrogréficas do
rio Sdo Francisco, complexo das bacias litoraneas brasileiras e bacia do Alto rio Parana
(Figura 6) ja foram estudadas espécies de Characidium e intimeras populagdes com

divergéncias consistentes em relacdo a diferenciacdo dos cromossomos sexuais (Quadro 1).

Alguns rios de terras altas do escudo cristalino do sul-sudeste do Brasil mostram um
intercdmbio de faunas (RIBEIRO, 2006) devido as atividades tectonicas pelas quais tem

passado desde o inicio do Terciario (AB’SABER, 1998). Essas areas que correspondem as
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regides do Alto rio Parand, bacias litordneas e também as cabeceiras da bacia do rio Sao
Francisco apresentam caracteristicas geologicas interessantes, onde um complexo sistema de
falhas e movimentos verticais de blocos impds uma aceleracdo do dinamismo fluvial, com
consequentes eventos de capturas de cabeceiras de rios e intercdmbio de faunas (ARTONI et
al., 2009; BRITSKI; SATO; ROSA, 1986; BRITTO; CASTRO, 2002; CASTRO et al., 2003;
LANGEANI, 1989; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO et al., 2006; SERRA; CARVALHO,;
LANGEANI et al., 2007, WEITZMAN; MALABARBA, 1999).

No genéro Characidium foram estudadas até o momento 14 espécies e cerca de 30
populacdes que habitam estas areas (Quadro 1, Figura 6). Destas, em duas espécies os
sistemas de cromossomos sexuais foram ausentes: C. zebra (intimeras populagdes) ¢ C.
lagosantense (MACHADO et al.,, 2011; PAZIAN et al., 2013). Characidium zebra ¢
encontrado na maioria das populagdes em simpatria e sintopia com C. gomesi (portadora de
heteromorfismo de cromossomos sexuais ZZ/ZW) sem nenhuma evidéncia de formagao de
hibridos (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; VICARI et al., 2008). As
diferentes populagdes de C. gomesi estdo amplamente distribuidas pelas bacias hidrograficas
do alto Parana e Sao Francisco e apresentam cromossomos sexuais em estagios diferentes de
diferenciagdo (Quadro 1). Porém, estes cromossomos sexuais sempre estdo altamente
heteromorficos e sdo fortes as evidéncias da barreira reprodutiva como consequéncia dos
cromossomos sexuais com morfologias diferentes nesta espécie (MACHADO et al., 2011;
PANSONATO-ALVES et al., 2011; PAZIAN et al., 2013; VICARI et al., 2008; Presente

estudo).

Outro caso interessante ¢ o par de espécies simpatrico e sintopico C. alipioi e C.
lauroi (Quadro 1) da bacia litordnea do Paraiba do Sul (CENTOFANTE et al., 2003).
Characidium alipioi apresenta cromossomos sexuais em estagio avangado de
heterocromatinizacdo (CENTOFANTE et al., 2003), enquanto posteriormente a espécie C.
lauroi foi descrita com pintura cromossomica da sonda W-especifica por apresentar um par
Z7/ZW em fase inicial de diferenciacdo e pouca heterocromatina (MACHADO et al., 2011).
Foi considerado que estas espécies divergiram em alopatria e eventos de capturas de
cabeceiras de rios tornaram as espécies simpatricas (CENTOFANTE et al., 2003). Também
espécies de outras bacias litoraneas apresentam cromossomos sexuais heteromorficos: C.
lanei, C. pterostictum, C. oiticicai e Characidium sp. (NOLETO et al., 2009; PANSONATO-

ALVES et al., 2011; Presente estudo; Quadro 1), algumas destas visualizadas em simpatria. A
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bacia litoranea ¢ formada por um grande numero de bacias hidrograficas independentes,
aliada ao efeito isolador que as cadeias de montanhas que separam os diversos vales da regiao
exercem sobre as varias populacdoes de peixes (BUCKUP, 1991). As caracteristicas
topograficas e fisiondOmicas proporcionam uma ampla gama de ambientes distintos, o que
favorece a ocorréncia de um grande nimero de espécies, cada uma das quais adaptadas a um
subconjunto particular destes ambientes, o que eleva o numero de espécies endémicas na area
(BUCKUP, 1991). Ainda, a predominancia de cursos d'agua relativamente pequenos favorece
a ocorréncia de espécies de pequeno porte, com limitado potencial de dispersdo espacial e
tendéncias de fixacdo de divergéncias genéticas interpopulacionais. Deste modo, ¢ provavel
que a ocorréncia de genes para formagao de caracteres sexuais e isolamento reprodutivo possa
estar presente nos cromossomos sexuais, mantendo estas espécies sem formacao de hibridos

em Characidium.

Por sua vez as espécies C. shubarti, C. heirmostigmata, Characidium sp. e varias
populagdes de C. gomesi sao caracteristicas de ambiente de cabeceiras de rios da bacia do alto
rio Parand (Figura 6), e devido ao pequeno potencial de dispersdo, isoladas umas das outras
em fluxo génico. Esta especiagdo em regides isoladas de cabeceiras de rios tem sido marcante
para as espécies C. shubarti, C. heirmostigmata, Characidium sp., as quais sdo encontradas
apenas em suas respectivas regides. Entretanto, C. gomesi apresenta uma maior arca de
distribuicao, mas com diferengas interpopulacionais marcantes na morfologia do par ZW e no
nimero de sitios de rDNA, as quais, possivelmente podem ser interpretadas como barreiras
reprodutivas; entretanto, esta diferenciacdo genética ainda ndo ¢ acompanhada da

diferenciagdo morfoldgica para a descricao de taxa independentes.

Além disto, a diferenciagdo cariotipica visualizada em Characidium pode contribuir
para o estabelecimento de barreiras meioticas. Os rearranjos cromossOmicos atuam como
barreiras para o fluxo génico uma vez que formas cromossdmicas diferenciadas apresentam
potencial para a formagdo de hibridos; entretanto, os rearranjos cromossdmicos agem na
segregacdo meidtica como barreiras reprodutivas pos-zigoticas (BAKER; BICKHAM 1986;
CAPANNA, 1982; KING, 1981; KING, 1993; SHAW, 1981; WHITE, 1978). Este modelo de
isolamento reprodutivo pode ser utilizado para explicar a especiagao em Characidium. Dentro
desta proposta, populagdes deste género previamente isoladas ou de cabeceiras de rios

tenderiam a acumular divergéncias genéticas ¢ estabelecer mecanismos de isolamento
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reprodutivo mais facilmente em locos ligados ao cromossomo Z, ou relacionados as barreiras

meidticas, mantendo a unidade biolégica mesmo se o contato entre as espécies for restaurado.

Este estudo propde que a especiagdo em Characidium ocorreu como consequéncia do
isolamento geografico em cabeceiras de rios entre linhagens ancestrais sem sistema de
cromossomo sexual e outra com a presenca de proto cromossomos sexuais. A diferenciagdo
populacional em diferentes bacias hidrograficas da regido Neotropical levou a observagao das
espécies atuais, sem cromossomos sexuais € com cromossomos em diferentes estagios de
diversificacdo. Nesta hipotese, durante a diferenciacdo dos cromossomos sexuais podem ter se
estabelecido mecanismos de isolamento reprodutivo consistentes em locos ligados ao Z e as
barreiras meioticas associadas a diferenciagdo cariotipica, os quais ndo poderiam ser

quebrados mesmo se o fluxo génico entre elas fosse restabelecido.
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Quadro 1- Relagédo de espécies/populagdes de Characidium estudadas quanto a variagdo da férmula cariotipica; presenca ou auséncia, e morfologia do sistema de
cromossomos sexuais; localizagdo ¢ nimero de sitios de rDNA

Espécie Local de Coleta NM FC Cromossomos Presenca de sitios de DNAr Ref
sexuais
Characidium cf. Corrego Paiol Grande, Bacia do | 1 32M+18SM Ausente RON/intersticial/brago longo/par 23 4
zebra Rio Sapucai, Sdo Bento do
Sapucai-SP
Characidium cf. zebra | Rio Machado, Bacia do Rio | 2 32M+18SM Ausente RON/subterminal/brago longo/par 23/ | 5
Sapucai, proximo de Sdo Jodo da submetacéntrico
Mata-MG
Characidium cf. Rio Paraitinga, Bacia do Alto | 3 32M+18SM Ausente RON/terminal/par 23 7
zebra Tieté, Salesdpolis-SP
Characidium cf. Rio Paraitinga, Bacia do Alto | 3 32M+18SM Ausente 18S/intersticial/brago longo/par 23; 5S | 8
zebra Tieté, Salesopolis-SP / intersticial/pares 1 e 6 ¢ um homoldgo
do par 17
Characidium cf. Rio Alambari, Bacia do Médio | 4 32M+18SM Ausente 18S/intersticial/brago longo/par 23; 5S | 8
zebra Tieté, Botucatu—SP / intersticial/par 17
Characidium cf. Rio Novo, Bacia do Médio | 5 32M+18SM Ausente 18S/intersticial/brago longo/par 23; 5S | 8
zebra Paranapanema, Avaré—SP / intersticial/par 17
Characidium cf. Rio Juba, Bacia Rio Parana, | 6 32M+18SM Ausente 18S/intersticial/brago longo/par 23; 5S | 8
zebra Nova Fernandépolis—MT / intersticial/pares 1,6,9, 17 e 18
Characidium zebra Rio Passa Cinco, Bacia do Rio | 7 32M+18SM Ausente 18S/subterminal/brago longo/par 23/ 9e
Piracicaba, Ipeuna-SP submetacéntrico PE
Characidium zebra Rio Passa Cinco, Bacia do Rio | 7 32M+18SM Ausente 18S/terminal/brago longo/par 23/ PE
Piracicaba, Ipetina-SP submetacéntrico; 5S /brago curto/par
17/ submetacéntrico
Characidium cf. Corrego Ribeirdo Claro, Bacia do | 8 32M+18SM Ausente Naio disponivel 10
zebra Rio Tieté, Rio Claro-SP.
Characidium cf. Corrego das Cachoeiras, Bacia | 9 32M+18SM Ausente 18S/terminal/pares metacéntricos 4 ¢ 7/ | PE
zebra do Baixo rio Tieté, Poloni-SP par 23 submetacéntrico; 5S / par 17/
brago curto/ submetacéntrico
Characidium aff. Corrego das Cachoeiras, Bacia | 10 32M+18SM Ausente 18S / terminal / pares 2 ¢ 23; 18S / PE

zebra

do Baixo rio Tieté, Poloni-SP

presente ou ausente/ terminal/bracos
curto e longo/par 17/sintenia 5S;
18S/sitios variaveis/pares 4, 7 e 20;
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5S/submetacéntrico/par 17

Characidium cf. Corrego Amendoim, Bacia do | 11 32M+18SM Ausente Nao disponivel 10
lagosantense Rio das Velhas, Curvelo-MG
Characidium cf. Corrego do Rio das Velhas, | 12 32M+18SM 77/7W Nio disponivel 10
fasciatum Bacia do Rio Sdo Francisco,
Curvelo-MG
Characidium lauroi Tributario do Rio Grande, Bacia | 13 32M+18SM 77/7W 18S/terminal/braco curto do Z/braco 7
Litoranea, Ubatuba-SP longo do W
Characidium lauroi Corrego  Grande, Bacia do | 14 3IM+18SM+ISTQ | ZZ/ZW(Z-M; W-ST) | 18S/terminal/brago curto do Z/brago 9
Paraiba do Sul-SP 32M+18SMJG longo do W
Characidium Rio Betari, Bacia do Rio Betari, | 15 32M+16SM+2A Z7/ZW (M) 18S/terminal/brago curto do Z/brago 7
pterostictum Apiai-SP longo do W
Characidium Rio Pariquera-Agu, Bacia do Rio | 16 32M+16SM+2A Z7/ZW (M) 18S/terminal/brago curto do Z/brago PE
pterosticum Ribeira do Iguape, Pariquera- longo do W; 5S/pericentromérico/
Acu-SP pares 9, 11 e 13/ metacéntrico
Characidium sp. Coérrego das Cachoeiras, Bacia | 17 32M+16SM+2A Z7/ZW (M) 18S/terminal/bragos longos do ZW; PE
do Baixo rio Tieté, Poloni-SP 5S/pericentromérico/ pares 3 e 7/
terminal/par 8/metacéntrico/pares 23 e
24 /pericentromérico/submetacéntrico
Characidium oiticicai | Rio Paraitinga, Bacia do Alto | 18 32M+18SMJ 77/7ZW(Z-M; W-SM) | 18S/terminal/brago curto do Z/brago 7
Tieté, Salesdpolis-SP 3IM+19SMQ longo do W
Characidium lanei Rio Barroca, Bacia do Atlantico- | 19 32M+16SM+2A 77Z/ZW(Z-M; W-SM) | 18S/terminal/brago curto do Z/brago 1
PR longo do W; 5S/pericentromério /
brago curto/ submetacéntrico ndo
identificado
Characidium lanei Corrego Cari, Morretes-PR 20 32M+18SMJ Z27/ZW(Z-M; W-SM) | 18S/terminal/brago curto do Z/brago 7
3IM+19SMQ longo do W
Characidium sp. Tributario do rio Preto, Bacia do | 21 32M+18SM 7Z/ZW(M) 18S/terminal/brago curto do Z/brago 7
Rio Preto, Itanhaém-SP longo do W
Characidium Rio Cinco Réis, Bacia do Rio | 22 32M+18SM Z7/ZW (M) 18S/terminal/brago curto do Z/brago 7
schubarti Jaguariaiva, Jaguariaiva-PR longo do W
Characidium sp. Rio Formoso, Bacia do Alto Rio | 23 32M+18SM ZZ/ZW Nao disponivel 10
Parand, Chapadao do Céu-GO
Characidium cf. Corrego Alambari, Bacia do Rio | 4 31IM+19SM@Q 77/ZW(Z-M; W-SM) | 18S/terminal/brago longo/Z ¢ W; 5S / 3
gomesi Tieté, Botucatu-SP 32M+18SMJ pericentromérico/pares 20 e 25
Characidium gomesi | Corrego Alambari, Bacia do Rio | 4 32M+18SM 77/ZW (M) 18S/terminal/brago longo/Z ¢ W/E 9

53
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Tieté-Botucatu-SP

terminal/apenas um homologo do par
19 em machos

Characidium cf. Corrego Rio da Cachoeira, Bacia | 24 32M+18SM 77/7W Nio disponivel 10
gomesi do Alto Rio Parana, Itumirin-GO
Characidium cf. Rio Novo, Bacia do Rio |25 3IM+19SMQ 7Z/ZW M) 18S/terminal/par 18/ submetacéntrico 3
gomesi Paranapanema (Médio), Avaré- 32M+18SMJ 5S/par 25
SP
Characidium gomesi | Corrego Paiol Grande, Bacia do | 1 3IM+19SM@Q ZZ/ZW(Z-M; W-SM) | 18S/terminal/braco longo/par 18 4
Rio Sapucai, S3o Bento de 32M+18SMJ'
Sapucai-SP
Characidium gomesi | Rio Machado, Bacia do Rio | 26 32M+18SM Ausente 18S/submetacéntrico 17 5
Sapucai, Sdo Jodo da Mata- MG
Characidium cf. Rio Quebra Perna, Bacia do Rio | 27 32M+18SMJ Z7Z/ZW(Z-M; W-ST) | 18S/10 sitios/teloméricos/bragos 6
gomesi Tibagi, Ponta Grossa-PR 3IM+18SM+1ST? longos ou curtos; 5S /pericentromérico/
brago curto/ metacéntrico
Characidium gomesi | Corrego Minhoca, Bacia do Rio | 28 32M+18SM Z7Z/ZW (M) 18S/terminal/par 17 9
Sao Francisco-MG
Characidium gomesi | Rio Verde, Bacia do Rio Tibagi, | 29 332M+18SM 77/7ZW(Z-M; W-ST) | 18S/terminal/pares 17 e 22/terminal/um | 9
Ponta Grossa—PR Q31M+18SM+1ST homologo dos pares 1 e 20
Characidium sp. cf. Corrego Ribeirdo Grande, Bacia | 30 30M+20SM Z77Z/7ZW (M) RON/distal/brago longo 2
C. alipioi do Ribeirdo Grande, /par 16
Pindamonhangaba-SP
Characidium Rio Barra Grande, Bacia do Rio | 31 32M+18SM 2Z/ZW (M) 18S/terminal/brago longo/metacéntrico/
heirmostigmata Ivai, Prudentopolis-PR par 4; 5S / brago curto/par PE

19/submetacéntrico

Nota:NV: Nao visivel no mapa. FC:Formula Cariotipica. NM: Numeracdo referente a localizagdo da populagao, indicada na figura 6. Rf: Referéncias: 1- NOLETO et al.,
2009; 2-CENTOFANTE et al., 2003; 3-PANSONATO-ALVES et al., 2011; 4-CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; 5-SILVA; MAISTRO, 2006, 6-
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VICARTI et al., 2008; 7-PANSONATO-ALVES et al., 2010; 8-PANSONATO-ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2011; 9-MACHADO et al., 2011; 10- PAZIAN et al., 2013;

PE: Presente Estudo.
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Figura 2. Cariotipos das populagdes de Characidium zebra, sem heteromorfismos de cromossomos sexuais. C.
zebra do rio Passa-Cinco, bacia do Piracicaba e Tiet€ (a) em coloragdo convencional por Giemsa e (b)
bandamento C sequencial; C. cf. zebra das nascentes do corrego das cachoeiras, bacia do baixo Tiéte (c, €) em
coloragdo convencional por Giemsa e (d, f) bandamento C sequencial ; C. aff. zebra da foz do corrego das
cachoeiras, bacia do baixo Tiéte (g, i) em coloracdo convencional por Giemsa e (h, j) bandamento C sequencial.
Barra =10 pum.
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Figura 3. Cariotipos das espécies de Characidium com heteromorfismo de cromossomos sexuais ZZ/ZW. C.
pterostictum do rio Pariquera-Agu, bacia do Ribeira do Iguape (a) em coloragdo convencional por Giemsa e (b)
bandamento C seqiiencial; Characidium sp. do Corrego das Cachoeiras, bacia do baixo Tiéte (¢, ¢) em coloragido
convencional por Giemsa e (d, f) bandamento C sequencial; C. heirmostigmata do rio Barra Grande, bacia do
Ivai (g, i) em coloracdo convencional por Giemsa e (h, j) bandamento C sequencial. Barra =10 pm.
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Figura 4. Cariotipos das espécies de Characidium submetidos a dupla FISH com sonda de rDNA 18S (verde) e
rDNA 5S (vermelho). Em (a) C. zebra; (b) C. cf. zebra; (¢) C. aff. zebra; (d) C. pterostictum; (e) Characidium
sp. e; (f) C. heirmostigmata. Barra = 10 pm.
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Figura 5. Cariotipos das espécies de Characidium submetidos a dupla FISH com sonda de rDNA 18S (verde) e
sonda W-especifica (vermelho). Em (a) C. zebra; (b) C. cf. zebra; (c) C. aff. zebra; (d) C. pterostictum; (e)
Characidium sp.; (f) C. heirmostigmata e; (g) C. gomesi. Barra = 10 pm.

@ C. zebra - Piracicaba Tieté @ $ Ccf.zebra- Baixo Tietd

- Characidium sp .- BaixoTieté




Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Evolutiva

59

Figura 6-Mapa da América do Sul com destaque para as bacias hidrograficas do Alto Parana, Sdo Francisco e
Litoranea. Os locais de coleta foram representados por nimeros no mapa, sendo que a populagdo referente ao
local indicado no mapa, ¢ identificada pelo respectivo niumero, na coluna NM, presente no Quadro 1.
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5.Consideracdes finais

O género Characidium possui um numero diploide mais frequente igual a 50
cromossomos, inclusive nas espécies descritas pela primeira vez Characidium sp. e C.
heirmostigmata. Entretanto, alteragdes nas formulas cariotipicas presentes nas espécies C.
pterostictum e em Characidium sp. (32m+16sm+2a) indicam que rearranjos estruturais, como
inversoes, podem ter sido importantes para variagdes no género. Alteracdes nestas formulas
cariotipicas, também podem ser devido a rearranjos envolvidos na evolugao dos cromossomos
sexuais (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2001; MACHADO et al., 2011;
NOLETO et al., 2009; PANSONATO-ALVES et al, 2011; VICARI et al., 2008).
Characidium gomesi, da populagdo do rio Quebra Perna representa este fato com a presenga
de seu cromossomo W subtelocéntrico.

O sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW comum em Characidium esta presente na
maioria das espécies estudadas até o momento, porém em niveis varidveis de diferenciacdo e
grau de heterocromatinizagdo. As espécies/populagdes de C. zebra e C. cf. lagosantense
foram as Unicas até o momento, onde um sistema de cromossomo sexual heteromorfico esta
ausente (PAZIAN et al., 2013). Naquelas onde o sistema de cromossomo sexual ocorre, a
presenga do cromossomo W total ou parcialmente heterocromdtico torna evidente a
importancia do processo de heterocromatinizagao na diferenciacdo deste cromossomo.

A evolucdo dos cromossomos sexuais mostrou possivel envolvimento com a
localizagdo dos sitios de rDNA 18S. O par cromossémico sm 23, observado como portador da
RON em C. zebra foi considerado um carater plesiomodrfico no género e esteve envolvido no
mecanismo de translocagdo para a formagdo do par m 2, o qual diferenciou no sistema
7Z7/ZW (MACHADO et al., 2011; PANSONATO-ALVES et al, 2010). Apos esta
transloca¢do o processo de diferenciagdo do sistema ZZ/ZW ocorreu principalmente por
heterocromatinizagdo. Desta maneira, as espécies com cromossomos sexuais em fase
intermediaria de heterocromatinizagdo apresentam sitios de rDNA 18S sobre os cromossomos
sexuais, como em C. pterostictum ¢ Characidium sp. Com o intenso processo de
heterocromatinizagcdo, a RON sofreu uma nova translocacao para autossomos (MACHADO et
al., 2011), a exemplo das espécies C. heirmostigmata e C. gomesi. O novo processo de

translocagdo, também pode estar associado a presenca de sitios adicionais de rDNA.
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A evolu¢ao de um cromossomo autossémico a um cromossomo sexual heteromorfico
(ZZ/ZW ou XX/XY) ¢ iniciada com uma mutacdo levando a heterozigose a um dos sexos e
mantendo a homozigose no outro, dando origem aos proto cromossomos sexuais. Além desta,
outras mutagdes vantajosas ocorreram apenas no sexo heteromorfico, sendo deletérias no sexo
homomorfico. O acimulo de genes determinantes do sexo no cromossomo heteromorfico
ocorreu como consequéncia de supressdo da recombinagdo meidtica entre o par antigamente
homoélogo. Em seguida, rearranjos cromossomicos como dele¢des, inser¢des, acimulo de
elementos transponiveis e expansao de sequéncias repetitivas levaram a diversificacao do par
sexual (MATSUBARA et al.,, 2006; MULLER, 1964; STEINEMANN; STEINEMANN,
2005).

O acumulo de genes ligados ao sexo, determinando caracteristicas sexuais primarias
e secunddarias, origina caracteristicas com efeito de valor adaptativo sexo especifico,
possuindo assim importdncia na evolucdo do isolamento sexual. Apesar das extensas
diferencas genéticas interpopulacionais, como na morfologia do par ZW e no nimero de sitios
de rDNA, a diferenciacdo morfoldgica ndo ¢ uma caracteristica marcante entre as espécies do
género. Sendo assim, as diferencas genéticas existentes podem ser interpretadas como sendo
as barreiras reprodutivas.

A explicacdo para a especiacdo no género, mesmo para as espécies vivendo em
simpatria, considera que ap6s o surgimento do proto par sexual de Characidium as
populagdes sofreram eventos de vicariancia e, quando isoladas teriam acumulado divergéncias
genéticas e mecanismos de isolamento reprodutivo, representados pela evolugdo do par sexual
Z7/ZW. Estas espécies divergiram em alopatria e posteriores eventos de capturas de
cabeceiras de rios tornaram as espécies simpatricas. O acimulo de genes ligados ao sexo e
barreiras meioticas associadas a diferenciagdo cariotipica, promoveram um isolamento
reprodutivo, que permaneceria mesmo se o isolamento geografico fosse perdido e o contato

entre estas espécies/populacdes fosse restabelecido.
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Anexo 1- Licenga permanente para coleta de material zoologicoMMA/ IBAMA/ SISBIO:

15117-1

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
_Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio

" Sistema de Autorizago e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

I Nimero: 15117-1 Data da Emiss3o: 26/03/2008 18:25

Dados do titular

Registro no Ibama: 2537361 'Nome. Marcelo Ricardo Vicari CPF:952.846.480-72
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257.355/0001-08

Observagoes, ressalvas e condicionantes

1

A participagao de pesquisador(a) esirangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizagao depende de autonzagao expedida pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia
(CNPg/MCT)

Alicenca permanente nao e vahda para a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espéces ameacadas de
extingao, b) manutengao de espécimes de fauna silvestre em cativeiro: c} recebimento ou envio de material biologico ao
exterior: d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagéo lederal ou em caverna A restrigao previsla no item d nao se aplica 4s calegorias

Reserva Particular do Patrimdnio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Proteciio Ambiental constituidas por terras privadas

O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe. bemn como dados da expedigao. que constaréo no comprovante de registro de expediciio para eventual apresentacio a fiscalizagéo.

Esta licenga permanente nac exime o seu litular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area. publica ou privada, onde sera realizada a atividade

Esta licenga permanente nao podera ser utilizada para fins comercials, industriais. esportivos ou para realizagao de ativdades inerentes ao processa de icenciamenio
ambiental de empreendimentos.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugao Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

6
7| O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (Guanda for 0 caso)
8

O orgao gestor de unidade de conservagao estadual. distrilal ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizagoes concedidas pelo [bama,
estabelecer outras condigdes para a realizagao de pesquisa nessas unidades de conservaco

O titular de licenga ou autonzagao e os membras da sua equipe deverao optar por métodos de colela e instrumentos de caplura direcionados, sempre que possivel,

8 | ao grupo taxonmico de interesse. evitando a morie ou dana significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo laxondmico de interesse em condigao in situ.

1 Otitular da licenga permanente devera apresentar. anualmente. relatorio de atividades a ser enviado por meia do Sisbio no prazo de até 30 dias apas 0 aniversano de
emisséo da licenca permanente
O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe. quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,

11 | omissdo ou falsa descricao de informagoes relevantes que subsidiaram a expedigéo do ato, poderd, mediante decisao motivada, ter a autorizagdo ou licenga
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material biologico coletado apreendido nos termos da legislagao brasileira em vigor.

12 A illct_an;a permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituigao cientifica a qual ele estava vinculado por ocasiao da
solicitagao.
Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagao que dispbe sobre acesso a componente do patrimanio genético existente No terntorio nacional, na

13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnologico.

f As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagéo

Téxons autorizados

# Nivel taxondmico Taxon(s)

1 [ORDEM Characiformes, Cypriniformes, Synbranchiformes, Perciformes, Siluriformes, Gymnotiformes

2

Destino do material biolagico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
T_| UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Cilogenetica de Peixes
2 | Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro colegao

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugao Normativa Ibama n®154/2007. Através

do

codigo de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meioc da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacdo: 61434795 II"I“'I
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Anexo 2- Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Ponta

Grossa -

B e 5
. g

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

\_,.\_,l.v.ll;“rlu VU I'.- " l\ Py \.-'-3\..' Hl‘-l AINLIVLAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA — 07/2011

Protocolo UEPG — 05057/2011

Titulo — “Citogenética Molecularem Peixes Neotropicais”.
Interessado — Dr. Marcelo Ricardo Vicari.

Data de Entrada = 31/03/2011
Resultado: Aprovado

DatalPrazo - Validade de dois anos para projetos de pesquisa.
02/05/2013

Consideragdes
Prezado Professor,

Em relacio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o
seguinte:

- APROVADO, por dois anos, para a utilizagio 30 exemplares de cada espécie/populagio
dos peixes em estudo.

Atenciosaments,

Relatério Final previsto para 90 dias apos término da vigéncia do protocolo ou no
momento da apresentagdo de um novo protocolo.

Coardenador Comissio de Ctica

Cavaleantl, Til, CEP B4, mipus LUnhsersitang
Av. Gen, Carlos n°-i ;ﬁhh“&mgw em

MMI
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Anexo 3- Obtencdo de Cromossomos Mitoticos (BERTOLLO; TAKAHASHI;
MOREIRA - FILHO, 1978)

A obtencdo de cromossomos mitdticos consiste em injetar intra-abdominalmente no
animal uma solu¢do aquosa de colchicina 0,025%, na propor¢ao de 1 ml/100g de peso. Apos
este procedimento deve-se manter o peixe em aquario bem aerado durante 50 - 60 minutos.

Anestesiar o exemplar colocando-o em um recipiente contendo benzocaina diluida a
0.01%, sacrificando-o em seguida. Retirar uma pequena por¢ao do rim anterior, transferindo-a
para cerca de 10 ml de solug@o hipotdnica (KCl 0.075M), dissociando as células com uma
seringa desprovida de agulha. Incubar em estufa a 37°C durante 25-30 minutos. Re-suspender
o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o em um tubo de centrifuga,
descartando os fragmentos de tecidos ndo desfeitos.

Acrescentar algumas gotas de fixador Carnoy (3 partes de metanol para 1 de acido
acético glacial), recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes. Centrifugar
durante 10 minutos, a 900 rpm. Descartar o material sobrenadante com uma pipeta Pasteur.
Adicionar 5-7 ml do mesmo fixador, re-suspender bem o material e centrifugar por mais 10
minutos, a 900 rpm. Repetir o Gltimo passo. Descartar o material sobrenadante e adicionar
quantidade suficiente de fixador para que se tenha uma suspensao celular moderadamente
concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e re-suspender bem o material. Acondicionar em

microtubos, podendo ser armazenado em freezer, para posterior utilizacao.

Anexo 4-Deteccédo da Heterocromatina Constitutiva: Bandamento-C (SUMNER,
1972).

As laminas contendo o material celular devem ser tratadas em acido cloridrico (HCI)
0,2N, a 37°C, durante 10 minutos, lavando-se com agua destilada logo em seguida.
Posteriormente incuba-se a preparacdo em hidréxido de Bario (Ba(OH)2 ) a 5%, recém
preparada, a 42°C, durante 1 a 2 minutos. Submergir a 1dmina em solugio de acido cloridrico

0,2N ¢ lavar com 4agua destilada. Imergir a 1amina em solugdo salina 2xSSC, a 60°C, durante
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40 minutos. Por fim lavar bem, com 4gua destilada, secar ao ar e corar com solugdo de

Giemsa a 2%, em tampao fosfato pH=6,8 durante 15 minutos.

Anexo 5-Microdissecgéo

A suspensao celular deve ser gotejada sobre uma laminula, posteriormente corada em
Giemsa 2% (v/v) por 5 minutos e lavada em 4gua destilada. As microdissec¢des
cromossomicas foram realizadas em microscopio invertido (Olympus) equipado com
microdissector mecanico (Eppendorf). Os cromossomos W de Characidium gomesi foram
microdissectados com agulhas de vidro, capilar, com pontas de aproximadamente 0,7 pm.
Ap6s a microdissec¢do, a ponta da agulha contendo o material cromossdmico foi quebrada no
interior de um microtubo, onde foi realizada a primeira amplificacdo utilizando-se o kit

GenomePlex® Whole Genome Amplification.

Anexo 6-Amplificagdo do cromossomo microdissectado e produgéo da sonda

Foram microdissectados oito cromossomos W subtelocéntricos de um individuo
fémea de Characidium gomesi, e posteriormente amplificados por meio do kit de
amplificacdo GenomePlex® Whole Genome Amplification. Os cromossomos foram alocados
em um micro-tubo de 200 um. Posteriormente adicionar 9 pm de 4gua destilada e autoclavada
no material; confeccionar o tampao lise em separado, adicionando 0,1 um de proteinase K+
1,6 um de 10X lysis. Vortexar. Em seguida, adicionar 1 pm de tampao lise ao micro-tubo
contendo os cromossomos. Misturar; incubar 0 DNA mix a 50°C por 1 hora; aquecer 99°C
por 4 minutos e transferir imediatamente para o gelo. Misturar novamente.

Adicionar 2 um do Single Cell Library Preparation 1X na amostra ¢ em seguida
adicionar também 1 pm de Solucdao Estabilizadora. Misturar bem. Aquecer a 95°C por 2
minutos; transferir para o gelo. Misturar bem. Transferir para o gelo. Adicionar 1 pm da
enzima Library Preparation. Misturar. Colocar a amostra no termociclador, com o seguinte
ciclo: 16°C—20 minutos; 24°C—20 minutos; 37°C—20 minutos; 75°C—>5 minutos e por fim
esperar esfriar a 4°C. A amostra pode ser utilizada na proxima reacdo no mesmo dia ou
estocada a 20°C negativos por até 3 dias. Para a reagao de amplificacdo, adicionar ao produto

lisado 7,5 um de Amplification Master Mix 10X; 48,5 um de agua; 5,0 pum de WGA-DNA
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polimerase. Misturar e colocar a rea¢do no termo ciclador a: 95°C—3 minutos; 94°C—30

segundos; 65°C—35 minutos, repetindo por 25X; por fim, alcangar 4°C.

Anexo 7-Marcacgéo de sondas por nick translation

As reagoes de nick translation seguiram as orientagdes do fabricante (Roche). Pipetar
os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x ul d4gua gsp; x pl sonda (equivalente a
concentragdo de 1000 pg/ul); 4 uL mix de nick translation; completar para o volume total de
20 pl; permanecer durante lhora e 30 minutos a 15° C; interromper aquecendo por 15

minutos a 65° C.

Anexo 8- Marcagao de sondas por PCR

A sonda de 18S foi marcada por meio do método PCR, usando biotina-16-dUTP
(Roche®). O PCR marcado com primers especificos foi realizado para o rDNA usando 20 ng
de molde de DNA, 1X Taq Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl), 40 uM de
dATP, dGTP e dCTP, 28 uM de dTTP, 12 uM biotina-16-dUTP, 1 uM de primers, 2mM
MgCI2 ¢ 0.05 U/uL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®).

Anexo 9-Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

As laminas, contendo as preparagdes cromossomicas, foram lavadas em PBS, por 5
minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de etanol a 70%, 85% e
100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, foram tratadas com solu¢do de RNAse (100
ng/ml) durante 1 hora, em cAmara imida a 37°C, lavadas duas vezes em solugdo de 2xSSC,
por 10 minutos e em PBS 1X, 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 ¢ desidratacdo em série de etanol a 70%, 85% ¢ 100%, 5 minutos cada banho, a
temperatura ambiente. As laminas foram entdo tratadas com formamida 70% dissolvida em
2xSSC, a 7OOC, por 5 minutos e novamente desidratadas em série de etanol a 70%, 85% e

100%, 5 minutos cada banho.
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Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pl da solucdo de hibridagdo
permanecendo overnight a 37°C, em camara Gimida contendo solugdo de 2xSSC pH 7.,0.
Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solu¢do de formamida 15% em 0,2xSSC
pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em seguida, lavadas em Tween 20, por 5 minutos; incubagao
em tampao NFDM/Anti-digoxi rodamina ou NFDM/Estreptavidina a 5%, por 1 hora em
camara umida, a temperatura ambiente. As laminas foram entdo 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) dil uido em uma solugdo “antifade” (Fluka).
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