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Resumo

Foram analisadas seis espécies/citotipos de peixes do género Eigenmannia, Eigenmannia spl,
Eigenmannia sp2, E. cf. trilineata, Eigenmannia sp ¢ dois citotipos de E. virescens de
diferentes bacias hidrograficas brasileiras, com o uso de técnicas citogenéticas bdasicas
(coloracdo com Giemsa, localizagdo das RONs pela marcacdo com nitrato de Prata e
bandamento C) e moleculares (hibridagdo fluorescente in situ com sondas de DNAr 18S e 58S,
com sondas teloméricas (TTAGGG),, com sondas para elementos retrotransponiveis Rex 1 e
Rex 3 ¢ também por microdissec¢do, amplificag@o e hibridagao in situ fluorescente com sonda
produzida a partir do cromossomo sexual Y de Eigenmannia sp2). As espécies/citotipos
analisados apresentaram intensa variagao em seus numeros diploides, de 2n=28 cromossomos
em Eigenmannia spl, 2n=31/32 em Eigenmannia sp2, 2n=34 em E. cf. trilineata, 2n=36 em
Eigenmannia sp e 2n=38 em E. virescens, além da ocorréncia de sistema sexual XX-XY no
citotipo de E. virescens do rio Ribeirdo Claro (chamado de E. virescens-XY) e auséncia desse
sistema no citotipo do rio Mogi-Guagu (chamado de E. virescens), bem como a ocorréncia de
sistema multiplo do tipo X;X;X,X,-X;X,Y em Eigenmannia sp2 do rio Araqua. O DNAr 5S
esta organizado em duas classes distintas e foi localizado em diferentes cromossomos entre
estas espécies/citotipos, mas sempre em posicdo terminal dos cromossomos, com excegao
apenas do par cromossdmico 7 de Eigenmannia spl, que possui DNAr 5S em posigdo
intersticial. Ainda, sequéncias de DNAr 5S foram localizadas no par sexual XY do citétipo de
E. virescens-XY, evidenciando uma nova caracteristica dos cromossomos sexuais deste
grupo. As RONs, identificadas pelo tratamento com nitrato de Prata e pela sonda de DNAr
18S, foram sempre localizadas em compartimentos cromossomicos distintos do DNAr 58S e,
apesar de serem localizadas em diferentes cromossomos entre as amostras analisadas,
mativeram-se conservadas durante o processo de diferenciagdo cariotipica deste grupo. A
analise da heterocromatina constitutiva, através do bandamento C, revelou que as espécies
com menor niumero cromossdmico possuem menor quantidade desta por¢do gendmica e que
0s cromossomos sexuais observados em duas espécies/citdtipos apresentam padrdes distintos
de heterocromatinizagdo. Enquanto os cromossomos X ¢ Y de Eigenmannia sp2 possuem
heterocromatina apenas em posigdo centromérica, os cromossomos sexuais de E. virescens-
XY, notadamente o X, possui grandes blocos heterocrométicos em posicdo terminal.
Experimentos de hibridagdo in situ foram realizados também usando sondas produzidas a
partir dos elementos retrotransponiveis Rex 1 e Rex 3. Para todas as espécies analisadas, tanto

o elemento retrotransponivel Rex 1 quanto Rex 3 apresentaram um padrao de dispersao



similar, sendo que os dois elementos estdo organizados em pequenos clusters e dispersos em
todos os cromossomos das espécies/citotipos analisadas, com exce¢do de Eigenmamnia sp2,
que apresentou um actmulo acentuado do elemento Rex 3 em regides centroméricas ricas em
heterocromatina. Foi produzida ainda, uma sonda a partir do cromossomo sexual Y de
Eigenmannia sp2, obtida por microdisseccdo cromossomica ¢ DOP-PCR. Essa sonda
evidenciou sinais de hibridagdo nos cromossomos Y e X e também nos blocos
heterocromaticos de alguns cromossomos autossomicos. Estas andlises, além de confirmar
hipéteses sobre a evolucdo cariotipica no género Eigenmannia, trazem novas informagdes
acerca da distribuicdo do material genético presente nos cromossomos das amostras
analisadas, fornecendo novos subsidios para o entendimento do processo de diferenciagdo

cromossOmica neste complexo grupo de peixes Neotropicais.
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Abstract

Conventional (Giemsa, Ag-NOR, C-banding) and molecular (Fluorescent in situ hybridization
with 18S and 5S rDNA probes, telomeric repeats (TTAGGG)n, Rexl and Rex3
retrotransposable elements and microdissection, amplification and fluorescent in Situ
hybridization with probes produced from the Y sex chromosome of Eigenmannia sp2.)
cytogenetic studies were carried out in six fish species/cytotypes of the genus Eigenmannia
from different Brazilian hydrographic basins. The analyzed species/cytotypes presented an
intense variation in diploid number, ranging from 2n=28 chromosomes in Eigenmannia spl,
2n=31/32 in Eigenmannia sp2, 2n=34 in Eigenmannia cf. trilineata, 2n=36 in Eigenmannia
sp to 2n=38 in E. virescens, besides the occurrence of a sex chromosome system XX-XY in
the cytotypes of E. virescens from Ribeirdo Claro river (named as E. virescens-XY) and
absence of this sex chromosome system in the cytotypes of Mogi-Guagu river (named E.
virescens), as well as the occurrence of a multiple sex chromosome system X;X;X,X5-X;X,Y
in Eigenmannia sp2 from Araqua river. The 5S rDNA is organized in two distinct classes and
was located in different chromosomes between these species/cytotypes; on the other hand, the
location in the terminal position of chromosomes was a conserved feature, with exception of
chromosome pair 7 in Eigenmannia sp1, which had 5S rDNA sites in an interstitial position.
Yet, 5S rDNA signals were detected on the XY sex chromosome of E. virescens-XY,
showing some new characteristics of sex chromosomes in this group. The NORs, identified
by silver nitrate staining and 18S rDNA probes, were always located in distinct chromosome
compartments of 5S rDNA and besides located in different chromosomes in all analyzed
samples, they remained conserved through the karyotypic differentiation process in this
group. The analysis of constitutive heterochromatin, through C-banding, revealed that species
with reduced diploid number had reduced quantity of this genomic portion and also that the
different sex chromosomes systems present in two species/cytotypes had distinct patterns of
heterochromatinization. The chromosomes X and Y of Eigenmannia sp2 had only
centromeric heterochromatin, while the sex chromosomes of E. virescens-XY, notably the X,
had great terminal heterochromatic blocks. Experiments involving in situ hybridization using
probes of Rex1 and Rex3 revealed that, for all analyzed species, both retroelements presented
similar dispersed patterns, organized in small clusters and dispersed in all chromosomes of all
analyzed species/cytotypes, except in Eigenmannia sp2, which presented great blocks of Rex3
element in centromeric areas, rich in heterochromatin. Also, a probe from the Y sex
chromosome of Eigenmannia sp2 was produced by microdissection and DOP-PCR. This

probe hybridized on both X and Y chromosomes, additionally hybridization signals were
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observed in heterochromatic segments of some autosomes. Apart from confirming some
hypothesis about karyotypic evolution of the genus Eigenmannia, these analyses bring some
new information about the distribution of genetic material on chromosomes of the analyzed
samples, providing some new material for the understanding of chromosome differentiation in

this complex group of Neotropical fish.
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Introdugao

1 Introdugéo

1.1 Considerac0es sobre a sistematica e a taxonomia de peixes

Segundo Nelson (2006), existem 54.711 espécies de vertebrados, dentre as quais
27.977 sao espécies validas e ja identificadas de peixes. Deste total, 26.761 espécies sdo
Actinopterygii (peixes com nadadeiras raiadas), 1.100 sdo Chondrichthyes (tubardes, raias e
quimeras), 108 sdo Myxinoidea e Petromyzontoidea (feiticeiras e lampréias) e oito sdo
Sarcoptrygii. As demais 26.734 espécies de vertebrados estdo incluidas no grupo dos
tetrapodas (Nelson, 2006).

A ictiofauna de adgua doce Neotropical ¢ a mais rica de todo o planeta (Schaefer,
1998). De acordo com Reis et al. (2003), das 13.000 espécies de peixes de agua doce
estimadas, aproximadamente 6.000 espécies encontram-se na regido Neotropical, das quais
4.475 sao consideradas validas e cerca de 1.550 sdao conhecidas, porém, ainda nao descritas
formalmente. A fauna de peixes de aguas continentais do Brasil ¢ a mais rica do mundo com
2.587 espécies ja descritas e existindo ainda muitas desconhecidas (Buckup et al., 2007).
Dentro desse universo de espécies de agua doce, destacam-se os representantes da superordem
Ostariophysi que representam 71% da ictiofauna de 4gua doce neotropical (Fink e Fink, 1981;
Reis et al., 2003).

Os peixes pertencentes a ordem dos Gymnotiformes, popularmente conhecidos como
“peixes elétricos” ou “peixes espada”, constituem um grupo endémico das aguas doces da
regido Neotropical (Albert e Crampton, 2003). Esta ordem possui mais de 100 espécies e 27
géneros que estdo agrupados em cinco familias: Gymnotidae, Rhamphichthyidae,
Hypopomidae, Sternopygidae e Aptenorotidae (Mago-Leccia, 1994). Uma caracteristica
peculiar dos Gymnotiformes ¢ a emissdo continua de descargas elétricas de baixas voltagens,
que esta intimamente relacionada aos héabitos noturnos ¢ ambientes de rios. Estas descargas
apresentam funcdes de eletro-localizagdo (navegacao, defesa e localizacao de presas) e eletro-
comunica¢do, podendo esta ultima func¢do inclusive, constituir uma barreira pré-zigdtica de
isolamento, dada a ocorréncia de padrdes espécie-especificos para este carater (Alves-Gomes,
2001).

Na familia Sternopygidae, o género Eigenmannia apresenta oito espécies, com data
de separagdo estimada em 16 milhdes de anos. A diversidade de espécies ndo pode ainda ser

estabelecida devido a necessidade de revisao taxondmica do género. As espécies ja descritas
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provavelmente sdo, na realidade, grupos de espécies cripticas morfologicamente identificadas

(Albert, 2001; Moysés, 2005).

1.2 Considerac0es sobre a citogenética de peixes

Os estudos citogenéticos tiveram um grande desenvolvimento nos ultimos anos,
devido basicamente a utilizacdo de novas técnicas para andalise cromossdmica, o que tem
possibilitado a Citogenética contribuir mais efetivamente nao s6 para estudos taxondmicos e
filogenéticos, como também para uma maior compreensao da estrutura cromossdmica. Em
peixes, a crescente aplicagdo de técnicas de bandamento cromossdémico, notadamente as de
bandas C e bandas de endonucleases de restrigdo, e o emprego de fluorocromos base
especificos, como a Cromomicina Az € o DAPI, permitiram ndo s6 uma melhor caracterizacao
da diversidade cariotipica, como também o entendimento das relagdes evolutivas existentes
entre diferentes taxons (revisdo em Almeida-Toledo et al., 2000b). Ultimamente, o
desenvolvimento de sondas especificas como as de genes ribossdmicos e de histonas,
constituidas por DNA de moderada repetitividade, as de DNA altamente repetitivo (DNA
satélite) e o advento da microdissec¢do cromossdmica, método que possibilita o isolamento
direto de DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida, tem possibilitado a
hibridizacdo em cromossomos metafésicos através de técnica denominada FISH (Fluorescent
in situ hybridization). Esse tipo de abordagem citogenética em nivel molecular permite, ao se
estudar por¢odes diferenciais da cromatina nos cromossomos, obter informag¢des mais precisas
acerca da presen¢a de determinadas sequéncias de DNA, detectar rearranjos cromossomicos,
determinar a origem de cromossomos, construir mapas génicos e até mesmo estabelecer
relacdes filogenéticas (revisdo em Phillips e Reed, 1996; Henning, 2007).

O estudo citogenético continuo e sistematico de determinados grupos de peixes tem
levado ao esclarecimento de questdes taxondmicas, a identificacdo de espécies cripticas,
assim como a um melhor entendimento tanto da estrutura e variabilidade cromossomica,
quanto dos processos evolutivos que envolvem o caridtipo de peixes de agua doce
neotropicais. Essa abordagem citogenética aplicada ao género Eigenmannia, a partir do final
da década de setenta, revelou que, a verificada ocorréncia de uma tnica espécie, Eigenmannia
virescens para os rios de varias bacias brasileiras, na realidade trata-se de um complexo de
espécies, com a existéncia de pelo menos cinco citotipos na bacia superior do rio Parana, dois
citotipos no rio Sao Francisco, trés na regido Amazonica, além de um extenso polimorfismo

cromossomico na ilha de Marajo (Almeida-Toledo, 2000). Além dos esclarecimentos
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citotaxonOmicos, os estudos citogenéticos nesse grupo evidenciaram a ocorréncia de distintos
sistemas de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados na maioria dos citotipos
(revis@o em Almeida-Toledo e Foresti, 2001). A aplicag@o de técnicas moleculares em alguns
desses citdtipos, como a marcagdo pelos fluorocromos Cromomicina A3 e Mitramicina,
permitiram caracterizar em duas das espécies desse complexo, as regides heterocromaticas
ligadas aos cromossomos sexuais como sendo regides ricas em pares de bases GC. Do mesmo
modo, a aplicacdo de fluorocromos e endonucleases de restricdo, aliada as técnicas de
coloragdo convencional, trouxe esclarecimentos acerca dos mecanismos envolvidos na
formagdo do cromossomo Y em Eigenmannia sp2, corroborando com uma hipdtese
anteriormente postulada que sugeria que nessa espécie a determinacdo sexual estaria
realmente relacionada a regides cromossomicas GC positivas (Almeida-Toledo et al., 2000a).

Utilizando microdissec¢do cromossomica, Henning et al. (2008), produziu sondas
para hibridagdo in situ fluorescente a partir do cromossomo sexual X de Eigenmannia
virescens (2n=38 cromossomos) ¢ do Y de Eigenmannia sp2 (2n=31, 32cromossomos). A
hibridagao in situ do cromossomo X de E. virescens em sua populagdo mais proxima, também
com 38 cromossomos, mas sem sistema cromossomico sexual diferenciado, mostrou que o
cromossomo X ¢ homoélogo a um par de acrocéntricos, condizente com o modelo proposto
para diferenciagao dos cromossomos sexuais por acumulo de heterocromatina. Ja a hibridacao
dessa mesma sonda em Eigenmannia sp2, que também possui sistema sexual, mostrou apenas
marcagdes em um par de cromossomos acrocéntricos. Por outro lado, a sonda produzida a
partir do cromossomo Y de Eigenmannia sp2 e hibridada em Eigenmannia virescens (2n=38,
XY), mostrou marcagdes em um par de metacéntricos € em um par de acrocéntricos. Em
ambos 0s casos, 0s cromossomos sexuais ndo foram marcados pelas sondas, revelando a
inexisténcia de homologia entre os sistemas sexuais dessas espécies.

Estes dados revelam que os sistemas XY em Eigenmannia ndo tiveram a mesma
origem, mas que possivelmente deram suporte aos rearranjos cromossOmicos propostos para

explicar a origem dos cromossomos sexuais nesse género (Henning, 2007).

1.3 Cromossomos sexuais em peixes Neotropicais

Diferentes sistemas de cromossomos sexuais ja foram descrito dentre os peixes
Neotropicais. Embora a maioria das espécies ndo apresente cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados, sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos ja

foram evidenciados em diferentes grupos sendo do tipo ZZ/Z0, XX/X0, ZZ/ZW, XX/XY,
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XiXaXoXo/XiXoY, XX/IXY1Ya, ZZ/IZW\Wa, 7,720727,/7,Z;W W, (Devlin e Nagahama,
2002) como muitos deles ja identificados em peixes Neotropicais (Galetti Jr. e Foresti, 1986;
Moreira-Filho et al., 1993; Almeida-Toledo, 1998; Centofante et al., 2002; Alves et al., 2006;
Oliveira et al., 2006). A heterogametia feminina, principalmente o sistema ZZ/ZW, tem sido o
mecanismo mais frequente, correspondendo a mais de 50% das ocorréncias de cromossomos
sexuais. Neste caso enquadram-se algumas espécies dos géneros Leporinus, Parodon,
Thorococarax, Potamorhina, Semaprochilodus, Cheirodon, Odontostilbe, Hypostomus,
Microlepdogaster, Loricariichthys, Opsodoras, Eigenmannia, Gambusia, (Centofante et al.,
2002), Apareiodon (Vicari, et al., 2006; Rosa et al., 2006), além de algumas espécies do
género Characidium (Maistro et al., 1998; Centofante et al., 2001, 2003; Pansonato-Alves et
al., 2010; 2011).

A ocorréncia de cromossomos sexuais heteromorficos ndo ¢ regra geral entre os
peixes. De fato, apenas cerca de 5-6% das espécies cariotipadas apresentam essa
caracteristica, correspondendo ao redor de 55 casos descritos (Moreira-Filho et al., 1993;
Almeida-Toledo e Foresti, 2001). Entre os sistemas simples, como no sistema ZZ/ZW, a
heterocromatina estda associada a diferenciagdo morfologica desses cromossomos,
principalmente do cromossomo W (Galetti Jr. e Foresti, 1986; Feldberg et al., 1987; Bertollo
e Cavallaro, 1992; Moreira-Filho et al., 1993; Andreata et al., 1993; Artoni et al., 2001;
Artoni e Bertollo, 2002; Centofante et al., 2002; Vicari et al., 2008, Pansonato-Alves et al.,
2010). Entretanto, entre os sistemas multiplos, os rearranjos estruturais estdo associados com
a diferenciagao desses sistemas, principalmente a translocacdes e fusdes (Moreira-Filho et al.,
1993; Bertollo et al., 1997; Bertollo e Mestriner, 1998).

Por sua vez, ¢ também interessante ressaltar que a coexisténcia de diferentes sistemas
de cromossomos sexuais nao ¢ um atributo do grupo dos peixes como um todo, mas pode ser
também verificada entre espécies de uma mesma familia assim como de um mesmo género,
evidenciando processos de evolugdo independente desses sistemas (Moreira-Filho et al., 1993;

Jesus e Moreira-Filho, 2000; Almeida-Toledo e Foresti, 2001; Centofante et al., 2002).

1.4 Citogenética molecular e microdissec¢ao cromossdmica

A crescente aplicacdo da metodologia de citogenética molecular possibilitou um
aumento significativo do conhecimento sobre a estrutura e o comportamento dos
cromossomos durante a mitose ¢ a meiose, assim como a descricdo de alteracdes

cromossOomicas nao identificadas através das analises cromossdmicas convencionais.
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Os estudos genéticos e citogenético-moleculares tém demonstrado que a identifiacdo
das sequéncias de DNA e genes podem ser muito uteis como ferramentas para definir a
estrutura e revelar a organizacdo e evolucdo do genoma das espécies, além da grande
possibilidade de sua localizagdo nos cromossomos ser utilizada como marcador citogenético
entre diferentes espécies.

Marcadores citogenéticos e genéticos baseados na estrutura da molécula de DNA tém
sido desenvolvidos para emprego na aquicultura, com o objetivo de melhorar tragos
importantes dos estoques de peixes, como o aumento do crescimento e a resisténcia a
doengas. De modo semelhante, diversos marcadores moleculares vém sendo utilizados para a
constru¢ao de mapas genéticos, que podem oferecer beneficios particulares para a aqjiiicultura,
especialmente para a identificacdo de estoques, analises de caracteristicas quantitativas,
cruzamentos seletivos e acesso a variabilidade genética das populacdes. Os mapas genéticos
sdo de grande importincia também para estudos comportamentais, morfologicos,
filogeograficos e evolutivos, entre outros.

Atualmente os mapas genéticos podem ser construidos de trés maneiras: (1) pelo
mapeamento fisico, que localiza segmentos de DNA nos caridtipos das espécies por
metodologias citogenéticas; (2) por método do estabelecimento de mapas genéticos de
ligacdo, que se destinam a ordenar os marcadores moleculares nos cromossomos baseando-se
na freqliéncia de recombinacdo entre os locos génicos; e (3) o Ultimo tipo de mapa que se
baseia no seqiienciamento completo de nucleotideos do genoma de uma espécie (Martins et
al., 2004). Em ciclideos, que representam um grupo de peixes bastante estudados atualmente,
a construcao de bibliotecas gendmicas para o mapeamento genético das espécies esta voltada
para as espécies africanas como Oreochromis niloticus (Katagiri et al., 2001) e Haplochromis
chilotes (Watanabe et al., 2003). Além disto, ja existe descrito na literatura um mapa genético
de ligacdo construido a partir de microssatélites e AFLPs (Anonymous Fragment Length
Polymorphisms) (Kocher et al., 1998) e o primeiro mapa fisico que retne todos os tipos de
sequéncias repetitivas ja mapeadas nos cromossomos de Oreochromis niloticus (Martins et
al., 2004).

Os rearranjos cromossomicos envolvendo fusdo céntrica de dois cromossomos
subtelocéntricos ou acrocéntricos, com a forma¢ao de um unico cromossomo metacéntrico,
sdo denominados de fusdes Robertsonianas (Robertson, 1916). Este tipo de rearranjo
cromossOmico caracteriza-se como um dos mais importantes na evolug¢do cariotipica dos
vertebrados (Holmquist e¢ Dancis, 1979). Um pré-requisito para a formagdo das fusdes

Robertsonianas seria a ocorréncia de inativacao ou eliminacao dos telomeros (Zakian, 1997).
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O DNA telomérico, considerado um DNA minisatélite, estd presente em praticamente todos
eucariotos e localiza-se na porcao terminal dos bragos dos cromossomos, denominados
telomeros, cuja funcao estd relacionada a manutengdo da estrutura cromossomica. Esse DNA
repetitivo, composto de um numero variavel de repeticdes (TTAGGG), em cadeia, resolve um
problema funcional que ¢ inerente a replicacdo de moléculas lineares de DNA que constituem
os cromossomos (Griffiths et al., 2001).

A microdissec¢ao cromossdmica ¢ um método confidvel para o isolamento direto de
DNA de qualquer regido citogeneticamente reconhecida. O material dissecado pode ser usado
para varias aplicagdes, incluindo o estabelecimento de sondas para FISH, construcdo de
bibliotecas cromossomicas banda-especificas e o mapeamento fisico dos cromossomos para
analise citogenética. A técnica de microdissecc¢do foi introduzida inicialmente em citogenética
humana (Bates et al., 1986), com a constru¢do de uma biblioteca do cromossomo 2, usando-se
muitos fragmentos cromossdmicos dissecados de metafases ndo coradas ou bandeadas.
Posteriormente, Ludecke et al. (1989) publicaram um procedimento de microdissec¢dao no
qual foi utilizada a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) para amplificar as pequenas
quantidades de DNA dos fragmentos cromossomicos dissecados. Esse método foi
aperfeicoado por Senger et al. (1990) que dissecaram com sucesso bandas especificas de
cromossomos bandeados com a técnica GTG. No inicio da década de 90, Meltzer et al. (1992)
e Deng et al. (1992) desenvolveram a técnica de micro-FISH, na qual a microdissec¢do
cromossOmica ¢ seguida pela amplificacdo do material dissecado via PCR, utilizando-se um
primer degenerado (DOP - Degenerated Oligonucleotide Primer). O produto desses PCR ¢
entdo utilizado como sonda para FISH.

A técnica de micro-FISH permite a localizagdo cromossomica de sequéncias
especificas, a deteccdo de anormalidades cromossomicas e a “pintura” de cromossomos
inteiros. Em humanos, esta técnica, aliada as metodologias de citogenética classica, tem sido
uma poderosa ferramenta da genética clinica na caracterizacdo de complexos rearranjos
cromossomicos (Meltzer et al., 1997; Wiltshire et al., 2001; Nuntakarn et al., 2002; Hu et al.,
2004; entre outros). No contexto da evolucdo cromossomica, a metodologia de micro-FISH
tem sido utilizada na identificagdo dos rearranjos cromossomicos envolvidos no processo
evolutivo de primatas (Taguchi et al., 2003; Nieves et al., 2005; Neusser et al., 2005),
cervideos (Li et al., 2005) e roedores (Fagundes et al., 2000; Marchal et al., 2004).

A compactacdo do genoma dos vertebrados de sangue-frio distingue-se
consideravelmente quando comparada a dos vertebrados de sangue-quente e essa diferenga

seria umas das dificuldades que impossibilitariam a obtencdo de bandas longitudinais
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estruturais nos cromossomos dos peixes (Galetti Jr e Martins, 2004). A constatacdo desta
impossibilidade ocasionou um “gap” em relagdo a nomenclatura, pareamento e descricao de
processos estruturais que envolvem determinadas regides cromossdmicas em peixes.
Levando-se em consideragdo que a pintura cromossdmica tem sido amplamente utilizada em
estudos citogenéticos e evolutivos em outros grupos, ela pode caracterizar-se como uma
tecnologia muito promissora a ser empregada na andlise de homologias e diferenciagao
cromossomica em peixes. Recentemente, Henning et al. (2010) utilizaram sondas
confeccionadas a partir dos cromossomos X e Y microdissectados de duas espécies do género
Eigenmannia com grande sucesso, realizando inferéncias sobre a origem dos cromossomos
sexuais nas espécies estudadas.

Em outro estudo, Diniz et al. (2008) utilizaram uma sonda elaborada apos
microdissec¢do do cromossomo Z de Triportheus nematurus, que foi hibridada sobre os
cromossomos de varias outras espécies desse mesmo gé€nero. Os resultados obtidos foram
significativos. Nos machos, observou-se uma hibridagao completa do cromossomo Z, ou seja,
a sonda sintetizada teve homologia total entre essas espécies. Nas fémeas, além da hibridacao
completa do cromossomo Z, o cromossomo W mostrou sinais reduzidos de hibridagao
distribuidos preferencialmente nos bragos curtos ¢ na regido intersticial dos bracos longos
desse cromossomo, variando de acordo com a espécie analisada.

Os testes de hibridagdo da sonda Z em outros géneros de Characidae (Chalceus sp,
Brycon sp, Astyanax scabripinnis, Astyanax fasciatus e Salminus hilarii) foram sempre
negativos. A auséncia de hibridagdo da sonda Z de Triportheus nos cromossomos das espécies
dos demais géneros testados, além de evidenciar claramente a independéncia na diferenciagdo
dos cromossomos sexuais, reforca também a proposta de que o sistema ZZ/ZW deve
representar, de fato, uma condi¢do sinapomorfica caracteristica no género Triportheus,
possivelmente pré-datando a especia¢ao nesse grupo. Diante destes resultados, foi confirmada
a hipdtese de que o cromossomo Z ¢ conservado em Triportheus, e que o cromossomo W das
diferentes espécies mostra-se distinto, tanto em relagdo ao tamanho quanto a distribui¢do da
heterocromatina foi confirmada. Portanto, essa metodologia apresenta-se como uma
ferramenta citogenética bastante poderosa, uma vez que além de evidenciar as regides
eucromaticas, mostrou também que o cromossomo W passou por provaveis rearranjos
adicionais envolvendo essa por¢do cromatinica.

Neste sentido, o conhecimento da estrutura molecular dos cromossomos das
espécies/citotipos de Eigenmannia, bem como o mapeamento fisico para visualiza¢do da

distribuicao de sequéncias génicas especificas (DNAr, elementos transponiveis, histonas) e a
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analise dos cromossomos sexuais por pintura cromossomica podem fornecer informacgdes
significativas sobre os mecanismos de diversificagdo cromossomica e contribuir com estudos

filogenéticos e evolutivos neste grupo de peixes.
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2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho consistiram em desenvolver a analise do cari6tipo e
aprofundar os estudos citogenéticos-moleculares em espécies/citotipos de Eigenmannia que
apresentaram 2n=28; 2n=31,32; 2n=34; 2n=36 e 2n=38 cromossomos que ocorrem hos
componentes hidrograficos das bacias do rio Grande, Tieté, Paranapanema ¢ Amazonas, com
a finalidade de:

a) ampliar o conhecimento sobre a estrutura cromossdmica neste grupo de peixes,
estabelecendo e comparando a constitui¢do cariotipica de espécies que ocorrem
principalmente nos componentes da bacia hidrografica do Alto Rio Parana;

b) mapear a localizagdo dos genes de DNA repetitivo (DNA ribossémico 5S e
18S) identificando sua posi¢do cromossomica e relagdo entre espécies (citotipos), com a
utilizagdo da técnica de hibridag¢ao in situ fluorescente (FISH);

c) ampliar o0 mapeamento cromossdmico dos representantes deste grupo, com o
uso de novos marcadores citogenéticos, como as sequéncias para elementos retrotransponiveis
Rex 1 e Rex 3.

d) analisar a distribui¢do cromossdmica das sequéncias teloméricas (TTAGGG),,
por hibridag¢ao in situ fluorescente (FISH), identificando possiveis rearranjos cromossomicos;

e) realizar a microdisseccao diferencial dos bracos do cromossomo neo-Y de
Eigenmannia sp2, a amplificagdo do seu material genético por DOP-PCR e a marcagdo com
fluorocromos distintos, produzindo sondas especificas para cada brago cromossomico;

f) hibridar as sondas produzidas (item €) em cromossomos mitoticos € meioticos
para a correta identificagdo, bem como analise e comportamento durante a meiose, dos

cromossomos envolvidos na formag¢ao desse cromossomo sexual.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

No presente trabalho foram analisadas sete espécies/citdtipos de peixes do género
Eigenmannia (Tabela 1). Apds cada coleta foram preparadas suspensdes celulares para
obteng¢do e andlise dos cromossomos mitdticos e retirados fragmentos do figado (fixados em
etanol 95%) para estudos moleculares. Todos os exemplares coletados foram fixados em
formol 10%, conservados em alcool 70%, identificados e depositados na cole¢ao de peixes do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia, UNESP de
Botucatu-SP.

[ | Eigenmannia cf. trilineata W Figenmannia sp2
% Eigenmannia spl ® Eigenmannia sp
[1Eigenmannia virescens

E Eigenmannia virescens - XY

Figura 1. Mapa do Brasil indicando os locais de coleta de espécies/citotipos de Eigenmannia

analisadas neste estudo.
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Tabela 1. Exemplares de Eigenmannia analisados neste estudo, localidades de coleta e metodologia utilizada.

Espécie/
Citétipo

Eigenmannia
spl
Eigenmannia

sp2
E. cf. trilineata

Eigenmannia

sp
E. virescens

E. virescens -
XY

Exemplares
Analisados

059
063
109
083
089
063
012
013
112
097
012
013

Mogi-
Guagu

Araqué

Acre

Hortela

Mogi-
Guagu
Ribeirdo

Claro

Bacia
Hidrogréfica

Mogi-Guagu

Tieté

Amazonas

Paranapanema

Mogi-Guagu

Tieté

Municipio

Araras-SP

Botucatu-SP

Rio Branco-
AC

Botucatu-SP

Araras-SP

Rio Claro-SP

Giemsa,
DNAr
RONs e
5S e 18S

Banda C

X X

X X

X X

X X

X X

X X

Telomeros  Rex 1 Rex 3 Sonda Y DNArsS
(Clones)
X X X
X X X . <
X X
X X
X X X <
X X X




12
Materiais € Métodos

3.2 Métodos

A andlise citogenética convencional envolveu os métodos de estimulacdo de mitose
(Cole e Levans, 1971), preparacdo direta de células renais (Foresti et al., 1981), marcagdo das
Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs) com nitrato de Prata (Howell e Black, 1980) e
identificacao dos padroes de distribui¢dao da heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972).

A andlise citogenética molecular envolveu os métodos para localizagcdo cromossomica
do DNAr 5S e 18S, com sondas Rex 1 e Rex 3, das sequéncias teloméricas (TTAGGG), com
a técnica de hibridagdo fluorescente in situ (FISH) e também microdissecgdo, amplificacdo e
hibridagdo in situ fluorescente com sondas produzidas a partir do cromossomo sexual Y de

Eigemannia sp2.

3.2.1 Obtencao de células mitdticas

Com o objetivo de se obter um maior indice mitotico nas preparacgdes foi utilizada a
técnica de inje¢do prévia nos animais de uma solugdo de fermento biologico, descrita por Cole
e Levan (1971) para anfibios e répteis e adaptada por Oliveira et al. (1988) para peixes, que
consistiu em:

1. preparar de uma solucdo de fermento bioldgico (Fleischmann) na seguinte
proporcdo: 0,5 g de fermento, 0,5 g de actcar e 7 ml de dgua destilada. A solugdo ¢ incubada
em uma estufa a 37 ° C por cerca de 20 minutos;

2. injetar a solugdo na regido dorso-lateral do peixe, na propor¢do de 1 ml/100 g de
peso do animal, que é deixado em aquario bem aerado por um periodo de 48 horas,
aproximadamente;

3. proceder a técnica para a obten¢do de cromossomos mitoticos.

3.2.2 Obtencéo dos cromossomos metafasicos mitoticos

A técnica utilizada para obten¢do dos cromossomos metafasicos seguiu a descri¢cdo de
Foresti et al. (1981), com algumas adaptagdes. Essa metodologia envolveu a inibigdo da
polimerizagdo dos microtubulos pela colchicina, a hipotoniza¢do das células em suspensdo in
vitro e a fixacdo celular pela mistura de metanol/acido acético. O procedimento consistiu em:

1. anestesiar o animal em solu¢ao de benzocaina a 0,01%;
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2. sacrificar o animal, retirando o rim anterior. Transferir o material para uma
pequena placa de vidro, contendo 10 ml meio de cultura RPMI previamente aquecido em
estufa a 37 °C;

3. dissociar o material com o auxilio de pingas de dissec¢dao, complementando esse
processo com o auxilio de uma pipeta Pasteur, até obter uma solugdo aquosa homogénea;

4. adicionar 2 gotas, com uma seringa de 1ml, de colchicina a 0,01% e levar a estufa
a 37 °C por 30 minutos;

5. centrifugar (1000 rpm) por 10 minutos e descartar o sobrenadante;

6. acrescentar 10 ml de solugdo hipotdnica de KCI (0,075M) previamente aquecida a
37C ° e levar a estufa 37C ° por 21 minutos;

7. retirar da estufa, colocando 10 gotas de fixador gelado (metanol e 4cido acético na
propor¢do de 3:1, respectivamente); agitar levemente a mistura com uma pipeta Pasteur e
deixar repousar por 5 minutos a temperatura ambiente;

8. adicionar cerca de 10 ml de fixador e novamente agitar a mistura; levar a
centrifuga (1000 rpm) por 10 minutos;

9. pingar o material em ldminas;

10. deixar secar ao ar.

As laminas podem ser guardadas no congelador durante muito tempo e serem

utilizadas posteriormente para aplica¢do de diferentes técnicas de bandamento cromossdmico.

3.2.3 Coloracéo convencional com Giemsa

As preparacdes cromossOmicas depositadas nas laminas passaram pelo seguinte
processo de coloragdo:

1. solucdo de Giemsa a 5 % em tampao fosfato (pH=6,7) por 10 minutos.

3.2.4 Caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolo (Ag-NORs)

Esta técnica ¢ caracterizada pela reacdo quimica da Prata metalica com as proteinas
acidicas que compdem o complexo de proteinas nas Regides Organizadoras de Nucléolo. O
procedimento utilizado seguiu a técnica descrita originalmente por Howell e Black (1980),
utilizando duas solugoes:

Solugdo A: (solucdo coloidal reveladora): 1g de gelatina muito bem dissolvida em 50

ml de agua destilada. Acrescenta-se 0,5 ml de 4cido formico.
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Solucao B: (solucdo de nitrato de Prata): 1g de AgNO; dissolvida em 2 ml de agua
destilada.

Essas solugdes, uma vez preparadas, sdo mantidas em frascos escuros, a 4° C.

O procedimento para coloragao das NORs ¢ o seguinte:

1. hidrolisar o material por 3 minutos em HCI 1N a 60°C;

2. secar as laminas, pingar sobre o material uma gota da solugdo A, duas gotas da
solucdo B e cobrir com laminula;

3. deixar as laminas sobre um suporte no interior de um banho-maria a 60°C por
alguns minutos até que a mistura das solugdes se torne marrom dourada.

4. lavar a lamina em agua destilada, deixar secar e corar com Giemsa 5% em tampao
fosfato (pH = 6,7) por 10 segundos.

5. deixar secar ao ar.

3.2.5 Deteccédo da heterocromatina constitutiva (bandamento C)

Essa técnica caracteriza-se pela a¢do sequencial de acido, base e solugdo salina para
eliminar seletivamente o DNA cromossomico, permanecendo intactas somente regides de
heterocromatina, mais compactadas. O procedimento foi seguido conforme descrito por
Sumner (1972), com adaptacdes, e consistiu em:

1. hidrolisar as laminas por 25 minutos em HCI 0,2N a temperatura ambiente e lavar
em agua destilada;

2. passar por uma solu¢do saturada de Ba(OH), por cerca de 15 segundos e lavar em
agua destilada;

3. lavar rapidamente em HCI 1N a 60°C, lavando, em seguida, em agua destilada;

4. incubar por 25 minutos em 2XSSC (pH = 6,8), a 60°C;

5. corar por aproximadamente 10 minutos com Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH =

6,7).

3.2.6 Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de figado ou musculo preservadas
em etanol, utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA) conforme

instrugdes do fabricante.
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3.2.7 Preparacéo das sondas de DNA para hibridacéo fluorescente in situ (FISH)

3.2.7.1 Preparacao das sondas de DNAr 18S e 5S

A sonda de DNATr 18S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Eigenmannia sp2, usando os primers 18S F (5’CCG CTT TGG TGA CTC TTG
AT 3%) e 18S R (5’CCG AGG ACC TCA CTA AAC CA 3’). Esta sonda foi marcada com
Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) por PCR e a detec¢do do sinal de hibridagao
foi realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Os parametros
para marcagao foram: 31 pl de d4gua Mili-Q, 5 pl de tampao da enzima Taq polimerase (10X),
5 ul de MgCl12 (25mM), 1 ul de dATP, dCTP e dGTP e 0,7 ul de dTTP (2mM cada), 0,8 ul
de Digoxigenina-11-dUTP, 1ul de cada primer (10mM), 0,5 pl de Taq polimerase (5U/uL) e
2 pl de DNA molde. Total da reagdo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

94°C ---- 2 min
95°C ---- 45 seg

35 ciclos 72 °C ---- 1 min e 30 seg
72 °C ---- 5 min

12°C ---- manuteng¢ado

A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR (Polymerase Chain Reaction) a partir do
DNA total de Characidium cf. zebra, usando os primers 5S F (5°’TAC GCC CGA TCT CGT
CCG ATC 3’) e 5S R (5’CAG GCT GGT ATG GCC GTA ACG 3’). Esta sonda foi marcada
com Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) por PCR, a detec¢do do sinal de hibridagao
foi realizada usando Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) e os parametros para marcagao
foram: 33 pl de agua Mili-Q, 2 pl de tampdo da enzima Taq polimerase (10X), 5 pl de MgCl12
(25mM), 1 pl de dATP, dCTP e dGTP e 0,5 ul de dTTP (2mM cada), 2 pl de Biotina-16-
dUTP, 1 pl de cada primer (10mM), 0,5ul de Taq polimerase (SU/uL) e 2 ul de DNA molde.
Total da reagdo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condicdes:
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95°C ---- 5 min
95°C ---- 1 min
35 ciclos 55°C ---- 45 seg
72°C ---- 1 min
72 °C ---- 7 min

12 °C ---- manutengao

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.

3.2.7.2 Preparacao da sonda telomérica

A sonda utilizada para deteccdo de sequéncias teloméricas foi amplificada e marcada
por PCR, usando digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science). Na auséncia de DNA
molde, foram usados primers (TTAGGG)S e (CCCTAA)S e os parametros para marcacao
foram: 33,9 ul de agua Mili-Q, 5 pl de tampao da enzima Taq polimerase (10X), 2 pul de
MgCI12 25mM), 1 pl de dATP, dCTP e dGTP e 0,7 pul de dTTP (2mM cada), 1 pul
Digoxigenina-11-dUTP, 1,5 ul de cada primer (10mM), 0,4 ul de Taq polimerase (SU/uL) e 1
ul de DNA molde. Total da reagdo: 50 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

95°C ---- 10 min
94°C ---- 45 seg
35 ciclos 50°C ---- 1 min
68°C ---- 1 min
68 °C ---- 7 min

12 °C ---- manuteng¢ao

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.
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3.2.7.3 Preparacao de sondas para elementos retrotransponiveis Rex 1 e Rex 3

As sondas utilizadas para deteccdo de sequéncias transponiveis foram amplificadas e
marcadas por PCR, usando digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science) a partir do DNA
total de Eigenmannia sp2 e E. virescens, usando os primers para o elemento retrotransponivel
Rex 1 - RTXI-FI (5-TTCTCCAGTGGCCTTCAACACC-3’) e RTXI-RI (5-
TTCCTTAAAAAATAGAGTCTGCTC-3’) e para o Rex 3 RTX3-F1I (5-
TACGGAGAAAACCCATTTCG 3’) e RTX3 —R1 (5’- AAAGTTCCTCGGTGGCAGG -
3”). Os parametros para marcagao foram: 17,5 ul de dgua Mili-Q, 2,5 ul de tampao da enzima
Taq polimerase (10X), 1 ul de MgCl12 (25mM), 0,5 ul de dATP, dCTP e dGTP ¢ 0,5 pul de
dTTP (2mM cada), 0,5 pl de Digoxigenina-11-dUTP, 0,5 pl de cada primer (10mM), 0,3 pl
de Taq polimerase (SU/uL) e 1 ul de DNA molde. Total da reagao: 25 pl.

O programa de PCR utilizado apresentou as seguintes condigdes:

95°C ---- 5 min
95°C ---- 40 seg
35 ciclos 55°C ---- 40 seg
72°C ---- 2 min
72°C ---- 5 min

12°C ---- manuteng¢do

Os produtos gerados foram checados em gel de agarose 1%.

3.2.8 Microdissec¢do cromossomica

Os procedimentos para a microdissec¢do cromossomica, segundo o procedimento
estabelecido por Miithlmann et al. 1995, consistiram em:

1. Diluir uma aliquota da suspensdo celular final no fixador (metanol: 4cido acético na
proporcao 3:1), respectivamente.

2. Pingar a suspensao em laminulas. Secar o material ao ar e cora-lo com solucao
Giemsa diluida a 5% em tampao fosfato (KH,PO.s 0,06M e Na,HPO; 0,449M, pH 6.8)
durante 8-10 minutos.

3. Lavar as laminulas com agua destilada e deixa-las secar ao ar.
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4. Colocar a laminula contendo a preparagdo celular num microscopio invertido
(Axiovert 100 — Zeizz) e proceder a microdissec¢cdo dos cromossomos com o auxilio de uma
agulha de wvidro ligada a um micromanipulador mecéanico (Eppendorf). Foram
microdissecados 15 cromossomos Y de Eigenmannia sp2.

5. Colocar os cromossomos microdissecados num tubo de PCR.

3.2.8.1 DOP-PCR

Este procedimento de PCR consistiu numa amplificagdo inespecifica dos
cromossomos microdissectados com o uso de um primer degenerado (DOP-Degenerate
Oligonucleotide Primer), conforme proposto por Telenius et al., (1992). A DOP-PCR
compreendeu duas etapas de amplificacdo, sendo uma de baixa estringéncia (primeira PCR) e

outra de alta estringéncia (segunda PCR e PCR de marcac¢io).

3.2.8.2 Primeira PCR

Na primeira amplifica¢do, condi¢des de baixas temperaturas permitiram o anelamento
do primer degenerado e a extensao de varios sitios no genoma.

Num tubo de 0,2 ml, foi preparado um mix contendo os seguintes reagentes:

Agua milli-Q autoclavada 6,0 ul
Tampao Termosequenase (10X) 1,0 ul
dNTP (2 mM cada) 1,0 pl
Primer DOP (10 pul) 1,0 pl

ApOs a adicao dos cromossomos microdissectados ao tubo de 0,2 ml, contendo 9,0 ul
mix de DOP-PCR, estes foram aquecidos 95°C por 10 min e centrifugados brevemente. Em
seguida, acrescentou-se 1,0 pl da enzima Termosequenase 4U/ul (Thermo Sequenase Cycle
Sequencing Kit, USB). As amplifica¢des foram realizadas num termociclador PTC-200™

Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Inc.) de acordo com as seguintes condi¢des:
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94°C --3min
94°C --1min e 30seg
12 ciclos 37°C --2min
37°C --1min, subindo 0,2°C/seg até 72°C
72°C --2min

94°C --1min e 30 seg
30 ciclos 62°C --1min
72°C --2min

Manutengao a 4°C

Os produtos da reacao de amplificacdo foram checados em gel de agarose a 1%;

3.2.8.3 Segunda PCR

A segunda amplificacdo foi preparada para um volume final de 50 pl num tubo de 0,2

ml, com os seguintes reagentes:

Agua milli-Q autoclavada 30,0 ul
Tampao da enzima (10X) 5,0 ul
MgCl; (50 mM) 1,5 ul
dNTP (2 mM cada) 5,0 ul
Primer DOP (10 pl) 5,0 ul
Taq (5U/ul) 0,5 ul
DNA (produto da primeira PCR) 3,0 ul

Posteriormente, a amplificacdo foi realizada de acordo com as seguintes condicdes:

90°C --3min

90°C --1min e 30 seg
30 ciclos 56°C --1min e 30seg

72°C --1min e 30seg

Manutengdo a 4°C
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Os produtos da reagdo de amplificagdo foram checados em gel de agarose a 1%.

3.2.8.4 PCR de marcacao

Na PCR de marcagao foram utilizados os reagentes descritos abaixo para um volume

final de 50 ul. As condigdes de amplificagdo foram as mesmas descritas para a segunda PCR.

Agua milli-Q autoclavada 30,7 ul
Tampao da enzima (10X) 5,0 ul
MgCl, (50 mM) 1,5 ul
dATP (2 mM) 1,0 ul
dCTP (2 mM) 1,0 pl
dGTP (2 mM) 1,0 pl
dTTP 2mM) 1,0 pl
Digoxigenina 11 dUTP (1 mM) 0,7 ul
Primer DOP (10 pl) 5,0 ul
Taq (5U/ul) 0,5 pl
DNA (produto da segunda PCR) 3,0 ul

Os produtos da reacdo de amplificacdo foram checados em gel de agarose a 1%.

3.2.9 Hibridacao in situ fluorescente (FISH)

A aplica¢do da técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada com
base em procedimentos adotados por Pinkel et al. (1986), com adapta¢des implementadas
pelo Laboratério de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia
IBB/UNESP.

O procedimento adotado foi o seguinte: preparar as laminas (pingar a suspensao
celular em laminas e deixar secar ao ar; colocar 100 pl de RNAse 40 pg/ml sobre a laminula;
aderir a lamina sobre essa laminula e deixar em camara imida a 37° C por 1 hora e 30
minutos; a 1amina foi lavada duas vezes em 2xSSC durante 10 minutos cada para desidrata-las

em série alcodlica 70%, 85% e 100% gelada durante 10 minutos cada; a lamina foi
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mergulhada em formamida 70% em 2xSSC por 3 minutos a 70° C; novamente foi desidratada
em série alcodlica 70%, 85% e 100% a -20° C por 5 minutos cada; e secou ao ar).

Em seguida, foi preparada a solucdo de hibridacdo adicionando ao tubo contendo a
sonda 30 pl de formamida (concentragdo final 50%); 12 ul de sulfato de dextrano 50%
(concentracdo final 10%); 6 ul de 20xSSC (concentracdo final de 2XSSC); colocar no
termociclador a 95° C por 10 minutos e passar imediatamente ao gelo). Proceder, entdo, a
hibridacdo, colocando 60 pl de solucdo de hibridagdo sobre a laminula; inverter a lamina
sobre a laminula; e manteve as ldminas com o material voltado para baixo em camara imida
(2xSSC) a 37°C overnight). Realizar, em seguida, as lavagens (lavar em 2xSSC em
temperatura ambiente; lavar em formamida 50% por 15 minutos a 37° C; lavar em 2xSSC por
15 minutos a 37° C por uma vez; lavar em 2xSSC por 15 minutos a temperatura ambiente; e
lavar em 4xSSC a temperatura ambiente).

A detecg@o da sonda foi feita, colocando-se sobre uma laminula 0,1 pl de avidina-
FITC 0,07% em 70 pl de tampao C (0,1M de bicarbonato de sodio, pH 8,5 e 0,15M de NaCl);
a lamina ¢ invertida sobre essa laminula e deixada por 1 hora em camara imida com 2xSSC a
37° C; em seguida a preparacao ¢ lavada em tampao de bloqueio (NaHCO3 1.26% / citrato de
sodio 0,018% / Triton 0,0386% em agua destilada pH 8,0 e leite em pd desnatado 1%) recém-
preparado a 42° C; a preparacdo ¢ lavada por 3 vezes por 5 minutos cada com agitacdo; a
lamina ¢ escorrida e seca por baixo. Colocar sobre a laminula 80pL de anti-avidina biotina-
conjugada 2,5% (2 ul de anti-avidina estoque em 78 pl de tampao de bloqueio) e inverter a
lamina sobre a laminula; deixar em camara imida com 2xSSC a 37° C por 30 minutos; lavar
em tampao de bloqueio trés vezes por 5 minutos cada com agitacdo; aplicar novamente o
FITC e fazer as lavagens com o tampdo de bloqueio, como descrito anteriormente; lavar em
4xSSC/Triton 0,2% duas vezes por 3 minutos cada com agitagdo; escorrer as laminas e deixar
secando ao ar; apoOs isso as laminas foram montadas com DAPI contendo antifade e

observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-61).

3.3 Estudos Cariotipicos

As preparagdes cromossOmicas convencionais, com fluorocromos e com hibridagao in
situ foram analisadas em fotomicroscopio optico (Olympus BX61), estabelecendo-se o
nimero dipléide modal (contagem minima de 30 metadfases cromossOmicas por espécime)
presente em cada espécie/populacdo amostrada no presente trabalho. As melhores metafases

foram capturadas com software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics). As imagens com
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fluorocromos foram capturadas separadamente (utilizando filtros UV especificos) e
sobrepostas no mesmo software Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics).

Os cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop versdo 11.0 -
Adobe System e organizados em pares de homoélogos em classes e ordem decrescente de
tamanho para a montagem dos caridtipos, sendo classificados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), com base no trabalho de
Levan et al. (1964). Considerando a similaridade morfologica e uma melhor distribui¢do no
cariétipo, os cromossomos metacéntricos € submetacéntricos constituiram um unico grupo
cromossomico e os elementos classificados como subtelocéntricos e acrocéntricos formaram

um segundo grupo de cromossomos.
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4 Resultados e Discussao

O género Eigenmannia caracteriza-se como um grupo de peixes que apresenta padroes
morfolégicos complexos, o que o torna um grupo de dificil identificagdo taxonomica
(Campos-da-Paz, 1997). Os estudos citogenéticos realizados em representantes deste grupo
revelam a existéncia de grande variabilidade cromossdmica entre espécies e populagdes, com
a ocorréncia, inclusive, de espécies/citotipos com diferentes sistemas cromossomicos de
determinag@o sexual (Henning et al., 2010). Essa diversidade cariotipica pode ser atribuida ao
isolamento reprodutivo dos representantes deste género, que poderiam se constituir em
agrupamentos com baixa vagilidade e, portanto, com poucas possibilidades de
compartilhamento de modificagdes estruturais particulares dos cromossomos (Moysés et al.,
2010).

No presente trabalho, os resultados obtidos sdo agrupados e discutidos em tdpicos
especificos, buscando-se encontrar e comparar um padrio de evolugdo cromossdmica entre os

diferentes marcadores utilizados.

4.1 Macroestrutura cariotipica

A andlise citogenética das seis espécies/citotipos de Eigenmannia evidenciou a
ocorréncia de numero diploide variavel, de 2n=28 cromossomos em Eigenmannia sp1 (Figura
2a), 2n=31/32 em Eigenmannia sp2 (Figuras 3a e 4a), 2n=34 em Eigenmannia cf. trilineata
(Figura 5a), 2n=36 em Eigenmannia sp (Figura 6a) e 2n=38 em Eigenmannia virescens, além
da ocorréncia de sistema sexual XX-XY no citdtipo de E. virescens do rio Ribeirdo Claro
(chamado de E. virescens-XY) (Figuras 7a e 8a) ¢ auséncia desse sistema no citotipo do rio
Mogi-Guagu (chamado apenas de E. virescens) (Figura 9a), bem como a ocorréncia de
sistema multiplo do tipo X;X;X,X,-X;X,Y em Eigenmannia sp2 do rio Araqua (Figuras 3a e
4a). Esta grande variabilidade cromossomica observada corrobora dados obtidos em estudos
anteriormente realizados neste género (Almeida-Toledo et al., 1985; Almeida-Toledo et al.,
1996) e aponta para a importancia da citogenética como ferramenta taxondmica, pois este
grupo ¢ reconhecidamente confuso do ponto de vista taxondmico, principalmente pela falta de
padrdes e variagdes morfoldgicas.

O caridtipo de Eigenmannia spl ¢ constituido por 14 cromossomos m/sm e 14

cromossomos st/a (Figura 2a). O cariotipo dos exemplares machos de Eigenmannia sp2 ¢
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constituido por nove cromossomos m/sm e 22 cromossomos st/a (Figura 3a), enquanto os
exemplares fémeas possuem caridtipo com 8 cromossomos m/sm e 24 st/a (Figura 4a).
Eigenmannia cf. trilineata apresentou cariétipo com 18 cromossomos m/sm e 16
cromossomos st/a (Figura 5a). Eigenmannia sp apresentou caridtipo com 0ito cromossomos
m/sm e 28 cromossomos st/a (Figura 6a). Os dois citotipos de Eigenmannia virescens
apresentaram cariotipo com 16 cromossomos m/sm e 22 cromossomos st/a (Figuras 7a, 8a e
9a). No entanto, entre estes dois citdtipos foi observado um polimorfismo estrutural de
tamanho no par cromossomico 9 dos exemplares machos coletados no rio Ribeirdo Claro,
relacionado ao sistema sexual XY existente (Figuras 8a e 9a). A aplicacdo da técnica FISH
com sonda telomérica (TTAGGG), evidenciou sinais de hibridagdo em posicao final de todos
os cromossomos de todas as espécies/citotipos analisados, além de sitios intersticiais

teloméricos no par metacéntrico nimero 2 de Eigenmannia sp1 (Figura 2e).
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Figura 2. Caridtipos de Eigenmannia spl (exemplares machos e fémeas) corados com Giemsa (a),
apos bandamento C (b) e apos hibridagao in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde)
(d). Em (c), metafase evidenciado as RONSs ativas em posi¢do final do par 3 e em (e) hibridagdo in situ

com sonda telomérica evidenciado sitios teloméricos intersticiais (ITS) no par 2.

As variagdes quanto a morfologia cromossOomica entre os representantes de
Eigenamnnia analisados sdo significativas ¢ apontam para um padrdo de diferenciacdo que
possivelmente culminou com a diminui¢do acentuada do nimero diploide em Eigenmannia
spl e Eigenmannia sp2. Ainda, a formagdo do par metacéntrico nimero 2 de Eigenmannia
spl deve ter ocorrido em um evento de fusdo recente, tendo em vista os ITS ainda visiveis
(Figura 2e). A estrutura cariotipica das amostras analisadas que pertencem a bacia do rio

Parana possui um padrdo bem estabelecido de organizagdo cariotipica, principalmente em
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relagdo ao nimero de cromossomos metacéntricos/submetacéntricos, quando comparados aos
cromossomos subtelocéntricos/acrocéntricos, pois espécies/citotipos com menor numero
diploide possuem mais cromossomos com dois bragcos e as espécies/citotipos com maior
numero diploide possuem mais cromossomos acrocéntricos. No entanto, os representantes de
E. cf. trilineata da bacia Amazonica, que possuem 2n=34 cromossomos, apresentam mais
cromossomos metacéntricos do que Eigemannia spl (2n=28) ¢ Eigenmmania sp2 (2n=31/32)
e menos cromossomos acrocéntricos do que Eigenmannia sp (2n=36) e os citotipos de E.

virescens (2n=38) (Figura 12).
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Figura 3. Caridtipos de exemplar macho de Eigenmannia sp2 corados com Giemsa (a), apds
bandamento C (b) e apos hibridagdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde) (d).
Em (c), metafase evidenciado as RONs ativas em posi¢do intesticial do par 10. Em (e), metafase
corada com DAPI e apds hibridagdo in situ com sonda telomérica (f). Nao sdo observados sitios

teloméricos intersticiais no cromossomo sexual Y.

A analise cuidadosa do cariétipo de E. cf. trilineata (presente estudo) e de E. virescens
da bacia Amazonica (Silva et al., 2009) em compara¢do aos cariotipos dos demais
representantes de Eigenamnnia da bacia do rio Parana, permite apontar que os representantes
de Eigenmnnia destas bacias seguiram caminhos evolutivos independentes. De qualquer
forma, a diferenciagdo cariotipica destas amostras de Eigenmannia esta diretamente
relacionada a estruturagdo das populagdes dos representantes deste género que, ao formarem
pequenas populacdes isoladas e com pouca movimentagdo, facilitariam a fixagdo de
alteragdes cromossdmicas (Silva et al., 2009).

A heterocromatina constitutiva, evidenciada pelo bandamento C, foi localizada
preferencialmente em regides centroméricas dos cromossomos dos representantes de
Eigenmannia spl, Eigenmannia sp2 e E. cf. trilineata (Figuras 2b, 3b, 4b e 5b). Em

Eigenmannia sp ¢ nos dois citotipos de E. virescens, além de regides heterocromaticas em



26
Resultados e Discussdo

posi¢ao centromérica, também foram visualizados blocos heterocromaticos em posicao

terminal de alguns cromossomos (Figuras 6b, 7b, 8b e 9b).
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Figura 4. Caridtipos de exemplar fémea de Eigenmannia sp2 corados com Giemsa (a), apos
bandamento C (b) e apos hibridagdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde) (d).

Em (c), metafase evidenciado as RONs ativas em posicao intersticial do par 10.

A distribui¢ao da heterocromatina constitutiva entre os representantes de Eigenmannia
analisados ¢ similar aos padrdes observados para a maioria dos peixes Neotropicias (Galetti
Jr. e Martins, 2004), sendo que os cariotipos possuem pequena quantidade dessa por¢ao
cromatinica, com aumento gradativo de heterocromatina no caridtipo em relagdo ao nimero
diploide. As divergéncias quanto a distribui¢do da heterocromatina sdo observadas apenas no
citotipo de E. virescens-XY, relacionado ao par sexual, possivelmente devido a amplificagdo

de sequéncias repetitivas nestes cromossomos (Almeida-Toledo et al., 2002).
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Figura 5. Caridtipos de E. cf. trilineata corados com Giemsa (a), apdés bandamento C (b) e apds
hibridagdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e¢ 5S (verde) (d). Em (c), metafase
evidenciado as RONSs ativas em posigdo final do par 15. Em (e), metafase corada com DAPI e apoés

hibridagéo in situ com sonda telomérica (f). Nao sdo observados sitios teloméricos intersticiais.
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4.2 Regides Organizadoras de Nucléolo

A localizacdo das regides organizadoras de nucléolo ativas, pela impregnacdo dos
cromossomos com nitrato de Prata, revelou que este marcador ¢ conservado, pois todas as
espécies/citotipos de Eigenmannia analisadas possuem RONs simples. Em Eigenmannia spl
as RONs foram visualizadas em posi¢ao terminal dos bracos longos do par metacéntrico
namero 3 (Figura 2¢), em Eigenmannia sp2 em posi¢do intersticial do par acrocéntrico
numero 10 (Figura 3c e 4c¢), em Eigenmannia sp as RONs foram localizadas em posigdo
terminal do par subtelo/acrocéntrico nimero 12 (Figura 6¢) e em E. cf. trilineata ¢ nos dois
citotipos de E. virescens as RONs foram localizadas em posigdo terminal do par

subtelo/acrocéntrico numero 15 (Figuras Sc, 6c¢, 7c, 8c e 9c¢).
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Figura 6. Cariotipos de Eigenmannia sp corados com Giemsa (a), apds bandamento C (b) e apds
hibridacdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde) (d). Em (c), metafase
evidenciado as RONSs ativas em posi¢do terminal do par 12. Em (e), metafase corada com DAPI e apos

hibridagdo in situ com sonda telomérica (f). Ndo sdo observados sitios teloméricos intersticiais.

A aplicacao da técnica FISH usando sonda para o DNAr 18S confirmou os resultados
obtidos com a impregnacdo pelo nitrato de Prata (Figuras 2d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d e 8d —
vermelho e Figura 12). Os resultados combinados destas duas metodologias revelam o carater
conservado destas sequéncias ribossomicas neste grupo de peixes, pois em todas as amostras,
somente um cromossomo ¢ portador de DNAr. No entanto, polimorfismos de tamanho destas
regides foram observados em todas as amostras analisadas e podem ser resultado de

diferencas no nimero de copias dos genes ribossomais.
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Em Eigenmannia sp, nos citotipos de E. virescens e até em E. cf. trilineata da bacia
Amazonica, as RONs foram localizadas em um pequeno  cromossomo
subtelocéntrico/acrocéntrico. As diferengas de classificagdo e posi¢do deste cromossomo no
cariotipo sdo minimas e possivelmente as RONs estdo localizadas em um mesmo
cromossomo em todas estas amostras. Por outro lado, as amostras analisadas com menor
numero cromossomico possuem especificidades quanto a localizagdo dessas regides. Em
Eigenmannia spl o DNAr esta localizado em posi¢éo final do par metacéntrico 3 (Figura 2c,
d), indicando que o par portador de sequéncias ribossomais esta envolvido com os rearranjos
que modificaram a composicao cariotipica destas amostras. Eigenmannia sp2, por sua vez, ¢ a
unica espécie analisada que possui RONs localizadas em posicdo cromossdmica intersticial
(Figura 3c,d e 4c,d), indicando também que o par 10 desta espécie possa ter sua origem
relacionada a eventos de fusdo envolvendo cromossomos ancestrais portadores de sequéncias
ribossomais. De qualquer maneira, estes resultados apontam que as RONs sdo marcadores
conservados em Gymnotiformes, tendo em vista os mesmos padrdes observados no género

Gymnotus (Scacchetti., 2011).
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Figura 7. Carittipos de E. virescens corados com Giemsa (a), apds bandamento C (b) e apds
hibridagdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde) (d). Em (c), metafase
evidenciado as RONs ativas em posicdo terminal do par 15. Em (e), metafase apds hibridagdo in situ

com sonda telomérica. Ndo sdo observados sitios teloméricos intersticiais.
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4.3 DNAr 5S

O DNAr 58 junto ao seu NTS tem sido investigado em varias espécies de peixes
teledsteos ¢ tem se caracterizado como um bom marcador cromossomico, de valor
consideravel para a compreensdo da dindmica evolutiva dessa familia multigénica (Martins e
Wasko, 2004). A variabilidade em relagcdo a posi¢ao no caridtipo entre distintas populagdes
(Vicari et al., 2008), a ligacdo com outros genes (Drouin ¢ Moniz de Sa, 1995) e a possivel
associagdo com elementos transponiveis (Cioffi et al., 2010) tornam esse gene um objeto de
estudos evolutivos interessante.

Diversas analises moleculares evidenciaram a existéncia de variantes de DNAr 5S
entre espécies de plantas (Nedi et al., 2002), fungos (Amici e Rollo, 1991) e animais (Alves-
Costa et al., 2006; Pinhal et al., 2011). Martins e Galetti Jr. (2001) sugerem que a organizagao
do DNAr 5S em duas classes distintas seria uma regra geral em peixes teleosteos, sendo que,
as diferencas entre as variantes seriam decorrentes de diferengas nos NTS, enquanto a regido

transcrita do gene seria conservada.
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Figura 8. Caridtipos de exemplar fémea de E. virescens-XY corados com Giemsa (a), apds
bandamento C (b) e apos hibridagdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) e 5S (verde) (d).
Em (c¢), metafase evidenciado as RONs ativas em posi¢ao terminal do par 15. Em (e), metafase corada
com DAPI e apds hibridagio in situ com sonda telomérica (f). Ndo sdo observados sitios teloméricos

intersticiais.

A andlise dos produtos de amplificacdo (PCR) do DNAr 5S nas espécies/citotipos de
Eigenmannia em gel de agarose revelou a presenga de dois fragmentos gendmicos, sendo um
menor composto por cerca de 450 pares de bases e outro maior com aproximadamente 650

pares de bases, evidenciando a ocorréncia de classes distintas de DNAr 5S. Neste sentido,
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inicialmente, a sonda utilizada para a localizagdo do DNAr 5S nos cromossomos de
Eigenmannia foi obtida a partir do DNA genomico de Characidium cf. zebra. No entanto, os
fragmentos amplificados de DNAr 58S a partir do DNA gendmico de Eigenmannia mostraram-
se semelhantes aos fragmentos de DNAR 5S amplificados a partir do DNA gendémico de
Gymnotus (Scacchetti, 2011). Considerando a existéncia de sondas especificas para cada
fragmento amplificado de DNAr 5S de Gymnotus no banco de sondas do Laboratorio de
Biologia e Genética de Peixes da UNESP de Botucatu, estas sondas também foram testadas

nos cromossomos de Eigenmannia.
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Figura 9. Cariotipos de exemplar macho E. virescens-XY corados com Giemsa (a), apds bandamento
C (b) e apés hibridagdo in situ com sonda para DNAr 18S (vermelho) ¢ 5S (verde) (d). Em (¢),

metafase evidenciado as RONs ativas em posi¢do terminal do par 15.

A analise inicial com sonda obtida a partir do DNA de Characidium revelou que
Eigenmannia spl possui DNAr 5S em posi¢do terminal dos bragos curtos dos pares
metacéntricos 1 e 2 e em posi¢ao intersticial do par metacéntrico 7 (Figura 2d, verde).
Eigenmannia sp2 possui DNAr 5S em apenas um par cromossdmico, em posi¢ao
centromérica do par acrocéntrico 12 (Figura 3d e 4d, verde). Eigenmannia cf. trilineata possui
DNAr 5S em posi¢do centromérica dos pares acrocéntricos 11, 12 e 13 (Figura 5d, verde).
Eigenmannia sp. possui DNAr 5S em posi¢do centromérica dos pares acrocéntricos 8, 9 ¢ 10
(Figura 6d, verde). Eigenmannia virescens possui DNAr 5S em posi¢do centromérica dos
pares acrocéntricos 10, 11, 12, 13 e 14 (Figura 9d, verde). Eigenmannia virescens-XY possui
DNAr 5S em posicao centromérica do par sexual XY e em posicao centromérica dos pares
acrocéntricos 11, 12, 13 e 14 (Figuras 7d e 8d, verde).

A realizacdo de hibridagdo fluorescente in situ utilizando as sondas especificas das

classes I e II do DNAr 5S de Gymnotus em amostras de Eigenmannia confirmou os resultados
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obtidos com a sonda de Characidium e revelou que estas classes estdo localizadas nos

mesmos cromossomos (Figura 11).

Figura 11. Em a e b, metafases de Eigenmannia sp2 apds hibridagdo in situ com sondas para as

classes I (a) e classe II (b) do DNAr 5S de exemplares de Gymnotus. Em ¢, metafase de E. virescens
apos hibridacdo in situ com sondas para a classe I (verde) e para a classe II (vermelho) do DNAr de

Gymnotus.

A ocorréncia de sitios de DNAr 58S dispersos tem sido detectadas em diversas espécies
de peixes (Moran et al., 1996; Fujiwara, et al., 1998; Martins e Galetti Jr., 1999). O DNAr 5S
normalmente se localiza em cromossomos distintos do DNAr 18S em eucariotos superiores
(Martins e Galetti, 1999). Essa condi¢dao se deve possivelmente porque em loci
cromossOmicos distintos essas sequéncias poderiam evoluir independentemente e também
porque esses DNA ribossomais possuem dindmicas funcionais diferentes e acabam por
requerer distanciamento fisico (Martins e Galetti, 2000).

A nao conservacao do padrdo de distribuicdo desses sitios ribossomicos entre essas
espécies poderia estar associada a perda ou ganho desses genes entre diferentes espécies e/ou
populacdes. Ainda, considerando que os sinais de hibridacdo com a sonda de DNAr 58S estio
diretamente relacionados aos blocos de heterocromatina centromérica, ¢ possivel supor que
alguns desses sinais nos citotipos de E. virescens, Eigenmannia sp e em E. cf. trilineata
correspondam a pseudogenes, que apresentariam uma sequéncia muito semelhante a do RNAr
5S, mas que estariam inativos, como sugerido ocorrer em Centropyge aurantonotus (Affonso
e Galetti Jr., 2005). No entanto, a presenca de sinais de hibridagdo nos maiores cromossomos
metacéntricos de Eigenmannia spl e nos cromossomos sexuais de E. virescens-XY (Figura
12) poderiam indicar que estas sequéncias estdo realmente ativas e que desempenham um
significativo papel no processo de evolugdo cariotipica deste grupo. Em Eigenmannia sp2, a

presenga de apenas um cromossomo portador desta sequéncia ribossomica pode estar
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associada aos rearranjos cromossomicos ocorridos, que podem ter levado a perda de unidades

repetidas deste gene.
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Figura 12: Idiograma mostrando os padroes de hibridagdo descritos neste trabalho. Em a,

Eigenmannia spl, em b, Eigenmannia sp2 fémea, em ¢, Eigenmannia sp2 macho, em d, E. cf.
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trilineata, em e, Eigenmannia sp, em f, E. virescens, em g, E. virescens-XY macho ¢ em h, E.

virescens-XY fémea.

4.4 Elementos Retrotransponiveis — Rex 1 e Rex 3

O genoma eucarioto ¢ composto por uma fracdo consideravel de DNA repetitivo
(Charlesworth et al., 1994), no qual estdo incluidos os elementos transponiveis, que englobam
os transposons e retrotransposons (Sumner, 2003). Considerando que o mapeamento do DNA
repetitivo nos cromossomos dos peixes pode fornecer informagdes significativas acerca da sua
organiza¢do e dinamica evolutiva, foram amplificados os elementos retrotransponiveis Rex 1
e Rex 3 a partir do DNA de amostras de todas as espécies/citotipos de Eigenmannia
analisados. Para se determinar a localizacdo cromossomica destes elementos transponiveis
foram realizados experimentos de hibridacdo In situ fluorescente em todas as
espécies/citotipos usando sondas produzidas a partir do DNA de Eigenmannia sp2 e E.

virescens-XY.

Figura 13. Metafases de Eigenmannia spl evidenciando o padrio de hibridagdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 3.
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Figura 14. Metafases de Eigenmannia sp2 evidenciando o padrido de hibridagdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 3.

Figura 15. Metafases de E. cf. trilineata evidenciando o padrdo de hibridagdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 3.

Figura 16. Metafases de Eigenmannia sp evidenciando o padrdo de hibridagdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 3.
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Figura 17. Metafases de E. virescens evidenciando o padrao de hibridagdo com a sonda do elemento

retrotransponivel Rex 3.

Figura 18. Metafases de E. virescens-XY evidenciando o padrao de hibridagdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 3.

Para todas as espécies analisadas, tanto o elemento retrotransponivel Rex 1 quanto Rex
3 apresentaram um padrio de dispersdo similar, sendo que os dois elementos
retrotransponiveis estdo organizados em pequenos clusters e dispersos em todos os
cromossomos das espécies (Rex 3 — Figuras 13, 14, 15, 16 e 17 e Rex 1 — Figuras 18, 19, 20,
21). No entanto, Eigenmamnia sp2 apresentou um aciimulo acentuado do elemento Rex 3 em
regides centroméricas ricas em heterocromatina (Figura 14). A presenga de elementos
transponiveis na heterocromatina ¢ uma caracteristica comum em eucariotos multicelulares
(Hua-Van et al., 2005) e esta condi¢ao pode estar relacionada com a sua importancia na
estrutura e organizagao de regides heterocromaticas, como o centromero (Dimitri et al., 1999;
Dawe, 2003). No entanto, de forma geral, os elementos retrotransponiveis Rex 1 ¢ Rex 3 estio
distribuidos homogeneamente em regides eucromaticas e heterocromaticas dos cromossomos

de todas as espécies/citotipos de Eigenmannia analisados, corroborando a ideia de que estes
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elementos tendem a se acumular de forma semelhante nos cromossomos de um mesmo grupo
de peixes (Valente et al., 2010). Através da observacdo de resultados semelhantes, Ferreira et

al. (2010) sugerem que ambas as sequéncias estariam evoluindo em conjunto ou através de

um mesmo mecanismo.

Figura 19. Metafases de Eigenmannia spl evidenciando o padrido de hibridagdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 1.

Figura 20. Metafases de Eigenmannia sp2 evidenciando o padrdo de hibridacdo com a sonda do

elemento retrotransponivel Rex 1.

Figura 21. Metafases de E. virescens evidenciando o padrdo de hibridacdo com a sonda do elemento

retrotransponivel Rex 1.
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Figura 22. Metafases de E. virescens evidenciando o padrao de hibridagdo com a sonda do elemento

retrotransponivel Rex 1.

4.5 Pintura Cromossdmica — Sonda Y

Muitos vertebrados tém a determinagdo genética do sexo baseada em cromossomos
sexuais, diferenciados ou ndo. Estes sistemas representam os sistemas genéticos mais
diversificados e com maior rapidez de evolucdo em toda a biologia (Namekawa e Lee, 2009).
Os sistemas sexuais mais conhecidos sdo o sistema XX-XY (heterogametia masculina) dos
mamiferos e o sistema ZZ-ZW (heterogametia feminina) das aves. Quando diferenciados,
estes cromossomos sexuais sdo cromossomos altamente heteromorficos, sendo o X ¢ Z
caracterizados por possuirem geralmente maior tamanho e maior quantidade de genese o Y e
o W por serem de tamanho menor, altamente heterocromaticos e possuirem apenas um
pequeno namero de genes (Takehana et al., 2008). No entanto, Nanda et al. (1999), relataram
a inexisténcia de qualquer homologia entre os cromossomos humanos XY e 0s cromossomos
ZW de galinhas, sugerindo diferentes origens evolutivas para os cromossomos sexuais em
mamiferos e aves.

Dentre os vertebrados, os peixes representam o maior ¢ mais diversificado grupo de
organismos, com cerca de 28.000 espécies reconhecidas (Nelson, 2006). Esta diversidade
também se aplica a seu processo de reproducdo, com a ocorréncia de diferentes mecanismos,
incluindo gonocorismo, hermafroditismo e unissexualidade (Breder e Rosen, 1966; Price,
1984). No entanto, a determinacdo sexual poligénica, com cromossomos indiferenciados,
parece ser um mecanismo comum para a maioria das espécies (Ohno, 1974). Apesar disso,
existem varias espécies de peixes com sistemas cromossOmicos de diferenciacdo sexual
(Schartl, 2004), desde sistemas simples dos tipos XX-XY e ZZ-ZW, até raros casos de
sistemas sexuais altamente diferenciados, com cromossomos sexuais multiplos (Bertollo e

Cavallaro, 1992).
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Figura 23: Amplificagao do DNA microdissecado (cromossomo Y) por DOP-PCR.

A aplicagdo da técnica de hibridagdo fluorescente in situ com sondas para
cromossomos especificos (pintura cromossdmica), obtidas por microdisseccdo, tem se
mostrado uma ferramenta importante para estudos de citogenética de peixes, oferecendo
informagdes sobre a homologia dos cromossomos sexuais em espécies estreitamente
relacionadas, como nos géneros Triphorteus (Diniz et al., 2008) ¢ em algumas espécies de
Eigenmannia (Henning et al., 2008a).

A amplificacdo do cromossomo Y por DOP-PCR resultou em fragmentos de DNA
com tamanhos que variam de 200 e 600pb (Figura 23). A hibridagdo in situ dessa sonda em
preparagdes de cromossomos metafasicos de Eigenmannia sp2 resultou em completa
marcagdo no cromossomo Y e de dois cromossomos autossomicos, possivelmente um dos
homologos do par 6 e um dos homodlogos do par 11 (Figura 24), confirmando resultados
obtidos por Henning et al., (2010), além de hibridagdes menos especificas em regides
heterocromaticas. A utilizacdo desta sonda em experimentos de hibridacdo em todas as
espécies/citotipos analisados, bem como a produ¢do de novas sondas a partir do cromossomo
X de E. virescens e até mesmo do cromossomo W de E. virescens com sistema sexual ZZ-ZW
(Silva et al., 2009) trardo significativos esclarecimentos sobre a dindmica evolutiva dos

Cromossomos sexuais em peixes Neotropicais.
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Figura 24: Metafases de exemplares macho de Eigenmannia sp2 apds a hibridacdo in situ com a
sonda Y.
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5 Consideracdes finais

Os estudos citogenéticos desenvolvidos em diferentes espécies/citotipos do género
Eigenmannia trouxeram significativas informagdes relacionadas a evolugdo cromossomica
neste género. Os representantes deste grupo de peixes apresentaram numero diploide
altamente diversificado entre as espécies e populagdes analisadas, com constituigdo
cariotipica estruturada com base em cromossomos de todos os tipos relatados, metacéntricos,
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos.

A analise citogenética convencional (Giemsa, RONs e bandamento C), além de
evidenciar a grande diversidade cariotipica, relacionada as variagdes do nimero dipldide,
permitiu identificar variagdes também na microestrutura dos cromossomos, além de confirmar
a existéncia de polimorfismo relacionado a um sistema multiplo de determinagao
cromossomica sexual, observado em representantes de Eigenmannia sp2. A caracterizagdo
citogenética evidenciou para esta espécie/citotipo um numero dipléide de 2n=31
cromossomos nos machos e 2n=32 cromossomos nas fémeas, que foi identificado como um
sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo X;X;X,X,-X;X,Y. Portanto, as diferencas
de nimeros diploides e de morfologia dos cromossomos encontradas sugerem a ocorréncia de
rearranjos estruturais e numéricos na diferenciagdo cariotipica desta espécie, onde o
cromossomo Y teve sua origem aparentemente a partir da fusdo entre os cromossomos
autossomos dos pares 6 ¢ 11 (Almeida Toledo et al., 2000). Por outro lado, enquanto E.
virescens (amostra do Ribeirdo Claro, bacia hidrografica do Rio Tieté) apresentou niimero
dipléide de 2n=38 cromossomos, com a presenca de sistema de diferenciacdo sexual simples
do tipo XX-XY, ja Eigenmannia spl (2n=28), Eigenmannia sp (2n=36), E. cf. trilineata
(2n=34), E. cf. limbata (2n=38) e E. virescens (2n=38) (bacia hidrografica do Rio Mogi-
Guagu), nao foi observado polimorfismo cromossdmico relacionado ao sexo.

A técnica de bandamento C vem se mostrando muito Util nos estudos citogenéticos de
peixes como um importante marcador cromossdmico, revelando diferencas na distribuicao de
segmentos de heterocromatina que permitem a caracterizagdo de géneros, espécies e
populagdes (Mantovani et al., 2000). Quando submetidas ao tratamento para detecgdo da
heterocromatina constitutiva, as espécies analisadas revelaram blocos heterocromaticos
localizados em posi¢do centromérica e pericentromérica na maioria dos cromossomos,
corroborando com dados ja descritos por outros autores (Fernandes-Matioli et al., 1998; Silva

& Margarido, 2005; Margarido et al., 2007). Em E. virescens foram caracterizados



41
Consideracoes Finais

cromossomos sexuais diferenciados pela presenga marcante de segmentos de heterocromatina,

além de grandes blocos heterocromaticos em um par de cromossomos acrocéntricos.

A técnica da reacdo com nitrato de Prata para deteccdo das regides organizadoras de
nucléolo, que se apresenta também como um importante marcador citogenético, tem sido
muito utilizada em peixes, podendo ser considerada como uma ferramenta de grande auxilio
nos estudos citotaxondmicos das espécies (Galetti Jr., 1998). As andlises realizadas revelaram
que tanto pela impregnag@o com o nitrato de Prata, quanto pela hibridagao in situ com a sonda
de DNAr 18S, foi detectada a presenga de RONs simples nas seis espécies/citotipos
analisadas de Eigenamannia, evidenciando marcagdo em um Unico par cromossomico. Os
dados apresentados apontam que RONSs localizadas em apenas um par cromossdémico
constituem uma caracteristica marcante do género Eigenmannia e as varia¢des observadas
quanto a localizagdo cromossomica deste DNAr podem estar relacionadas a rearranjos
estruturais ocorridos durante o processo de diferenciacdo dos representantes deste grupo de
peixes.

O mapeamento cromossomico dos genes de DNAr em representantes do género
Eigenmannia evidenciou que os segmentos génicos do DNAr 5S normalmente se localizam
em cromossomos distintos daqueles do DNAr 18S em eucariotos superiores (Martins e
Galetti, 1999). Essa condicdo se deve possivelmente pelo fato de que, estando localizadas em
loci cromossomicos separados e distintos, estas sequéncias poderiam evoluir de modo
independente e também por possuirem dinadmicas funcionais diferentes, estes DNA
ribossomais requerem distanciamento fisico para melhor exercerem sua fungdo fisiologica
(Martins e Galetti, 2000). O padrdo de dispersao encontrado na distribuicdo destes sitios
ribossdmicos entre as espécies poderia estar associado possivelmente a perda ou ganho desses
genes entre diferentes espécies e/ou populagdes durante o processo de diferenciagdo. Por
outro lado, considerando que os sinais de hibridagao da sonda de DNAr 5S estdo diretamente
relacionados as regides dos blocos de heterocromatina centromérica, € possivel supor que
alguns desses sinais poderiam corresponder a pseudogenes nas espécies E. virescens e E. cf.
trilineata, pelo fato destes segmentos apresentarem uma sequéncia muito semelhante a do
RNAr 5S; contudo, estes estariam inativos, como foi sugerido ocorrer em Centropyge
aurantonotus (Affonso e Galetti Jr., 2005).

A aplicacdo da técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) utilizando sonda para
o DNAr 18S confirmou os resultados obtidos com a impregnagdo pelo nitrato de Prata. Os

resultados combinados destas duas metodologias evidenciaram serem as sequéncias
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ribossOmicas neste grupo de peixes bastante conservadas. Em todas as amostras analisadas foi
observado apenas um par de cromossomos portador de sitios de DNAr. Entretanto, a presenca
de polimorfismo de tamanho nestas regides foi evidenciada em todas as espécies/citotipos
estudadas, conforme descrito ocorrer comumente em peixes (Foresti et al., 1981), podendo ser
resultado de diferengas no ntimero de copias dos genes ribossomais.

A localizagdo cromossomica dos elementos retrotransponiveis Rex 1 ¢ Rex 3 foi
realizada nas seis espécies/citotipos de Eigenmannia, com experimentos de hibridagdo in situ
fluorescente utilizando sondas obtidas a partir do DNA de Eigenmannia sp2 e Eigenmannia
virescens—XY. Os resultados obtidos revelaram um padrdo de distribuicdo disperso destes
elementos em todos os cromossomos, geralmente organizados em pequenos clusters de modo
similar ao verificado ocorrer em outros estudos. Sendo a presenga de elementos transponiveis
na heterocromatina uma caracteristica comum em eucariotos multicelulares (Hua-Van et al.,
2005), esta condigdo poderia estar relacionada com a sua importancia na estrutura e
organiza¢do da heterocromatina, como aquela encontrada na regido do centromero (Dimitri et
al., 1999; Dawe, 2003). Considera-se que as informagdes obtidas nas analises realizadas nas
espécies/citotipos do género Eigenmannia certamente constituem avangos significativos
acerca para a compreensao da organizacdo e dinamica evolutiva destes elementos gendmicos.

A aplicagdo da técnica de hibrida¢ao fluorescente in situ com sondas obtidas de
cromossomos especificos (pintura cromossomica), foi realizada a partir da microdissec¢ao
cromossomica, que vém se mostrando uma ferramenta valiosa para os estudos de citogenética
de peixes, oferecendo informagdes sobre a homologia dos cromossomos sexuais em espécies
estreitamente relacionadas, como visto no género Triphorteus (Diniz et al.,2008) e em
algumas espécies de Eigenmannia (Henning et al., 2008a). A sonda do cromossomo Y de
Eigenmannia sp2 foi obtida a partir da aplica¢ao da técnica de amplificagdo DOP-PCR, que
resultou na obtencdo de fragmentos de DNA com tamanhos que variam de 200 e 600pb,
permitindo uma marcagdo completa do cromossomo Y. As marcacdes foram identificadas
também em dois cromossomos autossémicos, possivelmente um dos homologos do par 6 e
um dos homologos do par 11, corroborando com dados anteriormentes estudados por Hening
et al., 2010, que encontrou hibridagdo menos especificas em regides heterocromaticas de
outros cromossomos. A aplicacdo da técnica de microdisseccdo para obtencdo de sondas
cromossOmicas ou de segmentos cromossdmicos especificos, embora ainda no seu inicio de
utilizagdo em peixes, ja se apresenta como uma ferramenta de grande aplicagdo para a
compreensdo da estrutura cromossomica ¢ das modificagdes ocorridas nos cromossomos

durante o processo de diversificacdo das espécies.
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Consideracoes Finais

As caracteristicas citogenéticas dos representantes das espécies/citotipos do género
Eigenmannia detectadas ou confirmadas no presente estudo, como a alta diversidade na macro
e microestrutura cariotipica, bem como a ocorréncia de polimorfismos cromossdmicos ligados
ao sexo, fazem deste grupo de peixes um bom modelo de estudos genéticos, colaborando com

informagdes sobre a dindmica evolutiva das espécies deste grupo de peixes.
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