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RESUMO

A familia Erythrinidae, amplamente distribuida na regido Neotropical, compreende
apenas trés géneros: Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus, todos endémicos as
Américas do Sul e Central. Esta familia de peixes se caracteriza por uma evolucao
cariotipica divergente, oferecendo uma oportunidade excelente para a analise dos
eventos evolutivos, quer seja no tocante a diferenciagdo do caridtipo como um todo,
quer seja no tocante a diferenciacdo e evolugdo de sistemas de cromossomos sexuais.
Neste contexto, destaca-se a espécie Erythrinus erythrinus, onde ocorre quatro
cariomorfos distintos (A-D), portadores ou ndo de cromossomos sexuais
heteromorficos. O objetivo principal deste projeto foi analisar a diferenciacao
cromossOmica entre cariomorfos de E. erythrinus ¢ suas relagdes evolutivas,
empregando analises cromossOmicas classicas € mapeamento citogenético de diferentes
seqiiéncias de DNAs repetitivos por FISH. Os dados obtidos possibilitaram caracterizar
a ocorréncia de pequenos cromossomos supranumerarios em alguns cariomorfos desta
espécie, assim como diferenciacdes e similaridades entre cariomorfos ao nivel dos
marcadores moleculares. O mapeamento de diversas sequéncias de DNAs repetitivos
destacou caracteristicas unicas ou compartilhadas entre cariomorfos, indicando os
provaveis caminhos evolutivos durante a sua diferenciacdo. As caracteristicas similares
compartilhadas pelas populagdes do cariomorfo A reforcam a proposta de que elas
constituem uma unidade evolutiva, apesar dos isolamentos existentes entre diferentes
bacias hidrograficas onde elas ocorrem. Por outro lado, embora os cariomorfos C e D
também compartilhem diversas caracteristicas cariotipicas, alguns marcadores
exclusivos mostram os caminhos evolutivos distintos entre eles. Embora nao ocorram
caracteristicas morfoldgicas conspicuas facilmente detectdveis entre os diferentes
cariomorfos, o conjunto das suas caracteristicas cromossdmicas corrobora fortemente

que E. erythrinus corresponda a um complexo de espécies.
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ABSTRACT

Erythrinidae is a relatively small Characiformes’ fish family, but widely distributed in
the Neotropics. This family comprises only three genera: Hoplias, Hoplerythrinus and
Erythrinus, all endemic to Central and South Americas. It is characterized by a
divergent karyotype evolution and offers excellent opportunities for analyzing
evolutionary events concerning the differentiation of the karyotype as a whole, as well
as of the sex chromosome systems. In this sense, the species Erythrinus erythrinus
presents four karyomorphs (A-D), in which homomorphic or heteromorphic sex
chromosomes can be found. The main purpose of this study was to analyze the
chromosomal differentiation among karyomorphs of E. erythrinus and their
evolutionary relationships, using both conventional cytogenetic methods and the
chromosomal mapping of repetitive DNAs sequences by FISH. The data showed the
occurrence of small supernumerary chromosomes which are mitotically unstable, as
well as useful molecular markers. Indeed, the mapping of several repetitive DNA
sequences highlighted unique or shared features among the karyomorphs, indicating
their evolutionary differentiation. The data also reinforce that distinct populations from
karyomorph A behave as an evolutionary unit despite their wide geographic
distribution. In turn, although the karyomorphs C and D share several karyotypic
characters, they present specific molecular markers indicating their distinct evolutionary
paths. Even though that morphological differentiations are not easily detectable among
the karyomorphs, the set of the chromosomal features strongly corroborate that E.

erythrinus belongs to a species complex.



1. INTRODUCAO

1.1 - A familia Erythrinidae

A familia Erythrinidae, amplamente distribuida na regido Neotropical, ¢
relativamente pequena entre os peixes Characiformes, compreendendo apenas trés
géneros: Hoplias Gill, 1903; Hoplerythrinus Gill, 1895 e Erythrinus Scopoli, 1777. Esta
familia tem sido considerada como membro de um clado composto pelas familias
Lebiasinidae, Hepsetidae e Ctenolucidae (Vari et al., 1995), relagdo esta que ja havia

sido anteriormente também sugerido por Fink & Fink (1981).

Os eritrinideos sdo popularmente conhecidos como trairas ou trairdes (Hoplias) e
jejas (Hoplerythrinus e Erythrinus). Hoplias malabaricus ¢ o grupo que apresenta
distribuicdo geografica mais ampla, aparentemente presente na maioria das bacias
hidrograficas sul-americanas (Oyakawa, 2003). Apesar de ser uma familia relativamente
pequena em comparagdo com outros grupos de peixes Neotropicais, a identificacao
precisa das espécies de Erythrinidae ainda ¢ bastante problematica. Oyakawa (2003)
relata apenas duas espécies para o género Erythrinus (E. erythrinus, com uma
distribuicdo ampla na América do Sul e E. kessleri, com uma distribui¢do restrita no
Brasil, provavelmente apenas ao Estado da Bahia) e trés para o género Hoplerythrinus
(H. unitaeniatus, H. cinereus e H. gronovii) e cerca de nove espécies para o género
Hoplias. Na realidade, H. malabaricus e H. lacerdae devem corresponder a um grupo

de espécies. Em revisdo baseada em dados meristicos e morfométricos, foram



identificadas cinco espécies distintas para o grupo H. lacerdae, ou seja, H. lacerdae, H.
intermedius, H. brasiliensis, H. australis e H. curupira, estas duas ultimas
correspondendo a espécies novas (Oyakawa & Mattox, 2009). No que se refere ao grupo

H. malabaricus, os problemas taxondmicos ainda permanecem em aberto.

1.2— Variabilidade cariotipica nos Erythrinidae

1.2.1 —Hoplerythrinus unitaeniatus

Os estudos iniciais no género Hoplerythrinus ja evidenciaram diferenciacdes
cariotipicas em H. unitaeniatus de distintas bacias hidrograficas do Brasil, sendo
verificada a presenca de quatro formas cariotipicas distintas, provavelmente associadas
a fusdes e inversdes cromossomicas, na populacdo do rio Negro, regido de Manaus, AM
(Giuliano-Caetano & Bertollo, 1988). A compilacdo dos dados até agora disponiveis
evidencia numeros dipldides variando de 2n=48 a 2n=52 cromossomos nessa espécie,
associados a nimeros também variaveis de cromossomos acrocéntricos, indicando um
possivel complexo de espécies (Giuliano-Caetano et al., 2001; Diniz & Bertollo, 2003;
Rosa et al., 2012). Em nenhuma das populacdes de H. uniataeniatus até agora estudadas

foi evidenciada a presenca de cromossomos sexuais heteromorficos.

1.2.2 —Hoplias lacerdae e outras espécies de trairoes
Diferentemente da maioria das espécies de eritrinideos, H. lacerdae e outras

espécies de grande porte (trairdes) tem se caracterizado por apresentar cariotipos
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conservados em relagdo ao numero cromossomico e formula cariotipica, mantendo
2n=50 cromossomos meta- e submetacéntricos, sem a presen¢a de cromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados (Bertollo et al., 1978; Morelli et al., 2007; Blanco et
al., 2011). De fato, tais caracteristicas parecem ser peculiares as espécies de trairdes,
visto que todas as demais espécies de Erythrinidae se caracterizam por apresentar uma
diversidade cariotipica, tanto numérica como estrutural (Bertollo, 2007). No entanto,
diferenciagdes no tocante a distribuicdo de DNAs repetitivos puderam ser constatadas
entre os caridtipos de espécies do grupo dos trairdes, H. aimara e H. intermedius
(Blanco et al., 2011), sinalizando que este grupo deve se enquadrar entre os casos ja
conhecidos onde a especiagdo ndo se encontra associada & mudancas acentuadas na
macroestrutura do caridtipo, mas sim a diferenciagdes mais discretas na organizagao

interna dos cromossomos.

1.2.3 — Grupo Hoplias malabaricus

Embora usualmente referida como uma Unica entidade taxonOmica, H.
malabaricus possui uma grande diversidade cariotipica, apresentando diferencas
populacionais significativas (Bertollo et al., 1978, 1983; Dergam & Bertollo, 1990;
Bertollo et al., 1997a, 1997b, 2000; Born & Bertollo, 2000; Vicari et al., 2005; Bertollo,
2007; Cioffi et al., 2009a, b; Cioffi et al., 2012a). Os dados cromossdmicos corroboram
a ocorréncia de um grupo de espécies em H. malabaricus, onde sete formas cariotipicas

distintas (A-G) ja foram diferenciadas (Bertollo, 2007; Cioffi et al., 2012a). Estas



formas, denominadas cariomorfos, representam diferenciagcdes gerais no caritipo quanto
ao numero dipléide, morfologia dos cromossomos ou sistemas de cromossomos sexuais,
ja fixadas nas populagdes, ndo correspondendo assim a polimorfismos cromossomicos
especificos, usualmente associados a um dado par de cromossomos.

O cariomorfo A ¢ caracterizado pela presenga de 2n = 42 cromossomos meta- e
submetacéntricos em ambos 0s sexos, sem um aparente sistema de cromossomos
sexuais. O cariomorfo B, embora também apresentando 2n = 42 cromossomos € uma
estrutura cariotipica semelhante ao do cariomorfo A, diferencia-se deste ultimo pela
presenca de cromossomos sexuais heteromorficos, caracteristicos de um sistema
XX/XY (Born & Bertollo, 2000; Cioffi et al., 2010b). O cariomorfo C apresenta 2n = 40
com cromossomos meta- ¢ submetacéntricos, tanto nos machos como nas fémeas,
porém com um sistema de cromossomos sexuais XY em estagio inicial de diferenciacao
(Cioffi & Bertollo, 2010). O cariomorfo D ¢ caracterizado por 2n = 40 ¢ 2n = 39
cromossomos nas fémeas e nos machos, respectivamente, devido a um sistema de
cromossomos sexuais multiplos do tipo XX X,X,/X;X,Y (Bertollo et al. 1997b, 2000;
Cioffi & Bertollo, 2010). O cariomorfo E possui 2n=42 cromossomos, assim como 0s
cariomorfos A e B, diferenciando-se destes tltimos pelo primeiro par de cromossomos
que apresenta tamanho relativamente maior, assim como pela presenga de um par de
cromossomos acrocéntricos, o que representa uma caracteristica rara no grupo H.
malabaricus. O cariomorfo F possui 2n=40 cromossomos nos machos e¢ nas fémeas,

sem um sistema de cromossomos sexuais diferenciados. Diferencia-se do cariomorfo C,



o qual também possui 2n=40 cromossomos, pela presenca de um par metacéntrico
grande, o maior em tamanho entre os representantes do grupo H. malabaricus, enquanto
que o segundo par cromossomico corresponde, tanto no tamanho como na morfologia,
ao primeiro par encontrado no cariomorfo E. O cariomorfo G possui uma estrutura
cariotipica similar aquela apresentada pelo cariomorfo F, diferenciando-se pela presenca
de 2n=40 cromossomos nas fémeas e 2n=41 cromossomos nos machos, devido a um
sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XX/XY Y, (Bertollo et al., 2000;
Bertollo, 2007).

Considerando a morfologia cariotipica geral, Bertollo et al. (2000) reconheceram
dois grupos cromossdmicos maiores em H. malabaricus, um deles constituido pelos
cariomorfos A, B, C, D (Grupo 1) e o outro pelos cariomorfos E, F, G (Grupo 2).
Assim, os cariomorfos A e B apresentam uma constitui¢do cariotipica geral mais similar
com os cariomorfos C e D, apesar das diferencas existentes quanto aos numeros
diploides e sistemas de cromossomos sexuais, evidenciando uma relacdo evolutiva
aparentemente proxima entre si. Tal relagdo foi de fato corroborada pelo mapeamento
citogenético de diferentes classes de DNAs repetitivos, onde a analise comparativa
desses marcadores forneceu evidéncias resolutivas sobre a organizagdo cromossdmica
desses cariomorfos. A distribui¢do de diferentes classes de DNAs repetitivos (incluindo
DNA ribossomais, DNAs satélite, seqiiéncias teloméricas, e vdarias repeti¢des
microssatélites), destacou a estreita relagdao entre estes quatro cariomorfos, dando apoio

adicional a proposicao de que eles constituem um grupo evolutivo relacionado no grupo



H. malabaricus. Adicionalmente, foi também demonstrada uma maior proximidade
entre os cariomorfos A ¢ B, assim como entre os cariomorfos C e D, com base nos
marcadores especificos por eles compartilhados (Cioffi et al., 2009a). Entretanto,
analises de pintura cromossdmica, a partir de sondas obtidas por microdissec¢ao do
cromossomo X, mostraram que esse cromossomo tem origem independente nos
cariomorfos B e C/D, embora estes cariomorfos apresentem uma estreita relacao entre si

(Cioffi et al., 2011a).

1.2.4 — Erythrinus erythrinus

O género Erythrinus também ¢ caracterizado por uma variagdo cariotipica
conspicua, considerando diferentes populacdes de E. erythrinus analisadas. Quatro
cariomorfos A-D ja puderam ser claramente identificados (Bertollo et al., 2004). O
cariomorfo A caracteriza-se por 2n=54 cromossomos, sendo 6m + 2st + 46a, sem
cromossomos sexuais heteromorficos, presente nas bacias do Alto e Baixo Parana. Os
cariomorfos B a D diferenciam-se do cariomorfo A pela presenca de um sistema de
cromossomos sexuais multiplos do tipo X;X;X,X,/X;X,Y. O cariomorfo B apresenta
2n=>54 cromossomos nas fémeas (6m + 2st + 46a) ¢ 2n=53 cromossomos nos machos
(7m + 2st + 44a), ocorrendo na bacia do Alto Parand. Ambos os cariomorfos C e D
apresentam 2n=52/51 cromossomos nas fémeas e machos, respectivamente, diferindo
entre si quanto ao numero de cromossomos metacéntricos, subtelocéntricos e

acrocéntricos. Assim, o cariomorfo C apresenta 6m + 2sm + 6st + 38a nas fémeas e 7m
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+ 2sm + 6st + 36a nos machos, com ocorréncia na bacia Amazdnica, enquanto que o
cariomorfo D apresenta 4m + 2sm + 2st + 44a nas fémeas e Sm + 2sm + 2st + 42a nos
machos, com ocorréncia em bacias do Nordeste. A diversidade cromossoOmica
encontrada em E. erythrinus, com rearranjos cromossomicos ja fixados entre diferentes
populacdes isoladas, além da ocorréncia/auséncia de cromossomos sexuais
diferenciados entre as populagdes, ¢ também indicativa de um grupo de espécies
distintas provavelmente presente nesse grupo, a semelhanca do que ocorre em H.

malabaricus € H. unitaeniatus.

Duas populagdes alopatricas de E. erythrinus, correspondentes aos cariomorfos A
e D, foram adicionalmente investigadas quanto a dispersdo genomica de elementos
transponiveis Rex3 associados ao DNAr 5S e a diferenciacio do sistema de
cromossomos sexuais multiplos. Foi constatado que estes retrotransposons tiveram um
papel marcante na diferenciacdo cromossomica do cariomorfo D, mostrando-se
dispersos na maioria dos cromossomos. De fato, enquanto que no cariomorfo A foi
evidenciada uma distribuicao restrita dos sitios Rex3 na regido centromérica de apenas
um par de cromossomos acrocéntricos, no cariomorfo D foram evidenciados inimeros
sitios, igualmente localizados na regido centromérica de cromossomos acrocéntricos,
totalizando 22 sitios nas fémeas e 21 sitios nos machos. Todos os sitios de DNAr 5S
mostraram-se co-localizados com os de Rex3, sugerindo que estes elementos estdo
associados no genoma. Adicionalmente, a origem por fusdao céntrica do cromossomo Y

metacéntrico no cariomorfo D foi evidenciada pela presenca de um ITS (sitio telomérico



instersticial), assim como pela presenga de sitios 5S DNAr/Rex3 neste cromossomo.
Assim sendo, além da fusdo céntrica associada com a diferenciagdo dos cromossomos
sexuais multiplos do cariomorfo D, foi destacado um aumento surpreendente de sitios
associados de DNAr5S/Rex3 em contraste com o cariomorfo A. Considerando a
hipdtese provavel que o cariomorfo D representa uma forma derivada em relacdo ao
cariomorfo A, os resultados obtidos demonstram claramente uma enorme dispersao dos
elementos associados DNAr 5S/Rex3 nas regioes centroméricas dos cromossomos
acrocéntricos. Assim, ¢ provavel que seqiiéncias do retroelemento Rex3 tenham se
inserido no DNAr 5S e que o complexo DNAr 5S/Rex3 tenha se dispersado no
cariotipo (Cioffi et al., 2010a). Aparentemente, a freqiiente associacdo entre as regides
centroméricas dos cromossomos acrocéntricos parece propiciar condi¢ao favoravel para

a ocorréncia de tal dispersao (Cioffi et al., 2010a).

1.3 - A Diferenciacdo dos cromossomos sexuais multiplos em Erythrinus erythrinus

Os peixes oferecem excelentes condi¢cdes para analisar a evolugdo dos
cromossomos sexuais, fornecendo inclusive informacdes importantes para a
compreensao deste processo nos vertebrados como um todo. Neste cenario, os peixes da
familia Erythrinidae apresentam-se como modelos propicios para estudar a evolugdo dos
cromossomos sexuais. Estudos recentes tém contribuido para a elucidacao dos processos

de diferenciacdo cariotipica e dos cromossomos sexuais presentes no grupo FE.



erythrinus, com base no mapeamento cromossomico de seqiiéncias repetitivas de DNA
¢ nos experimentos de pintura cromossomica. De fato, o emprego de tais metodologias
permitiu avangar no conhecimento da composi¢ao molecular dos cromossomos, bem
como nos processos de sua diferenciagao.

Estudos prévios de citogenética convencional ja haviam evidenciado que os
cariomorfos B, C e D de E. erythrinus apresentam um sistema de cromossomos sexuais
multiplos do tipo XX X,X,/X;X,Y, enquanto que distintas populagdes do cariomorfo A
ndo evidenciam cromossomos sexuais heteromodrficos (Bertollo et al., 2004).
Adicionalmente, o mapeamento citogenético de distintas classes de DNAs repetitivos
(DNAr 5S, Cot-1 DNA, Rex3 e repeticoes teloméricas), em uma populagdo do
cariomorfo A e do cariomorfo D de E. erythrinus evidenciaram que o grande
cromossomo Y (metacéntrico) deste Ultimo cariomorfo resultou de um evento de fusao
céntrica, a0 mesmo tempo em que modificagdes genOmicas acentuadas se mostraram
significativas na diversificacao desses cariomorfos (Cioffi et al., 2010a).

Estudos complementares com pintura cromossOmica, utilizando sondas de
cromossomos sexuais inteiros isolados por microdissec¢do, possibilitaram elucidar
ainda mais esta questdo. Sondas dos cromossomos Y (cariomorfo D de E. erythrinus)
foram utilizadas em experimentos de “wcp” (whole chromosome painting), para
investigar a evolugdo do sistema X;X,Y. Os resultados mostraram que este sistema foi
derivado de proto-cromossomos XY, morfologicamente indiferenciados, presentes no

cariomorfo A, para o qual ainda ndo foi identificado nenhum marcador especifico.



Fusao céntrica, envolvendo este proto-par XY e um par de autossomos, deram de fato
origem ao grande metacéntrico neo-Y que caracteriza o sistema X;X,Y do cariomorfo D
(Cioffi et al., 2011b).

Os resultados de pintura cromossOmica, somados aos padrdes distintos de
distribuicdo dos DNAs repetitivos, realcam a plasticidade de diferenciagdo dos
cromossomos sexuais na familia Erythrinidae, destacando que os cromossomos sexuais
em espécies de peixes podem seguir padroes distintos de diferenciagdo, mesmo entre
espécies proximamente relacionadas ou entre sistemas idénticos de cromossomos

sexuais (Cioffi et. al., 2011a, b).
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2- JUSTIFICATIVAS E OBJETIVO

Conforme ja evidenciado, os peixes eritrinideos se caracterizam por uma evolucao
cariotipica divergente, onde se destacam grupos de espécies com uma macroestrutura
cariotipica conservada, ao lado de outros com uma diversidade acentuada quanto ao
nimero e morfologia cromossomica. Distintos cariomorfos evidenciam um provavel
grupo de espécies, hoje englobadas em uma mesma entidade taxondémica. Em uma
mesma espécie nominal como, por exemplo, E. erythrinus ocorrem espécimes
portadores de sistemas de cromossomos sexuais multiplos, ao lado de outros com
cariotipos homomorficos entre os sexos. Assim sendo, esse grupo oferece oportunidades
excelentes para a analise dos eventos evolutivos, quer seja no tocante a diferenciagdo do
cariotipo como um todo, assim como no tocante a diferenciagao e evolucao de sistemas
de cromossomos sexuais, aspecto este que vem despertando um interesse crescente na
biologia evolutiva nos ultimos anos. Adicionalmente, o0s recentes avangos
metodoldgicos da citogenética molecular vém permitindo uma exploragdo mais ampla e
resolutiva dos eventos associados a evolugdo do caridtipo, com o mapeamento
cromossdmico de seqiiéncias repetitivas de DNA e o emprego da pintura cromossdmica.

O presente estudo teve por objetivo caracterizar a estrutura do cariotipo de novas
populacdes de E. erythrinus ¢ a comparacao dos dados obtidos com populagdes ja

analisadas, buscando ampliar os conhecimentos sobre a evolugdo cromossomica deste
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grupo € a caracterizagdo de sua biodiversidade. Para tanto, além das analises
cromossOmicas classicas, foi também analisada a diferenciacdo gendmica entre
populacoes de E. erythrinus, portadoras € ndo portadoras de sistemas de cromossomos
sexuais heteromorficos, no tocante a distribuicdo de diferentes seqili€ncias repetitivas de

DNA em nivel cromossOomico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Material

Foram utilizados espécimes machos e fémeas de Erythrinus erythrinus (Figura 1),
provenientes da bacia do Paraguai (regido de Bardo de Melgaco, MT) e de Poconé
,MT), da bacia do Alto Parana (regido de Birigui, SP) e do Baixo Parand (Resisténcia,
AR), todos representativos do cariomorfo A, assim como espécimes provenientes da
bacia Amazodnica (regido de Manaus, AM), representativos do cariomorfo C. Os
espécimes da regido de Bardo de Melgago e Poconé foram aqui analisados pela primeira
vez, enquanto que os espécimes das demais populagdes foram anteriormente analisados

apenas por procedimentos de citogenética cléssica.

e

’%‘;w,/_} -

Fig. 1. Exemplar de Erythrinus erythrinus da regiao de Poconé (MT).
Comprimento total = 16,0 cm.
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3.2 - Métodos

3.2.1 - Obtencao de cromossomos mitoticos

Foi adotada a metodologia descrita por Bertollo et al. (1978) para preparacoes
cromossomicas in vivo. Os espécimes foram injetados com solugdo aquosa de
colchicina (0,025%), na regido abdominal, na propor¢do de 1ml/100g de peso.
Posteriormente, o exemplar foi mantido em aquario sob aeragao durante 40-50 minutos,
sendo posteriormente anestesiado e sacrificado, sendo retirada a regido anterior do rim.
Este material foi lavado em solug¢dao hipotonica (KCl 0,075M) e transferido para
pequenas cubas de vidro, contendo cerca de 10 ml desta mesma solugdo, sendo bem
fragmentado com o auxilio de pincas de disseccdo. Este procedimento foi
complementado com o emprego de uma seringa hipodérmica, desprovida de agulha,
aspirando e eliminando vdarias vezes os fragmentos de tecidos, facilitando assim a
separacdo das células e a obten¢do de uma suspensao celular homogénea. A suspensdo
celular obtida foi incubada em estufa a 36-37°C, durante vinte minutos. O material foi
entdo revolvido cuidadosamente com auxilio de uma pipeta Pasteur e transferido para
um tubo de centrifuga, adicionando-se algumas gotas (5-6) de fixador recém-preparado
(metanol + &cido acético glacial 3:1). A mistura foi novamente revolvida vérias vezes e
centrifugada durante 10 minutos a 500-800 rpm, descartando o sobrenadante com pipeta
Pasteur. Adicionou-se ao sedimento celular 5-7ml de fixador, deixando-o escorrer pelas
paredes do tubo. O material foi revolvido novamente com auxilio da pipeta Pasteur,

sendo este procedimento repetido por mais duas vezes. Apos a ultima centrifugacao e
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eliminacdao do sobrenadante, foi adicionado 1 ml de fixador ao sedimento celular,
misturando-os bem. A suspensdo celular foi entdo guardada em freezer, acondicionada

em pequenos frascos.

3.2.2 - Hibridizacao In Situ Fluorescente (FISH)

A.Sondas

Foram utilizadas as seguintes sondas de seqiiéncias de DNAs repetitivos para o
mapeamento citogenético:
a) DNATr 58S, incluindo 120 pares de bases do gene codificante do RNAr 5S e 200 pares
de bases do espagador ndo-transcrito (NTS), isoladas diretamente do genoma de H.
malabaricus (Martins et al., 20006).
b) DNAr 188, incluindo um segmento de 1.400 pares de bases do gene codificante do
RNATr 18S, obtida por PCR a partir do DNA nuclear de H. malabaricus (Cioffi et al.,
2009b).
c¢) Elemento retrotransponivel Rex3, obtida por PCR a partir do genoma de E. erythrinus
(Cioffi et al., 2010a).
d) Oligonucleotideos enriquecidos com microsatellites (CA);s e (GA);s (Kubat et al.

2008)
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B. Marcacao das sondas

As sondas foram marcadas com biotina-16-dUTP, utilizando o kit Biotin-Nick
Translation Mix (Roche) ou com DIG-11-dUTP, utilizando o kit DIG-Nick Translation
Mix (Roche), conforme as instru¢des do manual do fabricante. Os produtos destas
reacdes foram precipitados com acetato de Potassio e etanol durante 16h a -20° C.
Posteriormente, os materiais foram centrifugados por 15 minutos a 13000 rpm,
descartando os sobrenadantes. Os DNAs marcados foram submetidos a secagem

completa em estufa a 37° C.

C.Preparaciao das laminas, hibridizacido e detec¢ao do sinal

As preparagdes cromossOmicas foram inicialmente incubadas com RNAse (40
pug/ml) por 1h a 37°C em camara umida. Apos a desnaturagao do DNA cromossdmico
em formamida 70%/ 2xSSC, o material foi desidratado em série de etanol a 70%, 85% e
100%, 5 minutos em cada banho . As misturas de hibridizagdo, contendo 100ng da
sonda desnaturada, 10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2xSSC e 50% de formamida em
um volume final de 30ul , foram aquecidas a 100°C por 10 minutos e entdo aplicadas
sobre as laminas e a hibridizagao realizada por um periodo de 16-18h a 37°C em camara
umida. No caso de experimentos de dupla-FISH, sondas biotiniladas e marcadas com
digoxigenina foram adicionadas concomitantemente no mix de hibridizacdo em uma
propor¢do de 1:1. As lavagens pos-hibridizagdo foram realizadas em formamida 50%
durante 15 minutos, seguida de uma segunda lavagem em 2xSSC de 15 min, ¢ uma

ultima lavagem em 4xSSC por 15 min a temperatura ambiente. A deteccdo das sondas
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foi realizada com conjugado avidina-FITC 0,07%(Sigma) em tampao C (0.1 M
NaHCO3 , 0,15 M NaCl) por 1h para sondas previamente marcadas com biotina ou com
anti-digoxigenina-rhodamina (Roche) em tampao C (0.1 M NaHCO3 , 0,15 M NaCl),
também por 1h, para sondas previamente marcadas com digoxigenina. Em experimentos
de dupla-FISH as detetecgdes foram realizadas concomitantemente. Os cromossomos
foram contracorados com DAPI (1,2 pg/ml) e as laminas foram montadas em solugao

Antifading (Vector Laboratories).

3.3. Analise dos resultados

As preparacdes cromossOmicas foram analisadas em microscopio de
epifluorescéncia, com os filtros apropriados, sendo as imagens capturadas com a
utilizagdao do software CoolSNAP-pro (Media Cybernetic). Foram analisadas cerca de
30 metafases de cada espécime.

Os cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos
(sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), conforme a relagdo de bracos (Levan et
al., 1964). Foi mantida uma padronizacdo quanto a apresentagdo do caridtipo dos
diferentes cariomorfos, para possibilitar uma analise comparativa apropriada entre as

mesmas.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo sendo apresentados na forma de dois capitulos, um
deles a ser submetido para publicacdao (Capitulo 1) e o outro ja publicado (Capitulo 2).

Todas as referéncias bibliograficas encontram-se relacionadas no final desta dissertagao.
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Diferenciacao e relacoes evolutivas em Erythrinus
erythrinus (Characiformes, Erythrinidae): ocorréncia e

distribuicao de micro-cromossomos B.

Nicolas Fernandes Martins * Marcelo de Bello Cioffi * Waldo Pinheiro Troy °
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Bertollo
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Resumo

Erythrinus erythrinus, espécie de peixe Neotropical pertencente a familia Erythrinidae,
apresenta uma ampla distribuicdo na América do Sul. Andlises citogenéticas
convencionais mostraram uma extensa diversidade cariotipica entre populagdes desta
espécie, com quatro cariomorfos (A-D) até entdo conhecidos. Neste estudo foi
investigada a estrutura cariotipica de duas novas populacdes de E. erythrinus
provenientes da regido do Pantanal de Mato-Grosso (Brasil), buscando subsidios
adicionais no tocante a diferenciacdo cariotipica e biodiversidade desse grupo. Ambas
as populagdes mostraram as mesmas caracteristicas cromossdmicas, apresentando
2n=54 cromossomos (6 m + 2 st + 46 a) sem diferenciacao entre machos e fémeas,
enquadrando-se assim entre as populagdes representativas do cariomorfo A.
Adicionalmente, idénticos micro-cromossomos supranumerarios foram encontrados nas
duas populagdes. Tais cromossomos apresentam-se mitoticamente instaveis, com
variagdes numéricas tanto intra como inter-individuais. Os dados obtidos indicam que,
em adi¢do aos demais rearranjos cromossomicos ocorridos, os cromossomos B também
participaram da diferenciacdo cariotipica de E. erythrinus, provavelmente representando

uma caracteristica ancestral para o grupo.
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Introducao

A familia Erythrinidae, representada pelos géneros Hoplias, Hoplerytrinus e
Erythrinus, possui um nimero relativamente pequeno de espécies. Particularmente no
tocante ao género Erythrinus, sdo reconhecidas duas espécies nominais, E. erythrinus,
mais amplamente distribuida pela regido Neotropical, e E. kessleri, de distribuigdo mais
restrita (Oyakawa, 2003). Entretanto, do ponto de vista cariotipico, E. erythrinus parece
corresponder a um complexo de espécies, com quatro cariomorfos (A-D) até entdo
identificados, os quais diferem tanto no niimero como na morfologia dos cromossomos,
bem como na ocorréncia de cromossomos sexuais heteromorficos (revisado em Cioffi et
al., 2012). Especialmente no tocante ao cariomorfo A, as populagdes ja analisadas
apresentam 2n=54 cromossomos (6 metacéntricos + 2 subtelocéntricos + 46
acrocéntricos), tanto nos machos como nas fémeas, sem evidéncias da presenca de
cromossomos sexuais heteromorficos. Ja os outros trés cariomorfos conhecidos deste
grupo evidenciam um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo
X1 X1 X0 X0/ X1 X,Y, com formulas cariotipicas distintas. Assim, o cariomorfo B apresenta
2n=54 cromossomos nas fémeas ¢ 2n=53 cromossomos nos machos (¢ 6m + 2st + 46a;
& 7m + 2st + 44a), enquanto que o cariomorfo C apresenta 2n=52 Cromossomos nas
fémeas e 2n=51 cromossomos nos machos (9 6m + 2sm + 6st + 38a; & 7m + 2sm + 6st
+ 36a) e o cariomorfo D possui 2n=52 cromossomos nas fémeas e 2n=51 cromossomos

nos machos (@ 4m + 2sm + 2st + 44a; & 5m + 2sm + 2st + 42a).
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Adicionalmente, a ocorréncia de pequenos Cromossomos supranumerarios,
morfologicamente semelhantes a “double minutes”, ja foi registrada para algumas
populacoes de E. erythrinus (Bertollo et al., 2004). Desde a sua descoberta no século
passado (Wilson, 1907, Camacho et al., 2000), os cromossomos supranumerarios, ou
cromossomos B, tém sido alvo de muitas investigacdes sobre a sua origem € o seu
significado biologico. Mostram-se presentes em diversos grupos de organismos (Jones
& Rees, 1982), mas sdo elementos dispensaveis, que usualmente ndo seguem um padrao
de heranca mendeliana, apresentando segregacdo irregular durante a meiose (Jones e
Rees, 1982; Beukeboom, 1994, Camacho et al., 2000). Geralmente apresentam-se
menores em tamanho e distintos na morfologia em relacdo aos cromossomos do
complemento padrdo ou cromossomos A, com evolu¢do associada a processos de
heterocromatinizagdo ¢ acumulo de DNAs repetitivos e elementos transponiveis
(Camacho et al., 2000).

No presente estudo foi investigada a estrutura cariotipica de E. erythrinus,
provenientes de duas regides distintas daquelas das demais populagdes ja analisadas
desta espécie. O principal objetivo foi a caracterizagdo de novas populagdes no contexto
da biodiversidade cromossdmica existente dentro desta espécie nominal, buscando
novos subsidios no tocante a sua evolucdo divergente. Os resultados apontaram para
uma participacdo mais ampla dos cromossomos B na diversificagdo cariotipica de E.
erythrinus. O conjunto dos dados ja obtidos sugere que E. erythrinus corresponde a um

complexo de espécies, com problemas taxondmicos a serem ainda resolvidos.
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Material e Métodos

Espécimes

Foram analisados 40 espécimes de Erythrinus erythrinus provenientes de duas
localidades distintas, totalizando 16 fémeas e 14 machos da regido de Bardo de
Melgaco-MT (16°10'16.67”S; 55°57'26.28"0O) e 7 fémeas e 3 machos da regido de
Poconé-MT (16°15' 48.32"S; 56°37°48.64”0) (Figura 1). Ambas as localidades
encontram-se proximamente situadas no Pantanal de Mato-Grosso, o qual ¢ constituido
por uma area de 250 mil km” na regidio Centro-Oeste do Brasil, alagada em sua maior
parte. Os espécimes desta regido brasileira foram analisados pela primeira vez no

presente estudo.

Preparacio dos cromossomos mitdticos

Os animais foram previamente tratados com solucao de colchicina a 0,005% (1ml
de solucdo / 100 gramas de peso do animal), por um periodo de 40-50 minutos. A
seguir, apos procedimentos anestésicos, foram extraidos fragmentos do rim anterior,
procedendo-se a hipotonizagdo celular em KCI1 0.075M durante 20 minutos a 36 °C, a
fixagao em alcool metilico (3 partes) : acido acético glacial (1 parte) e a preparagao das
laminas, conforme o procedimento usualmente utilizado para a metodologia de “air
drying” (Bertollo et al., 1978). As preparagdes cromossOmicas foram analisadas em
microscopio optico (Olympus BX50), sendo as imagens capturadas com a utilizagdo do
software CoolSNAP-pro (Media Cybernetic). Foram analisadas pelo menos 30
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metafases de cada espécime para a comprovacao do nimero dipldéide. Os cromossomos
foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st)

e acrocéntricos (a), conforme a relagdo de bragos (Levan et al., 1964).
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Resultados

O caridtipo de ambas as amostras apresentaram as mesmas caracteristicas, ou
seja, 2n=>54 cromossomos, sendo 6 m + 2 st + 46 a, sem diferenciacdo entre machos e
fémeas (Figura 2).

Adicionalmente, ambas também evidenciaram a ocorréncia de micro-
cromossomos acessorios ao complemento padrao, denominados cromossomos B.
Considerando a amostra de 521 metafases analisadas, foram encontrados de zero a seis
cromossomos B por célula, onde a freqiiéncia maior ¢ de células ndo portadoras de Bs
(38,9%), seguidas por células portadoras de 1B (20,9%) e 2Bs (20,5%). As cé¢lulas
portadoras de 3 a 6 Bs foram menos freqiientes, cuja somatoria corresponde a 19,7% das
c¢lulas examinadas. Assim sendo, as células com 1 ou 2 cromossomos B correspondem
a 41,4% das células portadoras desses cromossomos, contrastando acentuadamente em

freqiiéncia com as cé€lulas portadoras de um niimero maior de Bs (Figuras 3 ¢ 4).
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Discussao

Os novos representantes de E. erythrinus aqui analisados apresentaram a mesma
constituicdo cariotipica, evidenciando as caracteristicas cromossomicas tipicas do
cariomorfo A de E. erythrinus, diferenciando-se portanto dos demais cariomorfos desta
espécie (Bertollo et al., 2004). Os dados até agora obtidos evidenciam que o cariomorfo
A possui uma distribuicdo geografica mais ampla em relagdo aos demais cariomorfos.
De fato, enquanto que o cariomorfo A ja foi evidenciado nas regides Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil e no norte da Argentina, os cariomorfos B-D tem apresentado uma
localizagao mais pontual (Bertollo et al., 2004 e presente estudo).

A ocorréncia de micro-cromossomos B, geralmente apresentando o aspecto de
“double minutes”, foi também evidenciada. “Double-minutes” sdo pequenas estruturas
comumente presentes em diferentes células tumorais humanas, correspondendo a
amplificagdes gé€nicas que podem conter oncogenes e genes de resisténcia as drogas,
replicando-se como os demais cromossomos durante a divisao celular (Barker, 1982).
Os micro-cromossomos B mostraram-se presentes nos espécimes das duas regides
investigadas, sendo mais fracamente corados que os cromossomos do complemento
padrdo.. Entretanto, tais cromossomos nao sdo um atributo exclusivo dos E. erythrinus
ora investigados, visto que algumas outras populacdes dos cariomorfos A ¢ B também
compartilham esta ocorréncia. Andlises citogenéticas realizadas por Bertollo et al.
(2004), evidenciaram que o cariomorfo A deve representar a condi¢ao ancestral em E.
erythrinus, a partir do qual teriam se diversificado os demais cariomorfos conhecidos.
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Dentre estes, o cariomorfo B ¢ 0o que mostra maior proximidade com o cariomorfo A,
mantendo o mesmo nimero de cromossomos nas fémeas 2n=54 e a sua redugdo para
2n=53 nos machos pela diferenciagdo de um sistema de cromossomos sexuais multiplos
X1 X1 X X0/ X X,Y (Bertollo et al., 2004). A ocorréncia de um mesmo tipo de Bs em
diferentes populacdes e cariomorfos de E. erythrinus de diferentes regioes geograficas
provavelmente indica a ancestralidade da origem desses cromossomos. Assim sendo, ¢
mais parcimonioso considerar que estes cromossomos também representariam uma
caracteristica basal para o grupo, sendo presentemente encontrado entre algumas
populagdes dos diferentes cariomorfos, com ou sem cromossomos sexuais diferenciados
(Figura 5). De fato, uma das caracteristicas principais dos cromossomos B ¢ a sua nao-
universalidade, ou seja, mostram-se presentes entre alguns individuos de algumas
populagdes de uma dada espécie, seguindo um caminho evolutivo proprio (Camacho et
al., 2000). Neste contexto, ¢ de se esperar que outras populacdes dos diferentes
cariomorfos, além daquelas até entdo analisadas, possam também mostrar a ocorréncia
desses cromossomos adicionais na sua estrutura, questionando as possiveis fungdes
exercidas por estes cromossomos.

Em geral, a auséncia de caracteres fenotipicos decorrentes da presenca dos Bs
favorece a proposta de que eles sejam elementos genOmicos parasitas, sem efeitos
benéficos aos seus portadores (Camacho et al., 2000). Entretanto, algumas situagdes
especificas falam a favor de uma possivel fungdo exercida por esses cromossomos. Tal

¢ o caso de uma espécie de ciclideo do Lago Vitoria onde um cromossomo B fémea

27



especifico € portador de varios genes codificantes de proteinas, destacando um possivel
efeito funcional na determinag¢do do sexo feminino (Yoshida et al., 2011). Igualmente
em Chilomycterus spinosus (Tetraodontiformes), um cromossomo B se mostra restrito
aos machos e se comporta como univalente durante a meiose, também sugerindo a
possivel relagdo com a determinagdo do sexo nesta espécie (Noleto et al., 2012). Por sua
vez, em Astyanax scabripinnis a ocorréncia de cromossomos B se mostra mais freqiiente
em um dos sexos, neste caso também nas fémeas, além de apresentar maior incidéncia
em populagdes situadas em maiores altitudes comparativamente aquelas situadas em
menores altitudes (Néo et al., 2000a, b), podendo sugerir algum possivel efeito
adaptativo.

A ocorréncia de cromossomos B ja ¢ amplamente conhecida entre os peixes.
Carvalho et al. (2008), destacam 61 espécies portadoras desses cromossomos
distribuidas em diferentes familias, com predominancia nas ordens Characiformes e
Siluriformes. Tais cromossomos podem apresentar diferentes morfologias € tamanhos,
variando desde muito pequenos, como em Prochilodus (Pauls e Bertollo, 1983) e
Moenkhausia (Foresti et al., 1989), at¢ com tamanho idéntico ou mesmo maior que o0s
maiores cromossomos do complemento padrdo, como em Rhamdia (Fenocchio e
Bertollo, 1990) e Astyanax (Salvador e Moreira-Filho, 1992; Maistro et al., 1992). Sua
origem também tem sido objeto de diversas investigagdes. Em algumas espécies, como
Astyanax scabripinnis, ha boas evidéncias de que macro-cromossomos B correspondam

a isocromossomos (Vicente et al., 1996; Mestriner et al., 2000; Vicari et al., 2011). Em
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Prochilodus lineatus a origem intra-especifica dos Bs também parece provavel, com
base em marcadores cromossdémicos obtidos a partir de DNAs repetitivos (Jesus et al.,
2003; Artoni et al., 2006).

A 1instabilidade mitética é um atributo marcante da maioria dos cromossomos Bs,
tanto nos peixes como nos demais organismos (Jones e Rees, 1982). Entretanto, ha
também varios casos ja registrados evidenciando um comportamento mitotico mais
estavel para esses cromossomos, como em algumas populacdoes de Astyanax
scabripinnis onde um macrocromossomo B € permanentemente encontrado nas células
de seus portadores (Moreira-Filho et al., 2004). Contudo, ¢ interessante destacar que em
algumas espécies, como no peixe Prochilodus lineatus, cromossomos B mitoticamente
instdveis passaram a ter um comportamento estavel ao longo do tempo. Populagdes
naturais dessa espécie apresentam usualmente de zero a sete pequenos cromossomos B
(Pauls e Bertollo, 1983; Oliveira et al., 1997; Cavallaro et al., 2000; Artoni et al., 2006),
os quais podem entretanto chegar at¢ o limite de nove em cruzamentos controlados
(Voltolin et al.,, 2011). Em uma populagdo natural desta espécie, analisada mais
detalhadamente, verificou-se que a freqiiéncia dos Bs dobrou durante certo periodo de
tempo, passando entdo a permanecer estavel. Concomitantemente, a instabilidade
mitdtica dos Bs apresentou um significante decréscimo, sugerindo a neutralizagdo de
um mecanismo de acumulo desses cromossomos pela aquisicdo de uma estabilizagdo
mitdtica (Cavallaro et al., 2000). De fato, a neutralizagdo dos Bs pode ser também

corroborada pela sua taxa de transmissao (Kg) em torno de 0,5, evidenciando um
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comportamento Mendeliano desses cromossomos (Oliveira et al., 1997). No presente
caso de E. erythrinus a variagdo numérica observada (Fig. 4) mostra que os Bs
comportam-se como mitoticamente instaveis nesta espécie. De fato, foram observadas
variacoes nao s6 entre os diferentes espécimes analisados, como também entre as
diferentes metafases de um mesmo individuo.

As particularidades cromossdmicas de cada um dos distintos cariomorfos e suas
respectivas distribuigdes geograficas reforcam a proposta de que E. erythrinus deva
corresponder a um complexo de espécies, onde a diversificagdo cariotipica foi
determinada por diferentes rearranjos cromossomicos (Bertollo et al., 2004; Cioffi et al.
2010), assim como pela adicdo de  micro-cromossomos extras, os quais sao
presentemente observados entre algumas populacdes de alguns cariomorfos. Ao que

tudo indica, tais cromossomos parecem corresponder a uma caracteristica basal deste

grupo.
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Fig. 1. Locais de coleta das amostras de Erythrinus erythrinus analisadas no presente
estudo, provenientes do Pantanal Matogrossense, bacia do rio Paraguai. 1=Poconé

(MT); 2=Barao de Melgaco (MT).
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Fig. 2. Caridtipo de Erythrinus erythrinus representativo de machos e fémeas das
populagdes de Poconé e Bardao de Melgaco (MT), com 2n=54 cromossomos,
evidenciando trés pares metacéntricos (m), um par subtelocéntrico (st) e vinte e trés

pares acrocéntricos (a), além de dois pequenos microcromossomos Bs (mi).
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Fig. 3. Cromossomos metafasicos representativos das populagdes de Erythrinus

erythrinus das populacdes de Poconé e Bardo de Melgaco (MT), evidenciando em (A) a

auséncia de cromossomos B, em (B) um micro-cromossomo B, em (C) dois micro-

cromossomos B e em (D) trés micro-cromossomos B (setas).

33



250
203

200
(]
m
-]
@
]
S 150
<X
o
3
N 109 107
%
= 100
1]
-]
[o]]
=

50 43 37
. ] I
0Bs 1Bs 2Bs 3Bs 4Bs 5 Bs 6Bs
N2 de Bs

Fig. 4. Freqiiéncia de micro-cromossomos B encontrados nas populag¢des de Erythrinus
erythrinus de Poconé e Bardo de Melgaco (MT). Observe a freqiiéncia maior de 1-2
Bs/célula, seguida pela freqiiéncia intermediaria de 3-4 Bs e pela freqiiéncia menor de 5-

6 Bs/célula.
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Fig. 5. Diferenciacdes evolutivas propostas para as populacdes de Erythrinus
erythrinus dos cariomorfos A (2n=54 cromossomos, sem Cromossomos sexuais
diferenciados) e B (2n=54 cromossomos nas fémeas, X1X1X2X2 e 2n=53
cromossomos nos machos, X1X2Y), com base nas caracteristicas cariotipicas.
Observe a presenga/auséncia de micro-cromossomos B entre populagdes do
cariomorfo A e o compartilhamento desses cromossomos por populacdes dos

cariomorfos A e B.
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Resumo

Erythrinus erythrinus apresenta diversidade cariotipica, com quatro cariomorfos (A-D)
diferindo no nimero de cromossomos, na estrutura cariotipica e sistemas de
cromossomos sexuais. O cariomorfo A tem 2n=54 cromossomos nos machos e nas
fémeas, sem cromossomos sexuais heteromorficos, enquanto que o cariomorfo C tem
2n=52 cromossomos nas fémeas e 2n=51 cromossomos nos machos, devido a um
sistema de cromossomos sexuais X1X1X2X2/X1X2Y. Trés populacdes alopatricas do
cariomorfo A e uma populacao do cariomorfo C foram presentemente investigadas por
procedimentos de citogenética molecular, utilizando sondas de DNAs repetitivos. Os
resultados obtidos reforcam a proximidade entre as populagdes do cariomorfo A,
apesar de sua ampla distribuicdo geografica. Entretanto, o cariomorfo C mostrou uma
diferenca acentuada na sua constituicdo genOmica, especialmente em relacdo a
quantidade e distribui¢ao das sequéncias DNAr 5S e Rex3 nos cromossomos. Embora
os cariomorfos C e D compartilhem diversas caracteristicas cariotipicas, ocorrem
marcadores cromossomoOmicos exclusivos que evidenciam os diferentes caminhos
evolutivos entre eles. Assim sendo, além dos rearranjos cromossomicos classicos, os
DNA s repetitivos foram bons indicadores para evidenciar a biodiversidade desse grupo
de peixes, assim como o seu relacionamento e a sua diferenciacdo. Os dados
cromossOmicos corroboram acentuadamente que E. erythrinus deve corresponder a um

complexo de espécies, ao inves de uma Unica entidade biologica.

Palavras-chave:

Cariomorfos, evolugao cariotipico, DNAs repetitivos, marcadores cromossdomicos
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Introducio

Os Erythrinidae constituem uma pequena familia de peixes Neotropicais,
caracterizada por uma grande diversidade cariotipica (Bertollo, 2007). Particularmente,
no género Erythrinus ja foram identificados quatro cariomorfos (A-D) na espécie
nominal E. erythrinus, os quais diferem no nimero e na morfologia dos cromossomos e
na ocorréncia de cromossomos sexuais (Bertollo et al., 2004; Cioffi et al., 2010). O
cariomorfo A tem 2n=54 cromossomos (6m + 2st + 46a) nos machos e nas fémeas, sem
cromossomos sexuais heteromorficos. O cariomorfo B tem 2n=54 cromossomos nas
fémeas e 2n=53 cromossomos nos machos ( @ 6m + 2st + 42a + X1X1X2X2; & 6m +
2st + 42a + X1X2Y). O cariomorfo C tem 2n=52 cromossomos nas fémeas ¢ 2n=51
cromossomos nos machos (9 6m + 2sm + 6st + 34a + X1X1X2X2; &' 6m + 2sm + 6st +
34a + X1X2Y). O cariomorfo D tem 2n=52 cromossomos nas fémeas e¢ 2n=51
cromossomos nos machos (94m + 2sm + 2st + 40a + X1X1X2X2; & 4m + 2sm + 2st +
40a + X1X2Y. Em todos os casos, o cromossomo Y € um grande metacéntrico, o maior
do conjunto cromossdomico. Bertollo et. al. (2004) propuseram que o cromossomo foi
originado a partir de uma fusdo céntrica entre dois cromossomos acrocéntricos nao-
homoélogos. Consequentemente, os cromossomos acrocéntricos desprovidos de

homologos no caridtipo do macho correspondem aos cromossomos X1 e X2.
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E bem conhecido que uma fragio substancial do genoma eucaridtico consiste de
sequéncias de DNAs repetitivos, incluindo satélites, minissatélites, microssatélites e
elementos transponiveis (Jurka et al., 2005; Lopez-Flores e Garrido-Ramos, 2012). O
mapeamento cromossomico dessas sequéncias repetitivas com o emprego da
hibridizagao in situ fluorescente (FISH) tem propiciado um panorama bastante
informativo sobre a organizagdo gendmica e a caracterizacao da biodiversidade (Cioffi
et al., 2012a).

Algumas classes de DNAs repetitivos ja foram previamente utilizadas,
fornecendo informacdes relevantes sobre a diversificacdo cariotipica em E. erythrinus.
De fato, o uso de sondas teloméricas claramente evidenciou que o grande cromossomo
Y do cariomorfo D possui um sitio telomérico intersticial caracteristico (ITS) na sua
regido centromérica (Cioffi et al., 2010), confirmando assim a proposta prévia sobre a
origem desse cromossomo. Uma notavel dispersdo do retrotransposon Rex3, co-
localizado com sitios de DNAr 58S, foi também detectada na regido centromérica de até
22 cromossomos do cariomorfo D. Foi proposto que este elemento transponivel se
inseriu na sequéncia de DNAr 5S e que o complexo DNAr 5S/Rex3 se dispersou pelo
cariotipo (Cioffi et al., 2010). Adicionalmente, a pintura cromossdmica com sondas
derivadas da microdisseccdo do cromossomo Y indicou que o sistema X1X2Y se
derivou de um sisterma simples, XY, ainda morfologicamente indiferenciado, presente

no cariomorfo A (Cioffi et al., 2011).
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No presente estudo, trés populagdes alopatricas do cariomorfo A € uma
populagdo do cariomorfo C de E. erythrinus foram analisadas mais
pormenorizadamente. Andlises de citogenética molecular foram empregadas
objetivando a obten¢do de marcadores cromossOmicos para uma gendmica comparativa
em nivel cromossdmico. Os dados obtidos evidenciaram caracteristicas Unicas e
compartilhadas entre as populagdes e/ou cariomorfos, destacando suas inter-relagoes e

diferenciagdes, fornecendo novas informagdes sobre a evolugdo cariotipica deste grupo.
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Material e métodos

Espécimes e preparac¢des cromossomicas

Amostras de E. erythrinus de trés populagdes do cariomorfo A e uma populagao
do cariomorfo C foram obtidas de distintas bacias hidrogréficas (Figura 1, Tabela 1). A
populagdo proveniente da regido de Bardo de Melgaco (MT) foi analisada pela primeira
vez, As demais populagdes foram previamente analisadas apenas por procedimentos
citogenéticos classicos.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de suspensoes celulares do rim
anterior, usando o método convencional de “air-drying” (Bertollo et al., 1978).
Aproximadamente 30 metafases por espécime foram analisadas para a confirmagdo do
numero diploide e da estrutura cariotipica. As imagens foram capturadas pelo sistema
CooISNAP, Image Pro Plus, 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA),
acoplado a um microscopio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa, Japan).
Os cromossomos foram classificados como metacéntricos (m),, submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo com a relacao de bragos (Levan et

al., 1964).

Sondas cromossomicas e experimentos de FISH

Foram utilizadas duas sequéncias repetitivas de DNA, isoladas do genoma de
outra espécie de Erythrinidae, Hoplias malabaricus. A primeira sonda, de DNAr 58S,
incluiu 120 pares de bases deste gene e 200 pares de bases do espagador nao-transcrito
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(NTS) (Martins et al., 2006). A segunda sonda correspondeu a um segmento de 1.400
pares de bases do gene do RNAr 188S, obtida por PCR a partir de DNA nuclear (Cioffi et
al., 2009). Ambas as sondas foram clonadas em vetores plasmidiais e propagadas em
células competentes de Escherichia coli (Invitrogen, San Diego, CA, USA). O
retroelemento Rex3 foi obtido por PCR, diretamente do genoma de E. erythrinus (Cioffi
et al., 2010). A sonda de DNAr 5S foi marcada com biotina-14-dATP por “nick
translation”, conforme as recomendagdes do fabricante (BioNickTMLabeling System;
Invitrogen, San Diego, CA, USA). As sondas de DNAr 18S e Rex3 foram marcadas por
“nick translation” com DIG-11-dUTP, conforme as instrugdes do fabricante ((Roche,
Mannheim, Germany). A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada sob
condicdes de alta estringéncia (Pinkel et al., 1986). As laminas com 0s cromossomos
metafésicos foram incubadas com RNAse (40 pg/ml) por 1h50min a 37 °C. Apos a
desnaturacdo do DNA cromossdmico durante 3min em formamida 70%/2 x SSC por
4min a 70 °C, as preparagdes foram incubadas em 2 x SSC por 4min a 70 °C. A mistura
de hibridizacao (2,5 ng/ul de sonda, 2ug/ul de DNA de esperma de salmao, 50% de
formamida deionizada, 10% de sulfato de dextrano, pH 7,0) foi adicionada sobre as
laminas, (overnight), a 37°C, em cAmara umida contendo 2 x SSC. As lavagens pos-
hibridiza¢do foram realizadas em um “shaker” (150 rpm) a 37°C. A primeira lavagem foi
realizada em formamida 50%/2 x SSC (pH 7,5) por 15 min., seguindo-se a segunda
lavagem em 2 x SSC por 15 min. Uma lavagem final foi realizada em temperatura

ambiente, em 2 x SSC por 15 min. Avidina-FITC (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi
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utilizada para a detec¢do dos sinais da sonda de DNAr 5S e anti-digoxigenina- rodamina
(Roche, Mannheim, Germany) para a deteccdo dos sinais das sondas de DNAr 18S e
Rex3. Os experimentos de FISH com as sondas dos microssatélites d(CA)15 e d(GA)15
foram realizados basicamente conforme descrito em Kubat et al. (2008). Estas
sequéncias foram marcadas diretamente com Cy3 na extremidade 5’ durante a sintese
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Os cromossomos foram contra-corados com DAPI (1,2
ug/ml) e a preparagdes montadas em solugdo de “antifading” (Vector, Burlingame, CA,
USA) e analisadas em microscopio Olympus BX50 (Olympu Corporation, Ishikawa,

Japan).
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Resultados
Cariotipos

Os cariotipos das quarto populagdes apresentaram as caracteristicas gerais que
distinguem os Erythrinus dos demais Erithrinidae, ou seja, um grande nimero de
cromossomos acrocéntricos € poucos cromossomos portadores de dois bragos. As
amostras de Bardao de Melgaco (MT), Birigui (SP) e Resisténcia (AR) mostraram 2n=54
cromossomos (6 m + 2 st + 46 a), sem cromossomos sexuais diferenciados, o que
caracteriza o cariomorfo A (Fig. 2).

A amostra de Manaus (AM) apresentou 2n=>52 cromossomos (6m + 2sm + 6st +
34a + X1X1X2X2) nas fémeas ¢ 2n=51 cromossomos (6m + 2sm + 6st + 34a +
X1X2Y) nos machos. Esta estrutura cariotipica caracteriza o cariomorfo C (Fig. 2). Os
cromossomos X1 e X2 foram tentativamente identificados conforme resultados prévios

obtidos para o cariomorfo D, o qual apresenta 0 mesmo sistema X1X1X2X2/X1X2Y.

Mapeamento cromossomico dos sitios de DNAr 18S, DNAr 5S e Rex3

Os resultados obtidos apresentaram o mesmo padrdo de distribuigdo nos
cromossomos em todas as populacdes analisadas do cariomorfo A. Assim sendo, estdo
sendo apresentados apenas os resultados obtidos com a populacdo de Bardo do
Melgago, como representativa das demais populagdes do cariomorfo A. Um padrio
similar de distribuicao dos sitios de DNAr 18S foi encontrado nos cariomorfos A e C.
Quatro pares acrocéntricos apresentam sitios de DNAr 18S na regido terminal dos
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bragos longos ou curtos, em adi¢do a um par cromossémico com sitios bi-teloméricos.
Por sua vez, os sitios de DNAr 5S apresentaram uma distribui¢ao bastante distinta (Fig.
2). O cariomorfo A apresenta apenas um par acrocéntrico com DNAr 5S na regido
telomérica dos bragos curtos. Este mesmo par cromossdmico também apresenta DNAr
18S nos bracos longos, evidenciando assim uma condi¢cdo sinténica entre essas duas
classes de DNAs ribossomais. Esta mesma sintenia ¢ compartilhada pelo cariomorfo C,
embora sendo aqui também encontrada em um outro par adicional de cromossomos
(Fig. 2). Adicionalmente, varios cromossomos acrocéntricos apresentam sitios de DNAr
5S neste cariomorfo, totalizando 14 pares nas fémeas e 12 pares mais 0s cromossomos
X1,X2 ¢ Y nos machos. Em todos os cromossomos, a sequéncia de DNAr 5S esta
localizada na regido telomérica dos bragos curtos, exceto no cromossomo Y onde ela ¢
encontrada na regido centromérica (Fig. 2). Em ambos cariomorfos, hd uma clara co-
localizagao do elemento transponivel Rex3 e os sitios de DNAr 5S, conforme

demonstrado mapeamento utilizando dupla FISH (Fig. 2).

Mapeamento cromossomico das repeticdes de microssatélites

Os microssatélites (CA)15 e (GA)15 mostram-se abundantemente distribuidos em
todos os cromossomos do cariomorfo A. Sitios mais conspicuos sdo encontrados nas
regidoes teloméricas dos cromossomos, mas sitios intersticiais evidentes podem ser
também observados (Fig. 3). Um padrao similar de distribuicdo para estes

microssatélites ¢ também verificado no cariomorfo C, sem diferencas significativas
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entre machos e fémeas. O cromossomo Y, metacéntrico, apresenta sitios conspicuos
intersticiais para ambos o0s microssatélites, assim como outros Ccromossomos

acrocéntricos do complemento (Fig. 3).
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Discussao

Mapeamento cromossomico dos sitios de DNAr 18S e 5S e Rex3

A investigagdo das cinco classes de DNAs repetititivos empregados neste estudo
forneceu resultados bastante informativos para uma gendmica comparativa em nivel
cromossOmico, com novas informagdes importantes sobre a evolucao cariotipica de E.
erythrinus. Embora os cariomorfos A e C compartilhem uma distribuicao similar dos
sitios de DNAr 18S, este ultimo apresenta uma consideravel diferengca na sua
constituicdo referente as sequéncias de DNAr 5S e Rex3. De fato, enquanto que o
cariomorfo A apresenta apenas um Unico par de cromossomos acrocéntricos portador de
DNAr 58, o qual € co-localizado com o retroelemento Rex3, no cariomorfo C ocorrem
27 cromossomos nos machos ¢ 28 cromossomos nas fémeas portadores desses sitios co-
localizados (Fig. 2). E também significativo o fato de que este mesmo cenario é
encontrado no cariomorfo D (Cioffi et al., 2010), embora diferindo no nimero de
cromossomos portadores desse complexo 5S rDNA-Rex3, ou seja, 21/22 cromossomos
no cariomorfo D e 27/28 cromossomos no cariomorfo C (Figs. 2 ¢ 4).

A heterocromatina apresenta uma composicdo complexa de varios tipos de
sequéncias repetititvas (Charlesworth et al., 1994; Kidwell, 2002). A reorganizagao
cromossOmica pode alterar o nimero e a posi¢ao destas sequéncias, possibilitando um
dinamismo intragenémico durante o processo evolutivo. Portanto, uma diferenciagdo na
quantidade e na distribui¢do da fracdo heterocromatica do genoma pode usualmente
ocorrer, como em muitas espécies de peixes (Cioffi e Bertollo, 2012). Sob a o6tica da
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hipdtese parasitica, os elementos repetitivos poderiam se acumular na heterocromatina
porque ha poucos genes nesta regido (Horvath et al., 2001; Grewal e Jia 2007) e,
portanto, os elementos inseridos seriam provavelmente menos deletérios e teriam mais
chance de se acumularem (Biémont e Vieira, 2006). Entretanto, a dindmica desta
acumulagdo, as especificidades de posicdo e localizagao das diferentes sequéncias, bem
como os possiveis papéis que os elementos repetitivos poderiam desempenhar dentro da
heterocromatina se contrapdem a esta visdo (Dimitri e Junakovic, 1999). Antes de
representar apenas uma fracdo de DNA lixo, o acumulo de DNA repetitivo na
heterocromatina pode corresponder a uma importante interacdo evolutiva entre os
componentes do genoma (Grewal e Jia, 2007). De fato, nossos resultados em relagdao ao
mapeamento e distribui¢do das sequéncias de DNAr 5S e Rex3 nos cromossomos de E.
erythrinus mostram o dinamismo destes elementos repetitivos nesta espécies, dando
suporte a visdo de que eles representam componentes relevantes do genoma

intermediando a diferenciacao genética durante o processo evolutivo.

Mapeamento cromossomico das sequéncias de microssatélites

Os microssatélites sdo sequéncias repetitivas abundantes em todos os genomas
eucaridticos até entdo estudados, sendo encontradas tanto entre as regides codificadoras
dos genes estruturais como entre outras sequéncias repetitivas (Tautz e Renz, 1984).
Uma das propriedades mais importantes destas sequéncias ¢ sua habilidade de originar

variantes com um numero diferente de repeticoes. Além disso, os microssatélites podem
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estar organizados em longos segmentos constituidos por centenas e até milhares de
unidades de repeticdes em tandem, associados com a heterocromatina constitutiva de
muitas espécies (revisdo em Martins, 2007). No genoma dos peixes, os microssatélites
estdo usualmente localizados nos teldmeros, centromeros, assim como nos Cromossomos
sexuais, onde uma significante fracdo do DNA repetitivo ¢ também encontrada (Cioffi e
Bertollo, 2012).

Nos Erythrinus, ambas as sondas dos microssatélites empregados [(CA)IS e
(GA)15] geraram sinais evidentes nas regides eucromaticas € heterocromaticas dos
cromossomos, mas com uma localizag¢do preferencial na heterocromatina (Fig. 3). Estes
segmentos repetidos foram também localizados em outras espécies de peixes, como em
Imparfinis  schubarti, Steindachneridion scripta e Rineloricaria latirostris
(Loricariidae), com um consideravel acimulo do microssatélite (GA)1S5 nas regides
teloméricas (Vanzela et al., 2002). Além disso, no “zebrafish” (Danio rerio) e¢ na
sardinha de agua doce (Triportheus auritus), ambas as sondas (CA)15 e (GC)15 foram
preferencialmente localizadas nas regides centroméricas e teloméricas (Shimoda et al.,
1999; Cioffi et al., 2012b). Este acumulo preferencial pode indicar uma regido
cromossdmica particular onde os microssatélites estdo presentes como grandes arranjos
perfeitos ou degenerados.

Apesar da distribuicdo geral similar em ambos os cariomorfos, os dois
microssatélites mostraram sitios intersticiais conspicuos no brago longo do cromossomo

Y no cariomorfo C. Contudo, tais sitios sdao também encontrados em outros
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cromossomos acrocéntricos do conjunto cromossémico, sendo mais freqiientes para o
microssatélite (GA)15 (Fig. 3). A analise comparativa entre os caridtipos de machos e
fémeas claramente indica que o grande cromossomo Y, metacéntrico, encontrado nos
cariomorfos B-D de E. erythrinus foi originado por uma fusdo céntrica entre dois
cromossomos acrocéntricos nado homologos (Bertollo et al., 2004). Embora ainda nao
tenha sido caracterizado nenhum marcador especifico para identificar estes
cromossomos acrocéntricos, aqueles portadores dos sitios microssatélites intersticiais
sdo bons candidatos como tais cromossomos. De fato, ha uma boa correspondéncia

entre esses sitios e aqueles localizados no cromossomo Y (Fig. 3).

Interacoes e diferenciacao dos cariomorfos

Os principais passos demonstrando a diferenciacdo e as inter-relacdes entre os
cariomorfos A-D de E. erythrinus estdo apresentados na Fig. 4. Foi previamente
considerado que o cariomorfo A (2n=54 cromossomos nos machos e nas fémeas e
auséncia de cromossomos sexuais heteromorficos) representa o cariotipo provavelmente
basal a partir do qual os demais cariomorfos teriam se diferenciado. Assim, alguns
rearranjos cromossOmicos, tais como fusdes céntricas € inversdes pericéntricas, deram
origem ao sistema de cromossomos sexuais X1X2Y que ocorre nos cariomorfos B-D,
assim como as suas distintas férmulas cariotipicas (Bertollo et al., 2004).

Embora nao tenhamos informag¢des adicionais sobre o cariomorfo B, a ocorréncia

de marcadores cromossomicos compartilhados pelos cariomorfos A, C e D permitem
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inferir sobre a ancestralidade destas caracteristicas dentro do grupo. Este ¢ o caso dos
sitios bi-teloméricos de DNAr 18S (sitios localizados em ambas regides teloméricas do
mesmo cromossomo), os sitios de DNAr 5S + Rex3 conjugados, assim como da
condic¢do sinténica dos sitios 18S + 5S/Rex3. Por sua vez, a dispersao dos sitios 5S/Rex3
¢ encontrado no genoma dos cariomorfos C e D, portanto representando uma condi¢ao
sinapomorfica para estes cariomorfos. Entretanto, o cariomorfo C apresenta também
caracteristicas exclusivas, como a dispersao adicional dos sitios 5S/Rex3 em mais trés
pares cromossOmicos € uma sintenia 18S + 5S/Rex3 adicional em mais um par de
cromossomos comparativamente ao cariomorfo D.

Fica evidente que a dispersdo genOmica dos elementos transponiveis Rex3
conjugados aos sitios de DNAr 5S se encontra estreitamente associada com a evolugao
de ambos os cariomorfos C e D. Em ambos, todos os sitios de DNAr 5S estdo co-
localizados com os elementos Rex3, mostrando um aumento notavel desses sitios em
contraste com o cariomorfo A. Considerando que os cariomorfos C e D representam
formas derivadas em relagao ao cariomorfo A, os resultados claramente demonstram
uma ampla dispersdo desses elementos na regido centromérica de cromossomos
acrocéntricos. Portanto, ¢ provavel que sequéncias do retroelemento Rex3 tenham se
inserido no DNAr 58S e se dispersado no caridtipo (Cioffi et al., 2010). Além disso, o
sitio 5S/Rex3 centromérico, presente no grande cromossomo Y metacéntrico, reforga a

sua origem por uma fusao céntrica entre dois cromossomos acrocéntricos.
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Conclusoes

Além de rearranjos cromossomicos cldssicos, tais como inversdes pericéntricas e
fusdes céntricas, os DNAs repetitivos desempenharam um importante papel na
diferenciag¢do dos cariomorfos de E. erythrinus, conforme evidenciado pela presenga e
distribui¢ao de sequéncias marcadoras nos cromossomos. O cenario encontrado em E.
erythrinus destaca a utilidade do emprego de sequéncias repetitivas para evidenciar a
diversidade existente entre os peixes € a compreensao da estrutura gendmica e evolucao
desse grupo. De fato, 0 mapeamento dessas sequéncias destacou caracteristicas unicas
ou compartilhadas entre os cariomorfos, indicando os caminhos evolutivos durante a
sua diferenciagdo. As caracteristicas similares compartilhadas pelas populagdes do
cariomorfo A reforcam a proposta de que elas constituem uma unidade evolutiva,
apesar dos isolamentos existentes entre diferentes bacias hidrograficas onde elas
ocorrem. Por outro lado, embora dos cariomorfos C e D também compartilhem diversas
caracteristicas cariotipicas, alguns marcadores exclusivos mostram o0s caminhos
evolutivos distintos entre eles. Assim sendo, embora nao ocorram caracteristicas
morfologicas conspicuas facilmente detectaveis entre as distintas populacdes, o
conjunto das caracteristicas cromossdmicas corroboram fortemente que E. erythrinus

corresponde a um complexo de espécies ao invés de uma unica entidade bioldgica.
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Fig. 1. Locais de coleta das amostras de Erythrinus erythrinus do Brasil (1. Bardo de
Melgago, MT; 2. Birigui, SP; 3. Manaus, AM e Argentina (4. Resisténcia).
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Fig. 2. Cariotipos de machos e fémeas dos cariomorfos A e C sob diferentes
metodologias de andlises. Os cromossomos foram submetidos a hibridizacao
fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNAr 5S, DNAr 18S e de elementos
retrotransponiveis Rex3 e contra-corados com DAPI. A co-localizagdo dos sitios 5S e
Rex3 estd indicada por setas nas figuras metafasicas. Observar o espalhamento
significante dos sitios conjudados DNAr 5S/Rex3 no cariomorfo C. m=cromossomos
metacéntricos; sm=cromossomos submetacéntricos; st=cromossomos subtelocéntricos,
a=cromossomos acrocéntricos. Barra=5 um.
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Fig. 3. Cromossomos metafasicos de machos e fémeas dos cariomorfos A e C
hibridizados com sondas dos microssatélites (CA)15 e (GA)15, mostrando o padrao de
distribui¢do geral dessas repeti¢des nos cromossomos. O grande cromossomos Y do
cariomorfo C estd indicado. Barra = 5 um.
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Fig. 4. Visao geral da evolucdao cariotipica proposta para os cariomorfos A-D de
Erythrinus erythrinus com base nas suas caracteristicas cromossdmicas gerais € no
mapeamento de elementos repetitivos por FISH nos cariomorfos A, C e D. As principais
mudangas a partir do provavel cariotipo basal encontrado no cariomorfo A (2n=54; 6m
+ 2st + 46a) estdo sublinhadas (modificado de Cioffi et al., 2010).
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Tabela 1. Regides de coleta de Erythrinus erythrinus com os respectivos cariomorfos e
formulas cromossdmicas.

Regiao de coleta Cariomorfo 2n Férmula cromossémica

Bardo de Melgago (MT) A (10 9;08 ) Q3 54 6m + 2st + 46a

Birigui (SP) A (06 2;04 3) Q4 54 6m + 2st + 46a

Resistencia (AR) A(1229;053) Q3 54 6m + 2st + 46a

Manaus (AM) C (05 2;063) Q52 6m + 2sm + 6st + 34a + X, X, X,X,
451 6m + 2sm + 6st + 34a + X, X,Y

Os pontos 1-4 correspodem a localizagdo de cada regido de coleta mostrada na Fig. 1.
MT = Mato Grosso, SP = Sdo Paulo, AM = Amazonas, AR = Argentina; 2n = nimero
diploide; m = cromossomos metacéntricos, Sm = cromossomos submetacéntricos, st =
cromossomos subtelocénricos, a = cromossomos acrocéntricos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A proposta desta dissertacdo foi investigar a estrutura cariotipica de algumas
populacdes de E. erythrinus, especificamente dos cariomorfos A e C. Além das analises
de citogenética convencional, foi realizado o mapeamento cromossdmico de sequéncias
repetitivas de DNAs pela hibridiza¢do fluorescente in situ (FISH). Os dados obtidos
possibilitaram a melhor compreensao dos processos evolutivos relacionados a evolucao
cromossomica desse grupo de Erythrinidae.

Foram analisadas as populacdes alopatricas de E. erythrinus correspondentes ao
cariomorfos A de Poconé¢ (MT) e Bardo de Melgaco (MT), com 2n = 54 (6m +2st +
46a) e sem diferenciacdo de cromossomos sexuais, € o cariomorfo C de Manaus (AM),
com 2n=52/51 (Y 6m + 2sm + 6st + 38a; & 7m + 2sm + 6st + 36a), com um sistema de
cromossomos sexuais X1X1X2X2/X1X2Y. As duas populacdes do cariomorfo A
apresentam a mesma constitui¢do cariotipica de outras populagdes ja analisadas deste
mesmo cariomorfo, apesar da sua ampla distribuicao geografica. De fato, o cariomorfo
A apresenta-se mais distribuido em relacdo aos cariomorfos B, C e D, tendo sido
detectado em diferentes regides do Brasil (Estados de Sdo Paulo e Mato Grosso) e da
Argentina, enquanto que os demais cariomorfos apresentam, até entdo, uma distribuicao
mais pontual em algumas localidades do Brasil.

Nas duas populagdes do cariomorfo A foi também constatada a presenca de
micro-cromossomos acessorios, com aparéncia de “double minutes”, menos corados que

os demais cromossomos permanentes do caridtipo. Seu nimero mostrou-se variavel,
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tanto intra- como inter-individualmente, de zero a seis por cé€lula, evidenciando que
esses cromossomos sao mitoticamente instaveis. Entretanto, sua ocorréncia nao €
exclusividade do cariomorfo A, visto que ja foram também observados no cariomorfo B
de E. erythrinus. O cariomorfo A provavelmente corresponde a condi¢do cariotipica
ancestral em E. erythrinus, a partir do qual teriam se diversificado os demais
cariomorfos conhecidos. Assim, a ocorréncia de micro-cromossomos B idénticos entre
diferentes cariomorfos indica que esta caracteristica seja provavelmente basal neste
grupo. Embora estes cromossomos adicionais tenham sido detectados apenas em
populacdes dos cariomorfos A e B, tal fato ndo exclui que os mesmos possam ser
também encontrados em outras populagdes, incluindo os cariomorfos C e D.

Além dos rearranjos cromossdmicos classicos, os DNAs repetitivos também
desempenharam um importante papel na diferenciacdo dos cariomorfos de E.
erythrinus. O mapeamento dessas sequéncias mostra caracteristicas Unicas ou
compartilhadas entre os cariomorfos, reforcando os provaveis caminhos evolutivos
ocorridos durante a diferenciagdo dos cariomorfos. Alguns destes marcadores sdo
nitidamente basais para o grupo, ja estando presente no cariomorfo A, como os sitios
biteloméricos de DNAr 18S e a sintenia entre sitios cromossdmicos de DNAr 18S +
DNAr 5S/Rex3, os quais sdo também compartilhados por outros cariomorfos.
Entretanto, uma sintenia adicional destes elementos repetitivos apresenta-se exclusiva
para o cariomorfo C, evidenciando o dinamismo destes componentes do genoma ao

longo do processo evolutivo desse grupo.
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Entretanto, tal dinamismo ¢ bem mais marcante no que se refere ao surpreendente
processo de dispersao apresentado pelos sitios conjugados de DNAr 5S/Rex3 no genoma
dos cariomorfos C e D. De fato, tais sitios presentes em apenas um dos pares
cromossdmicos do cariomorfo A encontram-se presentes em inumeros pares de
cromossomos nos cariomorfos C e D, evidenciando dispersdes adicionais também
exclusivas no cariomorfo C. E provavel que sequéncias do retroelemento Rex3 tenham
se inserido no DNAr 5S e se dispersado no caridtipo . Além disso, o sitio 5S/Rex3
centromérico, presente no grande cromossomo Y metacéntrico, refor¢a a sua origem por
uma fusdo céntrica entre dois cromossomos acrocéntricos. Embora a associa¢ao dos
sitios DNAr 5S/Rex3 também corresponda a uma caracteristica ancestral em E.
erythrinus, a dispersdo desses sitios no genoma ¢, nitidamente, uma caracteristica
derivada nos cariomorfos C e D.

Por sua vez, o as repetigcdes microssatélites (CA)15 e (GA)IS5S mostraram-se
abundantemente distribuidas em todos os cromossomos do cariomorfo A. Sitios mais
conspicuos foram encontrados nas regides teloméricas dos cromossomos, mas sitios
intersticiais puderam ser também observados. Um padrdo similar de distribuigdo para
estes microssatélites também ocorre no cariomorfo C, sem diferencas significativas
entre machos e fémeas. O cromossomo Y, metacéntrico, apresenta sitios conspicuos
intersticiais para ambos o0s microssatélites, assim como outros Ccromossomos

acrocéntricos do complemento.
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O conjunto dos dados até entdo obtidos evidenciam que varios fatores
participaram da diferenciacdo cariotipica em E. erythrinus, destacando-se diferentes
rearranjos cromossdmicos como fusdes céntricas e inversdes pericénticas, a origem de
cromossomos sexuais multiplos, a participagdo de distintas classes de DNAs repetitivos
na diferenciacdo genomica desse grupo, assim como a presenca de micro-cromossomos
B. A Fig. 1 apresenta uma visao geral do processo de diferenciacdo e as relagdes
evolutivas propostas para os cariomorfos A-D de E. erythrinus. O conjunto dos
caracteres cromossomicos ja disponiveis corrobora a ocorréncia de um complexo de

espécies em E. erythrinus.
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Fig. 1. Diferenciacdo e relagdes evolutivas propostas para os cariomorfos A-D de
Erythrinus erythrinus com base nas suas caracteristicas cromossOmicas gerais € no
mapeamento de elementos repetitivos por FISH. As principais mudangas a partir do
provavel caridtipo basal encontrado no cariomorfo A (2n=54; 6m + 2st + 46a) estdao

sublinhadas (modificado de Cioffi et al., 2010).
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