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Em 1° de Janeiro de 1942...

Caodigo Penal
Capitulo V
Dos Crimes Contra a Honra

Calunia

Art. 138. Caluniar alguém, imputando-lhe falsamente fato definido como crime...
Difamacéao

Art. 139. Difamar alguém, imputando-lhe fato ofensivo a sua reputacao...
Injaria

Art. 140. Injuriar alguém, ofendendo-lhe a dignidade ou o decoro...
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aprendemos nada sobre o tema em questéao.
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Lista de Figuras

Introducéo

Figura 1- Cladograma mais parsimonioso da hipotese de relacdo entre as
familias Curimatidae, Prochilodontidae, Anostomidae e Chilodontidae. Os

quadrados indicam sinapomorfias. Baseado em VARI (1983).

Figura 2 - Diagrama da unidade de rDNA 45S, com base na unidade de
organizacdo descrita para humanos (SUMNER, 2003) e para eucariotos
(GORAB, 2001). ITS = Internal Transcribed Spacer; NTS = Non Transcribed

Spacer.

Figura 3- Modelo de organizagédo do rDNA 5S em eucarioto superior. NTS =
Non Transcribed Spacer. (MARTINS and WASKO, 2004).

Figura 4 - Estrutura dos teldmeros, baseada na arquitetura proposta para
mamiferos. A figura evidencia que o telémero forma um t-loop de fita dupla de
DNA e um D-loop de fita simples de DNA. E observada a presenca de
proteinas interagindo com as estruturas em loop do DNA. Esquema retirado de
GREIDER (1999). TRF2 = proteina ligada a fita dupla de DNA, uma falha na

sua producao parece permitir a fusdo telomérica de cromossomos.

Figura 5 - Imagens do microscépio e da dinamica da microdissec¢cdo manual.
A. detalhe da platina e da laminula com os cromossomos. Seta sinaliza pipeta
para a coleta dos cromossomos e a cabeca de seta indica capilar para a
microdissec¢do. Ambos sédo conduzidos manualmente. B. Campo visual de
cromossomos a serem microdissectados. A seta indica a regido que sera
retirada. C. Mostra a ponta do capilar e a regido cromossémica ja separada
(disponivel em UNESP-BOTUCATU <http://www.ibb.unesp.br/extensao/acidos_

nucleicos/material_didatico/19_Hibridacao_in_situ_cromossomica.pdf).



Materiais e Métodos

Figura 6- Exemplares machos de curimatideos. A. Cyphocharax nagelii. B.
Cyphocharax modestus. C. Steindachnerina insculpta. (Imagens ilustrativas

sem escala).

Figura 7- Esquema que mostra a SSU (Small Subunit) do rDNA 45S. As
abreviacdes designam primers existentes na literatura capazes de amplificar
esta regido. As caixas destacam os primers usados no presente trabalho
(disponivel em DUKE UNIVERSITY — www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/

primers.htm).

Figura 8- A. Gel de agarose 1% mostrando diversos testes realizados com
primers para amplificacdo de DNA telomérico. A coluna da esquerda mostra em
pares de base os tamanhos das bandas do Low mass ladder, o qual tem suas
bandas observadas na coluna 0. Os produtos de PCR vistos nas colunas 1, 2,
3 e 4 seguiram o programa para amplificacdo da regido telomérica descrito
abaixo; aqueles observados nas colunas 7, 8 e 9 foram obtidos com o
programa definido pelos autores 1JDO et al (1991). As colunas 5 e 6, utilizadas
como controle, mostram auséncia de amplificacdo de DNA e
consequentemente de contaminacdo nas demais PCR. Quanto as
propriedades de cada PCR: a coluna 1 corresponde a uma PCR utilizando
somente os primers Tel 1 e Tel 2; na coluna 2 € uma PCR usando o primer Tel
1 + DNA total e na coluna 3 € uma PCR usando o primer Tel 2 + DNA total
(DNA total de C. nagelii como molde); na coluna 4 o produto € de uma PCR
usando Tel 1 + Tel 2 + DNA total. Nas colunas 7, 8 e 9, as PCR foram
realizadas conforme descricdo das PCR das colunas 2, 3 e 4, respectivamente.
B. Gel de agarose 1% mostrando o produto da PCR do cromossomo B
microdissectado de C. nagelii (colunas 1 e 2). C. Produto de PCR visto em gel
de agarose 1%. Na coluna 1, esta uma banda de 400 pb correspondente ao
rDNA 5S; na coluna 2, uma banda de 1800 pb de rDNA18S.



Resultados

Figura 9- Cariotipos com 2n=54 cromossomos meta- e submetacéntricos
(m/sm), em coloracéo sequencial Giemsa-bandamento C. A e B. Cyphocharax
nagelii. C e D. Cyphocharax modestus. E e F. Steindachnerina insculpta. Os

pares em destaque sdo aqueles portadores de AGRON. Barra = 5um.

Figura 10 - Cari6tipo de Cyphocharax nagelii com 2n=54 + 4 cromossomos B,
meta- submetacéntricos (m/sm). A. Cromossomos corados com Giemsa. B. A
mesma metéfase vista em A, submetida a bandamento C. Em destaque o par

portador de AgGRON. Barra = 5um.

Figura 11 - Metafases mitGticas de quatro especimens de Cyphocharax nagelii,
em coloracdo sequencial Giemsa-bandamento C-AgRON, portadoras de
cromossomos B heterocrométicos. A e B. Individuo fémea com 2n=54+1B. C e
D. Especimen fémea com 2n=54+2B. E e F. Individuo macho com 2n=54+3B.
G e H. Especimen macho com 2n=54+4B. Em destaque cromossomos do par 6
portadores de AgRON. As setas indicam os cromossomos B e as cabecas de

seta apontam os cromossomos portadores de AQRON. Barra = 5um.

Figura 12 - Células meidticas de macho de Cyphocharax nagelii portador de
cromossomo B (seta estreita), coradas com Giemsa. A, B e C. Metafases | com
2711 + 1B (A e B) e com 271l + 2B (C). D. Metafase Il com 27 cromossomos,
sem a presenca do cromossomo B. Setas largas indicam bivalentes com

quiasmas terminais. Barra = 5um.

Figura 13 - Coloracéo sequencial Giemsa-bandamento C em células meidticas
de macho de Cyphocharax nagelii, portador de cromossomos B. A e C.
Metafases | com 2711 + 2B (seta estreita), coradas com Giemsa. B e D. As
mesmas metafases vistas em A e C apés bandamento C, mostrando os
cromossomos B heterocromaticos. E e G. Metéafases Il em coloracdo Giemsa,
com 27 cromossomos. F e H. As mesmas metafases vistas em E e G, apoés

bandamento C, sem nenhuma evidéncia do cromossomo B. Setas largas



mostram bivalentes com quiasmas terminais, e cabeca de seta bivalente com

quiasma intersticial. Barra = 5pum.

Figura 14 - Metafases | com 27 bivalentes de Cyphocharax nagelii macho
portador de cromossomos B, sem evidéncia desses elementos. A, C e E.
Coloracao convencional Giemsa. B, D e F. As mesmas metafases vistas em A,
C e E, apo6s bandamento C. Setas largas indicam bivalentes com quiasma
intersticial, setas estreitas mostram bivalentes com quiasmas terminais e

cabecas de seta indicam bandas C adicionais. Barra = 5um.

Figura 15 - Células de um exemplar fémea de Cyphocharax nagelii portadora
de 1 cromossomo B, coradas com Giemsa. A. Metafases somatica com 2n=54
+ 1B (seta). B e C. Metafases oogoniais com 2n=54 + 1B (seta). D. Elementos

paquiténicos mostrando um cromossomo B (seta). Barra = 5um.

Figura 16 - Cromossomos meioticos de um exemplar fémea de Cyphocharax
nagelii portador de 1 cromossomo B, corados com Giemsa. A, B, C e D.
Metafases | com um cromossomo B (seta). E e F. Metafases | e I,

respectivamente,sem cromossomo B identificavel. Barra = 5um.

Figura 17 - Metafases mitéticas submetidas a coloracdo DAPI (A, C e E) e
CMA; (B, D e F). A e B. Cyphocharax nagelii com 2n=54 + 1B. C e D.
Cyphocharax modestus com 2n=54. E e F. Steindachnerina insculpta com
2n=54. As setas indicam as regibes CMA3; positivas e as cabecas de seta, 0

cromossomo B. Barra = 5um.

Figura 18- Espermatocitos | de Cyphocharax nagelii macho com 2n=27Il,
submetidos a coloracdo DAPI (A) e CMAS (B). Bivalentes com quiasmas estéo

indicados pelas setas. Barra = 5um.

Figura 19- Cariotipos com 2n=54 cromossomos corados com DAPI,
submetidos a hibridacao in situ fluorescente com sondas de rDNA 18S e 5S. A.
Cyphocharax nagelii: o par 6 contém rDNA 18S (verde) e os pares 3 e 20 rDNA
5S (rosa). B. Cyphocharax modestus: par 2 possui rDNA 18S (verde) e os



pares 3 e 20 o rDNA 5S (verde). C. Steindachnerina insculpta: par 7 com rDNA
18S (verde) e o par 3 com rDNASS (rosa). verde=FITC; rosa=rodamina. Barra =

Spm.

Figura 20 - Metafases mitoticas com 2n=54 cromossomos, coradas com DAPI e
submetidas a hibridacéo in situ fluorescente com sondas de rDNA 5S. A e B.
Cyphocharax nagelii. C e D. Cyphocharax modestus. E e F. Steindachnerina
insculpta. Setas indicam rDNA 5S, cabecas de seta mostram rDNA 18S e setas

largas indicam os cromossomos B. Barra = 5um.

Figura 21 - Pares cromossOmicos mostrando as regides de rDNA 45S, as quais
sao coincidentes com heterocromatina. A. Cyphocharax nagelii. B. Cyphocharax
modestus. C. Steindachnerina insculpta.

Figura 22 - Metafases mitdticas de quatro individuos de Cyphocharax nagelii,
submetidas a pintura cromossémica. A, B, C e D. Células coradas com DAPI,
mostrando 2n=54+1B, 2n=54+2B, 2n=54+3B e 2n=54+4B, respectivamente. E,
F, G e H. As mesmas células vistas em A, B, C e D mostrando o sinal da
hibridacao in situ fluorescente com a sonda do cromossomo B microdissectado
de metafases do individuo mostrado em A. A. Fémea. B, C e D. Machos. Note
que os cromossomos B sdo igualmente hibridados. As setas indicam os

cromossomos B. Barra = 5um.

Figura 23- Cromossomos mitdticos corados com DAPI e submetidos a
hibridag&o in situ com sonda do cromossomo B. A e C. Metafases mitoticas de
Cyphocharax nagelii, mostrando os cromossomos B hibridados com a sonda
obtida por microdisseccdo desse mesmo elemento (setas). B e D. Metafases
mitéticas de Cyphocharax modestus e Steindachnerina insculpta,
respectivamente, sem sinal de marcacao pela sonda do cromossomo B. sinal

verde=FITC, sinal rosa=rodamina. Barra = 5um.

Figura 24 - Metafases mitoticas de Cyphocharax nagelii. A, C e E. Coradas
com DAPI. B, D e F. As mesmas células vistas em A, C e E mostrando as

marcacgdes da hibridacdo in situ fluorescente com sequéncias teloméricas



(TTAGGG),. As setas indicam os cromossomos B e cabecas de seta sinalizam

autossomos com sequéncias telomeéricas intersticiais. Barra = 5um.

Figura 25- Adaptacdo do cladograma proposto para os géneros da familia

Curimatidae, com base em sinapomorfias morfologicas (VARI, 1989).

Lista de tabelas

Introducao

Tabela 1- Estudos citogenéticos realizados na familia Curimatidae. 2n=namero
diploide; MC=Morfologia Cromossbmica; Crom. B=Cromossomos B;
a=acrocéntrico; m=metacéntrico; sm=submetacéntrico; st=subtelocéntrico;
+=apresenta registro.

Resultados

Tabela 2- Frequéncia intraindividual de células portadoras de cromossomos B

em especimens de Cyphocharax nagelii. f=fémea; m=macho.

Tabela 3- Frequéncias de cromossomos B na populacdo de Cyphocharax

nagelii em quatro periodos de tempo, em trés anos. f=fémea; m=macho.



Resumo

Cyphocharax nagelii, Cyphocharax modestus e Steindachnerina insculpta,
foram as espécies de curimatideos analisadas no presente trabalho. Nas trés
espécies investigadas, os objetivos foram identificar sequéncias que pudessem
ser usadas como marcadores cromossOmicos, inferir sobre 0os mecanismos
atuantes na evolugdo cromossdmica destas espécies e paralelamente na
familia Curimatidae e ainda, determinar indiretamente a composicao
nucleotidica de regides cromossdmicas. Além disso, também foi objetivo do
presente trabalho a andalise do cromossomo B de C. nagelii, procurando
investigar o comportamento mitdtico e meidtico deste elemento e fazer
inferéncias sobre sua origem e evolucdo. O numero diploide encontrado foi
2n=54 com cromossomos meta- ou submetacéntricos, corroborando a
macroestrutura cariotipica da familia Curimatidae. Foi detectada a presenca de
cromossomos B em C. nagelii, e as analises indicaram que este elemento seria
mitoticamente estavel. A presenca de cromossomos B em outras espécies de
curimatideos sugere que este elemento represente um mecanismo de
diferenciacao cariotipica adicional. Nas analises de células metafasicas | de C.
nagelii, 0 cromossomo B comportou-se como um univalente, indicando uma
possivel instabilidade segregacional desse elemento. A técnica de bandamento
C, evidenciou blocos de heterocromatina na regido pericentromérica de todos
0s cromossomos do complemento, e alguns blocos teloméricos, nas trés
espécies estudadas; os cromossomos B de C. nagelii sGo heterocromaticos.
Nas trés espécies de curimatideos ndo foram encontrados heteromorfismos
cromossOmicos, quanto ao tamanho, morfologia ou padrdo de bandamento C,
que pudessem estar associados a presenca de cromossomos sexuais. A
microdissec¢ao cromossOmica do B e a consequente hibridacéo in situ com a
sonda produzida, mostraram que estes elementos compartiham muitas
sequéncias entre si, mas, 0 mesmo nao ocorre com 0S cromossomos do
complemento A de C. nagelii ou de C. modestus e S. insculpta. O uso dos
fluorocromos base-especificos CMA3/DAPI, impregnacédo por nitrato de prata e
sondas de rDNA 18S, permitiram a identificacdo dos sitios de rDNA 45S. Estes
sitios estéo presentes em um par de autossomos nas trés espécies estudadas,

assim como na maioria dos curimatideos. Em C. nagelii e em C. modestus a



regido de rDNA 5S, estd presente nos pares cromossémicos 3 e 20; em S.
insculpta apenas o par 3 continha o gene de rRNA 5S. A presenca de rDNA 5S
no par 3 das trés espécies descritas, aponta para uma possivel localizacdo
conservada desse gene. Foi constatada uma diferenca de tamanho entre os
sitios de rDNA 5S, devido provavelmente a presenca de dois clusters
guantitativamente diferentes desta sequéncia ribossémica. Os cromossomos B
de C. nagelii ndo comportam sequéncias de rDNA 5S ou 18S e néo foram
marcados diferencialmente pelo DAPI ou CMA;3;. A hipotese de que a evolucéo
cariotipica nos curimatideos envolveria, rearranjos do tipo fissdo/fusdo céntrica
e inversdo pericéntrica, foi sugerida. SeqUéncias de DNA telomérico
(TTAGGG), foram utilizadas em C. nagelii. Os cromossomos do complemento
A, bem como os cromossomos B mostraram sinais na regiao telomérica. Além
disso, pelo menos dois pares autossémicos mostraram sequéncias telomeéricas
na posicéo intersticial, corroborando a hipotese de evolucdo por fissdo/fuséo

céntrica e inversao pericéntrica para familia Curimatidae.



Abstract

Cyphocharax nagelii, Cyphocharax modestus, and Steindachnerina insculpta
were the curimatid species analyzed in the present work. The objectives for all
species were to identify sequences that could be used as chromosomal
markers, to infer on the active mechanisms in their chromosomal evolution and
of the family Curimatidae, and to determine indirectly the nucleotide
composition of chromosomal regions. Additionally, the present work also aimed
to analyze the B chromosome of C. nagelii, investigating the mitotic and meiotic
behavior of this element and making inferences on its origins and evolution. The
encountered diploid number was of 2n=54 with meta- and submetacentric
chromosomes, corroborating the karyotypic macrostructure of the family
Curimatidae. B chromosomes were detected in C. nagelii and analyses
indicated that this element is potentially stable during mitosis. The presence of
B chromosomes in other curimatid species suggests that this element
represents an additional karyotypic differentiation mechanism. In the analyses
of metaphase | cells of C. nagelii, the B chromosome behaved as a univalent,
indicating possible segregation instability of this element. The C-banding
technique evidenced heterochromatin blocks in the pericentromeric region of all
chromosomes of the complement, as well as a few telomeric blocks, in the three
studied species (B chromosomes in C. nagelii are heterochromatic). No
chromosomal heteromorphisms regarding size, morphology, or C-banding
pattern that could be associated with the presence of sex chromosomes were
found in any of the three curimatid species. Microdissection of the B
chromosome and consequent in situ hybridization with the produced probe
showed that these elements share many mutual sequences, but the same does
not occur with chromosomes of complement A of C. nagelii, C. modestus, or S.
insculpta. The use of the base-specific CMA3/DAPI fluorochromes, silver nitrate
staining, and 18S rDNA probes allowed the identification of 45S rDNA sites.
These sites are present in an autossome pair in the three studied species, as
well as in most curimatids. In C. nagelii and C. modestus, the 5S rDNA region is
present in chromosome pairs 3 and 20; in S. insculpta only pair 3 contained the
5S rDNA gene. The presence of 5S rDNA in the third pair of the three described

species points to a possible conserved location of this gene. A size difference



was seen between the 5S rDNA sites, probably owing to the presence of two
guantitavely different clusters of this ribosomal sequence. The B chromosomes
of C. nagelii do not support 5S or 18S rDNA sequences and were not
differentially marked by DAPI or CMA;. The hypothesis that karyotypic evolution
in curimatids involves rearrangements of the centric fission/fusion and
pericentric inversion type was suggested. Telomeric DNA sequences
(TTAGGG), were used in C. nagelii. The chromosomes of complement A as
well as of complement B showed signs in the telomeric region. Furthermore, at
least two autosome pairs exhibited telomeric sequences in an interstitial
position, thus corroborating the hypothesis of centric fission/fusion evolution

combined with pericentric inversion for the family Curimatidae.
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1. Introdugéao

1.1.Consideracdes sobre a familia Curimatidae

Os Characiformes representam um dos maiores grupos de peixes de
agua-doce do mundo. Existem aproximadamente de 1343 espécies de
Characiformes descritas taxonomicamente. A distribuicdo biogeografica desse
grupo abrange as Américas do Sul, Central e do Norte e a Africa, mostrando
maior diversidade de espécies nos maiores rios Neotropicais (BUCKUP, 1993,
1998; NELSON, 1994). A distribuicdo geografica dos characiformes pode ser
ampliada se forem considerados o0s fosseis encontrados na Europa
(GAUDANT, 1980; BUCKUP, 1998).

Curimatidae, uma das familias da ordem Characiformes, esta composta
de 8 géneros e aproximadamente 120 espécies, as quais estdo distribuidas
pelas Américas do Sul e Central (WEITZMAN and VARI, 1998). No trabalho de
revisdo de peixes da América do Sul e Central, obra de REIS et al. (2003),
constam 8 géneros de curimatideos e 97 espécies descritas. Em cada género o
namero de espécies é: Curimata — 13, Curimatella — 5, Curimatopsis — 5,
Cyphocharax — 34, Potamorhina — 5, Psectrogaster — 8, Pseudocurimata — 6,
Steindachnerina — 21. Para o género Steindachnerina, ha a descricdo de uma
nova espécie em LUCINDA and VARI (2009), assim, o total de espécies de
curimatideos seria de 98.

No presente trabalho foram utilizados especimens de Cyphocharax
nagelii, Cyphocharax modestus e Steindachnerina insculpta, todos endémicos
do Alto Rio Parand (VARI, 1991,1992; SANTOS et al., 2008). Alto Parana ou
Sistema do Alto Rio Parana, inclui toda a drenagem do Rio Parana a montante
do antigo Salto de Sete Quedas. A margem esquerda do Rio Parana tem como
afluentes os rios Grande, Paranaiba, Paranapanema e Tieté (LANGEANI et al.,
2007). C. nagelii e S. insculpta foram coletados na area do Rio Grande, mais
precisamente no ribeirdo das Minhocas, um tributario do rio Piumhi, que por
sua vez se liga ao Rio Grande. N&o existe registro de analises citogenéticas em
especimens de curimatideos coletados nesta area; contudo, estudos de

ictiofauna evidenciam C. nagelii como umas das espécies mais abundantes do



20

Rio Grande (NOGUEIRA et al., 2003); e a biologia reprodutiva de S. insculpta
do reservatério de Furnas ja foi descrita (RIBEIRO et al., 2007).

As espécies de curimatideos sdo popularmente conhecidas como
saguirus, birus ou papa-terras, e podem ser encontradas em diversos
ecossistemas aquaticos (VARI, 1989). De maneira geral, as espécies possuem
corpo fusiforme e o tamanho interespecifico dos individuos pode variar de 3,3 a
32 cm de comprimento. Os curimatideos tém grandes modificacbes na boca,
nos arcos branquiais e no sistema digestorio, adaptacbes que os tornam
eficientes na utilizacdo de material organico, microdetritos, microvegetacéao e
algas filamentosas (VARI, 1989; REIS et al., 2003).

O comportamento migratério para desova também faz parte da biologia
reprodutiva de algumas espécies de Curimatidae. Para as trés espécies
analisadas no presente trabalho, Cyphocharax nagelii, Cyphocharax modestus
e Steindachnerina insculpta, foram descritas populacdes que realizam
migracdo durante o periodo reprodutivo (VARI, 1992). A desova na familia
Curimatidae pode ser total, como em Curimatella lepidura (ALVARENGA et al.,
2006); ou parcial, como em C. nagelii, C. modestus e S. insculpta (PETESSE et
al.,, 2007; RIBEIRO et al.,, 2007). Em algumas regibes do Brasil, os peixes
curimatideos migrantes acabam sendo vitimados pela pesca comercial
predatdria ou pela pesca de subsisténcia (VARI, 1992).

A filogenia, baseada em caracteres morfofisiolégicos, considera que as
familias Anostomidae, Chilodontidae, Curimatidae e Prochilondontidae formam
um grupo monofilético. Nesta relacdo de parentesco, as familias Curimatidae e
Prochilodontidae formam um grupo irmdo, e as familias Anostomidae e

Chilodontidae outro grupo irméo. A figura 1 mostra claramente esta relacéo.
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Curimatidae Prochilodontidae Anostomidae Chilodonti dae

Figura 1- Cladograma mais parsimonioso da hipotese de relacdo entre as
familias Curimatidae, Prochilodontidae, Anostomidae e Chilodontidae. Os
quadrados indicam sinapomorfias. Baseado em VARI (1983).

1.2. Informacdes citogenéticas da familia Curimati  dae

As anadlises citogenéticas nas espécies da familia Curimatidae
mostraram que existe um alto grau de conservacéao cariotipica macroestrutural
nesta familia. Existem, até o presente, 17 estudos publicados, os quais
caracterizaram cromossomicamente 36 espécies/populacdes de curimatideos
(Tabela 1). Nestes estudos, 84% das espécies/populagbes possuem 2n=54
cromossomos. Os caridtipos da maioria das espécies estdo compostos por
cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos. Adicionalmente, em cinco
espécies foram encontrados cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos
(FELDBERG et al, 1992, 1993; BRASSESCO et al., 2004).
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A impregnagdo por nitrato de prata para evidenciar a Regiao
Organizadora de  Nucléolo (AgRON), mostrou que 95% das
espécies/populacbes de curimatideos possuia um par de cromossomos
AgRON positivo; e apenas 5% continham mais de um par de cromossomos
marcados pela prata, ou seja, apresentaram AgRON mudltiplas. A
heterocromatina constitutiva, evidenciada pela técnica de bandamento C, foi
observada na regido pericentromérica de todos os cromossomos em todas as
espécies/populacdes submetidas a esta técnica. Adicionalmente, em algumas
espécies foi possivel observar bandas C teloméricas adicionais (VENERE et
al., 2008).

As analises cromossdmicas na familia Curimatidae baseadas em
técnicas de citogenética classica foram mais abundantes, quando comparadas
aquelas obtidas com técnicas de citogenética molecular. Em apenas quatro
estudos foram empregados fluorocromos base-especificos (MARTINS et al.,
1996, VENERE et al, 1999; De ROSA et al., 2007; TERIBELE et al., 2008).
Com a utilizacdo do fluorocromo Cromomicina (CMAg) foi possivel evidenciar
as regides organizadoras de nucléolos (RON), mostrando que essas regides
sao ricas em bases nucleotidicas GC (De ROSA et al., 2007; TERIBELE et al.,
2008). Até o presente, a técnica de hibridagéo in situ fluorescente com sondas
de rDNA 5S e 18S, foi aplicada somente em Cyphocharax modestus e
Steindachnerina insculpta (De ROSA et al.,, 2006, 2007; TERIBELE et al.,
2008). No estudo realizado por De ROSA et al. (2006) nas espécies C.
modestus e S. insculpta, foram encontrados 4 e 2 cromossomos portadores de
sequéncias de rDNA 5S, respectivamente. As sondas de rDNA 18S mostraram
que em ambas as espécies apenas um par cromossémico € portador dessa
regiao.

Na familia Curimatidae, como diversos autores ja sugeriram, existe uma
conservagao cariotipica macroestrutural (VENERE and GALETTI, 1989;
FELDBERG et al., 1992; De ROSA et al., 2007; entre outros). Contudo, esses
mesmos autores constataram que existem diferengas microestruturais muito
importantes nessa familia. Essas diferencas podem ser observadas em
variacfes citogenéticas interespecificas, tais como: no padrdo de bandamento
C, nos cromossomos portadores de AgRON (VENERE et al., 2008) e na

quantidade de sitios de rDNA 5S. Além disso, um peculiar fator de
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diferenciacdo interespecifica é a ocorréncia de cromossomos B em algumas
populacdes de Cyphocharax gouldingi, Cyphocharax modestus, Cyphocharax
spilotus e Steindachnerina insculpta (VENERE and GALETTI, 1985; OLIVEIRA
and FORESTI, 1993; MARTINS et al., 1996; VENERE et al., 1999;
BRASSESCO et al., 2004; GRAVENA et al., 2007; De ROSA et al., 2008;
VENERE et al., 2008).

Os cromossomos B encontrados nessas espécies sdo na grande maioria
heterocromaticos, sugerindo, dessa maneira, que sédo formados por sequéncias
repetitivas de DNA. Considerando que as principais diferencas cariotipicas nos
curimatideos sao microestruturais e que estdo relacionadas a dinamica de
sequéncias repetitivas, o estudo pormenorizado dos cromossomos B, nesse
cenario, torna-se muito importante para a compreensdao da evolucéo
cromossdmica na familia Curimatidae. Cromossomos B s&do elementos
peculiares nos cariétipos das espécies portadoras, merecendo, dessa maneira,

consideracdes particulares.

1.3. Caracteristicas dos cromossomos B

Quando se fala sobre cromossomos B € quase impossivel ndo seguir
um roteiro para abordar tal tema. Assim, na presente revisdo sobre
cromossomos B o roteiro tera os seguintes topicos: definicdo, origem,
manutenc¢do, composi¢cdo, funcdo, evolucdo e comportamento mitético e
meiotico.

A definicdo de cromossomos B compilada por JONES and HOUBEN
(2003) € bastante objetiva e diz que esses elementos séo reconhecidos por
trés critérios: 1°- sdo elementos dispensaveis e estdo presentes em alguns
individuos de uma determinada populacdo, de uma determinada espécie ; 2°-
nao emparelham ou recombinam com os cromossomos do complemento A
durante a meiose; 3° a heranca desses elementos € ndo-mendeliana e
irregular. Assim, oS cromossomos B seriam cromossomos supernumerarios ou
supranumerarios dispensaveis, que nado se recombinariam com 0s
cromossomos do complemento regular, seguindo seu préprio caminho
evolutivo. Esses cromossomos ja foram observados em diversas

espécies/populacdes de animais, plantas e até mesmo de fungos.
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Os cromossomos B podem surgir intraespecificamente a partir de
autossomos ou de cromossomos sexuais; ou ainda, podem se originar
interespecificamente por hibridizacdo (JONES and REES, 1982; CAMACHO et
al., 2000; JONES and HOUBEN, 2003). Na histéria evolutiva das espécies
portadoras de B, existem hip6teses sobre quando esses elementos teriam
surgido. Para canideos, os cromossomos B encontrados nas espécies atuais
teriam sua origem em um cromossomo B ancestral (YUDKIN et al., 2007); em
Rodentia as espécies portadoras teriam herdado um mecanismo celular
ancestral, o qual seria responsavel pela origem e manutencdo dos
cromossomos B nas diferentes espécies (KARAMYSHEVA et al., 2002); ou
ainda, como sugerido para o gafanhoto Eyprepocnemis plorans, a origem do
cromossomo B estaria relacionada a um mecanismo chamado de novo, o qual
sugere que o0 B dessa espécie passaria por ciclos de surgimento e
desaparecimento (CAMACHO et al., 2000).

A perpetuacdo dos cromossomos B ao longo das geracbes das
espécies/populacdes portadoras pode ser explicada por duas hipoteses, as
quais sdao: heterotica (“heterotic”) ou parasitica (“selfish”). Na hipotese
heterGtica os cromossomos B seriam mantidos por conferirem vantagem
seletiva aos individuos portadores. Em contrapartida, a hipdétese parasitica
sugere que o cromossomo B teria efeitos deletérios, mas seria mantido atraves
de um mecanismo de acumulo, o qual permitiria a transmissdo desses
elementos acima do esperado mendeliano. Este mecanismo de acumulo
também é conhecido como “drive”. Assim, esses elementos seriam
perpetuados por um equilibrio entre selecdo natural e mecanismo de acumulo
(JONES and REES, 1982; CAMACHO et al., 2000; GORLOV and TSURUSAKI,
2000).

Na hip6tese de um mecanismo de acumulo, este poderia ocorrer, por
exemplo, através de processos celulares como a ndo-disjuncdo ou, atraves de
fecundacao preferencial por espermatozoides portadores de cromossomos B,
0s quais confeririam vantagem a estes gametas. JONES (1995), ainda aborda
a possibilidade da manutencao de cromossomos B que néo teriam mecanismo
de acumulo ou qualquer vantagem seletiva. O autor sugere que apos 0
estabelecimento do polimorfismo dos cromossomos B, genes autossémicos

promoveriam a neutralizagdo destes. Assim, alguns cromossomos B
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observados atualmente, estariam vivendo como “fésseis”, 0s quais seriam
analogos a pseudogenes em um diferente nivel de organizacao.

De maneira geral, os cromossomos B sdo constituidos de DNA
repetitivo. Eles podem conter isolada ou concomitantemente sequéncias
nucleotidicas de rDNA 5S ou 18S, de elementos transponiveis, de DNA
satélite, de regido telomérica e/ou centromérica. A prépria dinamica das
sequéncias de DNA repetitivo dos genomas, de forma geral, pode justificar o
surgimento e a constituicdo dos cromossomos B (PEPPERS et al., 1997;
CAMACHO et al., 2000; JONES and HOUBEN, 2003).

Eventos tais como: crossing over desigual entre cromatides irmas,
slippage da DNA polimerase ou replicacdo em circulo rolante, envolvendo DNA
repetitivo, poderia dar origem a fragmentos nucleotidicos que passariam a se
comportar como cromossomos B (JONES and HOUBEN, 2003). As
descobertas sobre a constituicdo dos cromossomos B, sugerem a principio,
que eles sdo muito semelhantes, neste quesito, aos autossomos e aos
cromossomos sexuais. Contudo, concordando com ALFENITO and BIRCHLER
(1993), cromossomos B e aqueles do complemento A, apresentam
similaridades estruturais; todavia, mesmo que a estrutura seja similar,
diferencas existem, pois o comportamento entre estes dois tipos de
cromossomos € divergente. Como um exemplo dessas diferencas pode ser
citado o cromossomo B de milho, cuja regido centromérica e a heterocromatina
adjacente a esta regido, parecem promover a ndo-disjuncdo destes elementos
durante a meiose (ALFENITO and BIRCHLER, 1993).

As sequéncias repetitivas dos cromossomos B, de maneira geral,
mostram-se heterocromaticas apos a aplicacdo da técnica de bandamento C.
Essa caracteristica ¢é utilizada para sugerir que esses elementos
cromossOmicos seriam transcricionalmente inativos (CAMACHO et al., 2000).
Entretanto, em algumas espécies de plantas foi possivel relacionar fenotipos
com genes presentes nos cromossomos B (JONES and REES, 1982;
BOUGOURD and JONES, 1997).

Mesmo que os cromossomos B ndo apresentem genes funcionais, o
excesso de DNA devido a presenca desses elementos pode se constituir em
um fator fisiologicamente desfavoravel para a célula (BOUGOURD and JONES,

1997). Existe uma correlacdo positiva entre efeito fenotipico e a presenca de
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ndmeros pares ou impares de cromossomos B. Em centeio a presenca de
nameros impares de cromossomos B esté relacionada a reducao na fertilidade
(JONES and HOUBEN, 2003; JONES and REES, 1982). Ainda com relacdo a
quantidade de cromossomos B, CAMACHO et al. (2000) sugerem que o
maximo de cromossomos B que uma espécie é capaz de tolerar é determinado
pelo maximo encontrado em individuos adultos. E este maximo depende de
fatores tais como: intensidade de selecdo, da histdria da espécie, de
caracteristicas relacionadas a transmisséo e de outros fatores aleatorios.

Como anteriormente citado, 0s cromossomo B surgiriam dos
cromossomos do complemento A, seja a partir de autossomos ou
cromossomos sexuais, ou ainda pela hibridizacdo de dois complementos
regulares. Apos terem sido originados 0os cromossomos B seguiriam um
caminho evolutivo particular e independente dos demais cromossomos do
complemento. Essa independéncia evolutiva teria relagdo com mecanismos
celulares que promoveriam sua rapida diferenciacdo, impedindo que houvesse
interacdo dos cromossomos B com aqueles do complemento A. Essa rapida
diferenciacdo estaria vinculada, por exemplo, ao acumulo de heterocromatina
ou a metilacdo do DNA. Dessa maneira, 0 cromossomo B recém surgido ficaria
isolado dos demais cromossomos, podendo seguir sua evolucéo independente
por um processo analogo a catraca de Muller (CAMACHO et al., 2000; JONES
and HOUBEN, 2003).

A independéncia dos cromossomos B em relacdo aos demais
cromossomos regulares também pode ser verificada quando sdo analisados
seu comportamento mitdtico e meidtico. Em algumas espécies 0 cromossomo
B é mitoticamente estavel se comportando como um autossomo regular, como
na ra Leiopelma hochstetteri (GREEN et al., 1993); em outras € instavel e
segrega-se aleatoriamente, como no centeio Secale cerale (NEVES et al.,
1992). Durante a meiose 0s cromossomos B podem nao emparelhar entre si
nem com cromossomos do complemento regular, permanecendo como
univalentes (CAMACHO et al., 2000; JONES and HOUBEN, 2003), ou podem
formar bivalentes ou multivalentes entre si (JONES, 1995; DIAS et al., 1998;
GORLOV and TSURUSAKI, 2000), ou ainda, podem passar por um mecanismo
de breve emparelhamento chamado touch and go (NOKKALA et al., 2000).
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O emparelhamento de cromossomos durante a meiose | €
extremamente importante para que uma segregacao regular desses elementos
possa ocorrer (SUMNER, 2003). Assim, quando os cromossomos B se
comportam como univalentes dificilmente terdo segregacdo regular, e até
mesmo seria inevitdvel perdas desses cromossomos durante a meiose
(JONES, 1995; CAMACHO et al., 2000).

Desde 1982, quando JONES and REES publicaram sua monografia
sobre cromossomos B, o uso da biologia molecular tem acrescentado muitas
informacgdes a respeito da constituicdo e da dindmica dos cromossomos B. O
uso de enzimas de restricdo para isolar sequéncias repetitivas de DNA,
microdisseccao cromossdmica, experimentos sobre fosforilagdo e metilacdo de
histonas, uso de hibridagao in situ fluorescente com sequéncias génicas, como
exemplo, de DNA ribossémico, sdo algumas das técnicas utilizadas no estudo
dos cromossomos B (LOPEZ-LEON, 1995; JONES and HOUBEN, 2003;
KARAMYSHEVA et al.,, 2002). Segundo JONES and HOUBEN (2003) um
“coquetel” de tecnologia molecular esta sendo usado para se entender a
estrutura, origem e evolucdo dos cromossomos B; além disso, os referidos
autores comentam que o interesse atual seria a transmissao de genes ligados
aos cromossomos B.

Recentemente foi publicada por CARVALHO et al. (2008) uma revisao
sobre a ocorréncia de cromossomos B em peixes neotropicais de 4gua doce.
Nesta revisdo os autores reuniram informagdes que permitiram identificar a
ordem Characiformes como sendo a detentora do maior niumero de espécies
portadoras de cromossomos B. Nesta ordem foram encontradas 31 espécies
portadoras de cromossomos B, as quais estdo distribuidas nas familias
Anostomidae, Characidae, Crenuchidae, Curimatidae, Parodontidae e
Prochilodontidae. Cromossomos B também foram encontrados nas ordens
Siluriformes, Perciformes, Cyprinodontiformes, Gymnotiformes, Beloniformes e
Synbranchiformes. Entre os Characiformes, a familia Characidae possui o
maior numero de espécies portadoras de cromossomos B, ao todo sédo 14
espécies. Em segundo lugar, juntamente com a familia Crenuchidae esta a
familia Curimatidae, com 5 espécies portadoras de cromossomos B
(CARVALHO et al., 2008; VENERE et al., 2008).
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As caracteristicas morfoldégicas dos cromossomos B em peixes
neotropicais de agua doce é bastante variada. Esta variacdo ndo é nenhuma
surpresa, considerando a ampla distribuicdo desses elementos em familias tdo
distintas. Assim, podem ser encontrados cromossomos B meta-, submeta-,
acro- ou subtelocéntricos (CARVALHO et al., 2008); eles podem ser
considerados, em relacdo aos autossomos, como pequenos, medios ou
grandes; sado heterocromaticos ou eucromaticos. Outro aspecto ja esperado é
que as teorias sobre origem, manutencéo e evolucdo dos cromossomos B em
peixes neotropicais seja bastante diversificada.

Em Astyanax scabripinnis (Characidae), evidéncias estruturais e
funcionais sugerem, baseadas respectivamente na distribuicdo de DNA satélite
no cromossomo B e do comportamento meiotico deste elemento, que ele é um
isocromossomo (MESTRINER et al.,, 2000). A hipétese de isocromossomo
também é sugerida para a origem do cromossomo B de Prochilodus lineatus;
contudo, os autores ndo descartam a possibilidade de que um mecanismo de
nado-disjun¢do tenha originado os cromossomos B de P. lineatus. As hipoteses
para P. lineatus foram baseadas em analises citogenéticas envolvendo
hibridacao in situ fluorescente com sonda de DNA satélite (JESUS et al., 2003).
Adicionalmente, para P. lineatus foi sugerida a auséncia de “drive” para explicar
0 aumento na freqiéncia de cromossomos B (OLIVEIRA et al., 1997). Segundo
FELDBERG et al. (2004), Cichla sp. poderia ter se originado por hibridizacao
interespecifica, e durante processo de introgressao dos genomas, rearranjos
poderiam ter dado origem aos cromossomos B dessa espécie.

Estes sdo apenas alguns exemplos das analises de cromossomos B em
peixes neotropicais. As técnicas de citogenética molecular e de biologia
molecular tém sido modestamente utilizadas nas pesquisas dos elementos
adicionais de peixes neotropicais, quando comparadas a outros grupos de
animais de outras regifes biogeograficas. A comparacdo torna-se ainda mais
desvantajosa para peixes neotropicais quando sdo citados os estudos em

plantas, os quais mostram resultados tecnologicamente muito requintados.
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1.4. Consideracdes gerais sobre DNA ribossémico

Os genes de RNA ribossdmico, em eucariotos, estdo organizados em
duas diferentes familias multigénicas. Estas familias estdo compostas de
centenas a milhares de copias destes genes, repetidas em tandem. Os genes
de rRNA sé&o transcricionalmente divididos em duas classes (PHILLIPS and
REED, 1996; MARTINS et al., 2004). A primeira é conhecida como rDNA 45S e
codifica os rRNA 18S, 5,8S e 28S, em eucariotos superiores. Abaixo segue um

esquema da organizacéo do gene de rDNA 45S:

NTS 18S

~

45S

Figura 2 - Diagrama da unidade de rDNA 45S, com base na unidade de
organizacdo descrita para humanos (SUMNER, 2003) e para eucariotos
(GORAB, 2001). ITS = Internal Transcribed Spacer; NTS = Non Transcribed

Spacer.

As multiplas copias da unidade de rDNA 45S, agrupadas em tandem,
formam a Regidao Organizadora de Nucléolo (RON), a qual pode ser rica em
bases nucleotidicas CG (MILLER, 1981; SUMNER, 2003). Em alguns estudos
cromossOmicos, ja foi possivel constatar a presenca de heterocromatina
adjacente ou intercalar a RON (PENDAS et al., 1993; PHILLIPS and REED,
1996; ARTONI et al., 1999; MARGARIDO and GALETTI, 2000). Em Leporinus
elongatus (Characiformes), os resultados utilizando técnicas como coloracéo
com MM+ (mitramicina), AQRON, bandamento C e bandamento com solucéo
salina quente, mostram que existe a possibilidade de que heterocromatina rica
em bases CG, intercale sitios de rDNA 45S (ARTONI et al., 1999). No mesmo
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estudo, analises cromossOGmicas na espécie Liporsarcus anisitsi (Siluriformes),
usando as mesmas técnicas, sugerem gue a heterocromatina esta adjacente
ao sitio de AgRON, e que a mesma nado possui grandes quantidades de bases
CG.

O sitio de rDNA 45S é considerado um bom marcador cromossomico,
podendo até ser utilizado como uma caracteristica espécie-especifica. Em
algumas espécies do género Parodon (Characiformes, Parodontidae) as RON
foram consideradas espécie-especifica (VICENTE et al., 2001). Dessa forma,
muitas técnicas citogenéticas tém sido utilizadas para identificar estas
sequéncias de DNA ribossomico. A impregnagéo pela prata (HOWELL and
BLACK, 1980), uma técnica simples, é capaz de evidenciar RON que estiveram
ativas na intérfase precedente (SUMNER, 1990). A coloracdo com antibioticos
fluorescentes CG-especificos, por exemplo, CMA3z (cromomicina) ou MM®
(mitramicina), também tém sido usadas para demarcar sitios de rDNA 45S. A
precisdo na identificacdo das RON tem sido alcancada com o emprego da
técnica de hibridagéo in situ fluorescente, utilizando, de maneira usual, sondas
de rDNA 18S ou 28S (PHILLIPS and REED, 1996; MARTINS et al., 2004;
GROMICHO et al., 2005).

A outra classe de DNA ribossémico, que nédo faz parte da RON, é aquela
que codifica o rRNA 5S. Logo abaixo um diagrama da regido de rDNA 5S em

eucarioto superior.

NTS 5S NTS 5S NTS 5S

Figura 3- Modelo de organizagédo do rDNA 5S em eucarioto superior. NTS =
Non Transcribed Spacer. (MARTINS and WASKO, 2004)

O gene para rRNA 5S esta organizado em repeticbes que envolvem o
sitio 5S e um espacador nao transcrito (NTS), formando uma unidade que pode
estar repetida em tandem de 100 a 300.000 vezes. O rDNA 45S tem um
namero menor de copias, quando comparado ao rDNA 5S (HADJIOLOV,
1985). Em trabalhos de mapeamento fisico de cromossomos, o rDNA 5S,
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assim como o 45S, tem se mostrado um bom marcador cromossomico,
inclusive espécie-especifico (MARTINS et al.,, 2002; MARTINS and WASKO,
2004). O nivel de refinamento do mapeamento fisico com rDNA 5S chega até a
diferenciacgéo entre sexos, como na truta Oncorhynchus mykiss (MORAN et al.,
1996).

Os genes para rRNA 5S, sdo bastante conservados entre diferentes
taxa; entretanto, a regido NTS evolui rapidamente, sendo diversificada até
mesmo entre espécies do mesmo género. Este segmento ndo transcrito tem
sido usado em estudos sobre a evolugdo de familias multigénicas, e como
evidéncia de eventos evolutivos recentes (MARTINS and WASKO, 2004).

O DNA ribossémico 45S é transcrito pela DNA polimerase | e 0 DNA
ribossémico 5S € transcrito pela DNA polimerase lll. As repeticbes da regiao
45S, as quais correspondem ao nucléolo na intérfase, formam uma estrutura
altamente complexa em termos funcionais; nos cromossomos esta regido pode
aparecer menos condensada e € conhecida como constricdo secundaria. Em
contrapartida, a regidao rDNA 5S, nas analises cromossémicas convencionais,
ndo mostra nenhuma peculiaridade que permita a sua identificagdo. Até o
presente o rDNA 45S pode ser destacado nos cromossomos com O uso de
AgRON, fluorocromos e hibridag&o in situ fluorescente; entretanto, o rDNA 5S
s6 pode ser identificado citogeneticamente, na grande maioria dos organismos,
atraves de hibridacéo in situ (SUMNER, 2003; GALETTI and MARTINS, 2004).

A guantidade de sitios de rDNA 45S ou 5S pode ser muito variada entre
diferentes organismos. Astyanax altiparanae (Characiformes), no estudo feito
por FERNANDES and MARTINS-SANTOS (2006), mostrou que o sitio de rDNA
45S estéa disperso em mais de um par cromossomico e que o sitio de rDNA 5S
esta apenas em um par. Na familia Curimatidae, Cyphocharax modestus, tem
apenas um par portador de RON e mais de um par com rDNA 5S (De ROSA et
al., 2006, 2007). Existem espécies, como Anaecypris hispanica (Cypriniformes)
que tem multiplas regides de ambas as classes de DNA ribossémico
(GROMICHO et al., 2005). Finalmente, a situacdo mais simples, na qual
apenas um par é portador de rDNA 45S e outro par € portador do 5S, ou seja,
sem que estes genes estejam no mesmo cromossomo, ocorre, por exemplo, no
gastropode Melarhaphe neritoides (COLOMBA et al., 2002).
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Estas duas classes de DNA ribossémico podem ser encontradas em
cromossomos distintos (MARTINS et al., 2000), ou ainda em organizagéo
sinténica no mesmo cromossomo (HATANAKA and GALETTI, 2004). A
disposicdo independente desses genes em cromossomos distintos é uma
condicdo bastante comum. Considerando a complexidade funcional que
envolve essas regides, a condi¢do individualizada desses sitios parece ser
mais vantajosa. Segundo GALETTI and MARTINS (2004), a independéncia
desses sitios evitaria que ocorressem translocacfes indesejadas de
seqUéncias 5S dentro do arranjo 45S, ou vice-versa.

A questdo evolutiva dessas regibes é lembrada em MARTINS and
GALETTI (1999). Estas familias multigénicas podem evoluir, por exemplo, por
conversao génica ou crossing-over desigual. A eficiéncia de tais mecanismos
poderia ser garantida quando essas duas classes de DNA ribossémico
estivessem separadas em cromossomos distintos (MARTINS and GALETTI,
1999). Quanto a posicao, e considerando o grupo de peixes, o0 gene de rRNA
45S pode ocupar a regido cromossomica intersticial (HATANAKA and
GALETTI, 2004), ou terminal (De ROSA et al., 2007). O mesmo ocorre para 0
gene de rRNA 5S em peixes; contudo, uma revisdo citogenética dos dados
sobre mapeamento fisico desta ultima regido, mostrou que a posic¢ao intersticial
€ predominante, mesmo entre ordens diferentes de peixes (MARTINS and
WASKO, 2004).

1.5. Consideracdes gerais sobre sequéncias telomér icas

As porcdes finais dos cromossomos de eucariotos e da molécula de
DNA de alguns procariotos sao conhecidas como telomero (SUMNER, 2003). A
esta regido sdo atribuidas diversas funcdes, tais como: protecdo contra
recombinagcdo intercromossOmica; envolvimento na  senescéncia e
imortalizacdo de células; em alguns organismos atuam na organizacdo do DNA
na interfase; podem colaborar com o emparelhamento dos cromossomos
durante a meiose, através da sua interacdo com o envoltério nuclear;
comportam-se como heterocromatina em alguns organismos, mesmo que nao
se mostrem citogeneticamente como tal tipo de cromatina, promovendo efeito
de posicdo e inativacdo de genes (GREIDER, 1999; SUMNER, 2003). Os
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teldbmeros estdo organizados de maneira peculiar. Em seguida esta uma figura

gue mostra, de maneira geral, a estrutura particular dos teléomeros.

t-loop
Y \ ’ / 'I
[ S Dloop 2/}
- } 0000
B 2 Telomere D-loop /™ /™ Duplex DNA
binding proteins | i/ binding proteins
(e.g. TRF2?) o

Figura 4 - Estrutura dos teldmeros, baseada na arquitetura proposta para
mamiferos. A figura evidencia que o telémero forma um t-loop de fita dupla de
DNA e um D-loop de fita simples de DNA. E observada a presenca de
proteinas interagindo com as estruturas em loop do DNA. Esquema retirado de
GREIDER (1999). TRF2 = proteina ligada a fita dupla de DNA, uma falha na

sua producao parece permitir a fusdo telomérica de cromossomos.

A sequéncia nucleotidica encontrada na regido telomérica é bastante
simples e é formada por pequenos mondmeros repetidos em tandem; além
disso, as unidades sdo bastante conservadas, mesmo entre diferentes taxa.
Assim, a sequéncia telomérica (TTAGGG), € compartilhada, por exemplo, entre
Xenopus, ratos e humanos (SUMNER 1990, 2003; GREIDER 1999). Com
relacdo a conservacao da sequéncia (TTAGGG), € possivel encontrar textos
que dizem que todos os vertebrados possuem esse motivo nucleotidico na
regiao telomérica (PHILLIPS and REED, 1996).

Assim, existem registros de hibridagéo in situ fluorescente usando a
sequéncia telomérica descrita nas ordens de peixes Anguilliformes,
Cypriniformes, Cyprinodontiformes, Gymnotiformes e Salmoniformes (MEYNE
et al., 1989; PHILLIPS and REED, 1996, SILVA et al., 2009).
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A despeito do seu aspecto conservado, a citogenética tem usado as
sondas de DNA telomérico como importante evidéncia de rearranjos
cromossOmicos. Sinais intersticiais de hibridacdo em alguns cromossomos de
algumas espécies de peixes, tém fornecido indicios de que eventos de fuséo
atuaram na evolucao caridtipica dessas espécies.

Exemplos de espécies com marcacdes cromossdmicas teloméricas
intersticiais podem ser encontrados nas ordens de peixes: Perciformes,
Salmoniformes (Teleostei) e Rajiformes (Chondrostei) (PHILLIPS and REED,
1996; ROCCO et al.,, 2001; MARTINS et al.,, 2004). No género Salvelinus
(Salmoniformes) ja existem estudos relacionando as seqiiéncias (TTAGGG),
com a transposicdo de sitios de RON (REED and PHILLIPS, 1995; ZHUO et
al., 1995). Os referidos estudos concentram-se em resultados de hibridacdes
teloméricas aplicadas aos cromossomos do complemento regular; todavia, ja
existem registros de marcacdo telomerica (TTAGGG), em cromossomos

supernumerarios ou B, como exemplo, em Rodentia (PEPPERS et al., 1997).

1.6. Consideracdes gerais sobre microdissec¢do cro  mossdmica

As andlises citogenéticas voltadas a organizacdo estrutural dos
cromossomos, as quais fornecerdo subsidios para estudos cromossémicos
comparativos, necessitam constantemente do isolamento de sequéncias
nucleotidicas especificas capazes de satisfazer tais objetivos. O flow-sorting,
também conhecido como FAC (Fluorescence Activated Cell sorting), e a
microdissecc¢ao cromossOmica, sdo dois métodos eficientes no fornecimento de
sequéncias nucleotidicas que podem ser empregadas como marcadores
cromossOmicos.

No primeiro método, o flow-sorting, cromossomos inteiros sao
selecionados (citometria de fluxo), com base em seu tamanho e afinidade por
fluorocromos base-especificos AT ou GC, e entdo separados (VRANA et al.,
2000; HENNING et al., 2008). Uma das vantagens da flow-sorting € conseguir
separar grandes quantidades de cromossomos (VRANA et al., 2000).

A microdisseccdo cromossOmica pode ser dividida em: captura
automatica (atbmica ou a laser) ou captura manual. A captura atbmica ou AFM
(Atomic Force Microscope) consiste basicamente em escolher um fragmento de

interesse através de um scanner, e cortar com um laser o pedaco escolhido.
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Apds o corte, o fragmento pode ser capturado com um microcapilar
convencional, e finalmente submetido a uma PCR- Polymerase Chain Reaction
(IWABUCHI et al., 2002).

A microdisseccéo a laser, de maneira geral, esta baseada no corte total
ou de partes de cromossomos, € na sua adesdo a um filme termoplastico ou
outro tipo de membrana. O DNA é extraido desta membrana e submetido a
PCR (IHLASEH et al.,, 2007). Por dultimo, na microdisseccdo manual os
cromossomos, ou fragmentos destes, sao retirados de laminulas através de um
micromanipulador acoplado a um microscopio invertido. O micromanipulador
contendo um capilar ou agulha é manualmente controlado para que a
microdissecacao aconteca. Obviamente, 0s cromossomos microdissectados de
forma manual também sao submetidos a PCR (HENNING et al., 2008).

No presente trabalho, foi utilizada a técnica de microdisseccdo manual
(Figura 5, no final deste pardgrafo), a qual possibilitou a obtencdo de
sequéncias do cromossomo B de Cyphocharax nagelii. Apés a microdissec¢ao
foram usadas algumas estratégias para se amplificar os fragmentos
desconhecidos do cromossomo B, as quais foram: uma RAMP-PCR (RAMP-
Polymerase Chain Reaction), uma enzima termoestavel e um conjunto de
primers degenerados.

A PCR-RAMP acontece em condi¢cdes de baixa estringéncia, ou seja,
temperaturas de anelamento dos primers muito baixas. O termo RAMP é
empregado com referéncia a variacdo gradual na temperatura de anelamento
dos primers (ver Métodos). Assim, RAMP neste caso néo tem relacdo com o
método Randomly Amplified Microsatellite Polymorphism. O uso de uma
enzima relativamente mais termoestavel é importante considerando que a
RAMP-PCR sofre muitas variacdes de temperatura, e utiliza muitos ciclos na
tentativa de amplificar o maior nimero de fragmentos. Os primers possuem a
sequéncia 5’CCGACTCGAGNNNNNNATGTGGS', e sdo degenerados porque
o N pode ser uma base A, T, C ou G. Portanto, realizar amplificacdo com esse
primer significa trabalhar com um conjunto de 4096 (4°) primers diferentes.
Essas estratégias foram baseadas em TELENIUS et al. (1992) com
modificacdes. Convém ressaltar que na literatura existem muitas estratégias
para amplificar cromossomos microdissectados, uma delas pode ser obtida em
HENNING et al. (2008).



Figura 5 - Imagens do microscopio e da dinamica da microdissec¢cdo manual.
A. detalhe da platina e da laminula com os cromossomos. Seta sinaliza pipeta
para a coleta dos cromossomos e a cabeca de seta indica capilar para a
microdissec¢do. Ambos sédo conduzidos manualmente. B. Campo visual de
cromossomos a serem microdissectados. A seta indica a regido que sera
retirada. C. Mostra a ponta do capilar e a regido cromossémica ja separada
(disponivel em UNESP-BOTUCATU <http://www.ibb.unesp.br/extensao/acidos_

nucleicos/material_didatico/19_Hibridacao_in_situ_cromossomica.pdf).

Dependendo do objetivo do trabalho, o produto da microdissecc¢ao pode
ser usado diretamente em hibridacdes in situ fluorescente, verificando sem
especificidade nucleotidica, qual a distribuicdo dos fragmentos amplificados.
Contudo, em determinadas situagcbes o0 conhecimento dos fragmentos
microdissectados seria importante. A clonagem dos fragmentos possibilitaria a
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montagem de uma biblioteca, a qual seria utilizada para a determinacdo das
sequéncias e de hibridacdes com sequéncias especificas. Segundo TERUEL et
al. (2009), este seria um arduo trabalho. Além do trabalho, os custos de
investigacdo de wuma biblioteca de fragmentos microdissectados sao
extremamente altos. A dimensao do trabalho e dos provaveis gastos podem
ser calculados através de experiéncias como as de ALFENITO and BIRCHLER
(1993) e de CHENG and LIN (2003), que realizaram microdisseccao de
cromossomos B. Os primeiros autores fizeram um screening de 5000 fagos,
enguanto que os segundos autores um screening de 1671 clones.

Existem estudos envolvendo a microdisseccdo de autossomos,
Cromossomos sexuais ou cromossomos B. No peixe Eigenmannia sp.
(Gymnotiformes), um autossomo foi microdissectado e a hibridagao in situ com
a sonda obtida, mostra sequéncias compartiihadas somente entre os
homologos (HENNING et al, 2008). Na truta Salvelinus namaycush
(Salmoniformes) parte do cromossomo Y foi microdissectado, e este fragmento
apresentou homologia com uma regido do cromossomo X (REED et al., 1995).
A mesma situacdo vista em S. namaycush, ou seja, envolvendo cromossomos
sexuais também pode ser observada no género Triportheus - Characiformes
(DINIZ et al., 2008). Existem diversos estudos envolvendo microdissec¢ao de
cromossomos B em diferentes taxa. O cromossomo supernumerario de
Locusta migratoria (Orthoptera) foi recentemente microdissectado por TERUEL
et al. (2009). Sequéncias do cromossomo B de L. migratoria mostraram

homologia com alguns autossomos e com o0 cromossomo sexual X.



38

Tabela 1- Estudos citogenéticos realizados na familia Curimatidae. 2n=namero dipléide; MC=Morfologia Cromossdmica; Crom.

B=Cromossomos B; a=acrocéntrico; m=metacéntrico; sm=submetacéntrico; st=subtelocéntrico; +=apresenta registro.

Espécies 2n MC Par rDNA  DAPI/ Outras Referéncias
AgRON técnicas
Curimata cyprinoides 54  m/sm 3,7 Banda C 3,17
Curimata inornata 54  m/sm 3,21,22 Banda C 3,17
Curimata Kneri 54  m/sm/st 27 3
Curimata ocellata 56 m/sm 26 3
Curimata vittata 54  m/sm 9 3
Curimatella alburna 54  m/sm 14 3
Curimatella dorsalis 54  m/sm 2,13 Banda C 8,11
Curimatella imaculata 54  m/sm 24 Banda C 17
Curimatella lepidura 54  m/sm 2
Curimatella meyeri 54  m/sm 9 3,8
Curimatopsis myersi 46  m/sm 8
Cyphocharax gilbert 54  m/sm 2 Banda C,G 6,17
Cyphocharax cf. gillii 54  m/sm 2
Cyphocharax gouldingi 54 m 2 Banda C 17
Cyphocharax modestus 54  m/sm Banda C 1,2,7,9,12,13,14,15,16,17,18
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Espécies 2n MC Par rDNA rDNA DAPI/ Crom. Outras Referéncias
AgRON 18S 5S CMA; B técnicas
Cyphocharax nagelii 54  m/sm 6,25 + + + + Banda C 6,17,18
Cyphocharax cf. spilurus 54  m/sm 10 2
Cyphocharax platanus 58 m/sm/st 5,6 Banda C 11,17
Cyphocharax spilotus 54  m/sm 1 + Banda C 11
Cyphocharax vanderi 54  m/sm 6 2
Cyphocharax voga 54  m/sm 6 Banda C 2,11
Potamorhina altamazonica 102 m/sm/a 5 Banda C
Potamorhina latior 56 m/sm/st 25 Banda C
Potamorhina pristigaster 54  m/sm 25 Banda C
Potamorhina squamoralevis 102 m/sm/a 1 par (?) 11
Psectrogaster amazonica 54  m/sm 17 Banda C 17
Psectrogaster curviventris 54  m/sm 20 Banda C 8,11
Psectrogaster rutiloides 54  m/sm 9 3
Steindachnerina amazonica 54  m/sm 2,23 Banda C 17
Steindachnerina brevipina 54  m/sm 15,17 Banda C 8,11
Steindachnerina conspersa 54  m/sm 2 Banda C 2,11
Steindachnerina elegans 54  m/sm 21,25 Banda C 2,17
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Espécies 2n MC Par rDNA rDNA DAPI/ Crom. Outras Referéncias
AgRON 18S 5S CMA; B técnicas
Steindachnerina gracilis 54  m/sm 1 par (?) Banda C 17
Steindachnerina cf. guenteri 54  m/sm 24 Banda C 10
Steindachnerina insculpta 54  m/sm 7,22,25 + + + + Banda C,R 2,5,6,12,13,14,16,17,18
Steindachnerina leuciscus 54  m/sm 15 3

Referéncias: 1-VENERE and GALETTI (1985); 2- VENERE and GALETTI (1989); FELDBERG et al. (1992); 4- FELDBERG et al.
(1993); 5- OLIVEIRA and FORESTI (1993); 6- VENERE and GALETTI (1995); 7- MARTINS et al. (1996); 8- NAVARRETE and JULIO
(1997); 9- VENERE et al. (1999); 10- CARVALHO et al. (2001); 11- BRASSESCO et al. (2004); 12- De ROSA et al. (2006); 13- De
ROSA et al. (2007); 14- GRAVENA et al. (2007); 15- De ROSA et al. (2008); 16- TERIBELE et al. (2008); 17- VENERE et al. (2008);

18- presente trabalho.
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2. Objetivos

Para contribuir com a citogenética da familia Curimatidae e identificar a origem,
constituicdo e comportamento do cromossomo B de C. nagelii, o presente

trabalho teve como objetivo:

- Caracterizar os cromossomos das trés espécies de curimatideos, usando
técnicas de citogenética classica, tais como bandamento C e impregnacao
pela prata, juntamente com aquelas de citogenética molecular, isto &€,
sondas de rDNA 5S e 18S, e fluorocromos base-especificos DAPI e CMAg;

- Testar a hipbétese de que os cromossomos B de C. nagelii teriam se
originado intraespecificamente do complemento A, utilizando a
microdisseccao deste elemento adicional;

- Verificar se S. insculpta, uma espécie simpatrica a C. nagelii, e C.
modestus possuem sequéncias nucleotidicas do cromossomo B
microdissectado. Tal experimento colaboraria para a compreensdo da
origem das sequéncias que formam o cromossomo B de C. nagelii;

- Explorar a natureza quimica da heterocromatina constitutiva do
cromossomo B de C. nagelii, empregando sondas de DNA ribossémico e
fluorocromos base-especificos;

- Verificar o alcance da amplificacdo realizada apds a microdisseccao do
cromossomo B de C. nagelii, usando sondas teloméricas (TTAGGG),. Além
disso, verificar se estas sequéncias forneceriam informacdes sobre a
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos através de marcagbes nao

teloméricas.

3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

No presente trabalho, foram analisados oitenta e cinco individuos de
Cyphocharax nagelii (54 machos e 31 fémeas), quarenta exemplares de
Steindachnerina insculpta (22 machos e 18 fémeas) e, vinte e seis especimens

de Cyphocharax modestus (10 machos e 16 fémeas). Todos os exemplares de
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C. nagelii (Figura 6) e de S. insculpta foram coletados no Ribeirdo Minhoca,
municipio Capit6lio (S 20°31'55.2”"; W 46°02'42.1"), estado de Minas Gerais. Os
especimens utilizados para a identificagdo taxondmica de C. nagelii (MNRJ
29324) e de S. insculpta (MNRJ 29327 e MNRJ 29328) foram depositados no
Museu Nacional de Zoologia do Rio de Janeiro. A identificacdo dos exemplares
de C. nagelii e de S. insculpta foi realizada pelo Prof. Dr. Paulo Andreas
Buckup do Museu de Zoologia do Rio de Janeiro e pelo Prof. Dr. Francisco
Langeani Filho da UNESP-S&o José do Rio Preto. Os individuos de C.
modestus foram coletados no Rio Piracicaba, municipio de Santa Maria da
Serra (S 22°38'23"; W 48°03'11"), estado de Sao Paulo, e os exemplares foram
depositados no Departamento de Morfologia da UNESP-Botucatu. Os
especimens de C. modestus foram identificados pelo Prof. Dr. Claudio Oliveira
da UNESP — Botucatu. As preparacdes cromossodmicas mitéticas foram obtidas
a partir de células dos rins e as preparacées meidticas a partir de testiculo ou
ovario de individuos adultos. Segue alguns dados adicionais das espécies
estudadas (REIS et al.,, 2003): Cyphocharax nagelii (Steindachner, 1881),
localidade tipo — Minas Gerais e Sao Paulo, comprimento méaximo — 16,3 cm,
distribuicAo geografica — Bacia do Alto Parana; Cyphocharax modestus
(Fernandez-Yépez, 1948), localidade tipo — Rio Batalha (Sao Paulo),
comprimento maximo — 16,2 cm, distribuicdo geografica — Bacia do Alto Parana
e Rio Paraguay (Brasil e Paraguay); Steindachnerina insculpta (Fernandez-
Yépez, 1948), localidade tipo — Rio Tatuhy (S&o Paulo), comprimento maximo —

10,6 cm, distribuicdo geografica — Bacia do Alto Parana.

Posicdo taxondmica das espécies estudadas:

Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Classe Actinopterygii
Subclasse Neopterygii
Infraclasse Teleostei
Odem Characiformes
Familia Curimatidae
Espécies Cyphocharax modestus, Cyphocharax nagelii,
Steindachnerina insculpta
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Figura 6- Exemplares machos de curimatideos. A. Cyphocharax nagelii. B.
Cyphocharax modestus. C. Steindachnerina insculpta. (Imagens ilustrativas

sem escala).
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3.2.Metodologia

3.2.1. Obtencéo das preparagfes cromossdmicas mitét  icas e meibticas

A técnica de “air drying”, descrita por BERTOLLO et al. (1978), foi
utilizada para obtencdo dos cromossomos mitoticos e meidticos. O prodimento

desenvolvido encontra-se detalhado logo abaixo:

1- Foi injetada uma solucdo de fermento biolégico (10mg/mL),
intraperitonialmente (0,1 ml por animal);

2- O peixe foi deixado em um aquario bem aerado por aproximadamente 24
horas; quando possivel, foi reaplicada a solugdo de fermento e apds mais 24
horas, foram sacrificados e por¢des anterior e posterior do rim, testiculo ou
ovario foram retiradas;

3- Os rins, testiculo ou ovario foram transferidos separadamente para uma
pequena cuba de vidro, contendo 1ml de meio RPMI (GIBCO@RPMI Media
1640 — Invitrogen);

4- Uma suspensao celular homogénea foi obtida através de leves movimentos
de aspiracdo e expiracdo do material com uma seringa hipodérmica (de vidro)
desprovida de agulha;

5- Foram acrescentadas 4 gotas de solucdo de colchicina a 0,0025%, a qual
atuou durante 30 minutos; o material foi centrifugado e o0 sobrenadante
descartado;

6- Foram colocados 8 mL de KCI a 0,075M e o material foi homogeneizado; a
suspensao obtida permaneceu em estufa a 37 °C durante 20 minutos;

7- Ap6s o tratamento com KCI (solucdo hipotdnica), foram acrescentadas
algumas gotas de fixador recém preparado (alcool metilico: acido acético —
3:1), o material foi homogeneizado com pipeta Pasteur e centrifugado por 10
minutos a 900 rpm;

8- Descartado o sobrenadante, foram adicionados 12 ml de fixador recém
preparado; o material foi homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 900

rpm;
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9- O item 8 foi repetido por mais duas vezes. ApOs a Ultima centrifugacdo e
eliminacdo do sobrenadante, foi adicionado 1ml de fixador e o material foi bem
homogeneizado. Este foi, entdo, acondicionado em pequenos frascos tipo
“Eppendorff” e armazenado a 4 °C;
10- As laminas, cobertas com uma pelicula de agua a 50-60°C, foram
preparadas com cinco gotas da suspensdo celular obtida, as quais foram
“pingadas” sobre diferentes regides;
11- As laminas foram secas ao ar e coradas com solucdo de Giemsa a 5%, em
tampaéo fosfato (pH 6,8), por 7 minutos;
12- A seguir, as laminas foram lavadas com agua destilada, e apos estarem
secas foram analisadas com microscopio de luz.

As laminas utllizadas para hibridacdo in situ fluorescente foram

preparadas de forma semelhante aquela descrita acima, até o item 10.

3.2.2. Técnica de bandamento C

A técnica descrita por SUMNER (1972), com algumas modificacdes, foi
utiizada para a marcacdo da heterocromatina constitutiva. Todas as
preparacdes cromossémicas obtidas foram submetidas a coloragdo sequencial
Giemsa-banda C, e o procedimento empregado para a visualizacdo da

heterocromatina esta descrito abaixo:

1- As laminas, contendo o0s cromossomos mitéticos ou meioticos, foram
tratadas com uma solucdo de HCI 0,2N a temperatura ambiente durante 15
minutos, e depois lavadas com agua destilada;

2- Em seguida, essas foram colocadas em uma cuba contendo solucdo de
hidroxido de béario 5% a temperatura ambiente, durante 2 minutos (tempo
experimental), e depois, foram colocadas em solugéo de HCI 0,2N; em seguida,
foram lavadas em agua destilada;

4- A seguir foram incubadas em solugéo salina 2xSSC a 60 °C por 45 minutos;

apos, lavadas em agua destilada;
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5- As preparagOes cromossOmicas foram coradas com Giemsa a 5% em
tampéao fosfato pH 6,8 durante 10 minutos; lavadas em agua destilada, e apos

estarem secas foram analisadas com microscopio de luz.

3.2.3. Técnica de impregnacao pela prata

Para a identificacdo das regides organizadoras de nucléolos (RONSs), foi
empregada a técnica de impregnacgdo pela prata descrita por HOWELL and

BLACK (1980), com algumas modificacoes:

1- Sobre uma lamina preparada conforme a técnica empregada para obtencgao
dos cromossomos mitéticos ou meidticos, foram “pingadas” trés gotas de
solucédo aquosa de gelatina a 2% (acrescida de acido formico na proporcao de
1mL para cada 100 ml de solucédo) e seis gotas de solucdo aquosa de nitrato
de prata a 50%;

2- As laminas foram cobertas com laminula e incubada em estufa a 60°C por
um periodo de aproximadamente 5 minutos, dependendo da coloracdo da
lamina;

3- ApGs o tempo apropriado, ou quando as laminas assumiram uma coloragao
marrom, estas foram lavadas com agua destilada, retirando a laminula com o
fluxo da agua;

4- ApOs estarem secas, as laminas foram analisadas ao microscépio de luz.
Obs.: A técnica sequéncial Giemsa-bandamento C-AgRON também foi
utilizada.

3.2.4. Coloracéo com fluorocromos base-especificos

Os fluorocromos GC-especifico e AT-especifico, cromomicina (CMA3) e
DAPI 4'-6-diamino-2-phenylindole (DAPI), respectivamente, foram empregados
de acordo SCHWEIZER (1980), com modificacdes:
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1- As laminas com cromossomos mitéticos ou meiéticos foram preparadas com
pelo menos 3 dias de antecedéncia;

2- Essas foram tratadas com formamida 70% em 2XSSC (concentracao final de
0,6XSSC) a 70°C por 2 minutos;

3- 80 pl da solugéao de cromomicina (CMA3) (0,3 mg/ml) foram colocados sobre
a lamina contendo os cromossomos mitéticos ou meidticos; a lamina foi
coberta com laminula e incubada por 1 hora, a temperatura ambiente;

4- A laminula foi retirada e a lamina lavada em tamp&o Mcllvaine e depois com
agua de torneira;

5- As laminas foram coradas com 30ul de “Antifading with DAPI” (Vectashield);
6- Armazenadas na geladeira;

7- ApOs 5 dias, analisadas com fotomicroscépio de epifluorescéncia.

3.2.5. Identificacédo de sitios ribossdmicos 18Se5 S

3.2.5.1. Método para extracdo de DNA de figado usa ndo Tiocianato

de Guanidina

Solucdes

Tampao de lise celular

Reagente Concentragéo final
NacCl 100 mM
Tris-HCI pH 8.0 100 mM
EDTA pH 8.0 25 mM
SDS (em agua ultra-pura 0,5%

As solugbes de NaCl, de Tris e EDTA foram autoclavadas antes de fazer o

tampao; posteriormente, a solugdo tampao foi filtrada em um filtro estéril.
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Solucdo para precipitar proteinas

Reagente Concentracéo final

Tiocianato de Guanidina (Guanidine Thiocyanate) 4 M
Tris-HCl pH 7,5 0,1M

A solucéao foi aquecida para diluir o tiocianato; logo em seguida foi filtrada com
um filtro estéril de nitrato de celulose. Filtros de Polyethersulfone também
podem ser usados; contudo, ndo devem ser usados filtros de acetato de

celulose, pois esses se dissolvem.

Outros reagentes

Reagente Concentracgao
Proteinase K 20 mg/mL
RNAse 4 mg/mL
Isopropanol (J.T. Baker) 100%

Etanol 70%

Lise Celular e tratamento com RNAse

1- Foi colocado um fragmento de figado com aproximadamente 10 mg, em um
tubo de 1,5 mL tipo “Eppendorf”; acrescentou-se 300ul de solugao de lise
celular. O tecido foi macerado o maximo possivel,

2- 1,5 ul de proteinase K (20 mg/mL) foram adicionados ao tubo. O tubo foi
agitado levemente para misturar a proteinase;

3- O tubo contendo os fragmentos de figado foi incubado por cerca de 3 horas
a 57°C, macerando o tecido a cada 30 minutos, até que ele estivesse
totalmente dissolvido;

4- Apés a dissolucdo do tecido, foram acrescentados 1,5 pl de RNAse
(4mg/mL) e o tubo foi incubado a 37°C por 1 hora. Caso, no final da extracéo
ainda tenha RNA, essa etapa pode ser novamente realizada;
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5- O tubo foi entdo centrifugado a 3000 rpm, e 0 sobrenadante foi transferido
para outro tubo de 1,5 mL (tipo “Eppendorf”); o “pellet”’ foi descartado;

Precipitacdo de proteinas

6- Foi adicionado 100 pl da solucdo de precipitacdo de proteinas, e o tubo foi
vertido para que houvesse a mistura,

7- O tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos;

8- As etapas 6 e 7 foram repetidas para uma melhor purificagcdo do DNA,;

9- O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o “pellet’” descartado;

Precipitacdo do DNA

10- 430 pl de isopropanol 100% foram adicionados ao tubo. O tubo foi
“invertido” gentilmente 50 vezes, auxiliando a separacao do DNA da solucao;
11- O tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos;

12- O sobrenadante foi descartado cuidadosamente para n&o retirar o “pellet”;
13- 300 pul de alcool 70% foram adicionados para lavar o “pellet”; nesta etapa o
tubo também foi invertido algumas vezes para realizar a lavagem do “pellet”;
14- O tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado;

15- O tubo foi colocado em uma estufa a 60°C para secar;

16- O DNA ficou eluindo na geladeira por no minimo 20 horas em 200 pl de

agua ultra-pura.

3.2.5.2. Protocolo para obtencédo da sonda de rDNA  5S

As sequéncias de rDNA 5S foram obtidas através de PCR (Polymerase
Chain Reaction), utilizando os primers A (5-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-
3) e B (5-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3); para as amplificacbes DNA
total de C. nagelii, C. modestus e S. insculpta foi utilizado. Esses primers
amplificam genes de rDNA 5S e seus espacadores NTS (Non Transcribed

Spacer); esses primers foram desenhados a partir da sequéncia do rDNA 5S
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de Salmo gardnerii descrita por KOMIYA and TAKEMURA (1979) e do rDNA
5S (regido codificante) de Salmo Salar descrita por PENDAS et al. (1994). A
amplificacdo da regido de rDNA 5S foi realizada com um Termociclador-
GeneAmp PCR system 2400, Perkin Elmer; e para que a amplificacédo
ocorresse foi preciso usar o mix para PCR: Go Tag® Green Master Mix
(Promega — catalogo M7123). As sondas foram obtidas e marcadas por PCR,
usando Digoxigenin-11-dUTP-alkali-stable (catadlogo - 11093088910 - Roche)
ou Biotin-16-dUTP (catalogo - 11093070910 - Roche).

Procedimento para a reacdo de PCR (rDNA 5S)

Reagentes Concentracdo final

Agua ultra-pura q.s.p. 10 pl

Primer A 0,25 uM

Primer B 0,25 uM

Go Taqg Green Master Mix| 6,25 pl (0,25 mM de cada@EN
DNA 100 ng

Volume final 10 pl

Procedimento para a reacdo de PCR com nucleotideo m  arcado

Reagentes Concentracdo final

Agua ultra-pura q.s.p. 25 pl

Primer A 0,25 uM

Primer B 0,25 uM

Go Taqg Green Master Mix, 12,5 ul (0,25 mM de cada®EN
dUTP- digoxigenina 0,11 mM (30%) (*0,25 mM)
DNA 200 ng

Volume final 25 ul

*Quando na PCR foi utilizado dUTP — biotina a concentracéo final deste foi de
0,25 mM (50%).
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Programa para a amplificacdo do rDNA 5S

O programa usado foi: 94°C — 5 minutos; 2 ciclos de 95°C — 1 minuto, 65°C —
30 segundos, 72°C — 45 segundos; 2 ciclos de 95°C — 1 minuto, 63°C — 30
segundos, 72°C — 45 segundos; 2 ciclos de 95°C — 1 minuto, 61°C — 30
segundos, 72°C — 45 segundos; 25 ciclos de 95°C — 1 minuto, 63°C — 30
segundos, 72°C — 45 segundos; extensao final de 72°C — 7 minutos.

Os produtos de PCR foram observados em gel de agarose 1% e
forneceram fragmentos de 400 pb (Fig. 9C, no final do item Materiais e
Métodos).

3.2.5.3. Protocolo para obtencéo da sonda de rDNA  18S

As sondas de rDNA 18S foram obtidas através de PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando os primers NS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’) e NS8
(5-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3); as amplificacbes usaram DNA total de
C. nagelii. Estes primers foram descritos por WHITE et al. (1990) e amplificam
a regiao SSU (Small Subunit), ou seja, o rDNA 18S nos eucariotos superiores
(Figura 8). A amplificacdo da regido de rDNA 18S foi realizada com um
Termociclador- GeneAmp PCR system 2400, Perkin Elmer. As sondas foram
obtidas e marcadas por PCR, usando Biotin-16-dUTP (catdlogo - 11093070910
- Roche).
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Figura 7- Esquema que mostra a SSU (Small Subunit) do rDNA 45S. As

abreviacbes designam primers existentes na literatura capazes de amplificar

esta regido. As caixas destacam os primers usados no presente trabalho

(disponivel em DUKE UNIVERSITY — www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/

primers.htm).

Procedimento para a rea¢ao de PCR

Reagentes

Concentracdo final

Agua ultra-pura
Tampao da Taq (pht)
MgCl,

dNTP mix

Primer NS1 (F)
Primer NS8 (R)

Taq polimerase (pht)
DNA

Volume final

g.S.p. 25 pl
1X
0,16 mM
0,05 mM
0,1 uM
0,1 pM
0,05 U/l
200 ng
25 ul
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Procedimento para a reacdo de PCR com nucleotideo m  arcado

Reagentes Concentracdo final
Agua ultra-pura g.s.p. 50 pl
Tampao da Taq (pht) 1X

MgCl, 0,16 mM

dATP 0,05 mM

dCTP 0,05 mM

dGTP 0,05 mM

dTTP 0,025 mM (50%)
dUTP- Biotina 0,025 mM (50%)
Primer NS1 (F) 0,1 pM

Primer NS8 (R) 0,1 puM

Tag polimerase (pht) 0,05 U/ul

DNA 200 ng

Volume final 50 pl

Programa para a amplificacdo do rDNA 18S

O programa usado foi: 25 ciclos de 94 °C — 1 minuto e 30 segundos; 56°C — 1
minuto e 30 segundos, 72°C — 1 minuto e 30 segundos; extensao final de 72°C
— 10 minutos.

Os produtos de PCR foram observados em gel de agarose 1% e
forneceram fragmentos de 1800 pb (Fig. 9C, no final do item Materiais e
Métodos).

3.2.5.4. Procedimento para precipitacdo das sondas de rDNA 5S ou
18S

Foram acrescentados a cada 50 pl de sonda de rDNA 5S ou 18S, 100 pl de
etanol 100% e 5 ul de acetato de sédio 3M -pH 5- (solucéo de acetato de sédio
3M com o pH 5 = 5,23 g de acetato de sédio, 1240 pl de acido acético e 18 mL

de agua destilada). A mistura ficou precipitando por 3 horas no freezer -80°C,
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ou por 10 horas na geladeira. Foi centrifugada por 15 minutos a 13000 rpm e o
sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Acrescentou-se 50 pl de etanol
70% e o tubo foi novamente centrifugado a 13000 rpm, por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o DNA ficou secando em estufa a 60°C, até que
nao tivesse mais liquido no tubo. A sonda foi eluida em 20 pl de agua ultra-
pura, esperando no minimo 10 horas em geladeira antes de usa-la. No caso da
sonda de rDNA 18S, devido ao seu tamanho de 1800 pb, ela foi cortada com a
enzima DNAse. Aos 20 pl de sonda de rDNA 18S foi acrescentado 7 ul de
solugdo de DNAse (0,001%), permanecendo a solugdo por 40 minutos a uma
temperatura de 15°C para ativacdo da enzima, e 10 minutos a 90°C para
inativacdo da enzima. Apés a inativacdo da enzima a sonda foi diretamente

usada no mix para hibridagéo.

3.2.6. Microdissec¢ao cromossOmica do cromossomo B de C. nagelii

Os cromossomos B microdissectados foram obtidos de uma preparacéo
cromossOmica de uma fémea de C. nagelii (18576) que continha um B por
metafase. As células para microdisseccao foram pingadas sobre laminulas e os
cromossomos foram corados por 7 minutos com Giemsa 5%. A microdissecc¢éo
foi realizada usando um microscopio Zeiss AXIOvert 100 ao qual estava
acoplado um micromanipulador Eppendorf TransferMan NK2. Foram
microdissectados 10 cromossomos B, o0s quais foram imediatamente
transferidos para o mix DOP-PCR (Degenerated Oligonucleotid Primer-
Polymerase Chain Reaction) contendo um conjunto de primers
5'CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG3'. No desenho dos primers cada N pode
ser uma base nucleotidica A, T, C ou G, formando dessa maneira, uma
combinacgao de 4096 primers diferentes (TELENIUS et al., 1992).
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Procedimento para o mix DOP — PCR

Reagente Concentracdo final
dNTP mix 0,2 Mm
Primer DOP 2uM

Tampao enzima (ThermoSequenase-USB) 1X

Cromossomos microdissectados --

Agua ultra-pura g.s.p. 10 pl
Enzima (ThermoSequenase-USB) 10 U (*** acrescid&mad)
Volume final 10 pl

***Q tubo contendo o mix DOP-PCR com 0S Cromossomos
microdissectados foi aquecido a 90°C por 10 minutos, e em seguida foi
realizado um spin no tubo para entdo serem acrescentadas as 10U de

ThermoSequenase.

Programa para a primeira amplificacdo dos cromossom 0S
microdissectados (RAMP-PCR)

O programa usado foi: 94°C - 3 minutos; 12 ciclos de 94°C - 1 minuto e
30 segundos; 37°C - 2 minutos, aumentando 0.2°C/segundo até 72°C (RAMP),
72°C - 2 minutos; 30 ciclos de 94°C — 1 minuto e 30 segundos, 56°C — 1
minuto, 72°C — 1 minuto e 30 segundos.

O produto da PCR foi observado em gel de agarose 1%, sendo possivel
visualizar um arraste com fragmentos de tamanhos entre 100 e 400 pb (Fig.
9B, no final do item Materiais e Métodos).

Procedimento para a PCR- Standard
Uma parte do produto da RAMP-PCR, sem nenhum processo de

purificacdo, foi submetido a uma PCR standard para se ter um estoque da

sonda, conforme descricao:
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Reagentes (PCR Standard)

Concentracao final

Agua ultra-pura

Tampéao Taq (pht)

MgCl,

dNTP mix

Primer DOP

Enzima Taq polimerase (pht)
Produto da RAMP/PCR

Volume final

g.s.p. 20 pl
1X
0,16 mM
0,08 mM
1uM
0,05 U/l
2 ul
20 pl

Uma terceira PCR foi realizada a partir da PCR Standard, sem nenhuma

purificacdo do produto, para a marcacdo dos fragmentos que foram utilizados

na hibridacéo in situ fluorescente:

Reagentes (PCR marcada)

Concentragéo final

Agua ultra-pura
Tampao Taq (pht)
MgCl,

dATP

dCTP

dGTP

dTTP

dUTP- digoxigenina
Primer DOP
Enzima Taq (pht)
Produto da PCR Standard

Volume final

g.s.p. 50 pl

1X
0,16 mM
0,08 mM
0,08 mM
0,08 mM

0,056 mM (****0,04 mM)
0,024 MM (****0,04 mM)

1uM

0,05 U/
3 ul

50 pl

pl

***Quando foi usado dUTP-biotina, a concentracéo final foi de 0,04 mM
de dTTP (50%) e 0,04 mM de dUTP (50%). A sonda obtida foi entédo
precipitada e eluida conforme esta descrito no item 3.2.5.4.
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3.2.7. Protocolo para obtencéo da sonda de DNA telo  mérico

As sequéncias de DNA telomérico foram obtidas com base em 1JDO et
al. (1991), com algumas modificacbes. Os primers utlizados foram: Tel 1
(5TTAGGG3)s e Tel 2 (5'CCCTAA3)s. Conforme descricdo dos autores, foi
realizada uma PCR sem molde de DNA, utilizando somente os primers, 0s
quais devido a sua complementaridade, serviram de molde para que novas
moléculas pudessem ser produzidas. Além disso, foram feitas PCRs usando o
DNA extraido de Cyphocharax nagelii com os primers isoladamente e em
conjunto. Para descartar a possibilidade de contaminacdo das PCR, foram
realizadas PCR somente com um primer de cada vez e obviamente sem
nenhum DNA com molde. Os resultados dessas PCR podem ser observados
na Figura 9A, no final do item Materiais e Métodos.
Procedimento para as diferentes PCR das sequéncias de DNA telomérico

PCR com primers Tel 1 e Tel 2 FCmarcada com primers Tel 1 e Tel 2

Reagentes Concentracao final Reagentes Concentracdo final
Agua ultra-pura g.s.p. 50 pl Agua ultra-pura g.s.p. 50 ul
Tampao Taq (pht) 1X Tampao Taq (pht) 1X
MgCl, 0,16 mM MgCl, 0,16 mM
dNTP mix 0,05 mM dATP 0,05 mM
Tel 1 1 pM dCTP 0,05 mM
Tel 2 1 pM dGTP 0,05 mM
Enzima Taq (pht) 2 Unidades dTTP 0,035 mM
Volume final 50 pl dUTP - digoxigening 0,015 mM
Tel 1 1 puM
Tel 2 1 puM
Enzima Taq (pht) 2 Unidades
Volume final 50 ul




PCR com Tel 1 e molde de DNA
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PCR marcada com Tel 1 e molde de DNA

Reagentes Concentragao final Reagentes Concentragdo final
Agua ultra-pura g.s.p. 50 pl Agua ultra-pura g.s.p. 50 pl
Tampao Taq (pht) 1X Tampao Taq (pht) 1X
MgCl, 0,16 mM MgCl, 0,16 mM
dNTP mix 0,05 mM dATP 0,05 mM
Tel 1 1uM dCTP 0,05 mM
Enzima Taq (pht) 2 Unidades dGTP 0,05 mM
DNA 200 ng dTTP 0,035 mM
Volume final 50 pl dUTP - digoxigening 0,015 mM
Tel 1 1uM
DNA 200 ng
Enzima Taq (pht) 2 Unidades
Volume final 50 ul

A PCR utilizando Tel 2 e DNA como molde, foi realizada seguindo o

mesmo procedimento descrito acima para PCR usando Tel 1 e DNA como

molde.

Programa para amplificacdo da regido telomérica

Com o objetivo de diminuir o tamanho dos fragmentos gerados nas PCR,

deixando-os adequados para a hibridagéao

in situ

fluorescente dos

cromossomos, duas estratégias foram utilizadas: o aumento na concentragéo
de primers e a diminuicdo dos tempos de anelamento e elongacdo durante as
PCR, sendo o ponto de partida para tais alteracdes as determinacbes dos
autores IJDO et al. (1991). O programa descrito pelos referidos autores
também foi utilizado. Entretanto, as sondas produzidas e utilizadas seguiram o
programa alterado. Este resultou em: 10 ciclos de 94°C - 1 minuto, 55°C — 10
segundos, 72°C — 30 segundos; 30 ciclos de 94°C — 1 minuto, 60°C — 10
segundos, 72°C — 45 segundos; extensao final de 72°C - 1 minuto.

O produto da PCR foi observado em gel de agarose 1%, sendo possivel
visualizar fragmentos de diferentes tamanhos, conforme Fig. 9A.

A precipitacdo e a eluicAo da sonda de DNA telomérico seguiu o

protocolo descrito no item 3.2.5.4.
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3.2.8. Protocolo para hibridacdo in situ fluorescente

Foram testados trés protocolos diferentes para hibridagdo in situ
fluorescente e aquele que permitiu os melhores resultados, estd descrito
detalhadamente. Este protocolo foi baseado inicialmente em PINKEL et al.
(1986).

Tratamento com RNAse

1- As laminas foram lavadas em tampdo PBS 1X durante 5 minutos, em
temperatura ambiente e com agitacao (shaker);

2- Foram desidratadas em série alcodlica 70, 85 e 100%, por 5 minutos em
cada concentracdo, deixando-as secatr;

3- As laminas foram incubadas em 100 ul de RNAse (concentracao final = 0,05
mg/mL diluida em 2XSSC), por 1 hora em camara umida a 37°C;

4- Foram lavadas 3 vezes por 5 minutos cada em 2XSSC (shaker);

5- Lavadas em tampé&o PBS 1X por 5 minutos (shaker).

Tratamento com pepsina

6- Incubadas em solucéo de pepsina 0,005% por 10 min a 37°C;

7- Lavadas em PBS 1X por 5 minutos (shaker).

Fixacao

8- Fixadas em formaldeido 1% durante 10 minutos;

9- Lavadas em PBS 1X por 5 minutos (shaker);

10- Desidratadas em série alcoodlica 70, 85 e 100%, por 5 minutos em cada,
deixar secar.

Hibridacéo

11- Os cromossomos foram desnaturados em uma solucdo de formamida 70%
e SSC (concentragéo final = 0,6XSSC) a 70°C, por 3 minutos e 20 segundos;
10- Desidratadas com série alcodlica gelada a 70, 85 e 100%, por 5 minutos
em cada, deixar secar. Durante esta etapa o mix de hibridacdo contendo a
sonda foi colocado a 100°C por 10 minutos, para desnaturar o DNA. Decorrido
este tempo, o tubo permaneceu no gelo. O mix de hibridagcéo foi preparado
durante a incubacao das laminas em RNAse,;
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12- ApoOs as laminas estarem secas, foram acrescentados 100 pl do mix de
hibridagdo em cada uma, e as mesmas foram cobertas com laminulas e
permaneceram hibridando por no minimo 16 horas a 37°C em camara umida.
Lavagens pos-hibridacéo

13- As laminulas foram retiradas e as laminas foram lavadas por 2 vezes em
uma solugéo de formamida 15% e 0,2XSSC a 42°C, durante 10 minutos cada
(shaker);

14- Lavadas por 3 vezes em uma solucdo de 0,1XSSC a 60°C por 5 minutos
cada (shaker);

15- Lavadas 1 vez por 5 minutos em solucdo de Tween 0,5% e 4XSSC
(shaker).

Pré-tratamento com tampao de bloqueio, para posteri  or utilizacdo de
anticorpos fluorescentes

16- As laminas foram incubadas em tampé&o de bloqueio 5% NFDM (No Fat
Drink Milk) e 4XSSC por 15 minutos. Aliquotas deste tampdo foram
armazenadas para posterior diluicdo dos anticorpos fluorescentes;

17- Lavadas 2 vezes, por 5 minutos cada, em solugcdao de Tween 0,5% e
4XSSC (shaker).

Deteccéao das sondas hibridadas

18- As laminas foram incubadas com 100 ul de FITC-Fluorescein
isothiocyanate (concentracdo final 0,01 ng em NFDM), durante 30 minutos em
camara Uumida, a temperatura ambiente, quando a sonda estava marcada com
dUTP — biotina; quando a sonda estava marcada com dUTP — digoxigenina, a
deteccado foi feita com anti-digoxigenina-rodamina em NFDM, durante 1 hora
em camara Umida, a temperatura ambiente. No caso do double-fish com
sondas de rDNA 5S e 18S marcadas com dUTP-biotina e dUTP-digoxigenina
0s anticorpos foram acrescentados em conjunto ao NFDM;

19- Lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada, em solucdo de Tween 0,5% e
4AXSSC (shaker);

20- Desidratadas com série alcodlica gelada a 70, 85 e 100%, por 5 minutos
em cada,

21- Apés estarem secas, foram colocados 30 ul de Antifading with DAPI
(Vectashield) sobre cada lamina, e em seguida as mesmas foram cobertas com

laminula.



Preparacao da solugéo (mix) de hibridagdo com estri

ngéncia de 77%

Reagentes Concentragéo final

Formamida 50%

Sulfato dextrano 10%

SSC 2XSSC

Sonda 400 ng (para quatro laminas)*
Agua ultra-pura g.s.p. para o volume final, se sg&eo
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* Quando foram utilizadas duas sondas, ou seja, o double-fish de rDNA 5S e

18S, foram utilizados aproximadamente 300 ng de cada sonda no preparo do

mix de hibridacao.

Preparo da solugcéo de pepsina, da solugao de formal
PBS

Solucéo de pepsina

-99 mL de agua destilada

-1 mL de HCI 1M

- 50l de pepsina 10%

Solucédo de formaldeido

-10 mL de PBX 10X

-5 mL de MgCl; 1M

-1 mL de formaldeido

- 84 mL de agua destilada

Solucéo tampéo PBS (Phosphate Buffered Saline) 10X
- NaCl — concentracéo final 1,37M

- Na;HPO, — concentracgao final 70mM

- NaH,PO, — concentracgao final 30mM

- dgua destilada para g.s.p. 1000 mL, e autoclavar.

deido e do tampéo
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Figura 8- A. Gel de agarose 1% mostrando diversos testes realizados com
primers para amplificagdo de DNA telomeérico. A coluna da esquerda mostra em
pares de base os tamanhos das bandas do Low mass ladder, o qual tem suas
bandas observadas na coluna 0. Os produtos de PCR vistos nas colunas 1, 2,
3 e 4 seguiram o programa para amplificacdo da regido telomérica descrito
abaixo; aqueles observados nas colunas 7, 8 e 9 foram obtidos com o
programa definido pelos autores 1JDO et al (1991). As colunas 5 e 6, utilizadas
como controle, mostram auséncia de amplificagdo de DNA e
consequentemente de contaminagdo nas demais PCR. Quanto as
propriedades de cada PCR: a coluna 1 corresponde a uma PCR utilizando
somente os primers Tel 1 e Tel 2; na coluna 2 é uma PCR usando o primer Tel
1 + DNA total e na coluna 3 é uma PCR usando o primer Tel 2 + DNA total
(DNA total de C. nagelii como molde); na coluna 4 o produto é de uma PCR
usando Tel 1 + Tel 2 + DNA total. Nas colunas 7, 8 e 9, as PCR foram
realizadas conforme descricdo das PCR das colunas 2, 3 e 4, respectivamente.
B. Gel de agarose 1% mostrando o produto da PCR do cromossomo B

microdissectado de C. nagelii (colunas 1 e 2). C. Produto de PCR visto em gel
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de agarose 1%. Na coluna 1, esta uma banda de 400 pb correspondente ao
rDNA 5S; na coluna 2, uma banda de 1800 pb de rDNA18S.
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4. Resultados

As analises das células metafasicas mitéticas de C. nagelii, C. modestus
e de S. insculpta mostraram que o numero dipléide de cromossomos para as
trés espécies € de 2n=54, com cromossomos meta- e submetacéntricos;
intraespecificamente ndo foram observados cromossomos heteromorficos entre
os cariotipos de machos e fémeas, os quais pudessem ser relacionados a
presenca de cromossomos sexuais diferenciados (Fig. 9). Os resultados
somaticos obtidos para C. nagelii, C. modestus e S. insculpta, foram obtidos a
partir da analise de 1816, 520 e 800 metafases mitoticas, respectivamente. Em
C. nagelii, foi observada a presenca de cromossomos adicionais em alguns
individuos, os quais foram 0s menores cromossomos metacéntricos do
complemento. Esses cromossomos mostraram variagao interindividual de 1 a 4
elementos (Figs. 10; 11; 15A); a variacdo intraindividual, obtida através da
observacdo desses elementos na contagem das células analisadas de cada
individuo, foi numericamente infima, conforme mostra a Tabela 2. Entre o total
de individuos de C. nagelii estudados, 28 apresentaram cromossomo B. Destes
especimens, 19 (13 machos, 6 fémeas) mostraram um cromossomo B na
maioria das células analisadas; 7 (5 machos, 2 fémeas) evidenciaram dois
cromossomos B; 1 (macho) tinha trés cromossomos B; e, 1 (macho) possuia
quatro cromossomos B (Tabela 2). A freqiéncia de individuos com um
cromossomo B foi maior do que a frequéncia de individuos com dois B e,
significativamente maior que a freqiéncia de individuos com trés ou quatro
cromossomos Bs. Em C. nagelii, das 1816 células somaéticas, 716 células
pertenciam aos 28 individuos portadores de B (Tabela 2).

As freqliéncias dos cromossomos B durante quatro periodos de tempo,
em trés anos de coleta, foram estatiscamente iguais (Tabela 3). O teste
estatistico foi: (p) Kruskal-Wallis= 0,3687 (graus de liberdade= 3; H= 3,1522). A
probabilidade p=0,3687 é maior que a probabilidade base do teste p= 0,05,
assim, ndo h& diferenca estatistica significativa entre as frequéncias dos
cromossomos B, entre as diferentes coletas. As amostras nao tinham
quantidades suficientes de individuos fémeas e machos, para que se pudesse

testar as frequéncias dos elementos adicionais nos sexos separadamente
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(teste estatistico realizado pelo Prof. Dr. José Silvio Govone — UNESP- Rio
Claro).

As células meidticas testiculares de C. nagelii, de trés individuos
portadores de cromossomos B nas células somaticas, mostraram a formula
meiotica 2n=27Il nas metafases | (Figs. 12A-C; 13A, C; 14A, C e E) e numero
haploide n=27 nas metafases Il (Figs. 12D; 13E, G). Ao todo foram analisadas
4 metafases espermatogoniais, 46 metafases | e 10 metafases Il dos trés
individuos machos. Nas metafases | foi possivel observar até trés bivalentes
formando um quiasma intersticial (Fig. 14C) e até seis bivalentes com dois
quiasmas terminais (Figs. 12B; 14A). Nas metéfases | de dois individuos
portadores de 1 cromossomo B nas células somaticas, este elemento foi
observado como univalente (Fig. 12A-B); nas metafases | de um individuo
portador de 2 cromossomos B nas células renais, estes elementos apareciam
como dois univalentes (Figs. 12C; 13A, C). Em algumas células metafasicas | o
cromossomo B univalente apresentou heteropicnose negativa em relacdo aos
demais bivalentes regulares (Figs.12A, C; 13C). Cromossomos B nao puderam
ser identificados nas células metafasicas Il, talvez porque néo fosse possivel
diferencia-los dos demais cromossomos nessa fase, ou porque ndo estavam
presentes nas células analisadas (Figs. 12D; 13E, G).

O estudo das células meidticas de uma fémea de C. nagelii portadora de
1 cromossomo B nas células renais (Fig. 15A), mostrou a presenca desse
elemento nas fases de metafase oogonial (Figs. 15B-C) , paquiteno (Fig. 15D)
e metafase | (Figs. 16A-C); na unica metafase Il obtida, ndo foi possivel
determinar o numero haploide, pois parte dos cromossomos apresentou
cromatides irmas em fase inicial de segregacdo e consequentemente, nao foi
possivel diferenciar o cromossomo B dos autossomos (Fig. 16F). Este
elemento também apresentou diferenciacdo quanto a coloragdo, sendo
possivel observa-lo heteropicnético positivo (Fig. 16A, C) ou heteropicnético
negativo (Fig. 16B) nas metafases I. Na figura 16D o cromossomo B pode ser
facilmente individualizado, contudo, ha uma duvida quanto a fase de divisdo
celular em que essa célula se encontrava. Os cromossomos da figura 16D
poderiam estar na fase de metafase | ou representariam um conjunto parcial de
uma metafase oogonial. Devido a qualidade das células meidticas oogoniais,

outras avaliagbes dessas células ndo foram viaveis, inclusive no que se refere
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a identificacdo do cromossomo B nas figuras 16E-F, a qual ndo foi possivel. Os
resultados cromossémicos desta fémea foram baseados em 3 metéfases
oogoniais, 1 conjunto de elementos paquiténicos, 7 metafases | e 1 metafase II.

A comparacgédo entre células espermatogoniais e oogonias de C. nagelii,
na busca de diferencas, como por exemplo, de emparelhamento dos
cromossomos regulares, que estivessem relacionadas a possiveis
cromossomos sexuais, ndo foi conclusiva. Esta comparacao nao foi exequivel,
considerando as poucas células oogoniais obtidas e a qualidade destas
células, principalmente com relacdo as varias sobreposicfes e a falta de
definicdo morfolégica dos bivalentes. E apropriado ressaltar que no presente
trabalho as preparacbes cromossOmicas de tecido gonadal foram obtidas

somente de C. nagelii.

4.1.Regides heterocromaticas por bandamento C

Apés a aplicacdo da técnica de bandamento C foi possivel distinguir
pequenas regides mais fortemente marcadas nos cromossomos de C. nagelii,
C. modestus e S. insculpta. Estas regifes foram entdo consideradas como
correspondentes aquelas de heterocromatina constitutiva (Figs. 9B, D, F; 10B).

Em C. nagelii, a regidao pericentromérica de todos 0S cromossomos
regulares do complemento mostrou ser banda C positiva; em algumas
metafases, bandas C teloméricas adicionais foram observadas e em ambos os
bracos dos cromossomos do par 6 (Fig. 9B) e em um dos bracos dos
cromossomos do par 1. Os cromossomos B de C. nagelii, apds a técnica de
bandamento C, mostraram-se heterocromaticos (Figs. 10B; 11B, D; F; H).

Heterocromatina constitutiva foi observada na regido pericentromérica
de todos os cromossomos de C. modestus e de S. insculpta. Além disso,
bandas C adicionais foram observadas na regido telomérica em um dos bracos
dos cromossomos do par 2 de C. modestus (Fig. 9D), e na regido telomérica,
também em um dos bragcos, dos cromossomos dos pares 7 e 16 de S.
insculpta (Fig. 9F). As regifes heterocrométicas nas trés espécies estudadas

sao relativamente pequenas; assim, em alguns cromossomos e em algumas
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metéfases nao foi possivel visualizar tais regides apos a captura das imagens
no fotomicroscaopio.

Nas células meidticas espermatogoniais de C. nagelii submetidas a
técnica de bandamento C foi possivel destacar as regibes centroméricas dos
cromossomos do complemento regular e regides ndo centroméricas adicionais
(Figs. 13B, D; 14B, D, F). Essas regioes heterocromaticas adicionais poderiam
ser aquelas observadas nas metafases mitoticas nos pares 1 e 6 (Figs. 14B, D,
F). O bandamento C das células meiéticas portadoras de cromossomos B
mostraram estes elementos como sendo heterocromaticos, assim como nas
metafases mitdticas (Figs. 13B, D). Nas células em meiose Il foi possivel
visualizar alguns blocos heterocromaticos na regido centromérica dos
cromossomos, sem que fosse possivel distinguir o cromossomo B (Figs. 13F-
H). Nas células meidticas de fémea analisadas, ndo foram obtidos resultados

relacionados a heterocromatina.

4.2. Regido Organizadora de Nucléolo (RON) porimp regnagédo pela prata

A impregnacéo por nitrato de prata mostrou marcacao correspondente a
regido de rDNA 45S nas trés espécies analisadas. Em C. nagelii, a marcagao
pela prata ocorreu na por¢édo telomérica de um dos bragcos dos cromossomos
metacéntricos do par 6 (Figs. 9A; 10); em C. modestus na porcao telomérica
de um dos bragos dos cromossomos metacéntricos do par 2 (Fig. 9C); em S.
insculpta, na regido telomérica de um dos bragcos dos cromossomos
metacéntricos do par 7 (Fig. 9E). Os nucleos interfasicos mostraram de 1 a 2
nucléolos nas trés espécies estudadas. Este resultado ja era esperado,
considerando que ja se sabe gue estas regiées podem aparecer dissociadas. O
nitrato de prata também impregnou regibes marcadas com o bandamento C,
também para as trés espécies analisadas. A impregnacdo pelo ion da prata
nao evidenciou RON nos cromossomos meioticos. Os cromossomos B de C.

nagelii ndo foram impregnados pela prata.
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4.3. Regides ricas em bases AT ou CG por fluorocro  mos base-especificos

Em C. nagelii, C. modestus e S. insculpta, o fluorocromo AT especifico
DAPI nao evidenciou regido cromossmica especifica (Figs. 17A, C, E). Em
contrapartida, o fluorocromo GC especifico CMA; evidenciou as regides
teloméricas que provavelmente coincidem com aquelas de AgRON, nas trés
espécies analisadas (Figs. 17B, D, F). Em algumas metafases, essas regides,
nas trés espécies, mostraram-se DAPI negativas. Assim, as regides de rDNA
45S respondem positivamente a CMA3; e negativamente ao DAPI. Os
cromossomos B de C. nagelii ndo foram marcados diferencialmente pelo DAPI
ou CMA; (Figs. 17A-B). Nas metéafases | de C. nagelii submetidas a coloracéo
com esses fluorocromos nao foi possivel destacar nenhuma regido especifica
dos bivalentes (Fig. 18A-B). O wuso dos fluorocromos nas células
espermatogonias de C. nagelii tinha o objetivo de identificar possiveis
particularidades do cromossomo B no tecido gonadal. Infelizmente as
preparacdes cromossémicas continham poucas células susceptiveis a analise,

e nestas poucas células o cromossomo B néo foi localizado.

4 .4.Sitios de rDNA 5S e 18S

A hibridacéo in situ fluorescente com sondas de rDNA 5S mostrou dois
pares cromossOmicos portadores dessas sequéncias em C. nagelii e em C.
modestus (Figs. 19A-B; 20B, D) ; em contrapartida, somente um par de
cromossomos € portador de rDNA 5S em S. insculpta (Figs. 19C; 20C). Em C.
nagelii e em C. modestus, os sitios de rDNA 5S estdo localizados na regido
proximal de um dos bragcos cromossémicos dos pares 3 e 20 (Figs. 19A-B). Em
S. insculpta somente o par 3 mostrou sinal de hibridacdo com rDNA 5S (Fig.
19C) também na regido proximal de um dos bragos cromossémicos e o sinal,
na maioria das metafases, parece ser maior do que aquele observado em C.
nagelii ou em C. modestus (Fig. 20)

A sequéncia de rDNA 18S , apos hibridacéo in situ fluorescente, mostrou
homologia com apenas um par de cromossomos nas trés espécies analisadas.

Essas regides foram coincidentes com aquelas marcadas pelo ion prata e pela



69

cromomicina , ou seja, regiao telomérica dos cromossomos dos pares 6, 2 e 7
de C. nagelii, C. modestus e S. insculpta, respectivamente (Fig. 19)

A utilizacdo simultanea de sondas de rDNA 5S e 18S aplicadas com a
técnica de double-fish, mostrou que essas sequéncias ndao estdo em sintenia
nas trés espécies analisadas. Células meidticas ndo foram submetidas a
hibridacao in situ fluorescente com sondas de DNA ribossémico.

Os cromossomos B de C. nagelii ndo mostraram homologia com as
sondas de rDNA 5S ou 18S. Na figura 21 foram dispostos os pares
cromossOémicos portadores de sitios de rDNA 18S e com regifes positivas para
bandamento C, AgRON e cromomicina, das trés espécies estudadas no
presente trabalho. Aparentemente os sitios de rDNA 18S coincidem

exatamente com as regides destacadas com as outras técnicas.

4.5. Microdisseccdo do cromossomo B de  Cyphocharax nagelii

A hibridacdo in situ fluorescente, utilizando o cromossomo B
microdissectado da fémea de C. nagelii como sonda, foi realizada nas células
metafasicas da propria doadora e em individuos com dois (18624 macho), trés
(17941 macho) e quatro (17913 macho) cromossomos B por célula,
respectivamente (Tabela 2). Nas metafases dos quatro especimens o0s
cromossomos B foram hibridados (Fig. 22). Porém, nenhum outro cromossomo
do complemento A mostrou sinal positivo de hibridacao.

A busca por sequéncias homélogas do cromossomo B de C. nagelii em
C. modestus (Fig. 23B) e em S. insculpta (Fig. 23D) néo forneceu resultado
positivo, pois nenhum sinal de hibridacdo foi observado. Neste caso, para
validar o experimento, as hibridagbes foram feitas simultaneamente nas trés
espécies do presente estudo e a marcagao ocorreu somente no cromossomo B
de C. nagelii (Fig. 23A, C).
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4.6. Hibridac&o in situ com sonda de DNA telomérico em Cyphocharax
nagelii

A utilizagdo de sondas de DNA telomérico em individuos de C. nagelii,
portadores de um cromossomo B por célula metafasica, permitiu identificar
marcacdes teloméricas em todos os cromossomos regulares do complemento;
além disso, os cromossomos B também apresentaram marcacdes teloméricas
(Fig. 24). Em algumas metafases houve marcacao telomeérica somente em um
dos bracos dos cromossomos regulares; assim também ocorreu com 0S
cromossomos B, que em algumas metafases apresentaram claramente os dois
bracos com teldbmeros marcados (Fig. 24B) e em outras, apenas uma regiao
telomérica mostrou sinal de hibridagéo (Fig. 24D). Sinais de hibridacdo também
foram observados proximos a regido centromeérica dos cromossomos do par 1
e de pelo menos outro par de autossomos (Fig. 24B, D, F). O resultado da
hibridacao in situ fluorescente utilizando os dois tipos de sondas produzidas, ou
seja, produzidas somente com os primers Tel 1 e Tel 2 ou com Tel 1 e molde
de DNA, foi idéntico. Dessa maneira, seria necessaria a aquisicdo de somente

um dos primers para a obtencao das sondas teloméricas.
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Individuos Numero de cromossomos Bs Total de células
analisados 0 1 2 3 4

16859 (m) 1 43 44
16890 (m) 7 120 127
16915 (m) 2 13 15
16929 (m) 4 28 32
16952 (m) 24 2 26
16998 (f) 17 1 18
17024 (m) 1 14 15
17582 (m) 6 6
17588 (f) 3 15 2 20
17808 (f) 14 14
17903 (m) 5 38 43
18576 (f) 3 20 3 26
18577 (f) 5 16 21
18589 (m) 2 12 14
18590 (m) 6 6
18623 (m) 1 19 20
18638 (m) 2 8 10
18641 (m) 4 18 22
18642 (f) 17 1 18
16864 (m) 5 35 40
16922 (m) 3 10 13
16975 (f) 1 13 14
18583 (m) 3 3
18610 (f) 6 2 19 27
18624 (m) 1 4 23 28
18626 (m) 1 4 5
17941 (m) 6 41 47
17913 (m) 2 40 42
Total geral de -- - - - - 716

células analisadas

Tabela 2- Frequéncia intraindividual de células portadoras de cromossomos B

em especimens de Cyphocharax nagelii. f=fémea; m=macho.
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0B 1B 2B 3B 4B  Total Frequéncia de
Periodo de coleta
m f m f M f m f m cromossomos B
Jan/2006 6 9 1 6 1 2 - - - - 25 0,52
Nov/2006 4 9 1 1 - - - - - - 15 0,13
Mar/2007 2 7 1 1 - - -1 - 1 13 0,69
Mar/2008 9 9 3 5 1 3 - - - - 30 0,53
Total em cada 21 34 6 13 2 5 - 1 - 1 83 0,48

classe

Tabela 3- Frequéncias de cromossomos B na populacdo de Cyphocharax

nagelii em quatro periodos de tempo, em trés anos. f=fémea; m=macho.
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Figura 9- Caridtipos com 2n=54 cromossomos meta- e submetacéntricos

(m/sm), em coloragéo sequencial Giemsa-bandamento C. A e B. Cyphocharax

nagelii. C e D. Cyphocharax modestus. E e F. Steindachnerina insculpta. Os

pares em destaque sao aqueles portadores de AgRON. Barra

Sum.
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mesma metéafase vista em A, submetida a bandamento C. Em destaque o par

portador de AQRON. Barra = 5um.
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Figura 11 - Metafases mitéticas de quatro especimens de Cyphocharax nagelii,
em coloracdo sequencial Giemsa-bandamento C-AgRON, portadoras de
cromossomos B heterocromaticos. A e B. Individuo fémea com 2n=54+1B. C e
D. Especimen fémea com 2n=54+2B. E e F. Individuo macho com 2n=54+3B.
G e H. Especimen macho com 2n=54+4B. Em destaque cromossomos do par 6
portadores de AgRON. As setas indicam os cromossomos B e as cabecas de

seta apontam o0s cromossomos portadores de AgRON. Barra = 5um.
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Figura 12 - Células meidticas de macho de Cyphocharax nagelii portador de
cromossomo B (seta estreita), coradas com Giemsa. A, B e C. Metafases | com
2711 + 1B (A e B) e com 271l + 2B (C). D. Metafase Il com 27 cromossomos,
sem a presenca do cromossomo B. Setas largas indicam bivalentes com

guiasmas terminais. Barra = 5um.



1

Figura 13- Coloracdo sequencial Giemsa-bandamento C em células meidticas de
macho de Cyphocharax nagelii, portador de cromossomos B. A e C. Metafases | com
2711 + 2B (seta estreita), coradas com Giemsa. B e D. As mesmas metafases vistas em
A e C ap6s bandamento C, mostrando os cromossomos B heterocrométicos. E e G.
Metafases Il em coloragdo Giemsa, com 27 cromossomos. F e H. As mesmas metafases
vistas em E e G, ap6s bandamento C, sem nenhuma evidéncia do cromossomo B. Setas
largas mostram bivalentes com quiasmas terminais, e cabeca de seta bivalente com

guiasma intersticial. Barra = 5um.
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Figura 14 - Metafases | com 27 bivalentes de Cyphocharax nagelii macho
portador de cromossomos B, sem evidéncia desses elementos. A, C e E.
Coloracao convencional Giemsa. B, D e F. As mesmas metéfases vistas em A,
C e E, ap6s bandamento C. Setas largas indicam bivalentes com quiasma
intersticial, setas estreitas mostram bivalentes com quiasmas terminais e

cabecas de seta indicam bandas C adicionais. Barra = 5um.



Figura 15- Células de um exemplar fémea de Cyphocharax nagelii
portadora de 1 cromossomo B, coradas com Giemsa. A. Metafases
somatica com 2n=54 + 1B (seta). B e C. Metafases oogoniais com 2n=54 +
1B (seta). D. Elementos paquiténicos mostrando um cromossomo B (seta).

Barra = 5pum.
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Figura 16 - Cromossomos meidticos de um exemplar fémea de Cyphocharax
nagelii portador de 1 cromossomo B, corados com Giemsa. A, B, C e D.
Metafases | com um cromossomo B (seta). E e F. Metafases | e I,

respectivamente,sem cromossomo B identificavel. Barra = 5pum.
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Figura 17 - Metafases mitoticas submetidas a coloracdo DAPI (A, C e E) e CMA3 (B,
D e F). A e B. Cyphocharax nagelii com 2n=54 + 1B. C e D. Cyphocharax modestus
com 2n=54. E e F. Steindachnerina insculpta com 2n=54. As setas indicam as

regidoes CMA; positivas e as cabecas de seta, o cromossomo B. Barra = 5um.
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Figura 18 - Espermatdcitos | de Cyphocharax nagelii macho com 2n=271l, submetidos
a coloracdo DAPI (A) e CMAS3 (B). Bivalentes com quiasmas estdo indicados pelas

setas. Barra = 5um.
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m/sm

m/sm

m/sm

Figura 19 - Caribtipos com 2n=54 cromossomos corados com DAPI, submetidos a
hibridacdo in situ fluorescente com sondas de rDNA 18S e 5S. A. Cyphocharax
nagelii: o par 6 contém rDNA 18S (verde) e os pares 3 e 20 rDNA 5S (rosa). B.
Cyphocharax modestus: par 2 possui rDNA 18S (verde) e os pares 3 e 20 o rDNA 5S
(verde). C. Steindachnerina insculpta: par 7 com rDNA 18S (verde) e o par 3 com

rDNASS (rosa). verde=FITC; rosa=rodamina. Barra = 5um.
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Figura 20 - Metafases mitéticas com 2n=54 cromossomos, coradas com DAPI e
submetidas a hibridag&o in situ fluorescente com sondas de rDNA 5S. A e B.
Cyphocharax nagelii. C e D. Cyphocharax modestus. E e F. Steindachnerina
insculpta. Setas indicam rDNA 5S, cabecas de seta mostram rDNA 18S e setas

largas indicam os cromossomos B. Barra = 5um.
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Par 6

Par 2

Par 7

Banda C AgRON CMA, rDNA 188

Figura 21 - Pares cromossomicos mostrando as regides de rDNA 45S, as quais
sao coincidentes com heterocromatina. A. Cyphocharax nagelii. B. Cyphocharax

modestus. C. Steindachnerina insculpta.
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Figura 22 - Metafases mitdticas de quatro individuos de Cyphocharax nageli,
submetidas a pintura cromossdémica. A, B, C e D. Células coradas com DAPI,
mostrando 2n=54+1B, 2n=54+2B, 2n=54+3B e 2n=54+4B, respectivamente. E, F, G
e H. As mesmas células vistas em A, B, C e D mostrando o sinal da hibridac&o in
situ fluorescente com a sonda do cromossomo B microdissectado de metafases do
individuo mostrado em A. A. Fémea. B, C e D. Machos. Note que 0S cromossomos

B s&o igualmente hibridados. As setas indicam os cromossomos B. Barra = 5um.
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Figura 23- Cromossomos mitéticos corados com DAPI e submetidos a
hibridag&o in situ com sonda do cromossomo B. A e C. Metafases mitéticas de
Cyphocharax nagelii, mostrando os cromossomos B hibridados com a sonda
obtida por microdissec¢do desse mesmo elemento (setas). B e D. Metafases
mitéticas de Cyphocharax modestus e Steindachnerina insculpta,
respectivamente, sem sinal de marcacdo pela sonda do cromossomo B. sinal

verde=FITC, sinal rosa=rodamina. Barra = 5um.



Figura 24 - Metafases mitéticas de Cyphocharax nagelii. A, C e E. Coradas com
DAPI. B, D e F. As mesmas células vistas em A, C e E mostrando as
marcacfes da hibridacdo in situ fluorescente com sequéncias teloméricas
(TTAGGG),. As setas indicam os cromossomos B e cabecas de seta sinalizam

autossomos com sequéncias teloméricas intersticiais. Barra = 5um.
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5. Discussao

5.1. A citogenética de Cyphocharax nagelii, Cyphocharax modestus e
Steindachnerina insculpta

A histéria da Terra esta registrada nas camadas da crosta; a
historia de todos os organismos esta entalhada nos cromossomos (provérbio
de Hitoshi Kihara-1946). A histéria cromoss6mica da familia Curimatidae
comecou a ser contata oficialmente em VENERE and GALETTI (1985), e a
discussdo no presente trabalho tem a pretensdo de acrescentar mais um
capitulo a esta narrativa que esta s6 no comeco.

Para a familia Curimatidae foi possivel averiguar que 17 estudos
cromossomicos foram realizados (Tabela 1). Estes estudos mostraram que o
namero diploide 2n=54 cromossomos foi predominante. Os cariotipos também
foram substancialmente marcados pela presenca de cromossomos meta- e
submetacéntricos. Excecdes podem ser observadas em: Curimatella ocellata —
2n=56 (FELDBERG et al., 1992); Cyphocharax platanus — 2n=58, com
cromossomos subtelocéntricos (BRASSESCO et al., 2004; VENERE et al.,
2008); Potamorhina altamazonica — 2n=102, com cromossomos acrocéntricos
(FELDBERG et al., 1993); Potamorhina latior — 2n=56, presenca de
cromossomos subtelocéntricos (FELDBERG et al., 1993); Potamorhina
squamoralevis — 2n=102, com cromossomos acrocéntricos (BRASSESCO et
al., 2004).

No presente trabalho, Cyphocharax nagelii, Cyphocharax modestus e
Steindachnerina insculpta, apresentaram 2n=54 cromossomos meta- e
submentacéntricos, concordando com a maioria das espécies de Curimatidae e
com prévias analises realizadas em outras populacfes das mesmas espécies
(VENERE and GALETTI, 1989, 1995; OLIVEIRA and FORESTI, 1993;
MARTINS et al, 1996; VENERE et al., 1999; De ROSA et al., 2006, 2007, 2008;
GRAVENA et al., 2007; TERIBELE et al., 2008; VENERE et al., 2008).

O conservadorismo cromossOmico macroestrutural da familia
Curimatidae se estende as familias Anostomidae, Chilodontidae e
Prochilodontidae. Esta observacao ja foi considerada por muitos autores como
uma sinapomorfia entre essas familias (VENERE and GALETTI, 1989;
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FELDBERG et al., 1992; BRASSESCO et al.,, 2004; VENERE et al., 2008).
Existem exemplos que contrastam com a homogeneidade observada neste
grupo monofilético, evidenciando que outras estratégias evolutivas podem
promover a diferenciacdo dos cariétipos de peixes. Heterogeneidade, pelo
menos macroestrutural, pode ser observada no género gymnotiforme
Eigenmannia (SILVA et al., 2009), nos erythrinideos Hoplias malabaricus e
Hoplerytrhrinus unitaeniatus (BERTOLLO et al., 1997; DINIZ and BERTOLLO,
2006), e no symbranchiforme Synbranchus marmoratus (SANCHEZ and
FENOCCHIO, 1996), entre outros.

E sugerido que o conservadorismo cariotipico nos teleésteos marinhos
seria produto de condi¢cdes biologicas que favoreceriam o fluxo génico de
populacdes. Outras hipéteses consideram o modo de vida de espécies de
teleGsteos generalistas, ou seja, aquelas que colonizam muitos habitats
durante o ciclo de vida, como responsavel pela baixa variabilidade cariotipica;
por outro lado, os organismos especialistas, teriam maior variabilidade genética
(SENA and MOLINA, 2007; CIPRIANO et al., 2008).

Analisando um cladograma proposto por VARI (1989) para alguns
géneros de curimatideos, o qual foi baseado em caracteres morfolégicos, (Fig.
25, logo abaixo), € possivel perceber que 2n=54 esta presente em quase todos
0Ss géneros. Excecdo feita a Curimatopsis, contudo sO existe registro
cromossOmico para uma espécie deste género; e a Pseudocurimata, com
nenhuma espécie caracterizada citogeneticamente. A presenca de 2n=54 em
géneros basais tais como Potamorhina, e em géneros mais derivados como em
Cyphocharax, com espécies distribuidas nas mais diferentes bacias
hidrograficas brasileira sugere que a irradiacdo evolucionaria na familia
Curimatidae parece ndo ser acompanhada de mudancas cariotipicas. Parece
que para os curimatideos a combinacdo 2n=54 com cromossomos meta-
submetacéntricos, represente um carater adaptativo.

KOEHLER et al. (1997) referem-se a alta similaridade cariotipica
macroestrutural no género Leporinus (Anostomidae) como resultado de um
processo evolutivo conservado e geneticamente estavel. Os autores ainda
justificam a constancia cariotipia dizendo que poderia ser uma questdo de
homeostase celular, consequéncia do equilibrio entre forcas seletivas de

diversidade genomica e forcas de pressdo para a constancia celular. Esta
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suposicdo seria valida para Anostomidae, Curimatidae, Chilodontidae e
Prochilodontidae (KOEHLER et al., 1997). Nos cromossomos dos dipteros do
género Pseudacteon, foram encontradas irrelevantes diferengas quanto ao
tamanho e morfologia desses elementos, sinalizando que durante a irradiacao
adaptativa desse género, ndo houve concomitante alteracdo cariotipica
macroestrutural (CHIRINO et al., 2009).

Figura 25- Adaptacdo do cladograma proposto para os géneros da familia

Curimatidae, com base em sinapomorfias morfologicas (VARI, 1989).

Existe a possibilidade de que a estrutura 2n=54 com cromossomos
meta- e submetacéntricos nos Characiformes, seja uma caracteristica com
ancestralidade mais basal do que ja tem sido sugerido (VENERE et al., 2008).
Além das familias pertencentes a unidade monofilética da qual Curimatidae faz
parte, outras familias de Characiformes também apresentam espécies com

2n=54 (meta- e submetacéntricos), como exemplo: Parodontidae (MOREIRA-
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FILHO et al.,, 1985), Hemiodontidae (PORTO et al.,, 1993) e Characidae-
Serrasalminae (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1987; VENERE et al., 2008).

A diferenciacao cariotipica na familia Curimatidae parece envolver
rearranjos estruturais do tipo inversdo pericéntrica, aneuploidia ou fissdo
céntrica. Curimata Kneri possui 2n=54 (FELDBERG et al., 1992); contudo, essa
se diferencia do padrdo por apresentar 1 par de Ccromossomos
subtelocéntricos; Curimata ocellata, 2n=56 (FELDBERG et al., 1992), com
namero fundamental 112; Cyphocharax platanus — 2n=58, com cromossomos
subtelocéntricos (BRASSESCO et al, 2004; VENERE et al, 2008);
Potamorhina altamazonica — 2n=102, com Ccromossomos acrocéntricos
(FELDBERG et al., 1993); Potamorhina latior — 2n=56, presenca de
cromossomos subtelocéntricos (FELDBERG et al., 1993); Potamorhina
squamoralevis — 2n=102, com cromossomos acrocéntricos (BRASSESCO et
al., 2004).

VENERE et al. (2008) utilizando a técnica de bandamento C, compara o
par 2 dos géneros Cyphocharax e de Steindachnerina com os pares 28 e 29 de
Cyphocharax platanus (2n=58), e estes pares parecem ter surgido por fissdo
céntrica. Os autores correlacionam as variagcbes cromossOmicas observadas
nas espécies amazobnicas P. altamazonica, P. latior e C. ocellata, com a
particular condicdo proposta por VARI (1988), de que esta regiédo teria discretos
padrdes de endemismo.

O contedado e a distribuicdo da heterocromatina nos cromossomos
variam entre diferentes organismos. Considera-se que a heterocromatina tem
uma participacdo importante na diferenciacdo cariotipica de muitos grupos
taxonémicos (ROCHA and POMPOLO, 1998). A atuacdo da heterocromatina
sobre o genoma justifica a idéia de que diferentes padrdes cromossémicos
desta cromatina seriam como caracteristicas espécie-especificas. A
capacidade de silenciar genes, de recuperar a estabilidade da regido
telomérica apos eventos de fissdo (ROCHA and POMPOLO, 1998; DILLON,
2004), de acomodar genes, ou melhor, de ter genes intercalados ou
circundados por regides heterocromaticas, de estar envolvida em diversos
rearranjos estruturais (IMAI, 1991), faz com que a heterocromatina seja
visivelmente uma das protagonistas responsaveis pela diferenciacéo caridtipica

em muitos grupos de organismos.
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Citologicamente a heterocromatina pode variar em quantidade, posi¢cao
e tipo (CARVALHO et al.,, 2001). Atualmente a heterocromatina pode ser
identificada pela técnica de bandamento C (SUMNER,1972), por fluorocromos
base-especificos (ARTONI and BERTOLLO, 1999), por hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) com sondas de DNA satélite (MARTINS et al., 2004) e até
mesmo por impregnacéo pela prata (MURRAY, 1994).

Para a identificacdo de regibes heterocrométicas em C. nagelii, C.
modestus e S. insculpta foi empregada a técnica de bandamento C (SUMNER,
1972), os fluorocromos DAPI e CMA3; também foram utilizados. O padréao geral
obtido para as trés espécies foi semelhante, ou seja, a maior parte da
heterocromatina estava concentrada na regido pericentromeérica. As diferencas
interespecificas encontradas se limitavam a pequenas regides teloméricas em
alguns pares, por exemplo: pares 1, 2, 6, de C. nagelii; par 2 de C. modestus;
pares 7 €16 de S. insculpta.

As bandas C obtidas por VENERE et al. (2008) para outras populacdes
de C. nagelii, de C. modestus e de S. insculpta foram muito discrepantes
daquelas conseguidas no presente trabalho. No trabalho em questdo, a
localizagéo e a quantidade de heterocromatina parecem ser muito maiores do
que aquelas que estdo sendo apresentadas no presente trabalho; e sé&o
discordantes até mesmo do padrdo apresentado em outros trabalhos
(OLIVEIRA and FORESTI, 1993; GRAVENA et al., 2006; De ROSA et al.,
2008), os quais mostram semelhancas aos aqui apresentados. A divergéncia
entre 0 padrdo heterocromatico apresentado e aquele de VENERE et al.
(2008), pode ter relacdo com a forma de aplicacdo da técnica, e ndo com
diferencas populacionais. No presente trabalho foi feita a técnica sequencial de
coloracdo com Giemsa-bandamento C, e este modo de aplicacdo pode ter
alterado o DNA, provocando a diferenca de resultado. Esta hipdtese precisara
ser testada, assim novos experimentos de bandamento C devem ser realizados
nas trés espécies para se confirmar o padrdo. No entanto, a possibilidade de
existir diferencas na quantidade e localizagdo da heterocromatina constitutiva
entre individuos da mesma espécie pertencentes a diferentes populagdes nédo
pode ser descartada, pois existem varios registros dessa variabilidade em

diversos organismos.
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Evidéncias de cromossomos sexuais incipientes que estariam
associados a diferencas no padrdo de bandamento C, ndo foram observadas
nas trés espécies analisadas. Este tipo de diferenciacéo ja foi evidenciada
entre machos e fémeas de Dicentrarchus labrax (Perciformes). Nesta espécie,
0 par 24 parece conter diferengcas heterocromaticas que estariam ligadas a
formacdo de cromossomos sexuais heteromoérficos (CANO et al., 1996). Na
unidade monofilética da qual Curimatidae participa, a familia Anostomidae
apresenta sistema ZZ/ZW no género Leporinus, com 0S CromoSsSomos sexuais
evolutivamente bastante diferenciados em termos de tamanho e quantidade de
heterocromatina (GALETTI et al.,, 1981; GALETTI and FORESTI, 1986);
pequenas diferencas de tamanho em um par de cromossomos, observadas
entre machos e fémeas da espécie Semaprochilodus taeniurus,
Prochilodontidae, foram associadas a cromossomos sexuais (FELDBERG et
al., 1987). Até o presente, nenhuma espécie de Curimatidae mostrou
cromossomos sexuais diferenciados.

Na analise dos cromossomos meioéticos de C. nagelii, também n&o foram
encontradas evidéncias de heterogametia masculina. No anostomideo
Leporinus lacustris a analise da meiose também néo possibilitou a confirmacao
da presenca de cromossomos sexuais XY (MESTRINER et al., 1995), cuja
ocorréncia ja havia sido reportada por GALETTI et al. (1981). Leporinus
lacustris, apresentou um par de cromossomos heteromorficos nas metafases
mitoticas de individuos machos (GALETTI et al., 1981); entretanto, na meiose
com a aplicacdo da técnica para identificacdo do complexo sinaptonémico,
regido assinaptica que pudesse estar relacionada a presenca de cromossomos
sexuais XY nao foi observada (MESTRINER et al. 1995). As teorias sobre
evolugao de cromossomos sexuais, concentram-se basicamente no fato de que
cromossomos homomorficos devem ter seu processo de recombinacdo
meiotico restringido para se tornarem elementos relacionados ao sexo (SINGH
et al., 1980). Esta restricdo afetaria o emparelhamento dos cromossomos
envolvidos, motivo pelo qual se esperaria configuracdes diferenciais durante a
meiose de espécies portadoras de cromossomos sexuais heteromorficos.

O estudo de espermatdcios | de C. nagelii permitiu a visualizacdo de até
12 figuras quiasmaticas, as quais envolviam quiamas intersticiais e terminais. E

apropriado lembrar que a recombinacdo genémica ocorre durante a préfase |,
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e, de maneira geral, pode ser visualizada através dos nodulos de
recombinacdo durante o paquiteno. Nas fases subseqlentes, ou seja,
diploteno, diacinese e metafase |, as regides envolvidas em recombinacdo ou
crossing over podem ser inferidas pela presenca de quiasmas (SUMNER,
2003). A presenca de muitos bivalentes com quiasmas em C. nagelii seria um
critério para se inferir que 0 genoma desta espécie experimenta uma intensa
atividade de recombinac&o, caso a correlacdo entre crossing e quiasma seja
sempre positiva.

A aplicacédo do bandamento C em algumas metafases | de macho de C.
nagelii (Figs. 15B, D, F), mostrou que sitios heterocromaticos participam da
configuracdo de alguns quiasmas. No contexto da formacdo de quiasmas séo
atribuidas algumas hipoteses sobre a participacado da heterocromatina. A perda
ou ganho de heterocromatina pode atuar na redistribuicdo de quiasmas no par
cromossOmico que sofreu a alteragdo (NAVAS-CASTILHO et al., 1985). A
frequéncia e a terminalizacdo de quiasmas também podem ser afetadas pela
presenca de heterocromatina. Quanto a terminalizacdo, existe a sugestdo de
gue quiasmas ocorridos na eucromatina seriam “movidos” durante a diviséo
celular, para regides heterocromaticas. Neste caso, a heterocromatina formaria
uma barreira contra a terminalizagdo dos quiasmas (TORREZAN and
POGLIARINI, 1995).

Em Allactaga tetradactyla, Jaculus jaculus e Jaculus orientalis (Rodentia)
0S quiasmas intersticiais ndo sofrem terminalizagdo durante as diacineses e
metafases |, assim, a heterocromatina néo interfere nesta condicdo. O padrdo
de heterocramatina encontrado nestas trés espécies é semelhante tanto na
mitose, quanto na meiose (ATA and SHAHIN, 2006). Esta comparacdo €
apropriada também para C. nagelii, considerando os resultados aqui obtidos
referentes a mitose e meiose. Cyphocharax nageli mostra blocos
heterocromaticos melhor definidos na meiose do que na mitose. Na
comparacao entre o padrdo mitdtico do presente trabalho e aquele obtido por
VENERE et al. (2008), a quantidade de heterocromatina neste ultimo parece
ser maior; contudo, o padrdo meidtico conseguido neste estudo esta
condizente com o padrao mitotico de VENERE et al. (2008), no que concerne a

quantidade de heterocromantina. As diferencas entre os dois estudos em C.
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nagelii, pode ser realmente uma consequéncia da aplicacdo da técnica de
bandamento C nos cromossomos mitoticos.

O uso dos antibidticos fluorescentes base-especificos DAPI e
cromomicina (CMAg3), ndo mostrou sinal coincidente com as regides banda C
positivas. Esta auséncia de marcacdo indica que a heterocromatina de C.
nagelii, C. modestus e S. insculpta n&o possui regides com grandes
concentracfes de bases AT ou CG. A mesma homogeneidade heterocromatica
foi observada em Cyphocharax modestus (MARTINS et al. 1996; De ROSA et
al., 2007; TERIBELE et al., 2008) e Steindachnerina insculpta (De ROSA et al.,
2007; TERIBELE et al., 2008). Heterocromatina rica em bases GC foi
encontrada em Leporinus desmotes (MARGARIDO and GALETTI, 2000),
Leporinus elongatus e Liposarcus anisitsi (ARTONI et al., 1999).

A regido organizadora de nucléolo (RON) € um bom marcador
cromossOmico para alguns grupos de organismos e pode ser identificada por
nitrato de prata, hibridagcdo in situ fluorescente, e por fluorocromos GC-
especificos. (PHILLIPS and REED, 1996). Na familia Curimatidae, se os
estudos utilizando técnicas para identificar RON forem separados por género,
alguns desses terdo espécies diferentes com AGRON em pares cromossdémicos
correspondentes, nesses casos esta regido nao pode ser considerada como
um bom marcador cromossoémico. Como exemplo, no género Cyphocharax as
espécies C. nagelii (VENERE and GALETTI, 1995; VENERE et al., 2008;
presente trabalho), C. platanus (BRASSESCO et al., 2004; VENERE et al.,
2008) C. vanderi (VENERE and GALETTI, 1989) e C. voga (VENERE and
GALETTI, 1989; BRASSESCO et al., 2004) apresentam o par 6 como portador
da regido organizadora de nucléolo. Em contrapartida, no género Psectrogaster
(FELDBERG et al., 1992; NAVARRETE and JULIO, 1997; BRASSESCO et al.,
2004; VENERE et al., 2008), diferencas interespecificas nos pares portadores
de AgRON fazem com esta regido seja um bom marcador cromossoémico para
0 género (Tabela 1).

Para o0 género Curimata existem 13 espécies descritas
sistematicamente, e em apenas 5 delas foram determinadas as RON (Tabela
1). Este género parece ser um candidato a ter as RON como bons marcadores
espécie-especificos. Em duas populacdes de Curimata cyprinoides, as RON

foram encontradas em pares cromossOmicos diferentes (FELDBERG et al.,
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1992; VENERE et al., 2008). Assim, para este género o rDNA 45S pode ser
usado como marcador populacional.

A variabilidade interespecifica das RON indica que a especiacdo dos
curimatideos foi acompanhada por alteracdes nessas regides. Como ja citado,
as RON podem servir como marcadores espécie-especificos e até mesmo
como marcadores populacionais intraespecificos. Oligosarcus hepsetus que
habita diferentes tributarios do Rio Paraiba do Sul, mostra diferencas
interpopulacionais quanto aos cistrons de rDNA 45S; uma populacdo tem os
pares cromossomicos 17 e 20 AgRON positivos, enquanto outra populacao tem
os pares 5 e 17 impregnados pela prata (CENTOFANTE et al., 2006).

Voltando ao quadro, um aspecto que se destaca € a presenca de RON
multiplas nos géneros Curimata, Cyphocharax e Steindachnerina (VENERE et
al., 2008). As regides de rDNA 45S, nas espécies desses trés géneros, sao
relativamente grandes, coincidentes com heterocromatina e terminais. A
combinacéo desses fatores pode levar estes sitios a se dispersarem de acordo
com o modelo de Rabl (SCHWEIZER and LOIDL, 1987; INIGO et al., 1996), ou
por eventos de transposicdo (CENTOFANTE et al.,, 2006; FERNANDES and
MARTINS-SANTOS, 2006). No modelo de Rabl parece existir uma correlacao
entre localizacdo de regibes centroméricas/teloméricas no nudcleo interfasico,
com a maior facilidade de transferéncia de sequéncias localizadas nestas
regides (SCHWEIZER and LOIDL, 1987; INIGO et al., 1996). Considerando as
caracteristicas das RON de Curimata, Cyphocharax e de Steindachnerina, tais
mecanismos poderiam explicar a presenca de sitios multiplos nestes trés
géneros.

A coincidéncia destas RON com regides heterocromaticas pode produzir
uma outra explicacdo para a multiplicidade desses sitios. Os clusters
adicionais de rDNA 45S identificados com nitrato de prata podem representar,
na verdade, heterocromatina, a qual em alguns organismos tem afinidade pela
prata (MAYR et al., 1988; SUMNER, 1990; ARTONI and BERTOLLO, 2002).
Esta teoria parece bastante plausivel quando analisando a Tabela 1 e o quadro
acima, é possivel perceber que nos curimatideos existe predominantemente
apenas 1 par de AgRON.

A utilizacéo de hibridacéo in situ com sondas de rDNA 18S, uma técnica

precisa para a identificacdo do cluster de rDNA 45S, ainda € muito restrita;
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mas, 0S poucos resultados existentes corroboram a presenga de somente um
par de cromossomos portadores de RON (De ROSA et al., 2007; TERIBELE et
al., 2008; presente trabalho). Uma populacdo de C. nagelii caracterizada
cromossomicamente por VENERE and GALETTI (1989) mostrou o par 25
como portador da RON; outra populagdo, no estudo realizado em 2008 por
VENERE et al. mostrou RON mudltiplas, nos pares 1,2,6,11,21. Os autores
acreditam que esta diferenca seria a expressdo da separacdo entre as
populacoes.

Nas espécies aqui analisadas C. nagelii, C. modestus e S. insculpta, os
clusters de rDNA 45S foram identificados com nitrato de prata, hibridacdo com
sonda de rDNA 18S e CMAs. As RON foram localizadas na porcéo distal dos
cromossomos dos pares 6, 2 e 7, respectivamente. Adicionalmente, estas
regides foram banda C positivas. Em outras descricbes de outra populacéo de
C. nagelii houve um registro de RON no par 25 e RON mudltiplas nos pares
1,2,6,11 e 21, a discussao sobre essa multiplicidade esta no paragrafo anterior;
em C. modestus, em diferentes popula¢des, a localizagdo das RON no par 2 é
unanime; diferentes populacdes de S. insculpta mostraram RON nos pares 7,
22 e 25.

O resultado do mapeamento das RON, obtido no presente trabalho, ndo
€ discrepante daquilo que ja foi encontrado. As diferencas populacionais
observadas podem ser resultado de uma significante separacdo entre as
espécies (VENERE et al, 2008). Esta proposta torna-se expressiva
principalmente para o género Steindachnerina, o qual possui a mais ampla
distribuicdo dentre os curimatideos e € o segundo em quantidade de espécie
da familia, ou seja, 22 espécies descritas. (REIS et al., 2003; LUCINDA and
VARI, 2009).

A coincidente localizacdo de rDNA 18S, marcacdo CMA3z, AgRON, e
heterocromatina em C. nagelii, C. modestus e S. insculpta, parece ser uma
caracteristica comum para os curimatideos e para outras espécies de peixes
(MARTINS et al., 2004; PHILLIPS and REED, 1996). A impregnacao pela prata
mostra atividade na intérfase precedente; a marcacdo com CMA3; indica uma
regido rica em bases GC. A presenca de heterocromatina nesta regido provoca
uma duvida sobre quem realmente possui sequéncias ricas em GC: seria a

heterocromatina que estaria intercalando os clusters de rDNA 45S (PENDAS et
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al.,1993) ou o proprio gene de rRNA 45S (MILLER, 1981, ARTONI et al., 1999),
ou ainda os espacadores internos dos clusters 45S (SCHMID, 1982)? Assim,
para determinar com certeza se a cromomicina esta indicando RON, outras
técnicas citogenéticas devem ser utlizadas.

A heterocromatina associada ao rDNA 45S pode estar envolvida no
acumulo destas regifes, através de crossing-over desigual ou troca entre
cromatides irmas (PENDAS et al., 1993). Entretanto, a heterocromatina pode
nao ter nenhuma relagcdo com o acumulo de regides de rDNA 45S. Em JOHN
(1990) a heterocromatina é vista, com raras exce¢des, como ndo participante
de crossing-over, e capaz de causar efeitos negativos no emparelhamento dos
cromossomos. Analisando sob este aspecto, a heterocromatina poderia até ser
considerada como uma protetora das RON. Dessa forma, alguns polimorfismos
intraespecificos envolvendo RON, poderiam ser explicados por eventos como
duplicacbes ou delecdes, que sdo por si s6 capazes de promover tais variagcdes
(VICARI et al., 2006). Cyphocharax nagelii, C. modestus e S. insculpta ndo
mostraram diferencas substanciais em relacdo aos cluster 45S, sugerindo que
a heterocromatina presente nestas regides talvez desempenhe o papel de
protetora.

Na familia Curimatidae, outras populacbes de C. modestus e S.
insculpta, também apresentaram RON coincidentes com cromomicina ou
mitramicina (MARTINS et al., 1996; VENERE et al., 1999; De ROSA et al.,
2007; TERIBELE et al., 2008). Prochilodus lineatus (VICARI et al., 2006),
Liposarcus anisitsi (ARTONI et al., 1999) e Triportheus nematurus (DINIZ et al.,
2008) sao algumas espécies de peixes que apresentaram RON identificadas
com fluorocromos GC-especificos. Existem outras peculiaridades que
envolvem a relacdo RON com fluorocromos GC-especificos. Na Tilapia rendalli,
RON ativas, ou seja, aquelas marcadas com prata e confirmadas com
hibridacdo in situ com sondas 18S, apresentaram-se heterocrométicas e CMA;
positivas. Entretanto, RON identificadas com hibridacdo in situ, mas n&o
detectadas com prata, foram heterocromaticas e CMA; negativas (KAKAGAWA
et al., 2007).

Nas espécies de ciprinideos Squalius alburnoides e Squalius pyrenaicus,
a utlizacdo sequencial de CMA3z, AgRON e hibridac&o in situ com sondas de

rDNA 28S, mostraram que em alguns cromossomos ndo ha correspondéncia
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entre RON e cromomicina (GROMICHO et al., 2005). Interessantemente no
peixe africano Polypterus senegalus (Polypteridae), CMA; marca sitios de
rDNA 18S e 5S, fato que acontece raramente (MORESCALCHI et al., 2008).

Nos curimatideos, as RON sdo conservadas na posi¢cao terminal dos
cromossomos; somente em Curimata ocellata, as RON foram descritas como
cistrons intersticiais (FELDBERG et al., 1992). Curimata inornata, nas analises
cromossOmicas realizadas por FELDBERG et al. (1992), mostrou RON
intersticial no par 21; no entanto, em VENERE et al. (2008) as RON nesta
espécie foram encontradas na posicdo terminal do par 22 e em um
cromossomo do par 3. Nos estudos apresentados até o presente, a
combinacdo RON, heterocromatina, posicdo terminal e sinal postivo com
CMAs/MM*, demonstrando riqueza de bases GC, parece ser mais uma
caracteristica conservada para os curimatideos. Um detalhe ainda néo
mencionado, mas que fica subentendido nas observacbes sobre marcacéo
positiva com CMA3/MM+, € que estas mesmas regides sdo DAPI negativas, ou
seja, com pouca quantidade de bases AT.

A outra classe de DNA ribossémico € 0 5S. Em C. nagelii e C. modestus
foram observados 2 pares cromossdmicos portadores de cistrons de rRNA 5S;
em S. insculpta somente um par é portador desta regido. A técnica de double-
fish, usando sondas de rDNA 18S e 5S, identificou estes sitios em
cromossomos diferentes, ndo sinténicos (presente trabalho). Somente no
trabalho realizado por De ROSA et al. (2006), sondas nucleotidicas 5S foram
empregadas. Os autores mapearam 0s cromossomos de outra populacéo de C.
modestus e de S. insculpta, e obtiveram sinal intersticial 5S em 4 e 2
Cromossomos, respectivamente.

Os cistrons 5S nos curimatideos localizam-se na porcao intersticial dos
cromossomos. Esta localizagcdo parece ser bastante conservada em muitos
grupos de peixes. Nos Characiformes, a posicao intersticial é predominante
(MARTINS and WASKO, 2004). Localizac&o terminal de cistrons 5S pode ser
vista no perciforme Chromis insolata (MOLINA and GALETTI, 2002). A posicao
intersticial do rDNA 5S também é observada em outros grupos de vertebrados,
assim, esta localizacdo parece conferir alguma vantagem relativa a
organizacdo deste gene nos genomas (MARTINS and WASKO, 2004;
MARTINS et al., 2004).
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A organizagdo gendmica do sitios de rDNA 45S e 5S em cromossomos
diferentes, pode ser a condi¢ao recorrente em alguns géneros de peixes, tais
como: Brycon, Leporinus, Schizodon. Outros géneros podem conter espécies
com essas regides em sintenia e espécies que ndo apresentam esta condicao,
por exemplo: Astyanax e Parodon (ALMEIDA-TOLEDO, 2002; VICENTE et al.,
2001; BELLAFRONTE et al., 2005; FERNANDES and MARTINS-SANTOS,
2006). De forma geral, a distribuicdo dessas duas classes de DNA ribossémico
em cromossomos diferentes, facilitaria a evolucédo e o funcionamento dessas
seqUéncias, e ainda evitaria que rearranjos entre essas duas classes
pudessem ocorrer (MARTINS and GALETTI et al., 1999).

De ROSA et al. (2006) realizou o mapeamento fisico de rDNA 5S e o
sequenciamento do gene 5S e da regido NTS (Non-Transcribed Spacer
Sequence) de C. modestus e S. insculpta. Os genes 5S tinham 98,5% de
similaridade entre as duas espécies; a regido NTS, mostrou 93% de
similaridade. Quando as sequéncias dos genes eram comparadas com outros
vertebrados, incluindo peixes, também eram muito similares; 0 mesmo nao
ocorreu com as sequéncias NTS, as quais ndo foram semelhantes a qualquer
outra ja registrada. Para a familia Curimatidae, o polimorfismo da regido NTS
parece ser suficiente para se distinguir espécies relacionadas (De ROSA et al.,
2006).

Cyphocharax nagelii e C. modestus mostraram um cluster maior no par 3
e outro menor no par 20; S. insculpta mostrou um cluster grande somente no
par 3 (presente trabalho). Foram obtidos dois clusters de rDNA 5S, um com
mondémeros de 180pb e outro com mondmeros de 1600 pb, em C. modestus e
S. insculpta (De ROSA et al., 2006). A presenca destes dois clusters talvez
explique a diferenca cromossémica no tamanho dos sitios de rDNA 5S,
evidenciada com hibridacao in situ (De ROSA et al., 2006; presente trabalho).

De ROSA et al. (2006) argumentam que a presenca de um cistron 5S
maior e outro menor, ocupando diferentes cromossomos, também ja foi
observada nas familias Anostomidae (MARTINS and GALETTI, 1999;
AGUILAR and GALETTI, 2008) e Prochilodontidae (HATANAKA and GALETTI,
2004); diante disso, 0s autores sugerem que esta seria mais uma caracteristica
que corroboraria a monofilia proposta para Anostomidae, Curimatidae,
Chilodontidae e Prochilodontidae (De ROSA et al., 2006). Por outro lado, na
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tilapia Oreochromis niloticus (Perciformes) foi observada a mesma situacao, ou
seja, duas classes distintas do gene de rRNA 5S distruibuidas em
cromossomos distintos. O compartiihamento desta condicdo entre
Characiformes e Perciformes, por exemplo, aponta para uma evolucéo
independente desta caracteristica (MARTINS et al., 2004).

Até o presente, 0 mapeamento fisico do gene 5S talvez seja viavel para
separar géneros nas espeécies estudadas no presente trabalho. Contudo, com
apenas dois registros sobre a localizacao fisica deste gene, qualquer inferéncia
sobre a sua atuagcdo como um bom marcador citogenético para O0s
curimatideos, seria muito precoce. A utilizacdo recorrente desse marcador
pode revelar algumas peculiaridades citogenétias, assim como ocorreu com
Leporellus vittatus (Anostomidae). Nesta espécie de anostomideo, duas
populacdes apresentaram diferencas quanto a localizacdo e quantidade dos
clusters de rDNA 5S. Os autores questionam se estas diferencas estariam
relacionadas a ocorréncia de um complexo de espécies para Leporellus vittatus
(AGUILAR and GALETTI, 2008).

Os resultados cromossémicos obtidos na familia Curimatidae permitem a
sugestdo de que rearranjos cromossOmicos do tipo fissdo céntrica, inversao
pericéntrica, translocacao, transposicao (FELDBERG et al., 1992; VENERE
and GALETTI, 1989), e outros eventos que envolvam alteracdes de sequéncias
de DNA repetitivo, causando as diferencas no padrao de heterocromatina
suscitada por VENERE et al. (2008), sejam responsaveis pela evolucao
cariotipica dos curimatideos. No presente trabalho, o uso de sondas
teloméricas (TTAGGG)n em C. nagelii, corrobora a hipétese de que rearranjos
do tipo fissdo/fusdo céntrica seriam viaveis nos curimatideos.

Em C. nagelii foram observadas marcacdes intersticiais em pelo menos
dois pares cromossOmicos, sendo um deles o par 1. De maneira geral, a
localizac&o intersticial de sequéncias teloméricas viabilizaria rearranjos do tipo
fissdo céntrica e corroboraria eventos de fusdo céntrica. Para MEYNE et al.
(1990), a presenca de sitios teloméricos intersticiais seria uma reserva de
teldbmeros, que aumentaria a flexibilidade dos cariotipos. O uso de sonda
telomérica em peixes, mostrou que as sequéncias (TTAGGG), estao

primariamente localizadas na regido telomérica dos cromossomos (MEYNE et
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al., 1989; PHILLIPS and REED, 1996; MOLINA and GALETTI, 2002, SILVA et
al., 2009).

Contudo, espécies com DNA telomérico intersticial ja foram descritas
(PHILLIPS and REED, 1996). Na tilapia Oreochromis niloticus, os elementos do
par 1 apresentaram marcacao intersticial (CHEW et al., 2002); na raia Torpedo
ocellata, os pares 1, 2 e 4 contém sitios intersticiais de sequéncias teloméricas
(TTAGGG), (ROCCO et al., 2001). A condicdo intersticial de sequéncias
teloméricas foi obtida em outros grupos de organismos, tais como: no género
de roedor Akodon (VENTURA et al., 2006) e no género de planta Phaseolus
(GUERRA and KENTON, 1996), sendo a sequéncia (TTTAGGG), usada na
planta muito semelhante aquela usada para a grande maioria dos vertebrados.

Em todos os trabalhos citados, a presenca de sitios intersticiais foi
correlacionada a eventos de rearranjos cromossdomicos durante a evolugéo
cariotipica das espécies (GUERRA and KENTON, 1996; ROCCO et al., 2001;
CHEW et al.,, 2002; VENTURA et al., 2006). Assim, estas sequéncias
teloméricas  intersticiais também poderiam participar de quebras
cromossOmicas aberrantes, as quais evidenciariam estas seqUéncias como
sitios frageis (ROCCO et al., 2001; BOUFFLER et al., 1993).

Em C. nagelii, parece que o outro par portador de DNA telomérico
corresponderia ao par 2. Se esta situacao for validada com futuras hibridacdes
in situ, a proposta de VENERE et al. (2008) de que o par dois de Cyphocharax
teria dado origem aos cromossomos subtelocéntricos de Cyphocharax
platanus, seria novamente confirmada. O comportamento de sondas
teloméricas em C. platanus também deve ser averiguado, para que se possa,
ter mais subsidios para o entendimento da evolucao cariotipica desta espécie.

Em C. nagelii, os clusters de DNA ribossémico 18S estédo localizados na
posicdo terminal do par 6. Dessa forma, € coerente supor que DNA
ribossémico e telomérico estdo muito proximos nesta espécie. Como nao foram
realizados experimentos com os dois tipos de DNA simultaneamente, néo foi
possivel determinar como € o arranjo dessas sequéncias em C. nagelii.
Exemplo de dupla hibridagdo com sonda de rDNA 5,8S e sequéncias
teloméricas pode ser visto na planta Crepis capillaris. O resultado deste
experimento foi a perfeita visualizacado da adjacéncia entre esses dois tipos de

sequéncia nucleotidicas (LEACH et al., 2005).
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O salmonideo Salvelinus namaycush, tem trés sitios de RON
flanqueados com DNA telomérico (PHILLIPS and REED, 1996); na truta
Oncorhyncus mykiss as sequéncias teloméricas sdo coincidentes com as RON
(ABUIN et al., 1996); no gastropode Melarhaphe neritoides, rDNA 18S esta
adjacente a sequéncias (TTAGGG), (COLOMBA et al., 2002).

CHEW et al. (2002) encontrou na tilapia Oreochromis niloticus,
sequéncias de DNA medianamente repetitivas associadas ao teldbmero. Os
autores sugerem que estas regifes seriam mais favoraveis a presenca de DNA
satélite ou ribossémico. Esta proposta parece verossimil quando, KILBURN et
al. (2001) expde em seu trabalho um pequeno resumo sobre a influéncia que
sitios teloméricos poderiam provocar no genoma. DNA telomérico poderia
afetar a expressao de alguns genes, a replicacdo e a recombinacdo durante as
divisbes celulares (KILBURN et al., 2001). A familia Curimatidae seria um étimo
modelo para se estudar a relacdo entre DNA telomérico, rDNA 45S e
heterocromatina. A presenca desta triade em algumas espécies de
curimatideos qualifica a familia como um modelo investigativo.

Existe mais um detalhe que envolve sondas teloméricas e hibridac&o in
situ. Os resultados com a utilizacdo de sequéncias teloméricas tem uma intima
relacdo com estringéncia da sonda, estringéncia de lavagem da técnica de
hibridacdo, tamanho dos fragmentos da sonda e quantidade de copias em um
cluster. Assim, as hibridacdes com sondas teloméricas mostram variacdo no
sinal, podendo apresentar cromossomos sem teldmeros marcados; e, em
alguns casos, afetar a visualizacdo de sinais nao teloméricos (ROCCO et al.,
2001; CHEW et al., 2002; MOLINA and GALETTI, 2002; SILVA et al., 2009;
presente trabalho).

Um exemplo desta complexidade técnica foi observada na tilapia O.
niloticus, na qual sondas teloméricas com 150 pb (pares de base) mostravam
sinais terminais em todos 0s cromossomos; em contrapartida, sondas com 400
pb reconheciam a regiao intersticial do par 1; a combinacdo dos dois tamanhos
de fragmentos produzia sinal terminal e intersticial (CHEW et al., 2002).

SILVA et al. (2009) sup8e que a auséncia de sinais ndo teloméricos no
peixe Eigenmannia virescens também pode ser consequéncia da modificagdo
ou perda dessas sequéncias apos eventos de fusdo cromossémica, ou ainda,

ser resultado de rearranjos que nao incluam regides teloméricas.
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No presente trabalho, a combinacdo de sonda telomérica com
fragmentos de 100 a 800 pb, estringéncia de 77% ou 52% do mix de hibridacao
e estrigéncia de lavagem de 15% (Formamida) produziram marcacdes

teloméricas e intersticiais em C. nagelii.

5.2.Cromossomos B de Cyphocharax nagelii

As analises sobre os cromossomos B de C. nagelii evidenciaram uma
constancia numérica intraindividual desse elemento. Essa constancia sugere
estabilidade mitética dos cromossomos Bs. Na familia Curimatidae
cromossomos B também foram encontrados em Cyphocharax modestus (De
ROSA et al.,, 2008; GRAVENA et al., 2007; MARTINS et al.,, 1996; VENERE
and GALETTI, 1985), Cyphocharax spilotus (BRASSESCO et al., 2004),
Cyphocharax gouldingi (VENERE et al., 2008) e em Steindachnerina insculpta
(GRAVENA et al., 2007; OLIVEIRA and FORESTI, 1993). A presenca de
cromossomos B no género Cyphocharax e Steindachnerina parece confirmar a
proximidade filogenética (Fig. 26) proposta para estes dois géneros (VARI,
1989).

Os registros de frequéncia do cromossomo B em células somaticas de
C. modestus descritos por De ROSA et al. (2008) e em uma populacdo do
estudo feito por GRAVENA et al. (2007), mostraram pouca Vvariacdo
intraindividual. Dessa maneira, a presenca e a estabilidade mitética do
elemento adicional talvez seja uma caracteristica compartilhada pelo género
Cyphocharax. Cromossomos Bs mitoticamente estaveis também foram
encontrados no peixe Prochilodus lineatus (VOLTOLIN et al.,, 2009), no
coledptero Galerucella nymphaeae (NOKKALA and NOKKALA, 1989), no
homéptero Rhinocola aceris (NOKKALA et al., 2000) e na ra Leiopelma
hochstetteri (SHARBEL et al., 1998).

C. nagelii apresentou poucas células variaveis intraindividualmente, as
quais podem ter resultado de perdas ou ganhos durante as preparacdes
cromossOmicas e nao por instabilidade mitética causada, por exemplo, por nao-
disjuncdo (CAMACHO et al.,, 2000). No opilido Metagagrella tenuipes
(atualmente Psathyropus tenuipes), GORLOV and TSURUSAKI (2000)

explicam a variacdo intercelular no nimero de Bs por possiveis perdas ou
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ganhos aleatorios durante as preparacdes cromossémicas. Apesar do trabalho
com M. tenuipes ter sido considerado substancialmente controverso por
CAMACHO (2004), a quantidade total de células analisadas em C. nagelii,
valida a sugestdo de que as poucas variacbes somaticas intraindividuais
encontradas seriam decorrentes de perdas ou ganhos aleatérios.

A estabilidade mitética pode ter como reflexo a estabilidade da
freqiéncia de B na populacdo (quantidade de B/quantidade de individuos). As
andlises da frequéncia de cromossomos B em Prochilodus lineatus, no periodo
de 1990 (CAVALLARO et al.,, 2000) a 2007, mostraram que nhao existe
mudanca significativa nesta frequéncia (VOLTOLIN et al., 2009). Estes autores
sugerem que a constancia numérica de cromossomos B em P. lineatus é
consequUéncia da estabilidade mitética destes elementos, a qual teria causado
sua neutralizagdo. No presente estudo, a freqiéncia dos cromossomos B foi
estatisticamente igual entre diferentes coletas (Tabela 3). Assim, existe a
possibilidade de que o cromossomo B da populagéo de C. nagelii estudada no
presente trabalho, tenha sido neutralizado pela sua estabilidade mitotica.
Situacdo diferente desta pode ser encontrada nas analises do gafanhoto
Locusta migratoria (PARDO et al.,, 1995). Neste estudo, os cromossomos B
durante a mitose séo instaveis devido a ndo-disjuncéo, evidenciando que nesta
espécie existe um mecanismo de acumulo (“drive”) de cromossomos B.

Através do estudo preliminar das células meioticas de C. nagelii foi
possivel constatar que o individuo (macho ou fémea) com um cromossomo B
nas metafases mitdticas, tinha um supranumerario nas metafases
espermatogoniais e metafases I; o individuo (macho) com dois B nas
metafases somaticas, tinha dois B em células metafasicas I. Dessa forma, o
cromossomo B de C. nagelii poderia ser considerado estavel pelo menos até a
fase de metéfase |. Nestas andlises também foram observadas metéafases |
sem cromossomo B, o que poderia ser explicado por perdas ou sobreposicéo
desses elementos considerando seu pequeno tamanho, e ndo por uma
instabilidade meiotica desse elemento. A unido dos dados sobre mitose,
meiose e frequéncias dos cromossomos B de C. nagelii, indica auséncia de
mecanismo de acumulo (drive) deste elemento, nesta espécie/populacéo.

O estudo da meiose, mesmo sendo preliminar, confirma que o

supranumerario de C. nagelii, estd presente no tecido somatico (renal) e
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gonadal de machos e fémeas. Condicdo diferente apresentou o ciclideo
Gymnogeophagus balzanii, o qual mostrou ter supranumerarios somente no
tecido gonadal de individuos machos (FELDBERG et al., 1984). A reducao de
cromossomos B no tecido somatico foi correlacionada ao processo de
diferenciacdo dos tecidos na planta Xanthisma texanum (BERGER et al.,
1955). Em Allium schoenoprasum, cromossomos B parecem conferir vantagem
seletiva durante os estagios iniciais de desenvolvimento desta espécie, sendo
posteriormente eliminados dos tecidos somaticos (PLOWMAN and
BOURGOURD, 1994). A atuacao diferencial de genes, como ocorre em milho
(GONZALEZ-SANCHEZ et al.,, 2003), talvez expligue a variacdo entre
diferentes tecidos quanto a presenca ou auséncia de cromossomos B.

Nos espermatocitos I de C. nagelii ndo foi possivel distinguir os
cromossomos B, talvez porque eles estivessem muito condensados e
pequenos; dessa forma, também poderiam nao ser visualizados devido as
sobreposicdes ou perdas. Mesmo em MIl submetidas a bandamento C néo foi
possivel identificar o cromossomo B. A aplicagdo do bandamento C em
espermatdcitos |, corroborou a natureza heterocromatica do cromossomo B de
C. nagelii.

Quanto a sinapse, o cromossomo B nas metafases | de macho e de
fémea, se comportavam como univalentes, mesmo quando existiam dois B.
Algumas hipéteses poderiam ser suscitadas frente a este comportamento, por
exemplo: a natureza heterocromatica do cromossomo poderia ser sugerida
como impecilho para seu emparelhamento (SUMNER, 2003).

Consequéncias dessa univaléncia também poderiam ser abordadas, tais
cOomo: cromossomos univalentes podem ter segregacdo irregular durante a
meiose |. De maneira geral, estes podem migrar precocemente ou tardiamente
para os polos durante a anafase |; segregacéo tardia pode levar a perda pela
formacdo de micronucleo na teléfase | (JONES and REES, 1982; BAPTISTA-
GIACOMELLI et al., 2000; GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2003; RICCI et al.,
2007). Esta argumentagdo poderia ter como conclusao a idéia de instabilidade
meidtica do cromossomo B de C. nagelii. Contudo, um aumento na quantidade
de individuos analisados, o acompanhamento desse elemento ao longo de

todas as fases da meiose, 0 uso de diferentes técnicas, tais como de complexo
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sinaptonémico, sdo imprescindiveis para que possa determinar com maior
precisdo o comportamento meiético do cromossomo B de C. nagelii.

Estas sugestbes, deparam-se com os resultados sobre microdissec¢ao
do cromossomo B em C. nageli, a qual mostrou que estes elementos
compartilham muitas seqiiéncias nucleotidicas entre si. Assim, estes elementos
teriam homologia suficiente para formar sinapse. Entretanto, apesar de ser um
dos pré-requisitos, somente a similaridade na sequUéncia de bases né&o
estabelece o reconhecimento (PAWLOWSKI et al., 2003), alinhamento e
sinapse entre sequéncias homdlogas dos cromossomos (SCHWARZACHER,
2003). Novamente a questdo amostral deixara davidas sobre os reais motivos
de ndo serem encontrados bivalentes nas metafases | de C. nagelii. Seria por
falha nas proteinas, pela condicdo heterocromatica ou seria por uma questao
de quantidade de células observadas?

Nos meiocitos | de C. nagelii foram vistos até seis bivalentes com
configuracdo quiasmatica. Em JONES and REES (1982), existem exemplos
que correlacionam a presenca de cromossomos B com alteracdes na
frequéncia e posicdo de quiasmas nos cromossomos regulares. No presente
trabalho, ndo foram realizados estudos meidticos em individuos nédo portadores
de B. Assim, nada pode ser inferido sobre esta possivel atuacdo dos
cromossomos B.

A analise do comportamento meiético do cromossomo B de P. lineatus,
mostrou que eles podem se comportar como univalentes ou multivalentes; além
disso, que eles estdo presentes em todas as fases da meiose em propor¢cdes
mendelianas (PAULS and BERTOLLO, 1983; DIAS et al., 1998). Reunindo as
informacgdes sobre mitose (VOLTOLIN et al., 2009) e meiose do cromossomo B
de P. lineatus parece inevitavel concluir que esse elemento seria estavel
mitética- e meioticamente. Diante disso, surge uma pergunta: Qual sera o
proximo passo evolutivo do cromossomo B de P. lineatus? A resposta poderia
ser a integracdo desse elemento ao complemento regular, assim como
sugerido para a vespa Trypoxylon albitarse (ARAUJO et al., 2002). Os
resultados sobre cromossomos B mostrados no presente trabalho para C.
nagelii, parece que serdo similares aqueles encontrados em P. lineatus.

Cyphocharax nagelii e P. lineatus, pertecem a familias que sao

filogeneticamente consideradas como irmas. De maneira geral, compartilham o
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mesmo numero dipléide de cromossomos, padrdo de bandamento C
semelhante, auséncia de cromossomos sexuais diferenciados, um par de
AgRON, entre outras caracteristicas. Dessa forma, o aumento das analises
quantitativas e qualitativas dos cromossomos B de C. nagelii poderia mostrar
que existem semelhancas comportamentais e estruturais relacionadas a estes
elementos adicionais, entre as duas espécies. Essas informac¢des poderiam
fornecer subsidios para uma hipétese de origem desse elemento através de um
ancestral comum a estas espécies.

Os cromossomos B poderiam surgir, por exemplo, a partir de
cromossomos regulares do complemento (JONES and REES, 1982;
CAMACHO et al., 2000; JONES, 1995). Em C. nageli, a sonda
microdissectada do cromossomo B ndo mostrou sinal de hibridacdo nos
autossomos. A falta de homologia entre o B e os autossomos de C. nagelii ndo
exclui a possibilidade de que a sua origem tenha ocorrido a partir desses
cromossomos regulares, considerando que o B pode ter passado por
transformacdes drasticas ao longo da evolucéo, as quais estariam de acordo
com a hipétese da catraca de Muller (GREEN, 1990).

Em Nyctereutes procyonoides viverrinus, sinais de hibridacdo entre os
autossomos e 0s cromossomos B microdissectados dessa espécie nédo foram
obtidos (TRIFONOV et al.,, 2002). Esses autores atribuiram a falta de
homologia a origem de novo das sequiéncias nucleotidicas no B ou a um baixo
namero de coépias da seqiéncia genbmica original, as quais ndo seriam
detectadas pela FISH. As hipoteses sugeridas por TRIFONOV et al. (2002)
também poderiam ser aplicadas a C. nageli. Por outro lado, o0s
supranumerarios também podem ter sido originados por hibridizacdo cariotipica
interespecifica (JONES and REES, 1982). Contudo, homologia entre as
sequéncias do B de C. nagelii e os cromossomos do complemento A de C.
modestus e de S. insculpta ndo foi observada. Assim, ndo existem indicios da
origem desse elemento por hibridizacao.

No presente trabalho, foi realizada a técnica de hibridacdo in situ
fluorescente utilizando sonda de DNA telomérico, buscando averiguar a
capacidade de amplificacdo proporcionada pela técnica de microdisseccéo
cromossOmica. Considerando o aspecto funcional e conservado das

sequéncias teloméricas, o Obvio ocorreu, ou seja, as regides teloméricas do
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cromossomo B e dos cromossomos do complemento A de C. nagelii foram
hibridadas. Sendo assim, além de serem pequenas as quantidades de DNA
microdissectado (TRIFONOV et al., 2002), a técnica pode ndo ser capaz de
amplificar todas as sequéncias do cromossomo B.

No caso do DNA telomérico, a falta de amplificagdo também pode ter
relacdo com a sua conformacédo diferencial em forma de loop, ou ainda pela
falta de homologia dos primers de DOP com as sequéncias (TTAGGG), dos
teldbmeros. Apesar dos primers serem degenerados, as chances de se obter na
regido degenerada as sequéncias teloméricas € muito baixa, e talvez seja
insuficiente para amplificar essas regioes.

A hibridacdo com a sonda do B em C. nagelii sugere que eles estejam
inteiramente hibridados. Contudo, duas situacdes podem favorecer esta
visualizagéo: a primeira seria 0 pequeno tamanho destes elementos; a segunda
seria a estringéncia de lavagem da hibridacdo in situ. Considerando todos
esses aspectos, a sugestdo de que o0s cromossomos B compartilham
sequéncias com o complemento regular de C. nagelii ou até mesmo com C.
modestus e S. insculpta, ndo pode ser, de maneira alguma, descartada. A
solucdo para tal impasse seria a realizacdo do dispendioso e arduo trabalho de
producdo e manutencdo de uma biblioteca (TERUEL et al.,, 2009) com
fragmentos do cromossomo B de C. nagelii. Ndo se pode esquecer que
trabalhos de hibridacéo in situ, igualmente caros, devem ser realizados com 0s
fragmentos da biblioteca.

O aspecto interessante da microdisseccdo em C. nageli é o
compartilhamento de muitas seqiéncias entre os cromossomos B, fato que
nem o aumento na estringéncia na lavagem da hibridacao in situ poderia alterar
drasticamente. Esta impossibilidade tem relagdo com o uso de 77% de
estringéncia da sonda, aliada ao fato de que o0s cromossomos B
microdissectados pertenciam a um individuo com um cromossomo B por célula.

O compartilhamento de sequéncias entre os B de C. nagelii sugere uma
constante e particular organizacdo genética entre estes elementos. Segundo
JONES (1995), esta peculiaridade poderia assegurar que os B fossem
transmitidos sem necessariamente terem funcdo adaptativa. O autor ainda
sugere que essa constancia cromossémica pode ultrapassar o limite de

diferenciacdo de espécie. Nas espécies de planta Secale cereale e Secale
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afghanicum, os cromossomos B sdo morfologicamente muito parecidos. Esta
situacdo € entdo explicada através da “selecdo” da particular organizacao
genética do cromossomo B, a qual garantiia sua transmissdo. Seria
interessante testar esta possibilidade de transcendéncia envolvendo os
cromossomos B de C. nageli e de C. modestus, 0s quais s&o
morfologicamente muito parecidos.

De maneira geral, em peixes existem espécies que possuem
cromossomos B macroestruturalmente muito semelhantes, como em
Moenkhausia sanctaefilomenae (FORESTI et al., 1989) e espécies com
supranumerarios diferentes em sua macroestrutura, como em Astyanax
scabripinnis (MAISTRO et al., 1994, 2001).

Sequéncias repetitivas de DNA ou DNA satélite também podem ser
isoladas pelo uso de enzimas de restricdo, pela técnica de AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), ou ainda diretamente através de PCR com
primers especificos para regibes repetitivas (NIJMAN et al., 2003;
PALOMEQUE and LORITE, 2008). Assim como a microdissecacao, essas
técnicas também foram empregadas para o estudo da estrutura nucleotidica de
Cromossomos supranumerarios.

Em Astyanax scabripinnis, com o uso de enzima de restri¢cao foi isolada
uma sequéncia de DNA satélite, com a qual foi possivel, apds hibridacéo in situ
fluorescente, sugerir que 0 macro-cromossomo B dessa espécie teria sido um
isocromossomo (MESTRINER et al., 2000). Utilizando a mesma estratégia,
JESUS et al. (2003) isolou duas sequéncias de DNA satélite da espécie
Prochilodus lineatus. A hibridac&o in situ com essas duas sequéncias mostrou
sinal nos cromossomos B e nos cromossomos A, indicando que o0s
cromossomos B em P. lineatus teriam origem a partir do complemento
cromossOmico regular. No macrocromossomo B de Alburnus alburnus, com o
uso da técnica de AFLP foi possivel determinar que este elemento esta
constituido de sequéncias de retrotransposon; além disso, a FISH utilizando
estas sequéncias néo evidenciou nenhuma marcagéo nos cromossomos A. Os
autores ZIEGLER et al. (2003) sugerem que o B de A. alburnus teria evoluido
de forma independente, pela propria dindmica que envolve elementos

transponiveis.
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No presente trabalho, enzimas de restricdo também foram empregadas
para se tentar isolar sequéncias do cromossomo B de C. nagelii. Foram
testadas as enzimas: Alu |, Eco RI, Eco RV, Rsa |, BamH, Hae Ill, Dra I, Hinf I,
Not I, Kpn I, Msp I, Xba | e Nhe I. Somente a enzima Alu |, a qual é considerada
de corte frequente, produziu bandas em gel de agarose a 3%. Essas bandas
sdo consideradas evidencias de DNA satélite. As bandas obtidas parecem néo
ser exclusivas do cromossomo B de C. nagelii, pois o padrdo obtido foi
semelhante para o DNA de individuos com B e para individuos sem B (dados
nao mostrados).

Nas analises citogenéticas feitas em C. modestus (De ROSA et al.,
2008) e em C. nageli um namero maior de machos portadores de
supranumerarios foi observado. No estudo cromossdémico de C. modestus (De
ROSA et al., 2008) foram analisados mais individuos fémeas, e apesar disso,
foram encontrados mais machos portadores de cromossomos B. No presente
trabalho, a amostragem total de individuos machos analisados foi maior do que
de fémeas, e a maior quantidade de individuos portadores de cromossomos B
também foi de machos (Tabela 2).

No estudo citogenético realizado por BORIN and MARTINS-SANTOS
(2004) no género Pimelodus (Pimelodidae), machos com cromossomos B
predominaram na amostragem. A sugestdo de que as fémeas seriam mais
intolerantes ao cromossomo adicional foi utilizada para explicar a
predominédncia de B no sexo masculino (BORIN and MARTINS-SANTOS,
2004). A hipétese de que fémeas seriam mais intolerantes foi igualmente
utilizada por SANTOS et al. (2008) para justificar a predominancia de machos
portadores de B em C. modestus.

A predominancia de machos de C. nagelii (presente trabalho) com
cromossomos B poderia estar correlacionada a maior quantidade de machos
estudados. Entretanto, a hipétese de que as fémeas de C. nagelii seriam mais
susceptiveis aos cromossomos B nao pode ser totalmente descartada. O fato
de que trés ou quatro cromossomos B foram encontrados somente em
especimens machos, tanto em C. nagelii quanto em C. modestus (De ROSA et
al., 2008), corrobora a hipdtese do possivel efeito deletério desses elementos
em fémeas do género Cyphocharax. O numero maximo de quatro

cromossomos B foi somente encontrado em especimens machos de
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Cyphocharax (De ROSA et al., 2008; presente trabalho). Assim, a presenca de
muitos cromossomos B em machos também seria desvantajosa,
provavelmente pelo efeito deletério que o acimulo desses elementos poderia
provocar na célula, como sugerido por JONES and REES (1982), CAMACHO
et al. (2000), JONES and HOUBEN (2003), De ROSA et al. (2008).

Analisando os resultados sobre cromossomos B de C. nagelii, com
relacdo a sua estabilidade mitética, a sua similaridade estrutural e até mesmo
utilizando os resultados prelimares da meiose, ndo existe nenhum indicio de
que exista um mecanismo de acumulo desse elemento. Os dados parecem
sinalizar uma possivel neutralidade desse elemento. Assim, a presenca de um
maior numero de machos portadores de cromossomos B talvez seja na
verdade, apenas um efeito da aleatoriedade das coletas, e 0 nUmero maximo
de quatro B seja uma limitacdo da prépria fisiologia celular.

Os intensos sinais de hibridagéo in situ em cromossomos B de Locusta
migratoria (Orthoptera) e de Apodemus peninsulae (Rodentia), cujas sondas
foram obtidas por microdisseccdo, indicaram a natureza repetitiva das
sequéncias nucleotidicas desse elemento (KARAMYSHEVA et al.,, 2002;
TERUEL et al., 2009). Em C. nagelii, os sinais de hibridacdo foram igualmente
intensos, revelando uma correlagcdo positiva entre sinal e saturacdo de
sequéncias de DNA repetitivo. O padrdo de bandamento C mostrou o
cromossomo B de C. nagelii heterocromatico, confirmando a natureza do DNA
gue constitui este elemento.

A utilizacdo de sonda telomérica, forneceu sinais de hibridacdo com
tamanhos semelhantes entre os cromossomos B e aqueles do complemento A.
Segundo HOUBEN et al. (1997), um padrdo no tamanho do sinal telomérico
poderia indicar que os B e os cromossomos regulares teriam quantidades de
repeticbes (TTAGGG) semelhantes.

A coloracdo com fluorocromos base-especificos DAPI e CMA; indicou
gue as sequéncias repetitivas do cromossomo B de C. nagelii ndo concentram
regides ricas em bases AT ou GC (SCHWEIZER, 1980). Por outro lado, a
coloracdo com CMAz mostrou ser positiva na regido autossdmica
correspondente ao sitio de rDNA 18S e de AgRON positiva. Estes resultados
confirmam que os cromossomos B realmente ndo possuem sequéncias de

bases de DNA riboss6mico e ndo tem concentracoes de bases GC e/ou AT.
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O cromossomo B do peixe Rhamdia hilarii também ndo contém regides
ricas em GC, pois foi CMA3; negativo (MAISTRO et al., 2002). Marcagcdo CMA;
positiva foi obtida no macro-cromossomo B de Astyanax scabripinnis,
adicionalmente, somente as regides de rDNA foram marcadas. O cromossomo
B de A. scabripinnis é totalmente heterocromatico, assim a coloragcdo com
CMA; sugere que existem diferencas entre a heterocromatina do B e aquela
dos cromossomos do complemento A (MAISTRO et al., 2001). Regido CMA;
positiva no cromossomo B foi igualmente obtida em Leporinus sp. (VENERE et
al., 1999).

Em C. modestus também n&o foram encontrados sitios de rDNA 5S ou
18S, e nem marcacao nucleolar nos cromossomos B desta espécie (De ROSA
et al., 2006, 2007). Regibes de rDNA sdo compostas por seqiéncias altamente
repetitivas e suscetives a constantes quebras, que podem resultar na formagéo
de cromossomos B (CAMACHO et al., 2000). Clusters de rDNA 18S ja foram
observados no cromossomo B do peixe Moenkhausia sanctaefilomenae-
Characidae (SOBRINHO-SCUDELER et al., 2009), do roedor Apodemus
peninsulae (MATSUBARA et al., 2004) e na planta Crepis capillaris (LEACH et
al.,, 2005). A presenca de sequéncias de DNA ribossbmico nos
supranumerarios pode confirmar a origem desses elementos a partir do
complemento A (MATSUBARA et al., 2008); ou entdo, a sua vantagem seletiva,
no caso destes sitios serem funcionais. Em M. sanctaefilominae o cromossomo
B também € impregnado pela prata, sugerindo a sua atividade; em C. capillaris
experimentos demonstraram que o rDNA do cromossomo B ¢é
transcricionalmente ativo (LEACH et al., 2005; SOBRINHO-SCUDELER et al.,
2009).

6. Conclusdes

Os resultados apresentados no presente trabalho, obtidos das espécies
Cyphocharax nagelii, Cyphocharax modestus e Steindachnerina insculpta

permitiram algumas conclusdes, tais como:
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- Conservacgado macroestrutural dos cromossomos na familia Curimatidae como
consequéncia de uma organizacao genética favoravel para este grupo;

- A meiose de C. nagelii sugere que esta espécie experimenta muitos eventos
de recombinacéo, caso a presenca de quiasmas nesta espécie esteja sempre
correlacionada a permuta entre 0S Cromossomos;

- Auséncia de cromossomos sexuais diferenciados, tanto nas analises mitéticas
das trés espécies, quanto naquelas realizadas na meiose de C. nagelii;

- Clusters de rDNA 45S e 5S nédo organizados em sintenia, nas trés espécies,
talvez seja um aspecto favoravel;

- A variagdo interespecifica dos genes ribossémicos, juntamente com variacfes
no padrdao de bandamento C, mostra que a evolucdo cariotipica nos
curimatideos foi acompanhada de mudancas microestruturais;

- A heterocromatina presente nos clusters de rRNA 18S parece exercer funcéo
protetora destas regiao;

- Utilizacdo de sondas teloméricas (TTAGGG), na espécie C. nagelii, permitiu a
visualizacdo dos telébmeros dos cromossomos do complemento A e do
cromossomo supranumerario, mostrando que apesar da técnica de
microdissecgdao nao evidenciar tal acontecimento, os dois tipos de
cromossomos compartilham sequéncias de DNA. Além disso, sequéncias
teloméricas intersticiais nos autossomos foram observadas, confirmando a
hipétese de que rearranjos do tipo fissdo/fusdo céntricas podem ser
responsaveis pela evolucao cariotipica dos curimatideos;

- A natureza repetitiva do DNA que compde o cromossomo B de C. nagelii,
sendo inferida através de bandamento C, o qual mostrou este elemento
heterocromatico, e do sinal obtido na hibridacdo in situ com o produto da
microdisseccao de um B;

- O comportamento do cromossomo B nas células somaticas de C. nageli,
sugere que este elemento seja mitoticamente estavel e neutro.

-Frequéncias dos cromossomos B estaveis na populacdo de C. nageli,
corroborando sua neutralidade e estabilidade;

- O fato dos cromossomos B de C. nagelli compartilharem muitas sequéncias
entre si, talvez seja resultado da selecdo de uma organizacdo nucleotidica

favoravel a sua transmissdo sem mecanismo de acumulo;
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-A constatacdo de que os supranumerarios de C. nagelii tém uma
heterocromantina sequencialmente complexa, pois sdao DAPlI e CMA;

negativos, e ndo possuem sitios de DNA ribossémico 5S ou 18S.

7. Perspectivas

Na familia Curimatidae das 98 espécies descritas taxonomicamente, em
36 espécies foram realizadas analises citogenéticas; em alguns casos mais de
uma populacdo da mesma espécie foi caracterizada cromossomicamente. As
principais técnicas citogenéticas utilizadas foram: coloracdo convencional
Giemsa, impregnacdo pela prata e bandamento C. Para um grupo de peixes
que apresenta tantas similaridades macroestruturais e até mesmo
microestruturais, talvez seja interessante o investimento em técnicas de
citogenética molecular em futuros estudos. Apesar de existirem aspectos
negativos quanto ao uso dessas técnicas, principalmente quanto ao tempo
empregado para a obtencao dos resultados e quanto aos custos dos reagentes
e equipamentos. O uso da impregnacéo pela prata foi eficiente para mostrar a
variabilidade intra- e interespecifica das RON existente na familia Curimatidae.
No entanto, existem aspectos muito interessantes que envolvem estas regides,
tais como a coexisténcia de banda C positiva e de coloragdo com CMA3;. Seria
0 gene de rRNA 45S rico em bases GC ou seria a heterocromatina presente
nesta regido? Além disso, como seria a organizagdo entre heterocromatina,
RON e seqiéncias teloméricas? Sao algumas perguntas que necessitam de
investimento molecular para serem respondidas. Diferencas obtidas no padréo
de bandamento C entre as espécies do presente trabalho e em outras analises,
com o padrdo obtido por VENERE et al. (2008) seriam consequéncias da
técnica? O conhecimento de seqliéncias de DNA repetitivo, como exemplo, de
DNA satéllite, e 0 mapeamento fisico dessas sequéncias nos curimatideos
talvez pudesse responder satisfatoriamente esta ddvida. E evidente que a
citogenética classica ainda € importante e imprescindivel, pois as primeiras
analises de novas populacbes/espécies necessitam, a priori, de informacdes
sobre o numero dipléide e morfologia cromossbémica; ademais, alguns

rearranjos ou heteromorfismos cromossémicos séo visiveis somente com 0 uso
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de coloracdo convencional Giemsa. Um outro exemplo que necessita a
principio somente da citogenética classica é a determinacdo do comportamento
meidtico do cromossomo B de C. nagelii, em todas as fases da gametogénese.
O problema da andlise cromoss6mica da gametogénese de C. nagelii talvez
seja o longo periodo reprodutivo desta espécie, a qual apresenta desova
parcelada. Dessa forma, conseguir ovarios que ndo estejam desenvolvidos e
testiculos que ndo estejam repletos de espermatozoides, € uma tarefa
complicada. Quando estas estruturas estdo em periodo reprodutivo fica dificil
conseguir boas preparagdes cromossdmicas. Finalmente, a familia Curimatidae
a principio parece pouco interessante sob o0 ponto de vista citogenético,
considerando alguns aspectos conservados. Entretanto, as propriedades
cromossOmicas microestruturais mostram que existe um universo de
possibilidades a serem exploradas nos estudos citogenéticos dos curimatideos.
Os resultados do presente trabalho envolvendo microdissec¢cao cromossomica,
sondas de DNA ribossémico 18S e 5S, sequéncias teloméricas, bandamento C
e fluorocromos base-espécificos, corroboram a idéia de infinitas possibilidades

de estudos citogenéticos na familia Curimatidae.
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