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RESUMO

Hoplias malabaricus, um peixe eritrinideo amplamente distribuido, é
caracterizado por uma diversidade cariotipica, com sete cariomorfos ja descritos.
Este trabalho apresentou um estudo comparativo dos cariomorfos A, B, C e D, que
foram previamente incluidos em um grupo cariotipico maior (Grupo I), com o
intuito de avaliar as relagdes evolutivas entre eles. A investigacao in situ de varias
classes de DNAs repetitivos acrescentou novos caracteres informativos para
estudos de gendmica comparativa e forneceu novas informagdes sobre as
relagdes evolutivas entre os cariomorfos. Além de corroborar a inclusao dos
cariomorfos A-D em um grupo evolutivo préoximo, os resultados forneceram
evidencias adicionais para uma maior proximidade entre os cariomorfos A-B e
entre os cariomorfos C-D. Uma andlise comparativa entre diferentes populacoes
do cariomorfo A demonstraram uma continua diferenciacdo genomica neste
grupo, permitindo a deteccao de eventos evolutivos recentes, sugerindo que este
cariomorfo nao pode ser considerado uma unidade evolutiva absoluta, conforme
evidenciado pelas suas diferenciagdes cromossomicas particulares. Foi também
expandido nosso conhecimento sobre a diferenciacdo dos cromossomos sexuais
em H. malabaricus, permitindo concluir que os DNAs repetitivos desempenharam
um papel importante no processo de diferenciacdo destes cromossomos. Foi
detectado um criptico sistema XX/XY de cromossomos sexuais no cariomorfo C,
que se mostrou claramente relacionado com a evoluc¢do do sistema
X1X1X2X2/X1X2Y de cromossomos sexuais do cariomorfo D. O mapeamento
citogenético de cinco classes de DNAs repetitivos também indicaram a provavel

derivacdo dos cromossomos XX/XY do cariomorfo B a partir de cromossomos



autossomicos do cariomorfo A. Neste caso, os cromossomo X foram identificados
como sitios preferidos para o acdimulo sequencias repetitivas, representando uma
condicdo incomum do X acumulando mais DNAs repetitivos do que o
cromossomo Y em peixes. De maneira geral, os resultados permitiram
demonstrar que a fracdo repetitiva do genoma constitui bons marcadores
evolutivos em H. malabaricus, aprimorando o entendimento dos mecanismos
evolutivos que geraram a complexa estrutura genémica encontrada neste grupo

de peixes.



ABSTRACT

Hoplias malabaricus, a widespread Erythrinidae fish, is characterized by a
karyotypic diversity, with seven karyomorphs already described. This report
presented a comparative study of the karyomorphs A, B, C and D, which were
previously included in a major karyotypic group (Group I), in order to evaluate
the evolutionary relationships among them. The in situ investigation of several
classes of repetitive DNAs added new informative characters useful in
comparative genomics and provided new insights into the evolutionary
relationships among karyomorphs. In addition to corroborate the inclusion of
karyomorphs A-D in a close evolutionary group, the results provide further
evidence for a greater proximity between the karyomorphs A-B and karyomorphs
C-D. A comparative analysis among distinct populations of karyomorph A
demonstrated a continuing genomic differentiation in this group, allowing the
detection of recent evolutionary events, suggesting that this karyomorph cannot
be considered an absolute evolutionary unit, as evidenced by their inner
chromosomal differentiation. It was also expanded our knowledge of the sex
chromosomes differentiation in H. malabaricus, allowing to conclude that
repetitive DNAs played an important role in the differentiation process. It was
detected a cryptic differentiated XX/XY sex chromosome system in karyomorph
C, which is clearly correlated with the evolution of the X:XiX2X2/Xi1X2Y sex
chromosome system of karyomorph D. The cytogenetic mapping of five classes of
repetitive DNAs also indicated the probable derivation of the XX/XY

chromosomes of karyomorph B from autosomal chromosomes of karyomorph A.



In this case, the X chromosomes were seen as the preferred site for the
accumulation of DNA repeats, which represents an unusual condition of X
accumulating more repetitive DNAs than Y chromosome in fish. The overall
results were able to demonstrate that the repetitive DNA fraction of the genome
constitutes good evolutionary markers in H. malabaricus, allowing to improve the
understanding of the evolutionary mechanisms that have generated the complex

genomic structure found in this fish group.
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1- Introducao Geral

1.1 A Citogenética de Peixes Neotropicais. Situacdo Atual

Pouco ainda se conhece sobre a biologia dos peixes quando comparado com
outros grupos de vertebrados, principalmente sobre a sua evolucao, sistematica e
biogeografia. Possivelmente, uma das principais razdes para essa caréncia seja o
elevado nimero de espécies, estimado em mais de 28.400 (Nelson, 2006), o que
equivale, aproximadamente, ao numero de espécies de todos os demais
vertebrados. Os peixes Neotropicais compdem a ictiofauna de 4gua doce mais rica
e diversificada do mundo, representada principalmente pelas ordens
Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes
(Lundberg et al, 2000). Sem duvida, a grande diversidade de ambientes
ecologicos existentes na América do Sul deve ter permitido uma grande
irradiagdo evolutiva desse grupo de vertebrados.

Nas duas ultimas décadas a citogenética vem contribuindo significativamente
para o conhecimento da biodiversidade de nossa ictiofauna, fornecido
informagdes valiosas quanto a caracterizagdo e evolucdo de varios grupos,
incluindo ndo somente numero e formula cromossdémica, mas também a
ocorréncia de Cromossomaos sexuais diferenciados, Cromossomos
supernumerarios, padrao de distribuicio de heterocromatina constitutiva,
numero e localizacdo das regides organizadoras de nucléolo (RONs), padroes de
bandas de restri¢ao, localizacao in situ de seqiiéncias de DNA ribossémico e DNA
satélite, entre outras. A utilizacdo da citogenética molecular, com o

desenvolvimento da hibridizacdo fluorescente in situ, vem permitindo a
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localizacdo de diversas seqliéncias especificas de DNA nos cromossomos de
varias espécies animais e vegetais, além dos sitios de DNAr 18S e 5S. Algumas
dessas seqiiéncias tém sido usadas como sondas especificas, para detectar
rearranjos cromossomicos, cromossomos sexuais e caracterizar hibridos
interespecificos. Entre os peixes, importantes informacdes tém sido também
obtidas com o emprego desta metodologia, no que se refere a caracterizacao da
diversidade e evolucdo da ictiofauna (Almeida-Toledo, 1998; Bertollo et al., 2000;
Artoni et al., 2001; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2008).

Considerando o conjunto dos dados disponiveis, trés situagdes gerais podem
ser resumidas no tocante a ictiofauna Neotropical, ou seja: (1) uma diferenciagao
morfolégica das espécies/populagdes, nao refletida em nivel cariotipico, como
observado em Hoplias grupo lacerdae (Morelli et al., 2007), (2) uma diferenciacdo
cariotipica de espécies/populacdes, geralmente nao refletida em nivel
morfolégico, como observado em Hoplias grupo malabaricus (Bertollo et al.,
2000) e Eigenmannia (Almeida- Toledo et al, 1993), (3) uma diferenciacdo
cariotipica e morfologica de espécies/populagdes, compartilhada de forma total
ou parcial, como observado entre espécies de alguns grupos, a exemplo de
Astyanax (Moreira-Filho & Bertollo, 1991) e de Parodon (Jesus et al., 2003). Assim
sendo, importantes subsidios tém sido fornecidos pela citogenética de peixes
para um melhor entendimento das relacdes evolutivas entre espécies e
populagdes, assim como para a caracterizacao de provaveis grupos de espécies

taxonomicamente mais problematicas.
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1.2 Estudos Citogenéticos na Familia Erythrinidae

A familia Erythrinidae, amplamente distribuida na regido Neotropical, é
relativamente pequena entre os Characiformes, compreendendo apenas trés
géneros: Hoplias Gill, 1903; Hoplerythrinus Gill, 1895 e Erythrinus Scopoli, 1977,
todos endémicos as Américas do Sul e Central. Esta familia é considerada como
membro de um clado composto pelas familias Lebiasinidae, a africana Hepsetidae

e Ctenolucidae (Fink & Fink, 1981; Vari et al., 1995).

Hoplias malabaricus é o grupo que apresenta a distribuicdo geografica mais
ampla, aparentemente presente na maioria das bacias hidrograficas sul-
americanas (Oyakawa, 2003). Apesar de ser uma familia relativamente pequena,
a identificacdo precisa das espécies desta familia é bastante problematica.
Oyakawa (2003) relata apenas duas espécies para o género Erythrinus (E.
erythrinus e E. kessleri) e trés para o género Hoplerythrinus (H. unitaeniatus, H.
cinereus e H. gronovii) e cerca de nove espécies para o género Hoplias. Entretanto,
H. malabaricus e H. lacerdae correspondem, na realidade, a um grupo de espécies
(Oyakawa, 1990). Em uma recente revisdo, baseada em dados meristicos e
morfométricos, foram identificadas cinco espécies distintas pertencentes ao
grupo H. lacerdae, ou seja, H. lacerdae, H. intermedius, H. brasiliensis, H. australis e
H. curupira, estas duas ultimas correspondendo a espécies novas (Oyakawa &
Mattox, 2009). Entretanto, no que se refere ao grupo H. malabaricus, a
problematica taxon6mica permanece ainda a ser solucionada.

Espécies do grupo H. lacerdae tém evidenciado uma estrutura cariotipica
mais conservada em relagdo ao ndmero cromossomico diploide (2n=50) e

férmula cariotipica, com todos os cromossomos do tipo meta-submetacéntricos,
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sem a presenca de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados
(Bertollo et al., 1978; Morelli et al., 2007). No entanto, como relatado acima, este
grupo foi taxonomicamente caracterizado como sendo constituido por diversas
espécies (Oyakawa & Mattox, 2009). Assim sendo, ao que tudo indica, o grupo
lacerdae parece se enquadrar entre os casos conhecidos em que a especiagdo nao
foi acompanhada por mudancas acentuadas em nivel cromossdmico, o que
representa uma exce¢do dente os Erythrinidae frente a diversidade cariotipica
que tem sido evidenciado nesta familia (Bertollo, 2007).

Embora usualmente referida como uma unica entidade taxondmica, H.
malabaricus possui uma grande diversidade cariotipica, apresentando diferengas
populacionais significativas (Dergam & Bertollo, 1990; Bertollo et al, 1997a,
1997b, 2000; Born & Bertollo, 2000; Vicari et al.,, 2005). Apesar de uma ampla
distribuicao geografica, este grupo apresenta uma baixa capacidade migratéria, o
que favorece a manutencdo de rearranjos cromossdmicos em pequenas
populacdes e, conseqiientemente, um aumento na variabilidade cariotipica
interpopulacional.

Bertollo et al. (2000) identificaram sete cariomorfos principais (A-G) para
esta espécie, diferenciados pelos numeros diploides, morfologia dos
cromossomos e sistemas diferenciados de cromossomos sexuais.

O cariomorfo A é caracterizado pela presenca de 2n = 42 cromossomos meta-
submetacéntricos em ambos 0s sexos, sem um aparente sistema de cromossomos
sexuais. Apresenta uma ampla distribuicao geografica, desde a regiao norte a sul

do Brasil, Uruguai e norte da Argentina.
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O cariomorfo B também possui 2n = 42 cromossomos, tanto em machos como
em fémeas, sendo a estrutura cariotipica geral semelhante a do cariomorfo A.
Entretanto, pode ser diferenciado por um sistema de cromossomos sexuais do
tipo XX/XY, onde as fémeas apresentam dois cromossomos X subtelocéntricos e
os machos apenas um destes cromossomos, juntamente com um pequeno
cromossomo submetacéntrico,b o menor do complemento cariotipico,
correspondendo ao cromossomo Y. Este cariomorfo tem uma distribuicdo
geografica restrita a um sistema lacustre na regiao de Vale do Rio Doce (Minas
Gerais) e no primeiro “plateau” do rio Iguagu (Parand).

O cariomorfo C apresenta 2n = 40 cromossomos meta- submetacéntricos,
aparentemente homomoérficos tanto nos machos como nas fémeas. Também
evidencia uma ampla distribuicao, ocorrendo desde a regiao norte do Brasil até o
nordeste da Argentina.

O cariomorfo D é caracterizado por 2n = 40 e 2n = 39 cromossomos nas
fémeas e nos machos, respectivamente, devido a um sistema de cromossomos
sexuais multiplos do tipo XiX1X:2X>/X1X2Y. (Bertollo et al, 1997b, 2000). Os
bandeamentos C e G possibilitaram demonstrar que o cromossomo Y, um dos
maiores do complemento cariotipico, originou-se a partir de um rearranjo
estrutural entre dois cromossomos de dois bracos. De fato, o brago longo deste
cromossomo € resultante da fusdo entre um cromossomo semelhante ao atual X:
e o0 brago curto de um cromossomo semelhante ao atual X1; conseqiientemente, o
braco curto do cromossomo Y apresenta correspondéncia com o braco longo do
cromossomo Xi (Bertollo et al.,, 1997b). Como conseqiiéncia deste processo, o

macho do cariomorfo D passou a apresentar 2n=39 cromossomos e trés
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cromossomos sexuais (X1, X2 e Y), enquanto que a fémea permaneceu com o
numero dipldide ancestral, ou seja, 2n=40 cromossomos, dos quais dois
correspondem ao cromossomo X1 e dois ao cromossomo Xz (X1X1X2X2). Andlises
meioticas convencionais e de complexos sinaptonémicos mostraram que esse
sistema deve se encontrar estabilizado na espécie, originando dois tipos de
gametas equilibrados e que o trivalente mei6tico, formado pelos cromossomos Xi,
X2 e Y, passa por um ajuste sindptico durante a gametogénese masculina (Bertollo
& Mestriner, 1998). A distribuicdo deste cariomorfo concentra-se na bacia do Alto
Parana.

O cariomorfo E possui 2n=42 cromossomos, assim como os cariomorfos A e B.
Entretanto, diferencia-se destes ultimos pelo tamanho relativamente maior do
primeiro par de cromossomos, assim como pela presenca de um par de
cromossomos acrocéntricos (par 6), o que representa uma caracteristica rara no
grupo H. malabaricus. Até o momento, este cariomorfo foi encontrado em apenas
uma localidade na regiao norte do Brasil (rio Trombetas, PA).

O cariomorfo F possui 2n=40 cromossomos nos machos e nas fémeas, sem um
sistema de cromossomos sexuais diferenciados. Diferencia-se do cariomorfo C
pela presenca de um par metacéntrico grande, o maior em tamanho em H.
malabaricus, enquanto que o segundo par cromossOmico corresponde ao
primeiro par encontrado no cariomorfo E. Apresenta uma distribuicdo
preferencial na regido leste do Brasil, estendendo-se desde Minas Gerais até o
Suriname.

O cariomorfo G possui uma estrutura cariotipica similar a apresentada pelo

cariomorfo F, diferenciando-se pela presenca de 2n=40 cromossomos nas fémeas
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e 2n=41 cromossomos nos machos, devido a um sistema de cromossomos sexuais
multiplos do tipo XX/XY1Y2. Sua distribuicdo geografica mostra-se restrita a
algumas localidades da regido Amazonica.

A diversidade cariotipica em H. malabaricus indica a provavel ocorréncia de
distintas espécies englobadas em uma denominacao especifica comum, o que é
reforcado pela ocorréncia de simpatria entre alguns cariomorfos, sem evidéncias
de fluxo génico entre eles (Bertollo et al, 2000). Especificamente para os
cariomorfos A e C e para os cariomorfos A e D, os resultados obtidos com
marcadores gendmicos de RAPD-PCR também foram congruentes com auséncia
de fluxo génico, promovendo evidéncias adicionais para os cariomorfos como
unidades evolutivas distintas (Dergam et al., 1998).

Considerando a morfologia cariotipica geral, Bertollo et al., (2000)
reconheceram dois grupos cromossOmicos maiores em H. malabaricus, um deles
constituido pelos cariomorfos A, B, C, D (Grupo I) e o outro pelos cariomorfos E, F,
G (Grupo II). De fato, os cariomorfos A e B apresentam uma estreita similaridade
cariotipica com os cariomorfos C e D, apesar das diferencas existentes quanto aos
numeros dipldides. Assim sendo, estas quatro formas cariotipicas aparentam
possuir uma estreita relagcdo evolutiva. O cariomorfo B (2n-42), com um sistema
de cromossomos sexuais do tipo XX/XY, provavelmente representa uma forma
derivada do cariomorfo A (2n=42). Por sua vez, o cariomorfo D (2n = 40 nas
fémeas/2n = 39 nos machos), com um sistema Xi1X1X:X>/X1X2Y, aparenta ser
derivado de um caridtipo similar ao cariomorfo C (2n = 40). Considerac¢des

similares também sdo validas quanto aos cariomorfos do Grupo II, onde é
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possivel propor uma derivacdo dos cariomorfos F e G a partir do cariomorfo E
(Bertollo et al., 2000).

Estudos citogenéticos no género Hoplerythrinus foram inicialmente realizados
por Giuliano-Caetano (1986), em uma andlise comparativa entre populagdes de H.
unitaeniatus pertencentes a diferentes bacias hidrograficas do Brasil. Neste
estudo foi constatado que diferencas cariotipicas intra- e interpopulacionais
também ocorrem nesse grupo. Na populacdao do Rio Negro (Manaus, AM), foi
verificada a presenca de quatro cariomorfos distintos, provavelmente associados
a fusdes e inversodes cromossdomicas. A somatoria desses dados, com os obtidos
em diversas outras populacdes, foram compilados mostrando uma diversidade
cromossOmica tanto numérica como estrutural, com nimeros dipldides variando
de 2n=48 a 2n=52, associados a nimeros também variadveis de cromossomos
acrocéntricos (Giuliano-Caetano et al., 2001; Diniz & Bertollo, 2003). Entretanto,
até o presente momento, nenhum heteromorfismo sexual foi detectado nesse
género. Levando-se em conta os dados citogenéticos disponiveis, H. unitaeniatus
pode também corresponder a um grupo com espécies distintas, requerendo uma
andlise taxondmica pormenorizada.

Erythrinus é o género citogeneticamente menos conhecido da familia
Erythrinidae. Dados reunidos em um unico estudo também evidenciaram a
ocorréncia de variagdes cariotipicas interpopulacionais em E. erythrinus, onde
quatro cariomorfos (A-D) puderam ser claramente identificados (Bertollo et al.,
2004). O cariomorfo A, representado pelas popula¢des de Birigui (SP), Penapolis
(SP) e Resisténcia (AR), caracteriza-se por 2n=54 cromossomos, sendo 6M + 2ST

+ 46A. Os cariomorfos B, C e D se diferenciam do cariomorfo A pela presenca de
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um sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo XiXiX:X2/X1X2Y. O
cariomorfo B, representado pela populacdo de Guaira (PR), apresenta 2n=54
cromossomos nas fémeas (6M + 2ST + 46A) e 2n=53 cromossomos nos machos
(7M + 2ST + 44A). Os cariomorfos C e D apresentam 2n=52/51 cromossomos nas
fémeas e machos, respectivamente, diferindo quanto ao nimero de cromossomos
metacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos. Assim, o cariomorfo C,
representado pela populacdo de Manaus (AM), apresenta uma estrutura
cariotipica formada por 6M + 2SM + 6ST + 38A nas fémeas e 7M + 2SM + 6ST +
36A nos machos. Por sua vez, o cariomorfo D, representado pela populacao de
Natal (RN), apresenta o cariétipo composto por 4M + 2SM + 2ST + 44A nas
fémeas e 5M + 2SM + 2ST + 42A nos machos. A grande variabilidade
cromossOmica encontrada em E. erythrinus, com rearranjos cromossomicos ja
fixados entre diferentes populagdes isoladas, além da ocorréncia/auséncia de
cromossomos sexuais diferenciados entre as populagdes, é também indicativa da

ocorréncia de um grupo de espécies distintas nessa espécie nominal.

1.3 DNAs Repetitivos: Uma Importante Ferramenta Para Estudos de

Evolucao Cromossomica.

Uma caracteristica interessante do genoma de eucariotos é a presenca de
grande quantidade de seqiiéncias de DNA repetitivo, as quais incluem os DNAs
satélites, arranjados em tandem, seqliéncias de minissatélites e microssatélites,
além de elementos repetitivos dispersos como os transposons e retrotransposons

(Charlesworth et al., 1994). Estudos dessas fracdes repetitivas do genoma podem
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contribuir para o conhecimento da organizacdo do DNA no nucleo celular, além
de serem 6timos marcadores cromossémicos em estudos evolutivos, identificacao
de um tipo particular de cromossomo, de rearranjos cromossdomicos e de
Cromossomos sexuais.

Embora DNAs repetitivos tenham sido muito estudados em invertebrados e
mamiferos, em peixes as informac¢des disponiveis sdo ainda restritas,
considerando o grande numero de espécies existentes. Entretanto, o advento da
hibridiza¢do “in situ” fluorescente (FISH), permitindo que seqiiéncias especificas
de DNA possam ser localizadas em cromossomos metafasicos ou em nucleos
interfasicos, tem propiciado o mapeamento fisico de algumas dessas seqiiéncias
também entre os peixes, trazendo importantes informagdes para a caracterizacao
da diversidade e evolucdo da nossa ictiofauna.

As seqliéncias de DNAs satélites podem variar de 1.000 até 10.000 cépias de
unidades repetidas, cada uma delas comumente apresentando 100-300 pares de
bases. Estas seqliéncias estdo organizadas em grandes clusters localizados
majoritariamente nas regides centroméricas e teloméricas dos cromossomos,
sendo o principal componente das heterocromatinas. Os centromeros, que
representam a contricdo primaria de cada cromossomo metafasico dos
eucariotos, sdo fundamentais para a segregacdo correta dos cromossomos
durante a divisdo celular. Por sua vez, os telomeros desempenham um papel
critico na manutencdo da estabilidade cromossémica, além de estarem
envolvidos no processo de replicacdo do cromossomo. Assim, as seqiiéncias de
DNAs repetitivos localizadas nessas estruturas podem desempenhar um papel

importante no genoma dos eucariotos. De fato, a organizagdo molecular,

10
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localizacdo cromossOmica e possiveis funcdes dos DNAs satélites vém sendo
estudadas em diversos grupos de animais (Singer, 1982; Clabby et al., 1996;
Badaeva et al, 2007), indicando que tais seqiiéncias desempenham um
importante papel tanto em nivel nuclear como cromossémico (Singer, 1982; Haaf
& Schmid, 1991; Grewal & Jia, 2007).

Familias de DNA satélites podem corresponder de 0-66% do genoma de
certas espécies de mamiferos e sua composicio e numero pode variar
grandemente entre as espécies (Beridze, 1986; Jurka et al., 2005). Diferentes
espécies geralmente apresentam familias de DNAs satélites divergentes, como
resultado de mecanismos de evolucao em concerto (Arnheim, 1983; Topp & Dave,
2006).

A distribuicdo cromossémica da heterocromatina tem sido extensivamente
estudada em peixes por métodos citolégicos, como o bandeamento C. Entretanto,
dados moleculares sobre os DNAs satélites, presentes na heterocromatina, sao
restritos a poucas espécies. A primeira descricdo de uma familia de DNA satélites
em peixes data do final dos anos 80 (Datta et al., 1988; Moyer et al., 1988). A
partir dai, alguns estudos vém se sucedendo, com importantes contribui¢des
sobre a origem e evolucao dessas seqiiéncias repetitivas no genoma dos peixes.
Wright (1989) identificou e caracterizou um fragmento Haelll, de 237 pares de
bases, no genoma da tilapia Oreochromis mossambicus, que se apresentou
organizado em tandem. A analise desta seqiiéncia revelou um alto grau de
conservacdao na unidade monomeérica e apresentou uma pequena regidao de 9pb
AT rico, regularmente espacada que, segundo o autor, poderia representar o

progenitor da seqiiéncia amplificada. Em outro estudo, Crollius et al. (2000),
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descreveram a ocorréncia de duas familias de DNA satélites (uma centromérica e
outra subtelomérica) no genoma de Tetraodon nigroviridis. A familia satélite
centromérica mostrou-se organizada uniformemente em todos os centrémeros
do complemento cariotipico, enquanto que o DNA satélite subtelomérico foi
localizado no brago curto da maioria dos cromossomos da espécie, sendo que a
organiza¢do bastante uniforme destas seqiiéncias repetitivas poderia indicar um
mecanismo de evolu¢do em concerto.

Mestriner et al. (2000) identificaram um DNA satélite 59% rico em AT no
genoma de A. scabripinnis, com unidades monoméricas de 51pb, denominado
As51. Analises por FISH mostraram que este DNA esta localizado principalmente
nas heterocromatinas distais, em alguns sitios de RONs e no cromossomo B da
populacdo analisada. Os resultados obtidos evidenciaram que o
macrocromossomo B dessa espécie é um isocromossomo, de origem
intraespecifica, que passou por amplificacdes do DNA satélite As51 em ambos os
bracos cromossémicos. Em Prochilodus lineatus, a localizagdo cromossémica de
duas familias de DNAs repetitivos (SATH1 e SATH2) evidenciou que os pequenos
cromossomos B, presentes nesta espécie, mostram estreita correlacdo com a
familia SATH1, também encontrada na regido pericentromérica de varios
cromossomos do caridtipo, suportando uma origem intraespecifica dos Bs (Jesus
etal.,, 2003; Artoni et al., 2006).

Uma vez que oS cromossomos sexuais presentes nos peixes sao ricos em
sequiéncias de DNA repetitivos (Martins, 2007), a investigacdo da organizagao
cromossOmica dessas seqiiéncias pode propiciar evidéncias sobre a origem e

evolucdo desses cromossomos. A grande maioria das espécies de peixes
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analisadas nao evidenciam cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados. Entretanto, entre as espécies portadoras de cromossomos sexuais
heteromoérficos, aproximadamente 64% apresentam heterogametia feminina e
36% heterogametia masculina. Oitenta por cento destes casos correspondem a
sistemas de cromossomos sexuais simples e os 20% restantes a sistemas de
cromossomos sexuais maultiplos, (Centofante et al., 2002). Diferentemente das
aves e dos mamiferos, que apresentam cromossomos sexuais na base de sua
filogenia, os peixes evidenciam um surgimento independente de sistemas de
cromossomos sexuais ao longo do processo evolutivo, onde processos de
heterocromatinizagdo, translocagdes X-autossomo, Y-autossomo e fissOes
céntricas desempenharam um papel preponderante (Moreira-Filho et al., 1993;
Bertollo et al.,, 1997b; Bertollo & Mestriner, 1998; Almeida-Toledo et al., 2000;

Almeida-Toledo et al., 2001).

Seqliéncias repetitivas sexo-especificas ja foram isoladas e mapeadas nos
cromossomos de diversas espécies de peixes, a exemplo de Leporinus elongatus
(Nakayama et al., 1994; Parise-Maltempi et al, 2007), Chiondraco hamatus
(Capriglione et al., 1994), Poecilia reticulata (Nanda et al., 1990), Oncorhynchus
tschawytscha (Devlin et al., 1991; Stein et al., 2001), Salvelinus namaycush (Stein
et al,, 2002), Oreochromis niloticus (Harvey et al., 2002; Ezaz et al., 2004), Parodon
hilarii (Vicente et al, 2003), entre outros. Nos Poecilidae, embora os
cromossomos sexuais nao sejam diferenciados por coloragdo convencional, eles
podem ser facilmente caracterizados por um grande bloco heterocromatico na
regidao telomérica dos cromossomos Y e W de algumas espécies, rico em DNA

repetitivo, o qual se mostra reduzido nos cromossomos X e Z, respectivamente,
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sugerindo que o surgimento e o desenvolvimento dessas seqiiéncias tenham sido
os primeiros passos na diferenciacao citolégica desses cromossomos (Nanda et
al,, 1990). Em L. elongatus duas familias de DNAs satélites sexo-especificas foram
isoladas do genoma, cujas seqiiéncias nao mostraram clara homologia com
nenhuma outra seqiiéncia conhecida (Nakayama et al, 1994). Uma dessas
familias foi localizada, por FISH, em ambos cromossomos (Z e W), enquanto que a
outra parece especifica do cromossomo W. Por outro lado, algumas seqiiéncias
repetitivas sdo compartilhadas tanto pelos cromossomos sexuais como pelos
autossomos. Assim, Vicente et al. (2003), isolaram e identificaram uma familia de
DNA satélite, denominado pPh2004, utilizando o método de restricdo enzimatica
do DNA gendmico de Parodon hilarii. Este DNA foi identificado como uma
seqiiéncia monomérica de 200pb e 60% rico em pares de bases AT. A
hibridizacdo in situ fluorescente evidenciou 14 sitios deste DNA satélite em
autossomos, além de um sitio na regiao terminal do braco longo do cromossomo
Z e um sitio na regido terminal do braco curto do cromossomo W. Este padrao de
distribuicao, juntamente com dados de bandamentos C e G, permitiu inferir sobre
a origem e diferenciacao do cromossomo W a partir de um cromossomo ancestral
similar ao cromossomo Z dessa espécie e também da espécie P. moreirai.

Em Hoplias malabaricus, uma familia de DNA repetitivo em tandem, como
similaridade a repeticoes de DNAr 5S, foi isolada a partir do DNA genomico e
denominada 5SHindIII-DNA. A clonagem e o seqlenciamento desta familia
identificou fragmentos de DNA de 350-360 pares de bases, com a presenca de
insercoes, delegOes e substituicao de bases entre os clones (Martins et al., 2006).

A principal diferenca entre as unidades de repeticio do DNAr 5S e da familia
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5SHindIII-DNA esta na presenca da seqiiéncia expandida de um microsatélite
TAAA no ITS (espacador ndo-transcrito) e duas pequenas delecdes internas na
regido transcricional do RNAr 5S desta familia de DNA repetitivo. A transferéncia
de unidades repetitivas do “DNAr 5S verdadeiro” para a posicao centromérica
pode ter modificado o status de pressao seletiva sobre esses genes, possibilitando
sua multiplicacdo e dispersdao ao longo dos centromeros de varios pares
cromossOmicos, como tem sido demonstrado para outras seqiiéncias satélites
centroméricas. A primeira copia de 5SHindIlI-DNA pode ter se associado com
outra seqiiéncia repetitiva, localizada na heterocromatina centromérica,
facilitando a sua dispersao para os outros cromossomos, devido a mecanismos de
evolucdo em concerto (Martins et al., 2006). Por sua vez, é igualmente provavel
que esta familia de DNA tenha sido favorecida durante o processo evolutivo,
devido a um possivel papel no que se refere a estrutura ou a funcao dos
centromeros.

Uma analise comparativa entre os cariomorfos de H. malabaricus, H. lacerdae,
H. unitaeniatus e E. erythrinus mostrou que esta familia de DNA satélite é
exclusiva de H. malabaricus, nao sendo evidenciada em nenhum dos
cromossomos das demais espécies de Erythrinidae, mesmo na espécie
congenérica, H. lacerdae (Ferreira et al. 2007). Entretanto, diferengas quanto ao
nimero e a posicdo de sitios de 5SHindIlI-DNA foram detectadas entre os
cariomorfos A, D e F de H. malabaricus, evidenciando que esse DNA satélite deve
ter surgido durante a divergéncia de H. malabaricus dos demais grupos de
Erythrinidae e antes da diversificagao dos cariomorfos de H. malabaricus e, desde

entdo, acompanhado a diferenciacdo destas formas cariotipicas. Dessa forma, o
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satélite 5SHindIII-DNA mostra-se extremamente promissor como marcador
citogenético nos estudos cromossomicos do complexo H. malabaricus.

Nos eucariotos superiores, os genes do RNA ribossémico (RNAr) encontram-
se organizados como duas familias multigénicas distintas, representadas pelo
DNAr 45S e DNAr 5S, as quais sdo compostas por unidades repetitivas, com
centenas a milhares de cépias. O DNA ribossémico 45S compreende os genes que
transcrevem os RNAs ribossomais 18S, 5,85 e 28S, os quais se encontram
separados por espacadores internos transcritos (ITS1 E ITS2) e flanqueados
pelos espacadores externos transcritos (ETS1 e ETS2) e ndo transcritos (NTS)
(Long & David, 1980). Multiplas cépias destas unidades correspondem as Regides
Organizadoras de Nucléolos (RONs). Entre os peixes, estas regides tém mostrado
uma grande variabilidade, ndo somente em relagdo ao nUmero, posicio e
tamanho dos cistrons ribossémicos, mas também em relacdo a atividade
diferencial dos mesmos, estando sujeitas a extensos polimorfismos (Foresti et al.,
1981; Almeida-Toledo, 1998; Galetti Jr, 1998; Vicari et al., 2006; Capistano et al.,
2008).

Pendas et. al (1994), analisaram comparativamente a regido organizadora de
nucléolos do salmdo do Atlantico pela coloragdo com o nitrato de Prata e pelo
FISH/DNAr 18S, evidenciando a correspondéncia entre as Ag-RONs e os sitios de
DNAr 18S, como também uma dispersao do DNAr na heterocromatina presente
no par cromossomico nucleolar. A correspondéncia entre as Ag-RONs e os
cistrons DNAr foi também evidenciada em outras espécies de peixes, tais como
Salvelinus malma (Alonso et al., 1999), Anguilla anguilla (Vifias et al., 2004), entre

muitos outros estudos incluindo diversas espécies Neotropicais. As seqliéncias de
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DNAr 5S também tem sido investigadas em varias espécies de peixes teledsteos,
mostrando-se um bom marcador cromossémico para o entendimento da
dindmica evolutiva das familias repetitivas multigénicas no genoma (Martins &
Wasko, 2004). Para a maioria das espécies de peixes, os genes de RNAr 5S tem
uma posicdo intersticial nos cromossomos, o que pode sugerir alguma vantagem
quanto a esta distribuicdo no genoma A maior conservagado dos sitios de DNAr 5S
na regido intersticial dos cromossomos, comparada com a maior variagdo
observada nos sitios de DNAr 45S, pode estar associada com a localizagdo mais
comum destes ultimos sitios nas regides teloméricas dos cromossomos,
facilitando a sua dispersao (Martins & Galetti, 1999). De acordo com Schweizer &
Loidl (1987), regides teloméricas sao mais propicias a transferéncia de material
genético devido as suas proximidades dentro do ntcleo interfasico.

Sabe-se que os loci de DNAr 45S e 5S podem assumir uma organizacao
sinténica no cromossomo ou podem estar localizados em pares cromossdémicos
distintos. Entretanto, a localizagdo nao-sinténica dos loci das RONs e do DNAr 5S
aparenta ser a situagdo mais comumente observada nos peixes (Lucchini et al.,
1993) e até o momento o padrao de distribuicdo mais freqliente observado entre
os vertebrados (Suzuki et al.,, 1996). Em eucariotos, os genes RNAr 45S sao
transcritos pela enzima nucleolar RNA polimerase I, enquanto os genes RNAr 55
sdo transcritos fora do nucléolo pela enzima RNA polimerase III. E sugerido que
tal divergéncia funcional requer uma localizacao fisica diferente dos clusters de
DNAr 45S e 5S. Outro fato, também relevante, é que a localizacao sinténica dos

clusters 45S e 5S poderia facilitar a ocorréncia de translocacdes entre essas
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seqiiéncias génicas, causando interferéncias nas estruturas bem como nas
funcdes desses genes (Martins & Galetti, 1999).

Seqliéncias teloméricas tém sido uma ferramenta importante na analise de
processos evolutivos. Essas seqliéncias, originalmente isoladas de bibliotecas de
DNA repetitivo humano, consistem de repeti¢cdes curtas, ricas em Guanina -
(TTAGGG)n - e amplamente distribuidas e conservadas no genoma de
vertebrados. Os complexos formados pelas seqiiéncias (TTAGGG)n com proteinas
especificas constituem estruturas altamente especializadas nas extremidades dos
cromossomos dos eucariotos — os telomeros - os quais desempenham uma série
de fungdes vitais, tais como conferir estabilidade aos cromossomos e permitir a
replicacdo completa das suas extremidades (Blackburn, 1994). Desta maneira,
seqiiéncias (TTAGGG), estao presentes nos telomeros dos cromossomos de todos
os vertebrados e o seu estudo permite fazer inferéncias a respeito dos rearranjos
cromossOmicos, envolvidos na evolucdo cariotipica de varios grupos de
organismos. O aparecimento de sitios cromossémicos intersticiais da seqliéncia
(TTAGGG)n tem sido resolutivo na andlise da evolucdo cariotipica envolvendo
fusdes teloméricas a partir de uma condi¢do ancestral. De fato, ha evidéncias de
sitios teloméricos intersticiais, remanescentes de verdadeiros telomeros,
resultantes de rearranjos cromossémicos tais como inversoes, fusdes céntricas e
em tandem ocorridas durante a evolugdo cariotipica em varias espécies. No
entanto, muitos casos de fusdoes cromossOmicas em tandem ou de fusoOes
céntricas podem nao mostrar os sitios intersticiais esperados, provavelmente
pela perda ou reducao drastica do DNA telomérico durante esses rearranjos

(Schubert et al., 1992).
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Entre os peixes, a localizacdo de seqiiéncias (TTAGGG)n vem sendo também
utilizada na busca de indicios de rearranjos cromossdmicos associados aos
processos evolutivos. Embora em muitos casos a localizagdo cromossomica
dessas seqiiéncias mostre apenas a sua distribuicdo primaria nos teldmeros
(Meyne et al, 1990; Rossi & Gornung, 2005), sitios ndo teloméricos tém sido
também observados em alguns casos (Reed & Phillips, 1995; Chew et al., 2002;
Ocalewicz et al., 2004). Em algumas espécies de trutas e salmdes (Salmo trutta, S.
salar, Onchorhynchus kisutch e 0. mykiss), seqliéncias teloméricas foram
localizadas em regides correspondentes as RONs (Abuin et al., 1996), sugerindo a
dispersdo desses elementos ao longo da regido organizadora de nucléolo. A
presenca de sitios teloméricos intersticiais em um par cromossomico de S. salar,
bem como da tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus (Chew et al., 2002), foi
considerada indicativa de eventos de fusdo cromossdmica ocorridos durante a
evolucdo cariotipica dessas espécies.

A investigacdo de DNAs repetitivos em peixes Neotropicais, embora
relativamente recente, é uma ferramenta promissora para a andlise da
organizacdao e evolucdo gendmica desse grupo. Assim, o emprego de DNAs
repetitivos, associado a outros procedimentos de analise cromossOmica, vém
fornecendo importantes contribuigdes para o conhecimento do componente
heterocromatico do genoma bem como da evoluc¢ao cariotipica geral de diversas
espécies de peixes, mostrando-se particularmente eficaz no que se refere a
origem, diferenciacao e organizacdo de algumas classes de cromossomos, entre as

quais se destacam 0s cromossomos sexuais e 0s cromossomos B.
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2- Justificativa e Objetivos

Considerando os dados até agora disponiveis, Hoplias malabaricus
provavelmente representa um grupo de espécies distintas, hoje englobadas em
uma mesma denomina¢do especifica. Sete cariomorfos (A-G) ja foram
identificados, com base na macroestrutura do caridtipo, ou seja, o nimero e a
morfologia dos cromossomos e a presenga ou auséncia de cromossomos sexuais
heteromoérficos.

Dentre estes sete cariomorfos, quatro deles (A, B, C e D) aparentam possuir
um relacionamento cariotipico mais estreito (Grupo I), quando comparados com
os outros trés cariomorfos (E, F e G), também aparentemente mais relacionados
entre si (Grupo II).

Por sua vez, dentro do Grupo I, os cariomorfos A e B mostram-se mais
relacionados, apresentando o mesmo numero dipléide 2n=42 cromossomos, e
diferenciando-se por um sistema de cromossomos sexuais XX/XY presente no
cariomorfo B, enquanto que o cariomorfo A ndo evidencia diferencas
cromossomicas quanto aos sexos. O mesmo parece ser também valido para os
cariomorfos C e D. Enquanto que o cariomorfo C apresenta 2n=40 cromossomos
tanto em machos como em fémeas, sem cromossomos sexuais heteromorficos
distintos, o cariomorfo D apresenta 2n=40 cromossomos nas fémeas e 2n=39
cromossomos nos machos, devido a um sistema de cromossomos sexuais
X1X1X2X> / X1X2Y caracteristico.

Paralelamente, os avancos da citogenética molecular vém permitindo o uso de

diversos marcadores, os quais tém se mostrado extremamente Uteis e resolutivos
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para a andlise da diferenciacao e evolucdo cromossomica, dentre os quais aqueles
gerados pela andlise de DNAs repetitivos.

Assim sendo, a proposta basica do presente estudo foi uma andlise
comparativa mais pormenorizada dos cariomorfos A, B, C e D de Hoplias

malabaricus (Grupo I), buscando:

a) evidéncias adicionais reforcando as relagdes cromossOmicas entre essas
quatro formas cariotipicas, suportando sua alocagdo em um mesmo grupo
evolutivo maior (Grupo I), bem como a maior proximidade entre os cariomorfos
A e B e os cariomorfos C e D;

b) uma caracterizacao mais especifica do processo de diferenciagdo do sistema de
cromossomos sexuais XX/XY, presente no cariomorfo B, bem como do sistema

X1X1X2X2/X1X2Y, presente no cariomorfo D.

Para tanto, além das andlises cariotipicas por coloracio Giemsa
convencional, bandamento C, Ag-RONs e emprego de fluorocromos base
especificos, foi também utilizado o mapeamento citogenético de diferentes
marcadores pela hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), a partir de distintas

classes de DNAs repetitivos.
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3- Material e Métodos

3.1 Amostragens do material biologico

Foram analisados espécimes de Hoplias malabaricus (Figura 1), pertencentes

aos cariomorfos A, B, C e D (Tabela 1), oriundos de diferentes bacias

hidrograficas. As coordenadas relativas aos respectivos locais de coleta estao

indicadas na legenda da Figura 2. Os espécimes foram depositados na Coleg¢do

Ictiolégica do Departamento de Morfologia (UNESP, Campus de Botucatu, SP), sob

numeros de registro LBP9014, LBP9015 e LBP9016.

3.2 Preparacao de cromossomos mitoticos

Foi adotada a metodologia descrita por Bertollo et al. (1978) para
preparacdes cromossOmicas in vivo. Foi injetada uma solug¢do aquosa de
colchicina 0,025%, na regidao abdominal do peixe, na propor¢ao de 1ml/100g de
peso. Posteriormente, o exemplar foi mantido em aquario com aeracao, durante
50-60 minutos. Apds esse tempo, o animal foi sacrificado e foram retirados
fragmentos do rim anterior. Este material foi lavado em solucao hipotdnica (KCl
0,075M) e transferido para pequenas cubas de vidro contendo cerca de 10 ml
desta mesma solucdo, sendo entdo bem fragmentado, com o auxilio de pingas de
disseccdo. A fragmentacdo do material foi completada com uma seringa
hipodérmica desprovida de agulha, absorvendo e eliminando varias vezes os
fragmentos de tecido renal, facilitando assim a separacdo das células e a obtencao

de uma suspensao celular homogénea. A suspensao obtida foi incubada em estufa
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a 36 - 379C, durante vinte minutos. O material foi entdo agitado cuidadosamente,
com auxilio de uma pipeta Pasteur, e transferido para um tubo de centrifuga,
adicionando-se algumas gotas (5-6) de fixador, recém preparado (metanol +
acido acético glacial 3:1). Esta mistura foi novamente revolvida varias vezes e
centrifugada por 10 minutos a 500 - 800 rpm, descartando o sobrenadante com
pipeta Pasteur. Adicionou-se ao sedimento celular 5-7ml de fixador, deixando-o
escorrer pelas paredes do tubo. O material foi revolvido novamente com auxilio
da pipeta Pasteur, sendo este procedimento repetido por mais duas vezes. Apds a
ultima centrifugacao e eliminacao do sobrenadante, foi adicionado 1 ml de fixador
ao sedimento celular, misturando-os bem. Este material foi entdo guardado a -

200°C, acondicionado em pequenos frascos.

3.3 Preparacao das laminas com cromossomos mitoticos

Trés a quatro gotas das suspensoes celulares obtidas foram adicionadas sobre
diferentes regidoes de uma lamina bem limpa, mantida em 4gua destilada
levemente aquecida (40-50°C), ou sobre uma lamina seca aquecida ao redor de
409°C, em chapa aquecedora. O excesso de material foi eliminado, inclinando um
pouco a lamina sobre um papel de filtro. As preparagdes foram secas diretamente
ao ar e coradas com Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH 6,8), durante 6 a 8
minutos. O excesso de corante foi retirado pela lavagem da lamina com agua

destilada e o material secado ao ar.
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3.4 Preparac¢ao de cromossomos meiodticos

Cromossomos meiodticos foram obtidos de acordo com Kligerman & Bloom
(1977), como descrito em Bertollo & Mestriner (1998). Os testiculos foram
seccionados em pequenos fragmentos e submetidos a um tratamento hipotdnico
(KC1 0,075M), por 20-30 minutos, seguindo-se a fixacdo do material em metanol +
acido acético glacial (3:1), durante 30 minutos. Repetiu-se o procedimento de
fixacdo pelo menos mais uma vez. Os fragmentos de testiculo foram entao
tratados com algumas gotas de solug¢do de acido acético glacial 50% e
fragmentados com pingas de disseccdo até a obtencdo de uma suspensao celular
homogénea. Gotas desta suspensao foram transferidas para uma lamina de vidro
pré-aquecida (30°C), com o auxilio de uma pipeta Pasteur de ponta bem fina. O
material foi pingado e imediatamente sugado pela pipeta, formando um anel
celular com aproximadamente 1 cm em didmetro na lamina. As preparagdes
foram coradas com Giemsa 5% em tampao fosfato, pH 6,8, durante 5-6 minutos,

lavadas com agua corrente e secadas ao ar.

3.5 Bandamentos cromossomicos
3.5.1 Deteccao das regioes organizadoras de nucléolos pelo nitrato de Prata
(Ag-RONs)

(Howell & Black, 1980)

As Ag-RONs foram evidenciadas tratando-se as preparacdes cromossomicas
com 1 gota de solucdo aquosa de gelatina a 2%, contendo acido férmico a 1%, e 2
gotas de nitrato de Prata a 50%. O material foi entdo incubado em estufa a 60°C,

durante um periodo de 3-5 minutos, lavado e agua corrente e corado com Giemsa
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a 1% em tampao fosfato (pH 6,8), durante 1 minuto, novamente lavado em agua
corrente e secado ao ar.
3.5.2 Analise da heterocromatina C-positiva (bandamento C)
(Sumner, 1972, com pequenas modificacdes)

As preparagdes cromossOmicas foram tratadas com uma solucao de HCl 0,2N,
a temperatura ambiente, por 13 minutos, lavadas em agua destilada e secadas ao
ar. Seguiram-se a incuba¢do do material em uma solucao de hidréxido de Bario a
5%, a 42°C, por um periodo de 70 segundos e uma lavagem rapida em solugdo de
HCI 0,2N e agua destilada e secagem ao ar. A seguir, as preparacdes foram
tratadas com uma solugdo 2xSSC, a 60°C, por 45 minutos, lavadas em agua
destilada e coradas com solucdo Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH 6,8),

durante 10-20 minutos, e secadas ao ar.

3.6 Coloracao por fluorocromos base-especificos
3.6.1 DAPI (AT-especifico) e Cromomicina Az (GC-especifico).
(Sola, 1982, com algumas modificagdes)

As preparagoes foram inicialmente tratadas com uma solugdo de Distamicina
A (0,3 mg/ml) durante 15 minutos, em temperatura ambiente, lavadas em
tampdo Mcllvaine e secadas ao ar. A seguir, o material foi tratado com uma
solucdo de Cromomicina Az (0,5 mg/ml) durante 60 minutos (no escuro), lavado
em tampdo Mcllvaine e secado ao ar. Foi aplicada sobre a lamina 40 ul de uma
solucdo de DAPI (1,2 ug/ml) + Antifading (Vectashield), o material foi coberto

com uma laminula de vidro e estocado (no escuro) por aproximadamente 30 dias,
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para a estabilizacdo da fluorescéncia. A analise foi realizada em microscopia de

epifluorescéncia, com filtro de 450-490 nm.

3.7 Hibridizacao fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNAr
5S, DNAr 18S, 5SHindIII-DNA, Cit-1 DNA, (TTAGGG)n € (GATA) .

(Pinkel et al., 1986, com algumas modificagdes)

3.7.1 Preparacdo das Sondas
Sondas de DNAr 5S e 5SHindIII-DNA

A sonda de DNAr 5S utilizada é constituida pelo segmento transcricional do
gene RNAr 5S, com 120 pares de bases (pb), e pelo espacador nao-transcrito
(NTS), com 200 pares de bases. A seqliéncia de DNA satélite 5SHindIII-DNA com
360 pb, é composta de um segmento com 95 pb, com similaridade ao gene de
RNAr 5S e um segmento com 265 pb, similar ao NTS da primeira sonda. Ambas
as sondas foram previamente clonadas em vetores plasmidiais e propagadas em

Escherichia coli DH5a (Martins et al., 2006).

Sonda de DNAr 18S

Para a obtencao da sonda de DNAr 18S, o DNA gendmico de H. malabaricus foi
extraido a partir do figado, de acordo com o método de fenol-cloroférmio
(Sambrook et al, 2001). A seqiiéncia de DNAr 18S foi obtida a partir da
amplificacio por PCR com a utilizagigo dos primers R (5'-
CCGAGGACCTCACTAAACCA-3") e F (5-CCGCTTTGGTGACTCTTGAT-3"),

desenhados a partir da seqiiéncia de DNAr 18S de Ictalurus punctatus para
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amplificar um segmento de aproximadamente 1.400 pb da regido que transcreve
o RNAr 18S. Para a amplificagdo foram utilizados 50ng de DNA genémico, 150
pmol de cada primer, 1,25 mM de cada dNTP, tampao de reagdo contendo 1,5 mM
MgCl; e 1U de Taq DNA polimerase. As reacdes de amplificagdo seguiram a
seguinte programacao: 5 minutos a 94°C (desnaturagao); 35 ciclos de 1 minuto a
95°C e 1 minuto e 30 segundos a 60°C e 7 minutos a 72°C (extensdo). Um
fragmento amplificado, de tamanho aproximado de 1.400 pares de bases, foi
obtido a partir da corrida do produto de PCR em um gel de agarose a 1%

(Anexos: Figura 1).

Purificacdo de produtos de PCR (kit GFX PCR DNA and Purification -
Amersham Biosciences)

As colunas de filtracao foram acopladas a um tubo Eppendorf, adicionando-se
500 pl de tampao de captura e 20 ul do produto de PCR do gene RNAr 18S. A
mistura foi pipetada de 4 a 6 vezes e, logo apés, centrifugada a 14.000 rpm, por
30 segundos. A solucdo que passou pelas colunas foi descartada e foram
adicionados mais 500 pl de tampdo de lavagem a coluna, o qual foi novamente
centrifugado a 14.000 rpm, por 30 segundos e descartado. A seguir, as colunas
foram transferidas para tubos de 1,5 ml e nelas foram adicionados 20 pul de agua
estéril a 372 C. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1
minuto e centrifugadas a 14.000 rpm, por mais 1 minuto para recuperag¢ao do

DNA.
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Ligacao de fragmentos de DNA a vetores de clonagem

Os fragmentos de DNAr 18S, gerados por PCR e purificados, foram ligados ao
vetor de clonagem pGEM-T (Promega). A reacdo, utilizando este vetor, foi
realizada acrescentando-se a um tubo 3ul do fragmento de DNA de interesse
(produto de PCR purificado), 5ul de tampao de ligacdo 2x, 1ul da enzima T4 ligase
(3U), 1l do vetor (50ng/pl) e 3ul de agua estéril, totalizando um volume de 10pl.

A mistura foi agitada cuidadosamente e incubada, por cerca de 12 horas, a 42C.

Transformacdo de bactérias competentes e identificacio de colonias
recombinantes

Em um tubo estéril, foram colocados 50ul de bactérias competentes
(Escherichia coli DH5a) e 10pul da reacdo de ligacao, os quais foram misturados
cuidadosamente. Os tubos foram mantidos no gelo por 30 minutos, submetidos a
um choque térmico a 37°C, por 40 segundos e transferidos novamente para o
gelo, onde permanecem por mais 2 minutos. Em seguida foram adicionados a
cada tubo 950ul de meio liquido LB (peptona 1% /NaCl 0,17M/extrato de
levedura 0,5%, pH 7,5), a temperatura ambiente. Apds serem cuidadosamente
misturados, os tubos foram incubados a 37°C, por cerca de 1 hora, sob agitacao
(250 rpm) e depois centrifugados, por 20 segundos, a 10.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o produto da transformacdo espalhado em placas
de Petri estéreis, contendo meio so6lido LB (peptona 1% /NaCl 0,17M/extrato de
levedura 0,5%/agar 1,5%, pH 7,5), ampicilina (50mg/ml/ml de meio LB) e 50pl

de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-f-D-galatoside, 50mg/ml). As placas foram

39



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

incubadas por 16h em estufa a 372C. No dia seguinte, as colonias de coloragdo
branca, potencialmente portadoras do inserto de interesse nos plasmidios, foram

selecionadas e esta presenga confirmada por PCR.

PCR para a confirmacdo da presenca de insertos

As coldnias brancas foram replicadas em meio LB sélido e submetidas
diretamente a reacdo de amplificagdo por PCR. O conjunto de primers utilizados
foi o M13F e M13R, que possuem similaridade as regides que flanqueiam o local
de inser¢cdo do fragmento no plasmidio. A reacdo foi realizada com tampao de
PCR 10x, 10mM de dNTPs, 50mM de MgCl;, 10uM de cada primer e 1 unidade de
Platinium DNA Taq polimerase (Invitrogen), totalizando um volume final de 25pl.
O programa utilizado no termociclador consistiu em um passo a 952C por 3
minutos, seguido por 34 ciclos a 95°C por 30 segundos, a 50°C por 1 minuto e a
72°C por 2 minutos. Seguiu-se uma extensao final a 72°C por 5 minutos. O sucesso
da clonagem foi verificado através da checagem do produto resultante da PCR, em
gel de agarose 1%. Os géis foram corados com brometo de etidio e visualizados

em um transluminador de luz ultravioleta.

Mini-preparacdoes para a purificacio de plasmidios recombinantes (Kit
wizard Plus Minipreps DNA purification System - PROMEGA)

As bactérias, contendo os plasmidios recombinantes, cresceram por 16h em
3ml de meio de cultura liquido LB (peptona 1% / NaCl 0,17M , extrato de
levedura 0,5%, pH 7,5), acrescido de ampicilina (50mg/ml de meio LB). No dia

seguinte as bactérias foram transferidas para tubos de 1,5 ml e centrifugadas por
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2 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet revolvido em
200ul de solucao tampao. Logo apo6s, foram adicionados 200l da solugao de lise
celular e os tubos foram invertidos lentamente por 4 vezes. Foram adicionados
200ul de solugdo de neutralizagdo, invertendo-se novamente os tubos por mais 4
vezes. O lisado foi centrifugado por 5 minutos, a 10.000rpm, e a porg¢ao liquida
obtida foi transferida para uma seringa acoplada a uma minicoluna, contendo 1
ml de resina de purificagdo. Vagarosamente a mistura foi filtrada a vacuo,
proporcionado pelo acoplamento do émbolo da seringa. Em seguida, foram
adicionados 2ml de solugdo de lavagem a seringa e a solucdo foi novamente
filtrada, da mesma forma. Finalmente a minicoluna foi transferida para um tubo
de 1,5 ml e centrifugada por 2 minutos, a 10.000rpm. Um novo tubo foi acoplado
a minicoluna, acrescentando-se 50ul de 4gua deionizada para eluir o DNA. Apés 1
minuto de incubacdo em temperatura ambiente, foi realizada mais uma
centrifugacdo por 20 segundos, a 10.000rpm, para a recuperacao do DNA. A
minicoluna foi descartada e o tubo com o DNA purificado foi armazenado em

freezer a -20°C.

Seqiienciamento e analise das seqiiéncias de DNA

Os clones obtidos foram seqiienciados em um sequienciador ABI Prism 377
DNA sequencer (Perkin-Elmer), com o kit de reacdo ABI Prism BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready (Perkin-Elmer). As sequéncias nucleotidicas
foram submetidas ao software Blastn (Altschul et al., 1990) para analise de
similaridade em relacdo as sequencias depositadas nos bancos de dados do

National = Center for  Biotechnology Information (NCBI)  website
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Essa seqiiéncia foi depositada com o

numero de acesso F]577367 (Anexos: Figura 2).

Isolamento da fracdo Cot-1 DNA

O DNA gendmico de H. malabaricus (cariomorfo B) foi extraido, utilizando o
procedimento de fenol-cloroférmio descrito por Sambrook & Russel (2001). Uma
biblioteca enriquecida com seqiiéncias repetitivas foi construida, com base na
cinética de renaturacao de Cot-1DNA (DNA enriquecido com seqiliéncias alta e
moderadamente repetitivas de DNA) (Zwick et al.,, 1997; Ferreira & Martins,
2008). Amostras de DNA (200ul de 100-500ng pl-! de DNA gendémico em 0.3M
NaCl) foram autoclavadas por 10 minutos, a 1,4 atmosferas de pressao e 120°C e
o DNA fragmentado foi separado por eletroforese, em um gel a 1%. Os fragmentos
de DNA variaram em tamanho de 100 a 1000 pares de bases. Amostras de 50ul do
DNA fragmentados foram desnaturadas a 95°C, durante 10 minutos, colocadas em
gelo por 10 segundos e transferidas para um banho de agua a 65°C, para
reanelamento do DNA. Apds 1 minuto, as amostras foram incubadas a 37°C, por 8
minutos, com 1U da enzima S1 nuclease, permitindo a digestao das fitas simples
de DNA. As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e o

DNA foi extraido com fenol-cloroférmio (Anexos: Figura 3).

Sondas de DNA telomérico (TTAGGG). e seqiiéncias (GATA)x
A sonda de DNA telomérico (TTAGGG). foi gerada por PCR, utilizando os
primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s. A sonda GATA foi uma repeticdo (GATA),,

também gerada por PCR utilizando os primers (GATA)7; e (TATC);. Ambas as
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reacoes de PCR se deram na auséncia de um DNA molde (ljdo et al, 1991) e
produziram uma populacdo heterogénea de moléculas repetitivas de varios
tamanhos (Variando de 100 a 2000 pb), quando submetidas a um gel de agarose

1% (Anexos: Figura 4).

3.7.2 Marcacdo das Sondas

As diferentes sondas utilizadas foram marcadas com biotina-14-dUTP,
utilizando o kit Biotin-Nick Translation Mix (Roche) ou com DIG-11-dUTP,
utilizando o kit DIG-Nick Translation Mix (Roche), conforme as instrucdes do

manual do fabricante.

3.7.3 Preparacao das laminas, hibridizacao e detec¢ao do sinal

As preparagdes cromossémicas foram inicialmente desidratadas em uma
série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em cada banho e, a seguir,
incubadas com RNAse (40 pg/ml), por 1 hora a 37°C, em camara umida. Apds a
desnaturacdo do DNA cromossdémico em formamida 70%/ 2xSSC, o material foi
novamente desidratado em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em
cada banho . As misturas de hibridizacdo, contendo 100ng da sonda desnaturada,
10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2xSSC e 50% de formamida, em um volume
final de 30pl, foram aquecidas a 100°C, por 10 minutos, e entdo aplicadas sobre as
laminas e a hibridizacdo realizada por um periodo de 16-18h a 37°C, em camara
umida. No caso de experimentos de dupla-FISH, sondas biotiniladas e marcadas
com digoxigenina foram adicionadas concomitantemente no mix de hibridizacao,

em uma proporc¢do de 1:1. As lavagens pos-hibridizacdo foram realizadas em
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formamida 50%, durante 15 minutos, seguida de uma segunda lavagem em
2xSSC, por 15 minutos e uma ultima lavagem em 4xSSC, também por 15 minutos,
a temperatura ambiente. A deteccdo das sondas foi realizada com avidina-FITC
0,07% conjugados (Sigma) em tampdo C (0.1 M NaHCO3 , 0,15 M Nacl), por 1h,
para sondas previamente marcadas com biotina ou com anti-digoxigenina-
rhodamina (Roche) em tampao C (0.1 M NaHCO3, 0,15 M NaCl) também por 1h,
para sondas previamente marcadas com digoxigenina. Em experimentos de
dupla-FISH as detecc¢des foram realizadas concomitantemente. Os cromossomos
foram contra-corados com iodeto de propidio (50 ug/mL) ou com DAPI (1,2

ug/ml) e foram montados em solugdo antifading (Vector Laboratories).

3.8 Localizacao seqiiencial das RONs em material previamente submetido a

FISH

Laminas com cromossomos previamente submetidos ao tratamento por FISH
foram desmontadas, lavadas com jatos de agua para retirada do meio de
montagem e desidratadas em uma série alcodlica a 75%, 85% e 100%, durante 5
minutos em cada banho. Apds secar ao ar, as laminas foram submetidas ao
tratamento para localizagao das RONs, como descrito por Howell e Black (1980),
com algumas modificagdes. Foram colocadas sobre as laminas duas gotas de
gelatina (2%), duas gotas de agua destilada e quatro gotas de nitrato de Prata, a
uma concentragao de 50%. A gelatina foi misturada com a agua e a prata e o
material coberto com uma laminula. As laminas foram entdo incubadas em estufa

a 60°C, por 3 a 5 minutos, lavadas com agua destilada e secadas ao ar.
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3.9 Analises cariotipicas

As preparagdes cromossdmicas convencionais foram analisadas em
microscépio de campo claro, estabelecendo-se o numero dipléide modal de
cromossomos para cada cariomorfo. Cerca de 30 células foram analisadas para
cada metodologia proposta. As imagens das melhores metafases foram
capturadas com a utilizacdo do software CoolSNAP-pro , Image Pro Plus 4.1
(Media Cybernetic). As preparagdoes com fluorocromos e hibridizacao
fluorescente in situ foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia
Olympus Bx50, com os filtros apropriados, sendo as imagens capturadas também
com a utilizacdo do mesmo software. Os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) ou subtelocéntricos (st), com base na

relacdo de bragos proposta por Levan et al. (1964).

3.10 Referéncias Bibliograficas

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ: Basic local alignment search
tool. ] Mol Biol 215:403-410 (1990).

Bertollo LAC, Takahashi CS, Moreira-Filho O: Cytotaxonomic considerations on
Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae). Brazil ] Genet 1:103-120 (1978).

Howell WM, Black DA: Controlled silver staining of nucleolus organizer regions
with a protective colloidal developer: A 1-step method. Experientia 36:1014-

1015 (1980).

45



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

[jdo JW, Wells RA, Baldini A, Reeders ST: Improved telomere detection using a
telomere repeat probe (TTAGGG)n generated by PCR. Nucleic Acids Res
19:4780 (1991).

Levan A, Fredga K, Sandberg AA: Nomenclature for centromeric position on
chromosomes. Hereditas 52:201-220 (1964).

Martins C, Galetti Jr PM: Chromosomal localization of 5S rDNA genes in Leporinus
fish (Anostomidae, Characiformes). Chromosome Res 7:363-367 (1999).

Martins C, Ferreira IA, Oliveira C, Foresti F, Galetti Jr PM: A tandemly repetitive
centromeric DNA sequence of the fish Hoplias malabaricus (Characiformes:
Erythrinidae) is derived from 5S rDNA. Genetica 127:133-141 (2006).

Pendds AM, Moéran P, Freije JP, Garcia-Vasquez E: Chromosomal location and
nucleotide sequence of two tandem repeats of the Atlantic salmon 5S rDNA.
Cytogenet Cell Genet 67:31-36 (1994).

Pinkel D, Straume T, Gray J: Cytogenetic analysis using quantitative, high
sensitivity, fluorescence hybridization. Proc Natl Acad Sci USA 83:2934-2938
(1986).

Sambrook ], Russel DW: Molecular cloning. A laboratory manual. 32 edition.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (2001)

Sola L, Rossi AR, Laselli V, Rasch EM, Monaco PJ: Cytogenetics of
bisexual /unisexual species of Poecilia 1I. Analysis of heterochromatin and
nucleolar organizer regions in Poecilia mexicana mexicana by C-banding and
DAPI, quinacrine, chromomycin A3, and silver staining. Cytogenet Cell Genet

60:229-235 (1992).

46



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Sumner AT: A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin.
Exp Cell Res 75:304-306 (1972).

Zwick MS, Hanson RE, McKnight TD, Nurul-Islam-Faridi M, Stelly DM: A rapid
procedure for the isolation of COt-1DNA from plants. Genome 40:138-142

(1997).

a7



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Tabelas

Tabela 1. Espécimes de Hoplias malabaricus por locais de coleta, com os

respectivos cariomorfos e o numero de exemplares analisados.

Localidade Cariomorfo N
Descalvado (SP) - rio do Pantano A 84 69
Sto. Antonio do Leverger (MT) - rio Cuiaba A 74 89
Parque Florestal do Rio Doce (MG) - lagoas: rio Doce AB 78 89
Poconé (MT) - lagoas: rio Bento Gomes C 118 99
Sdo Carlos (SP) - reservatério da UFSCar: ribeirao D 108 79

Monjolinho

SP = Sio Paulo, MT = Mato Grosso e MG = Minas Gerais
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Figuras

ity

Figura 1. Vista lateral de um espécime de Hoplias malabaricus pertencente ao

cariomorfo A. Barra =5 cm.
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Figura 2. Mapa do Brasil evidenciando os locais de coleta dos espécimes de
Hoplias malabaricus utilizados no presente estudo. 1 = reservatério da UFSCar,
ribeirdo Monjolinho -Sao Carlos, SP (21° 58’ 15” S - 47° 53’ 16” 0); 2 = rio do
Pantano - Descalvado, SP (22° 05" 27 S - 47°45’ 55” 0); 3 = rio Bento Gomes -
Poconé , MT (16° 40' 0” S - 57° 12' 0” 0); 4 = rio Cuiaba - Sto. Ant6nio do
Leverger, MT( 15° 52’ 18" S-56° 04’ 32” O) e 5 = Parque Florestal do Rio Doce-

lagoas: rio Doce, MG (20° 15’ 48” S - 42° 54’ 04”0).
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4- Resultados e Discussao

Os resultados e discussao estdo apresentados na forma de capitulos, os

quais correspondem a artigos cientificos ja publicados ou aceitos para publicagao.
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4.1 Capitulo 1

Mapeamento cromossomico comparativo de
seqiiéncias repetitivas. Implicacoes quanto a

evolucdao genomica do peixe Hoplias malabaricus.

Cioffi MB, Martins C, Bertollo LAC: Comparative chromosome
mapping of repetitive sequences. Implications for genomic
evolution in the fish, Hoplias malabaricus. BMC Genetics 2009,

10:34. doi: 10.1186/147-2156-10-34
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Resumo

Introducdo: Sete cariomorfos do peixe, Hoplias malabaricus (A-G) foram
previamente incluidos em dois grupos principais, Grupo I (A, B, C, D) e Grupo II
(E, F, G), com base nas similaridades de suas estruturas cariotipicas. Neste
trabalho, cariomorfos do Grupo I foram analisados por meio de distintos
marcadores cromossomicos, incluindo a impregnacdo com nitrato de Prata das
regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) e a localizagdo cromossémica de
seqiiéncias repetitivas (DNAr 18S e 5S, e o satélite 5SHindIII-DNA), através da
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), com o intuito de analisar as relagdes
evolutivas entre eles.

Resultados: Os resultados mostraram varios marcadores com localizagdo
conservada nos cromossomos dos quatro cariomorfos, além de alguns outros
conservados apenas em cromossomos correspondentes dos cariomorfos A e B ou
C e D. Estes dados reforcaram e confirmaram a proposta de agrupamento para os
cariomorfos A-D (Grupo I), e também evidenciaram uma relacdo de maior
proximidade entre os cariomorfos A e B, bem como entre C e D. Além disso, o
padrdao de mapeamento de alguns marcadores entre os autossomos e o0s
cromossomos sexuais XY (cariomorfo B) e XiX2Y (cariomorfo D) forneceram
evidéncias adicionais quanto a provavel origem dos cromossomos sexuais.
Conclusao: A investigacao in situ de seqiiéncias de DNAs repetitivos acrescentou
caracteres informativos uteis para os estudos de gendmica comparativa em nivel
cromossomico, possibilitando um melhor entendimento das relagdes evolutivas

entre os cariomorfos de H. malabaricus.
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Abstract

Background: Seven karyomorphs of the fish, Hoplias malabaricus (A-G) were
previously included in two major groups, Group I (A, B, C, D) and Group II (E, F,
G), based on their similar karyotype structure. In this paper, karyomorphs from
Group I were analyzed by means of distinct chromosomal markers, including
silver-stained nucleolar organizer regions (Ag-NORs) and chromosomal location
of repetitive sequences (18S and 5S rDNA, and satellite 5SHindIII-DNA), through
fluorescence in situ hybridization (FISH), in order to evaluate the evolutionary
relationships among them.

Results: The results showed that several chromosomal markers had conserved
location in the four karyomorphs. In addition, some other markers were only
conserved in corresponding chromosomes of karyomorphs A-B and C-D. These
data therefore reinforced and confirmed the proposed grouping of karyomorphs
A-D in Group I and highlight a closer relationship between karyomorphs A-B and
C-D. Moreover, the mapping pattern of some markers on some autosomes and on
the chromosomes of the XY and XiX:Y systems provided new evidence
concerning the possible origin of the sex chromosomes.

Conclusion: The in situ investigation of repetitive DNA sequences added new
informative characters useful in comparative genomics at chromosomal level and
provides insights into the evolutionary relationships among H. malabaricus

karyomorphs.
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Introducgao

Embora wusualmente considerada uma wunidade taxondmica Hoplias
malabaricus (Characiformes, Erythrinidae), possui uma ampla diversidade
cariotipica, com diferengas populacionais bem definidas quanto ao nudmero
diploide, morfologia dos cromossomos e sistemas de cromossomos sexuais. Tal
diversidade intra-especifica possibilitou a caracterizagdo de sete cariomorfos
principais (A-G), onde aqueles que nao possuem sistemas de cromossomos
sexuais diferenciados (A, C, E e F) mostram uma distribuicao geografica mais
ampla comparativamente a aqueles que apresentam tais sistemas (B, D e G), o
que, de certa forma, evidencia o carater derivado destes ultimos [1].
Independentemente das diferencas no nimero cromossomico dipléide, ou na
presenca/auséncia de sistemas de cromossomos sexuais diferenciados, os sete
cariomorfos foram subdivididos em dois grandes grupos (I e II), com base na
similaridade cariotipica geral [1]. Assim, o Grupo I compreendeu os cariomorfos
A-D, enquanto que o Grupo II incluiu os cariomorfos E-G (Tabela 1).

A diversidade cariotipica em H. malabaricus indica a provavel existéncia de
distintas espécies, o que é reforcado pela ocorréncia de simpatria entre alguns
cariomorfos, sem evidéncias de fluxo génico entre eles [1]. Especificamente para
os cariomorfos A e C e para os cariomorfos A e D, os resultados obtidos com
marcadores gendmicos de RAPD-PCR também foram congruentes com auséncia
de fluxo génico, fornecendo evidéncias adicionais para a caracterizacdo dos

cariomorfos como unidades evolutivas distintas [2].
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Entre os Erythrinidae, uma classe de DNA repetitivo denominada 5SHindlIlII-
DNA, que compartilha similaridades com as repeticobes de DNAr 5S, foi
previamente isolada e caracterizada [3]. Esta seqliéncia ndo foi localizada nos
cromossomos de Erythrinus, Hoplerythrinus e Hoplias lacerdae, mostrando-se
especifica de H. malabaricus. Sua presenca exclusiva nesta espécie indica que esta
classe de DNA repetitivo provavelmente se originou apés a divergéncia dos trés
géneros de Erithrynidae e das espécies de Hoplias [4]. Por sua vez, os genes
ribossomais (18S e 5S) foram também importantes marcadores em H.
malabaricus, mostrando diferencas significativas entre populacdes desta espécie
[5, 6].

A organizacdo molecular e o mapeamento citogenético de genes ribossomais
e de outras seqliéncias de DNAs repetitivos tém fornecido importantes
contribuicbes para a caracterizacdo da biodiversidade e da evolucdo da
ictiofauna [7-9]. De fato, uma fragdo substancial de qualquer genoma eucariético
consiste em seqliéncias repetitivas de DNA, incluindo satélites, minissatelites,
microsatélites e elementos transponiveis. Apesar de intensivos estudos nas
ultimas décadas, as forcas moleculares que geram, propagam e mantém os DNAs
repetitivos no genoma ainda sao discutidas [10]. Possiveis funcoes dos DNAs
satélites tém sido investigadas em diversos grupos de animais, evidenciando que
estas seqliéncias podem desempenhar um importante papel, tanto em nivel
cromossomico como nuclear [8,9, 11-16].

O presente estudo reporta uma analise comparativa entre os cariomorfos de
H. malabaricus pertencentes ao Grupo I (A, B, C e D), utilizando distintos

marcadores cromossomicos, incluindo a impregnacao com nitrato de Prata das
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regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) e a localizagdo cromossdmica de
sequiéncias repetitivas (DNAr 18S e 5S, e o satélite 5SHindIII-DNA) pelo emprego
da hibridizagao in situ fluorescente (FISH), com o intuito de analisar as relagdes

evolutivas entre eles.

Material e Métodos

Preparagdo de cromossomos mitéticos

As preparagdes cromossdémicas foram obtidas a partir de espécimes de H.
malabaricus pertencentes aos cariomorfos A, B, C e D, oriundas de diferentes
bacias hidrograficas, como especificado na Tabela 2. Os animais foram injetados
com uma solucdo aquosa de colchicina 0,025%, na regido abdominal, na
dosagem de 1 ml/100g de peso do animal. Apds 50-60 minutos, os espécimes
foram sacrificados e as preparagdes cromossOmicas foram obtidas a partir de

células do rim anterior [17].

Sondas

Foram utilizadas trés seqiiéncias de DNAs repetitivos, isoladas diretamente
do genoma de H. malabaricus. A primeira sonda consistiu de cOpias repetidas de
DNAr 5§, incluindo 120 pares de bases do gene codificante do RNAr 5S e 200
pares de bases do espacador nado-transcrito (NTS) [3]. A segunda sonda consistiu
de uma cdpia da seqiiéncia do DNA satélite 5SHindIII-DNA com 360 pares de
bases, composta de um segmento com 95 pares de bases, com similaridade ao

gene de RNAr 55, e um segmento com 265 pares de bases similar ao NTS da



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

primeira sonda [3]. A terceira sonda correspondeu a um segmento de 1.400 pares

de bases do gene de RNAr 18S, obtido por PCR a partir do DNA nuclear [5].

Procedimento de FISH, detecgcdo seqiiencial das Ag-RONs e andlises
cariotipicas.

Para o processo de hibridizacao fluorescente in situ — FISH [18], foram
utilizadas sondas marcadas por nick-translation com biotina-14-dATP (Bionick
labeling system - Invitrogen). As laminas contendo cromossomos metafasicos
foram incubadas com RNAse (40 pg/ml) por 1h30 a 37°C. Ap6s a desnaturagao
do DNA cromossomico em formamida 70%/2xSSC a 70°C, as laminas foram
incubadas em 2xSSC por 4 minutos a 70°C. As misturas de hibridizacao, contendo
100ng da sonda desnaturada, 10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2xSSC e 50% de
formamida em um volume final de 30 pl, foram aplicadas sobre as laminas e a
hibridizacdo foi realizada durante 14-18h a 37°C em uma camara umida
contendo 2xSSC. Estas condi¢des foram previamente descritas para sondas de
DNAr 5S e 5SHindIlI-DNA, com o intuito de se evitar possiveis hibridizacoes
cruzadas [3]. Lavagens pds-hibridizacdo foram realizadas em formamida
50%/2xSSC durante 15 minutos a 37°C, seguida de uma segunda lavagem em
2xSSC por 15 min, e uma udltima lavagem em 4xSSC por 15 min a temperatura
ambiente. A deteccdo das sondas foi realizada utilizando avidina-FITC 0,07%
conjugado (Sigma), em tampao C (0.1M NaHCOsz, 0,15M NacCl) por 1h, seguido de
duas rodadas de amplificacdo do sinal usando anti-avidina-biotina conjugada
2,5% (Sigma), em tampao de bloqueio (NaHCO3 1.26%, citrato de sddio, 0,018%,

triton 0,0386% e leite em pdé 1%) durante 30 min. Cada tratamento com anti-
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avidina-biotina conjugada foi seguido por um tratamento com avidina-FITC. Os
tratamentos com avidina-FITC e anti-avidina-biotina foram realizadas em uma
camara umida com 2xSSC a 37°C. Apds cada rodada de amplificacdo, as laminas
foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos em cada lavagem, no tampao de bloqueio a
42°C. As lavagens de p0ds-hibridizagao foram realizadas em um shaker (150 rpm).
Os cromossomos foram contra-corados com iodeto de propidio (50 ug/mL) e
analisados em um microscdpio de epifluorescencia Olympus BX50. As imagens
cromossOmicas foram capturadas com a utilizagdo do software CoolSNAP-pro
(Media Cybernetics). Laminas previamente tratadas por FISH foram lavadas com
agua e desidratadas em uma série alcodlica 75%, 85% e 100%, por 5 minutos em
cada concentracdo. Apds secagem ao ar, foram utilizadas para a localiza¢cdo das
Ag-RONs [19]. Aproximadamente 30 metafases foram analisadas por espécime,
para a determinacdo do ndmero cromossomico dipléide e estrutura cariotipica.
Os cromossomos foram classificados como metacéntricos (m), submetacéntricos

(sm) ou subtelocéntricos (st) de acordo com a relagdo de bragos [20].

Resultados

Os sitios de 5SHindIII-DNA, DNAr 18S e DNAr 5S foram claramente
evidenciados pelos procedimentos de FISH, possibilitando sua perfeita
identificacao e localizagdo nos cromossomos de H. malabaricus (Figuras 1, 2, 3 e
4). Esses dados foram organizados na forma de idiogramas (Figura 5), para
facilitar a analise comparativa entre os cariomorfos.

O satélite 5SHindIII-DNA foi mapeado na regido centromérica de varios pares

cromossomicos. Os cariomorfos A e B apresentaram oito pares cromossémicos

59



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

(nos. 1,5, 6,12, 13, 14, 18 e 19) portadores desses sitios. Adicionalmente, sitios
de 5SHindIII-DNA foram também evidenciados no par no. 21 do cariomorfo A e
nos cromossomos X e Y do cariomorfo B. Por sua vez, os cariomorfos C e D
apresentaram 10 pares cromossémicos (nos. 1, 5, 6, 8,9, 10, 14, 15,17 e 19) com
sitios compartilhados, além dos sitios localizados no par no. 20 do cariomorfo C e
nos cromossomos Xz e Y do cariomorfo D (Figuras 1 e 5).

Os sitios de DNAr 18S foram localizados proximamente ao centrémero ou na
regido telomérica dos cromossomos. Neste ultimo caso, sitios biteloméricos, ou
seja, presentes em ambos os telomeros, puderam também ser evidenciados. Os
cariomorfos A e B apresentaram quatro pares de cromossomos portadores
desses sitios, trés deles (nos. 5, 16 e 18) mostrando uma localiza¢do conservada
em ambos os cariomorfos. O quarto sitio foi exclusivo do cariomorfo A (par no.
21) ou do cariomorfo B (par no. 4). Além destes, um conspicuo cistron foi
evidenciado no cromossomo X do cariomorfo B, ocupando uma grande extensao
de seus bragos longos. Nos cariomorfos C e D, cinco pares cromossémicos (nos. 5,
11, 13, 15 e 19) apresentaram sitios de DNAr 18S. O cromossomo 11 do
cariomorfo C mostrou correspondéncia com o cromossomo X1 do cariomorfo D,
tanto na forma, tamanho e na localizacdo de um sitio conspicuo de RON nos
bracos longos, proximal ao centromero. Por sua vez, o cromossomo Y do
cariomorfo D foi também portador de um sitio proximal de DNAr 18S, no braco
curto (Figuras 2, 3 e 5). Em geral, foi verificada uma perfeita correspondéncia
entre o namero e a localizacdo dos sitios de DNAr 18S e de Ag-RONs (Figura 3).

O mapeamento citogenético das seqiiéncias de DNAr 5S mostrou marcadores

conservados apenas em cromossomos correspondentes dos cariomorfos A e B
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(par metacéntrico no. 10) ou dos cariomorfos C e D (par metacéntrico no. 2),
ambos com sitios intersticiais nos bragos longos. Entretanto, um “cluster”
proximal mostrou-se exclusivo nos bracgos curtos do par submetacéntrico no. 13
do cariomorfo A, e nos bracos longos do par submetacéntrico no. 12 do
cariomorfo C (Figuras 4 e 5).

A figura 6 sintetiza a totalidade dos cromossomos correspondentes nos
cariomorfos A-D, nos cariomorfos A-B e nos cariomorfos C-D, assim como os
cromossomos que apresentaram sitos exclusivos de cada cariomorfo,

considerando o conjunto dos DNAs repetitivos analisados.

Discussao

Apesar das diferengas existentes quanto ao nimero dipléide e ocorréncia de
cromossomos sexuais diferenciados, os quatro cariomorfos analisados possuem
uma estrutura cariotipica relativamente homogénea, basicamente formada por
cromossomos meta-submetacéntricos, constituindo um grupo evolutivo
aparentemente relacionado - Grupo [ - em H. malabaricus [1]. Os cariomorfos A e
B possuem 2n=42 cromossomos, sendo o cariomorfo B provavelmente derivado
pelo surgimento de um sistema de cromossomos sexuais XX/XY, onde o X
corresponde ao Unico cromossomo subtelocéntrico do cariétipo. Tal relagao de
proximidade também parece ser valida para os cariomorfos C (2n=40) e D
(2n=39 machos/2n=40 fémeas), sendo este ultimo também possivelmente
derivado pelo surgimento de um sistema de cromossomos sexuais multiplos do

tipo X1X1X2X2/X1X2Y [1].
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O mapeamento citogenético de diferentes seqiiéncias de DNAs repetitivos
forneceu marcadores cromossémicos resolutivos, que permitiram a
determinacao de relacionamentos entre os diferentes cariomorfos. A utilizacao
desses mesmos marcadores, em uma analise comparativa entre diferentes
populagdes do cariomorfo A, também demonstrou uma diferenciacdo genomica
continua nesse grupo, permitindo a detec¢do de eventos evolutivos recentes,
independentemente de grandes variacdes nos cariotipos [5]. De fato, os DNAs
repetitivos apresentam uma alta dindmica ao longo da evolugdo, possibilitado o
seu emprego em estudos evolutivos. A avaliagcdo de todos os marcadores obtidos
mostrou sete pares de cromossomos correspondentes nos quatro cariomorfos,
quatro pares correspondentes nos cariomorfos A-B e sete pares correspondentes
nos cariomorfos C-D, ao lado de alguns cromossomos exclusivos (Figura 6).
Além de corroborar a inclusdo dos cariomorfos A-D em um mesmo grupo
evolutivo maior (Grupo I), estes resultado refor¢caram a maior proximidade entre
os cariomorfos A-B e os cariomorfos C-D, além de identificar algumas de suas
especificidades.

A seqiiéncia repetitiva 5SHindIII-DNA é uma familia de DNA organizada em
tandem, que compartilha similaridades com as unidades repetidas do DNAr 5S
tendo, provavelmente, se originado a partir de segmentos duplicados desta classe
de DNA ribossomico [3]. Essa familia de DNA satélite mostrou-se relativamente
abundante no genoma de H. malabaricus, com 18 sitios cromossémicos
detectados nos cariomorfos A-B e 22 sitios nos cariomorfos C-D. Apesar de 18
sitios de 5SHindIII-DNA representarem a situacao mais freqiiente encontrada no

cariomorfo A, um estudo comparativo entre diferentes populacdes deste
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cariomorfo evidenciou também 22 sitios em uma delas. Entretanto, tais sitios
adicionais ndo mostraram correspondéncia com nenhum daqueles presentes nos
cromossomos dos cariomorfos C e D [5]. Todos os sitios de 5SHindIII-DNA
tiveram uma localizacdo exclusiva na regido centromérica dos cromossomos,
consistente com dados anteriormente obtidos com outras populagdes de
Erythrinidae [4]. E sabido que as regides centroméricas sdo ricas em DNAs
repetitivos, a exemplo do que ocorre em varios organismos, incluindo humanos,
ratos, milho, moscas de fruta e fungos [21]. Assim sendo, é possivel que as
sequiéncias 5SHindIII-DNA possam desempenhar algum papel estrutural ou
funcional nos cromossomos de H. malabaricus, como componentes do seu DNA
centromérico [3].

Nos eucariotos superiores, os genes dos RNAs ribossomicos encontram-se
organizados como duas familias multigénicas distintas, representadas pelo DNAr
45S (18S + 5,85 + 28S) e DNAr 5S. Ambas familias sdo compostas por unidades
repetidas em tandem, com centenas a milhares de copias. Cépias multiplas do
DNAr 45S correspondem as regides organizadoras de nucléolos ou RONs [22].
Embora as RONs tenham uma localizacdo freqliente nas regides teloméricas dos
cromossomos de peixes, elas apresentam uma grande variabilidade nesse grupo,
tanto em relacdao a posi¢cdao, numero e tamanho dos cistrons [7, 23]. A analise
comparativa entre os sitios de DNAr 18S e as Ag-RONs mostraram uma boa
correspondéncia em H. malabaricus. Os eventuais decréscimos no numero das
Ag-RONs, detectadas em alguns cariomorfos, podem ser atribuidas a uma
atividade génica diferencial entre os sitios de DNAr 18S presentes nas células,

visto que as Ag-RONs representam apenas aqueles cistrons que se mostraram
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ativos na interfase precedente [24, 25]. Ao lado de alguns cromossomos
marcadores exclusivos para cada cariomorfo, cromossomos correspondentes
puderam ser também observados, como é o caso do metacéntrico no. 5
(cariomorfos A-D) e dos submetacéntricos nos. 18 (cariomorfos A e B) e 15
(cariomorfos C e D). Estes dois ultimos, embora ocupando uma posicao
cariotipica distinta entre os cariomorfos, devem corresponder ao mesmo
cromossomo, ndo somente pela forma e tamanho que apresentam, mas também
pelo compartilhamento de um sitio de 5SHindIII-DNA. Por sua vez, nos
cariomorfos C-D, o metacéntrico no. 5 evidenciou um unico sitio de DNAr 18S.
Nos cariomorfos A-B esse cromossomo apresentou RONs biteloméricas,
indicando que eventos adicionais ocorreram possibilitando a aquisicdo de novos
sitios de DNAr (Figura 5). E interessante notar que a presenca de RONs
biteloméricas em H. malabaricus é relativamente freqiiente nos cariomorfos A e B
[6, 26-28].

Quando comparado ao DNAr 18S e 5SHindIII-DNA, o DNAr 5S mostrou-se um
marcador mais especifico, uma vez que cromossomos correspondentes nao
foram encontrados nos quatro cariomorfos, além de sitios exclusivos para os
cariomorfos A e C. Assim sendo, parece que a diferenciagado cariotipica no Grupo I
nao reteve nenhuma caracteristica basal no tocante a esse marcador
cromossomico. Neste contexto, o DNAr 5S parece ter passado por modificagdes
cariotipicas mais acentuadas do que o DNAr 18S e 5SHindIII-DNA, pois apenas os
cariomorfos evolutivamente mais relacionados, ou seja, A-B e C-D, evidenciaram

cromossomos correspondentes. Coincidentemente, os sitios de DNAr 5S se
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mostraram bons marcadores populacionais em H. malabaricus, mostrando
diferencas significativas mesmo entre populacées de um mesmo cariomorfo [5].

Genes de RNAr 5S sdo geralmente encontrados em uma posicao intersticial
nos cromossomos da maioria das espécies de peixes [29], bem como em outros
vertebrados [30-33], sugerindo que tal padrdao de distribuicdo nao deve ser
casual. Além disso, a sua localizagdo cromossdomica geralmente ndo é sinténica
com os sitios de DNAr 45S. Embora nas populagdes presentemente analisadas a
localizagdo dos sitios de DNAr 18S e 5S foram sempre independentes, a
ocorréncia de sintenia ja foi claramente evidenciada em uma populagdo do
cariomorfo A [5], destacando novamente o comportamento dinamico do DNAr ao
longo do processo de evolucdo cariotipica de H. malabaricus. Regides teloméricas
seriam mais propicias a transferéncia de material genético entre os
cromossomos, devido a suas maiores proximidades no interior do nucleo
interfasico [34]. Tal fato poderia estar associado a maior conserva¢dao numérica
dos sitios de DNAr 5S em relacdo aos sitios de DNAr 18S nos peixes,
possivelmente devido de uma localizacdo preferencial nas regides intersticiais e
teloméricas dos cromossomos, respectivamente [29].

No que se refere aos sistemas de cromossomos sexuais, a distribuicdo do
5SHindIII-DNA e do DNAr 18S também indicam uma possivel correspondéncia
entre alguns cromossomos dos cariomorfos A e C, com 0s cromossomos sexuais
presentes nos cariomorfos B e D, respectivamente. Tal é o caso do cromossomo
no. 21 do cariomorfo A, que compartilha sitios de DNAr 18S e 5SHindIII-DNA com
os cromossomos X e Y do cariomorfo B, além de mostrar uma acentuada

similaridade em relagdo ao tamanho e a morfologia do cromossomo Y (Figura 5).
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Da mesma forma, o cromossomo no. 11 do cariomorfo C mostra-se similar ao
cromossomo Xi do cariomorfo D, compartilhando a localizacao fisica de um sitio
de DNAr 18S, bem como a correspondéncia entre regioes CMA3 positivas (dados
nio mostrados). E provavel que a diferenciacio do sistema XX/XY do cariomorfo
B tenha ocorrido a partir de um processo de heterocromatinizagao. Este resultou
em um grande cromossomo X subtelocéntrico, com um bloco conspicuo de
heterocromatina nos bragcos longos, co-localizado com um sitio de RON
apresentando um comportamento polimérfico [26]. Por outro lado, um evidente
processo de translocacdo mostrou-se associado com a origem do sistema de
cromossomos sexuais X1X1X2X2/X1Xz2Y do cariomorfo D, resultando no grande
cromossomo Y presente apenas nos machos e a conseqiiente redugdo do niimero
dipléide neste sexo [35-36]. Os resultados apresentados sugerem que
cromossomos sexuais dos cariomorfos B e D foram derivados dos cromossomos
21 e 11 dos cariomorfos A e C, respectivamente. Estudos complementares estao
em andamento, com a inclusido de outros marcadores cromossomicos,
objetivando uma analise conclusiva quanto ao processo de evolucdo dos sistemas

de cromossomos sexuais em H. malabaricus.

Conclusao

Os DNAs repetitivos mostraram-se importantes no processo de evolucado
genomica de H. malabaricus, conforme evidenciado pela presenca e distribuicao
destas seqiiéncias nos cromossomos. Os resultados ora obtidos deram suporte
adicional a proposta do Grupo I como representativo de cariomorfos

proximamente relacionados, e sugeriram uma maior proximidade evolutiva entre
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os cariomorfos A-B e os cariomorfos C-D, bem como a provavel origem dos

sistemas XY e X1X:Y dos cariomorfos B e D, respectivamente.
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Tabelas

Tabela 1. Cariomorfos previamente identificados em Hoplias malabaricus, de

acordo com Bertollo et al. (2000).

Cariomorfos Numeros Cromossomos Ocorréncia
Cromossomicos Sexuais geografica

Grupo I: Primeiros pares cromossomicos com tamanhos similares

Cariomorfo A 2n =42 - Nordeste ao Sudeste
do Brazil, Uruguai e
Nordeste da
Argentina

Cariomorfo B 2n =42 XX/XY Vale do Rio Doce
(estado de Minas
Gerais) e rio Iguacu
(estado do Parana,
Brasil)

Cariomorfo C 2n =40 - Nordeste do Brazil ao
Nordeste da Argentina

Cariomorfo D ©2n=40/3 2n=39 X1X1X2Xz / XaX2Y Bacia hidrografica do
Alto Paran4, Brasil

Grupo II: Primeiros pares cromossomicos com tamanhos distintos

Cariomorfo E 2n =42 - Rio Trombetas
(estado do Parana,
Brasil)

Cariomorfo F 2n =40 - Do Suriname ao

Sudeste do Brasil

Cariomorfo G ?2n=40/3 2n=41 XX/XY1Y: Rios Amazodnicos,
Brasil
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Tabela 2. Espécimes de Hoplias malabaricus com os respectivos locais de coletas,

cariomorfos e o nimero de exemplares.

Localidade Cariomorfo N
Descalvado (SP) - rio do Pantano A 84 6%
Parque Florestal do Rio Doce (MG) - lagoas: B 54 69
rio Doce
Poconé (MT) - lagoas: rio Bento Gomes C 54 89
Sao Carlos (SP) - reservatério da UFSCar: D 108 79

ribeirdo Monjolinho

SP = S4o Paulo, MT = Mato Grosso, e MG = Estado de Minas Gerais.
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Figuras
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Figura 1 - Cariotipos de Hoplias malabaricus (cariomorfos A-D) apresentando os
sitios de DNA satélite 5SHindlIIl nos cromossomos (sinais amarelos), com contra-
coloracao pelo iodeto de propidio. Os cromossomos sexuais dos cariomorfos B e

D estao destacados. Barra =5 pm.
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Figura 2 - Cariétipos de Hoplias malabaricus (cariomorfos A-D) apresentando os
sitios de DNAr 18S (sinais amarelos), com contra-coloracao pelo iodeto de
propidio. Os cromossomos sexuais dos cariomorfos B e D estdo destacados. Barra

=5 um.
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Figura 3 - Cromossomos metafasicos de Hoplias malabaricus (cariomorfos A-D),
apresentando analise sequiencial dos sitios de DNAr 18S e de Ag-RONs. Observar
a correspondéncia geral entre o numero e a localizagdo dos cistrons de DNAr 18S

e das Ag-NORs.
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Figura 4: Caridtipos de Hoplias malabaricus (cariomorfos A-D) apresentando os
sitios de DNAr 5S (sinais amarelos), com contra-coloracdo pelo iodeto de
propidio. Os cromossomos sexuais dos cariomorfos B e D estdo destacados. Barra

=5 um.
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cromossomos esta indicada em azul escuro, verde e cinza, respectivamente. Em
amarelo encontram-se indicados os cromossomos correspondentes dos
cariomorfos A-B-C-D; em rosa os cromossomos correspondentes apenas para 0s
cariomorfos A-B e em laranja aqueles correspondentes apenas para os
cariomorfos C-D. Os cromossomos que sdo exclusivos dos cariomorfos A, B e C
encontram-se indicados em azul claro, vermelho e preto, respectivamente. Os
asteriscos indicam provaveis relacdes entre os cromossomos sexuais dos
cariomorfos B e D, com alguns pares autossomicos dos cariomorfos A e C,

respectivamente.

80



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010 81

Cariomorfos

Cromossomos correspondentes

Cromossomos especificos

A-B-C-D

1-5-6
12 — 43 <1418 {A~8)
8- 9-10- 15(C- D)
10 - 16 — 19
1(A)
-Y (B)
2-13-14-17-19
11 - 20 (C)

X:-X2(D

13(p)

4

12

Figura 6 - Pares cromossdomicos portadores de sitios de DNAs repetitivos com

correlagdes ou especificidades entre os cariomorfos de Hoplias malabaricus. Os

cromossomos entre chaves sao identificados de acordo com suas posi¢gdes nos

cariotipos.
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4.2 Capitulo II

Variabilidade cromossomica entre populac¢oes
alopatricas do peixe eritrinideo Hoplias
malabaricus: mapeamento de trés classes de DNAs

repetitivos.

Cioffi MB, Martins C, Centofante L, Jacobina U, Bertollo LAC:
Chromosomal Variability Among Allopatric Populations of
Erythrinidae Fish Hoplias malabaricus: Mapping of Three Classes

of Repetitive DNAs. Cytogenetic and Genome Research 125:

132-141 (2009).
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Resumo

O cariotipo e as caracteristicas cromossdémicas de trés populacdes alopatricas de
Hoplias malabaricus, taxon citogeneticamente mais estudado dentro de
Erythrinidae, foram investigados utilizando diferentes métodos de coloracao
(bandamentos C-, Ag-, e CMA3) bem como a hibridizacao fluorescente in situ
(FISH) para detectar os sitios de DNAr 18S, DNAr 5S e do DNA satélite 5SHindIlIl.
O isolamento, a clonagem e caracterizagdo de uma sonda de DNAr 18S, a partir do
genoma de H. malabaricus, também foram realizadas pela primeira vez com o
intuito de se desenvolver uma sonda mais especifica. As trés populagdes,
nomeadas PR, CR, e DR, mostraram cariétipos idénticos, com 2n = 42
cromossomos compostos por 11 pares m e 10 pares sm, sem Cromossomos
sexuais heteromdrficos, o que caracterizam essas populagdes como pertencentes
ao cariomorfo A. Em todas as populagdes a heterocromatina C-positiva foi
localizada nas regides centroméricas/pericentroméricas dos cromossomos, bem
como na regido telomérica de varios pares. Um conspicuo bloco heterocromatico
proximal, situado nos bracos longos do par ne16, foi o unico segmento GC-rico
nos cariotipos. O satélite 5SHindlII-DNA foi sempre localizado na regido
centromérica de varios cromossomos. Os sitios de DNAr 18S foram situados nas
regides teloméricas ou centroméricas, enquanto que o DNAr 5S mostrou uma
localizagdo intersticial ou proximal em alguns pares. Varios cromossomos
portadores destas seqiiéncias de DNA repetitivos foram compartilhados pelas 3
populagdes, além de alguns cromossomos marcadores exclusivos. Neste sentido, a

populacdo CR foi a mais diferenciada, incluindo uma condi¢ao sinténica para a
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sondas de DNAr 18S e 5S, como confirmado por dupla FISH. Assim, apesar de
estarem incluidas em um mesmo grupo cariotipico, as distintas populagcdes nao
podem ser consideradas uma unidade evolutiva, tendo em vista as diferenciagcoes

cromossOmicas particulares que ja apresentam.
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Abstract

Karyotype and chromosomal characteristics from 3 allopatric populations of
Hoplias malabaricus, cytogenetically most studied Erythrinidae taxon, were
investigated using different staining techniques (C-, Ag-, and CMA3 banding) as
well as fluorescent in situ hybridization (FISH) to detect 18S rDNA, 5S rDNA, and
5SHindIll satellite DNA sites. The isolation, cloning and characterization of an 18S
rDNA probe from H. malabaricus genome were also performed for the first time
in order to develop a more specific probe. The 3 populations, named PR, CR, and
DR, showed identical karyotypes, with 2n = 42 chromosomes composed of 11 m
pairs and 10 sm pairs, without heteromorphic sex chromosomes, which
characterize the populations as belonging to karyomorph A. In all populations C-
positive heterochromatin was situated in the centromeric/pericentromeric
regions of the chromosomes, as well as in the telomeric region of several pairs. A
conspicuous proximal heterochromatic block on the long arms of pair No. 16 was
the only GC-rich segment in the karyotypes. 5SHindIll satellite DNA was always
mapped in the centromeric region of several chromosomes. The 18S rDNA sites
were situated on the telomeric or centromeric regions, whereas the 5S rDNA
showed an interstitial or proximal location in some pairs. Several chromosomes
bearing these repetitive DNA sequences were shared by the three populations,
alongside with some exclusive chromosomal markers. In this sense, population
CR was the most differentiated one, including a syntenic condition for the 18S and
5S rDNA probes, as confirmed by double FISH. Thus, despite their inclusion in a

same major karyotypic group, the distinct populations cannot be considered an
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absolute evolutionary unit, as evidenced by their

differentiations.

inner chromosomal
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Introducao

Os peixes eritrinideos (Characiformes) possuem uma ampla distribuicao
geografica em toda a América do Sul, e sdo encontrados nas principais bacias
hidrograficas do Brasil. Trés géneros, Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus, sdao
reconhecidos nesta familia. O género Hoplias é o mais amplamente distribuido,
ocorrendo em uma variedade de latitudes, incluindo Suriname, Argentina, e o
Uruguai. H. malabaricus, taxon citogeneticamente mais estudado, mostra uma
conspicua diversificacdo cariotipica, com sete cariomorfos (A-G) identificados,
que sao facilmente distinguiveis no que se refere a forma, tamanho, ou ndmero
cromossdmico e a presenca de sistemas de cromossomos sexuais, sugerindo a
ocorréncia de distintas espécies [Bertollo et al., 1986, 2000].

O cariomorfo A é caracterizado por um 2n=42 com cromossomos meta-
submetacéntricos sem cromossomos sexuais heteromorficos, sendo distribuido
do nordeste ao sudeste do Brasil, atingindo o Uruguai e a Argentina [Bertollo et
al, 2000]. Dois estudos prévios mostraram que algumas populacdes desde
cariomorfo podem diferir em relacao a distribuicdo da heterocromatina e dos
sitios de RON (regides organizadoras de nucléolos), provavelmente devido aos
seus isolamentos geograficos [Born & Bertollo, 2001; Vicari et al., 2003].

Este estudo apresenta uma analise cromossémica comparativa entre trés
populacdes alopatricas pertencentes ao cariomorfo A, utilizando distintos
meétodos de coloracdo (bandamento C, AgNO3 e Cromomicina Az) e hibridizagao
fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNAs repetitivos (DNAr 5S, DNAr 18S e

o satélite 5SHindIlI-DNA). Esta abordagem possibilitou uma caracterizagdao
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cariotipica mais detalhada entre as populacdes, evidenciada pela distribuicao das

seqiiéncias de DNAs repetitivos nos cromossomos.

Material e Métodos

Espécimes e Preparagdo Cromossémica

Amostras de Hoplias malabaricus foram obtidas a partir de distintas bacias
hidrograficas brasileiras. Trés populagdes foram analisadas, nomeadas PR (rio do
Pantano), CR (rio Cuiaba) e DR (rio Doce), como especificado na tabela 1 e figura
1. Os espécimes foram previamente depositados na colecdo de peixes do
laboratério de Citogenética, Departamento de Genética e Evolugdo, Universidade
Federal de Sao Carlos. Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de uma
suspensdo celular do rim anterior, utilizando o método convencional de air-

drying [Bertollo et al., 1978].

Coloragdo Cromossémica

Adicionalmente a coloracdo Giemsa convencional, os cromossomos foram
analisados ap0s a impregnacdo com o nitrato de Prata [Howell & Black, 1980],
para visualizar as regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs). O bandamento
C foi também aplicado para a detec¢do das heterocromatinas C-positivas
[Sumner, 1972] e a coloracdao com o fluorocromo Cromomicina Az (CMA3) foi
utilizado para a identificacdo das regides GC-ricas nos cromossomos [Sola et al.,

1992].
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Sondas

Trés seqiiéncias de DNAs repetitivos, isoladas diretamente do genoma de H.
malabaricus, foram utilizadas. A primeira sonda incluiu copias repetidas de DNAr
5S, contendo 120 pares de bases (pb) do gene codificante (DNAr 5S) e 200 pares
de bases do espacador nao-transcrito (NTS). A segunda sonda incluiu cépias da
seqiiéncia de DNA satélite 5SHindIII-DNA com 360 pb, contendo um segmento
com 95 pb, com similaridade ao gene de RNAr 5S, e um segmento com 265 pb
similar ao NTS da primeira sonda. As sondas de DNAr 5S e o satélite 5SHindIII-
DNA foram previamente clonadas em vetores plasmidiais e propagadas em
Escherichia coli DH5a [Martins et al. 2006]. A terceira sonda incluiu um segmento
de 1.400 pb do gene de RNAr 18S, obtido por PCR a partir do DNA nuclear de H.
malabaricus usando os primers 18SF (5-CCGAGGACCTCACTAAACCA-3") e 18SR
(5-CCGCTTTGGTGACTCTTGAT-3"), construidos a partir do gene completo de
RNAr 18S do peixe Ictalurus punctatus (nimero de acesso ao GenBank
AF021880). Os produtos de PCR (aproximadamente 1.400 pb) foram visualizados
em um gel de agarose 1%.

A banda de DNA foi isolada a partir do gel, purificada com o kit Sephaglas
Band Prep (Pharmacia Biotech), ligada com o plasmidio pGEM-T (Promega), o
qual foi utilizado para transformar células competentes E. coli DH5a (Invitrogen).
Os clones obtidos foram seqiiénciados em um seqiienciador ABI Prism 377 DNA
sequencer (Perkin-Elmer), com o kit de reacdo ABI Prism BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready (Perkin-Elmer). As seqiiéncias nucleotidicas foram

submetidas ao Blastn [Altschul et al. 1990] e encaminhadas ao National Center for

Biotechnology Information (NCBI) website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast),
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para a identificacdo de similaridades da seqliéncia isolada com seqiiéncias

depositadas no banco de dados do GenBank.

Hibridizagdo Cromossémica e Andlises Cariotipicas

O processo de hibridizac¢do fluorescente in situ (FISH) foi realizado de acordo
com Pinkel et al. [1986]. As sondas foram marcadas com biotina 14-dATP por
nick translation, seguindo as instrugdes do fabricante (Bionick Labeling System,
Invitrogen). A deteccao e amplificagdo dos sinais de hibridiza¢do foram realizadas
utilizando avidina-FITC conjugada e anti-avidina-biotina conjugada (Sigma). Os
cromossomos foram contracorados com iodeto de propidio (50ug/mL) e
analisados em um microscopio de epifluorescéncia Olympus BX50. As imagens
foram capturadas utilizando o programa CoolSNAP-Pro (Media Cybernetic). Para
a dupla FISH, a sonda de DNAr 18S foi marcada com biotina, como descrito
previamente, enquanto que a sonda de DNAr 5S foi marcada com FluoRed dUTP-
rhodamina conjugada (Roche), de acordo com especificagdes do fabricante. Os
cromossomos foram contracorados com DAPI (0.3 pg/ml).

Aproximadamente 30 metafases foram analisadas por espécime para a
determinag¢ao do numero cromossomico diploide e a estrutura cariotipica. Os
cromossomos foram classificados como metacéntricos (m) ou submetacéntricos

(sm) de acordo com a relagao de bracgos [Levan et al., 1964].
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Resultados

Cariotipos, Bandeamento-C e Coloracdo com Cromomicina A3

As 3 populagdes apresentaram caridtipos idénticos, invariavelmente
compostos por 2n=42 cromossomos em ambos os sexos, com 11 pares m e 10
pares sm, sem a presenca de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados (fig. 2). Bandas heterocromaticas C-positivas foram observadas na
regido centromérica/pericentromérica de todos os cromossomos, assim como na
regido telomérica de varios pares do cariotipo (fig. 2). Em todas as populagdes,
um bloco heterocromatico proximal mais conspicuo, situado nos bragos longos do

par No. 16, foi o unico segmento GC-rico observado (fig. 3).

Seqiiéncia Nucleotidica
A seqiiéncia de nucleotideos foi determinada para os clones de DNAr obtidos de
H. malabaricus, que confirmou que o fragmento de DNA isolado por PCR
corresponde a cépias do gene de RNAr 18S. Essa seqiiéncia foi depositada no

GenBank com o nimero de acesso F]577367.

Mapeamento Cromossémico das Seqiiéncias de 5SHindIII-DNA, DNAr 55 e DNAr
18S, e Coloragdo Ag-RON.

As sequiéncias de 5SHindIII-DNA foram mapeadas na regido centromérica de
varios cromossomos. Espécimes das populagdes PR e DR apresentaram 18 sitios
distribuidos em trés pares m (nes. 1, 5, e 6) e em 6 pares sm (nes. 12, 13, 14, 18,
19, e 21). Os espécimes de populacdao CR apresentaram um total de 22 sitios, 18

deles coincidentes com a distribuicdo observada nas populagoes PR e DR,
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enquanto que os 4 sitios restantes foram localizados no par m ne.10 e no par sm
ne. 20 (figs. 4, 6).

FISH utilizando a sonda de DNAr 5S demonstrou que o par m ne 10 possui um
sitio intersticial nos bragos longos, que é compartilhado entre as populagdes PR e
DR. No entanto, um “cluster” exclusivo, mostrou-se presente na populagdo PR,
com uma localizagao proximal, nos bragos curtos do par sm ne 13, assim como na
populagdo CR, com uma localizagao intersticial nos bracos longos do cromossomo
ne 16 (figs. 4, 6).

Sitios de DNAr 18S foram localizados nas regidoes centroméricas e teloméricas
ou em ambos os telomeros (sitios biteloméricos). As trés populagdes
compartilharam o par m ne 5 com sitios biteloméricos, e o par sm ne 16 com sitios
proximais nos bracos longos. Por outro lado, os pares sm nes. 18 e 21, com sinais
nos telomeros dos bragos longos, foram apenas compartilhados pelas populagdes
PR e CR, e pelas populacdes PR e DR, respectivamente (figs. 5, 6). Além disso,
andlises de dupla FISH demonstraram que a populacdo CR apresentou uma
sintenia exclusiva para os loci de DNAr 18S e 5S no cromossomo sm ne 16 (fig. 3).
Todas as Ag-RONs detectadas foram coincidentes com os sitios de DNAr 18S (fig.

5).

Discussao

Varias populacoes de H. malabaricus tém sido analisadas citogeneticamente
ao longo de toda distribuicao geografica da espécie. Até agora, sete cariomorfos
(A-G) foram facilmente discriminados, trés deles (B, D e G) com distintos sistemas

de cromossomos sexuais [Bertollo et al, 1983; Dergam e Bertollo, 1990; Bertollo
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et al.,, 19974, b; Bertollo e Mestriner, 1998; Born e Bertollo, 2000], aparentando
caracterizar caridtipos espécie-especificos.

As trés populagdes analisadas pertencem ao cariomorfo A, apresentando um
numero dipléide 2n=42 e um cariotipo com 22 m e 20 sm, sem cromossomos
sexuais heteromorficos. Esta composicao cariotipica semelhante indica uma
estreita relacdo entre as populagdes, o que é também reforcado por uma
distribuicdo semelhante das regides heterocromaticas nos cromossomos, sem
diferencas conspicuas. De fato, bandas heterocromadticas C-positivas foram
sempre localizadas na regido centromérica/pericentromérica de todos os
cromossomos e na regido telomérica de alguns pares, além da presenca de Ag-
RONs maultiplas. Estas caracteristicas se enquadram nos padrdes gerais de
distribuicdo desses marcadores, ja documentados para outras populacées ou
cariomorfos de H. malabaricus [Dergam & Bertollo, 1990; Haaf et al, 1993;
Bertollo, 1996; Bertollo et al., 1997 a,b; Born & Bertollo, 2000, Vicari et al., 2003,
2005]. O conjunto das similaridades encontradas indica que as trés populagdes
possuem uma estreita relacio de proximidade, pertencendo a um mesmo
cariomorfo, apesar das diferentes bacias hidrograficas de origem.

Entre os peixes Eritrinideos, uma classe de DNA repetitivo nomeada
5SHindIII-DNA, que compartilha similaridades com repeticées de DNAr 5S, foi
previamente isolada e caracterizada a partir do genoma da H. malabaricus
[Martins et al., 2006]. Essa seqiiéncia esta localizada na regidao centromérica de
varios cromossomos e ndo é compartilhada por outros géneros de Erythrinidae,
sendo exclusiva desta espécie [Ferreira et al., 2007]. Neste estudo, o mapeamento

fisico desta seqiliéncia repetitiva demonstrou que trés pares m e seis pares sm
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foram compartilhados entre as populacées, reforcando suas relagdes cariotipicas.
No entanto, a populacdo CR foi diferenciada das populacbes PR e DR pela
presenca de dois sitios adicionais, um localizado em um par m e o outro em um
par sm. Estes sitios exclusivos na populacdo CR sdo de especial importancia no
que se refere a diferenciacdo cariotipica, considerando que as trés populacdes
pertencem a um mesmo cariomorfo e este DNA satélite é especifico para H.
malabaricus. Assim, diferenciagdes cromossémicas relacionadas a este DNA
altamente especifico ja foram fixadas entre estas populacgdes.

H. malabaricus possui regides organizadoras de nucléolos multiplas,
frequentemente localizadas nas regides teloméricas. Tal fato foi também
observado nas populagdes agora analisadas, com exce¢do do par cromossémico
nel6, onde as RONs apresentam uma localizagdo proximal nos bragos longos. Nos
peixes e anfibios os clusters de DNAr 18S podem ser também identificados pelos
fluorocromos GC especificos, como a CMA3 ou a mitramicina, os quais se ligam a
cromatina GC-rica associada ao DNAr desses grupos [Mayr et al., 1985; Amemiya
& Gold, 1986; Schmid & Guttenbach, 1988]. Coincidentemente, o par
cromossOmico nel6 foi o Unico a exibir uma regido de DNA GC-rica no cariotipo,
coincidindo com um sitio de RON e uma conspicua banda heterocromatica C-
positiva. Esse par cromossomico parece ser uma caracteristica fixada em H.
malabaricus, sendo que ja foi caracterizado como polimdrfico em algumas outras
populacdes do cariomorfo A devido as variagbes na quantidade de
heterocromatina GC-rica e na quantidade de clusters de DNAr 18S [Vicari et al,,
2005]. Além da seqiiéncia 5SHindIII-DNA, as seqiiéncias de DNAr 18S reforcaram

as relagdes cariotipicas as entre as populacdes PR, CR e DR. A maioria dos
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cromossomos que possuem estes sitios foi compartilhada entre as populagdes,
destacando o par m ne 5, que possui RONs biteloméricas. No entanto,
cromossomos parcialmente compartilhados também foram identificados, uma
vez que os pares marcadores sm nes. 18 e 21 foram identificados apenas nas
populagdes PR e CR, e nas populacdes PR e DR, respectivamente. A analise
comparativa seqliencial revelou que, em geral, houve uma perfeita correlacao
entre o nimero e localizagao dos sitios de DNAr 18S e Ag-RONs, exceto para a
populagdo DR, indicando que alguns sitios de DNAr 18S provavelmente nao
estavam ativos na intérfase precedente [Miller et al., 1976].

Os genes de RNAr 5S ocorrem tipicamente na regido intersticial dos
cromossomos na maioria das espécies de peixes, bem como de mamiferos e
anfibios [Vitelli et al., 1982; Schmid et al., 1987; Lucchini et al., 1993; Mellink et
al., 1996; Makinem et al., 1997], indicando ser uma caracteristica relativamente
conservada e sugerindo alguma vantagem relacionada a organizacdo desses
genes no genoma dos vertebrados [Martins e Galetti Jr., 1999]. Do mesmo modo,
todos os sitios de DNAr 5S foram localizados intersticialmente nas populagdes PR,
CR e DR, embora evidenciando diferencas no que diz respeito ao numero e
localizacdo destes sitios. De fato, apenas populacdo PR apresentou dois pares
cromossOmicos portadores dos genes DNAr 5S, compartilhando um par com
populacao DR. Os outros sitios foram exclusivos para cada populacgao.

Martins e Galetti Jr. [2000], propuseram que a localizacdo dos sitios de DNAr
18S e 5S em cromossomos diferentes, como observado para a maioria dos
vertebrados, poderia permitir uma evolucao independente para esses locos, uma

vez que as suas dindmicas funcionais divergentes exigem uma distancia fisica
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entre eles. A localizacao divergente dos locos de DNAr 5S e das RONs parece ser,
de fato, a situacdo mais comumente observada nos peixes, bem como em outros
vertebrados [Lucchini et al., 1993; Suzuki et al., 1996]. No entanto, a dupla FISH
com sondas de DNAr 18S e 5S evidenciou uma condigdo sinténica para estes
“clusters” na populacdo CR, com localizacdo proximal e adjacente nos bragos
longos do par sm ne 16. Apesar da co-localizagdo de ambos os genes de RNAr ja
ter sido encontrada em alguns grupos de peixes, como Siluriformes [Pendas et al.,
1994; Moéran et al., 1996; Rossi & Gornung, 2005], Cypriniformes [Inafuku et al.,
2000; Boron et al.,, 2006], e Characiformes [Jesus et al., 2003; Hatanaka & Galetti
Jr., 2004; Mantovani et al., 2005; Diniz et al., 2008], a populagdo CR é a primeira a
apresentar esta sintenia em H. malabaricus. Assim sendo, esta caracteristica
representa outra significativa diferenciacao entre as trés populacdes analisadas.
Entretanto, esta condi¢cao nao pode ser por ora considerada como um marcador
cromossOmico exclusivo para a populacao da bacia do rio Cuiaba (populacao CR),
uma vez que poderia estar sendo também compartilhada com outras populagdes
do mesmo ou de outros cariomorfos.

Os resultados obtidos com os diferentes DNAs repetitivos marcadores
(5SHindIlI-DNA, DNAr 18S e DNAr 5S) corroboraram as semelhangas entre as
trés populagdes analisadas, refor¢ando suas similaridades. No entanto, apesar do
mapeamento fisico dessas seqliéncias evidenciar varios cromossomos
compartilhados, outros foram exclusivos para uma populacdo especifica,
provavelmente em conseqliéncia de um fluxo génico restrito entre elas. Essas
populagdes pertencem a bacias hidrograficas distintas, isoladas por centenas de

quilometros (fig. 1), o que provavelmente contribuiu para a fixacdo das
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diferenciacdes cromossomicas observadas. Neste sentido, a populacdo CR emerge
como a mais diferenciada das trés populacdes, com quatro marcadores
cromossdmicos exclusivos nos pares nes. 10, 16, 20, e 21. Volker et al. (2007),
mostraram que a espécie Chromaphyosemion bivittatum (Cyprinodontiformes,
Nothobranchiidae), apresenta um baixo grau de diferenciacdes haplotipicas inter-
populacionais, o que vai de acordo com a sua baixa divergéncia morfolégica. No
entanto, uma variabilidade cariotipica é observada dentro e entre as populagdes,
que poderia indicar uma rapida evolu¢ao cromossdmica. Também parece ser
também o caso de H. malabaricus. Embora preservando um padrao cariotipico
similar, é evidente que as distintas populacdes do cariomorfo A apresentam
diferenciagcdes cromossdmicas particulares. Conforme indicado anteriormente,
essas divergéncias podem se manifestar em termos estruturais, pelos padroes de
bandas C e de RONs, bem como em termos funcionais, pela expressao diferencial
das RONs [Vicari et al.,, 2005]. As evidéncias agora observadas, considerando os
DNAs repetitivos, reforcam a proposta de que as distintas populagdes do
cariomorfo A ndo podem ser consideradas como uma unidade evolutiva, apesar
de estarem incluidas em um mesmo grupo cariotipico.

DNAs repetitivos, tais como o satélite 5SHindlII-DNA, foram por muito tempo
considerados “DNA-lixo”, com nenhuma funcao claramente identificada, fato este
reforcado pelas indicagbes de que estas seqliéncias ndo sao transcritas nos
eucariotos [Doolittle & Sapienza, 1980; Orgel & Crick, 1980]. No entanto, dados
acumulados em eucariotos de diversas origens taxondmicas, tém contestado esta
visdo ao longo dos ultimos anos [Bonaccorsi & Lohe, 1991], suportando um

importante papel dos DNAs repetitivos na evolucdo funcional e estrutural de
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genes e de genomas, em uma variedade de organismos [Biémont & Vieira, 2006].
Embora mecanismos evolutivos tenham evitado grandes mudancas nos
cariotipos de diferentes populacdes de um determinado cariomorfo de H.
malabaricus, estes genomas estdo em constante evolucdo, como demonstrado
pelas variagdes cromossomicas observadas. Desta forma, a fracdo repetitiva do
genoma (aqui exemplificada pelos DNA ribossomais e pelo satélite 5SHindIII-
DNA) parece escapar da pressdo seletiva que age nos segmentos ndo-repetitivos,
representando bons marcadores evolutivos para deteccdo de eventos evolutivos
recentes. Além disso, o acdimulo de seqiiéncias repetitivas em areas especificas do
genoma pode facilitar a ocorréncia de rearranjos cromossomicos através de
quebras, delecdes, inversoes e amplificagcdes [Lim & Simmons, 1994; Maria et al.,,
1997]. A investigacdo de outras familias de DNAs repetitivos nos Erythrinidae
podera propiciar uma maior compreensdo dos mecanismos evolutivos basais,

envolvidos na geracdo da complexa estrutura genémica dos peixes.

Agradecimentos

Este trabalho foi financiado pela FAPESP (Funda¢dao de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo - proc. n. 2007/05565-5) e CNPq (Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico). Os autores agradecem ao Drs.
Roberto Ferreira Artoni e Marcelo Ricardo Vicari pela colaboragao com o método

de dupla FISH, e ao Dr. Jorge Dergam pelo fornecimento de espécimes.

98



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Referéncias Bibliograficas

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ: Basic local alignment
search tool. ] Mol Biol 215:403-410 (1990).

Amemiya T, Gold JR: Chromomycin A3 stains nucleolus organizer regions of fish
chromosomes. Copeia 1986:226-231 (1986).

Bertollo LAC: The nucleolar organizer regions of Erythrinidae fish. An uncommon
situation in the genus Hoplias. Cytologia 61:75-81 (1996).

Bertollo LAC, Mestriner CA: The X1X2Y sex chromosome system in the fish
Hoplias malabaricus (Pisces, Erythrinidae). II. Meiotic analyses. Chromosome
Res 6:141-147 (1998).

Bertollo LAC, Takahashi CS, Moreira-Filho O: Cytotaxonomic considerations on
Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae). Brazil ] Genet 1:103-120 (1978).

Bertollo LAC, Takahashi CS, Moreira-Filho O: Multiple sex chromosomes in the
genus Hoplias (Pisces, Erythrinidae). Cytologia 48:1-12 (1983).

Bertollo LAC, Moreira-Filho O, Galetti Jr. PM: Cytogenetics and taxonomy
considerations based on chromosome studies of freshwater fish. ] Fish Biol
28:153-159 (1986).

Bertollo LAC, Fontes MS, Fenocchio AS, Cano ]J: The X:X:Y sex chromosome
system in the fish Hoplias malabaricus. 1. G-, C- and chromosome replication
banding. Chromosome Res 5:493-499 (1997a).

Bertollo LAC, Moreira-Filho O, Fontes MS: Karyotypic diversity and distribution in
Hoplias malabaricus (Pisces, Erythrinidae): Cytotypes with 2n = 40

chromosomes. Brazil | Genet 20:237-242 (1997b).

99



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Bertollo LAC, Born GG, Dergam JA, Fenocchio AS, Moreira-Filho O: A biodiversity
approach in the Neotropical fish Hoplias malabaricus. Karyotypic survey,
geographic distribution of cytotypes and cytotaxonomic considerations.
Chromosome Res 8:603-613 (2000).

Biémont C, Vieira C: Genetics - Junk DNA as an evolutionary force. Nature
443:521-524 (2006).

Bonaccorsi S, Lohe A: Fine mapping of satellite DNA sequences along the Y
chromosome of Drosophila melanogaster: relationships between the satellite
sequences and fertility factors. Genetics 129:177-189 (1991).

Born GG, Bertollo LAC: An XX/XY sex chromosome system in a ¢sh species,
Hoplias malabaricus, with a polymorphic NOR-bearing X chromosome.
Chromosome Res 8: 111-118 (2000).

Born GC, Bertollo LAC: Comparative cytogenetics among allopatric populations of
the fish, Hoplias malabaricus. Cytotypes with 2n = 42 chromosomes. Genetica
110:1-9 (2001).

Bor6n A, Ozouf-Costaz C, Coutanceau ]-P, Woroniecka K: Gene mapping of 28S
and 5S rDNA sites in the spined loach Cobitis taenia (Pisces, Cobitidae) from a
diploid population and a diploid-tetraploid population. Genetica 128:71-79
(2006).

Dergam JA, Bertollo LAC: Karyotypic diversification in Hoplias malabaricus
(Osteichthyes, Erythrinidae) of Sdo Francisco and Alto Parana basins, Brazil.

Brazil ] Genet 4:755-766 (1990).

100



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Dimitri P, Arca B, Berghella L, Mei E: High genetic instability of heterochromatin
after tranposition of the LINE-like I factor in Drosophila melanogaster. Proc
Nat Acad Sci USA 94:8052-8057 (1997).

Diniz D, Moreira-Filho 0O, Bertollo LAC: Molecular cytogenetics and
characterization of a ZZ/ZW sex chromosome system in Triportheus

nematurus (Characiformes, Characidae). Genetica 133:85-91 (2008).

Doolittle WF, Sapienza C: Selfish genes, the phenotype paradigm and genome

evolution. Nature 284:601-603 (1980).

Ferreira 1A, Bertollo LAC, Martins C: Comparative chromosome mapping of 5S
rDNA and S5SHindlll repetitive sequences in Erythrinidae fishes
(Characiformes) with emphasis on the Hoplias malabaricus’ species complex.

Cytogenet Genome Res 118:78-83 (2007)

Haaf T, Schmid M, Steinlein C, Galetti Jr PM, Willard HF: Organization and
molecular cytogenetics of satellite DNA family from Hoplias malabaricus
(Pisces,Erythrinidae). Chromosome Res 1:77-86 (1993).

Hatanaka T, Galetti Jr PM: Mapping of the 18S and 5S ribosomal RNA genes in the
fish Prochilodus argenteus Agassiz, 1829 (Characiformes, Prochilodontidae).
Genetica 122:239-244 (2004).

Howell WM, Black DA: Controlled silver staining of nucleolus organizer regions
with a protective colloidal developer: A 1-step method. Experientia 36:1014-

1015 (1980).

101



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Inafuku ], Nabeyama M, Kikuma Y, Saitoh ], Kubota S, Kohno S: Chromosomal
location and nucleotide sequences of 5S ribosomal DNA of two cyprinid
species (Osteichthyes, Pisces). Chromosome Res 8:193-199 (2000).

Jesus CM, Galetti Jr PM, Valentini SR, Moreira-Filho 0O: Molecular and
chromosomal location of two families of satellite DNA in Prochilodus lineatus
(Pisces, Prochilodontidae), a species with B chromosomes. Genetica 118:25-32
(2003).

Levan A, Fredga K, Sandberg AA: Nomenclature for centromeric position on
chromosomes. Hereditas 52:201-220 (1964).

Lim JK, Simmons M]: Gross chromosome rearrangements mediated by
transposable elements in Drosophila melanogaster. Bioessays 16:269-275
(1994).

Lucchini S, Nardi I, Barsacchi G, Batistoni R, Andronico F: Molecular cytogenetics
of the ribosomal (18S + 28S and 5S) DNA loci in primitive and advanced
urodele amphibians. Genome 36:762-773 (1993).

Makinem A, Zijlstra C, de Haan NA, Mellink CHM, Bosma AA: Localization of 18S
plus 28S and 5S ribosomal RNA genes in the dog by fluorescence in situ
hybridization. Cytogenet Cell Genet 78:231-235 (1997).

Mantovani M, Abel LDS, Moreira-Filho O: Conserved 5S and variable 45S rDNA
chromosomal localization revealed by FISH in Astyanax scabripinnis (Pisces,

Characidae). Genetica 123:211-216 (2005).

Martins C, Galetti Jr PM: Chromosomal localization of 5S rDNA genes in Leporinus

fish (Anostomidae, Characiformes). Chromosome Res 7:363-367 (1999).

102


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Bioessays.');

Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Martins C, Galetti Jr. PM: Conservative distribution of 5S rDNA loci in Schizodon
(Pisces, Anostomidae) chromosomes. Chromosome Res 8:353-355 (2000).
Martins C, Ferreira IA, Oliveira C, Foresti F, Galetti Jr PM: A tandemly repetitive
centromeric DNA sequence of the fish Hoplias malabaricus (Characiformes:

Erythrinidae) is derived from 5S rDNA. Genetica 127:133-141 (2006).

Mayr B, Rab P, Kalat M: Localizaton of NORs and counterstain-enhanced
fluorescence studies in Perca fluviatilis (Pisces, Percidae). Genetica 67:51-56
(1985).

Mellink CHM, Bosma AA, Haan NA, Zijlstra C: Physical localization of 5S rRNA
genes in the pig by fluorescence in situ hybridization. Hereditas 124:95-97
(1996).

Miller DA, Devi VG, Tantravahi R, Miller O]: Supression of human nucleolus
organizer in mouse-human somatic hybrid cells. Exp Cell Res 101:235-243
(1976).

Moéran P, Martinez JL, Garcia-Vasquez E, Pendas AM: Sex linkage of 5S rDNA in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Cytogenet Cell Genet 75:145-150
(1996).

Orgel LE, Crick FHC: Selfish DNA: the ultimate parasite. Nature 284:604 - 607
(1980).

Pendas AM, Moéran P, Freije JP, Garcia-Vasquez E: Chromosomal location and
nucleotide sequence of two tandem repeats of the Atlantic salmon 5S rDNA.

Cytogenet Cell Genet 67:31-36 (1994).

103



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Pinkel D, Straume T, Gray ]: Cytogenetic analysis using quantitative, high
sensitivity, fluorescence hybridization. Proc Natl Acad Sci USA 83:2934-2938
(1986).

Rossi AR, Gorning E: Cytogenetic analysis of three Italian populations of
Coregonus lavaretus (Pisces, Salmoniformes) with chromosomal location of
major and minor ribosomal genes, and telomeric repeats. Hereditas 142:15-
21 (2005).

Schmid M, Guttenbach M: Evolutionary diversity of reverse (R) fluorescent bands
in vertebrates. Chromosoma 97:327-344 (1988).

Schmid M, Vitelli L, Batistoni R: Chromosome banding in Amphibia. IV.
Constitutive heterochromatin, nucleolus organizers, 18S+28S and 5S
ribosomal RNA genes in Ascaphidae, Pipidae, Discoglossidae and
Pelobatidae. Chromosoma 95:271-284 (1987).

Sola L, Rossi AR, Laselli V, Rasch EM, Monaco PJ: Cytogenetics of
bisexual /unisexual species of Poecilia 1I. Analysis of heterochromatin and
nucleolar organizer regions in Poecilia mexicana mexicana by C-banding and
DAPI, quinacrine, chromomycin A3, and silver staining. Cytogenet Cell Genet
60:229-235 (1992).

Sumner AT: A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin.
Exp Cell Res 75:304-306 (1972).

Suzuki H, Sakurai S, Matsuda Y: Rat 5S rDNA spacer sequences and chromosomal
assignment of the genes to the extreme terminal region of chromosome

19. Cytogenet Cell Genet 72:1-4 (1996).

104



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Vicari MR, Artoni RF, Bertollo LAC: Heterochromatin polymorphism associated
with 18S rDNA. A differential pathway among the fish Hoplias malabaricus
from Southern Brazil. Cytogenet Genome Res 101:24-28 (2003).

Vicari MR, Artoni RF, Bertollo LAC: Comparative cytogenetics of Hoplias
malabaricus (Pisces, Erythrinidae): A population analysis in adjacent
hydrographic basins. Genet Mol Biol 28:103-110 (2005).

Vitelli L, Batistoni R, Andronico F, Nardi I, Barsacchi-Pilone G: Chromosomal
localization of 18S + 28S and 5S ribosomal RNA genes in evolutionary
divergent anuran amphibians. Chromosoma 84: 475-491 (1982).

Volker M, Sonnenberg R, Rab P, Kullmann H: Karyotype differentiation in
Chromaphyosemion Kkillifishes (Cyprinodontiformes, Nothobranchiidae). III:
Extensive karyotypic variability associated with low mitochondrial haplotype

differentiation in C. bivittatum. Cytogenet Genome Res 116:116-126 (2007).

105



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010 106

Tabelas

Tabela 1. Espécimes de Hoplias malabaricus pertencentes ao cariomorfo A.

Localidade Populacao m f
Descalvado (SP) - rio do Pantano PR 8 6
Santo Antdnio do Leverger (MT) - bacia do rio Cuiaba CR 5 6
Parque Florestal do Rio Doce (MG) - bacia do rio Doce DR 2 1

Abreviacgdes: m e f = nimero de machos e fémeas analisados respectivamente; SP

= Estado de Sio Paulo, MT = Estado de Mato Grosso, MG = Estado de Minas Gerais.
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Figuras

Figura 1: Mapa do Brasil evidenciando os locais de coleta dos espécimes de
Hoplias malabaricus pertencentes ao cariomorfo A. 1 = rio do Pantano (populagao
PR), Estado de Sao Paulo; 2 = bacia do rio Cuiaba (populacdo CR), Estado do Mato

Grosso; 3 = bacia do rio Doce (populacdao DR), Estado de Minas Gerais.



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Populagao PR

39

" ll
B )hi 1w ouo
12 13 14 1 17 18 19
XA
21
Populagao CR

3%
n n

“ K08 or o x w

12 13 1 1§ 16 17 18

)
21

n

Populagao DR

3¢

ll "

My 19 14

i
21

17

Giemsa

m ” sz IBI ) ISI 82 R xx xs

“ UV R TR T T

19 20

m '(M X8 %% 3R B M M M
3 ' s & 7 E] 3

lllla
1§ 16 18 18

mm

m

(10
40 S 5% ¥Y S1 X3 %R 2x as
1 2 3 4 s é 8 B
R B
10 1
AL 87 «» =
Y A SV we :" ] E! “ L
12 13 14 185 16 17 18 13 20
ik
21
n& lﬂ XX ii :':i A AR
1 2 3 4 s é 7 B B
i n
10 1
1 BIR]

AR 0% qx B4 BA AF AR 3t
12 13 14 s 16 17 18 19 20
.
21
Knuuuneua
1 2 3 é s & 7 E] 3

Bandamento C

Figura 2: Cariotipos das populagdes PR, CR, e DR de Hoplias malabaricus,

organizados a partir de coloragdo seqiiencial dos cromossomos com Giemsa

(esquerda) e bandamento C (direita). Barra = 5 pm.
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Figura 3: Metafases de Hoplias malabaricus das populagdes PR, CR e DR apos a

coloracdo com Cromomicina Asz. As setas indicam as bandas fluorescentes
brilhantes que correspondem aos segmentos de DNA GC-ricos, localizados no par
cromossomico ne 16. CR* se refere a populacao CR ap6s dupla FISH, mostrando a
localizacdo sinténica dos sitios de DNAr 5S (vermelho) e de DNAr 18S (verdes) no

par cromossOmico ne 16 (setas).
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Figura 4: Cariotipos de Hoplias malabaricus das populacdes PR, CR e DR,
apresentando os sitios de 5SHindIII-DNA e do DNAr 5S (sinais amarelos), com

contra-coloracao pelo iodeto de propidio. Barra =5 um.
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Figura 5: Cariotipos de Hoplias malabaricus das populacdes PR, CR e DR,
apresentando os sitios de DNAr 18S (sinais amarelos), com contra-coloragao pelo
iodeto de propidio e as Ag-RONs sequencialmente analisadas. Observar a

correspondéncia geral entre o namero e a localizagdo dos cistrons de DNAr e das

Ag-NORs. Barra =5 pm.



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

112

Populagao PR

] m sm

T 2.3 4 5 6 18" 13 12 13 15 15 16 17 19 20 21
Populagao CR

] m sm

T 2 3 4 '5 &6 5 31011 12 13 15 15 16 17 18 19 20 21
Populagdo DR

[ m sm

T 2 3 4 § W6 7 10 1 12 13 15 15 16 17 19 20 21

Figura 6: Idiograma representativo dos marcadores cromossémicos observados

nas populacdes PR, CR e DR de Hoplias malabaricus. Os sitios de 5SHindIII-DNA,

DNAr 18S e DNAr 5S estao indicados em azul, verde e vermelho, respectivamente.
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4.3 Capitulo III

Diferenciacdao inicial de wum sistema de
cromossomos sexuais XX/XY em Hoplias
malabaricus. Correlacio com a origem do

sistema X1X:2Y neste grupo de peixes.

Cioffi MB, Bertollo LAC: Initial steps in XY sex chromosome
differentiation in Hoplias malabaricus and the origin of an X1XzY

sex chromosome system in this fish group. Heredity (aceito).
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Resumo

O peixe eritrinideo Hoplias malabaricus é caracterizado por uma ampla
diversidade cariotipica, incluindo distintos sistemas de cromossomos sexuais.
Sete cariomorfos (A-G) ja foram descritos, com os sistemas XY, Xi1X2Y e XY1Y,
encontrados nos cariomorfos B, D e G, respectivamente. Neste estudo, os padroes
cromossdmicos dos cariomorfos C e D foram analisados e comparados, utilizando
o bandamento C, coloragdes diferenciais com os fluorocromos CMA3 e DAPI, e o
mapeamento de DNAs repetitivos [18S rDNA, 5SHindIII-DNA e (TTAGGG)x.]. Foi
verificado que os cariomorfos C e D apresentam cariétipos bastante conservados.
Entretanto, um sistema XX/XY criptico foi identificado no cariomorfo C, onde
amplificacdes de s114eqliéncias repetitivas no cromossomo X conduziram a uma
condicdo homomoérfica e heteromérfica nas fémeas e nos machos,
respectivamente. Entretanto, os cromossomos X e Y diferem apenas levemente
caracterizando assim um estagio inicial de diferenciacdo. Este sistema XY se
mostrou correlacionado com a evolucdo do sistema XiX.Y, caracteristico do
cariomorfo D. Foi evidenciado que os cromossomos X e ne 20 do cariomorfo C
apresentam padroes similares aos dos cromossomos Xi: e Xz do cariomorfo D,
respectivamente, sendo portanto homologos. Adicionalmente, o cromossomo
neo-Y do cariomorfo D compartilha padrdes similares ao dos cromossomos Y e 20
do cariomorfo C, tendo se diferenciado por uma fusdo em tamdem Ypter/20pter.
Foi também evidenciada uma condicao dicéntrica para o cromossomo neo-Y,

onde o centrémero adicional provavelmente se encontra inativo.

114



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Abstract

The Neotropical fish Hoplias malabaricus is well known for its population specific
karyotypic diversity, as well as population specific variations in sex
chromosomes. Seven karyomorphs (A-G) have already been described, with XY,
X1X2Y and XY1Y2 sex chromosome systems found in karyomorphs B, D and G,
respectively. Using differential banding (C) and staining (CMA3z and DAPI) and
mapping of repetitive DNA sequences [18S rDNA, 5SHindIII-DNA, (TTAGGG).],
the chromosomal patterns of karyomorphs C and D were compared to analyze
their karylogical relationships. It was found that karyomorphs C and D have
highly conserved karyotypes, with cryptic differentiated XY sex chromosomes
occurring in karyomorph C, which is correlated with the evolution of the X1X;Y
sex chromosome system of karyomorph D. Amplifications of repetitive sequences
occurred on the X chromosomes, characterizing a homomorphic and
heteromorphic condition in females and males, respectively. However, the X and
the Y chromosomes differ only slightly, thus characterizing an early stage of sex
chromosomes differentiation. It was highlighted that chromosomes X and No. 20
of karyomorph C have similar patterns to those of chromosomes X1 and X of
karyomorph D, respectively, thus homologous. In addition, the neo-Y
chromosome of karyomorph D shares similar patterns to those of chromosomes Y
and 20 of karyomorph C, and has evolved via the tandem fusion Ypter/20pter.
The dicentric condition of the neo-Y chromosome was also evidenced, being the

additional centromere most likely in an inactive state.
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Introducgao

Cromossomos sexuais citologicamente diferenciados foram descritos em
apenas algumas espécies de peixes Neotropicais de agua-doce. Distintos padrdes
de heterocromatina entre os cromossomos sexuais XY e ZW foram bem
documentados em alguns casos. Por exemplo, o cromossomo W mostra-se
altamente heterocromatinizado em espécies de Triportheus (Bertollo and
Cavallaro, 1992; Artoni et al. 1998), bem como em algumas espécies de Leporinus,
Semaprochilodus, Microlepdogaster e Parodon (Galetti and Foresti 1986; Feldberg
et al. 1987; Andreata et al. 1993; Moreira-Filho et al. 1993). Adicao de
heterocromatina também ocorreu no cromossomo X de Hoplias malabaricus
(Born and Bertollo 2000) e de Eigenmannia virescens (Almeida-Toledo et al.
2001), ou no cromossomo Y de Pseudotocinclus tietensis (Andreata et al. 1992).
Mesmo em sistemas de cromossomos sexuais multiplos, normalmente derivados
de rearranjos cromossOmicos, a heterocromatina pode desempenhar um papel na
diferenciacdo desses cromossomos, como documentado para Eigenmannia sp. 2
(Almeida-Toledo et al. 2000).

Recentemente, a presenca de elementos transponiveis e outras seqiiéncias de
DNAs repetitivos tém sido extensivamente estudada em peixes (Martins et al.
2007), fornecendo informagdes importantes em relacdo a diferenciacao e
evolucao dos cromossomos sexuais (Volff et al. 2003; Nanda et al. 1990, 2000,
2002; Stein et al. 2001; Parise-Maltempi et al. 2007). Tais seqiiéncias podem
modificar a composi¢ao molecular do par sexual, bem como reduzir a sua taxa de
recombinacdo (Liu et al. 2004), constituindo passos fundamentais na

diferenciacao dos cromossomos sexuais (Charlesworth et al. 2005).
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Hoplias malabaricus, um peixe eritrinideo Neotropical de ampla distribuicao,
apresenta uma conspicua diversificacdo cariotipica, com sete cariomorfos (A-G)
atualmente identificados. Estes cariomorfos sdo facilmente distinguiveis em
relagdo ao numero diploide, forma e tamanho dos cromossomos e sistemas de
cromossomos sexuais, indicando um provavel grupo de espécies (Bertollo et al.
1986, 2000). Trés distintos sistemas de cromossomos sexuais ja foram
encontrados entre os cariomorfos, ou seja, XX/XY no cariomorfo B,
X1X1X2X2/X1X2Y no cariomorfo D e XX/XY1Yz no cariomorfo G (Bertollo et al.
2000).

Andlise meidticas, juntamente com padrdes de bandamentos G-, C- e de
replicacdo, aprimoraram a identificacdo dos cromossomos sexuais no cariomorfo
D e evidenciaram que, nos machos, ocorreu a fusdao de um cromossomo
submetacéntrico pequeno, semelhante ao Xz com o brago curto de um
Cromossomo submetacéntrico maior, semelhante ao Xji, originando um
cromossomo neo-Y relativamente grande no cariétipo (Bertollo et al. 1997). O
completo pareamento do trivalente sexual foi freqiientemente observado entre as
células em paquiteno, indicando um processo de ajuste sinaptico na meiose
(Bertollo e Mestriner 1998).

Uma analise comparativa entre os cariomorfos, utilizando diferentes
marcadores, mostrou que o cariomorfo D - 2n=40 fémeas / 2n=39 machos -
possui um caridtipo bastante relacionado ao do cariomorfo C - 2n=40 em ambos
os sexos (Cioffi et al. 2009). A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) com
distintas seqiiéncias de DNA tém contribuido grandemente para o estudo dos

cromossomos sexuais em peixes, ndo somente porque este método fornece
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informacdes adicionais sobre a estrutura destes cromossomos, mas também
porque possibilita a comparacao de genoma de diferentes espécies (Nanda et al.
2000). Neste sentido, sondas de DNAs repetitivos podem ser Uteis para a analise
da diferenciagao de cromossomos sexuais, possibilitando evidenciar o acimulo
de seqiiéncias de DNAs repetitivos em um ou ambos os homologos, a partir de
uma condic¢do ancestral homomorfica (Kejnovsky et al. 2009).

Assim sendo, a ocorréncia de marcadores cromossomicos especificos foi
investigada nos cariomorfos C e D, com o intuito de aprimorar a analise da
evolucao do sistema sexual XiX:Y. Foi realizada uma analise comparativa com
diferentes métodos de coloracdo (bandamento C e fluorocromos DAPI e
Cromomicina Az) e o mapeamento citogenético por FISH das repeticoes
teloméricas, de DNAr 18S e do satélite 5SHindIII-DNA. Esta abordagem permitiu a
identificacido de um sistema XX/XY em estdgio inicial de diferenciacdo no
cariomorfo C, bem como sua correlacdo com a diferenciagdo do sistema XiX>Y do

cariomorfo D.

Material e Métodos

Espécimes, preparagdo dos cromossomos mitoticos, coloracdo cromossémica

e cariotipagem

Nove fémeas e onze machos de H. malabaricus, pertencentes ao cariomorfo C,
e sete fémeas e dez machos, pertencentes ao cariomorfo D, foram coletados no rio
Bento Gomes (Poconé, Estado do Mato Grosso, Brasil) e no cérrego Monjolinho
(Reservatério da UFSCar, Estado de Sao Paulo, Brasil), respectivamente. Os

cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de suspensdo celular do rim
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anterior, utilizando o método convencional de “air-drying” (Bertollo et al. 1978).
Os cromossomos foram analisados seqliencialmente pela coloragcdao convencional
com Giemsa e pelo bandamento C, utilizando o hidréxido de bario (Sumner 1972)
para detectar as regides heterocromaticas C-positivas. Coloracaoes com os
fluorocromos GC-especifico (Cromomicina A3) e AT-especifico (DAPI) foram
realizadas de acordo com Sola et al. (1992). As imagens foram capturadas em um
microscépio de epifluorescencia Olympus BX50 com a utilizacdo do software
CoolSNAP-pro (Media Cybernetics). Aproximadamente 30 metafases foram
analisadas por espécime para a determina¢ao do nimero cromossdémico dipléide
e a estrutura cariotipica. Os cromossomos foram classificados como
metacéntricos (m) ou submetacéntricos (sm), de acordo com a relagao de bragos

(Levan et al. 1964).

Analise dos cromossomos meioticos

Cromossomos meiéticos foram obtidos de acordo com Kligerman & Bloom
(1977), como descrito em Bertollo & Mestriner (1998). Os testiculos foram
seccionados em pequenos fragmentos e submetidos a um tratamento hipotonico.
Depois de fixados, os fragmentos foram tratados com solucdo de acido acético
glacial 50% e fragmentados até que uma suspensao celular homogénea fosse
obtida. Gotas desta suspensdo foram pingadas sobre uma lamina de vidro pré-
aquecida (30°C), com uma pipeta Pasteur, formando um anel celular com
aproximadamente 1 cm em diametro na lamina. Os cromossomos foram corados

com Giemsa 5% em tampao fosfato, pH 6,8 durante 5-6 minutos.

119



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

Sondas para FISH

Foram utilizadas duas seqiiéncias de DNAs repetitivos, isoladas diretamente
do genoma de H. malabaricus. A primeira sonda conteve uma copia da sequiéncia
do DNA satélite 5SHindIIl com 360 pares de bases, composta de um segmento
com 95 pares de bases com similaridade ao gene do RNAr 5S, e um segmento com
265 pares de bases também similar ao NTS desse mesmo gene (Martins et al.
2006). A segunda sonda correspondeu a um segmento de 1.400 pares de bases do
gene do RNAr 18S, obtido por PCR a partir do DNA nuclear (Cioffi et al. 2009). A
sonda de 5SHindIllI-DNA foi marcada com biotina-14-dATP, de acordo com
especificacdes do fabricante (Bionick Labeling System, Invitrogen), enquanto que
as sonda de DNAr 18S foi marcada com DIG-11-dUTP, de acordo com
especificacdes do fabricante (Roche). Seqiiéncias de DNA telomérico (TTAGGG)n
também foram utilizadas como sonda, gerada por PCR (PCR DIG-Probe Synthesis
Kit, Roche) na auséncia de um DNA molde, utilizando os primers (TTAGGG)s e

(CCCTAA)s de acordo com Ijdo et al. (1991).

Hibridiza¢do Cromossémica

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) foi realizada em cromossomos
mitéticos e meidticos de acordo com Pinkel et al. (1986). Os cromossomos foram
incubadas com RNAse (40 pg/ml) por 1 hora a 37°C, em camara umida. Apos a
desnaturacdo do DNA cromossomico em formamida 70%/ 2xSSC a 70°C, as
laminas foram incubadas em 2xSSC por 4 minutos, a 70°C. As misturas de
hibridizacdo contendo 100ng da sonda desnaturada, 10 mg/ml de sulfato de

dextrano, 2xSSC e 50% de formamida, em um volume final de 30ul, foram
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aquecidas a 100°C por 10 minutos e entdo aplicadas sobre as laminas. A
hibridizacdo foi realizada por um periodo de 16 a 18 horas em camara imida, a
37°C. As lavagens pos-hibridizacdo foram realizadas em 2xSSC a 37°C durante 5
minutos, seguida de uma segunda lavagem em 2xSSC de 15 min e uma udltima
lavagem em 4xSSC por 15 min, em temperatura ambiente. A detec¢do dos sinais
foi realizada com avidina-FITC conjugada (Sigma) para a sonda de 5SHindIII-DNA
e com anti-digoxigenina-rodamina (Roche) para as sondas de DNAr 18S e
(TTAGGG)n. As lavagens pos hibridizagdo foram realizadas em um “shaker”, a 150
rpm. Os cromossomos foram contracorados com iodeto de propidio (50 pg/mL)
ou com DAPI (1,2 pg/ml) e as laminas foram montadas em solugdo antifading
(Vector Laboratories). As andlises de FISH foram realizadas utilizando um

microscépio de epifluorescéncia (Olympus BX50).

Resultados
Cariotipos, bandamento C e coloracao com fluorocromos

Todos os espécimes do cariomorfo C apresentaram 2n=40 cromossomos para
ambos os sexos, com 14 m e 26 sm (Fig. 1). No cariomorfo D, todas as fémeas
apresentaram 2n=40 cromossomos (14 m + 26 sm) e todos os machos
apresentaram 2n=39 (14m + 25sm). A composicao do cariotipo das fémeas € a
mesma encontrada para o cariomorfo C. O cariotipo especifico dos machos é
devido a presenca de um sistema de cromossomos sexuais multiplos
caracteristico deste cariomorfo, com fémeas X1X1X2X2 e machos XiX2Y, onde o

neo-Y corresponde a um grande cromossomo submetacéntrico (Fig. 1).
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Em ambos os cariomorfos, bandas heterocromaticas C-positivas foram
observadas na regido centromérica/pericentromérica de todos os cromossomos,
bem como na regido telomérica de varios pares (Fig. 1). O bandamento C nao
identificou cromossomos sexuais heteromorficos no cariomorfo C, apesar de que
em algumas metafases de machos as bandas C positivas proximais, nos bracos
curtos do par cromossomico n° 11, apresentaram tamanhos relativamente
distintos. Entretanto, o padrdo heterocromatico dos pares cromossémicos nes.
11 e 20 dos machos e das fémeas do cariomorfo C foram os mesmos observados
nos cromossomos X1 e Xz do cariomorfo D, sugerindo a homologia entre esses
cromossomos. O bloco heterocromatico bem evidente, encontrado na regido
proximal dos bracos longos do par ne 11 do cariomorfo C, foi observado
ocupando a mesma regidao do braco longo do cromossomo Xi, assim como do
braco curto do cromossomo neo-Y (Fig. 1).

Estas bandas C conspicuas foram as unicas heterocromatinas GC-ricas
encontradas em ambos o cariomorfos (Fig. 2). Em todos os espécimes machos do
cariomorfo C os cromossomos do par n2 11 mostraram sitios CMA3* claramente
heteromorficos, com um homologo apresentando um sitio maior que o outro.
Coincidentemente, em todos os machos do cariomorfo D os cromossomos neo-Y e
X1 apresentaram um sitio CMA3* menor e um outro maior, respectivamente (Figs.
2 e 3). Estes resultados foram também reforcados pela coloracao com DAPI,
mostrando que os sitios CMAz* eram DAPI negativos e portadores do mesmo
heteromorfismo de tamanho (Figs. 2 e 3). Desta forma, o par n° 11 dos machos
do cariomorfo C é heteromorfico com base nas evidéncias obtidas com os

fluorocromos, permitindo a identificacido de um sistema XX/XY criptico neste
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cariomorfo. Entretanto, estas diferencas ndo causaram alteracdes na
macroestrutura deste par cromossomico, uma vez que foi mantida a mesma

morfologia e tamanho geral entre os homélogos.

5SHindIII-DNA, DNAr 18S e repeticoes (TTAGGG)n

O satélite 5SHindIII-DNA foi mapeado na regido centromérica de varios pares
cromossOmicos dos cariomorfos C e D, com um total de 22 sitios
correspondentes. Entre estes pares, sao de especial interesse os sitios localizados
no par cromossoémico ne 20 do cariomorfo C e nos cromossomos Xz do cariomorfo
D. Por sua vez, o cromossomo neo-Y do cariomorfo D exibiu um sitio intersticial
caracteristico no braco longo, o unico localizado em uma posi¢do ndo-
centromérica no carioétipo (Figs. 2 e 3).

Cinco pares cromossomicos foram portadores de sitios de DNAr 18S em
ambos os cariomorfos, principalmente nas regioes teloméricas. Entretanto, os
cromossomos X e Y (par n2 11) do cariomorfo C e os cromossomos X1 e neo-Y do
cariomorfo D compartilharam um conspicuo sitio proximal, localizado nos bragos
longos dos cromossomos X, Y e X; e no braco curto do cromossomo neo-Y.
Novamente, como caracterizado pelos fluorocromos DAPI e CMAs3, os
cromossomos XY do cariomorfo C e os cromossomos X1 e neo-Y do cariomorfo D
também apresentam destacaveis sitios heteromorficos, reforcando a ocorréncia
de um sistema de cromossomos sexuais XY no cariomorfo C (Figs. 2 e 3).

FISH utilizando a sonda com as repeticoes (TTAGGG)n mostrou sinais

teloméricos tipicos em todos os cromossomos. Adicionalmente, um exclusivo sitio
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intersticial (ITS) foi evidenciado no brago longo do cromossomo neo-Y (Figs. 3a

and b).

Analises meioticas

Cromossomos meioticos foram analisados por FISH, com sonda de DNAr 18S,
em espécimes de machos do cariomorfo D. As células espermatogoniais
apresentaram 39 cromossomos e 10 sitios de DNAr 18S conforme o esperado,
considerando os resultados anteriores em metafases mitdticas (Fig. 4a). Células
em fases iniciais da profase I apresentaram cinco sitios de DNAr 18S, devido ao
pareamento dos homologos durante a fase de zigoéteno (Fig. 4b). Dezoito
bivalentes e um trivalente caracteristico foram encontrados durante os estagios
de diploteno-diacinese, correspondendo a sinapse dos 18 pares de autossomos e
dos cromossomos sexuais Xi, X2 e neo-Y, respectivamente (Figs. 4c e d).
Concordantemente, cinco sitios de DNAr 18S foram bem caracterizados, incluindo
o localizado no trivalente sexual. Espermatdcitos em metafase Il apresentaram 19
ou 20 cromossomos, como esperado a partir de células espermatogoniais com
2n=39 cromossomos. Células com n=19 (18 autossomos + cromossomo neo-Y),
assim como as com n=20 (18 autossomos + cromossomos Xi e Xz) apresentaram
cinco sitios de DNAr 18S. Apesar da condensacdo mais acentuada dos
cromossomos meioticos, sitios heteromorficos também puderam ser detectados

entre os cromossomos neo-Y e X1 (Figs. 4e e f).
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Discussao

O mapeamento cromossOmico de seqliéncias repetitivas de DNA pode
evidenciar que os cariomorfos C e D apresentam caridtipos bastante conservados
e que um sistema de cromossomos sexuais XY ocorre no cariomorfo C, o qual esta
correlacionado com a origem do sistema X1X2Y presente no cariomorfo D.

Entretanto, os cromossomos X e Y ainda conservam uma grande similaridade
quanto ao tamanho e morfologia caracterizando, desta forma, um estagio inicial
de diferenciacao desses cromossomos. Embora diferencas entre esses
cromossomos ndo tenham sido claramente detectadas com base no padrao das
bandas C-positivas, variacbes em relacdo as seqiiéncias de DNAr 18S e da
heterocromatina GC-rica foram bem evidenciadas, indicando que essas duas
classes de DNAs repetitivos estao associadas ao processo de diferenciacao desses
cromossomos. As mesmas condi¢cdes heteromoérficas evidenciadas para os sitios
CMA3*/DAPI- e de DNAr 18S poderiam ser explicadas se os genes ribossomais
estiverem intercalados por seqiiéncias heterocromaticas GC-ricas ou se o DNAr
constituir, por si mesmo, estas seqiiéncias. Entretanto, a primeira consideracao
parece ser a mais provavel, considerando que no salmdo do Atlantico, e
provavelmente também em outros peixes, os genes de RNAr estdo intercalados
com regioes heterocromaticas (Pendas et al. 1993), e que a CMA3* se liga
principalmente a heterocromatina que flanqueia as RONs (Philips & Hartley
1988). E sabido que sistemas de cromossomos sexuais recentes mantém uma
grande extensdo de homologia, onde s6 algumas areas mais restritas e
diferenciadas sdo associadas com a determinacdo do sexo (Charlesworth 2004;

Charlesworth et al. 2005). A redundancia das seqiiéncias de DNAr, bem como a da
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heterocromatina GC-rica a ele associada, poderia tornar estas regidoes mais
suscetiveis para a ocorréncia de “crossing-over” desiguais, de tal modo que essas
seqliéncias repetitivas poderiam ser modificadas por duplicagdes e delegdes
durante o processo evolutivo.

Estagios iniciais da evolu¢do dos cromossomos sexuais, onde seqtiéncias de
DNAs repetitivos também mostraram-se associadas com a diferenciacdao dos
cromossomos sexuais, foram também observados em algumas espécies de peixes,
como em Poeciliidae e Sternopygidae (Haaf & Schmid 1984; Nanda et al. 1990;
1992; Almeida-Todelo et al. 2001). Em Xiphophorus maculatus os cromossomos
sexuais ndo se apresentam heteromorficos, podendo ser considerados em um
estagio inicial de diferenciacdo. Expansdes do elemento repetitivo XIR foram
consideradas como um dos eventos iniciais na divergéncia do cromossomo Y e no
isolamento da recombinagcdo do lécus sexo-determinante, uma vez que a
amplificacdo deste elemento nao foi observada no cromossomo X (Nanda et al.
2000). Eigenmannia virescens também caracteriza um outro exemplo de
diferenciagao inicial dos cromossomos sexuais, onde o cromossomo X mostra um
bloco heterocromatico na regido distal, positivo para a coloracio com
Cromomicina A3z e Mitramicina, provavelmente devido a amplificacbes de DNA,
sem correspondéncia no cromossomo Y (Almeida-Todelo et al. 2001).

Os padroes cromossomicos dos cariomorfos C e D foram comparados, com o
intuito de analisar suas rela¢des cariotipicas, bem como a origem do sistema de
cromossomos sexuais X1X2Y. Uma perfeita correspondéncia foi encontrada entre
os cromossomos X e Y e os cromossomos X1 e neo-Y, respectivamente. O mesmo

heteromorfismo de tamanho relativo aos sitios cromossémicos DAPI-/CMA3* e de
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DNAr 18S foi encontrado para esses cromossomos, indicando que eles sao, de
fato, correlacionados. A analise dos cromossomos meidticos no cariomorfo D
corroborou os resultados mitoticos. Além de confirmar o nimero esperado de
sitios de DNAr 18S em células espermatogoniais, da profase I e metafase II, um
unico sitio conspicuo foi observado no trivalente meiotico, resultante do
pareamento dos cromossomos Xi e neo-Y. Além disso, em células
espermatogoniais e em metafase I, um sitio menos discreto de DNAr 18S foi
evidente no cromossomo neo-Y, quando comparado com o sitio conspicuo
presente no cromossomo Xi.

O mapeamento cromossomico das seqliéncias de 5SHindIII-DNA também
reforcou as relagdes evolutivas entre os cromossomos sexuais de ambos os
cariomorfos. A familia de DNA satélite 5SHindIIl é especifica do genoma de H.
malabaricus, localizada somente na regido centromérica de alguns pares
cromossOmicos (Martins et al. 2006). Tais seqiiéncias nao foram encontradas nos
centrémeros dos cromossomos X e Y do cariomorfo C e, conseqiientemente,
também se mostraram ausentes nos centrémeros dos cromossomos X1 e neo-Y do
cariomorfo D. Entretanto, o par cromossémico ne 20 do cariomorfo C e o seu
correspondente no cariomorfo D (cromossomo X2) exibiram sitios centroméricos
de 5SHindIII-DNA, além de um sitio intersticial exclusivo no braco longo do
cromossomo neo-Y. Estes resultados permitiram concluir que este sitio
intersticial corresponde ao centromero do cromossomo ne 20, fusionado sobre o
cromossomo Y ancestral, dando origem a um cromossomo neo-Y dicéntrico. Foi
proposto que o cromossomo neo-Y possa ser de fato um cromossomo dicéntrico

(Bertollo et al. 1997; Martins et al. 2006) e com um comportamento estavel no
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cariotipo (Bertollo e Mestriner 1998), sugerindo assim que o centrémero
adicional esteja sendo mantido sob forma inativa.

Um sitio telomérico intersticial (ITS), mapeado no bragco longo do
cromossomo neo-Y, também da um forte suporte para a hipdétese de origem do
sistema Xi1X:Y do cariomorfo D. Como esperado, sitios fluorescentes foram
tipicamente encontrados em ambas as regides teloméricas de todos os
cromossomos do cariotipo, enquanto que o cromossomo neo-Y apresentou um
ITS incomum no brago longo. Sitios teloméricos intersticiais tém sido mapeados
em diversas espécies de vertebrados, sugerindo que rearranjos cromossomicos
podem ocorrer sem a perda de seqliéncias teloméricas (Meyne et al. 1989). Na
realidade, a hipotese de que os ITS podem ser remanescentes de rearranjos
cromossOmicos que aconteceram durante evolucdo do genoma tem um amplo
suporte (IJdo etal. 1991). No caso de H. malabaricus, o sitio telomérico intersticial
foi mapeado somente na regido do cromossomo neo-Y onde provavelmente
ocorreu a fusdo entre o cromossomo Y ancestral e o cromossomo ne 20. Assim, os
dados indicam a manutencao de algumas seqiiéncias teloméricas pertencentes
aos cromossomos rearranjados e ddo suporte para a origem do cromossomo neo-
Y como proposto por outros marcadores cromossomicos (Bertollo et al. 1997).
Um idiograma resumindo a evolug¢ao do sistema X1X:Y do cariomorfo D, a partir
de um sistema XX/XY criptico encontrado no cariomorfo C, esta sendo mostrado
na figura 5. A distribuicao dos marcadores cromoss6micos evidenciam a fusdo em
tandem Ypter/20pter que resultou na forma¢ao do cromossomo neo-Y.

A diversidade de mecanismos de determinagao sexual em peixes, bem como

com a auséncia de cromossomos sexuais diferenciados na maioria das espécies,
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faz deste grupo um modelo interessante para estudos evolutivos e a
caracterizacao de estagios iniciais de diferenciacdo de cromossomos sexuais. Em
geral, esta analise nao é possivel em vertebrados superiores, considerando que
estes possuem sistemas estaveis de determinacao sexual (Dettai et al. 2007).
Entre os peixes Gasterosteidae, o uso de FISH com sondas de cromossomos
artificiais de bactérias (BACs) demonstrou que Gasterosteus aculeatus possui um
cromossomo Y heteromorfico , em contraste com estudos citogenéticos prévios.
De fato, este cromossomo, além de ter acumulado seqiiéncias repetitivas de DNA
em sua regido nao-recombinante, também sofreu inversdes e dele¢cdes quando
comparado com o cromossomo X (Ross & Peichel, 2008). Além disso, uma
diversidade de cromossomo sexuais ocorre entre espécies relacionadas,
evidenciando rapidas mudancas quanto aos sistemas de cromossomos sexuais
neste grupo de peixes. Adicionalmente, foi também verificado que o cromossomo
Y de G. wheatlandi foi originado pela fusao de dois cromossomos Y distintos de
duas espécies relacionadas, representando uma condi¢do incomum na evolugdo
do sistema X1X2Y de cromossomos sexuais multiplos (Ross et al. 2009).

H. malabaricus também tem mostrado ser um excelente modelo para estudos
de diferenciacdo e evolucao de cromossomos sexuais. Além dos sistemas XY,
X1X2Y e XY1Y2 previamente identificados, um novo caso foi agora caracterizado,
onde os cromossomos XY sdo vistos em um estagio inicial de diferenciacao, com
base nas evidéncias obtidas a partir de seqiiéncias repetitivas de DNA. Embora os
resultados ora obtidos tenham evidenciado uma estreita correlacdo entre os
sistemas XY e X1X2Y dos cariomorfos C e D, respectivamente, tal correlacdo nao

foi encontrada para o sistema XY do cariomorfo B, o qual parece ter uma origem
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independente (Cioffi et al. submetido). Assim sendo, H. malabaricus tem
provavelmente percorrido caminhos evolutivos distintos em relacdo aos

Cromossomos sexuais.
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Figura 1: Cariotipos dos cariomorfos C e D (macho/fémea) de Hoplias

malabaricus organizados a partir de coloracdo sequiencial dos cromossomos com

Giemsa (esquerda) e bandamento C (direita). No cariomorfo C, machos e fémeas

apresentam praticamente o mesmo padrao cariotipico geral. Os cromossomos X e

Y do cariomorfo C (par No. 11) e os cromossomos X1, Xz e neo-Y do cariomorfo D

estdo destacados. Note a conspicua banda heterocromatica proximal nos bragos

longos dos cromossomos X, Y and X; e no brago curto do cromossomo neo-Y.

Barra =5 pm.
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Figura 2: Cromossomos metafasicos dos cariomorfos C e D de Hoplias
malabaricus mostrando a localizacao dos sitios DAPI-, CMAsz*, 5SHindIII-DNA e
DNAr 18S nos cromossomos. As seqiiéncias DAPI, CMA3* e de DNAr 18S,
ocorrem como sitios homomorficos e heteromorficos em fémeas e machos,
respectivamente, e evidenciam a correspondéncia entre os cromossomos X e Y

(continua na préxima pdgina)
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(cariomorfo C) e X1 e neo-Y (cariomorfo D). Sitios centroméricos de 5SHindIlI-
DNA estio sendo evidenciados nos cromossomos correspondentes ne 20
(cariomorfo C) e Xz (cariomorfo D), bem como intersticialmente no braco longo
do cromossomo neo-Y. As setas indicam o conspicuo bloco heterocromatico
proximal localizado nos cromossomos X, Y, X1 e neo-Y evidenciados pela contra-

coloracdo com o iodeto de propidio.
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Figura 3: Cromossomos X e Y (cariomorfo C) e X1 e neo-Y (cariomorfo D)
evidenciando bandas C positivas, DAPI-, CMA3* e sitios de 5SHindIII-DNA e DNAr
18S. Os cromossomos X e Y mostram-se claramente relacionados aos
cromossomos X1 e neo-Y, respectivamente, considerando os sitios DAPI-, CMA3z* e
de DNAr 18S homomorficos e heteromorficos. A correspondéncia entre o sitio
intersticial de 5SHindIII-DNA, localizado no brago longo do cromossomo neo-Y, e
o sitio centromérico nos cromossomos X2 e n2 20 do cariomorfo C, esta sendo
também evidenciada. Os cromossomos X, Y, X1 e neo-Y sdo desprovidos de sitios
centroméricos de 5SHindIlI-DNA, mas evidenciam conspicuos blocos
heterocromaticos proximais apds a contra-coloracdo com o iodeto de propidio.
(a) cromossomos metafasicos de machos do cariomorfo D evidenciando claros
sinais teloméricos hibridizados em ambos os telomeros de todos os
cromossomos; (b) detalhe dos cromossomos sexuais, destacando o sitio

telomérico intersticial (ITS) exclusivo no brago longo do cromossomo neo-Y.
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Figura 4: Cromossomos mei6ticos de machos pertencentes ao cariomorfo D de
Hoplias malabaricus analisados com a sonda de DNAr 18S. (a) células
espermatogoniais mostrando 2n=39 cromossomos e dez sitios de DNAr 18S; (b)
metafases em zigoteno/paquiteno e (c-d) diacinese/ metafase I, exibindo cinco
sitios de DNAr 18S nos cromossomos emparelhados; (e-f) células em metafase I1
com 19 e 20 cromossomos, respectivamente, mostrando cinco sitios de DNAr 18S.
As setas indicam o sitio ribossomal conspicuo presente no trivalente sexual; as
cabecgas de seta indicam os sitios heteromorficos de DNAr 18S associados com os

cromossomos neo-Y e Xi.
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Figura 5: Idiograma representativo da evolucdao do sistema X:X2Y presente no
cariomorfo D, a partir de um sistema XX/XY criptico encontrado no cariomorfo C,
evidenciado pelo mapeamento de seqiiéncias de DNAs repetitivos nos
cromossomos. O destaque central ilustra a fusdo em tandem Ypter/20pter que
originou o cromossomo neo-Y. A seta curvada indica a orientacdo invertida do

cromossomo Y.
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4.4 Capitulo IV

Diferenciacio de um sistema de cromossomos
sexuais XY no peixe Hoplias malabaricus
(Characiformes, Erythrinidae). Acimulo incomum

de seqiiéncias repetitivas no cromossomo X.

Cioffi MB, Martins C, Rebordinos L, Vicari MR, Bertollo LAC:
Differentiation of the XY sex chromosomes in the fish Hoplias
malabaricus (Characiformes, Erythrinidae). Unusual accumulation
of repetitive sequences on the X chromosome. Sexual

Development (aceito).
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Resumo
O peixe eritrinideo Hoplias malabaricus apresenta uma alta diversidade
cariotipica, com sete cariomorfos identificados. O cariomorfo A é caracterizado
por 2n=42 cromossomos, sem a presenca de Ccromossomos sexuais
morfologicamente diferenciados. O cariomorfo B também possui 2n=42
cromossomos em ambos os sexos, mas difere pela presenga de um sistema de
cromossomos sexuais XX/XY. O mapeamento citogenético de cinco classes de
DNAs repetitivos indicaram similaridades entre ambos os cariomorfos e a
provavel derivagcdao dos cromossomos XY a partir do par ne 21 do cariomorfo A.
De fato, estes cromossomos mostram-se bem relacionados com base na
distribuicao das seqiiéncias (GATA). e dos sitios de DNAr 18S e 5SHindIII-DNA.
Os dados obtidos indicaram que a diferenciacdao do braco longo do cromossomo X
ocorreu por um acidmulo de heterocromatina e das seqiiéncias de DNAr 18S, a
partir de um par ancestral homomérfico como o ne 21 encontrado no cariomorfo
A. Estes achados foram refor¢ados pela distribuicdo da fragcdo Cot-1 DNA. Em
adicdo, o sitio de DNAr 18S presente no par 21 foi perdido no cromossomo Y,
provavelmente devido a auséncia de recombinagao entre os cromossomos X e Y,
com a rapida degeneracdo dessas seqiiéncias pelo acumulo de mutacoes. O
cromossomo X mostrou-se claramente como um local de acimulo de repeticoes
de DNA, representando um exemplo incomum de cromossomo X acumulando

mais seqiiéncias repetitivas do que o Y entre os peixes.
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Abstract
The Erythrinidae fish Hoplias malabaricus presents a high karyotypic diversity,
with seven karyomorphs identified. Karyomorph A is characterized by 2n=42
chromosomes, without morphologically differentiated sex chromosomes.
Karyomorph B also has 2n=42 chromosomes for both sexes, but differs by an
exclusive heteromorphic XX/XY sex chromosome system. The cytogenetic
mapping of five classes of repetitive DNAs indicated similarities between both
karyomorphs and the probable derivation of the XY chromosomes from pair No.
21 of karyomorph A. These chromosomes appear to be homeologous since the
distribution of the (GATA) sequences, the 18S rDNA and the 5SHindIII-DNA sites
reinforces their relatedness. Our data indicated that the differentiation of the long
arms of the X chromosome occurred by increasing the amount of
heterochromatin and the 18S rDNA cistrons from an ancestral homomorphic pair,
such as No. 21 found in karyomorph A. These findings were reinforced by the
distribution of the Cot-1 DNA fraction. In addition, the 18S rDNA site on the Y
chromosome was lost, probably due the absence of recombination between the X
and Y chromosomes, which could make these sequences degenerate rapidly by
accumulating mutations. The X chromosome was a clearly preferred site for the
accumulation of DNA repeats, representing an unusual example of X accumulating

more repetitive sequences than Y in fish.
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Introducao

O peixe eritrinideo Hoplias malabaricus apresenta uma diversidade de
constituicdes cariotipicas, com sete cariomorfos (A-G) ja identificados e
diferenciados em relagdo ao numero dipléide, forma e tamanho dos cromossomos
e sistemas de cromossomo sexuais, indicando um provavel grupo de espécies
(Bertollo et al. 1986, 2000). Quatro sistemas de cromossomos sexuais ja foram
previamente identificados, ou seja, XX/XY no cariomorfo B, Xi1X1X2X2/X1X2Y no
cariomorfo D e XX/XY1Y2 no cariomorfo G (Bertollo et al. 2000), além de um
sistema XX/XY, em estagio inicial de diferenciacdo, descrito para o cariomorfo C
(Cioffi et al. in press).

O cariomorfo B é caracterizado por 2n=42 cromossomos (40 meta-
submetacéntricos + 2 subtelocéntricos nas fémeas e 41 meta-submetacéntricos +
1 subtelocéntrico nos machos). Este cariomorfo apresenta uma distribuicao
geografica relativamente restrita em relacdo aos demais, sendo até agora
identificado apenas no sistema de lagos do Vale do Rio Doce, Estado de Minas
Gerais, Brasil (Bertollo et al. 2000) e no primeiro planalto do rio Iguagu, Estado
do Parana, Brasil (Lemos et al. 2002). Esta forma cariotipica foi provavelmente
derivada do cariomorfo A (2n=42 cromossomos, todos meta-submetacéntricos),
pela diferenciacdao de um sistema de cromossomos XX/XY heteromorficos. Neste
caso, o cromossomo de X apresenta um tamanho mediano, o unico
subtelocéntrico presente no cariotipo, enquanto que o cromossomo Y € o menor
tamanho e submetacéntrico. Um sitio de RON, associado a uma regido
heterocromatica GC-rica, ocupa uma grande extensdao do braco longo do

cromossomos X, sugerindo a provavel implicacdo destes DNAs repetitivos na

146



Marcelo de Bello Cioffi - Dissertagdo de Mestrado - 2010

diferenciacdo deste sistema de cromossomos sexuais (Born & Bertollo, 2000;
Vicari et al. 2003).

DNAs repetitivos constituem uma grande porcdo do genoma dos eucariotos
(Jurka et al. 2005), e uma vez que 0s cromossomos sexuais de peixes mostram-se
enriquecidos por DNAs repetitivos (Martins, 2007), a investigacdo da organizacao
cromossOmica destas seqiiéncias pode fornecer dados informativos sobre a
origem e a evolucdo de cromossomos sexuais no genoma dos peixes. Desta forma,
foi realizado o mapeamento cromossémico de cinco classes de DNAs repetitivos
(DNAr 18S, DNAr 5S, (GATA)n, (TTAGGG), e da familia de DNA satélite 5SHindlIII)
nos cariomorfos A e B de H. malabaricus, por meio de hibridizagao fluorescente in
situ (FISH simples e dupla-FISH). Igualmente, a fracdao Cot-1DNA (DNA
enriquecido com seqiiéncias alta e moderadamente repetitivas de DNA) foi
isolada e utilizada como sonda. A localizacdo cromossémica destas seqiiéncias
repetitivas expandiu os conhecimentos sobre o processo de diferenciacao dos
cromossomos sexuais no cariomorfo B. O cromossomo X foi caracterizado como
um local preferencial para o acdimulo de seqiiéncias repetitivas, representando
um exemplo incomum do cromossomo X acumulando mais DNAs repetitivos que
o cromossomo Y em peixes. Os dados obtidos também reforcaram as evidéncias
quanto a origem independente dos sistemas de cromossomos sexuais entre os

cariomorfos de H. malabaricus.
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Material e Métodos

Espécimes e preparacdo dos cromossomos mitoéticos

Foram analisados nove fémeas e dez machos de H. malabaricus pertencentes
ao cariomorfo B e oito fémeas e sete machos pertencentes ao cariomorfo A,
provenientes da bacia do rio Doce (Parque Estadual do Rio Doce, Estado do Minas
Gerais, Brasil) e do rio do Pantano (municipio de Descalvado, Estado de Sao
Paulo, Brasil), respectivamente. Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir
de suspensao celular do rim anterior, utilizando o método convencional de “air-
drying” (Bertollo et al. 1978). Os cromossomos foram analisados
sequencialmente utilizando a coloracao Giemsa convencional e o bandamento C
com hidroxido de bario (Sumner, 1972) para detectar as regides

heterocromaticas C-positivas.

Sondas para hibridizagdo cromossémica

Foram utilizadas trés seqiiéncias de DNAs repetitivos, isoladas diretamente
do genoma de H. malabaricus. A primeira sonda consistiu de cdpias repetidas de
DNAr 5§, incluindo 120 pares de bases do gene codificante do RNAr 5S e 200
pares de bases do espacador nado-transcrito (NTS) (Martins et al. 2006). A
segunda sonda consistiu de uma cdpia da sequiéncia de DNA satélite 5SHindIII-
DNA com 360 pares de bases, composta de um segmento com 95 pares de bases
com similaridade ao gene de RNAr 5S, e um segmento com 265 pares de bases
similar ao NTS da primeira sonda (Martins et al. 2006). A terceira sonda consistiu

de um segmento de 1.400 pares de bases do gene de RNAr 18S, obtido por PCR a
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partir do DNA nuclear (Cioffi et al. 2009a). A sonda de DNAr 18S foi marcada por
nick-translation com DIG-11-dUTP, de acordo com orientacdes do fabricante
(Roche). As sondas de DNAr 5S e 5SHindIlI-DNA foram marcadas com biotina-14-
dATP por nick-translation, também de acordo com orientagdes do fabricante
(Bionick Labelling System, Invitrogen).

O DNA gendmico de H. malabaricus (cariomorfo B) foi extraido utilizando o
procedimento de fenol-cloroférmio descrito por Sambrook & Russel (2001). Uma
biblioteca enriquecida com seqiiéncias repetitivas foi construida com base na
cinética de renaturacao de Cot-1DNA (DNA enriquecido com seqiliéncias alta e
moderadamente repetitivas de DNA) (Zwick et al. 1997). Amostras de DNA (200
ul de 100-500ng pl-t de DNA genémico em 0.3M NaCl) foram autoclavados por
10 minutos a 1,4 atmosferas de pressao e 120°C e o DNA fragmentado foi
separado por eletroforese em um gel a 1%. Os fragmentos de DNA obtidos
variaram em tamanho de 100 a 100 pares de bases. Amostras de 50ul do DNA
fragmentados foram desnaturadas a 95°C durante 10 minutos, colocadas em gelo
por 10 segundos e transferidas para um banho de agua a 65°C, para o
reanelamento do DNA. Apés 1 minuto de reanelamento, as amostras foram
incubadas a 37°C, por 8 minutos, com 1U da enzima S1 nuclease, permitindo a
digestao das fitas simples de DNA. As amostras foram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e o DNA foi extraido com fenol-cloroférmio. A fracao Cot-
1DNA foi marcada por nick-translation utilizando digoxigenina-11-dUTP (Roche),
e utilizada como sonda para anadlises de FISH.

Adicionalmente, seqiiéncias (TTAGGG)n e (GATA), foram também utilizadas

como sondas. Estas sondas foram geras por PCR (PCR DIG-Probe Synthesis Kit,
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Roche), na auséncia de um DNA molde, utilizando os primers (TTAGGG)s

/(CCCTAA)s e (GATA)7/(TATC)7, respectivamente (ljdo et al. 1991).

Hibridizagao fluorescente “in situ” (FISH) e andlises cariotipicas

O procedimento de FISH foi realizado conforme Pinkel et al. (1986). As
laminas contendo os cromossomos metafasicos foram incubadas com RNAse (40
ug/ml) por 1,5h a 37°C. Ap6s a desnaturagdo do DNA cromossdmico em
formamida 70%/2xSSC a 70°C, as laminas foram incubadas em 2xSSC por 4
minutos a 70°C. As misturas de hibridizacdao, contendo 100ng da sonda
desnaturada, 10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2xSSC e 50% de formamida em
um volume final de 30 pl, foram aplicadas sobre as laminas e a hibridizacao foi
realizada por 16 horas a 37°C, em uma camara Umida contendo 2xSSC. A primeira
lavagem poés-hibridacao foi realizada em formamida 50%/2xSSC durante 15
minutos a 37°C, seguida de uma segunda lavagem em 2xSSC de 15 minutos, e uma
ultima lavagem em 4xSSC por 15 minutos a temperatura ambiente. A deteccao
das sondas foi realizada utilizando avidina-FITC conjugada (Sigma) para as
sondas de DNAr 5S e 5SHindIII-DNA, e com anti-digoxigenina-rhodamina (Roche)
para as sondas de DNAr 18S, (GATA)., (TTAGGG). e a fragao Cot-1 DNA. As sondas
de 5SHindIlI-DNA, (GATA). (TTAGGG)n,e da fracao Cot-1 DNA foram detectadas
por FISH simples, enquanto as sondas de DNAr 5S e 18S foram detectadas por
dupla-FISH. As lavagens de pos-hibridizacao foram realizados em um shaker (150
rpm). Os cromossomos foram contra-corados com iodeto de propidio (50 pg/mL)

ou DAPI (1.2 pg/ml). As analises de FISH foram conduzidas em um microscopio
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de epifluorescéncia (Olympus BX50), e as metafases foram capturadas com a
utilizacao do software CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).

Aproximadamente 30 metafases foram analisadas por espécime para a
determinagdo do numero cromossdomico diploide e estrutura cariotipica. Os
cromossomos foram classificados como metacéntricos (m), submetacéntricos
(sm) ou subtelocéntrico (st) de acordo com a relacao de bracos (Levan et al.

1964).

Resultados e Discussao

Os cariomorfos A e B de H. malabaricus apresentam formas cariotipicas
semelhantes (Bertollo et al. 2000), sugerindo que o cariomorfo B foi
provavelmente derivado do cariomorfo A pelo surgimento de um sistema de
cromossomos sexuais XX/XY. Os espécimes do cariomorfo A possuem 2n=42
cromossomos e 0s cariétipos compostos por 11 pares m e 10 pares de sm, sem
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados. Por usa vez, embora o
cariomorfo B também apresente 2n=42 cromossomos e uma estrutura cariotipica
geral semelhante a encontrada no cariomorfo A, ele difere pela presenca de um
sistema de cromossomos sexuais XY heteromorficos. Neste caso, as fémeas se
caracterizam por dois cromossomos X subtelocéntricos, enquanto que os machos
apresentam apenas um desses Cromossomos e um pequeno cromossomo Y
submetacéntrico (fig. 1). Bandas heterocromaticas C-positivas foram observadas
na regiao centromeérica/pericentromérica de todos os cromossomos, assim como
na regiao telomérica de varios pares cromossdmicos de ambos os cariomorfos

(fig. 1). Particularmente no cariomorfo B, um conspicuo bloco heterocromatico
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encontra-se presente no cromossomo X, ocupando uma grande extensdo do brago
longo.

Estudos anteriores mostraram que os DNAs repetitivos desempenharam um
papel importante no processo de evolucdo genémica de H. malabaricus. A
ocorréncia e a distribuicdo destas seqiiéncias de DNA nos cromossomos
possibilitaram ndo s6 uma boa caracterizagdo dos distintos cariomorfos de H.
malabaricus, como também reforcaram as similaridades entre os cariomorfos A e
B (Cioffi et al. 2009b). Os DNAs repetitivos foram considerados, por muito tempo,
sem nenhuma fung¢do claramente identificada no genoma (Doolittle & Sapienza
1980). Entretanto, papéis funcionais e estruturais importantes tém sido
apontados para estas seqiiéncias durante a evolucao gendmica de uma variedade
de organismos (Biemont & Vieira, 2006). Diferentes classes de DNAs repetitivos
estdo associadas com regides heterocromdticas dos genomas de muitos
eucariotos filogeneticamente distantes, como moscas-de-fruta (Pimpinelli et al.
1995) e plantas (Presting et al. 1998), dando suporte a um papel estrutural destas
seqliéncias na evolucdo genémica (Dimitri & Junakovic, 1999). Estudos recentes
tem também indicado que o acimulo de DNAs repetitivos podem iniciar o
processo de evolugdao dos cromossomos sexuais (Kejnovsky et al. 2009). De fato, o
acumulo destas sequéncias pode gerar diferencas tanto na morfologia como no
tamanho entre os cromossomos sexuais (Charlesworth, 1978).

5SHindIlI-DNA é um DNA satélite previamente isolado do genoma de H.
malabaricus, que compartilha semelhangas com o DNAr 5S. Essa classe de DNA foi
provavelmente originada de segmentos duplicados de DNAr 5S, mostrando

localizagdo exclusiva na regido de centromérica dos cromossomos (Martins et al.
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2006). Este padrao de distribuicdo foi o mesmo encontrado para todos os
cariomorfos analisados até o momento e sugere um envolvimento desta classe de
DNA repetitivo nas funcdes centroméricas de H. malabaricus (Martins et al. 2006;
Cioffi et al. 2009b). Os cariomorfos A e B compartilharam oito pares
cromossOmicos portadores destes sitios, além do sitio presente no menor par
submetacéntrico (ne 21) do cariomorfo A e nos cromossomos X e Y do cariomorfo
B (fig. 2 A2, B2, B4).

Sequiéncias teloméricas (TTAGGG). estdo presentes nos telomeros dos
cromossomos de todos os vertebrados. Andlises destas seqiiéncias podem
evidenciar a ocorréncia de rearranjos cromossomicos, como fusdes
Robertsonianas ou inversdes, envolvidas na evolugdo cariotipica (Meyne et al.
1989). FISH com sondas de seqiiéncias (TTAGGG), mostrou sinais de hibridizacao
nos telomeros de todos os cromossomos. Sinais intersticiais (ITS) ndo foram
detectados em ambos os cariomorfos, inclusive nos cromossomos sexuais,
indicando que fusdes Robertsonianas ou translocagcdes cromossOmicas
provavelmente nao estiveram envolvidas na diferenciagdo do sistema XY do
cariomorfo B (fig. 3 A1, B1, B3).

As repeticoes (GATA) sdao o principal componente de um DNA satélite
denominado Bkm (“banded krait minor satellite DNA”), isolado do cromossomo
W de cobras da espécie Elaphe radiata (Epplen et al. 1982; Jones and Singh, 1985).
Estas repeticoes tém se mostrado associadas com os cromossomos sexuais de
varios eucariotos e podem desempenhar um papel importante na evolugdo destes
cromossomos e na organizac¢ao dos genomas (Singh & Jones 1982; Epplen et al.

1982; Singh et al. 1984; Jones & Singh, 1985). Além disso, um papel funcional das
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sequiéncias (GATA) na regulacdo génica do cromossomo Y foi também proposto
(Subramanian et al. 2003). Entre os peixes, estas repeticdes permitiram a
deteccdo de diferencas moleculares e estruturais até mesmo entre cromossomos
sexuais aparentemente homomorficos de “guppy” (Nanda et al. 1990). Em
Halobatrachus didactylus, foi evidenciada, pela primeira vez, uma concentragao
especifica das seqiiéncias (GATA) nos cromossomos desta espécie (Merlo et al.
2007). Em H. malabaricus, os cariormorfos A e B mostraram uma distribuigao
dispersa destas seqliéncias no genoma, com um acumulo preferencial na regiao
distal de alguns cromossomos. Entretanto, foi evidente uma concentragao destas
seqliéncias no menor par submetacéntrico do cariomorfo A (par ne 21) (fig. 3
A2), e nos bracgos longos dos cromossomos X e Y do cariomorfo B (fig. 3 B2, B4).
Experimentos de dupla-FISH com sondas de DNAr 5S e 18S mostraram que
estas seqliéncias nao apresentam uma condicdo sinténica em ambos os
cariomorfos. As seqliéncias de DNAr 5S foram localizadas em um pequeno par de
cromossomos metacéntricos, compartilhado pelos cariomorfos A e B, além de um
exclusivo sitio proximal localizado nos bragos curtos de um par submetacéntrico
grande, no cariomorfo A (fig. 2 A1, B1, B3). Por sua vez, os sitios de DNAr 18S
mostraram uma localiza¢do proximal ou na regidao telomérica dos cromossomos.
No ultimo caso, sitios biteloméricos (presentes em ambos os teldmeros),
puderam ser também observados. Os cariomorfos A e B apresentaram quatro
pares de cromossomos portadores de tais sitios, trés deles compartilhados por
ambos os cariomorfos. O quarto sitio mostrou uma localizagdo exclusiva no
cariomorfo A, na regido telomérica do menor par submetacéntrico, ou no

cariomorfo B, na regido intersticial de um par metacéntrico. Além disso, um sitio
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conspicuo foi também localizado no cromossomo X do cariomorfo B, ocupando
uma grande extensao do braco longo (fig. 2 A1, B1, B3). Estudos prévios
evidenciaram uma condi¢do polimoérfica para o cromossomo X em relacdo a
quantidade de heterocromatina C-positiva e ao segmento de NOR a ela associado
(Born & Bertollo, 2000). Entretanto, este polimorfismo nao foi caracterizado em
relacdo aos espécimes agora analisados.

Poucos exemplos de cromossomos de X portadores de NORs sdo conhecidos
em vertebrados, como no morcego Carollia perspecillata (Goodpasture & Bloom,
1975; Morielle & Varella-Garcia, 1988), no roedor Akodon arviculoides
(Yonenaga-Yassuda et al. 1983) e no anfibio Gastrotheca riobambae (Schmid et al.
1983). NORs localizadas nos cromossomos sexuais de peixes ja foram
encontradas em algumas espécies, como em Fundulus diaphanus (Howell & Black,
1979), em Salvelinus alpinus (Reed & Phillips ,1997) e em Triportheus. Neste
ultimo caso, todas as espécies analisadas apresentaram cistrons de DNAr no
cromossomo W, fato este que indica uma provavel condi¢do basal neste género de
peixes (Artoni & Bertollo, 2002, Diniz et al. 2008). Em H. malabaricus, além do
cariomorfo B, ora analisado, a associagdo NOR/cromossomos sexuais também
ocorre no cariomorfo D (Cioffi et al. in press), portador de um sistema X:X>Y de
Cromossomos sexuais.

Mudangas estruturais devem ter ocorrido durante o processo de
diferenciacdo dos cromossomos sexuais para a supressao parcial ou completa do
crossing-over entre os dois cromossomos inicialmente homomoérficos no sexo
heterogamético (Ohno, 1967; Charlesworth, 1978). Os cromossomos sexuais sao

locais favorecidos no tocante ao acimulo de varias repeticdes simples, e o
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heteromorfismo desses cromossomos evoluiu independentemente em diferentes
grupos, usando varios tipos de mecanismos moleculares para acumular
elementos repetitivos (Bull, 1983). Acredita-se que o acdimulo destas seqiiéncias,
resultado de processos de transposicdo e amplificagdo, ocorra primeiramente na
regido adjacente a regido sexo-determinante do cromossomo Y, favorecido pela
auséncia ou baixa freqiiéncia de eventos de recombinagao nesta area (Nanda et al.
2000). Apds a supressao do processo de crossing-over, o par sexual evolui para o
heteromorfismo, conduzindo o isolamento crescente do cromossomo Y e criando
a possibilidade para diferenciacdes adicionais (Bull, 1983; Charlesworth, 1991).

O mapeamento cromossémico de DNAs repetitivos permitiu verificar que
estas seqiiéncias tiveram um papel importante no processo de diferenciacao dos
cromossomos sexuais em H. malabaricus, como comprovado seu pelo padrao de
distribuicao nos cromossomos XY. A Figura 4 resume essa distribuicao,
destacando o menor par submetacéntrico do cariomorfo A (ne 21) e os
cromossomos X e Y do cariomorfo B. O cromossomo X apresenta um conspicuo
sitio de DNAr 18S na regido distal do braco longo e ambos os cromossomos X e Y
possuem um sitio de 5SHindIII-DNA na regido centromérica, bem como uma
concentracdao de sequencias (GATA) nos bracgos longos. Estes cromossomos e o
par n2 21 mostram-se bem relacionados, uma vez que a distribuicdo das
seqiiéncias (GATA) e dos sitios de DNAr 18S e de 5SHindllI-DNA nesses
cromossomos reforcam suas similaridades, indicando assim a provavel derivacao
do par sexual do cariomorfo B a partir do par ne 21 do cariomorfo A. Enquanto as
sequéncias (GATA) aparentemente ndo apresentam grandes diferengas

quantitativas entre os cromossomos X e Y, o DNAr 18S passou por um processo
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claro de acimulo nos bragos longos do cromossomo X, diferindo-o grandemente
do cromossomo Y (fig. 4C).

Entre os peixes Salmonideos, foi proposto um importante papel para os locos
de DNAr 18S nos provaveis cromossomos sexuais destas espécies, o0s quais
poderiam limitar a possibilidade de recombinag¢des adicionais préximas de um
loco sexo-determinante (Reed & Phillips, 1997). De modo semelhante, ndo se
pode descartar um possivel papel para os DNAs repetitivos associados com as
NORs, ou até mesmo para as proprias multicpias de DNAr, na diferenciagdo do
sistema XX /XY do cariomorfo B de H. malabaricus.

Na maioria dos casos conhecidos, o cromossomo Y, em sistemas XY, ou o
cromossomo W, em sistemas ZW, apresentam sinais de degeneracdao e/ou
mostram uma clara tendéncia para acumular seqééncias repetitivas, sendo
parciais ou completamente heterocromaticos (Devlin & Nagahama, 2002; Graves
et al. 2008). Em diferentes taxa, o acimulo de seqiiéncias especificamente nos
cromossomos Y sugere que estes cromossomos sdo enriquecidos com seqiiéncias
altas, baixas e moderadamente repetitivas e contém somente alguns genes
funcionais (Steinemann & Steinemann, 1992; Shibata et al. 1999; Ishizaki et al.
2002; Mariotti et al. 2009). No presente caso, entretanto, uma grande parte do
cromossomo X € heterocromatica e esta claramente acumulando mais seqiiéncias
repetitivas do que o cromossomo Y. A hibridizacdo da fracao Cot-1 DNA também
corroborou o padrao de distribuicdo de heterocromatina, mostrando o acimulo
de seqiiéncias alta-e moderadamente repetitivas no cromossomo X, em contraste
com o cromossomo Y (fig. 4D, E). Assim sendo, os resultados ora obtidos indicam

que o cromossomo X foi o local preferencial para o acimulo de repeticdes,
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representando um exemplo incomum de cromossomo X acumulando mais DNAs
repetitivos que o cromossomo Y em peixes. Contudo, é notavel que os sitios de
DNAr 18S, presentes no par ancestral ne 21, foi perdido no cromossomo Y. A falta
de recombina¢do entre os cromossomos X e Y poderia fazer com que estas
seqiiéncias de DNA se degenerassem rapidamente devido ao acimulo de
mutacgdes, explicando, desta forma, sua auséncia no cromossomo Y atual.

Vem se tornando evidente que a diferenciagdo dos cromossomos sexuais
provavelmente ocorreu de forma independente entre as diferentes linhagens de
peixes, resultando em uma grande variedade de diferentes sistemas (Almeida-
Toledo et al. 1993; Graves, 2008). No caso de H. malabaricus, resultados prévios
de bandamentos C e G mostraram que o sistema X1X:Y encontrado no cariomorfo
D se originou por rearranjos cromossémicos (Bertollo et al. 1997a, 1997b; Cioffi
et al. in press). Heterocromatinizacao vs. rearranjos cromossdmicos apontam para
origens independentes dos cromossomos sexuais presentes nos cariomorfos B e
D, respectivamente, confirmando uma provavel origem polifilética para estes
cromossomos em H. malabaricus. Uma analise comparativa utilizando sondas
obtidas por microdissec¢do esta sendo prevista em estudos futuros, para

confirmac¢ao da presente proposta.
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Figura 1. Caridtipos dos cariomorfos A e B de Hoplias malabaricus, analisados

sequiencialmente pela coloracao Giemsa convencional (esquerda) e bandamento C

(direita). Os cromossomos sexuais dos cariomorfos B estao destacados. Note as

conspicuas bandas heterocromaticas C positivas no braco longo do cromossomo
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Figura 2. Metafases de Hoplias malabaricus mostrando a localizagdo
cromossomica dos sitios de DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde) ap6s dupla-
FISH (A1, B1 e B3) e os sitios de 5SHindIII-DNA (A2, B2 e B4). A se refere aos
machos e as fémeas do cariomorfo A; B1 e B2 se referem as fémeas e B3 e B4 se
referem aos machos do cariomorfo B. As setas indicam o menor par
submetacéntrico do cariétipo (ne 21) do cariomorfo A e as cabecas de seta

indicam os cromossomos sexuais do cariomorfo B.
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A1 A2

Figura 3. Metafases de Hoplias malabaricus mostrando a localizacdao das
sequencias (TTAGGG). (A1, B1 and B3) e (GATA). (A2, B2 and B4) nos
cromossomos. A se refere aos machos e as fémeas do cariomorfo A; B1 e B2 se
referem as fémeas e B3 e B4 se referem aos machos do cariomorfo B. As setas
indicam o menor par submetacéntrico do cariétipo (ne 21) do cariomorfo A e as

cabecas de seta indicam os cromossomos sexuais do cariomorfo B.
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Figura 4. Par cromossémico ne 21 do cariomorfo A, e os cromossomos X e Y do
cariomorfo B, evidenciando as bandas C e os sitios de DNAr 18S, 5SHindIII-DNA e
(GATA)n. C mostra um idiograma representativo dos cromossomos X e Y
indicando a diferenciacao do brago longo do cromossomo X pelo acimulo de
heterocromatina e de seqiiéncias de DNAr 18S, a partir de um par ancestral
homomoérfico semelhante ao par cromossdmico No. 21 encontrado no cariomorfo
A. Em azul esta representado o satélite 5SHindIII-DNA, em vermelho as repeti¢cées
(GATA). e em verde as seqliéncias repetitivas (heterocromatina e DNAr 18S) no

(continua na préxima pdgina)
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cromossomo X. D e E mostram a hibridizacdo da fracdo Cot-1 DNA nos
cromossomos de machos e fémeas do cariomorfo B, respectivamente. As cabecas
de seta evidenciam a acumulacdo de seqliéncias alta e moderadamente

repetitivas nos cromossomos X. A seta indica o provavel cromossomo Y.
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5- Conclusoes Gerais

Os DNAs repetitivos apresentam uma alta dinamica evolutiva, parecendo
escapar da pressao seletiva que age nos segmentos ndo-repetitivos e
representando bons marcadores para deteccdo de eventos evolutivos recentes.
Esta fragdo repetitiva se mostrou importante no processo de evolug¢do genémica
do peixe H. malabaricus, conforme evidenciado pela presenca e distribui¢do
destas seqliéncias nos cromossomos.

Apesar das diferengas existentes quanto ao niumero dipléide e ocorréncia de
cromossomos sexuais diferenciados, os quatro cariomorfos analisados - A, B, C e
D - apresentaram uma estrutura cariotipica relacionada entre si, basicamente
formada por cromossomos meta-submetacéntricos. O mapeamento citogenético
de diferentes classes de DNAs repetitivos forneceu marcadores cromossdmicos
resolutivos, permitindo evidenciar relacionamentos préximos entre os quatro
cariomorfos, dando assim suporte adicional a proposta de que os mesmos
constituem um grupo evolutivo bem aparentado - Grupo I - em H. malabaricus.
Além disso, os dados obtidos também possibilitaram evidenciar a maior
proximidade evolutiva entre os cariomorfos A-B e os cariomorfos C-D, com base
nas especificidades por eles compartilhadas.

Especificamente em relacdo ao cariomorfo A, trés populacdes alopatricas
foram também analisadas. Todas apresentaram a composicdo -cariotipica
caracteristica desse cariomorfo, também suportada pela distribuicdao semelhante
das regidoes heterocromaticas C-positivas nos cariotipos, sem diferencas

conspicuas. O mapeamento de trés classes de seqiiéncias repetitivas de DNA
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evidenciou varios cromossomos compartilhados pelas trés populacées,
reforcando o relacionamento entre elas. Entretanto, foram também detectados
sitios exclusivos, provavelmente em conseqiiéncia de um fluxo génico restrito
entre as populagdes, isoladas em bacias hidrograficas distintas. Em duas destas
populagdes, bem como nas demais até entdo analisadas, os sitios de DNAr 18S e
5S sempre foram localizados em cromossomos independentes. Entretanto, a
ocorréncia de sintenia entre esses sitios foi claramente evidenciada em uma das
populagdes ora analisadas, representando o primeiro caso descrito para H.
malabaricus.

Dentre todos os marcadores utilizados, o DNAr 5S se mostrou um bom
marcador populacional, mostrando diferencas mais significativas ndo s6 entre os
diferentes cariomorfos, como também entre as trés populagdes do cariomorfo A
analisadas. Assim sendo, independentemente de grandes variacbes nos
cariotipos, o mapeamento de DNAs repetitivos permitiu a deteccao de eventos
evolutivos recentes, informativos para a caracterizagdo adicional da diversidade
cromossOmica presente em H. malabaricus.

Este grupo de peixes também provou ser um excelente modelo para estudos
de diferenciacdo e evolucdao de cromossomos sexuais. Além dos sistemas XY,
X1X2Y e XYi1Y: previamente identificados, um novo registro foi agora
caracterizado, onde um sistema criptico de cromossomos sexuais XY mostrou-se
presente no cariomorfo C, onde os cromossomos X e Y diferiram apenas
ligeiramente entre si, caracterizando um estagio inicial de diferenciacdo dos
cromossomos sexuais. Embora estas diferencas nao foram claramente detectadas

com base no padrao de bandas C-positivas, diferencas em relacdo ao tamanho dos
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sitios das sequiéncias de DNAr 18S e da heterocromatina GC-rica foram
detectadas, caracterizando uma condicdo homomorfica nas fémeas e
heteromoérfica nos machos, mostrando que estas duas classes de DNAs repetitivos
estdo envolvidas neste estagio de diferenciacao dos cromossomos sexuais.

Esse sistema XY mostrou-se claramente correlacionado com a origem do
sistema X1X:Y de cromossomos sexuais encontrado no cariomorfo D. De fato, uma
perfeita correspondéncia foi encontrada entre os cromossomos X e Y (cariomorfo
C) e os cromossomos X1 e neo-Y (cariomorfo D), respectivamente, apresentando o
mesmo heteromorfismo de tamanho relativo aos sitios CMA3*/DAPI- e aos sitos
de DNAr 18S. A andlise dos cromossomos meidticos no cariomorfo D refor¢aram
os resultados mitoticos, confirmando o nimero esperado de sitios de DNAr 18S
em células espermatogoniais, de préfase e metafase II, assim como o conspicuo
sitio observado no trivalente mei6tico resultante do pareamento dos
cromossomos Xj e neo-Y.

O par cromossOomico ne 20 do cariomorfo C e o cromossomo Xz do cariomorfo
D, também mostraram-se relacionados com base nos marcadores utilizados,
ambos exibindo sitios centroméricos de 5SHindIII-DNA. Ja o cromossomo neo-Y
apresentou um sitio intersticial exclusivo no brago longo, ao que tudo indica
correspondente ao centrOmero do cromossomo n¢ 20 fusionado sobre o Y
ancestral, dando origem a um neo-Y dicéntrico, onde o centromero adicional,
deve estar sendo mantido sob forma inativa. A presenc¢a de um ITS, mapeado na
regiao do cromossomo neo-Y onde a fusdo original deve ter ocorrido, da um forte
suporte a fusdo em tandem Ypter/20pter que resultou na formac¢do desse novo

Cromossomao.
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Foi anteriormente proposto que o cariomorfo B tenha se derivado do
cariomorfo A pelo surgimento de um sistema XX/XY de cromossomos sexuais,
onde o X corresponde ao unico cromossomo subtelocéntrico do cariétipo. De fato,
os dados ora obtidos indicam que os cromossomos sexuais XY do cariomorfo B e
o par autossOmico ne 21 do cariomorfo A sdo relacionados, com base na
distribuicao das seqiiéncias (GATA), dos sitios de DNAr 18S e de 5SHindIII-DNA
nestes cromossomos. Enquanto que as seqiiéncias (GATA) aparentemente nao
apresentam grandes diferencas quantitativas entre os cromossomos X e Y, o
DNAr 18S associado a heterocromatina C-positiva passou por um processo claro
de acimulo no brago longo do cromossomo X, diferindo-o grandemente do
cromossomo Y. Assim sendo, a diferenciacdo do cromossomo X ocorreu pelo
acimulo na quantidade de heterocromatina e de seqiiéncias de DNAr 18S a partir
de um par ancestral homomorfico semelhante ao cromossomo ne 21 do
cariomorfo A. Uma grande parte do cromossomo X é heterocromatica e
claramente acumulou mais seqiiéncias repetitivas que o cromossomo Y. A
hibridacdo da fracdo Cot-1 DNA complementou esta andlise, mostrando a
abundancia de seqiiéncias alta- e moderadamente repetitivas acumuladas no
cromossomo X. Assim sendo, o cromossomo X foi o local preferencial para o
acumulo de repeticoes de DNA, representando um exemplo incomum de
cromossomo X acumulando mais DNAs repetitivos do que o cromossomo Y nos
peixes.

Em conclusiao, embora a estrutura cariotipica geral dos cariomorfos de H.
malabaricus seja mantida, seus genomas estdo em constante evolu¢do, como

demonstrado pelas variagdes cromossdomicas observadas em relacdo aos sitios de
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DNAs repetitivos mapeados nos cromossomos. Por sua vez, os resultados obtidos
também apontam para origens independentes dos sistemas de cromossomos
sexuais XY do cariomorfo B em relacdo ao cariomorfo C e, por conseguinte,
também em relagdo ao sistema X1X2Y do cariomorfo D, dando assim suporte a

provavel origem polifilética desses cromossomos em H. malabaricus.
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Figura 1. Fragmento amplificado de DNAr 18S de Hoplias malabaricus, com
tamanho aproximado de 1.400 pares de bases. (A) 1Kb Plus DNA Ladder; (B)

DNAr 18S.
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LOCUS FJ5773€7 312 bp DNA linear VRT 0S-COCT-
20083
DEFINITION Hoplias malabaricus 185 ribosomal RNA gene, partial segquence.
ACCESSION FJ5773¢€7
VERSICON FJ5773€7.1 GI:221185588
KEYWCRDS
SOURCE Heoplias malabaricus
ORGANISM cplias malsbaricus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Eutelecstomi;
Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Ostariophysi;
Characiformes; Erythrinidse; Hoplias.
REFERENCE 1 (bases 1 to 312)
AUTHOCRS Cicf£fi M_B., Martins,C., Centofante,L., Jaccbina,U. and
Bertolle,L.A.
TITLE Chreomosomzal variasbility among alleopatric peopulaticns of
Erythrinidae fish Hoplias malabaricus: mapping of three classes
of
repetitive DNAs
JOURNAL Cytogenet. Genome Res. 125 (2), 132-141 (2008)
PUBMED 18729517
REFERENCE 2 (bases 1 to 312)
AUTHCORS Belle,M.C., Martins,C., Centcfante,L., Jaccbina,U. and
Bertolle, L.A.C.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (18-DEC-2008) Institute cf Bicscience, UNESP - Saco
Pzulo
State University, Rubiac Jr., Botucatu, SP 18618000, Brazil
FEATURES Leocation/Qualifiers
source 12312
forganism="Hoplias malabaricus"
/mel type="gencmic DNA"
/db_xref="taxon:27720"
rRNA <1l..>312
/product="18S5 ribosomzl RNA"
CRIGIN
1 ccgetttggt gactcttgat nacctcggtg cctgatcgeg cgcocctcotge ggcogogcgac
€l gtctcattcg acatgtctge cctntcasact ttcggtggta ctatagtgeg cctaccatgg
121 tgaccacggg taacggngaa tcangggttc gattccgcoga gagggagcct gagasacgga
181 ataccacatc caaggasggc agcacgcgcg tttataccca ttacccgaca cggggaggta
241 gtgacgsacs =atEacgata caggtcotcott tocgasggnac ctagtaastc agogastcoga
301 gcgtatccta aa
Figura 2: Seqiiéncia parcial do gene que codifica o RNA ribossomal 18S

depositada

no GenBank sob numero de acesso FJ577367.
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Figura 3. Fracao Cot-1 DNA de Hoplias malabaricus (cariomorfo B). (A) Low DNA
Mass Ladder; (B) DNA gendémico total; (C) DNA genO6mico ap6s autoclavagem por

10 minutos; (D) fragao Cot-1 DNA.
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Figura 4: Seqiiéncias de DNA telomérico (TTAGGG), e (GATA). por PCR,

na auséncia de um DNA molde. (A) 1Kb Plus DNA Ladder; (B) Seqiiéncias

(TTAGGG)n; (C) Seqliéncias (GATA)x.



