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RESUMO

Cromossomos B sdo componentes gendmicos encontrados em varios grupos taxondmicos de plantas
e animais. Até agora nenhuma evidéncia de efeitos fenotipicos detectaveis foi encontrado em
individuos portadores de cromossomo B em Astyanax scabripinnis. Para conhecer a localizagéo,
variabilidade e natureza da cromatina do cromossomo B e elucidar possiveis regides transcricionais,
€ necessario, a priori, obter padroes de bandas cromossbmicas resolutivas. Através desta obtencao
de bandas de replicagdo (bandas RBG) é possivel saber em quais regides o cromossomo B replica
no inicio da fase S, onde nestes locais a cromatina pode ser matéria prima do genoma usado para
transcricdo. Neste estudo foram utilizados 35 exemplares de Astyanax aff. scabripinnis provenientes
de rios da regiao de Campos do Jorddo, Sdo Paulo, em populagdo previamente identificadas pela
presenga de cromossomos B. As amostragens foram realizadas em um ponto do Cérrego da Fazenda
Lavrinha, bacia do rio Paraiba do Sul. A populacao do de A. scabripinnis apresentou individuos com
2n=50 e 2n=51, estes portadores de um cromossomo B metacéntrico. Foi possivel identificar regides
claras e escuras no cromossomo B, no inicio da replicagdo cromossémica, confirmando que a
replicagdo n&do acontece de forma homogénea, elucidando que o cromossomo B de A. scabripinnis
possui uma compartimentalizagdo cromossémica, alusiva aos isocores observados em outros
metazoarios, que estdo envolvidos na compartimentalizacdo do genoma e estdo relacionados ao
suporte da regulagdo transcricional. Através da incorporagdo do andlogo de base BrdU, in vivo, foi
possivel encontrar regibes do cromossomo B que replicam no inicio da fase S, diferencialmente
caracterizadas em relacdo as regides de replicagdo tardia. Nesta perspectiva é possivel mostrar que
o cromossomo B desta espécie possui territério e cromatina disponiveis para transcrever,
especialmente nas bandas claras de replicagéo inicial, sendo estas: p1.1; p1.3; p2.2 e q1.1; q1.3;
g2.1; g2.3. As regides de replicacao tardia sdo correspondentes a blocos de heterocromatina
constitutiva e localizagéo preferencial de sequéncias repetitivas As51. Com o emprego do fluorocromo
cromomicina CMA; foi possivel evidenciar regides ricas em CG em diferente contraste das regides
ricas em AT, evidenciando que as regides CG coincidem com regides de replicagdo inicial,
confirmando os dados obtidos para bandas de replicagéo e banca C. Comprovando e delimitando que
o0 cromossomo B possui cromatina para transcricado é necessario que este estudo de continuidade
para que, se possam identificar quais informagbes sao transcritas, e o efeito fenotipico que estes
possiveis genes localizados nestas regides de replicagdo inicial, trazem ao individuo portador do
cromossomo B.

Palavras-chave: Cromossomo supranumerario, replicagdo cromossdmica, FISH, bandamento
cromossOmico.



ABSTRACT

The B chromosomes are genomic components found in several taxonomic groups of plants and
animals. So far no evidence of detectable phenotypic effects was found in specimens carrier
chromosome B. In order to know the location, variability and nature of the chromatin of the B
chromosome, and try to elucidate transcript regions, it is necessary, a priori, to obtain chromosomal
bands patterns. After the determination of these replication bands (RBG bands), it is possible to know
where the B chromosome begins to replicate, in the early S phase. These replication bands may have
a local chromatin used as genome raw material for transcription. In this study 35 specimens of
Astyanax aff. scabripinnis were analyzed and captured from rivers of Campos do Jordao regions, Sdo
Paulo, in populations previously identified by the presence of B chromosomes. The sample were made
at one point of the Fazenda Lavrinha stream, Paraiba do Sul river basin. The specimens of the A.
scabripinnis population presented a diploid number of 2n=50 and 2n=51, with a supernumerary
metacentric B chromosome. It was possible to identify light and dark regions on B chromosome, at the
chromosomal replication beginning, which confirm that replication does not happen in a homogeneous
way. Thus, the B chromosome of A. scabripinnis has a chromosomal compartmentalization, similar to
the isocores observed in other metazoan, which are involved in the genome compartmentalization and
in the transcription regulation. By incorporating the analogue base BrdU in vivo, it was possible to find
regions of B chromosome that replicate in the early S phase, different to the regions of late replication.
In this perspective, the B chromosome of this species has available territory and chromatin to
transcribe, especially in the initial replication of light bands, which are: p1.1; p1.3; p2.2 e q1.1; q1.3;
g2.1; g2.3. The late replication regions match to constitutive heterochromatin blocks and to the As51
repetitive sequences location. GC-rich regions in a different contrast were evidenced with
fluorochrome chromomycin CMAs, overlapping early replication regions, and confirming the replication
bands and C-banding results. Proving and defining that the B chromosome has chromatin for
transcription, thus it is necessary to continue this study to identify which informations are transcribed,
and what possible phenotypic effects these potential genes located in the early replication regions may
bring to the B chromosome keeper.

Keywords: Supernumerary chromosome, chromosomal replication, FISH, chromosomal banding.
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1 INTRODUGAO

1.1 ORDEM CHARACIFORME, FAMILIA CHARACIDAE

Os peixes constituem cerca de 50% das espécies de vertebrados atualmente
existentes, com uma vasta diversidade em sua morfologia, habitat e biologia particular
(NELSON, 2006).

A América do Sul faz parte da regido Neotropical, e possui uma das maiores
biodiversidades do planeta. Lewinsohn e Prado (2002) afirmam que o Brasil encontra-se
entre os 17 paises megadiversos e segundo Eschmeyer e Fong (2015) com mais de trés
mil espécies validas atualmente.

A ordem Characiforme esta agrupada em 17 familias, com ocorréncia na Africa, no
sul da América do Norte, na América Central e na América do Sul (MIRANDE, 2009).

Os peixes desta ordem apresentam variagao de tamanho, com espécies que variam
de 26 milimetros até 1 metro de comprimento (MOREIRA, 2007), com mandibula superior
nao protraida e dentes faringeos frequentemente pequenos (NELSON, 2006). Sao
observados diferentes habitos alimentares, tais como: piscivoras, ili6fagas (se alimentam
de detritos); herbivoras e lepidéfagas (se alimentam de escamas de outros peixes) e
espécies que se alimentam das nadadeiras de outros peixes (MOREIRA, 2007).

A familia Characidae é a mais numerosa e complexa entre os Characiformes
(RODRIGUES; QUEROL; BRACCINI, 2005). Seus integrantes s&o conhecidos
popularmente como lambaris, piracanjubas, piranhas, pacus, peixes-cachorro e dourados.
Compreende a maioria dos peixes de escamas caracterizados pela presenca de
nadadeira caudal adiposa (BRITSKI, 1972), dentes bem desenvolvidos, nadadeira pélvica,
nadadeira anal curta a moderadamente longa e linha lateral com frequéncia curvilinea, as
vezes incompleta (NELSON, 2006). Dentre os Characidae destaca-se um grupo de peixes

fascinantes, os Astyanax.
1.1.1 O complexo Astyanax scabripinnis
Astyanax é um dos géneros mais abundante e amplamente distribuido da América

Neotropical, onde é encontrado, desde o México até a Argentina. O género Astyanax é

caracterizado por apresentar tamanho reduzido, nadadeira adiposa geralmente presente,
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linha lateral completa e um pouco curva na frente, pré-maxilar ndo protatil, dentes pré-
maxilares dispostos em duas séries, a interna com cinco dentes, escamas de tamanho
normal, cobrindo apenas a base dos raios da nadadeira caudal (BRITSKI; SATO; ROSA,
1988).

Astyanax scabripinnis € um peixe de pequeno porte (Figura 1) de taxonomia pouco
resolvida, reconhecido em sua morfologia e caracteristicas genéticas como um complexo
de espécies (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991). O termo complexo de espécies pode
ser empregado quando individuos compartiham uma caracteristica morfolégica
semelhante, mas ndo sdo da mesma espécie e, devido ao alto grau de variacdo nao
podem ser delimitadas. Estas podem ocorrer em alopatria, parapatria e também em
simpatria (MAYR, 1942). Estes peixes sao reconhecidos em sua biologia particular por
habitar locais restritos a cabeceiras de riachos formando demes populacionais isolados
(MOREIRA-FILHO et al., 2004).

Figura 1. Exemplar de Astyanax aff. scabripinnis do Cérrego Lavrinha da regido de Campos do Jordao, Sao
Paulo, Brasil.

Fonte: Laboratorio de Genética Evolutiva, Universidade Estadual de Ponta Grossa.
Exemplar com 10 cm de comprimento padrao.

Populagdes de A. scabripinnis da regido de Campos do Jordado, Sdo Paulo, Brasil,
tém atraido atencado especial para estudos evolutivos, devido as caracteristicas onde se
encontram. Uma dessas caracteristicas € o relevo muito acidentado (Figura 2)
apresentando altitudes que variam de 600 a 1.900m. Outra caracteristica que esta regiao
apresenta € um divisor de aguas entre duas grandes bacias hidrograficas, onde sao
formados inumeros riachos, onde alguns despejam suas aguas na bacia do rio Sapucai,
enquanto os outros fluem para a bacia do rio Paraiba do Sul. Devido a altitude desta
regido e os desniveis dos riachos formam-se inumeras cachoeiras que impedem o fluxo
génico entre as populagdes, portanto, as caracteristicas desta regido e a presenca de
cromossomos B em distintos isolados populacionais de A. scabripinnis justificam as

pesquisas nesta localidade.
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Figura 2. Imagem panoramica da regido de Campos do Jordao-SP.

SptAstium
DigitalGlobe

Q| 2007 | Data das imagens:

Fonte: Google Earth, com modifica¢des.
O relevo acidentado e rede hidrografica dendritica estéd destacado em azul.

By

Em relagdo a constituicdo -cariotipica, o género Astyanax é possuidor de
consideravel variagdo do numero de cromossomos, sendo 2n=50 o0 numero
cromossOmico modal considerado para este género (OLIVEIRA et al., 1988, KAVALCO;
MOREIRA-FILHO, 2003). Os numeros dipldides variam de 2n=36 a 50 cromossomos,
apresentam variagdes nas férmulas cariotipicas, polimorfismo de blocos heterocromaticos
e na localizagdo das regides organizadoras do nucléolo (MORELLI et al.,, 1983) e
ocorréncia de cromossomos supranumerarios ou B, especialmente no complexo A.

scabripinnis (revisado em Moreira-Filho et al., 2004).

1.2 O CROMOSSOMO B

Cromossomos B sdo componentes gendmicos encontrados em varios grupos
taxondmicos de plantas e animais (BEUKEBOON, 1994). Entre os peixes neotropicais,
4% das mais de 1.000 espécies com cariétipos conhecidos tém descri¢do para ocorréncia
de cromossomos B (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 2007).

Cromossomos supranumerarios ou B sao adicionais, presentes em alguns

individuos de algumas populag¢des de algumas espécies, e que provavelmente surgiram a
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partir dos cromossomos do complemento padrdo (cromossomos A), mas seguem O seu
préprio caminho evolutivo (CAMACHO et al., 2000).

O termo cromossomo B é utilizado para casos onde os supranumerarios possuem
uma determinada frequéncia na populacdo, sendo esta uma caracteristica da mesma
(JONES; REES, 1982). Inicialmente é possivel assumir a definicdo de cromossomos B
apresentada por Rejon et al. (1987), como segue, embora nem todas as condi¢cbes sejam
encontradas universalmente entre os diferentes organismos portadores destes elementos

supranumerarios:

e Variam de tamanho e forma, sendo em muitos casos 0s menores do
complemento;

e Diferem da morfologia dos cromossomos do complemento padréo A, ndo sendo
homologos aos A;

e S&o geralmente heterocromaticos;

e Em geral com poucos efeitos genéticos;

e Nao sado essenciais para a vida dos organismos podendo estar presente ou
ausente em individuos de uma determinada populagao;

e Nao seguem as leis de segregagcao mendeliana, podendo ser instaveis durante
a mitose e ou meiose;

e Quando presentes em numero elevado, podem afetar a fertilidade e o
crescimento, mas em alguns casos podem ser favoraveis;

e Em algumas espécies a sua origem é desconhecida.

e Alteram o ciclo celular, metabolismo e comportamento dos cromossomos A na

meiose.

A presenca de cromossomo B geralmente aumenta a frequéncia de quiasmas nos
cromossomos A, promovendo uma maior diversidade genética (VOLOBUJEV, 1981) os
cromossomos B podem afetar o pareamento dos cromossomos do padrdao A na meiose
ou causar anomalias (REJON et al.,1987) se o numero de B for alto pode afetar aspectos
do crescimento e desenvolvimento do organismo. Em alguns casos os cromossomos B
expandem a duracédo do ciclo celular mitético, o que se atribui ao aumento da quantidade

de DNA que devem se replicar, eles também podem causar efeitos nucleotipicos como
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alterar a proporgdo de histonas e DNA e aumentar o volume dos cromossomos A e a
sintese de RNA e proteinas (REJON et al.,1987).

Segundo os autores Rejon et al. (1987) e Volobujev (1981) esses efeitos
nucleotipicos parecem indicar que os cromossomos B interferem na regulagdo da
atividade genética dos cromossomos A, como no caso de plantas Liliacea onde o
aparecimento da isoenzima da esterase E-1 depende da presenca do cromossomo B. O
gene estrutural para a E-1 estaria localizado num cromossomo A e o0 cromossomo B
ativaria este gene.

Desde a sua descoberta no inicio do século passado por Wilson (1907), a
manutencdo dos cromossomos B nos organismos tém sido intensamente estudada
(JONES; REES, 1982; JONES, 1995; CAMACHO et al., 2000; PUERTAS, 2002), sendo
descritos em mais de 1.300 espécies de plantas e quase 500 espécies de animais
(JONES; REES, 1982; JONES, 1995).

1.2.1 Cromossomos B em Astyanax scabripinnis

Os cromossomos B sdo encontrados em aproximadamente 61 espécies de peixes

neotropicais de diferentes taxons (CARVALHO; MARTINS-SANTOS; DIAS 2008).
A ocorréncia de cromossomos B no género Astyanax ja foi descrita em seis espécies:
Astyanax scabripinnis (SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992; FERRO et al.,, 2003),
Axtyanax fasciatus e Axtyanas schubarti (MOREIRA-FILHO et al., 2001) Astyanax
altiparanae (HASHIMOTO et al., 2008) Astyanax bockmanni (DANIEL et al., 2012) e em
Axtyanax paranae (SILVA et al., 2014).

Sobre a distribuicdo do cromossomo B em A. scabripinnis, Néo, Moreira-Filho e
Camacho (2000) observaram a relagéo entre a altitude e a quantidade de cromossomos
B, e encontraram a presenga desse elemento somente em populagdes isoladas acima de
1.000 metros de altitude na regido de Campos do Jordao, Sao Paulo sendo verificada
frequéncia mais alta em fémeas. Rocon-Stange e Almeida-Toledo (1993) observaram
cromossomos B exclusivamente em machos em estudo no Rio Jucu, Espirito Santo.

A origem do macrocromossomo B em A. scabripinnis foi atribuida inicialmente a
eventos da nao disjuncdo cromossOmica baseada em inferéncias comparativas do
tamanho e morfologia do cromossomo B em relagdo ao primeiro par de cromossomos do
complemento padrao (SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992). A hipétese de origem por

isocromossomo para o cromossomo B metacéntrico em A. scabripinnis foi originalmente
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proposta por Vicente; Moreira-Filho e Camacho (1996) com base no padrao de banda C.

Evidéncias posteriores reforcaram esta hipdtese com base na distribuicdo simétrica
do DNA repititivo As51 em ambos os bragos do cromossomo B. A prova funcional veio do
comportamento meidtico do B em ambos os sexos. Os dois bragos do B-univalente foram
os primeiros a completar a formagado do complexo sinaptonémico, sugerindo que a sua
proximidade fisica confere uma vantagem no pareamento, acontecendo antes dos demais
cromossomos (MESTRINER et al., 2000).

Atualmente, a teoria mais aceita propde que o cromossomo B em A. scabripinnis
tenha se originado a partir da formagdo de um isocromossomo do par acrocéntrico 24.
Esta hipotese baseia-se na presenga de uma banda heterocromatica intersticial no brago
longo deste par, apés a formagdo do isocromosomo, originando um cromossomo B
metacentrico grande com bandas C intersticiais simetricamente em ambos os bragos
deste cromossomo B (VICENTE; MOREIRA-FILHO; CAMACHO, 1996).

Mestriner et al. (2000) utilizando a sonda de DNA repetitivo As51 mostrou
marcacoes intersticiais na regiao de banda C do par 24 e marcagdes simétricas em
ambos os bragos do cromossomo B, corraborando com a hipotese de origem do
cromossomo B proposta anteriormente por Vicente; Moreira-Filho; Camacho, (1996).

Moreira-Filho et al. (2004) revisaram as informag¢des disponiveis a respeito de
cromossomos B em A. scabripinnis, sua presenga, a origem, a frequéncia e distribuicdo
em populag¢des naturais, e concluiram que estas abordagens precisam de outros estudos
complementares, de modo que a presenga e o significado dos cromossomos B para a
especie seja melhor compreendido. Uma das questdes que ainda permanecem, segundo
os autores, refere-se a possiveis efeitos de cromossomos B em seus portadores. Sendo
que até agora nenhuma evidéncia de efeitos fenotipicos detectaveis foi encontrado.

Ao analisar células somaticas e gaméticas Vicari et al. (2011) confirmaram que o
macrocromossomo B em A. scabripinnis surgiu através da formacao de isocromossomo
pelo autopareamento dos elementos paquiténicos hibridados com a sonda As51,
possivelmente do par 24, entretanto, a incerteza permanece em relagdo a falta de
bandamento resolutivo ou pintura cromossémica exclusiva que demonstrem esta origem.

Castro et al. (2014) em seu estudo de morfometria, observaram uma variacdo na
regido ventral do corpo de individuos que possuiam cromossomo B em relacdo aos
individuos que n&o possuiam, sendo a regido ventral menos dilatada em individuos que
possuiam cromossomo B, encontraram também diferengas morfométricas em relacéo as

populagdes de alta e baixa altitude.
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Castro et al. (2014) em outro estudo, definiram como caracteristica notavel a
presenga exclusiva do cromossomo B em populagédo de altitude mais elevada,
confirmando o que outros autores ja haviam associado (NEO et al., 2000). Desta forma
condigbes ambientais especificas mais favoraveis, permitiram uma maior tolerancia para
esse elemento gendmico adicional, em populagdes de A. scabripinnis em altitudes mais
elevadas, na regido de Campos do Jorddo, no Estado de Sao Paulo, explicando a
presenca ou auséncia deste cromossomo em diferentes populagdes de A. Scabripinnis.

White (1973) prop6s o modelo heterdtico para explicar que os cromossomos B
seriam mantidos gragas as vantagens adaptativas que conferem ao individuo portador,
quando se encontram em numeros baixos. Ja o modelo parasitico vem sendo suportado
por varios autores (OSTERGREN, 1945; JONES, 1985; SHAW; HEWITT, 1990) que
consideram que os cromossomos B se mantém nas populacbes em razdo de seus
proprios meios de acumulo. Esses cromossomos seriam como elementos parasitas, uma
vez que sua presencga nao traria vantagem alguma ao individuo portador.

Camacho et al. (2003) discutem o ciclo de vida prolongado de cromossomos B com
base no conflito genbmico que ocorre entre o aumento da frequéncia deste elemento,
suportado pela deriva genética em um estagio de acumulo, e posterior efeito negativo e
declinio com a neutralizagdo do cromossomo B original e surgimento de novas variantes

do B, que iniciaria novamente um ciclo de acumulo.

1.3 REPLICACAO E BANDAMENTO CROMOSSOMICO

Um dos principais problemas que possam ter impedido uma melhor compreensao da
evolucdo cromossOmica em peixes € a dificuldade de obter bons padrdes de bandas
cromossOmicas longitudinais (ARTONI et al., 1999). Esta falta de resultados pode ser
explicada pela dificuldade na obtengao de bandas resolutivas, o suficiente para permitir a
comparagao cromossémica. Provavelmente o tamanho dos cromossomos de peixes,
geralmente pequeno (<5um) pode dificultar a caracterizagdo de regides claras e escuras
ao longo do cromossomo (DANIEL-SILVA; ALMEIDA-TOLEDO, 2005).

Embora alguns estudos tenham demonstrado que o cromossomo B de A. scabripinnis
possui um padrao de replicagdo tardio (MAISTRO; FORESTI; OLIVEIRA, 1999), devido
principalmente a sua natureza heterocromatica (SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992;
VICENTE; MOREIRA-FILHO; CAMACHO, 1996), ainda é uma questdo em aberto para
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relacionar a replicagdo destes cromossomos com a localizagdo, variabilidade e natureza
da heterocromatina.

A presenca do padrdo de bandas de replicagdo em cromossomos de peixes indica
que a replicagdo se da em duas etapas, a precoce e a tardia, levando a um padrao de
bandas distinto em cada replicagdo do cromossomo (SANCHEZ et al., 1993), tal como
acontece em outros eucariotos (CUNY et al., 1981; MEDRANO et al., 1988; BERNARDI,
1989; BERNARDI, 1995; MAISTRO; FORESTI; OLIVEIRA, 1999).

A incorporagdo de bromodeoxiuridina “5-bromo-2'-deoxiuridina” (BrdU) in vivo gera
padrdo de bandas RBG que é o reverso ao padrédo de bandas GBG (bandas claras e
escuras ao longo dos cromossomos) (VERMA; BABU 1995).

A bromodeoxiuridina € uma pirimidina analoga da timidina de féormula molecular
CoH;1BrN,Os, que é seletivamente incorporada ao DNA durante a fase S do ciclo celular.
E um nucledtido halogenado (devido ao grupo brometo incorporado na quinta cadeia de
carbono), formado por uma base de pirimidina e o monossacarideo da ribose, cuja
analogia a timidina permite substituicAo quase completa, entre 99,8 e 100%, de
nucleotideos timidina nas células em fase de sintese (informacbes do fabricante). A
propriedade fotodegradavel do BrdU permitiu a demonstragdo microscopica de regides
cromossOmicas que consistem em DNA substituido por ele, apresentando coloragéo
diferente (VERMA; BABU 1995).

Na revelacdo da banda proveniente da incorporacdo do BrdU é possivel diferenciar
regides que replicam precocemente e outras tardiamente (MAISTRO; FORESTI,
OLIVEIRA 1999, DANIEL-SILVA; ALMEIDA-TOLEDO, 2005). Estes autores obtiveram
bandas RBG com sucesso a partir da incorporagéo de BrdU in vivo espécies do género
Astyanax, com exposi¢cao ao tratamento num periodo de 5 a 7 horas.

Outro meio de obtengao de banda RBG é o uso de fluorocromo, a vantagem desta técnica
€ que na presencga de luz em comprimento de onda adequado, que realgca dois padrdes
de bandas na mesma metafase (SCHWEIZER et al., 1980).

Os fluorocromos sao corantes fluorescentes geralmente utilizados associados com
um contra corante. Existem duas categorias destes corantes, com especificidade para as
bases AT ou com afinidade para as bases GC, e em geral, esses podem ser o 4"-6-
diamidino-2 fenilindol (DAPI) e a Cromomicina (CMAs3), respectivamente. O fluorocromo
CMA; pode ser usado associado ao antibidtico distamicina o qual age como um contra
corante que se liga as bases AT, permitindo um maior contraste nas regides ricas em GC
(SCHWEIZER et al., 1980).
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1.4 HETEROCROMATINA

Astyanax scabripinnis pode apresentar variagdes no padrao de bandas C no que diz
respeito a natureza, quantidade e distribuicdo de heterocromatina constitutiva entre as
populagdées (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991).

A heterocromatina constitutiva foi definida por Brown (1966) como a heterocromatina
que ocorre em por¢gdes homologas do par cromossémico, estando inativa, sendo mais
tarde denominada de nao codificadora por Melo (1978).

Summer (1990) destacou as principais caracteristicas da heterocromatina
constitutiva como sendo sua universalidade, diversidade e variabilidade. A diversidade é
entendida como as diferengcas em termos de composicdo de bases de DNA e a
variabilidade, como mudangas na quantidade de heterocromatina constitutiva no cariétipo.

A heterocromatina constitutiva diferencia da heterocromatina facultativa que, em
humanos, pode ser representada pela condensacdo e inativacdo de um dos
cromossomos X no sexo homogamético. A inativagdo nao é total, podendo ocorrer
alguma atividade. Um exemplo € do cromossomo X em mamiferos (LYON, 1968), onde o
macho possui o0 cromossomo X e 0 Y ativos, enquanto nas fémeas, um dos cromossomos
X constitui a cromatina sexual condensada e inativada.

Os DNAs repetitivos constituem uma grande porcentagem do genoma eucariético
consistindo em sequéncias que podem ser idénticas ou semelhantes, que se repetem
diversas vezes podendo estar em tandem, repetidas ou dispersas no genoma (SUMNER
2003).

Os DNA repetitivos em tandem séao classificados de acordo com sua unidade de
repeticdo, a qual apresenta variagdo de tamanho, onde os maiores que 100 pb sao
denominados satélites, de 10 a 100 pb minissatélites e de 2 a 6 pb microssatélites
(SUMNER 2003).

O DNA satélite esta empacotado de forma densa nas regides de heterocromatina
constitutiva (PLOHL et al., 2008).

Apesar do DNA satélite estar relacionado com a inatividade de transcricdo
(BERIDZE, 1986), tem sido sugerido sua importdncia acompanhado de proteinas
especificas, nos processos de estabilidade da estrutura genbmica, pareamento
cromossOmico e segregacao, atuando em fungao estrutural, também na investigacao de

variabilidade e diversidade genética, numa perspectiva evolutiva (KURENOVA et al.,
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1998; MONOD et al., 2002; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2008; BUSSIEK et al.,
2009).

Mestriner et al. (2000) identificaram um DNA satélite, cortado pela enzima de
restricdo Kpn 1, 59% rico em AT no genoma de A. scabripinnis, com unidades
monomeéricas de 51 pares de base, denominado As51. Analises por hibridagao in situ
fluorescente (FISH) mostraram que este DNA esta localizado principalmente nas
heterocromatinas distais, em alguns sitios de RONs e em partes do cromossomo B da
populacao analisada (MESTRINER et al., 2000).

Os sitios de DNA satélite podem ser provaveis alvos para quebras e fusdes
cromossOmicas. Contudo, o DNA satélite As51 ndo se mostrou associado aos rearranjos
cromossOmicos que modificaram os numeros dipléides em A. scabripinnis e A. fasciatus
(KANTEK et al., 2009).

Elementos transponiveis tém como caracteristica a habilidade de se espalhar dentro
do genoma através de sua propria amplificacdo, sendo assim chamados de parasitas
gendmicos, mas que fornecem opgao a evolugao (KIDWELL, 2001).

Assumindo que o DNA satélite As51 é derivado de um elemento transponivel, cada
populagdo ou espécie poderia seguir evolutivamente um caminho independente, seja pelo
acumulo ou invasao de outras sequéncias de cromossomos, ou a eliminacdo de
sequéncias no genoma, acentuando assim divergéncias no cariotipo entre as populagdes
ou espécies. Nesse sentido, ndo se pode descartar o potencial papel do DNA satélite

As51 nos processos de especiagao do género Astyanax (VICARI et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Um dos principais problemas que possa ter impedido uma melhor compreensao da
evolucdo cromossOmica em peixes é a dificuldade de obter bons padrdes de bandas
cromossOmicas longitudinais (ARTONI et al., 1999).

Para elucidar se o cromossomo B possui regides possivelmente transcricionais, é
necessario obter padrbes de bandas longitudinais resolutivas. Através desta obtengao de
bandas de replicagdo (bandas RBG) € possivel saber em que regides o cromossomo B
replica no inicio da fase S, onde nestes locais a cromatina pode ser matéria prima do
genoma usado para transcrigao.

Sendo assim, este estudo teve como objetivo:

Evidenciar possiveis regides transcricionais no cromossomo B e no caridtipo de A.

scabripinnis por meio do padrao de replicagao e da natureza da cromatina.

Para isso foram seguidos os seguintes objetivos especificos:

e Incorporar analogo de base BrdU in vivo a fim de obter padrdes de bandas de
replicacdo em cromossomos B de A. scabripinnis em cromossomos mitoticos.

e Mapear sequéncias minissatélites em cromossomos B de A. scabripinnis;

e Analisar possiveis homologias do padrdo de bandas de replicacdo do

cromossomo B com os cromossomos do complemento padrao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DE COLETA

Foram utilizados 35 exemplares de Astyanax aff. scabripinnis provenientes de rios
da regiao de Campos do Jordao, Sdo Paulo-SP, em populacéo previamente identificadas
pela presenca de cromossomos B. A coleta foi realizada no Corrego da fazenda Lavrinha,
bacia do rio Paraiba do Sul (Figura 3) coordenada S 22°43'09,6”/WQO 45°25'38,5” (Figura
4) com elevacgao de 1881m.

A Licenca permanente para coleta de material zoolégico foi emitida pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis-(IBAMA) (Anexo ).

Esta pesquisa teve autorizagdo do comité de ética da UEPG (Anexo ).

Figura 3. Bacia do Rio Paraiba do Sul.

________________________________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________________________________________
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Fonte: Google Earth, com modificagdes.
Regido de Campos do Jordao Estado de Sao Paulo, com destaque para local de coleta, em vermelho, no
cérrego da Fazenda Lavrinha.
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Figura 4. Local de coleta: Cérrego da Fazenda Lavrinha, Campos do Jordao-SP.
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Fonte: Google Earth, com modificagbes.

3.2 METODOS UTILIZADOS

A obtengdo de cromossomos mitoticos seguiu o método de preparagao direta
adaptado para peixes por BERTOLLO et al. (1978), (Anexo Ill) e de cultura de curto
tempo descrito por FENOCCHIO et al. (1991). (Anexo |V). Para o padrao de bandas de
replicacéao inicial foi feito a incorporagéo do analogo de base 5-Bromodesoxiuridina (BrdU)
e a revelacdo das bandas seguiu o protocolo estabelecido por GILES et al. (1988), com
modificagdo no tempo da incorporacédo do BrdU que foram de 6 horas e trinta minutos e a
exposigao a luz ultravioleta que foi de duas horas e trinta minutos (Anexo V). O padréao de
banda-C seguiu o protocolo segundo SUMNER (1972), (Anexo VI). A hibridizagao in situ
fluorescente (FISH) foi de acordo com PINKEL et al. (1986) foi empregada para o
mapeamento de regides repetitivas, utilizando a sonda de As51, (Anexo VII) com
modificagdes segundo Vicari et al. (2010). Para a coloragdo com os fluorocromos base-
especificos CMA; e DAPI, seguiu-se o protocolo descrito por SCHWEIZER, (1980) com
adaptacgdes, (Anexo VIII).

As 15 melhores metafases foram fotografadas em microscépio de epifluorescéncia
Axiophot Zeiss e capturadas por camara CCD com auxilio do programa Zen Imaging

Software, versao: zen 2012 (blue edition). Os exemplares foram depositados no Museu de
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Zoologia da Universidade Estadual de Londrina-PR, com o numero 17482. O idiograma foi
montado pelo programa Corel Draw v. X7. O cari6tipo foi montado, através do programa
Photoshop versdo CC 2015.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em forma de artigo cientifico em um capitulo,

conforme as normas de escrita exigidas pela Instituicéo.
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4.1 CAPITULO | - ESTUDO DA DINAMICA DE REPLICA(}AQ CROMOSSOMICA EM
Astyanax aff. Scabripinnis (TELEOSTEI: CHARACIDAE), COM ENFASE NA NATUREZA
DOS CROMOSSOMOS B
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RESUMO

Cromossomos B sdo componentes gendmicos encontrados em varios grupos taxonémicos de plantas e
animais. Até agora nenhuma evidéncia de efeitos fenotipicos detectaveis foi encontrado em individuos
portadores de cromossomo B em Astyanax scabripinnis. Para conhecer a localizacdo, variabilidade e
natureza da cromatina do cromossomo B e elucidar possiveis regides transcricionais, € necessario, a priori,
obter padrées de bandas cromossdOmicas resolutivas. Neste estudo foram utilizados 35 exemplares de
Astyanax aff. scabripinnis provenientes de rios da regido de Campos do Jordao, Sdo Paulo, em populagdes
previamente identificadas pela presengca de cromossomos B. As amostragens foram realizadas em um
ponto do Cérrego da fazenda Lavrinha, bacia do rio Paraiba do Sul. Através da incorporag¢do do analogo de
base BrdU in vivo, foi possivel encontrar regides do cromossomo B que replicam no inicio da fase S,
diferencialmente caracterizadas em relacao as regides de replicagéo tardia. Nesta perspectiva é possivel
mostrar que o cromossomo B desta espécie possui territério e cromatina disponiveis para transcrever,
especialmente nas bandas claras de replicagéo inicial, sendo estas: p1.1; p1.3; p2.2 e q1.1; 91.3; g2.1; 92.3.
As regides de replicacéo tardia sdo correspondentes a blocos de heterocromatina constitutiva e localizagéo
preferencial de sequéncias repetitivas As51. Com o emprego do fluorocromo cromomicina CMA; foi possivel
evidenciar regides ricas em CG em diferente contraste das regides AT, mostrando que as regides ricas em
CG coincidem com regides de replicagdo inicial, confirmando o que foi revelado pelas bandas de replicacao
e banda C.

Palavras-chave: Cromossomo supranumerario, replicagdo cromossémica, FISH, bandamento
cromossémico.
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ABSTRACT

The B chromosomes are genomic components found in several taxonomic groups of plants and animals. So
far no evidence of detectable phenotypic effects was found in specimens carrier chromosome B in Astyanax
scabripinnis. In order to know the location, variability and nature of the chromatin of the B chromosome, and
try to elucidate transcript regions, it is necessary, a priori, to obtain chromosomal bands patterns. In this
study 35 specimens of Astyanax aff. scabripinnis were analyzed and captured from rivers of Campos do
Jordao regions, Sao Paulo, in populations previously identified by the presence of B chromosomes. The
sample were made at one point of the Fazenda Lavrinha stream, Paraiba do Sul river basin. By incorporating
the analogue base BrdU in vivo, it was possible to find regions of B chromosome that replicate in the early S
phase, different to the regions of late replication. In this perspective, the B chromosome of this species has
available territory and chromatin to transcribe, especially in the initial replication of light bands, which are:
p1.1; p1.3; p2.2 e q1.1; q1.3; g2.1; g2.3. The late replication regions match to constitutive heterochromatin
blocks and to the As51 repetitive sequences location. GC-rich regions in a different contrast were evidenced
with fluorochrome chromomycin CMA;, overlapping early replication regions, and confirming the replication
bands and C-banding results.

Keywords: Supernumerary chromosome, chromosomal replication, FISH, chromosomal banding.
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Introducgao

Cromossomos B sdo componentes gendmicos encontrados em varios grupos
taxondmicos de plantas e animais (BEUKEBOON, 1994). Desde a sua descoberta no
inicio do século passado por Wilson (1907), a manutengcédo dos cromossomos B nos
organismos tém sido intensamente estudada (JONES; REES, 1982; JONES, 1995;
CAMACHO et al.,, 2000; PUERTAS, 2002). Trabalhos recentes tém versado sobre a
evolugdo e biologia dos cromossomos B, com especial destaque para a ocorréncia de
genes nestes elementos extragendmicos (revisado em HOUBEN et al., 2014).

Entre os peixes neotropicais, 4% das mais de 1.000 espécies com cari6tipos
conhecidos tém descricdao para ocorréncia de cromossomos B (OLIVEIRA; ALMEIDA-
TOLEDO; FORESTI, 2007; CARVALHO et al.,, 2008). O género Astyanax tem sido
bastante explorado em relagdo a presenca de cromossomos B em peixes, com ocorréncia
ja descrita em seis espécies: A. scabripinnis (SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992), A.
fasciatus e A. schubarti (MOREIRA-FILHO et al., 2001), A. altiparanae (HASHIMOTO et
al., 2008), A. bockmanni (DANIEL et al., 2012) e em A. paranae (SILVA et al., 2014).

Em A. scabripinnis a origem de um macro cromossomo B foi atribuida inicialmente a
eventos de nado disjuncdo cromossOmica baseada em inferéncias comparativas do
tamanho e morfologia do cromossomo B em relagdo ao primeiro par de cromossomos do
complemento padrao (SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992).

Atualmente, a teoria mais aceita propdée que o cromossomo B de A. scabripinnis
tenha se originado a partir da formagao de um isocromossomo do par acrocéntrico 24
(VICENTE; MOREIRA-FILHO; CAMACHO 1996). Esta hipotese baseia-se na presenca de
uma banda heterocromatica intersticial no brago longo deste par (VICENTE; MOREIRA-
FILHO; CAMACHO 1996), corroborada pela hibridizagdo in situ com sondas de DNA
repetitivo As51 (MESTRINER et al.,, 2000) e comportamento de autopareamento na
meiose (VICARI et al., 2011).

Populagdes de A. scabripinnis da regidao de Campos do Jorddo, Sdo Paulo, tém
atraido atencéo especial para estudos evolutivos, tendo em vista a grande variagdo na
altitude que vai de 600 a 1.900m, com uma rede hidrografica bastante dendritica que
permite o estabelecimento de varias populagdes isoladas nas cabeceiras de pequenos
riachos (FERRO; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 2003). Muitas destas populagdes com a
ocorréncia de cromossomos B (revisado por MOREIRA-FILHO et al., 2004).
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Um dos principais problemas da citogenética de peixes € a dificuldade de obter
padrdes resolutivos de bandas cromossdmicas longitudinais (ARTONI et al., 1999). Uma
alternativa € a obtencido de bandas de replicacéo pela incorporacéo de analogos de base
durante a divisdo celular. Esta pode ser uma estratégia para investigar possiveis regides
transcricionais nos cromossomos B.

Embora alguns estudos tenham demonstrado que o cromossomo B de A.
Scabripinnis possui um padrdao de replicacdo tardio, através do bandamento RBG
(MAISTRO FORESTI; OLIVEIRA, 1999, DANIEL-SILVA; ALMEIDA-TOLEDO 2001),
devido principalmente a sua natureza heterocromatica (SALVADOR; MOREIRA-FILHO,
1992; VICENTE; MOREIRA-FILHO; CAMACHO 1996), ainda € pouco esclarecido se a
replicacdo destes cromossomos € uniforme, e qual é a localizagédo, variabilidade e
natureza da heterocromatina que constitui o cromossomo B em A. scabripinnis.

Sendo assim, este estudo teve como objetivo evidenciar possiveis regides
transcricionais no cromossomo B e no cariétipo de A. scabripinnis por meio do padrao de

replicagao e da natureza da cromatina.

Material e métodos

Amostras biolbégicas

Foram utilizados 35 exemplares de Astyanax aff. scabripinnis provenientes de rios
da regiao de Campos do Jordédo, Sdo Paulo, em populagdes previamente identificadas
pela presenca de cromossomos B. A coleta foi realizada no Coérrego da fazenda Lavrinha,
bacia do rio Paraiba do Sul, coordenada S 22°43’09,6”/WO 45°25’38,5” com elevacao de
1881m. Os exemplares foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade
Estadual de Londrina-PR com o numero 17482. Esta pesquisa teve autorizagdo do comité
de ética da UEPG (protocolo 04509/08) e licenga para coleta pelo Instituto Brasileiro do

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis-(IBAMA) sob o n°15115-1.

Preparagbes cromossémicas

A obtencdo de cromossomos mitéticos seguiu o método de preparagao direta
adaptado para peixes por Bertollo et al. (1978) e de cultura de curto tempo descrito por
Fenocchio et al. (1991). Para o padrdo de bandas de replicagdo inicial foi feito a
incorporagao do analogo de base 5-Bromodeoxiuridina (BrdU) in vivo e a revelagao das

bandas seguiu o protocolo estabelecido por Giles et al. (1988) com adaptacédo no tempo
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de incorporagdo do BrdU in vivo, que foi de 6 horas e trinta minutos e o tempo de
exposicao a luz ultravioleta que foi 2 horas e trinta minutos. O padrao de banda-C seguiu
o protocolo segundo Sumner (1972). Para a coloragcdo com os fluorocromos base-
especificos cromomicina (CMAs;) e DAPI seguiu o protocolo descrito por Schweizer
(1980).

Hibridagao in situ fluorescente

A hibridizac&o in situ fluorescente (FISH) com a sonda de As51 foi empregada para
0 mapeamento de regides repetitivas, de acordo com Pinkel et al. (1986), com adaptagdes
segundo Vicari et al. (2010).

As quinze melhores metafases foram fotografadas em microscopio de
epifluorescéncia Axiophot Zeiss e capturadas por cadmara CCD com auxilio do programa
Zen Imaging software, verséo: zen 2012 (blue edition). O cariétipo foi montado, através do
programa photoshop versdo CC 2015. O idiograma foi montado através do programa
Corel Draw v. X7.

Resultados e Discussao

A analise convencional do cariétipo de Astyanax aff. scabripinnis evidenciou uma
macroestrutura cariotipica com a presenca de cromossomo B. Estes dados corroboram
estudos anteriores com exemplares da populagédo do Cérrego da Fazenda Lavrinha com
2n=51 cromossomos (6m+22sm+10st+12a+1Bm) em machos e fémeas sem a presenca
de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados (BARBOSA et al., 2015).

A anadlise de células incorporadas com BrdU mostrou um padrdo de replicagéo
heterogéneo em cromossomos de Astyanax aff. scabripinnis (Figura 5), com destaque
para a presenga de cromossomos B que demonstrou um padréo de replicagdo em bandas
longitudinais (Figura 6). Este padrao longitudinal de bandas foi demonstrado em espécies
do género Astyanax (DANIEL-SILVA; ALMEIDA-TOLEDO 2001). Na levedura
Saccharomyces cerevisiae algumas regides cromossOmicas tém replicacdo inicial e
outras tardiamente (BREWER et al.,, 1993; BICKMORE; CRAIG, 1997), bem como,

acontece em mamiferos e outros eucariotos (SUMNER 2003).
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Figura 5. Metafase mitotica de Astyanax aff. scabripinnis, do Cérrego da Fazenda Lavrinha.
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A figura mostra bandas de replicagéo tardia pela incorporagédo do analogo de base BrdU. Com destaque
para a ocorréncia de um cromossomo B.

As regides de replicagao tardia do cromossomo B sdo coincidentes a blocos de
heterocromatina constitutiva e localizagado preferencial de sequéncias repetitivas As51
(Figura 6).

Com o fluorocromo CMA; foi possivel mostrar regides ricas em CG em diferente
contraste das regides ricas em AT no cromossomo B, sendo que as regides ricas em CG
coincidem com regides de replicacao inicial, confirmando os resultados encontrados pela
incorporagdo com BrdU e bandamento C (Figura 6). Segundo Sumner (2003) bandas
GBG (regides ricas em AT) sao relativamente pobres em genes, e bandas RBG (regides
ricas em CG) sao relativamente rica em genes.

A técnica de banda C identificou regides heterocromaticas ja descritas e conhecidas
por outros autores (SALVADOR; MOREIRA-FILHO 1992; VICENTE; MOREIRA-FILHO;
CAMACHO 1996).

Embora esta seja a primeira abordagem na tentativa de relacionar a replicagdo do
cromossomo B com a localizacdo, e natureza da heterocromatina, foi possivel identificar,
especialmente em relagdo ao cromossomo B, regides correspondentes a bandas claras e
escuras. Este padrdao mostra que este cromossomo, apesar de geralmente parecer
totalmente heterocromatico, possui uma natureza heterogénea em relacdo a
heterocromatina (Figuras 6 e 7). Além disso, pode-se inferir que a replicagdo desse

cromossomo se da em momentos diferentes da fase S do ciclo celular.
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Este padrdo de replicagdo diferenciando regides claras e escuras coincidentes,
porém nao de forma homologa, entre o cromossomo B e os cromossomos do
complemento A, revela a presenca de cromatina para transcricdo, no cromossomo B,
sendo possivel observar ao longo do complemento A que 0S Cromossomos se
apresentam bandados seguindo o padrdo do bandamento R que foi identificado no

cromossomo B.

Figura 6. Cromossomos B de A. aff. scabripinnis, do Cérrego da Fazenda Lavrinha
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Os cromossomos foram submetidos a diferentes tratamentos evidenciando a estrutura,
compartimentalizagédo e natureza da cromatina. Ao lado direito da figura, destaque para o idiograma
mostrando a compartimentalizagao de bandas longitudinais do cromossomo B.

Maistro et al. (1999) sugeriu, pela comparagédo do padrao de bandas de replicagao,
que o cromossomo B possui um padrdao diferente daquele evidenciado para o
cromossomo do par 1, que sustentava naquela época a hipotese de origem do
cromossomo B por ndo disjungdo do cromossomo 1 na divisdo meidtica. Contudo, o
padrdao de bandas RBG obtido para o cromossomo B por estes autores foi pouco
resolutivo. Neste estudo foi possivel concluir que apesar do cromossomo B apresentar um
padrdo de bandas de replicagdo, apresentando regides claras e escuras, tal como nos
cromossomos do par um e demais cromossomos do genoma, nao justifica sua origem
através da nao disjungdo do par um, devido a hip6tese de origem por isocromossomo
corroborada por muitos estudos (VICENTE; MOREIRA-FILHO; CAMACHO 1996;
MESTRINER et al., 2000; NEO et al., 2000a; JESUS et al., 2003; MOREIRA-FILHO et al.,
2004).

Em coledpteros Amorin e colaboradores (2016) fizeram hibridagéo cruzada em nove
especies relacionadas de Dichotomius usando o cromossomo B como sonda e nao
obtiveram quaisquer sinal de hibridagdo. Os resultados sugerem uma origem intra-
especifica e monofilética para cromossomos B em Dichotomius sericeus, provavelmente a

partir do segundo ou terceiro par autossémico.
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UTSUNOMIA e colaboradores (2016) observaram que o peixe Moenkhausia
sanctafilomenae abriga duas variantes de cromossomos B, que se diferenciam em seus
padrées de bandas C, frequéncia e abundancia de DNAr 18S. Ambas as variantes de
cromossomo B foram presumivelmente derivados independentemente do mesmo
cromossomo A, entretanto, a variante heterocromatica mostra sinais de ser mais jovem do
que a variante eucromatica, ambas as variantes de cromossomo B apresentaram maiores
taxas de dN/DS para o gene da histona H3.2, sugerindo que a selegdo negativa é
relaxada para as sequéncias B, como se espera, sendo eles na maior parte inativos.

Nossos resultados elucidam que o cromossomo B de A. scabripinnis possui uma
compartimentalizagdo cromossdmica, alusiva aos isocores (MAISTRO; FORESTI;
OLIVEIRA, 1999) observados em outros metazoarios, que estdo envolvidos na
compartimentalizagdo do genoma e no suporte da regulagdo transcricional, tecido
especifica em todos os metazoarios (TANAY; CAVALLI, 2013). Nesta perspectiva é
possivel mostrar que o cromossomo B desta espécie possui territorio e cromatina
disponiveis para transcrever, especialmente nas bandas claras de replicagao inicial,
sendo elas: p1.1; p1.3; p2.2 e q1.1; q1.3; 92.1; 2.3 (Figura 6). Entretanto estas regides
podem se comportar de forma dinamica podendo mudar suas posi¢cdes a partir do
crossing-over que acontece no autopareamento do cromossomo B, no entanto nao altera
os arranjos génicos que foram delimitados nestas regides de replicacao inicial.

Esta populacdo esta sobre um processo de isolamento reprodutivo, desde o
soerguimento das montanhas que formam a regido de Campos do Jordado. Devido ao
relevo muito acidentado desta regido o que forma uma rede hidrografica com inumeros
riachos isolados entre si ndo permitindo o fluxo génico entre as populagdes. A presenca
do cromossomo B nestes individuos pode estar proporcionando uma solugdo para
endogamia nesta regido. Volobujev (1981) observou que a presenga do cromossomo B
geralmente aumenta a frequéncia de quiasmas nos cromossomos A, promovendo uma
maior diversidade genética.

Regides marcadas pela FISH com As51 coincidem com algumas das regides
heterocromaticas de replicagdo tardia dos cromossomos do complemento A e,
especialmente do cromossomo B (Figura 7). Regides que replicam tardiamente ja eram

esperadas devido a natureza heterocromatica do cromossomo B.
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Figura 7. Metafase mitotica de Astyanax aff. scabripinnis, do Cérrego da Fazenda Lavrinha.
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A metafase foi tratada sequencialmente evidenciando bandas de replicagéo tardia (a) pela incorporagéo do
analogo de base BrdU e a localizagado de sequéncias As51 pela FISH (b). Destaque nas flechas para a
ocorréncia de um cromossomo B.

Moreira-Filho et al. (2004) revisaram as informacgdes conhecidas para o cromossomo
B em A. scabripinnis, sua presenga, a origem, a frequéncia e a distribuicdo em
populagdes naturais, e concluiram que estas abordagens precisam de outros estudos
complementares, de modo que a presenca € o significado dos cromossomos B para a
espécie seja melhor compreendido. Uma das questdes que ainda permanecem, segundo
os autores, refere-se a possiveis efeitos dos cromossomos B em seus portadores, néo
tendo sido relatado até agora nenhuma evidéncia de efeitos fenotipicos.

Huang et al. (2016) evidenciaram em seu estudo, que no milho a presenca de
cromossomo B, alterou a transcricdo de genes no genoma A, com mais impacto onde
havia aumento do numero do cromossomos B. Os autores mostraram um total de 130
genes diferencialmente expressos em comparacédo entre linhagens com presenga de
cromossomos B e sem presengca de cromossomos B. Estes genes estdo envolvidos
principalmente no metabolismo celular e ligagdo de nucleétidos. Cromossomos A e B
mostraram-se transcricionalmente ativos. A localizagdo de loci de cromossomo B com
genes ativos mostrou alta similaridade com o genoma A e retrotransposons em
cromossomo B, que teve sequéncias com parcial homologia ao genoma A.

Em Crepis capillaris a presenga de transcricdo de genes RNAr do cromossomo B
indicam que esses genes néo estdo totalmente suprimidos, porém a transcrigdo € rara,

quando sao comparados com o numero de genes do RNAr no cromossomo B, o que
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sugere que esta transcrigao é rapidamente degrada quando comparada com a transcri¢ao
originada dos cromossomos A (LEACH et al., 2005).

Comprovando e delimitando que o cromossomo B possui cromatina para transcricao
€ necessario que este estudo de continuidade para que se possam identificar quais
informagdes sao transcritas, e o que estes possiveis genes localizados nestas regides de

replicacao inicial, trazem de efeito fenotipico ao individuo portador do cromossomo B.

Conclusoes

A populagédo do de Astyanax aff. scabripinnis apresentou individuos com 2n=50 e
2n=51.

Foi possivel identificar regides claras e escuras no cromossomo B, no inicio da
replicacdo cromossémica. A incorporagao do BrdU in vivo revelou padrbes de bandas
longitudinais definidas.

O cromossomo B de A. scabripinnis possui uma compartimentalizagcao
cromossOmica, alusiva aos isocores observados em outros metazoarios, que estao
envolvidos na compartimentalizagdo do genoma e no suporte da regulagéo transcricional.

De acordo com esta compartimentalizagdo encontrada foi possivel mostrar que o
cromossomo B desta espécie possui territorio e cromatina disponiveis para transcrever,
especialmente nas bandas claras de replicagéo inicial, sendo estas: p1.1; p1.3; p2.2 e
q1.1; q1.3; g2.1; 92.3.

Regides marcadas com DNA repetitivo, As51 coincidem com algumas das regides
heterocromaticas de replicagcdo tardia dos cromossomos do complemento A e
cromossomo B.

As regides de replicagdo tardia sdo correspondentes a blocos de heterocromatina
constitutiva e localizacao preferencial de sequéncias repetitivas As51.

Com o fluorocromo CMA; foi possivel evidenciar regides ricas em CG em diferente
contraste das regides ricas em AT, confirmando o que foi identificado pela incorporagéo
de BrdU e banca C.

O cromossomo B apresentou regides claras e escuras, tal como nos cromossomos
do par um e demais cromossomos do genoma, entretanto, isso nao justifica sua origem

através da néo disjungdo do par um.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo a populagdo do de Astyanax aff. scabripinnis da localidade da
Fazenda Lavrinha, bacia do Rio Paraiba do Sul apresentou individuos com 2n=50 e
2n=51, este com presenga cromossomo B metacéntrico.

Com o objetivo de investigar se o padrao de replicagao e a natureza da cromatina do
cromossomo B evidenciam possiveis regides transcricionais no cariotipo em A.
scabripinnis, foi incorporado analogo de base BrdU in vivo a fim de obter padrdes de
bandas de replicagdo. A incorporacdo do BrdU in vivo revelou padrées de bandas
consistentes, mostrando regides da cromatina que podem estar servindo de matéria prima
para 0 genoma, ou seja, regides de transcricdo. Estas regides foram determinadas de
acordo com a sua localizagao: p1.1; p1.3; p2.2 e q1.1; 91.3; g2.1; 92.3. Foi possivel
identificar regides claras e escuras no cromossomo B, no inicio da replicagcao
cromossOmica, através das bandas longitudinais, confirmando que a replicacdo néao
acontece de forma homogénea.

Com o fluorocromo CMA; foi possivel evidenciar regides ricas em CG em contraste
diferente das regides ricas em AT mostrando que as regides ricas em CG coincidem com
regides de replicacao inicial, confirmando o que foi identificado pela incorporacédo de BrdU
e banca C.

Com o mapeamento das sequéncias repetitivas em cromossomos B de A.
scabripinnis foi possivel concluir que regides marcadas com DNA repetitivo, As51
coincidem com algumas das regides heterocromaticas de replicagdo tardia dos
cromossomos do complemento A e especialmente do cromossomo B. As regides de
replicacdo tardia sao correspondentes a blocos de heterocromatina constitutiva e
localizagéo preferencial de sequéncias repetitivas As51.

Ao analisar possiveis homologias do padrdao de bandas de replicagcdo do
cromossomo B com os cromossomos do complemento padrdo A, foi possivel concluir
que, apesar do cromossomo B apresentar um padrdo de bandas de replicacao,
apresentando regides claras e escuras, tal como nos cromossomos do par um e demais
cromossomos do genoma, nao justifica a hipétese de sua origem ter sido através da nao
disjuncdo do par um, visto que, a hipétese de origem por isocromossomo estar

amplamente discutida, consolidada e comprovada por muitos estudos.
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Este padrdo de replicagado coincide, ndo de forma homologa, com as bandas dos
cromossomos do complemento A, mostrando claramente a evidencia da presenca de

cromatina para transcri¢ao, no cromossomo B.
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Anexo A - Licenga permanente para coleta de material zoolégico emitido pelo

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis-IBAMA.

Mindsténo do Melo Amblente - MAA
Institute Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
g B castema de Autorizacio e Informacio em Biodiversidgade = SISBIC
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Anexo C - Obtengao dos cromossomos mitoticos

Para a obtengdo dos cromossomos mitoticos foi utilizado o procedimento descrito
por (BERTOLLO et al.,1978).

Injetar intra-abdominalmente no animal uma solugao aquosa de colchicina 0,0125 %,
na propor¢ao de 1 ml/100 g de peso. Manter os peixes em aquario bem aerado durante
50-60 minutos, posteriormente anestesia-los com benzocaina diluida a 0,01%, e sacrifica-
los. Retirar a por¢ao do rim anterior e dissociar com uma seringa desprovida de agulha
em cerca de 10ml de solucéao hipotdnica (KCI 0,075M).

Incubar o tecido dissociado em estufa a 37°C durante 25-30 minutos, e depois
ressuspender com auxilio de uma pipeta Pasteur e colocar em tubo de centrifuga.
Adicionar neste tubo algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de acido
acético glacial), ressuspender o material novamente repetidas vezes (até ser
homogeneizado), centrifugar durante 10 minutos, a 900 rpm e depois descartar o
sobrenadante.

Apods a centrifugagao adicionar 5-7ml do mesmo fixador, ressuspender e centrifugar
por mais 10 minutos a 900 rpm, repetir mais uma vez. Descartar o sobrenadante e
adicionar uma quantidade de fixador para obter uma suspensao celular moderadamente
concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0ml), ressuspender e adicionar em freezer para
posterior utilizagao.

Para confeccao de laminas gotejar de 1-2 gotas da suspenséao celular, com uma
pipeta Pasteur. Em lamina limpa, levemente inclinada, com uma pelicula d'agua a 60°C,
de tal forma que a agua escorra e permita que o material fique aderido sobre a lamina.
Deixar o material secar ao ar e corar com solugéo de Giemsa a 5%, em tampéao fosfato

pH=6,8 durante 6 a 8 minutos.
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Anexo D - Obtengcao de metafases mitoéticas, método indireto “in vitro”

O procedimento seguiu o protocolo descrito por (FENOCCHIO et al., 1991).

Retirar aproximadamente 3 mm da porgéao anterior do rim e colocar em uma placa
de Petri contendo 5ml de meio de cultura RPMI suplementado com 20% de soro bovino
fetal e antibidtico;

Desagregar o material com pinga de ponta fina com posterior aspersao e expiragao
da solugdo com uma seringa de vidro sem agulha;

Incubar a solucao de células em estufa a 29° C por 7 horas em média;

Pingar 300ul de colchicina (0,025%) em cada recipiente 25 minutos antes de completar o
tempo. Agitar suavemente a placa de Petri para homogeneizar o material e manter em
estufa até o término do tempo;

Transferir a cultura para um tubo de ensaio e centrifugar por 10 minutos a 800-900
rpm;

Descartar o sobrenadante e completar o tubo de ensaio até 8ml com solucéo
hipoténica de KCL (0,075M). Ressuspender a solugao e incubar por cerca de 30 minutos
a uma temperatura de 37° C;

Preparar solucédo fixadora com trés partes de metanol para uma parte de acido
acético e manter sob refrigeragcdo. Apds o tempo da hipotonizacdo, adicionar cerca de 1
ml do fixador em cada tubo. Ressuspender o material até ficar homogéneo, e centrifugar
por 10 minutos de 800 a 900 rpm;

Descartar o sobrenadante e em seguida completar o tubo até o volume de 8ml.
Ressuspender o material novamente e centrifugar por 10 minutos de 800 a 900 rpm;
Repetir a etapa anterior por duas vezes descartado o sobrenadante, colocar fixador e
ressuspender o material. Armazenar esta solugdo em tubo de microcentrifuga em freezer

a-20°C ou gotejar o material sobre laminas de vidro previamente limpas e secar ao ar.



55

Anexo E - Incorporagao do analogo de base BrdU (5-bromo-2’-deoxiuridina)

O procedimento seguiu o protocolo descrito por (GILES et al., 1988).

Inocular intraperitonealmente in vivo, o analogo de base BrdU (5-bromo-2’-
deoxiuridina) (5mg/ml em solugdo 0,9% NaCl), na propor¢gdo de 1ml/100g de peso
corporal do individuo, deixando agir 6 horas, para obtengbes de bandas de replicacao
inicial, posteriormente, anestesiar e sacrificar os individuos e submeté-los a técnica de
obtencado cromossdmica previamente descrita.

Preparar as laminas com as suspensdes celulares dos exemplares, deixar
envelhecer por dois dias em estufa a 37°C e apds esse periodo, lavar em solugcao de 2x
SSC, corar no escuro, com 40ul de Hoescht 6024 (Sigma) (1mg de Hoescht/1ml de
metanol e 100ml de 0,5x SSC), em seguida recobrir com laminula e incubar por 60
minutos em camara escura umedecida.

Lavar as laminas com jatos de agua destilada para a retirada das laminulas e do
corante e secar ao ar, em seguida recobrir com uma camada de 2xSSC e expor a luz de
uma lampada ultravioleta 15 watts (254 nm) a uma distancia de 10 cm em uma camara
escura por um periodo de 60 minutos.

Por ultimo, incubar em 2xSSC a 60°C, por 20 minutos, lavar com agua destilada e
seca-las ao ar, apds corar com solugédo de giemsa a 5%, diluido em tampéo fosfato pH
6,8, durante 10 minutos, lavar com agua destilada, seca-las ao ar e analisar sob

microscopia otica.
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Anexo F - Detecgdo da Heterocromatina Constitutiva

O procedimento seguiu o protocolo descrito por (SUMNER, 1972).

Tratar as laminas contendo o material celular com acido cloridrico (HCI) 0,2 N, a
37°C, durante 10 minutos e posteriormente lavar com agua destilada.

Incubar a 28°C em solugéo de bario Ba(OH), durante 1 a 2 minutos. Depois colocar
as laminas submersas em solu¢do de acido cloridrico 0,2 N e lavar com agua destilada.
Deixar o material imerso em solugéo salina (saline salt citrate) 2xSSC, a 60°C, durante 40
minutos, lavar em agua destilada e secar ao ar.

Corar as laminas com solugédo de giemsa a 2%, em tampao fosfato pH=6,8 durante

15 minutos.
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Anexo G - Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

O procedimento seguiu o protocolo descrito por (PINKEL et al., 1986)

Lavar as laminas em tampdo PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura
ambiente sob agitacao.

Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar.
Incubar as laminas em 90ul de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37 °C por 1 hora em
camara umida com agua milli Q.

Lavar trés vezes por 5 minutos em 2xSSC.

Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez.

Fixar em formaldeido 1% em PBS uma vez, 50 mM MgCl, durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitagao.

Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada.

Desnaturar em série alcodlica, a solugao de hibridagao a 100 °C por um periodo de
10 minutos e passa-la imediatamente ao gelo.

Desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70 °C por 5
minutos.

Desidratar o material em série alcodlica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos cada.
Preparar camara umida a 37 °C.

Montar cada lamina com 50pul de solugcdo de hibridizagdo, cobrir com laminula e
deixar 12 h a 37 °C.

Lavagens:
Lavar duas vezes em formamida 15%/ 0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 10 minutos
cada sob agitacao.
Lavar as laminas trés vezes em 0,1x SSC a 60 °C, por 5 minutos cada sob agitagéo.
Lavar durante 5 minutos em solucdao de Tween 0,5% 4xSSC, a temperatura
ambiente sob agitagao.
Incubar as laminas em tamp&o 5% NFDM (non fat dry milk) 4xSSC por 15 minutos.
Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente

sob agitagao.
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Incubar as laminas com 90ul de FITC (0,8ul FITC/ 800ul NFDM) durante 30 minutos
em camara umida e escura, a temperatura ambiente.

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente
sob agitagao.

Incubar com 90ul de anti-avidina (8ul anti-avidina/ 792ul de NFDM) durante 30
minutos em camara umida e escura, a temperatura ambiente.

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, a temperatura ambiente
sob agitagao.

Incubar as laminas com 90ul de FITC (0,8ul FITC/800ul NFDM) durante 30 minutos
em camara umida e escura, a temperatura ambiente.

Lavar trés vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, a temperatura ambiente
sob agitagao.

Desidratar em série alcodlica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar.

Montagem da lamina:
Misturar 200pl de anti-fading mais 1ul de DAPI (4’6 diamidino-2 phenilindole) (50ug/

ml). Colocar 25ul da solugéo e cobrir com laminula. Guardar no escuro.
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Anexo H - Coloragao CMA; DAPI

O procedimento seguiu o protocolo descrito por (SCHWEIZER, 1980) com

adaptacdes.

Sobre uma lamina, preparada segundo a técnica descrita para cromossomos
mitéticos, colocar cerca de 150ul de solugdo de distamicina, 0,3mg/ml, utilizando uma
micropipeta.

Cobrir com uma laminula e deixar agindo por 15 minutos. Escorrer a laminula e lavar
a lamina em agua destilada ou agua corrente rapidamente e deixar a lamina em tampéao
Mcllvaine por alguns minutos. Deixar secar ao ar.

Colocar 150ul da solugdo de cromomicina As; (dissolver 5 mg de mitramicina em 10
ml de tampao Mcllvaine diluido 1:1 em agua destilada e adicionar 5 mM de cloreto de
magnésio, deixar a cromomicina dissolver lentamente na geladeira por alguns dias), com
auxilio de uma micropipeta, sobre a lamina, cobri-la novamente com uma laminula e
deixar corando por 60 minutos no escuro.

Escorrer a laminula e lavar a lamina, em agua corrente, em jatos fortes, por
aproximadamente 3 minutos e depois deixa-la em tampao Mcllvaine por mais ou menos 1
minuto. Secar a lamina no escuro a temperatura ambiente.

Mergulhar a lamina em solugédo de DAPI 0,3ug/ml, recém-preparada, por 15 minutos,
preferencialmente no escuro. Lavar a ldmina em agua corrente, em jatos fortes.

Deixar a lamina secar no escuro e monta-la com uma nova laminula, utilizando meio de
solucao de sacarose saturada, filtrada antes do uso.

Deixar a lamina guardada na geladeira a 4°C, no escuro, por no minimo 15 dias
antes de analisa-la (para aumentar a estabilidade do fluorocromo) ou cobrir com anti-

fading e analisar apos 24 h.
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