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RESUMO

Os cromossomos B sdo elementos supranumerarios no genoma que ocorrem em uma ampla
variedade de organismos eucariotos, sdo importantes por seu papel na historia evolutiva, e
destaca-se o fato de que esses elementos em muitos casos possuem mecanismos de segregacao
preferencial aumentando sua frequéncia nas populagdes, fendomeno conhecido como “Drive”.
Peixes do complexo Psalidodon scabripinnis possuem cromossomos B, onde diversos aspectos
relacionados com esse elemento genético adicional ja foram estudados, mas ndo se conhece se
esse cromossomo possui a capacidade de drive. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
estabelecer ferramentas para a determina¢do do drive meidtico do cromossomo B em fémeas
de P. scabripinnis de uma populagdo do sudeste do Brasil. Para isso, foram amostradas fémeas
de P. scabripinnis com cromossomo B (B+) e sem cromossomo B (B-) do Ribeirdo Grande,
municipio de Pindamonhangaba-SP. Os individuos foram eutanasiados, extraidas as suas
gonadas e submetidas ao protocolo de extragdo de nucleos de ovdcitos. Adicionalmente, foram
removidos os rins anteriores para a obtencao de células metafasicas para a verificagdo do
numero diploide. Foram testados trés marcadores: SatDNA As51, sonda B e microssatélite
CA(5) para andlise de citogenética molecular nas preparacdes metafasicas e de nucleos de
ovocitos. A citometria de fluxo foi usada para avaliar a quantidade de DNA em amostras de
tecido de gonada de fémeas com cromossomo B. A dupla FISH com as sondas B e As51 foram
aquelas que apresentaram os melhores resultados na marcagdo do cromossomo B em nucleos
de ovocitos e também em metafases mitoticas. Além disso, o marcador As51 ajudou na
identificacdo de nucleos haploides e diploides, que foram corroborados pela citometria de fluxo.
Os resultados obtidos no presente estudo apresentam ferramentas uteis para a determinacgdo da
existéncia ou nao de drive no cromossomo B. Alguns avancos sdo ainda necessarios para
aprimorar esse método inovador, por exemplo, na diferenciacdo dos corpusculos polares dos
ovocitos maduros e na manutengdo dos ovécitos por mais tempo em condi¢des de analise.

Palavras chave: meiose, ovdcitos, inovacao metodologica, heranga ndo mendeliana, elementos
genéticos egoistas.



ABSTRACT

B chromosomes are supernumerary elements in the genome that occur in a wide variety of
eukaryotic organisms, they are important for their role in evolutionary history, and the fact that
these elements in many cases have preferential segregation mechanisms increases their
frequency in populations, a phenomenon known as “Drive”. Fish from the Psalidodon
scabripinnis complex have B chromosomes, where several aspects related to this additional
genetic element have already been studied, but it is not known whether this chromosome has
the drive capacity. In this sense, the objective of this study was to establish tools for determining
the meiotic drive of the B chromosome in P. scabripinnis females from a population in
southeastern Brazil. For this, females of P. scabripinnis with chromosome B (B+) and without
chromosome B (B-) were sampled from Ribeirdo Grande, municipality of Pindamonhangaba-
SP. The individuals were euthanized, their gonads extracted and subjected to the oocyte nuclei
extraction protocol. Additionally, the anterior kidneys were removed to obtain metaphase cells
to verify the diploid number. Three markers were tested: SatDNA As51, probe B and
microsatellite CA(s) for molecular cytogenetic analysis in metaphase preparations and oocyte
nuclei. Flow cytometry was used to evaluate the amount of DNA in gonad tissue samples from
females with a B chromosome. Double FISH with probes B and As51 were those that showed
the best results in marking the B chromosome in oocyte nuclei and also in mitotic metaphases.
Furthermore, the As51 marker helped in the identification of haploid and diploid nuclei, which
were corroborated by flow cytometry. The results obtained in the present study present useful
tools for determining the existence or not of a drive on the B chromosome. Some advances are
still necessary to improve this innovative method, for example, in the differentiation of the polar
bodies of mature oocytes and in the maintenance of oocytes by more time under analysis
conditions.

Key words: meiosis, oocytes, methodology innovation, non-Mendelian inheritance, selfish
genetic elements.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 FAMILIA CHARACIDAE

Os exemplares dessa familia fazem parte da ordem Characiformes (Baumgartner et al.,
2012), e sao conhecidos comumente como lambaris, tetras, piracanjubas, piranhas, pacus,
peixes-cachorro e dourados. A distribuicao da familia vai desde o sul dos Estados Unidos até o
norte da Patagonia na Argentina (Mirande, 2010, 2019), onde a maioria das espécies podem ser
encontradas nas bacias dos rios Amazonas, Orinoco, e nos rios das Guianas (Van Der Sleen e
Albert, 2017). A familia contém aproximadamente 1.100 espécies, o que representa mais da
metade das espécies conhecidas da ordem Characiformes (Oliveira et al., 2011), sendo os mais
diversos entre os peixes neotropicais (Mirande, 2010).

Devido a sua ampla diversidade morfologica e alta riqueza de espécies, as relagdes
filogenéticas entre os géneros ainda nao estdo resolvidas (Van Der Sleen e Albert, 2017), por
1$s0, 0 pouco conhecimento que existe sobre a sua taxonomia e relagdes interespecificas (Netto
Ferreira et al., 2013). Essa situacao leva a denominagao de muitos taxons da familia Characidae
como “Incertae sedis” ("de classificagdo incerta").

Em relacdo ao seu tamanho, muitos peixes da familia sdo pequenos, € t€ém um
comprimento menor que 8 cm (Mirande, 2019; Xu et al., 2021), por outro lado as espécies
predadoras podem chegar aos 20 cm (Mirande, 2019). O habito alimentar comum na familia ¢
omnivoro, € seu habitat ¢ variavel e inclui lagos, savanas, grandes rios de planicie, florestas
inundadas, pequenos riachos florestais e de montanha de fluxo rapido (Van Der Sleen e Albert,
2017).

Dentro da familia Characidae estd a subfamilia Stethaprioninae (Terdn, Benitez e
Mirande, 2020), com géneros muito estudados entre os peixes. No Brasil ressalta-se o género
Astyanax e Psalidodon por possuir caracteristicas que sao de interesse para as areas da genética

e evolucao.

1.2 GENERO Psalidodon E P. scabripinnis (JENYNS, 1842).

A categorizacdo taxonOmica para Psalidodon foi feita por Eigenmann (1911), e
posteriormente o género foi colocado como um sindnimo para o género Astyanax (Pavanelli e
Oliveira, 2009). No entanto, Psalidodon foi novamente estabelecido como um género valido
por Teran, Benitez e Mirande (2020) ao fazer um estudo amplo que incluiu caracteres

morfologicos e moleculares. O estudo citado estabelece o género Astyanax como nao



15

monofilético, ao contrario de Psalidodon, onde seu carater monofilético ¢ moderadamente
suportado.

Dentro do género Psalidodon, destaca-se P. scabripinnis, que sdo teledsteos abundantes
na América do Sul (Castro et al., 2018), e no Brasil sua distribuigdo vai desde o estado do
Espirito Santo até o Rio Grande do Sul (Moreira Filho, Galetti Jr e Bertollo, 2004). Considerado
como um complexo de espécies tendo em conta dados morfoldgicos e cariotipicos (Moreira
Filho e Bertollo, 1991) P. scabripinnis formam populacdes isoladas em cabeceiras de riachos
(Limeira et al., 2019). Um fato de importancia ¢ que essa espécie serve como modelo de estudos
evolutivos e genéticos em peixes devido a presenga de cromossomos B em algumas populagdes
(Barbosa et al., 2015; Silva et al., 2022).

Com respeito a sua morfologia, em P. scabripinnis destaca-se seu corpo fusiforme de
pequeno porte e, coloragdo castanha-clara e, alguns individuos com nadadeiras caudais e anais
avermelhadas (Shibatta et al., 2002), a altura de seu corpo varia entre 2,6 ¢ 3,6 vezes o
comprimento padrdo, a sua nadadeira anal possui 25 ou menos raios, tem uma cabega robusta
e seu corpo também tem um padrdo de robustez similar na altura das nadadeiras peitorais
(Abilhoa, 2007). No aspecto alimentar, P. scabripinnis pode ser classificada como onivora, o
qual inclui sementes, restos de insetos e peixes na sua dieta, e ao longo do ano sua plasticidade

trofica pode variar (Oliveira et al., 2023).

FIGURA 1 — Exemplar de P. scabripinnis de Ribeirdo Grande, Pindamonhangaba-S&o Paulo, Brasil. Comprimento
padrdo 10 cm

Fonte: O autor

O complexo P. scabripinnis apresenta machos e fémeas nas populagdes, no entanto,
casos de hermafroditismo ja foram encontrados (Castro et al., 2018; Cornelio et al., 2017), onde
esse fenomeno foi atribuido a varidveis ambientais e ndo a presenga do cromossomo B

(Cornelio et al., 2017).
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Em Astyanax e Psalidodon, o nimero diploide varia entre 36 a 50 cromossomos (Pazza

e Kavalco, 2007) (Tabela 1).

TABELA 1 —Numero diploide e cromossomos B de espécies do género Astyanax e Psalidodon. Baseado na revisao
de Pazza e Kavalco (2007).

Espécie Numero diploide Cromossomos B
Astyanax altiparanae 50 -
Psalidodon eigenmanniorum 50 -
Psalidodon fasciatus 45 —-46-47-48 1?
Psalidodon paranae® 50 1
Astyanax lacustres 50 -
Astyanax mexicanus 50 -
Psalidodon parahybae 48 -
Psalidodon scabripinnis 46 —48 — 50 1-2
Psalidodon schubarti 36 1
Psalidodon aff. fasciatus 48 —49 - 50 -

Notas: *Silva et al. (2016)
b Silva et al. (2014)

Em geral, o cariotipo de P. scabripinnis apresenta 2n=50 cromossomos, onde seis sao
metacéntricos, 22 submetacéntricos, 10 subtelocéntricos e 12 acrocéntricos, com numero
fundamental (NF) de 88, podendo apresentar 1 ou 2 cromossomos B em individuos em algumas
populagdes (Castro et al., 2018; Salvador e Moreira Filho, 1992). No entanto, podem ser
encontradas populagdes com individuos com 2n=48 cromossomos (Castro et al., 2015), ou
2n=46 cromossomos (Fernandes e Martins-Santos, 2005).

Segundo a literatura, ndo existe registros de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados em Psalidodon e Astyanax (Ashman et al., 2014; Moreira Filho, Bertollo e Galetti
Jr, 1993).

1.3 CROMOSSOMOS B

Os cromossomos B sdo elementos dispensaveis encontrados no genoma de uma ampla
variedade de taxons (Cardoso et al., 2022; Chen, Birchler e Houben, 2022; Jones, 2018; Lee et

al., 2023). Eles sao um exemplo de cromossomos supranumerarios ou acessorios que podem
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ser encontrados em aproximadamente 3000 espécies que inclui 185 familias de animais, 7
familias de fungos e 119 familias de plantas (D'ambrosio et al., 2017). Inicialmente, os
cromossomos B eram entendidos como sequéncias de DNA repetitivos, pobres em genes ¢
mantidos por um mecanismo parasitario na divisao celular (Valente et al., 2017).

A transmissdo dos cromossomos B de célula a célula nas divisdes mitoticas na maioria
das espécies ocorre de forma tipica durante o crescimento e desenvolvimento, ou seja, todas as
células de um mesmo individuo possuem o mesmo numero de cromossomos B (Banaei-
Moghaddam et al., 2012; Houben et al., 2014), no entanto, existem exceg¢des onde os
cromossomos B s3o eliminados (Ruban ef al., 2020). Uma peculiaridade dos cromossomos B
reside no fato de que ndo estdo necessariamente dispostos em pares nas células dos individuos
portadores, destacando-se, ademais, a presenga de diversas variantes desses Cromossomos
dentro de uma mesma espécie (Rajpal et al., 2023). Neste cendrio, os cromossomos B
apresentam um comportamento irregular na meiose, que inclui o ndo emparelhamento com os
cromossomos padrdo (As), além de ter mecanismos de acumulagdo incluindo nao disjungdo e
impulso meidtico, fenomeno também conhecido como “drive” (Jones, 1991, 2018).

Os cromossomos B representam um exemplo extraordinario de DNA extra (Houben et
al.,2014), e pelo alto conteudo de elementos repetitivos como os DNA satélite (SatDNA), DNA
ribosomal (rDNA) e de elementos moveis do DNA (mobDNA) (CAMACHO, 2005), fazendo
que os cromossomos B sejam de natureza heterocromatica (Camacho, 2005; Jones, 1991, 2018),
e detectaveis por técnicas de citogenética convencional como o bandamento C (Gonen et al.,
2022; Sumner, 1972), ou por citogenética molecular com o emprego de sondas especificas do
cromossomo B (Banaei-Moghaddam et al., 2012; Mestriner et al., 2000; Silva et al., 2017,
Vicari et al., 2011). Contudo, existem exemplos de cromossomos B eucromaticos, por exemplo
no gafanhoto Abracris flavolineata (Milani et al., 2021) e nos peixes Moenkhausia oligolepis
(Santos et al., 2021) e Astyanax mexicanus (Imarazene et al., 2021).

Nos ultimos anos, os estudos do cromossomo B estdo direcionados a procura de
elementos repetitivos como os satélites (Camacho et al., 2021; Silva et al., 2017), transposons
(Blavet et al., 2021), RNA de interagdo como PIWI (piRNA) (Oliveira et al., 2022), e
principalmente na expressao de genes (Blavet et al., 2021; Cardoso et al., 2022; Dalla et al.,
2020; Navarro-Dominguez et al., 2019; Shi et al., 2022; Silva e Ruiz-Ruano, ef al., 2021). Em
relagdo a expressao génica, os cromossomos B ndo podem ser mais considerados
“geneticamente inertes” (Ruban er al.,, 2017), porque essas sequéncias génicas
transcricionalmente ativas possuem possiveis fungdes (Ruban et al., 2017; Valente et al., 2017),

com capacidade de modular a atividade de genes autossomicos do conjunto A (caridtipo padrao)
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(Boudichevskaia et al., 2022; Shi et al., 2022; Valente et al., 2017). As tecnologias de
sequenciamento de ultima gera¢ao (NGS) para o sequenciamento do DNA e RNA contribuiram
significativamente para o conhecimento desses aspectos nos cromossomos B (Ruban et al.,
2017; Silva et al., 2022).

Outro aspecto que ¢ muito explorado em relagao aos cromossomos B na atualidade, em
parte gragas aos avancos nos estudos de NGS, diz respeito ao fendomeno de “Drive”. Esse
comportamento do cromossomo B tem sido estudado nos tltimos anos em plantas como o milho
(Zea mays) (Blavet et al., 2021; Brennan et al., 2023), Festuca pratensis (Ebrahimzadegan et
al., 2023), Aegilops speltoides (Wu et al., 2019), e animais como Drosophila melanogaster
(Hanlon e Hawley, 2023), e peixes como Astatotilapia latifasciata (Cardoso et al., 2022) e
Astyanax mexicanus (Imarazene et al., 2021).

Apesar dos avancos sobre diferentes aspectos bioldgicos dos cromossomos B, ainda ¢
essencial a realizagdo de mais estudos para compreender os aspectos comportamentais
mecanicistas relacionados a sua presenga distintiva, transmissao e manutengao nas populagdes

(Rajpal et al., 2023).

1.4 DRIVE E FREQUENCIA DO CROMOSSOMO B

Se conhece como impulso genético ou “drive” a aquele fenomeno onde um elemento
genOmico nao segue a lei de segregacao de Mendel e a sua taxa de transmissao ¢ superior a 0,5
(Chen, Birchler e Houben, 2022; Houben, 2017; Rajpal et al., 2023; Silva et al., 2022). Os
elementos do genoma que seguem esse comportamento sdo conhecidos como elementos
genéticos egoistas (Camacho, 2022; Lindholm et al., 2016) como, por exemplo, os
cromossomos B, porque faz com que sua frequéncia aumente em uma populacao ao longo das
geracdes (Wedell, Price e Lindholm, 2019). Pelo conceito, o drive pode ter um forte impacto
evolutivo uma vez que afeta aspectos como a gametogénese, a fertilidade, o comportamento
individual, o sistema de acasalamento, a sobrevivéncia da populagao e o isolamento reprodutivo
(Lindholm et al., 2016). Cabe ressaltar que nem todos os organismos que possuem Cromossomo
B tem a capacidade de ter drive (Houben, 2017).

De acordo com o tipo de divisdo celular onde ocorre, existem trés tipos de drive: aquele
que sucede na meiose (drive meidtico) (Fig. 2), antes da meiose nas divisdes mitoticas (drive
pré-meiodtico) e nas divisdes mitdticas posteriores a meiose (drive pdst-meidtico) (Camacho,
2022; Chen, Birchler e Houben, 2022; Houben, 2017; Rajpal et al., 2023). A producdo de

gametas femininos em algumas plantas e vertebrados ¢ um evento ideal para a ocorréncia de
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drive meidtico, devido a assimetria da divisao celular e porque somente uma célula filha das
quatro resultantes da meiose (o 6vulo) contribuem geneticamente para a proxima geracao
(Chen, Birchler e Houben, 2022) (Fig. 2). O drive post-meiodtico acontece principalmente em
plantas durante o desenvolvimento do pélen (Camacho, 2022; Chen, Birchler e Houben, 2022).
A segregacgdo preferencial (drive) durante a meiose € responsavel pela presenca de certos tipos
de cromossomos em alguns caridtipos de mamiferos, aves, insetos e peixes, o que contribui

para a evolugao desses organismos (Molina et al., 2014).

FIGURA 2 — Drive meiotico do cromossomo B em gametas femininas

| Ovulo

| ™
I I > x X — —_— — Metéfase Il
Entrada na U
meiose | Corpusculos
| polares
Interfase Metéfase |

Andfase |

j Cromossomo A Cromossomo B

Fonte: O autor
Notas: Figura feita na plataforma Biorender (https://www.biorender.com)

O fendmeno do drive pode ser estudado de diversas formas usando diversas técnicas de
citogenética convencional e molecular, cruzamentos entre individuos que possuem ou nao o
cromossomo B, andlises de células em divisdo celular, emprego de sondas em hibridagdo
fluorescente in situ (FISH), tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS) para a
detec¢do de genes ou proteinas que favorecem o drive, ou também o emprego simultaneo de
varias delas. Por exemplo, em Astatotilapia latifasciata, o drive foi analisado ao fazer
combinacdes de cruzamentos entre fémeas e machos com B e sem B, e verificando
posteriormente o nimero de descendentes que tinham ou ndo a presenca desse cromossomo
com a ajuda de marcadores moleculares especificos (Cardoso et al., 2022); esse trabalho
evidenciou a ndo ocorréncia de drive nesse organismo. O trabalho feito por Oliveira et al. (1997)
usando a mesma estratégia anterior, também confirmou a auséncia de drive para cromossomos
B em Prochilodus lineatus. Outra estratégia empregada para avaliar o drive ¢ usando uma

combinagdo de técnicas como a citometria de fluxo, imunocoloracao e FISH; desta forma Wu
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et al. (2019) verificaram que nucleos vegetativos e espermaticos de pélen de Aegilops speltoides
com e sem cromossomo B podem ser diferenciados, o que ajudou a uma melhor compreensao
do mecanismo celular do drive do cromossomo B nesta espécie de graminea.

O equilibrio da frequéncia dos cromossomos B nas populacdes depende da vantagem
adaptativa que eles oferecem aos hospedeiros, os efeitos adversos na reproducdo e a capacidade
de drive (Feldman e Levy, 2023; Houben, 2017; Rajpal et al., 2023). Com respeito a evolugao
da frequéncia dos cromossomos B ao longo do tempo nas populagdes, Camacho, Sharbel e
Beukeboom (2000) estabeleceram uma teoria parasitica para o cromossomo B (Fig. 3). O
modelo explica que o ciclo de vida desses cromossomos inicia com a capacidade deles de ter
drive e ser prejudiciais aos organismos que os possuem. Posteriormente, o cromossomo B sofre
uma neutralizacdo onde ¢ suprimido o drive pela acdo de genes nos cromossomos A, que ao
mesmo tempo diminuem o seu efeito nocivo, tornando os organismos mais toleraveis a eles.
Esta condigo leva os cromossomos B a uma ndo fixac¢ao na populacdo (pela meiose irregular),
fazendo que diminua a frequéncia dele na populacao, o que pode levar a sua extingao total; no
entanto, pode acontecer que durante essa rota o cromossomo B sofra mutagdes tornando-o em

uma nova variante que tenha capacidade de drive, e assim o ciclo inicia de novo (Fig. 3).

FIGURA 3 - Modelo parasitico do ciclo dos cromossomos B.

B parasitico Neutralizacdo Wl B Quase neutro
(Com Drive) (Sem Drive)

Caminho aleatorio
levando a perda
estocastica

Nova variante N
Regeneracédo

de B parasitico
(Drive) e a Extingdo do B

Fonte: Adaptado de Camacho, Sharbel e Beukeboom (2000).

Devido ao uso do termo “drive meidtico” para se referir a qualquer tipo de drive,
Camacho (2022) sugere o termo “distor¢ao da taxa de transmissao” (TRD por suas siglas em
inglés) para todos esses fendmenos, incluindo aquele onde acontece o contrario do drive (lag)

onde um elemento gendmico ndo tem segregacao preferencial durante as divisdes celulares.
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1.5 CROMOSSOMOS B EM P, scabripinnis

Este complexo de espécies apresenta o maior numero de cromossomos B estudados
dentro do género Psalidodon, e possui desde macro a microcromossomos B (Silva et al., 2022),
e podem variar entre as diferentes populagdes (Vicari et al., 2011). Porém, um cromossomo B
metacéntrico grande (BM) ¢ o mais frequente em P. scabripinnis e em outras populacdes do
género Psalidodon (Silva et al., 2022).

Em termos gerais, os cromossomos B se originam a partir dos cromossomos do
complemento A (Camacho, Sharbel e Beukeboom, 2000; Houben et al., 2014; Johnson e
Reifova, 2021). Em P. scabripinnis (por vezes nomeado Astyanax scabripinnis em trabalhos
anteriores a revisdo de Teran, Benitez ¢ Mirande (2020)), estudos sugerem que o cromossomo
B ¢ um isocromossomo do par 24, devido ao padrdo de banda C similar que apresentam
(Vicente, Moreira Filho e Camacho, 1996). Essa hipodtese € reforcada com o estudo de Mestriner
et al. (2000) pela andlise do complexo sinaptonémico (SC), onde encontraram que o
cromossomo B estabelece um univalente em forma de anel que persiste até a metafase I na
meiose. O mesmo padrdo também pode ser encontrado em P. paranae, 0 que sugere que esse
comportamento do cromossomo B no género Psalidodon permite uma meiose regular e
individuos férteis e, por tanto, a manuten¢ao do cromossomo B ao longo das geracdes (Silva e
Araya-Jaime, et al., 2021).

No estudo de Silva et al. (2022), uma revisao completa em relagdo aos cromossomos B
em P. scabripinnis, os autores propdem uma hipdtese sobre o modelo de especiagdo tendo em
consideragdo a contribui¢ao do cromossomo B no “paquiteno checkpoint” durante a meiose. Os
autores descrevem dois cendrios: no cenario 1 onde ndo héa presenga do cromossomo B, o
paquiteno checkpoint faz um bloqueio e impede a perpetuacdo de cromossomos rearranjados,
devido a seus mecanismos de controle. No entanto, no cenario 2 a presen¢a do cromossomo B
permite a fixacdo na populacdo daqueles cromossomos rearranjados devido a que esses
individuos com cromossomo B tem sobre expressdao do gene msh4, que confere a habilidade a
aqueles cromossomos de manipular o paquiteno checkpoint e assim eles podem se perpetuar

em uma populagdo Silva et al. (2022).

1.6 DNA REPETITIVO COM ENFASE NO GENERO Psalidodon e cromossomos B

O DNA repetitivo corresponde a padrdes de sequéncias de nucleotideos que se repetem
centenas ou milhares de vezes no genoma (Biscotti, Olmo e Heslop-Harrison, 2015). Esses

elementos estdo presentes desde bactérias até mamiferos (Treangen e Salzberg, 2012), e podem
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representar mais da metade do DNA nuclear em muitas espécies e ndo esta totalmente
compreendido sua fun¢do no genoma (Biscotti, Olmo e Heslop-Harrison, 2015). Nos
eucariotos, os DNAs repetitivos podem ser classificados em dois grandes grupos: sequéncias
em tandem e sequéncias dispersas, onde no primeiro grupo encontra-se, por exemplo, os
satélites, microssatélites e minissatélites, € no segundo grupo estdo os transposons,
retrotransposons, retrogenes, entre outros (Lopez-Flores e Garrido-Ramos, 2012). Ressalta-se
que o DNA repetitivo constitui uma grande parte das regides centroméricas e heterocromaticas
(Novak, Neumann e Macas, 2020).

O termo “satelitoma”, usado pela primeira vez por Ruiz-Ruano et al. (2016) faz
referéncia a todo o conjunto de DNA satélite encontrado no genoma (SatDNA). O primeiro
satélite descrito para o género Psalidodon foi o As51 no estudo de Mestriner et al. (2000) em
P. scabripinnis mediante o uso da enzima de restricdo Kpnl, onde esse satélite também foi
achado, além nos cromossomos padrao, distribuido simetricamente em ambos bragos do
cromossomo B desta espécie. Anos depois, com o uso das novas tecnologias do sequenciamento
de nova geragdo (NGS), foram descobertas mais familias de satélites no género Psalidodon
como, por exemplo, 45 em P. paranae com um deles somente presente no cromossomo B
(ApaSat44-21) (Silva et al., 2017). Além disso, foram encontrados no mesmo género 57 em P.
fasciatus e 50 em P. bockmanni (Goes et al., 2022). Portanto, o SatDNA também podem ser
encontrados nos cromossomos B, e esta comumente distribuido em posi¢des pericentromericas,
subteloméricas e intersticiais (Rajpal et al., 2023).

O DNA repetitivo mais abundante nos cromossomos B de muitas espécies ¢ o SatDNA,
onde varios desses satélites aparentemente sdo especificos e somente localizados nos
cromossomos B, e outros satélites podem estar presentes nos cromossomos A € nos
cromossomos B ao mesmo tempo (Camacho et al., 2021). Esse acimulo de SatDNA, além de
outros tipos de DNA repetitivo, ¢ favorecido pelo fato de que os cromossomos B ndo se
recombinam com os cromossomos A durante a meiose, ¢ também porque esses cromossomos
supranumerarios sofrem baixa pressao seletiva devido a sua natureza dispensavel (Houben et
al., 2014; Marques, Klemme e Houben, 2018). O estudo do SatDNA nos cromossomos B
conseguiram ajudar na compreensdo sobre sua origem e evolu¢do em diversas espécies
(Garrido-Ramos, 2017).

No caso dos microssatélites, que também sdao chamados de “sequéncias simples
repetitivas (SSR’s)”, sdo cadeias de DNA curtas de um até seis nucleotideos (Avvaru et al.,
2019; Gao et al., 2013). Os microssatélites apresentam trechos de DNA com um alto grau de

variacdo no genoma (Gao et al., 2013), sao codominantes, apresentam heranca mendeliana, tém
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um alto grau de polimorfismo e, por esses fatos, sdo usados no campo da genética de
populagdes, biologia da conservagao e biologia evolutiva (Abdul-Muneer, 2014).

No estudo de Piscor e Parise-Maltempi (2016b) foram testados diferentes
microssatélites em espécies do género Psalidodon e Astyanax. Os microssatélites (CA)s,
(GA)1s, (CG)15 e (GACA)4 estavam dispersos nos cromossomos em P, fasciatus, P. marionae
P. schubarti, mas também (CA);s foi achado como aglomerados em P. fasciatus e, nas Gltimas
duas espécies, (CA)i1s e (GA)1s foram observados com o mesmo padrao e coincidentes com
regidoes heterocromaticas dos cromossomos. Os autores também testaram o microssatélite
(GATA)s, onde o encontraram colocalizado com o rDNA 58S, e nos cromossomos B, enquanto
os microssatélites (CA)is, (GA)15 e (GACA)4 apresentaram diversos padrdes de sinais onde o
(GA)1s foi aquele com sinais mais fortes.

Microssatélites, junto com o DNA mitocondrial, também foram usados em P
scabripinnis para medir a sua diversidade genética na regido da Serra da Mantiqueira (Limeira
et al., 2022). Além disso, ja foram encontradas no cromossomo B desses peixes regides
heterogéneas dos microssatélites CA, CAC e GA, e também sinais dispersos deles em outros
cromossomos do complemento A, onde a localizagdo do microssatélite CA pode ser encontrada
preferencialmente em regides teloméricas (Barbosa ef al., 2017). Em P. paranae também foi
testado o microssatélite CA, e a localizagao dos sinais no cromossomo B foi verificada também

nas regides teloméricas (Silva e Araya-Jaime, et al., 2021).

1.7 INFLUENCIA DO CROMOSSOMO B NA RAZAO SEXUAL E REPRODUCAO EM P
scabripinnis

Se assume que ha uma quase paridade entre a propor¢ao de fémeas e machos em
organismos onde se produz os dois tipos de gametas (Schacht et al., 2022). Com relagdo a esse
aspecto, em P. scabripinnis estudos mostraram que populacdes dessa espécie apresentam
distorcao da razdo sexual, onde a tendencia ¢ que as fémeas tenham uma maior propor¢ao
(Abilhoa, 2007; Cornelio ef al., 2017; Vicente, Moreira Filho e Camacho, 1996), sugerindo que
a presenca do cromossomo B em P. scabripinnis pode influir na distor¢do da propor¢ao sexual
(Vicente, Moreira Filho e Camacho, 1996), como acontece no caso de diversos peixes da Africa
onde a presenc¢a do cromossomo B estd associada ao sexo feminino (Yoshida et al., 2011).

Enquanto as épocas de reproducdo, Cornelio et al. (2017) verificou que Psalidodon
scabripinnis tem atividade reprodutiva ao longo do ano, com um pico entre os meses de julho

e dezembro, destacando-se que as fémeas com cromossomo B tem maior atividade reprodutiva
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durante o verdo. Ja Abilhoa (2007) encontrou um pico de reproducdo entre os meses de outubro
e marco, que coincidia com a época de maiores chuvas, e Pereira Filho ef al. (2011) em um
estudo em condicdes de cativeiro acharam que o periodo reprodutivo ocorreu durante todo o
ano. Em vista destas evidéncias, sugere-se que P. scabripinnis apresenta desova parcelada
(Melo et al., 2005; Pereira Filho et al., 2011), onde as gonadas femininas podem exibir ovocitos
em diferentes estagios de desenvolvimento ao mesmo tempo (Cornelio et al., 2017).

Em adi¢do, os cromossomos B tem um papel fundamental no periodo reprodutivo de P.
scabripinnis (Castro et al., 2018; Castro et al., 2019). A sobreexpressdo do gene dmrtl em
machos com cromossomos B faz que se estenda seu periodo de reprodugdo de julho até
fevereiro (Castro et al., 2018). No caso das fémeas, a subexpressao de fox/2a, em animais com
cromossomo B provoca um desenvolvimento tardio dos ovarios fazendo que elas tenham um
periodo reprodutivo curto entre dezembro e fevereiro (Castro et al., 2019). Esses fatos
permitiriam que coincidam os periodos reprodutivos de individuos com cromossomo B, o que
assegura a sua manutengao na populacao, além do que o proprio ciclo reprodutivo da espécie ¢

ampliado e garanta mais descendentes (Castro ef al., 2018; Castro et al., 2019).

1.8 MEIOSE E MATURACAO DOS OVOCITOS EM PEIXES

A meiose ¢ um tipo de divisdo celular fundamental para a fertilidade dos eucariotos que
tém reproducao sexuada, porque permite a reducdo do numero de cromossomos na produ¢do
de gametas ou esporos haploides (Bomblies, Higgins e Yant, 2015), além de reorganizar a
informagdo genética ao longo das geracdes (Mercier et al., 2015). A meiose compartilha
mecanismos e regulacdo com a mitose, no entanto entre eles ha diferengas como, por exemplo,
na regulacdo do ciclo celular, recombinagdo, segregagdo cromossdmica entre outros (Ohkura,
2015).

Duas divisoes celulares sucessivas acontecem durante a meiose (meiose I e II), onde em
cada uma se produz cinco fases principais na seguinte ordem: profase, metafase, anafase e
telofase. A profase I tem uma grande importancia porque ali ocorre a reorganizagdo do genoma
(Grey e De Massy, 2021). Na meiose, a profase I pode ser dividida em leptdteno, zigdteno,
paquiteno, dipldteno e diacinese (Subramanian e Hochwagen, 2014).

Durante a préfase 1 de muitos eucariotos acontece a sinapse ou pareamento dos
cromossomos homologos com o estabelecimento de uma estrutura proteica chamada complexo
sinaptonémico, e recombinagdo meiotica, ou seja, a quebra da cadeia dupla do DNA que leva a
formagao de trocas entre homologos (Zhang et al., 2014). Quando ndo acontece a sinapse entre

os cromossomos homologos ou sucede com erros, o ponto de verificagdo do paquiteno detecta
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essas células, o que leva geralmente a destruicdo dessas células produtoras de gametas (Foe,
2022). Este fendmeno ¢ chamado de “paquiteno checkpoint”, e pode contribuir para a formacao
de novas espécies em simpatria devido a presenca de elementos genéticos, como oS
cromossomos B, que facilitam a manipulagdo esse controle na profase e facilita a fixagcdo na
populagdo de rearranjos cromossomicos (Foe, 2022; Silva et al., 2022).

A formagdo de gametas ¢ chamada gametogénese, e nos peixes teledsteos o processo ¢
similar aos demais vertebrados, com algumas excegdes (Godinho, 2007). Para a formagao dos
gametas femininos nos ovarios € necessario a diferenciagdo das células germinativas
primordiais em oogdnios (Lubzens et al., 2010), onde eles proliferam mediante divisdes
mitoticas antes de entrar em meiose (Lubzens ef al., 2010; Suwa e Yamashita, 2007). Para a
producao de ovocitos, no caso dos vertebrados, incluindo os peixes, ocorrem duas paradas na
meiose: na profase [ e metafase II (Fig. 4), onde a primeira parada serve para preparar a célula
para a produ¢do de substancias como vitelo (vitelogénese) e mRNA, que sdo necessarios para
o desenvolvimento embrionario (Suwa e Yamashita, 2007). O acumulo de RNA (que ¢ chamado
de RNA materno) ¢ usado pelo ovdcito para a producao dos envelopes celulares e nao celulares
(Lubzens et al., 2010). O vitelo ¢ usado pelo peixe na etapa de embrido como fonte de alimento
e também no inicio da etapa larval (Godinho, 2007).

Quando finaliza a producdo de vitelo, o ovocito estd totalmente desenvolvido e,
dependendo das condi¢des ambientais e hormonais, ele entra na etapa de maturagdo (Godinho,
2007). Durante o processo de maturagao dos ovécitos ocorre a condensacdo cromossomica, a
quebra da vesicula germinativa e a expulsdo do primeiro corptsculo polar, além disso, o nticleo
do ovocito, que ¢ chamado também de vesicula germinativa (GV por suas siglas em inglés),
movimenta-se do centro do ovocito até o polo animal por estimulagdo hormonal (Suwa e

Yamashita, 2007) (Fig. 4).

FIGURA 4 - Crescimento, maturagdo ¢ meiose nos ovocitos de teledsteos.
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Fonte: Adaptado de Suwa e Yamashita (2007).
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O processo da meiose segue até a metafase Il onde a divisdo celular ¢ novamente
interrompida, e aqui termina a etapa de maturacdo com a formag¢do do ovocito secundario
(Lubzens et al., 2010; Suwa e Yamashita, 2007) e a subsequente ovulacdo (Godinho, 2007;
Lubzens et al., 2010). O ovdcito secundario ¢ chamado de 6vulo nesta fase, e termina sua
divisdo meidtica quando faz a expulsdo do segundo corptsculo polar para assim torna-se
haploide, e depois se fusionar com o nucleo haploide do espermatozoide durante a fertilizagao
e formar um ovo diploide (Lubzens et al., 2010).

Conforme avanca a meiose, as gonadas femininas mudam sua morfologia e aparéncia e,
por isso, € possivel falar de etapas de desenvolvimento gonadal. As etapas vao desde um estagio
imaturo até abundante presenca de vitelo nos ovocitos (Carvalho et al., 2009; Elkouby e

Mullins, 2017).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Psalidodon scabripinnis, considerado um complexo de espécies, sdo teledsteos
abundantes no Brasil, e formam populagdes isoladas em cabeceiras de riachos. Esses peixes sao
tidos como um modelo para estudos evolutivos e genéticos devido a presenca de cromossomos
B no genoma.

Os cromossomos B sdo elementos genéticos dispensaveis e adicionais ao complemento
padrdo (cromossomos A) no genoma de uma ampla variedade de organismos. Como eles sdo,
geralmente, ricos em heterocromatina e sequéncias de DNA repetitivo, h4 alguns anos esses
elementos eram considerados ‘“geneticamente inertes”. No entanto, estudos recentes
demonstraram que esses cromossomos sao capazes de interferir em algumas fungdes nos
organismos que carregam esses elementos, por tanto, influenciar nos mecanismos de
sobrevivéncia e na historia evolutiva dos mesmos.

Ha estudos que descrevem casos onde os cromossomos B de diversos organismos siao
capazes de aumentar sua frequéncia de transmissdo ao longo das geragdes, ao interferir nos
mecanismos de segregacdo durante a meiose, processo conhecido como impulso genético ou
“drive”. Deste modo, hé necessidade de realizar estudos transgeracionais para conhecer com
mais detalhes os mecanismos de transmissibilidade dos cromossomos B, e que as evidéncias
sejam interpretadas em relagdo ao modelo proposto por Camacho, Sharbel e Beukeboom (2000)
(Fig. 3).

Na literatura estdo descritos diversos aspectos concernentes ao cromossomo B em P,
scabripinnis como a frequéncia deles no genoma, expressdo de genes, origem e evolucao,
diversidade morfologica, comportamento na meiose, distor¢ao da frequéncia na ocorréncia dele
entre os sexos, entre outros. No entanto, ndo ha conhecimento se o cromossomo B possui a
capacidade de ter segregacao preferencial.

Diante disto, se estabeleceram os seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

e Estabelecer ferramentas para a determinagdo do drive meidtico do cromossomo B em

fémeas de P. scabripinnis de uma populacao do sudeste do Brasil.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Criar um protocolo para a obtenc¢do de nucleos de ovocitos de P. scabripinnis no estadio
IIT de desenvolvimento gonadal.

e Identificar um marcador exclusivo para cromossomo B para procedimentos de
citogenética molecular em P. scabripinnis.

e Comparar as marcagdes de sondas dos nucleos de ovocitos de fémeas com e sem
cromossomo B em P. scabripinnis.

e Determinar a ploidia de ntcleos de ovocitos de fémeas com e sem cromossomo B em P,

scabripinnis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAS

Os exemplares de P. scabripinnis foram coletados do Ribeirdo Grande, bacia do Rio
Paraiba do Sul (22°43°22,744” S e 45°27°06,638”W; altitude:1870 m), municipio de
Pindamonhangaba no Estado de Sao Paulo. Os espécimes foram coletados nos meses de maio
e setembro de 2022, e foram usadas diversas técnicas tais como pesca elétrica, malha de arrasto,
pucas, redes de arrasto e armadilhas. Os peixes foram armazenados em sacolas com oxigénio
sob pressdo e levados até o Laboratério de Citogenética e Evolugao da Universidade Estadual
de Ponta Grossa para a posterior conducao dos ensaios.

Os animais foram coletados e transportados com autorizacao do Instituto Chico Mendes
de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio (Licenca SISBIO 15115-1) (Anexo A). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com boas praticas de experimentagdo animal, com
autorizagdo da Comissdo de FEtica em Pesquisa Animal da UEPG (Processo CEUA:
0769342/2021) (Anexo B). O acesso ao genoma da espécie esta de acordo com o nimero de

cadastro SISGEN A6F96AE.

3.2 ANALISE CITOGENETICA CONVENCIONAL

Para a obten¢do de cromossomos mitdticos foi implementada uma metodologia baseada
no trabalho de Bertollo, Cioffi e Moreira-Filho (2015). Os animais foram eutanasiados e
posteriormente retirou-se os rins posteriores € colocados em cubas de vidro com 10 ml de KCl
0,075M com 5 gotas de colchicina ao 0,025%, onde o tecido foi fragmentado com ajuda de
seringas hipodérmicas até obter uma suspensdo celular homogénea que foi incubada por 40 min
a 37°C. Apos, foram colocadas 10 gotas de solu¢do Carnoy (Metanol: Acido acético 3:1), a
suspensao foi centrifugada a 900 rpm por 10 min e foi descartado o sobrenadante. Logo, foram
adicionados 7 ml de solugdo Carnoy e centrifugado a 900 rpm por 10 min e descartado o
sobrenadante; esse procedimento foi feito duas vezes. Apds a ultima centrifugag¢do, foram
adicionados 1,5 ml de solucdo Carnoy e a suspensdo celular foi colocada em tubos tipo
Eppendorf e armazenada no freezer a -20°C. Finalmente, para visualizacdo das metafases,
foram gotejadas 50 pl da suspengdo em laminas aquecidas a 37°C e coradas com solucdo
Giemsa 5% diluida em tampao fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + NaxPO4) por 10 minutos, secas ao ar

e visualizadas ao microscopio.
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3.3 ISOLAMENTO DE NUCLEOS DOS OVOCITOS

Para este procedimento foram considerados os ovarios no estddio III de
desenvolvimento, onde era visivel a presencga de ovdcitos maduros (Carvalho et al., 2009). Os
ovarios integros foram retirados com microtesouras e pingas, € colocados em placas de Petri
plasticas contendo 1 ml de solugdao tampao (MgCl..7H>0 9,53 mM; KCl 47,67 mM; Tris 15
mM; Sacarose 74 mM; Triton X-100 0,6%) (Xavier et al., 2017) e foram retirados tecidos
diferentes das gonadas e outras impurezas. Apos, os preparados foram colocados em tubos de
2 ml com beads de zirconio e submetidos ao disruptor de células por 165 s a 280 rpm, ¢ a
suspensao resultante foi filtrada em peneiras de nylon de 50 e 30 pum. O filtrado foi misturado
com solu¢do Carnoy e armazenado no freezer a -20°C. Para a avaliacdo do isolamento, foram
gotejadas 50 pl da suspengdo em laminas aquecidas a 37°C e coradas com solugdo de Giemsa
2% em tampao fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + Na;POs) por 15 minutos, secas ao ar e visualizadas

a0 microscopio.

3.4 PREPARACAO DAS SONDAS

Para a obtengdo de sondas do satélite As51 (Mestriner et al., 2000) foi usado DNA
clonado e amplificado a partir do plasmideo pGEM®T (Promega), usando os primers sp6 5’-
ATTTAGGTGACACTATAG-3’ e T7 5’- TAATACGACTCACTATAGGG. O mix de reagdo
consistiu em um volume total de 50 pul contendo 1x buffer PCR, 1,25 mM MgCl,, 600 uM de
cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,2 uM de cada primer, 100 ng de DNA molde e 1 U
de Taq polimerase. As condi¢des de corrida foram 5 min de desnaturacdo inicial 94°C; seguidas
de 35 ciclos de 1 min a 94°C, 45 s a 51°C, 2 min e 20 s a 72°C; e extensdo final de 5 min a
72°C. Posteriormente, a sonda As51 obtida foi marcada em PCR com digoxigenina 11-dUTP
(Roche Applied Science).

Além disso, foi empregada uma sonda especifica obtida a partir de cromossomos B
microdissectados (sonda B) de acordo com Vicari et al. (2011) que foi marcada usando a técnica
de DOP-PCR com digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science). No caso do microssatélite
CA(15) foi usada uma sonda comercial Sigma marcada com Cy5 durante a sintese (Kubat et al.,

2008).
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3.5 ANALISE CITOGENETICA MOLECULAR

A Hibridagao in situ Fluorescente (FISH) foi feita em cromossomos mitoticos e nticleos
isolados dos ovécitos seguindo os procedimentos gerais usados por Pinkel, Straume e Gray
(1986) e Yano, Bertollo e Cioffi (2017), com modificagdes (Anexo C). Para as FISH de uma
sonda foram empregados por separado as sondas As51, sonda B e CA(is). Para a hibridagao da
sonda do satélite As51, foi usado o mix de hibridagao contendo 150 ng/lamina, 50% formamida,
2x SSC, 10% sulfato de dextrano, 5 mM buffer fosfato; no caso da sonda B, a concentracao foi
de 1000 ng/lamina e da sonda do microssatélite CA(1s) 100 ng/lamina. Para a dupla FISH foram
empregadas o satélite As51 e a sonda B usando 150 e 800 ng/ldmina respetivamente.
Posteriormente, as 1aminas foram incubadas em camera imida e escura a 37°C overnight.

Finalizado o tempo de hibridagdo, foram feitas lavagens de alta estringéncia com
formamida 50% em 2xSSC, 2xSSC ¢ 4xSSC/0,05% Tween durante 25 min cada a 42°C. As
sondas foram detectadas usando o anticorpo Antidigoxigenina-Rodamina (Roche) e
Estreptavidina-Alexa flaor 488; os cromossomos e nucleos foram contracorados com 4',6'-
diamino-2-fenil-indol (DAPI) (1,5 pg/mL) diluido em solucdo Antifade (VECTASHIELD®).
As laminas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao
sistema de captura de imagens DP 71 (Olympus). Finalmente as imagens foram processadas no

programa Adobe Photoshop® CS6 versao 13.0.

3.6 CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras de gonadas de fémeas de P. scabripinnis do procedimento de obtencdo de
nucleos de ovocitos preservados em solugdo Carnoy foram lavadas 3 vezes com solugdo PBS
1%, centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min cada e retirado o sobrenadante. Posteriormente, foi
adicionado solucao corante com DAPI CyStain® UV Ploidy e submetidas a leitura no citometro

de fluxo Ploid Analyser SYSMEX.
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4 RESULTADOS

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

conforme as normas de escrita exigidas pela Institui¢cao

4.1 AVALIACAO CITOGENOMICA DO CROMOSSOMO B EM Psalidodon scabripinnis
(TELEOSTEI: CHARACIDAE): IMPLICACOES PARA O DRIVE MEIOTICO

RESUMO

Os cromossomos B sdo elementos supranumerdrios no genoma que ocorrem em uma ampla
variedade de organismos eucariotos. Peixes do complexo Psalidodon scabripinnis possuem
cromossomos B, no entanto, ndo se conhece se esse cromossomo possui a capacidade de drive.
Por tanto, o objetivo deste estudo foi estabelecer ferramentas para a determinagdo do drive
meidtico do cromossomo B em fémeas de P. scabripinnis. Para isso, foram analisadas 10 fémeas
(2 B+ e 8 B-) do Ribeirdo Grande, Pindamonhangaba-SP. Os individuos foram submetidos a
extracdo dos nucleos de ovocitos, e também obtengdo de células metafasicas. Foram testados
trés marcadores: SatDNA As51, sonda B e microssatélite CA(is) para analise de citogenética
molecular nas preparagdes metafasicas e de nucleos de ovocitos. A citometria de fluxo foi usada
para avaliar a quantidade de DNA em amostras de tecido de gonada de fémeas com cromossomo
B. A dupla FISH com as sondas B e As51 foram aquelas que apresentaram os melhores
resultados na marcacao do cromossomo B em nucleos de ovoécitos e também em metafases
mitdticas. Além disso, o marcador As51 ajudou na identificacdo de nucleos haploides e
diploides, que foram corroborados pela citometria de fluxo. Os resultados obtidos no presente
estudo apresentam ferramentas uteis para a determinagdo da existéncia ou nao de drive no
cromossomo B. Alguns avangos sdo ainda necessarios para aprimorar esse método inovador,
por exemplo, na diferenciagdo dos corpusculos polares dos ovocitos maduros e na manuten¢ao
dos ovocitos por mais tempo em condi¢des de andlise.

Palavras chave: meiose, ovdcitos, inovacao metodologica, heranga ndo mendeliana, elementos
genéticos egoistas.

ABSTRACT

B chromosomes are supernumerary elements in the genome that occur in a wide variety of
eukaryotic organisms. Fishes from the Psalidodon scabripinnis complex have B chromosomes,
however, it is not known whether this chromosome has the drive capacity. Therefore, the
objective of this study was to establish tools for determining the meiotic drive of the B
chromosome in female P. scabripinnis. For this, 10 females (2 B+ and 8 B-) from Ribeirdo
Grande, Pindamonhangaba-SP, were analyzed. The individuals underwent extraction of oocyte
nuclei, and also obtained metaphase cells. Three markers were tested: SatDNA As51, probe B
and microsatellite CAs) for molecular cytogenetic analysis in metaphase preparations and
oocyte nuclei. Flow cytometry was used to evaluate the amount of DNA in gonad tissue samples
from females with a B chromosome. Double FISH with probes B and As51 were those that
showed the best results in marking the B chromosome in oocyte nuclei and also in mitotic
metaphases. Furthermore, the As51 marker helped in the identification of haploid and diploid
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nuclei, which were corroborated by flow cytometry. The results obtained in the present study
present useful tools for determining the existence or not of a drive on the B chromosome. Some
advances are still necessary to improve this innovative method, for example, in the
differentiation of the polar bodies of mature oocytes and in the maintenance of oocytes by more
time under analysis conditions.

Key words: meiosis, oocytes, methodology innovation, non-Mendelian inheritance, selfish
genetic elements.

INTRODUCAO

Psalidodon scabripinnis (por vezes nomeado Astyanax scabripinnis em trabalhos
anteriores a revisao de Teran, Benitez e Mirande (2020)), sdo teledsteos abundantes na América
do Sul (Castro et al., 2018), e no Brasil sua distribui¢ao vai desde o estado do Espirito Santo
até o Rio Grande do Sul (Moreira Filho, Galetti Jr e Bertollo, 2004). Considerado como um
complexo de espécies tendo em conta dados morfoldgicos e cariotipicos (Moreira Filho e
Bertollo, 1991) P. scabripinnis formam populagdes isoladas em cabeceiras de riachos (Limeira
etal.,2019).

P. scabripinnis ¢ um reconhecido modelo de estudos evolutivos e genéticos em peixes
devido a ocorréncia de cromossomos B em algumas populacdes (Barbosa et al., 2015; Silva et
al., 2022). Os cromossomos B sdo elementos dispensaveis encontrados no genoma de uma
ampla variedade de tdxons (Cardoso et al., 2022; Chen, Birchler e Houben, 2022; Jones, 2018;
Lee et al., 2023). Eles s3o um exemplo de cromossomos supranumerarios ou acessorios que
podem ser encontrados em aproximadamente 3000 espécies que inclui 185 familias de animais,
7 familias de fungos e 119 familias de plantas (D'ambrosio et al., 2017). O equilibrio da
frequéncia dos cromossomos B nas populacdes depende da vantagem adaptativa que eles
oferecem aos hospedeiros, os efeitos adversos na reproducado e da capacidade de drive (Feldman
e Levy, 2023; Houben, 2017; Rajpal et al., 2023).

O complexo P. scabripinnis apresenta o maior nimero de cromossomos B estudados
dentro do género Psalidodon, e possui desde macro a microcromossomos B (Silva et al., 2022),
e podem variar entre as diferentes populagdes (Vicari et al, 2011). Porém, o grande
cromossomo B metacéntrico (BM) ¢ o mais frequente em P. scabripinnis e encontrado em
outras espécies do género Psalidodon (Silva et al., 2022). Além disso, o cromossomo B durante
a meiose estabelece um univalente que persiste até¢ a metafase I (Mestriner et al., 2000),
encontrando-se 0 mesmo padrdo em P. paranae, o que sugere que esse comportamento do

cromossomo B no género Psalidodon permite uma meiose regular e individuos férteis e,
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consequentemente, sua manutencao ao longo das geracdes (Silva e Araya-Jaime, et al., 2021).
Em adi¢do, os cromossomos B tem um papel fundamental no periodo reprodutivo de P.
scabripinnis com a sobreexpressao do gene dmrtl em machos e a subexpressao de fox/2a em
fémeas, possibilitando que coincidam os periodos reprodutivos de individuos com cromossomo
B, o0 que assegura a sua manutencao na populacdo, além do que o proprio ciclo reprodutivo da
espécie ¢ ampliado e favoreca a obtengdo de um maior nimero de descendentes (Castro ef al.,
2018; Castro et al., 2019).

Um aspecto que ¢ muito explorado em relacdo aos cromossomos B na atualidade diz
respeito ao fendmeno de “Drive”. Se conhece como impulso genético ou “drive” a aquele
fendomeno onde um elemento gendmico nao segue a lei de segregacdo de Mendel e a sua taxa
de transmissao ¢ superior a 0,5 (Chen, Birchler e Houben, 2022; Houben, 2017; Rajpal et al.,
2023; Silva et al., 2022). De acordo com o tipo de divisdo celular onde ocorre, existem trés
tipos de drive: aquele que sucede na meiose (drive meidtico), antes da meiose nas divisdes
mitoticas (drive pre-meiodtico) e nas divisdes mitdticas posteriores a meiose (drive post-
meidtico) (Camacho, 2022; Chen, Birchler e Houben, 2022; Houben, 2017; Rajpal et al., 2023).
A producdo de gametas femininos em algumas plantas e vertebrados ¢ um evento ideal para a
ocorréncia de drive meiotico, devido a assimetria da divisao celular e porque somente uma
célula filha das quatro resultantes da meiose (o Ovulo) contribuem geneticamente para a
proxima geragdo (Chen, Birchler e Houben, 2022).

O drive em cromossomo B tem sido estudado nos tltimos anos em plantas como o milho
(Zea mays) (Blavet et al., 2021; Brennan et al., 2023), Festuca pratensis (Ebrahimzadegan et
al., 2023), Aegilops speltoides (Wu et al., 2019), e insetos como Drosophila melanogaster
(Hanlon e Hawley, 2023), e peixes como Astatotilapia latifasciata (Cardoso et al., 2022) e A.
mexicanus (Imarazene et al., 2021). Cabe ressaltar que nem todos os organismos que possuem
cromossomo B tem a capacidade de ter drive (Houben, 2017).

Apesar dos avangos sobre diferentes aspectos bioldgicos dos cromossomos B, ainda ¢
essencial a realizagdo de mais trabalhos para compreender os aspectos comportamentais
mecanicistas relacionados a sua presencga distintiva, transmissao € manuten¢ao nas populagdes
(Rajpal et al., 2023). Deste modo, ha necessidade de realizar estudos transgeracionais para
conhecer com mais detalhes os mecanismos de transmissibilidade dos cromossomos B, e que
as evidencias sejam interpretadas em relacdo ao modelo parasitico do cromossomo B proposto
por Camacho, Sharbel e Beukeboom (2000).

Na literatura estdo descritos diversos aspectos concernentes ao cromossomo B em P,

scabripinnis como a frequéncia deles no genoma, expressdo de genes, origem ¢ evolucao,
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diversidade morfologica, comportamento na meiose, distor¢ao da frequéncia na ocorréncia dele
entre os sexos, entre outros. No entanto, ndo hé conhecimento se o cromossomo B possui a
capacidade de ter segregacdo preferencial nesses peixes. Diante disto, o objetivo do presente
estudo ¢ estabelecer ferramentas para a determinagdo do drive meidtico do cromossomo B em

fémeas de P. scabripinnis utilizando uma amostra de populacio do sudeste do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Local de coleta e amostras

Os exemplares de P. scabripinnis foram coletados do Ribeirdo Grande, bacia do Rio
Paraiba do Sul (22°43°22,744” S e 45°27°06,638”W, altitude:1870 m), municipio de
Pindamonhangaba no Estado de Sao Paulo (Fig. 5). Os espécimenes foram coletados nos meses
de maio e setembro de 2022. Os peixes foram armazenados em sacolas com oxigénio sob
pressdo e levados até o Laboratdrio de Genética e Evolugdo da Universidade Estadual de Ponta
Grossa para a posterior conducdo dos ensaios.

Os animais foram coletados e transportados com autorizacao do Instituto Chico Mendes
de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio (Licenga SISBIO 15115-1). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com boas praticas de experimentacao animal, com
autorizagio da Comissio de FEtica em Pesquisa Animal da UEPG (Processo CEUA:
0769342/2021). O acesso ao genoma da espécie estd de acordo com o nimero de cadastro

SISGEN A6F96AE.
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FIGURA 5 - Localizacdo geografica do ponto de amostragem.
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Fonte: O autor

Andlise citogenética convencional

Os animais coletados foram eutanasiados e posteriormente retirou-se os rins posteriores
e submetidos ao protocolo para obten¢do de cromossomos mitéticos baseada no trabalho de
Bertollo, Cioffi e Moreira-Filho (2015). Para visualizacdo das metafases, foram gotejadas 50 pl
da suspencdao em laminas aquecidas a 37°C e coradas com solucdo Giemsa 5% diluida em
tampdo fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + NaxPO4) por 10 minutos, secas ao ar e visualizadas ao

microscopio.

Isolamento de nucleos dos ovocitos

Para este procedimento foram considerados os ovarios no estadio III de
desenvolvimento, onde era visivel a presenga de ovocitos maduros (Carvalho et al., 2009), além
de ovarios imaturos. Os ovarios integros foram retirados com microtesouras € pingas, €
colocados em placas de Petri plasticas contendo 1 ml de solugdo tampao de lise (MgClL.7H>O
9,53 mM; KCI 47,67 mM; Tris 15 mM; Sacarose 74 mM; Triton X-100 0,6%) (Xavier et al.,
2017), sendo retirados tecidos diferentes das gdnadas e outras impurezas. Apos, os preparados
foram colocados em tubos de 2 ml com beads de zirconio e submetidos ao disruptor de células
por 165 s a 280 rpm, e a suspensao resultante foi filtrada em peneiras de nylon de 50 e 30 pm.

O filtrado foi misturado com solucao Carnoy e armazenado no freezer a -20°C. Para a avaliacao
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do isolamento, foram gotejadas 50 ul da suspen¢do em laminas aquecidas a 37°C e coradas com
solugdo de Giemsa 2% em tampao fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + NaxPO4) por 15 minutos, secas

ao ar e visualizadas ao microscopio.

Preparagdo das sondas

Para a obtencdo de sondas do satélite As51 (Mestriner et al., 2000) foi usado DNA
clonado e amplificado a partir do plasmideo pGEM®T (Promega), usando os primers sp6 5°-
ATTTAGGTGACACTATAG-3’ ¢ T7 5°- TAATACGACTCACTATAGGG. O mix de reagdo
consistiu em um volume total de 50 ul contendo 1x buffer PCR, 1,25 mM MgCl,, 600 uM de
cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 0,2 uM de cada primer, 100 ng de DNA molde e 1 U
de Taq polimerase. As condi¢des de corrida foram 5 min de desnaturacdo inicial 94°C; seguidas
de 35 ciclos de 1 min a 94°C, 45 s a 51°C, 2 min e 20 s a 72°C; e extensdo final de 5 min a
72°C. Posteriormente, a sonda As51 obtida foi marcada em PCR com digoxigenina 11-dUTP e
biotina 11-dUTP (Roche Applied Science).

Além disso, foi empregada uma sonda especifica obtida a partir de cromossomos B
microdissectados (sonda B) de acordo com Vicari ef al. (2011) que foi marcada usando a técnica
de DOP-PCR com digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science). No caso do microssatélite
CA(15) foi usada uma sonda comercial Sigma marcada com CyS5 durante a sintese (Kubat ef al.,

2008).

Andlise citogenética molecular

A Hibridacao in situ Fluorescente (FISH) foi feita em cromossomos mitoticos e ntcleos
1solados dos ovocitos seguindo os procedimentos gerais usados por Pinkel, Straume e Gray
(1986) e Yano, Bertollo e Cioffi (2017), com modifica¢des. Para as FISH de uma sonda foram
empregados por separado as sondas As51, sonda B e CA(s). Para a hibridacdo da sonda do
satélite As51, foi usado o mix de hibridagao contendo 150 ng/lamina, 50% formamida, 2x SSC,
10% sulfato de dextrano, 5 mM buffer fosfato; no caso da sonda B, a concentra¢ao foi de 1000
ng/lamina e da sonda do microssatélite CAasy 100 ng/lamina. Para a dupla FISH foram
empregadas o satélite As51 e a sonda B usando 150 e 800 ng/lamina respetivamente.
Posteriormente, as laminas foram incubadas em camera umida e escura a 37°C overnight.

Finalizado o tempo de hibridagdo, foram feitas lavagens de alta estringéncia com
formamida 50% em 2xSSC, 2xSSC e 4xSSC/0,05% Tween durante 25 min cada a 42°C. As

sondas foram detectadas usando o anticorpo Antidigoxigenina-Rodamina (Roche) e
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Estreptavidina-Alexa flaor 488; os cromossomos e nucleos foram contracorados com 4',6'-
diamino-2-fenil-indol (DAPI) (1,5 pg/mL) diluido em solu¢do Antifade (VECTASHIELD®).
As laminas foram analisadas em microscéopio de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao
sistema de captura de imagens DP 71 (Olympus). Finalmente as imagens foram processadas no

programa Adobe Photoshop® CS6 versdo 13.0.

Citometria de fluxo

As amostras de gonadas de fémeas de P. scabripinnis do procedimento de obtencdo de
nucleos de ovocitos preservados em solugdo Carnoy foram lavadas 3 vezes com solucdo PBS
1%, centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min cada e retirado o sobrenadante. Posteriormente, foi
adicionado solug¢do corante com DAPI CyStain® UV Ploidy e submetidas a leitura no citdmetro

de fluxo Ploid Analyser SYSMEX.

RESULTADOS

Isolamento de nucleos dos ovocitos

No total foram coletadas 18 fémeas, das quais 9 exibiram gonadas no estagio maduro
apresentando ovdcitos visiveis. Além disso, 9 fémeas apresentaram ovarios imaturos, onde
somente uma dessas amostras foi usada para as andlises de citometria. O protocolo
desenvolvido e implementado no presente estudo para o isolamento de nticleos dos ovocitos
permitiu obter quantidades significativas de nucleos que ajudaram na realizacao das andlises de
citogenética molecular. A morfologia dos nucleos obtidos apresentou-se desde formas redondas
até ovaladas ao nivel da microscopia otica 2D (Fig. 6). Em todas as preparacdes apareceram

resto de vitelo dos ovdcitos processados (Fig. 6a).

FIGURA 6 - Nucleos de ovocitos obtidos de fémeas de P. scabripinnis. (a) Coloragdo com Giemsa, (b) coloragio
com DAPI. Escala: 10pm.

a
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Fonte: O autor
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Detecgdo do cromossomo B em células metafésicas

As fémeas de P. scabripinnis analisadas da populagdo do Ribeirao Grande apresentaram
um total de 2n=50 cromossomos, onde duas delas mostraram um numero diploide igual a 51
pela presenga do cromossomo B metacéntrico. A presenca do cromossomo supranumerario foi
verificada mediante FISH com o uso de diversas sondas que conseguem marcar o Cromossomo
B (Fig. 7, 8 ¢ 10).

Na FISH com o emprego de um marcador, a sonda B (B probe) evidenciou o
cromossomo B totalmente marcado em amostras que possuiam esse elemento supranumerario
(Fig. 7a). No entanto, apareceram sinais mais fracos em diversas regioes dos cromossomos do
complemento A. Nas amostras sem cromossomo B, ha evidentes marcacdes situadas
principalmente em regides teloméricas de varios cromossomos (Fig. 7b).

Com relagao as hibridagdes do DNA microssatélite, a sonda CA(is) foi evidente nas duas
regides teloméricas do cromossomo B (Fig. 7c). No entanto, outros sinais individuais foram
encontrados em varios cromossomos do complemento A, principalmente localizados nas
regides teloméricas. Sinais com o mesmo padrdo foram observados também em amostras que
nao apresentaram cromossomo B (Fig. 7d).

O DNA satélite As51 em amostras com cromossomo B apresentou marcacdes evidentes
nas regides pericentromericas (Fig. 8a e 8c). No complemento A, independente da presenca do
cromossomo B, em algumas amostras destaca a presenga de dois sinais maiores e muito fortes
nas regioes teloméricas de um par de cromossomos acrocéntricos (Fig. 8a e 8g), enquanto outras
amostras apresentaram esse sinal somente em um dos cromossomos do mesmo par acrocéntrico
(Fig. 8c e 8e). Outras marcacdes mais fracas e pouco evidentes foram evidenciadas em alguns

cromossomos do complemento A.

Deteccao das sondas B, As51 e CA(is) em nticleos de ovocitos

Na FISH o emprego da sonda B, da CA(s) e da sonda do DNA satélite As51,
apresentaram padroes de marcacdo diferentes entre os nicleos dos ovoécitos de fémeas com e
sem cromossomo B (Fig. 9).

Em relacdo as marcagdes com a sonda B, elas ndo seguiram um padrao de diferenciacio
definido. Em nucleos de ovocitos de individuos com e sem B apareceram sinais localizados na
periferia e outras regidoes no nucleo (Fig. 9). Enquanto que o DNA do satélite CA(15), mostrou
muitos sinais pequenos distribuidos em todos os nucleos dos ovocitos de individuos com e sem

cromossomo B, sem mostrar algum padrao de distingdo entre eles (imagens ndo mostradas).
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FIGURA 7 - Metafases mitdticas de P. scabripinnis sometidas a FISH com sonda tnica: sonda B (B probe) e CA(is)
marcadas com antidigoxigenina rodamina e contracorados com DAPI (azul). As marcagdes estdo
sinalizadas com uma seta amarela. Metafases com cromossomo B (a, ¢) ¢ sem cromossomo B (b, d).
Escala: 10 pm.

Fonte: O autor
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FIGURA 8 — Metafases e nucleos de ovdcitos diploides obtidos de fémeas de P. scabripinnis com a sonda As51
marcadas com antidigoxigenina rodamina (vermelho) e contracorados com DAPI (azul). As
marcagdes estdo sinalizadas com uma seta amarela. As amostras foram classificadas em quatro grupos
distintos com base na presenga ou auséncia de cromossomo B e no nimero de sinais de As51. Os
grupos incluem (a, b) configuragdes com cromossomo B ¢ dois sinais, (¢, d) com cromossomo B e um
sinal, (e, f) sem cromossomo B e um sinal, e (g, h) sem cromossomo B e dois sinais. Escala: 10um.

Fonte: O autor
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No entanto, a FISH com a sonda As51 em nucleos de ovdcitos mostrou um padrdo mais
definido em comparagdo com a sonda B e CA(15). Em nucleos de ovocitos de individuos com e
sem cromossomo B observou-se varios sinais claramente diferenciados, onde aquele de maior
tamanho, forma nao circular e preferencialmente localizado na periferia do ntcleo pode ser
atribuido ao cromossomo B, identificando os nucleos de amostras com esse elemento
supranumerario. Os sinais detectados do satélite As51 nos ovocitos corroboram as marcagdes

encontradas nas metafases de amostras de individuos com e sem cromossomo B (Fig. 8).

FIGURA 9 - Comparativa de nucleos de ovocitos de fémeas de P. scabripinnis com (B+) e sem cromossomo B
(B-) submetidas a FISH com as sondas As51 e sonda B (B probe), ambas marcadas com
antidigoxigenina rodamina e contracorados com DAPI. Escala: 10 pm.

B+ B-

Fonte: O autor

Detec¢do do cromossomo B em nucleos de ovocitos haploides e diploides

A dupla FISH com o emprego das sondas B e As51 em preparacdes metafésicas e
nucleos de ovocitos conseguiu revelar o cromossomo B pela sobreposicao dos sinais (Fig. 10).
Além disso, foi possivel identificar a ploidia dos nucleos pela quantidade de marcagdes
individuais da sonda As51 ndo sobrepostas com a sonda B naquelas amostras que apresentaram
o acumulo deste satélite em um par acrocéntrico, considerando nucleos diploides aqueles que

apesentaram dois sinais (Fig. 10b) e haploides com somente um sinal (Fig. 10c).
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FIGURA 10 - Comparativa de metafase e nucleos de ovdcitos de fémeas de P. scabripinnis com cromossomo B
submetidas a dupla FISH com a sonda B (B probe) marcada com antidigoxigenina rodamina e As51
com estreptavidina Alexa fluor 488 e contracorados com DAPI. Os sinais estdo indicados com setas
amarelas. (a) metafase com presenca do cromossomo B; (b) ovocito diploide; (c) ovdcito haploide.
Escala: 10 um.

Fonte: O autor

Baseado nisso, se estabelece uma proposta para inferir sobre a existéncia ou nao de

drive meidtico do cromossomo B em fémeas de P. scabripinnis (Fig. 12).
Determinacao da ploidia em gonadas de fémeas de P. scabripinnis

O tecido gonadal de fémeas no estagio imaturo de desenvolvimento apresentou trés
ploidias diferentes, desde células haploides (1C) até células diploides em divisao celular (4C)
(Fig. 11). Pelo alto grau de degradacao das amostras, ndo foi possivel analisar as gonadas de

fémeas no estagio maduro de desenvolvimento.

FIGURA 11 — Grafico de citometria de fluxo de ovario de P. scabripinnis no estagio imaturo de desenvolvimento
gonadal.

Particulas

Fonte: O autor
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DISCUSSAO
Isolamento de nucleos dos ovocitos

O protocolo de isolamento de ovdcitos disponibilizou nucleos integros e estaveis para a
realizacdo das andlises de citogenética molecular. Atribuimos essa propriedade aos
componentes usados no tampao de lise empregado, assim como o detergente ndo i6nico Triton-
X, que performa na ruptura da membrana celular dos ovécitos mantendo os ntcleos intactos
(Xavier et al., 2017). Ja Yamaguchi et al. (2001) conseguiu resultados similares empregando o
mesmo detergente. Outras substancias como a sacarose também sdo requeridas na manutengao
da estabilidade dos nucleos (Marie e Brown, 1993). Contudo, a jun¢do das reacdes de lise
proteica em membrana e acao detergente sobre o vitelo dos ovocitos € o procedimento inovador
que viabilizou o isolamento dos ovdcitos com caracteristicas preservadas para a finalidade de
analises em citogenética molecular. Essas amostras de nticleos isolados serdo ainda testadas em

relacdo ao possivel emprego em andlises quali-quantitativas.
Deteccao do cromossomo B em células metafasicas ¢ nucleos de ovocitos

O numero diploide das amostras de P. scabripinnis e a presen¢a do cromossomo B aqui
observados coincide com aqueles reportados em trabalhos anteriores na mesma regido de
amostragem (Barbosa ef al., 2015; Barbosa et al., 2021; Castro et al., 2018; Cornelio et al.,
2017; Salvador e Moreira Filho, 1992; Schemczssen-Graeft et al., 2020).

A hibridagdo da sonda B nos cromossomos supranumerarios mostrou resultados
similares a estudos anteriores (Castro ef al., 2019; Cornelio et al., 2017; Vicari et al., 2011)
sendo, portanto, uma sonda ideal para a identifica¢do deste elemento supranumerario de células
em metafase. No entanto, o emprego da sonda B nos nucleos ndo ajudou na distingdo daqueles
que tinham ou ndo o cromossomo B, portanto, esses resultados sdo contrarios aos achados por
Castro et al. (2019) no emprego da sonda B em ntcleos interfasicos, do mesmo modo que no
trabalho de Cornelio et al. (2017), que empregou essa sonda concomitante a marcadores
teloméricos. Destaque-se que estes autores utilizaram de amostras de ntcleos de células
mitdticas em suspensao, enquanto no presente trabalho foram empregados ntcleos de células
meidticas e isto pode explicar o nivel diferente de resolucio da sonda B. E fato que as marcagdes
da sonda B ndo sdo especificas e também sdo encontradas no complemento A. Isto se deve ao
grande acumulo e dispersdo de sequéncias repetitivas encontradas no cromossomo B
heterocromatico e compartilhado em algumas regides dos cromossomos do complemento A.

Em termos gerais, os cromossomos B se originam a partir dos cromossomos do complemento
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A (Camacho, Sharbel e Beukeboom, 2000; Houben et al., 2014; Johnson e Reifova, 2021), o
que explica a apari¢do dessas marcagdes adicionais. Devido ao desconhecimento das
sequéncias do DNA que possui a sonda B, a informacao que ela fornece ¢ limitada (Silva et al.,
2016).

Com respeito ao microssatélite CA(is), ele hibrida no cromossomo B nas duas regides
teloméricas, como sucede nos cromossomos B dos lambaris P. paranae, P. bockmanni ¢ P.
fasciatus o que ajuda a reforgar a hipotese que o cromossomo B € um isocromossomo (Silva
et al.,2016). Semelhante a sonda B, o marcador CA(15) ndo consegue distinguir os ovocitos que
contem ou ndo o cromossomo B, principalmente porque o microssatélite também hibrida em
regides terminais dos cromossomos do complemento A como verificado na populagdo de P,
scabripinnis do lago do Pedalinho (Barbosa ef al., 2017). Portanto, a alta quantidade desse
microssatélite nos cromossomos A estabelece a CA(15) como um marcador pouco informativo
em nosso objetivo de identificar niicleos meidticos com cromossomos B.

Por outro lado, a localizagdo simétrica do SatDNA As51 nos dois bragos do cromossomo
B coincide com os achados de Mestriner ef al. (2000) e Vicari et al. (2011), que estabeleceram
que esse elemento supranumerario ¢ um isocromossomo. Como acontece com a sonda B, o
As51 ¢ um marcador ideal para a identificacdo do cromossomo B em preparacdes metafasicas
mitoticas. A quantidade dos sinais de As51 em outras regides nos cromossomos do
complemento A neste estudo foram discretas e em menor nimero que em trabalhos anteriores
(Castro et al., 2019; Kantek et al., 2009; Vicari et al., 2011) que pode ser explicado pelo
emprego de lavagens adicionais para o aumento da estringéncia durante a FISH, aumentando a
especificidade (Cabral-De-Mello e Marec, 2021), e também pelo emprego de uma menor
quantidade de sonda. O acumulo do SatDNA As51 no cromossomo B pode ser favorecido pelo
fato de que eles ndo se recombinam com os cromossomos A durante a meiose, € também porque
esses cromossomos supranumerarios sofrem baixa pressdo seletiva devido a sua natureza
dispensavel (Houben et al., 2014; Marques, Klemme e Houben, 2018). Contudo, essa ultima ¢
uma afirmativa que deve ainda ser bastante contestada dado o acimulo de atribui¢des e
associacgdes fisiologicas propostas para P. scabripinnis com cromossomos B, flagradas por
diferentes métodos de analise de expressdo génica diferencial.

A presenca do satélite As51 na regido telomérica de dois cromossomos homologos
acrocéntricos coincide com o achado por Mestriner ef al. (2000) e Vicari et al. (2011) nas
populagdes de P. scabripinnis do Corrego das Pedras, Barbosa et al. (2017) na populacao de
Ribeirdo das Perdizes e Barbosa et al. (2021) do cérrego Lavrinhas. Pela variagdo do acimulo

do satélite As51 na regido terminal dos dois cromossomos homologos deste par acrocéntrico,
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onde ha individuos com dois ou somente um dos cromossomos com essa alta quantidade do
satélite em mencdo, podemos concluir que em P. scabripinnis ha heterozigose para essa
caracteristica. Esse fato, e inclusive a variagdo da posicdo do acumulo de As51 em
cromossomos homologos acrocéntricos ja foi reportado para P. scabripinnis, P. paranae ¢ P.
fasciatus (Kantek et al., 2009), e pode ser explicado pela organizagdo do satDNA que ¢
resultado de uma recombinacdo desigual dos cromossomos homologos durante a meiose,

conversao génica e transposicao (Palacios-Gimenez et al., 2017).
A citometria de fluxo confirma a presenca de nicleos de ovocitos haploides

A presenga de trés niveis de conteido de DNA corrobora a presenca de células com
diferentes ploidias nas gonadas de fémeas no estadgio imaturo de desenvolvimento, ou seja,
células diploides (2C), células diploides em divisdo celular (4C) (em meiose) e haploides
(ovocitos maduros e corpusculos polares). Em vista destas evidéncias, se pode reforcar a
hipotese da desova parcelada em P. scabripinnis sugerida por Pereira Filho et al. (2011) e Melo
et al. (2005). Esta evidéncia também foi corroborada por Cornelio et al. (2017) que encontrou
gbonadas com ovdcitos em diferentes estagios de desenvolvimento ao mesmo tempo. Deste
modo, o desenvolvimento dos ovarios de P. scabripinnis podem ser confirmados do tipo
assincrono, com a coexisténcia de ovocitos de diversos estagios de desenvolvimento, sem a

predominancia de uma unica populacao de células (Lubzens ef al., 2010).

A sonda B +As51 identificam o cromossomo B e a ploidia dos nticleos de ovdcitos: ferramentas
para a determinacao de drive meiodtico do cromossomo B

Os sinais que apresenta a sonda As51 nos nticleos dos ovdcitos de individuos com e sem
cromossomo B, mostra que o SatDNA As51 serve como um marcador que pode ajudar na
identificacdo do cromossomo B. No entanto, o emprego dessa sonda unica ndo consegue
diferenciar totalmente o cromossomo B dos sinais dos cromossomos homdélogos acrocéntricos.
Dado que o cromossomo B € rico no SatDNA As51 (Mestriner et al., 2000; Schemczssen-Graeft
etal.,2020; Vicariet al.,2011), e a sonda B consegue hibridar nele (Castro et al., 2019; Cornelio
et al., 2017; Vicari et al., 2011), a sobreposi¢do desses marcadores na dupla FISH, tanto em
preparagdes metafasicas como em nucleos de ovécitos de P scabripinnis permitem detectar
com maior precisdo o cromossomo B. Isto € refor¢ado pela localizagdo do sinal do cromossomo

B na periferia dos nucleos dos ovdcitos, que coincide com o reportado por (Schemczssen-Graeff
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et al., 2020) em nucleos de rim de P. scabripinnis mediante o uso de microscopia confocal de
varredura a laser.

As marcacdes isoladas de As51 verificadas nos nucleos, ajudaram na identificagao de
nucleos haploides e diploides de ovdcitos de P. scabripinnis, sendo um marcador ideal para
fazer andlises qualitativas, para cada amostra de gonada feminina, dos nucleos haploides e
diploides que possuem ou ndo o cromossomo B. Deste modo, pode ser empregado idealmente
para fémeas que apresentem em dois cromossomos homologos acrocéntricos os sinais fortes do
marcador As51 que possam ser identificados e quantificados nos ntcleos de ovdcitos para a
determinagdo da sua ploidia (Fig. 12). Semelhante ao que outros autores inferiram utilizando
outros marcadores para identificar a ploidia como a histona H3 em peixes (Piscor e Parise-
Maltempi, 2016a), ou sondas dos cromossomos X , Y e 18 para detectar anormalidades em
gametas humanos (Elnahas ef al., 2023).

Por tanto, o uso das sondas B e SatDNA As51 para identificar a presenca do
cromossomo B e o conhecimento da ploidia dos ntcleos de ovocitos analisados se convertem
em ferramentas ideais para determinar a existéncia ou nao de drive meidtico do cromossomo B
em fémeas de P. scabripinnis. Fazendo uma contagem dos nucleos haploides que possuem ou
nao o cromossomo B, e analisando os dados contrastando-os com a segregacao mendeliana de
0,5 mediante o teste Qui-quadrado como outros autores (Cardoso et al., 2022; Oliveira et al.,

1997), pode se determinar a existéncia ou nao do drive meiotico.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a primeira forma de estudar o
drive meiodtico do cromossomo B em fémeas de peixes analisando diretamente os ntcleos dos
gametas em diferentes estagios de desenvolvimento gonadal mediante uso de marcadores de
citogenética molecular e citometria de fluxo. A estratégia empregada ¢ ideal para espécies que

apresentam dificuldades para a sua manuten¢ao e reproducao.
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FIGURA 12 - Proposta da determinacdo de drive meidtico do cromossomo B na meiose em fémeas de P.
scabripinnis com o uso da sonda B + SatDNA As51 (seta amarela) e As51 (seta verde). A ideia
apresentada ¢ para uma fémea com dois sinais terminais em um par homoélogo acrocéntrico
(homozigota para essa caracteristica). Se esquematiza os diferentes conteudos de DNA dos
ovocitos e corpusculos polares (C), e o numero de cromossomos (N) em diversas etapas da divisdo
celular reducional: Interfase (fase G1) (2C, 2N); Metafase I (4C, 2N); Metafase 11 (2C, 1N) e
telofase 11 (1C, IN). Para cada etapa se ilustra a presenga dos cromossomos A ¢ B, que so
indicados pela cor das setas nos niicleos dos ovocitos.

2C, 2N 4C, 2N 2C, 1IN 1C, IN

»
Y—A
L v

il ik

Polar bodies

x B chromosome
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Fonte: O autor

Com base nos resultados apresentados, ainda ndo pode se determinar a existéncia ou ndo
do drive do cromossomo B em fémeas de P. scabripinnis. As ferramentas desenvolvidas no
presente estudo e a superagdo das barreiras como a diferenciacdo dos corptsculos polares dos
ovocitos maduros e a manuten¢do dos ovoécitos por mais tempo em condi¢des de andlise, nos
permitirdo responder a um importante pergunta: existe ou ndo drive meidtico do cromossomo

B em fémeas de P. scabripinnis?
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ANEXO C - PROTOCOLO HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Baseado nos trabalhos de Pinkel; Straume e Gray (1986) e Yano; Bertollo e Cioffi (2017)

Dia 1

1. Coloque as laminas para envelhecer na estufa por 1h ou mais tempo a 37°C.

2. Pegar 100 ul de 2x SSC, colocar em um tubo ependorphe de 1,5 ml e adicionar 1,5 pl
de RNAse 10 mg/ml (essa mistura € por lamina). Homogeneizar e colocar 100 ul dessa
mistura em cada laminula. Em seguida coloque as laminas sob as laminulas
cuidadosamente para que se formem poucas bolhas. Colocar as laminas na caixa com
papel umedecido em uma estufa a 37°C por 1 h e 30 min.

3. Enquanto as laminas estdo com RNAse, colocar 1 ml de H2O + 10 pl de HC1 0,1M em
um ependorphe para aquecer na estufa a 37°C (deixar 14 até o uso).

4. Terminado o tempo da RNAse lavar as laminas com 1x PBS por 5 min no shaker. Deixar
a camera umida na estufa a 37°C. Nesse tempo adicionar 3ul de pepsina na solugdo de
agua + HCI, homogeneizar e colocar 100ul dessa solu¢ao em cada laminula.

5. Colocar as laminas recém saidas do PBS sob as laminulas com pepsina. Incubar as
laminas na camara iimida por 10min na estufa a 37°C.

6. Lavar as laminas em 1x PBS por 5 min no shaker. Depois lave as laminas com agua
destilada para remover o excesso de PBS.

7. Serie alcodlica: Colocar as laminas em cada cubeta com alcool 70%, 85% e 100% por
2 min cada (ndo usar shaker). Deixar secar naturalmente (ndo usar a estufa a 37°C).

8. Enquanto as laminas secassem, preparar o mix de hibridagdao misturando cada sonda (se
for para microssatélites marcados, usar 2 pl por lamina; se for outro tipo de sonda,
calcular o volume para que fique 300 ng de sonda por ldmina) com o buffer de
hibridagao pH 7,0 até completar um volume de 20 pl (essas quantidades sao por 1amina).
Homogeneizar e desnaturar a 85°C por 10 min. Terminado o tempo, colocar
imediatamente em gelo e preservar no escuro (no caso que as sondas ja estejam
marcadas).

9. Quando as laminas estejam secas, coloca-las em Formamida 70%/30% 2x SSC (tempo
variavel segundo o objetivo: 3 min e 15 s se for para microssatélites, 5 min se for para
outros tipos de sondas). Terminado o tempo, passar imediatamente para a cubeta com
alcool 70% gelado por 2 min e depois segue a serie alcodlica 85%, 100% na temperatura

ambiente por 2 min cada (ndo usar shaker). Deixar secar naturalmente.
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10. Finalmente, pegar as laminas tratadas e coloca-las sob as laminas brancas.

Homogeneizar o mix e colocar gotas sob os pontos de interesse nas laminas (cuidado de
ndo riscar com as ponteiras), € cobrir com laminulas limpas. Incubar as laminas na
camara umida por um periodo em torno de 16h a 37°C (o tempo pode variar segundo os

objetivos planejados).

Dia 2. Passos finais

OPCIONAL: Lavagens para aumentar a estringéncia

A) Colocar duas cubetas com formamida 50%/2xSSC, duas com 2xSSC e duas com

4xSSCTween no banho de maria e esquentar até 42°C.

B) Quanto atingir a temperatura, pegar a cAmera umida e colocar as ldminas em

formamida 50%/2x% SSC a 42°C por 30 min. Repetir o passo na outra cubeta.

C) Colocar as laminas em 2x SSC a 42°C por 30 min. Repetir o passo na outra cubeta.

D) Colocar as laminas em 4xSSCTween a 42°C por 30 min. Repetir o passo na outra

cubeta.

De acordo com o tipo de FISH, proceder da seguinte forma:

Se a FISH ¢ indireta:

Nota: se foram feitas lavagens de aumento de estringéncia, pular para passo 3.

1.

Colocar 3 cubetas com 1x SSC no banho a 60°C. Quando atingir a temperatura lavar as
laminas 3 vezes no 1x SSC por 5 min no shaker. Enquanto isso, preparar o tampao 5%
NFDM/4xSSC.

Lavar em solucao 4xSSCTween no shaker a temperatura ambiente durante 5 min.
Bloqueio: Incubar as laminas em tampao 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos (ndo usar
shaker). Observacao: Antes de incubar aliquotar um ependorphe com 1000 pl do tampao
5% NFDM/4xSSC.

Lavar as laminas 2 vezes em solu¢do 4xSSCTween no shaker a temperatura ambiente
durante 5 min cada. Terminado o tempo, lave as laminas com agua destilada para
remover o excesso de 4xSSCTween. Deixar secas as ldminas na temperatura ambiente.

Durante esse tempo, limpar as laminulas necessarias para a detec¢do de sondas.

. Deteccdo de sondas marcadas: Preparar o mix de detec¢do (Nota: as quantidades

abaixo sao para 10 laminas):
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a. FISH uma sonda: Se as marcagdes sdo com biotina, misturar 2 pl streptavidina
Alexa flior 488 conjugada + 998 pul NFDM. Se as marcagdes sdo com
digoxigenina, misturar 5 ul Anti digoxi Rodamina + 995 ul NFDM.

b. Double FISH: misturar 2 ul streptavidina Alexa fluor 488 conjugada + 5 ul Anti
digoxi Rodamina + 993 pul NFDM.

Finalmente, colocar 100 pl do mix em cada laminula, colocar as laminas sob as

laminulas e incubar em camera humida e escura na estufa a 37°C por 1 h.

Lavar as laminas 3 vezes durante 5 min em solucdo 4xSSCTween no shaker a
temperatura ambiente.

Lavar as laminas com 1x PBS por 1 min no shaker. Terminado o tempo, lave as laminas
com agua destilada para remover o excesso de PBS.

Serie alcoodlica: Colocar as laminas em cada cubeta com alcool etilico 70%, 85% e
100% por 2 min cada (ndo usar shaker). Deixar secar naturalmente (ndo usar a estufa a
37°C).

Finalmente, pegar as laminas tratadas e coloca-las sob as ldminas brancas. Pegar 20 pl
do DAPI + antifade e colocar gotas sob os pontos de interesse nas laminas, e cobrir com
as laminulas. Colocar as laminas em uma caixa e armazenar no freezer até que sejam

analisadas no microscopio de fluorescéncia.

Se a FISH ¢é direta:

Nota: se foram feitas lavagens de estringéncia, pular para passo 3.

1.

11.

Colocar uma cubeta com 2x SSC no banho a 37°C. Quando atingir a temperatura pegar
a camera umida e colocar as laminas no 2x SSC por 5 min no shaker.

Lavar as laminas com 4xSSCTween por 5 min no shaker.

Lavar as laminas com 1x PBS por 1 min no shaker. Terminado o tempo, lave as l1aminas
com agua destilada para remover o excesso de PBS.

Serie alcooélica: Colocar as laminas em cada cubeta com alcool etilico 70%, 85% e
100% por 2 min cada (ndo usar shaker). Deixar secar naturalmente (ndo usar a estufa a
37°C).

Enquanto as ldminas secassem, limpar bem as laminulas com alcool etilico 100%.
Finalmente, pegar as 1aminas tratadas e coloca-las sob as ldminas brancas. Pegar 20 pl
do DAPI + antifade e colocar gotas sob os pontos de interesse nas laminas, e cobrir com
as laminulas. Colocar as ldminas em uma caixa e armazenar no freezer até que sejam

analisadas no microscopio de fluorescéncia.



