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RESUMO

Nos ultimos 20 anos, varias informacoes sobre as caracteristicas
dos cromossomos B tém sido acrescidas, com diferentes tipos de
abordagens, em diversos grupos de organismos, com a finalidade de se
entender a origem e possiveis funcoes desses elementos gendmicos nos
individuos que os possuem. A presenca de cromossomos B em peixes nao é
um evento raro e sua ocorréncia tém sido descrita em um grande ntimero de
espécies. Embora ja existam diversos estudos identificando caracteristicas
estruturais e moleculares relacionadas aos cromossomos B em peixes, estes
dados ainda sao pouco expressivos, principalmente levando-se em
consideracao a grande diversidade de espécies deste grupo de vertebrados.
Portanto, este estudo visa contribuir com informacées sobre os
macrocromossomos B de Astyanax scabripinnis com o uso de técnicas
citogenéticas e moleculares, buscando melhor compreender a estrutura e
constituicdo destes segmentos genomicos e dos mecanismos envolvidos na
sua origem e evolucdo nesta espécie. A partir de preparacoes cromossdémicas
de Astyanax scabripinnis foram separados os individuos portadores de
cromossomos B dos nao portadores, capturados no corrego Cascatinha
componente da bacia hidrografica do rio Tieté e no Ribeirdo Agua da
Madalena (Botucatu-SP), componente da Bacia Hidrografica do
Paranapanema (SP), no municipio de Botucatu, SP, os quais foram
submetidos a procedimentos de analise citogenética e molecular. A
amplificacao do DNA desses individuos por RAPD foi uma das estratégias
utilizadas para isolar seqiiéncias presentes nos cromossomos B. As sondas
AsRI e AsRVII produzidas a partir da banda diagnéstica, apresentaram
homologia com o cromossomo B dos individuos da populacdao do coérrego
Cascatinha, sendo que nenhuma marcacdo destas sondas foi evidenciada
nos cromossomos B dos individuos coletados no Riacho da Madalena e nos
cromossomos do complemento normal dos individuos de ambas as
localidades. Uma outra estratégia realizada para a obtencao de sondas
especificas de cromossomo B em Astyanax scabripinnis foi através da

microdissecacao cromossomica e amplificacdo dos fragmentos de DNA por
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SCOMP. A sonda obtida, AsMB, foi hibridizada por microFISH em
preparacoes cromossomicas dos mesmos individuos dos quais os
cromossomos B foram microdissecados, revelando marcacoes conspicuas ao
longo do cromossomo supranumerario, sugerindo aparente amplificacao
preferencial de algumas regides desses cromossomos. Os DNAs desses
individuos também foram submetidos a fragmentacdo em autoclave para
posterior subclonagem. Um clone escolhido aleatoriamente, B34a, foi
caracterizado. A localizacdo cromossomica da sonda AsB34o por FISH esta
nitidamente presente em varios cromossomos do complemento A, que
apresentou padroes similares aos obtidos pelo bandamento C em
preparacoes de individuos de ambas as populacoes, além de uma marcacao
intersticial somente no cromossomo B dos individuos coletados no Ribeirao
Agua da Madalena. Contudo, nido foi possivel observar este mesmo padrido
nos cromossomos do complemento A de individuos nao portadores de
cromossomos B para ambas as populacoes. A auséncia deste tipo de
marcacao em individuos nao portadores de cromossomos B pode estar
relacionada com a organizacao destas sequéncias repetitivas, sugerindo um
possivel efeito dos cromossomos B sobre o genoma desta espécie. Devem ser
consideradas as possibilidades da auséncia de marcacao ser decorrente da
inexisténcia destas seqUéncias ou do fato de estarem dispersas nos
individuos sem cromossomo B, nao possibilitando sua deteccao por esta
técnica. Os resultados obtidos acrescentam informacoes sobre o processo de
diversificacdo cromossémica em Astyanax scabripinnis, bem como sobre o0s
mecanismos relacionados a estrutura molecular dos cromossomos B nesta
espécie, sugerindo possivel evolucao independente deste segmento genoémico
nos individuos portadores das duas localidades. O mapeamento dessas
sondas em outras populacdoes de Astyanax scabripinnis possibilitara
compreender melhor a estrutura e diferenciacdo dos cromossomos B

moldados pelos processos de evolucao molecular.

PALAVRAS CHAVES: Characidae, Astyanax scabripinnis, RAPD,

microdissecacao, DNA repetitivo.
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ABSTRACT

In the last 20 years, much information about B chromosomes
characteristics have been enlarged, with different kinds of approaches, in
diverse organism groups, have been investigated in order to understand the
origin and possible functions of these genomic elements. The B chromosome
presence in fishes is not a rare event, and it occurrence has been described
in a great number of species. Although there are a lot of studies identifying
structural and molecular characteristics related to B chromosome in fishes
these data are few expressive, especially considering the great diversity of
this vertebrate group species. Therefore, the goal of this study was to
contribute with some information about the Astyanax scabripinnis B
chromosome using cytogenetics and molecular techniques, and to search for
a better comprehension of structure and constitution of these genomic
segments, and of the mechanisms involved in the origin and evolution of
these chromosomes in this fish species. From A. scabripinnis chromosome
preparation, was possible to separate carrier and non-carrier B chromosome
individuals, which were sampled on Cascatinha stream, belonging to
hydrographic basin of Tieté River, and on Agua da Madalena wide stream,
belonging to hydrographic basin of Paranapanema River, Botucatu, SP. The
DNA amplification of these samples, using RAPD strategy, was applied to
isolate sequences present on B chromosomes. The AsRI and AsRVII probes,
which were produced from one diagnostic band, showed homology with B
chromosome of Cascatinha stream individuals. Using these same probes, no
signal was observed in the B chromosomes of Madalena wide stream
individuals and no signal could be observed in the normal complement
chromosomes of individuals from two localities. Another strategy applied to
obtain specific probes for A. scabripinnis B chromosomes was chromosome
microdissection and DNA fragments amplification using SCOMP. The
obtained probe, AsMB, was hybridized by micro FISH in chromosome
preparations of the same individuals, which B chromosomes were
microdissected, revealing prominent signals along the B chromosome. This

suggests a preferential amplification of some B chromosome regions of these
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samples. The DNA of these individuals was submitted to autoclave
fragmentation and after this, was subcloned. A randomly selected clone,
B34a, was characterized. The chromosome localization of AsB34a probe was
determined by FISH, and some signals were observed in many A complement
chromosomes, which showed similar patterns to C banding in chromosome
preparation of both population samples. In addition, the experiments
showed an interstitial signal in B chromosomes of Agua da Madalena wide
stream individuals. However, it was not possible to visualize the same signal
pattern in the A complement chromosomes of non-carrier B chromosomes
individuals from both populations. The absence of this kind of signals in
non-carrier B chromosomes individuals may be related with the organization
of these repetitive sequences, suggesting a possible B chromosome effect on
this specie genome. On the other hand, the signal absence may be
associated with lack of these sequences or with the fact that it may be
spread on non-carrier B chromosomes individuals’ genome, and then, it is
not possible to detect any signal by this method. These results added
information about the chromosome diversification process in A. scabripinnis,
and about the mechanisms related with B chromosomes molecular structure
in this species, suggesting a possible independent evolution of this genomic
fragment in the carrier B chromosome individuals of both localities. The
probe mapping in other A. scabripinnis population will be important to better
understanding of structure and B chromosomes differentiation, shaped by

molecular evolution processes.

KEY WORDS: Characidae, Astyanax scabripinnis, RAPD, microdissection,
repetitive DNA.
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1. INTRODUCAO
1.1. Desenvolvimento da citogenética de peixes

Nas ultimas décadas, a citogenética de peixes tem passado por
modificacoes significativas, apresentando um grande desenvolvimento com a
introducdo de novas técnicas de preparacao e analise cromossomica,
contribuindo para estudos filogenéticos, taxonémicos e também para maior
compreensdo da estrutura e composicdo cromossomica. Estes estudos
tiveram notaveis avancos a partir do final da década de 70 com a utilizacao
da técnica de suspensao celular (Bertollo et al.,, 1978; Foresti et al.,, 1981; Al
Sabti et al.,, 1983; Moreira-Filho & Bertollo, 1990; Foresti et al., 1993, entre
outros).

Uma primeira revisdo sobre dados citogenéticos em peixes
Neotropicais realizada por Almeida-Toledo (1978) inclui numeros haploéides e
diploides de 252 formas de peixes de agua doce. Oliveira et al. (1988)
descreveram um aumento deste numero para 421 espécies, distribuidas em
141 géneros e 32 familias de peixes de agua doce. Oliveira et al. (2000)
realizaram outra revisdao, na qual foram registradas 921 espécies,
distribuidas em 252 géneros, 44 familias de peixes de agua doce,
possibilitando observar um grande aumento do numero de individuos
analisados citogeneticamente. Recentemente, Oliveira & Nirchio, (2006)
relacionaram 1.047 espécies, sendo 47 familias e 278 géneros de peixes de
agua doce e 109 espécies de peixes marinhos, pertencentes a 39 familias e
73 géneros, dados estes que estdao disponiveis na Internet e sdo atualizados
periodicamente nos sites:

www.ibb.unesp.br/laboratorios /Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf

www.ibb.unesp.br/laboratorios /Marine%20Neotropical%20fishes.pdf

Os peixes neotropicais apresentam uma grande variabilidade
cariotipica, seus numeros dipldéides variam de 2n=20 em Pterolebias
longipinnis até 2n=134 em Corydoras aeneus Oliveira & Nirchio, (2006).
Contudo, estudos realizados no género Corydoras, tém mostrado a
ocorréncia de diversos citotipos em distintas localidades, como em,
Corydoras nattereri em que foram encontrados trés citétipos, com 2n=40,

2n=42 e 2n=44 (Oliveira et al, 1990). Pode ser observada uma condicdo
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similar no grupo dos Characidae, no qual foi constatada na espécie Astyanax
scabripinnis a presenca de trés citotipos diferentes em uma mesma
populacdo do riacho Agua da Madalena (SP) com 2n=50, 2n=48 e 2n=46
cromossomos (Maistro et al.,, 2000; Vieira, 2001). Na familia Callichthyidae,
diversos citotipos tem sido descritos até o momento para espécie Callichthys
callichthys, com numeros diploides variando entre 2n=52 a 2n=58
(Shimabukuro-Dias et al.,, 2005). Alguns grupos de peixes como Erytrinidae
e Synbranchidae, também tém apresentado varios exemplos dessa
diversidade cromossomica, além de outros que apresentam, de certa forma,
conservados em relacdo ao numero cromossomico e a formula cariotipica,
como em Prochilodontidae, Characidae dentre outros, segundo Oliveira &
Nirchio (20006).

A triploidia natural € outro tipo de variacdo cromossomica
encontrada em diversas populacoes de diferentes espécies de peixes
dipléides como descrita em Salmo gairdneri (Cuéllar & Uyeno, 1972;
Thorgaard, 1983) Astyanax schubarti (Morelli et al., 1983), Curimata modesta
(Venere & Galetti Jr., 1985), Eigenmannia sp. (Almeida-Toledo et al., 1985;
Borin et al., 2002), Hoplerythrinus unitaeniatus (Giuliano-Caetano & Bertollo,
1990) e Astyanax scabripinnis (Maistro et al., 1994b; Fauaz et al., 1994),
indicando que ha grande tolerancia deste tipo de alteracdo numeérica em
algumas espécies deste grupo. Venkatesh (2003) destaca ainda que a
poliploidizacao seja um evento crucial para a evolucao dos genomas de
peixes, podendo levar as diferentes formas e tamanhos dos cromossomos.

Os estudos citogenéticos de peixes neotropicais, em sua maioria
foram realizados com aplicacdo de técnicas que compreendem a coloracao
convencional dos cromossomos pelo Giemsa, a caracterizacdo do padrao de
distribuicao da heterocromatina constitutiva (Banda-C), descrita por Sumner
(1972) e a deteccao das regides organizadoras de nucléolos pela impregnacao
com nitrato de prata (NOR), segundo Howell & Black (1980). Com a
descoberta de uma crescente e ampla diversidade no grupo dos peixes,
tornou-se necessaria a implantacdo de novas técnicas de bandeamentos
cromossOmicos em peixes, técnicas que podem fornecer maiores detalhes

sobre a morfologia, comportamento e estrutura dos cromossomos.
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Pode-se destacar algumas das técnicas que tém sido aplicada
nos cromossomos mitoticos dos peixes, como a Banda R (5-
Bromodeoxiuridina), em que a incorporacdo da 5-BrdU, um analogo da
timina que substitui essa base no DNA quando presente pode permitir a
deteccao das regides que apresentam replicacoes tardias, caracteristica das
regioes heterocromaticas descritas por Goldman et al (1984); a coloracao
por fluorocromos especificos (Quinacrina, Cromomicina (CMAg), Mitramicina,
DAPI) vem se mostrando muito util na identificacdo de regides
cromossOomicas ricas em AT ou CG, dependendo de sua especificidade
(Schmid, 1980; Schweizer, 1981; Amemiya & Gold, 1986; Bella, 1993); a
inducao de bandeamento cromossomico pelo tratamento por endonucleases
de restricao (Banda R), enzimas que clivam o DNA em sitios especificos,
localizando sequiéncias repetitivas, tornando-se um recurso bastante util na
localizacao e estudo da composicao cromossoémica (Lopez-Fernandes et al
1991; Maistro et al, 2000). A Banda-G (Gold et al., 1990) utilizada para
identificar regides eucromaticas (regides relativamente ricas em AT) em
cromossomos, principalmente nos mamiferos (Albuin et al.,, 1996; Bertollo et
al.,, 1997; Vasconcelos & Martins-santos, 2000; Nirchio et al., 2004, entre
outros), a HSS (hot saline solution) descrita por Artoni et al. (1999), além da
hibridacao “in situ” fluorescente (FISH) descrita inicialmente por Pinkel et al.
(1986), que utiliza sondas de DNA, podendo fornecer informacdes sobre a
localizacdo de genes, de sequéncias repetitivas ou de segmentos
cromossomicos especificos (Haaf et al.,, 1993; Mestriner et al., 2000; Martins
etal., 2002).

Os estudos de cromossomos meioticos pela técnica de analise do
complexo sinaptonémico, também tém = proporcionado relevantes
contribuicoes nos estudos citogenéticos em peixes (Foresti et al., 1993; Dias
et al., 1994; Oliveira et al., 1995; Dias et al, 1998). podem se constituir
numa importante ferramenta para o entendimento de processos
determinantes de modificacdo cromossémica e de especiacdo. Borin et al
(2002) analisaram S50 cariétipos de Trichomycterus davisi, 2n=54, sendo um
individuo tripléide macho com 3n=81 cromossomos, € o pareamento

cromossOmico desse individuo observou-se que havia pareamento anormal

_3-



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

dos diferentes genomas, o que provavelmente levaria a esterilidade desse
macho.

Segundo Almeida-Toledo et al (2000) a variabilidade
cromossOmica em peixes neotropicais € extraordinaria quanto ao numero e
formula cromossomica, além da ocorréncia de diferentes sistemas
cromossOmicos de determinacdo de sexo, embora os sistemas
morfologicamente indiferenciados sejam os predominantes. O sistema
XX/XY, no qual o macho € heterogamético, foi descrito em Eigenmannia
virescens (Almeida-Toledo et al., 1988b) em Pseudotocinclus tietensis
(Andreata et al., 1992), em Hoplias cf malabaricus (Bertollo et al., 1979, Born
& Bertollo, 2000), entre outras. O sistema ZZ/ZW, no qual a fémea é
heterogamética, € mais freqliente e parece ocorrer na maioria das espécies
de peixes que apresentam dimorfismo cromossémico, como por exemplo, em
algumas espécies do género Leporinus (Galetti Jr. & Foresti, 1987; Galetti Jr.
et al, 1995; Vénere, 1998; Molina et al., 1998), em espécies do género
Triportheus (Falcao, 1988; Bertollo & Cavallaro, 1992; Artoni et al, 2001),
em Characidium cf fasciatum (Maistro et al.,, 1998a) em espécies do género
Cheirodon da familia Characidae (Nishiyama & Martins-Santos, 1996), entre
outros. Mecanismos mais complexos envolvendo a presenca de cromossomos
sexuais multiplos, embora menos comuns, também foram relatados. O tipo
X1X1X2X2/X1X2Y ocorre em Erythrinus erythrinus (Silvestro & Margarido,
2001, Bertollo et al.,, 2002), em Hoplias cf. malabaricus do Alto Parana
(Bertollo et al., 1979; Bertollo et al., 1997; Bertollo & Mestriner, 1998), entre
outros e do tipo ZZ/ZW1W2: que foi encontrado em Apareiodon affinis
(Moreira-Filho et al., 1980; Jesus & Moreira-Filho, 2000a e b).

Desta forma, a identificacdo de variacées envolvendo tanto o
numero quanto a estrutura dos cromossomos dos peixes vem aumentando a
medida que se ampliam os estudos citogenéticos nesses animais. A aplicacao
de novas metodologias aos cromossomos dos peixes, bem como uma revisao
sobre os cromossomos B nesse grupo serdao consideradas em topicos
especiais a seguir, por se tratarem de temas diretamente investigados neste

trabalho.
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1.2. Cromossomo supranumerario ou B

O termo “cromossomo B” inclui uma variedade de cromossomos
extras que mostram uma heterogeneidade conspicua em sua natureza,
comportamento e dinamica evolutiva. Por esta razao, nao existe uma
definicao propriamente dita sobre o que é cromossomo B, mas um consenso
de definicoes, proposta por Camacho & Parker (1993), durante a primeira
conferéncia sobre cromossomo B (visto em Beukeboom, 1994). Considerou
que “Cromossomos B sao cromossomos adicionais dispensaveis que estao
presentes em alguns individuos de algumas populacdoes em algumas
espécies, que provavelmente se originaram dos cromossomos A, mas
seguiram sua propria evolucao”. Esta € uma definicao altamente resumida
da maior parte das propriedades dos cromossomos B (Camacho, 2005).

Existem ainda outras propriedades para complementar a
definicAo e nomenclatura dos cromossomos B, proposta por diversos
pesquisadores. A proposta feita por Lytlle, 1991, diz que “os cromossomos B
nao sao homologos aos cromossomos do complemento padrao (chamados de
cromossomos A)” e segundo Camacho (1993), “os cromossomos B podem
persistir na populacdao em alta freqiiéncia, parecem nao portar elementos
essenciais ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos organismos,
sao geralmente heterocromaticos e nao contém muitos genes (exceto
sequéncias de rDNA)”. Jones (1995) define cromossomo B como
“supranumerarios dispensaveis que nao se recombinam com nenhum dos
cromossomos do complemento A e ndo seguem as leis da heranca
Mendeliana”. Além de outras propostas, como a de Ostergren (1945) na qual
“os cromossomos B sao parasitas naturais”. Por algum tempo, essa
interpretacdo parasitica coexistiu com a alternativa de que os cromossomos
B sao mantidos por proporcionar algum beneficio para o organismo que os
carreiam (Camacho, 2005).

Contudo, o termo cromossomo B é recomendado para casos em
que os cromossomos supranumerarios apresentam relevante freqiiéncia na
populacao (Jones & Rees, 1982) e seu numero pode variar entre diferentes
células de um mesmo individuo em algumas espécies (Guerra, 1988). Dentre

outras caracteristicas, tem sido verificado que os cromossomos B podem
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interferir em caracteristicas criticas para as espécies, como no pareamento
de homologos do complemento A, podem influenciar na freqtiéncia de
quiasmas ou na fertilidade dos gametas, ou ainda, aumentar o limite de
transcricao de genes RNAr (Camacho, 2005). Nesses casos, considera-se que
tais cromossomos poderiam conferir uma desvantagem adaptativa para a
espécie (Guerra, 1988). Além disso, existem mecanismos capazes de
controlar o numero de cromossomos B em determinados 6rgaos ou de
favorecer a sua transmissdo gamética, podendo apresentar alguma
importancia para as espécies, sem, contudo, serem portadores de genes que

determinam alteracoes fenotipicas (Camacho, 2005).

1.2.1. Primeira descricao de Cromossomos B

Os cromossomos B foram identificados ha mais de 100 anos
atras, nos primoérdios da citogenética, tendo seus primeiros relatos descritos
por Wilson (1906) que observou a presenca de cromossomos extras no
complemento cariotipico em insetos do género Metapodius, assim como
Stevens (1908) encontrou estes cromossomos em Diabrotica € mais tarde
Kuwada (1915) observou em milho (Zea Mays). A partir dessas observacoes,
diferentes nomes foram sugeridos para descrever esses Cromossomos
supranumerarios, incluindo “fragmento extra cromossoémico” (Muntzing,
1944; Ostergren, 1945), “cromossomos supérfluos” (Hakansson, 1945) e
“cromossomos acessorios” (Hakansson, 1948). Em 1928, Randolph foi o
primeiro a propor o termo “cromossomo B” para designar os cromossomos
adicionais aqueles considerados de ocorréncia comum, do complemento A, e

que € muito utilizado atualmente. (cit. In Camacho, 2005).

1.2.2. Cromossomos B: caracteristicas especificas

Os cromossomos B representam uma alta classe de
heterogeneidade cromossomica com muitas peculiaridades e desde a sua
descoberta tem chamado bastante atencao, pois sdo dispensaveis, de origem
e funcao misteriosa e possuem ampla ocorréncia, tornando-se um atrativo
para a pesquisa. Os cromossomos B ocorrem em diferentes tipos de

organismos desde fungos até em representantes de todos os maiores grupos
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de plantas e animais (Jones & Rees, 1982), sendo comum sua presenca em
nivel de familias, géneros, espécies e populacdes (Jones, 1991). Pelo fato de
estarem presentes em alguns individuos e em algumas populacdes, sdo
provavelmente originados dos cromossomos A, mas nao se recombinam com
eles, aparentemente seguindo sua propria evolucao (Camacho, 1993).

A ocorréncia de cromossomos B dentro de uma populacao pode
ser esporadica ou, como comumente encontrado, para muitas espécies, pode
mostrar uma alta freqiiéncia entre os individuos. Podem também exibir
variacoes em relacdo a morfologia, tamanho e numero desses elementos
(Cavallaro et al., 2000). Estas variacoes em tamanho e morfologia indicam
que os cromossomos B estdo mudando e assim, provavelmente, novas
variacoes serdao encontradas e podem ser herdadas, aumentando a
probabilidade do aparecimento de B polimoérficos (Zurita et al, 1998).
Camacho (1993) revela que a distribuicao geografica dos individuos
portadores do B pode estar relacionada com fatores ecolégicos e histéricos.
Porém, a densidade populacional parece nao estar relacionada com a
freqiiéncia dos cromossomos B (Porto-Foresti et al., 1997). Alternativamente,
a estabilizacao da frequiéncia de cromossomos B pode ser o resultado de
uma selecao dirigida balanceada em que o aumento da freqtiéncia é reduzido
por eliminacdo seletiva de individuos com altos nimeros de cromossomos B
(Cavallaro et al., 2000).

Estes cromossomos parecem ndo portar elementos essenciais ao
crescimento, desenvolvimento e reproducao dos organismos. Devido a
auséncia de pressao de selecao e acumulo de mutacdo, a recombinacao é
evitada, o que leva a idéia de que exista pouco locus funcional nos
cromossomos B (Green, 1990 e 2004). Além disso, Jones (1995) salienta que
eles sdo geralmente heterocromaticos e que a variacao da heterocromatina
nos cromossomos B é muito maior do que no complemento normal. Porém,
ha casos em que os B sdo menos heterocromaticos que os cromossomos A
ou eucromaticos, como encontrado em Moenkhausia sanctafilomenae, em
que foi verificada uma pequena divergéncia em relacdo a presenca de
heterocromatina nos cromossomos B, sendo que nas populacoes dos

ribeirdes Capivara, Alambari e corrego Olaria todos os cromossomos B se
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mostraram eucromaticos, enquanto nos exemplares da populacao do
ribeirdo Araqua a maioria dos cromossomos B se mostrou eucromatico e
apenas um B se mostrou parcialmente heterocromatico (Sobrinho, 2006).
Esta variacao também foi encontrada por Venere et al. (1999) em caracideos

Para melhor entender a estrutura final dos cromossomos B
moldada pelos processos de evolucdao molecular é importante ressaltar a
existéncia de genes nestes cromossomos, pois durante alguns anos, apos
sua descoberta se acreditava que nao havia genes nos cromossomos B
(Jones & Rees, 1982). Porém diferentes autores tém demonstrado a presenca
de genes nos cromossomos B, como genes envolvidos na organizacao de
nucléolos (NOR) em gafanhotos da espécie Eyprepocnemis plorans (Cabrero
et al, 1987), genes para a viruléncia em fungos da espécie Nectria
haematococa (Miao et al.,, 1991), genes da esterase em centeio Secale cereale
(Bang & Choi, 1990), genes que codificam RNA ribossomico em plantas
Brachycome dichrosomatica (Donald et al., 1995) e Crepis capillaris (Jamilena
et al, 1994). Em exemplares de peixes da espécie Moenkhausia
sanctafilomenae do ribeirdo Araqua foram detectados cistrons ribossomais
com a utilizacao de sondas de DNAr 18S em um dos microcromossomo B
(Sobrinho, 2006).

Aparentemente, a maioria dos genes encontrados nos
cromossomos B nao tem sua expressao confirmada. Contudo, Camacho et
al. (2000) afirmam que a inatividade dos cromossomos B nao deve ser
somente considerada em termos de nao codificacdo ou de nao transcricao do
DNA, mas também em termos da formacdo de complexos do DNA com
proteinas ou com outras moléculas organicas, as quais poderiam afetar e
serem afetadas pela estrutura fisica da cromatina. Como exemplo, podem ser
citados os trabalhos de Leach et al. (1995) e Houben et al. (1997b)
mostrando que os cromossomos B de Brachycome dichrosomatica sao
desacetilados em relacdo aos cromossomos do complemento padrdao e em
conjunto com a replicacdo tardia dos supranumerarios, tornam-se
geneticamente inertes. Também, os trabalhos de Lopez-Leon et al. (1991,
1995 a, b) com gafanhotos da espécie Eyprepocnemis plorans, bem como os

trabalhos de Neves et al. (1992) em centeio da espécie Secale cereale, que
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mostraram certo controle da expressdao dos cromossomos B por meio de
metilacao.

Além de genes, as pesquisas utilizando técnicas de genética e
citogenética molecular, a partir da década de 90, permitiram identificar
varias sequéncias especificas dos cromossomos B e estas sequiéncias sdo, em
geral, responsaveis pela heterocromatinizacdo dos cromossomos B apés a
sua origem, sendo ricas em AT (adenina e timina) e em sequéncias
repetitivas (Jones, 1995). Em vespa parasitoide Nasonia vitripennis diversas
sequéncias repetitivas foram isoladas, sendo trés familias de sequéncias
repetitivas (171-214pb) especificas de cromossomos B e uma familia (94pb)
homologa aos cromossomos do complemento normal (Eickbush et al., 1992),
aléem de uma sequéncia identificada como sendo um retrotransposon,
denominado de NATE (Nasoni transposable element), encontrado no genoma
de espécies relacionadas (McAllister, 1995; McAllister & Werren, 1997).

Segundo Camacho et al. (2004) os cromossomos B parecem ser
responsaveis por varios efeitos nos individuos que os carreiam. Além disso,
estes autores afirmam ainda que existam amplas evidencias de que
indiretamente os cromossomos B podem afetar um amplo numero de
processos celulares e fisiologicos, tanto em plantas como em animais. Como
uma comparacdo, pode ser levantado o fato de que um cromossomo B
metacéntrico esta sendo encontrado em diferentes populacoes de Astyanax
scabripinnis de diferentes bacias hidrograficas, algumas localizadas a mais
de 600Km de distancia umas das outras. Além disso, a ocorréncia de
cromossomos B em populacoes com 2n=46, 48 e 50 cromossomos
demonstra o envolvimento deste cromossomo em processo de diferenciacao
cariotipica neste grupo, relacionando-se a origem do complexo scabripinnis
(Moreira-Filho et al., 2004).

Com o avanco das metodologias, de analise genética, estudos
mais detalhados puderam ser relacionados nos diferentes grupos de
organismos, expandindo o conhecimento sobre a distribuicdo dos
cromossomos B, permitindo assim, a comprovacao de sua presenca em
alguns eucariotos primitivos que nao eram possiveis de serem analisados. A

introducao da técnica de gel de eletroforese de campo pulsado (pulse-field gel
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electrophoresis technique) possibilitou a descoberta desses cromossomos em
algumas espécies de fungos (Covert, 1998). Contudo a possibilidade de se
encontrar cromossomo B, em espécies nunca anteriormente descritas com
esta peculiaridade, depende de probabilidades combinadas entre a origem e
manutencao desses cromossomos (Camacho, 2005). Assim, o maior
obstaculo para se estudar a distribuicdo dos cromossomos B e a sua
variacdo entre as espécies estudadas ainda é a intensidade dos estudos
citogenéticos, pois os cromossomos B, por definicao, nao estdo presentes em
todos os individuos de uma espécie ou populacao e ele pode ser encontrado

posteriormente em individuos raramente estudados (Palestis et al., 2004).

1.2.3. Caracteristicas morfolégicas dos cromossomos B

A similaridade relativa ao tamanho dos cromossomos do
complemento padrdao A vem sendo mantida criteriosamente para diferentes
categorias de organismos (Volubojev, 1980; Vujosevic, 1993; Palestis et al,
2004). Em geral, os cromossomos sao menores que oS cromossomos A, com
tamanhos de % a % do tamanho destes e estes minusculos elementos
gendmicos, também diferem dos cromossomos A no que diz respeito a
posicao do centromero, de modo que sao facilmente identificados nas suas
células mitoticas (Jones, 1995). A grande maioria dos cromossomos B,
independentemente do seu tamanho, sdo do tipo metacéntrico. Contudo,
cromossomos B submetacéntricos também foram encontrados em Nectomys
squamipes (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1998) e em Astyanax scabripinnis
(Ferro et al.,, 2003, Neo et al., 2000 a, b).

Os cromossomos supranumerarios constituem uma colecao
diversificada de cromossomos, que podem variar tanto na sua morfologia
quanto no seu tamanho. Na espécie Megaselia scalaris foram encontrados
cromossomos B extremamente pequenos, mas ainda conservando elementos
caracteristicos que os qualificam como cromossomos (Wolf et al., 1991). Em
ratos da espécie Reithrodontomys megalotis sao encontrados cromossomos B
pouco maiores, porém ainda menores que os cromossomos do complemento
A (Peppers et al., 1997) e ainda em Uromys caudimaculatus os cromossomos

B sao maiores do que os cromossomos A (Baverstock et al., 1972).
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E interessante observar que em peixes 0S Cromossomos
supranumerarios apresentam grande diversidade no tamanho. Com base
nestas caracteristicas, Volubujev (1981) classificou-os em trés tipos:
microcromossomos B (cromossomos bem menores que os do complemento
A), como aqueles encontrados em Prochilodus lineatus (cit. como P. scrofa por
Pauls & Bertollo, 1983 e 1990; Jesus et al, 2003; Artoni et al, 20006),
Moenkhausia sanctaefilomenae (Foresti et al., 1989; Alberdi & Fenocchio,
1997; Portela et al., 1998; Portela-Castro et al., 2001; Portela-Castro & Julio
Jr., 2002; Dantas, 2002; Sobrinho, 2006) e Poecilia formosa (Schartl et al.,
1995; Lamtsch et al., 2004); cromossomos B de tamanho médio (menores ou
iguais em tamanho aos do complemento A), como em Rhamdia hilarii
(Fenocchio & Bertollo, 1990); e os macrocromossomos B (iguais ou maiores
que os do complemento A), caracterizados em Astyanax scabripinnis paranae
(Maistro et al., 1992, 1994a e b), Rutilus rutilus e Alburnus alburnus (Hafez et
al., 1981; Ziegler et al., 2003; Schmid et al., 2006).

Hewitt (1979) foi o primeiro autor a observar que os
cromossomos B maiores sao mitoticamente estaveis e assim estdo sempre
em um mesmo numero por célula por individuo. Esta caracteristica também
foi evidenciada em Astyanax scabripinnis (Maistro et al., 2001). Por outro
lado, os cromossomos de menor tamanho parecem exibir uma tendéncia a
instabilidade mitotica e assim podem variar em numero de célula para célula
dentro do mesmo organismo, como descrito em Prochilodus lineatus (cit.
como P. scrofa por Pauls & Bertollo, 1983 e 1990; Maistro et al., 2000;

Artoni et al., 2006) e em Moenkhausia sanctaefilomenae (Sobrinho, 2006).

1.2.4. Ocorréncia de cromossomos B e tamanho do genoma

A ocorréncia de cromossomos B néo é rara e tém sido descritas,
em diversos organismos, desde fungos até em todos os maiores grupos de
plantas e animais (Jones & Rees, 1982; Jones & Diez, 2004), sendo comum
sua presenca em individuos, espécies e populacoes (Jones, 1991). A excecao
parece ocorrer em passaros (Vujosevic & Blagojevic, 2004), onde somente
uma espécie (Taeniopygia guttata) mostrou carregar um Cromossomo

acessorio restrito a linhagem germinativa (Pigozzi & Solari, 1998). Os dados
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de tamanho de genoma descritos na literatura revelam que os taxa com
genomas maiores tendem a ter mais espécies portadoras de cromossomos B
que aqueles com genomas menores (Palestis et al, 2004). Estes relatos
podem explicar a auséncia dos B nas aves, uma vez que este grupo
apresenta um genoma bastante reduzido (2 a 4 pg de DNA) e o menor
conteudo de sequiéncias repetitivas entre os vertebrados (15-20%) (Vujosevic
e Blagojevic, 2004).

Uma possivel explicacdo para a relacdo entre o tamanho do
genoma e a presenca de B seria a de que as espécies com genomas pequenos
seriam menos capazes de tolerar a presenca e o efeito desses cromossomos
(Palestis et al., 2004). Outra explicacao corrente seria a de que nos grandes
genomas, que contém muito DNA nao codificante, esse poderia ser fonte de
origem dos B (Puertas, 2002). Entretanto, muitos dos casos em que ocorre
cromossomo supranumerario tratam-se na verdade de alteracoes
cromossomicas do tipo polissomia, quebras cromossémicas provocadas por
agentes poluidores e até mesmo caso de polimorfismos cromossomicos
recorrentes de hibridacoes interespecifica. Portanto, ha necessidade do
estabelecimento de alguns critérios de avaliacao para que possa ser validada
sua ocorréncia (Moreira-Filho, comunicacado oral). Jones e Rees (1982)
recomendam que o termo cromossomo B seja empregado para aqueles casos
onde os cromossomos supranumerarios apresentam certa freqiiéncia na
populacao, representando, portanto uma caracteristica da mesma.

Os primeiros relatos de cromossomo B em mamiferos foram
observados na espécie Petauroides volans (cit. como Schoinobates volans por
Hayman & Martin, 1965) e Vulpes vulpes (Moore & Elder, 1965). Hoje
existem aproximadamente S5 espécies de mamiferos que apresentam
cromossomos B, significando pouco mais de 1% das espécies conhecidas
(Vujosevic & Blagojevic, 2004). Contudo, em anura existem apenas 10
espécies portadoras de cromossomo B pertencente a seis familias diferentes
(Medeiros et al., 2006), sendo que a maior variacao foi encontrada em sapos
da Nova Zelandia da espécie Leiopelma hochstetteri, que apresentam

individuos com mais de 16 cromossomos B (Green, 1988). Esta variacao foi
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atribuida a ocorréncia de nao-disjuncao mitotica resultante da instabilidade
durante a divisado celular (Medeiros et al., 2006).

A presenca de cromossomos B em insetos foi descrita pela
primeira vez por Imai em 1974, em formigas da espécie Lepthotorax spinosior
que apresentaram de 1 a 12 cromossomos B. Anos mais tarde, de 6 a 11
cromossomos B foram descritos em Podormyna adelaide (Imai et al. 1977) e
nas espécies Pseudolasius sp e Prenolepis jerdoni (Imai et al., 1984).
Palomeque et al. (1990 e 1993) mostraram a presenca de cromossomos B em
Lasius niger com variacdo numérica intra e interindividual. Mais
recentemente, Lorite et al. (2000) mostraram a presenca de cromossomo B
em representantes da subfamilia Myrmecinae. Além desta descricao,
também em Trypoxolon albitarse (Araujo et al.,, 2000, 2001) e em vespa da
espécie Thricogramma kaykai (Stouthamer et al, 2001) foram identificados
cromossomos B.

No decorrer dos ultimos 20 anos, varias informacoes tém sido
acrescidas sobre as caracteristicas destes elementos gendmicos em peixes,
devido ao avanco das técnicas e métodos de estudo. A ocorréncia de
cromossomos B ja foi detectada em cerca de 15% do total das espécies de
peixes da fauna Neotropical que tiveram seus cariotipos estudados e
continuamente esta sendo encontrado nas espécies em estudo e certamente
este ndo € o numero final (Oliveira & Nirchio, 2006).

Enquanto para a maioria das espécies de peixes portadoras de
cromossomos supranumerarios este nimero € baixo, em outras, como na
espécie Callichthys callichthys podem apresentar de 3 microcromossomos B
em alguns individuos (Oliveira et al., 1993) a 8 microcromossomo B
(Shimabukuro-Dias et al.,, 2005); outros individuos ainda apresentam
células em que até 16 microcromossomos B podem estar presentes
(Calcagnoto, 1989). Na espécie Moenkhausia sanctafilomenae todos os
individuos apresentam microcromossomo supranumerario, com variacao
inter e intra-individual (Foresti et al., 1989; Sobrinho, 2006).

A primeira ocorréncia de cromossomo supranumerario com
caracteristicas pertinentes a cromossomos B em peixes da regidao neotropical

refere-se aos cromossomos adicionais encontrados em Prochilodus lineatus
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(cit. como P. scrofa) por Pauls & Bertollo (1983). A partir desse caso, muitos
outros trabalhos demonstraram a ocorréncia de cromossomos
supranumerarios em  representantes de diferentes familias de
Characiformes, entre elas Parodontidae (Falcao et al.,, 1984), Curimatidae
(Venere & Galetti Jr, 1985; Oliveira & Foresti, 1993; Martins et al.,, 1996;
Venere et al., 1999), Characidae (Salvador & Morreira-Filho, 1992, Foresti et
al.,, 1989) Anastomidae (Venere et al.,, 1999) Ciclidae (Feldberg et al., 2004).
Além disso, cinco outras familias desta ordem também foram reportadas
contendo cromossomos supranumerarios, entre as 21 espécies listadas por
Salvador & Moreira-Filho (1992).

A ampla ocorréncia dos cromossomos B nos mais variados
organismos sugere a necessidade de estudos mais detalhados com uma
amostragem mais ampla de individuos por populacao, especialmente nas
que apresentam estes elementos gendmicos em baixa frequiiéncia, afim de
que se possa conhecer melhor a verdadeira distribuicao e a participacdo dos
cromossomos B nos processos determinantes da diversidade nos organismos

(Camacho, 2005).

1.2.5. Freqiiéncia de cromossomos B

Os cromossomos B, como visto, podem variar em tamanho, mas
também podem variar quanto ao numero e a freqiiéncia dentro do cariétipo.
Comum entre os diversos taxas, diferentes niveis de variacdoes existem
quanto a presenca ou auséncia de cromossomos B, intra e interindividual,
intra e interpopulacional; porém, em alguns organismos esta variacao pode
ocorrer entre os diferentes tecidos, como em Echymipera kalubu (Hayman et
al. 1969), em Rattus rattus (Gropp et al.,, 1970) e em Apodemous flavicollis
(Vujosevic & Blagojevic, 2004). O numero de cromossomos B em diferentes
individuos de uma populacao geralmente segue uma distribuicao binomial,
ou seja, depende do numero de individuos portadores de cromossomos B e
da quantidade de cromossomos B por individuo, podendo-se assim obter
uma estimativa da freqiiéncia desses cromossomos nas populacoes que os

carreiam (Camacho, 2000).
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Estudos populacionais da maioria das espécies de animais ou
vegetais, portadoras de cromossomos B, tém mostrado uma grande
variedade de situacdes. Em alguns casos os cromossomos B sao dificeis de
serem encontrados entre os diferentes individuos da populacao; em outras,
sao detectados baixos numeros de cromossomos B por individuo; por outro
lado, ocorrem populacoes onde sado encontrados individuos apresentando
grandes quantidades de cromossomos B. Tais situacoes foram verificas em
alguns organismos, como em Pachyphytum fittkaui em que foram
encontrados 50 cromossomos B, enquanto no género Crassulacea os
individuos possuem numeros similares (Uhl & Moran, 1973). Em certas
plantas, foram encontrados 22 cromossomos B, como na espécie Centaurea
scabiosa (Frost, 1957), 26 em Fritillaria japonica (Noda, 1975), 32 Zea mays,
(Jones & Rees, 1982), 31 em Gibasis karwinskyana (Kenton, 1991), entre
outros. Em alguns animais, como em ratos da espécie Apodemus
peninsulares (Volubujev & Timina, 1980) e em insetos Orthopteran da
espécie Xylotanemorum (Boyes & Van Brink, 1967), foram encontrados 20
cromossomos B, enquanto em Gonista bicolor (Sannomiya, 1974) e em sapos
da espécie Leiopelma hochstetteri (Green, 1988), foram encontrados 16
cromossomos B por célula. Estes valores extremos de numero de
cromossomos B sdo provavelmente indicativos da alta tolerancia para estes
elementos extras nessas espécies. Na maioria dos casos, contudo, o numero
de cromossomos B por individuos nao é alto e a probabilidade de se
encontrar individuos em plantas ou animais com mais de trés ou quatro
cromossomos B é rara (Camacho, 2005).

Nos exemplos conhecidos em peixes, o numero de cromossomos
supranumerarios nos individuos é geralmente pequeno, sendo em torno de 1
a 2 por célula, com excecao das amostras de Prochilodus lineatus (cit. como
P. scrofa) por Pauls & Bertollo (1983), que apresentam uma variacao de até 5
microcromossomos por célula e Callichthys callichthys (Calcagnoto, 1989;
Shimabukuro-Dias et al, 2005), que apresentaram até 16
microcromossomos por célula. Em Moenkhausia sanctafilomenae também foi
constatada uma grande variacao na freqiiéncia dos microcromossomos B

nas diferentes populacoes estudadas. Um estudo feito por Foresti et al.,
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(1989), relatou a presenca de 1 a 8 microcromossomos B, nesta espécie,
enquanto em outras populacoes relatadas por Dantas (2002) apresentaram
de 0 a 6 microcromossomos B, além da variacdo encontrada por Sobrinho
(2006) de O a 9 microcromossomos B variando inter e intraindividualmente,
nas preparacoes de ambos os sexos. Contudo, os individuos do rio Parana
analisados por Portela-Castro et al. (2001), apresentaram até 2
microcromossomos B, que foram encontrados somente em machos.

Estudos realizados por Oliveira et al. (1997) e Cavallaro et al.
(2000) detectaram aumento da frequiéncia do polimorfismo de cromossomos
B na populacao natural de P. lineatus do rio Mogi-Guacu a qual apresentou
de O a 7 microcromossomos B. Porém, a quantidade de células com
diferentes nimeros de B para cada individuo foi pequena. Isso indica um
baixo grau de instabilidade mitotica para esses cromossomos, contrastando
com alta instabilidade mitética encontrada por Pauls & Bertollo (1983) em
individuos com O a 5 cromossomos B. Para explicar esta variacao, os autores
consideram que, dois possiveis fendmenos puderam estar operando durante
este periodo entre as avaliacoes, sendo estes a existéncia de um mecanismo
de acumulacao ou alternativamente um efeito benéfico desses cromossomos
nos individuos que os carreiam (Camacho et al., 2004).

Segundo Oliveira et al. (1997), esses dados poderiam sugerir
uma substituicao do cromossomo B original por um variante com alta
estabilidade mitética ou a ocorréncia de uma coadaptacao progressiva entre
os B e o0 genoma, levando a regularizacao do comportamento mitotico desses
cromossomos. Ambos os processos poderiam resultar na fixacao de um
sistema estavel de cromossomos B dentro de uma populacdo. Lamtsch et al
(2004) utilizaram a técnica de multicolor DNA fingerprinting na analise da
distribuicao e estabilidade dos cromossomos supranumerarios no genoma de
Poecilia formosa em condi¢coes naturais. Os resultados obtidos apontam para
a existéncia de um limite maximo para o numero de cromossomos B em
condicoes naturais nessa espécie. Além disso, de acordo com os autores, os
microcromossomos em P. formosa sao fontes adicionais de variabilidade
genética, uma vez que esta geralmente se origina apenas por mutacoes nos

organismos que se reproduzem por processos nao convencionais.
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1.2.6. Comportamento meidtico dos cromossomos B

Apesar da existéncia de um numero relativamente grande de
trabalhos publicados sobre a ocorréncia e a freqiiéncia dos cromossomos B
em fungos, plantas e animais, pouco se sabe sobre seu comportamento
meiético. E sabido que durante a meiose, cada cromossomo A pareia-se com
seu homologo para formar um bivalente na primeira divisdo, com base nas
leis de segregacdao Mendeliana. Todavia, os cromossomos B nem sempre
formam pares de fato e matem seu proprio comportamento meiotico como
um univalente durante a meiose, nao seguindo as leis de segregacao
Mendeliana. Dessa forma, os univalentes sao livres para segregarem
preferencialmente para um poélo meiotico especifico e por esse motivo,
resultam numa alta transmissado (50%) proporcionada pela lei mendeliana
(Camacho, 2005).

Em alguns aspectos, os cromossomos B sao bastante similares
aos cromossomos sexuais, apresentando processos de condensacao-
descondensacao durante o ciclo meiotico, formacao de univalentes (no caso
de macho XO0), entre outros, sugerindo que os processos de estruturacao e
fundamento de ambos os tipos de cromossomos poderiam ser intimamente
relacionados (Camacho et al.,, 2000). Porém, o comportamento meiotico €
variavel entre os diferentes cromossomos B, nos individuos da mesma
espécie ou de espécies diferentes. Rebolo et al. (1998) sugeriram a existéncia
de “estratégia cromossomica” de adaptacdao para univalente, depois de
analisar “in vivo” o comportamento meiotico em machos de alguns tipos de
univalentes (X, B e A), tendo como resultado de selecio o aumento da
efetividade de transmissao.

Os estudos meidticos em animais tiveram um desenvolvimento
bastante intenso nas ultimas décadas, devido a aplicacdo de metodologias de
facil execucado, associado aos conhecimentos morfolégicos, genéticos e
bioquimicos. Devido ao comportamento do cromossomo B durante a meiose
ser semelhante ao dos isocromossomos, a rapida diferenciacao pode ser
facilitada, tanto pela duplicacdo do genoma como pela insercdo de elementos
de transposicao. Portanto, o cromossomo B durante o seu processo evolutivo

vai se diferenciando do cromossomo do qual se originou de tal modo que sua
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composicao pode se tornar tao diferenciada que encontramos poucas ou até
mesmo nenhuma homologia com as dos cromossomos A (Camacho et al,
2000).

Em mamiferos, o comportamento meiotico dos cromossomos B
tem sido investigado na sua maioria durante a espermatogénese. Os
cromossomos B de algumas espécies “autopareiam-se” formando univalentes
na primeira divisdo meidtica; mas também sao encontradas outras
formacoes como de Dbivalentes simétricos e assimétricos e ainda
multivalentes (Vujosevic & Blagojevic, 2004). Silva & Yonenaga- Yassuda
(1998) observaram auto-pareamentos de univalentes na analise do complexo
sinaptonémico de Nectomys squamipes, indicando a presenca de sequiéncias
de DNA repetitivo. Em Dicrostonyx groenlandicus foram observados B
univalentes, bivalentes e trivalentes fazendo associagdées com o cromossomo
Y (Berend et al., 2001).

Analises meidticas do complexo sinaptonémico de cromossomos
B em peixes Neotropicais visaram entender uma origem provavel desses
cromossomos, seja a partir de cromossomos do complemento padrao ou de
eventos citologicos determinantes para a formacado destes elementos
genomicos nos estudos realizados em Leporinus lacustris (Mestriner et al.,
1995) e em Moenkhausia sanctaefilomenae (Portela-Castro et al, 2001).
Trabalhos com analises de complexo sinaptonémico também foram
realizados em machos de Astyanax scabripinnis carregando um Cromossomo
B do tipo metacéntrico e mostram claramente a ocorréncia de 26 complexos
perfeitamente pareados, ou seja, 25 correspondendo aos cromossomos do
complemento padrao (2n=50) e o outro remanescente corresponde ao
autopareamento do macrocromossomo B metacéntrico, demonstrando
homologia funcional entre ambos os bracos. Para complementaridade dos
dados, a meiose convencional mostrou que o univalente B metacéntrico
formou um anel nas células profasicas e esta configuracao persiste até a
metafase I, sugerindo a existéncia de um quiasma distal entre os dois bracos
(Mestriner et al., 2000). E possivel que o autopareamento do univalente B

possa estar associado com o aparecimento de diferentes padroes de
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bandeamento C observados em macrocromossomos B metacéntricos (Neo et

al., 2000a).

1.2.7. Heranca de cromossomos B

No que se diz respeito ao processo de transmissdao dos
cromossomos B durante a divisao celular, estes parecem nao seguir o padrao
de segregacdo comum Mendeliana, tendo um comportamento estavel
durante as divisdes mitéticas ou meibticas, geralmente apresentando nao-
disjuncao na anafase (Jones, 1975). Nao se sabe ao certo quais sao as
vantagens proporcionadas na transmissao do cromossomo B para a prole,
mas a variedade de processos incluindo distorcdo de segregacdo ¢
usualmente conhecida como “mecanismos de acumulacdo” ou simplesmente
“direcao”, que pode ocorrer em qualquer estagio durante o ciclo de vida,
podendo ser pré-meiotico, meiotico ou poés-meidtico (Jones, 1991; Camacho
et al, 2000, dentre outros que serao explicados e exemplificados em
seguida).

O processo de acumulacao pré-meiotica acontece devido a nao-
disjuncdo do cromossomo B; assim, as duas cromatides sdo direcionadas
para o mesmo poélo, ocorrendo um aumento do nimero de cromossomos B
em células germinativas durante o desenvolvimento, para garantir a
presenca desses em seus descendentes (Chiavarino, et al., 2000; Camacho,
2005). Este processo foi primeiramente descrito por Nur (1963), que
observou o aumento de cromossomos B em células germinativas de
gafanhotos da espécie Calliptamus palaestinensis, sugerindo que a nao-
disjuncao mitética correria na linhagem germinativa durante o
desenvolvimento dos testiculos. Este processo também foi observado em
insetos da espécie Locusta migratoria (Kayano, 1971; Viseras et al, 1990) e
em plantas da espécie Crepis capillaris (Rutishauser & Rothlisberger, 1966),
aléem da nao-disjuncdo do cromossomo B durante a embriogénese nesses
insetos (Pardo et al., 1995).

Mecanismos de acumulacdo de cromossomos supranumerarios
durante a meiose dependem da assimetria funcional do produto meiético.

Num processo normal de meiose em fémeas, uma das duas células
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resultantes da divisdo meiotica sera inviavel, denominada de corpusculo
polar. Assim os cromossomos de um complemento normal tém 50% de
chance de serem eliminados dentro do corpusculo polar, mas os
cromossomos B podem controlar esse processo, migrando preferencialmente
para polos meiodticos viaveis e assim escapando da eliminacdo (Camacho,
2005). Este processo foi verificado em varios organismos como em plantas da
espécie Lillium callossum (Kayano, 1957), em insetos Melanoplus femur-
rubrum (Lucov & Nur, 1973; Nur, 1977) e Eyprepocnemis plorans (Zurita et
al., 1998; Bakkali et al., 2002), entre outros.

Mecanismos de acumulacdo de cromossomos supranumerarios
podem ser observados também por ndo-disjuncdo na mitose pos-meiotica.
Em plantas isso € influenciado pela maturacao gametofasica e dessa forma
as cromatides B irmas vao para o nucleo gamético (Jones, 1995; Chiavarino
et al., 2000; Puertas, 2002). Outras plantas, como o milho, mostram esse
mesmo mecanismo somente em machos (Carlson & Rosemam, 1992), porém
em alguns casos sao transmitidos devido a fertilizacdo de espermatozoéides
contendo cromossomos B (Romam, 1948).

Outro Mecanismo de acumulacao foi sugerido recentemente por
Pardo-Manuel de Villena & Sapienza (2001), e ocorreria devido ao maior
numero de cromossomos B com acumulo de centromeros durante a meiose
em fémeas. Este aumento seria favorecido em cariotipos preferencialmente
acrocéntricos. Para testar esta hipotese, Palestis et al. (2004) analisaram
1.166 espécies de mamiferos, sendo 50 portadores de cromossomo B.
Observaram que 61% das espécies com B tinham os cromossomos do
complemento padrdao predominantemente acrocéntrico. Do mesmo modo,
Bidau & Marti (2004) também verificaram a presenca de cromossomos B em
populacoes com alta proporcao de cromossomos acrocéntricos.

Segundo Camacho (1993), durante a profase meidtica os
cromossomos B podem emparelhar-se, com a formacdo de quiasmas, mas
nao apresentam emparelhamento com os demais cromossomos do cariétipo.
Entretanto, Jones & Rees (1982) ja haviam proposto que a frequiiéncia de
formacao de quiasmas tem sido muito considerada sob o ponto de vista

adaptativo, pois poderia gerar genotipos novos e potencialmente superiores.
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Além disso, existem diferentes B mostrando diversos mecanismos de
transmissao, dirigidos ou nédo, sugerindo que os proprios cromossomos B
poderiam ter mais mecanismos de acumulacdo, determinando sua

transmissao e manutencao (Puertas, 2002).

1.2.8. Manutencao dos cromossomos B

Estudos envolvendo a distribuicao e ainda a manutencédo dos
cromossomos B revelam informacoes interessantes. Write (1973) propds dois
modelos para justificar a manutencao desses cromossomos no cariotipo de
populacdes naturais: o modelo parasitico e o modelo heterético. No modelo
parasitico, os cromossomos B conservam-se na populacéao por seus proprios
meios de acumulacdo. Sob esse angulo, esses cromossomos sao
considerados egoistas ou parasitas, ja que sua permanéncia na populacao
nao traz nenhum tipo de vantagem ao seu portador. O modelo heterotico
propde que os cromossomos se mantém na populacdo gracas a algumas
vantagens adaptativas que proporcionam aos seus portadores, quando em
numeros reduzidos no cariotipo. A transicdo para a neutralidade ou
“parasitismo” freqientemente € acompanhada pela heterocromatinizacdo dos
elementos (Jones & Rees, 1982), podendo esta ser uma trajetéria comum na
evolucao dos cromossomos B.

A sua acumulacdao subsequente em algumas populacoes é
freqientemente baseada em eventos simples envolvendo mecanismos de
acumulacao dirigidos que podem ocorrer antes, durante ou depois da
meiose, para que esses cromossomos B possam se manter em populacoes
naturais (Jones, 1991). Estes mecanismos de acumulacao foram analisados,
alternativamente, por Oliveira et al. (1997) e Cavallaro et al. (2000) e em

ambos os trabalhos a direcdo para estes cromossomos B nao foi verificada.

1.2.9. Estrutura e composicao do cromossomo B

As analises da estrutura molecular dos cromossomos B
mostram que eles estdo sujeitos ao silenciamento génico, ao acumulo de
DNA repetitivo e a heterocromatinizacdo (Leach et al., 2004). A maior parte

dos cromossomos B sdo heterocromaticos devido a presenca de cromatina
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caracterizada por um alto nivel de condensacdo durante o ciclo celular e
essa compactacao natural é resultante do alto conteido de DNA repetitivo de
varios tipos, especialmente DNA satélites e DNA ribossomais (Camacho,
2005).

Entre os primeiros trabalhos realizados de analise do DNA de
cromossomos B, Gibson & Hewitt (1972) utilizaram para a analise a técnica
de ultracentrifugacao de gradiente de densidade, e sugeriram uma
associacao entre a presenca de cromossomo B com o DNA satélite em
gafanhotos da espécie M. maculatus. Outros trabalhos utilizando esta
mesma metodologia foram realizados posteriormente, porém este mesmo
resultado nado pode ser reproduzido em outros organismos (Chilton &
MacCarthy, 1973; Dover & Henderson, 1975; Klein & Eckhardt, 1976). Anos
mais tarde, Amos & Dover (1981), empregaram a digestdo de endonucleases
de restricao de DNA satélite previamente isolado por ultracentrifugacao de
gradiente de densidade de varias espécies de moscas do género Glossina.
Neste mesmo trabalho foram realizadas hibridacoes em membrana
(Southern) e in situ (ISH), produzindo sondas que nao foram especificas para
cromossomos B.

Nur et al. (1988) foi o primeiro a produzir uma sonda especifica
para cromossomo B, isolando alguns DNAs repetitivos especificos do sistema
de determinacao de sexo (PSR) presentes nos cromossomos B em abelhas da
espécie Nosonia vitripennis, depois de testar 6.000 clones. O advento das
técnicas de extracao e amplificacdo por PCR (Polimerase Chain Reaction) do
DNA a partir dos anos 90, além da aplicacdo da técnica de microdissecacao,
clonagem e da hibridacao in situ fluorescente (FISH), proporcionou um
grande impulso nos estudos dos cromossomos B de muitos organismos.
McQuade et al. (1994) foi o primeiro a utilizar essas metodologias para isolar
DNA dos cromossomos B de marsupiais da espécie Petauroides volans,
produzindo uma sonda centromeérica e outra especifica para cromossomos B.
Desde entao estas técnicas foram empregadas em muitos outros animais e
plantas portadores de cromossomos supranumerarios, os quais revelaram
que os cromossomos B sao repletos de DNA repetitivos e em particular de

elementos moveis (Camacho, 2005).
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Cheng & Lin (2003) isolaram 19 sequiéncias de DNA repetitivos
microdissecados de um cromossomo B de milho, das quais 18 apresentaram
homologias com cromossomos do complemento A de regides nao codificantes
e uma sequéncia B-especifica. Os cromossomos B também sao fortes
candidatos para conter genes de copia simples, porém na maioria dos casos
a evidéncia desses vem de uma associacao entre a presenca do cromossomo
B e a observacao de mudancas fenotipicas. Isto inclui genes que controlam a
transmissao de cromossomos B em milho, pareamento meiotico em Aegilops,
determinacao sexual em sapos, esterilidade em machos da espécie Plantago
coronopus, entre outros (Camacho, 2005).

Em anura, os cromossomos supranumerarios variam em
tamanho e numero, além da quantidade de heterocromatina e de seqiiéncias
de DNA repetitivo, sendo que a maior parte dos cromossomos B parece ser
derivado de cromossomos do complemento A de espécies correspondentes e
aparentemente possuem seus proprios mecanismos de acumulacdo e
mudancas evolutivas desde a sua formacao (Schmid et al., 2002 Green,
2004).

Entretanto, pouco se sabe sobre a estrutura dos cromossomos B
de peixes até o momento, devido ao pequeno numero de trabalhos
desenvolvidos com esse intuito. Mestriner et al. (2000) foram os primeiros
autores a descreverem parte da composicdo genética do DNA de um
cromossomo B de peixes. Eles isolaram e caracterizaram uma sequéncia de
DNA satélite (AsS1) do cromossomo supranumerario de exemplares de
Astyanax scabripinnis coletados em Campos do Jordao (SP). Esse satélite,
rico em A-T, apresentou sequUiéncias repetitivas de 51 pares de bases (pb) de
comprimento que hibridaram nas regides heterocromaticas nao
centroméricas, nas NORs e no cromossomo B dessa espécie. Esses dados,
juntamente com resultados da analise do comportamento do complexo
sinaptonémico, reforcaram a hipoétese de que o cromossomo supranumerario
de A. scabripinnis seria um isocromossomo. A sequUéncia AsS1 apresentou
homologia com um retrotransposon de Anopheles gambiae e com o
transposon do Bacillus thuringiensis, sugerindo que essa sequiéncia pode ter

se originado a partir de um elemento transponivel de DNA. Os dados obtidos
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por Jesus et al. (2003) suportam a hipotese que os B teriam se originado a
partir dos autossomos que carregam o DNA satélite SATH1, identificadas no
genoma de Prochilodus lineatus através da técnica de FISH, uma vez que
essa sequéncia esta presente na regido pericentromérica destes
Cromossomos € Nos Cromossomos supranumerarios.

Uma sequiéncia especifica isolada do cromossomo B através da
técnica de AFLP (amplified fragment length polymorphism) e FISH é utilizada
para caracterizar o cromossomo supranumerario do Ciprinideo Alburnus
alburnus (Ziegler et al., 2003, Schmid et al., 2006), nao sendo detectada nos
cromossomos do lote A dessa espécie e nos B de espécies relacionadas.
Contudo, revelou forte homologia com o retrotransposon Gypsy/Ty3 de
Drosophila e de Oryzias latipes, sugerindo que o cromossomo
supranumerario nao teria se originado do complemento padrao, mas teria
evoluido independentemente.

Em alguns casos, blocos intersticiais de DNA telomérico tém
sido observados tanto em macro e microcromossomos de Nyctereustes
procyonides (Wurster-Hill et al.,, 1988) e em B submetacéntrico de Nectomys
squamipes (Silva & Yonenaga-Yassuda, 1998) sugerindo que rearranjos
envolvendo diferentes tipos de cromossomos poderiam proporcionar a origem
desses cromossomos B. Um caso semelhante foi identificado em milho, onde
foi encontrada sequéncia de DNA B-especifica contendo unidades repetitivas
teloméricas (AGGGTTT), que sao altamente conservadas em telomeros de

plantas (Qi et al., 2002).

1.2.10. Origem e evolucao dos cromossomos B

Ha grande polémica quanto a origem e evolucao desses
cromossomos € as hipoteses até agora formuladas, apesar de estarem
bastante relacionadas, geram pontos de vista conflitantes. Atualmente,
considera-se que os cromossomos B de diferentes espécies possam ter
origens distintas, desde combinacdes intra como interespecificas. Contudo,
apontar a origem do DNA progenitor desses cromossomos nem sempre €

possivel (Camacho et al., 2000).
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Em wuma hipotese inicial, Write (1973) propdés que os
cromossomos  supranumerarios seriam resultados de fragmentos
heterocromaticos portadores de centromero e sua evolucado ter-se-ia dado
por ocorréncias sucessivas de rearranjos cromossomicos, levando finalmente
a forma atual. Posteriormente, Volubujev (1981) propds mais duas hipoéteses
para explicar a origem dos cromossomos supranumerarios, onde os
cromossomos B seriam sobras de rearranjos estruturais ocorridas na
evolucao do cariotipo ancestral ou ainda os cromossomos B seriam produto
da nao-disjuncao de cromossomos autossomos ou de cromossomos sexuais,
seguida de um processo de inativacao genética.

Segundo Beukeboom (1994), os cromossomos B tém evolucao
paralela a dos cromossomos A, sofrendo algum tipo de alteracdo que os
torna diferentes dentro do genoma de seus portadores. Essas alteracoes
poderiam ser a causa da nao homologia com os demais cromossomos do
complemento. Outra trajetéria para a evolucdo dos cromossomos
supranumerarios dentro do genoma seria a aquisicao de caracteristicas de
cromossomo B através de modificacées nos cromossomos sexuais (W ou Y),
como tem sido postulado ocorrer em sapos da Nova Zelandia Leiopelma
hochstetteri (Green et al., 1993; Sharbel et al, 1998) ou em pequenos
animais, como em Dicrostonys groenlandicus (Berend et al., 2001).

Os resultados dos estudos citolégicos e moleculares tém levado
a formulacdao de diferentes hipoteses para explicar a origem dos
cromossomos B. A hipotese mais aceita € a de que os B seriam um simples
produto da evolucao do cariétipo padrdao. Nesse caso, eles poderiam se
originar de cromossomos autossomicos polissomicos ou sexuais, de
fragmentos céntricos resultantes de translocacoes Robertsonianas ou ainda
da amplificacdo de regides paracentroméricas de um cromossomo
autossomico fragmentado, ou seja, os cromossomos B teriam sua origem
identificada com modificacdes cariotipicas intra-especifica (Camacho et al.,
2000). Os exemplos mais comuns desta proposta referem-se a quebra de
cromossomos outossomos como parece ocorrer em algumas espécies de
vegetais como em crepis capillaris (Jamilena et al, 1994, 1995), em secale

cereale (Blunden et al, 1993; Jones & Puertas, 1993; Cuadrado & Jouve,
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1994; Wilkes et al.,, 1995; Houben et al.,, 1996; Zhang et al., 1999) em Zea
mays (Alfenito & Bilchler, 1993; Stark et al, 1996) e em Brachycome
dichrosomatica (Leach et al.,, 1995; Donald et al.,, 1995; Franks et al., 1996;
Houben et al., 1997a, 1999); em insetos da espécie Drosophila subsilvestris
(Gutknecht et al,, 1995); em Répteis Dicoptodom tenebrosus (Brinkman et al.,
2000); em algumas espécies de mamiferos como Pteauroides volans
(McQuade et al.,, 1994) Reithrodontomys megalotis (Peppers et al., 1997) e em
peixes Astyanax scabripinnis (Neo et al., 2000), entre outros.

No que se diz respeito a origem dos cromossomos B a partir de
cromossomos sexuais, deve-se salientar que pode acontecer tanto em
sistemas em que ha heteromorfismo entre os cromossomos sexuais quanto
em sistemas onde a diferenciacao nao é expressa. Na pratica, contudo, s6
foram registrados até o momento casos em que o cromossomo B se originou
a partir de cromossomos em espécies que ha heteromorfismo, provavelmente
devido a dificuldade de se identificar cromossomos autossomos ligados ao
sexo. Quando os cromossomos sexuais sao heteromorficos, teoricamente os
cromossomos B poderiam se originar tanto do cromossomo sexual que
determina o sexo homogamético quanto do cromossomo sexual que
determina o sexo heterogamético. Como, exemplos destes processos de
origem dos cromossomos supranumerarios a partir de cromossomos sexuais
homogameético, podem-se citar os cromossomos B identificados no gafanhoto
Eyprepocnemis plorans XX/XO (Lopez-Leon et al,, 1994) e de origem a partir
de cromossomos sexuais heterogaméticos, em insetos Dipteros da espécie
Glossina spp. (Amos & Dover, 1981) e em anfibios da espécie Leiopelma
hochstetteri (Sharbel et al., 1998).

Os cromossomos B poderiam ainda se originar por hibridacao
interespecifica, por transferéncia horizontal (elementos transponiveis), ou
por mecanismos reprodutivos de eliminacdo cromossoémica (Camacho et al.,
2000). Ha na literatura alguns exemplos que apodiam estas hipoteses de
origem, como em plantas do género Coix (Sapre & Desphande, 1987), em
insetos Hymenoptera da espécie Nosonia Vitripennis (McAllister & Werren,
1997) em peixes da espécie Poecilia formosa (Shartl et al., 1995). Mais

recentemente, outra hipoétese formulada para explicar a possivel origem dos
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cromossomos B, postula que estes seriam resultados de rearranjos em
cromossomos decorrentes de cruzamentos entre espécies relacionadas, e
que, a partir desta origem, seguiriam sua propria evolucao (Vujosevic &
Blagojevic, 2004). Com base nestas observacoes, pode-se supor que, através
dos tempos, os cromossomos B estariam divergindo quantitativa e
qualitativamente dos cromossomos do complexo A através da evolucao das
sequéncias em decorréncia de diferentes tipos de rearranjos (Ziegler et al.,
2003). Este postulado explicaria o fato dos cromossomos B, nao estarem
presentes em todos os individuos de uma mesma espécie ou populacao e
poderem ser encontrados mais tardiamente em espécies pouco estudas
(Palestis et al., 2004).

Numa hipotese alternativa, Foresti (1998), sugere que os
cromossomos B poderiam ter sua origem em um processo denominado “de
novo”, em tentativas da natureza de formar constantemente novas unidades
genomicas. De acordo com o autor, sequiiéncias de nucleotideos formadas
continuamente pela associacdo ao acaso de unidades ou pela polimerizacao
a partir de primers de RNA retroduplicados, com a adicdo ao acaso de
sequUéncias centroméricas e teloméricas, permitiriam a formacdo e
manutencao dessas estruturas no genoma. Tais segmentos seriam neutros e
sem produtos génicos, até que elementos transponiveis ativos pudessem ser
agregados. O trabalho de Langdon et al. (2000) em centeio da espécie Secale
cereale, parece reforcar esta hipotese mostrando que os cromossomos B
podem, ao se originar, estarem restritos a tecidos, ou a linhagens celulares.
Por nao estarem ligados a reproducao e, portanto ndo serem herdados, eles
seriam gerados “de novo” a cada geracdao a partir do material genético
celular. Poderiam até se tornar unidades independentes se envolvidos com
as células da linhagem mei6tica e assim tornarem-se possiveis de serem
transmitidos para seus descendentes. Além disso, eles seriam
heteromorficos e nado se pareariam com os cromossomos do complemento
padrao. Isso sugere a presenca de mecanismos celulares, que poderiam
causar rapida heterocromatinizacdo dos elementos extras, como sugerido
por Thomas (1995) construindo assim a base para diferenciacdo dos

cromossomos B e, posteriormente, para sua evolucao independente.
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Recentemente, diferentes postulacoes tém sido formuladas para
explicar a evolucao independente dos cromossomos B no genoma de seus
organismos portadores. Camacho et al. (2000) afirmam que,
subsequentemente ao isolamento sinaptico do cromossomo B e
independente de sua origem, também processos de evolucao molecular,
passaram a ocorrer, determinando uma morfologia degenerada para estes
segmentos genomicos. Dessa forma as suas caracteristicas morfolégicas e
estruturais seriam mais um reflexo destes processos de evolucdo molecular
do que a forma em que foram originados. Nesse sentido, Araujo et al. (2001)
apresentaram um dado interessante sobre a evolucao dos cromossomos B.
Mostraram que, na vespa Tripoxylon albitarse, os cromossomos B teriam
regularizado seu comportamento meiético e limitado seu numero a um
cromossomo por genoma haploide, indicando que seria possivel apos anos de
evolucao independente, wuma integracao destes cromossomos ao

complemento normal.

1.2.11. Efeito dos cromossomos B

Os dados acrescidos envolvendo a origem, manutencao e
transmissao do cromossomo B ao longo desses anos, possibilitaram observar
alguns efeitos desses nos individuos que os contém, apesar de serem
escassos os trabalhos envolvendo este tipo de abordagem.

Em vespas parasitoides da espécie Nasonia vitripennis, por
exemplo, o cromossomo B presente pode interferir em muitos processos
celulares e fisiologicos, ndo sendo, portanto, geneticamente inertes. Em
algumas populacoes dessa espécie, existe um cromossomo B pequeno
associado a um sistema de determinacao de sexo haplo-diploide que esta
restrito a alguns machos da populacdo. Quando esses machos que
apresentam cromossomo B fecundam as fémeas, logo apdés a primeira
divisdo mitotica do zigoto, por um mecanismo ainda desconhecido, o
cromossomo B provoca a condensacao, fragmentacao e eliminacdo do lote
haploide, restando entdo apenas o conjunto cromossoémico materno e o
proprio B, o que leva a eclosao de machos PSR (Parental sex ratio), pois o

sistema de determinacao de sexo € do tipo partenogénese arrenétoca. Assim,
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a razao sexual que normalmente seria de 90% de fémeas e 10% de machos,
passa a ser de 90% de machos PSR, originados dos ovos nos quais o genoma
paterno foi eliminado (apresentando o cromossomo B) e 10% machos
normais, originados a partir dos 10% de ovos, que normalmente sao
fecundados nessa espécie (Werren, 1991; Perfectti & Werren, 2001).
Lopez-Leon et al. (1994) e Delgado et al. (1995) demonstraram
que os cromossomos supranumerarios interferem na atividade normal do
DNA ribossomico. Foram verificadas pelos autores inativacoes de cistrons
ribossomais em células de centeio, enquanto que no gafanhoto
Euprepocnemis plorans foram identificadas mudancas no padrao das NORs
(regides organizadoras de nucléolo) quando constatada a presenca desses
cromossomos. Contudo, ainda nao foram caracterizados em peixes, efeitos
dos cromossomos B nos individuos que os carreiam. Segundo Cavallaro et
al. (2000) analisando populacoes de Prochilodus lineatus do rio Mogi-Guacu
(SP) nao foi evidenciada relacoes entre a presenca de B com a indicacao de
uma condicao corporea. Este fato ndao da suporte para influéncias dos
cromossomos B em seus portadores e considera-se que seriam necessarias
analises de outros componentes antes de concluir a realidade neste aspecto.
Segundo Volobujev (1981) os cromossomos B sao totalmente
heterocromaticos, ou, na sua maior parte compostos por heterocromatina,
resultando em replicacdo tardia. Devido a esta caracteristica sao replicados
no final ou na segunda metade da fase S da interfase, tendo como efeito um
retardo do processo divisional das células. Apesar de alguns cromossomos B
apresentarem aparentemente efeitos diretos e/ou indiretos no
comportamento genético de seus portadores, muito mais pesquisas sao
necessarias para se aceitar como verdadeira a opinido geral que se tem hoje
de que todos os cromossomos B apresentam genes ativos. Além disso, tais
efeitos dos cromossomos B dependeriam das condicoes ambientais nas quais
populacdes que os carreiam se encontram e assim, esses efeitos poderiam
apresentar também tanto variacao temporal quanto espacial (Camacho et al.,
2000). Considera-se, pois que o verdadeiro papel dos cromossomos B dentro

do genoma ainda esta para ser esclarecido.
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1.2.12. Perspectivas

As pesquisas relacionadas aos cromossomos B estao
praticamente focadas em duas areas de investigacdo, que abrangem sua
organizacao molecular e sua transmissao e efeitos genotipicos (Camacho et
al., 2000; Puertas, 2002; Camacho et al., 2004). No inicio dos estudos sobre
cromossomos B imaginava-se que eles fossem muito semelhantes em suas
sequéncias e estrutura aos cromossomos do complexo A que provavelmente
lhes davam origem. Deste modo, eles poderiam formar sinapses e
recombinar com os mesmos. Entretanto, estudos mais recentes indicam que
€esses Ccromossomos, ao se originarem, modificam rapidamente sua estrutura
em algumas geracoes, impedindo a sinapse com seu possivel “progenitor” de
modo a seguir suas proprias vias evolutivas, isolando-se do resto do genoma
(Camacho et al., 2000).

Apesar da ampla diversidade e larga distribuicao dos
cromossomos B entre os organismos vivos, sdo poucas as informacodes
existentes sobre a origem e papel desempenhado nos organismos que os
carreiam. Considerando que a maioria dos estudos dos cromossomos B em
peixes €& baseada em técnicas citogenéticas convencionais, analises
moleculares adicionais serao necessarias para um melhor entendimento da
composicdo, estrutura, origem e evolucao desses elementos gendomicos

peculiares nesse grupo de organismos.

1.3. Estudos genéticos na espécie Astyanax scabripinnis
A espécie escolhida para o presente trabalho Astyanax
scabripinnis (Eigenmann, 1921), popularmente conhecida como lambari,
apresenta a seguinte classificacao sistematica:
Classe: Osteichthyes
Subclasse: Actinopterygii
Infraclasse: Teleostei
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Subfamilia: Tetragonopterinae

Género: Astyanax
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Espécie: Astyanax scabripinnis

Segundo Moreira-Filho & Bertollo (1991), esta espécie de peixe
tem sido considerada componente de um complexo de espécies, por
apresentar grande diversidade morfologica e cariotipica, denominado de
“complexo scabripinnis”. Apresenta uma grande distribuicdo geografica,
sendo predominante na América do Sul (Fernandes & Martins-Santos,
2005). Trabalhos realizados com esta espécie por Mizoguchi & Martins-
Santos (1998a), estudando quatro populacdes da bacia do rio Parana e por
Maistro et al. (1998a), analisando nove populacoes de A. scabripinnis
provenientes de componentes das sub-bacias dos rios Paranapanema, Pardo
e Tieté, permitiram caracterizar as diferentes populacoes através de analises
citogenéticas e morfométricas, corroborando com a hipotese do “complexo
scabripinnis”.

As razoes para esta diversidade estdo nas caracteristicas
morfologicas deste grupo de peixes. Astyanax scabripinnis, € uma espécie de
agua doce, podendo formar pequenas populacdes isoladas e com uma
evolucao particular independente, resultando assim em rearranjos
cromossomicos distintos, que pode ser fixados em algumas populacoes
(Moreira-Filho et al., 2004). Lowe-McConnell (1969) enfatizou que o tamanho
absoluto de certos sistemas aquaticos € um importante fator no processo
evolutivo dos peixes, desde que muitas espécies estejam envolvidas dentro
do mesmo sistema, em sistemas isolados de rios tributarios e lugares com
barreiras interpopulacionais, de mnatureza fisica, quimica ou biotica.
Considerando as caracteristicas biologicas de A. Scabripinnis, associadas aos
seus dados morfologicos, esta espécie se tornou bastante atrativa aos
citogeneticistas, sendo um dos grupos de peixes mais estudados
cromossomicamente da ictiofauna neotropical.

Os primeiros estudos citogenéticos em exemplares de A.
scabripinnis foram realizados por Moreira-Filho et al (1978), numa
populacdo do ribeirdo dos Bicudos (Brotas/SP), a qual apresentou um
numero dipléide igual a 50 cromossomos (2n=50). Em outro trabalho
realizado por Moreira-Filho & Bertollo (1991) seis das sete populacoes

estudadas puderam claramente ser diferenciadas com base nos seus
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caracteres cariotipicos e morfologicos. A partir desses resultados, muitos
outros trabalhos foram desenvolvidos nesta espécie, abrangendo outras
populacoes de diferentes bacias hidrograficas, reforcando a proposta que A.
scabripinnis corresponde a um complexo de espécies. Esta proposta também
€ reforcada pelo fato de nao serem encontrados hibridos entre espécimes
com diferentes numeros diploides vivendo em simpatria, tais como 2n=46,
2n=48 e 2n=50, sendo este ultimo o mais freqiiente, bem como padroes de
bandamento C especificos (Souza et al, 1995b; Maistro et al.,, 1998a;
Mizoguchi & Martins-Santos, 1998; Vieira, 2001; Centofante et al., 2003).

Alguns individuos desta espécie tém mostrado também um
polimorfismo cromossomico caracterizado pela presenca de cromossomos
supranumerarios, sendo que suas primeiras descricoes comecaram a Sser
realizadas no inicio dos anos 90. Salvador & Moreira-Filho (1992) analisando
populacoes locais de Campos do Jordao (SP), encontraram 2n=50
cromossomos e um grande cromossomo B metacéntrico, similar em tamanho
e morfologia aos elementos do primeiro par cromossomico do cari6tipo
padrao, em aproximadamente 87% dos individuos analisados e
constantemente encontrados em todas as células portadoras de B. Os
autores verificaram ainda a ocorréncia de 1-2 cromossomos B metacéntricos
em exemplares de ambos os sexos. Porém, em uma fémea, dois
cromossomos B mostraram diferentes padroes de bandamento C, um
totalmente corado e o outro parcialmente bandeado. No mesmo ano, um
cromossomo B metacéntrico igualmente foi identificado em uma populacao
de A. scabripinnis do corrego Cascatinha na regiao de Botucatu (SP) por
Maistro et al. (1992), o qual foi encontrado ocorrem somente em fémeas nos
individuos amostrados, sendo completamente heterocromatico e com padrao
de replicacao tardio.

Macrocromossomos B restritos somente a células de fémeas de
A. scabripinnis foram encontrados em uma populacdo do Corrego do
Yukatan da bacia do Parana por Mizoguchi & Martins-Santos, (1997), na
qual também foi observada uma variacdo intraindividual de 0-2
microcromossomos B e ainda em uma populacao do rio Araqua, também da

regiao de Botucatu (SP) por Maistro et al. (1994a). Entretanto, Outras
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ocorréncias de cromossomos B em A. scabripinnis foram caracteristicas nos
exemplares capturados no rio Jacu (ES), tendo sido evidenciados de 0-4
microcromossomos supranumerarios restritos somente aos machos da
espécie (Rocon-Stange & Almeida-Toledo, 1993). Microcromossomos B
heterocromaticos foram encontrados da mesma forma em quatro populacoes
de A. scabripinnis de diferentes regides e bacias hidrograficas, apresentando
de 1 a 4 cromossomos B restritos a machos (Rocon-Stange & Almeida-
Toledo, 1993) ou a fémeas (Mizoguchi & Martins Santos, 1997), dependendo
da populacao.

Contudo, com relacdo a ocorréncia dos cromossomos B em um
dos dois sexos, estudos posteriores realizados por Porto-Foresti et al. (1997)
evidenciaram a presenca de cromossomos B em exemplares de ambos os
sexos para a populacao do corrego Cascatinha na regidao de Botucatu (SP).
Segundo Vicente et al (1996) analisando trés populacdoes, na regidao de
Campos do Jordao (SP) mostraram que os cromossomos B metacéntrico
estdo presentes em ambos os sexos, porém sao mais freqiientes em fémeas,
aléem de todas populacoes apresentarem variacoes na frequéncia dos
cromossomos extras entre os sexos também apresentaram variacoes entre as
populacoes, resultado este que foi corroborado anos mais tarde por Neo et al.
(2000Db) e Ferro et al. (2003).

Nesta espécie também foram encontrados outros tipos de
polimorfismos. Diversos individuos apresentaram triploidias naturais com
cromossomos B, como nos estudos de Fauaz et al. (1994) que observaram a
ocorréncia de dois cromossomos supranumerarios em um exemplar de A.
scabripinnis de Campos do Jordao que apresentava triploidia natural. Um
caso similar foi notificado por Maistro et al. (1994b), que encontraram dois
exemplares triploides portadores de um e de dois macrocromossomos B nas
amostras provenientes do rio Araqua e Corrego das Pedras, respectivamente.

Nos diversos estudos ja realizados em Astyanax scabripinnis
foram identificados diferentes tipos de cromossomos B, com base na
morfologia e no padrao da heterocromatina constitutiva (Salvador & Moreira-
Filho, 1992; Maistro et al., 1992; Maistro et al., 1994a e b; Vicente, 1994;
Vicente et al., 1996; Mizoguchi & Martins-Santos, 1997; Neo et al.,, 2000a e b
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Fernandes & Martins-Santos, 2005). Atualmente, a ocorréncia de
cromossomos B ja foi descrita em 21 populacdes de Astyanax scabripinnis,
de varias localidades e de diferentes bacias hidrograficas, sendo que o
cromossomo B metacéntrico esta presente em 17 populagcoes e o
microcromossomo B foi exclusivos das demais populacoes (Moreira-Filho et
al., 2004). Por outro lado, outras formas variantes como o macrocromossomo
B submetacéntrico, bem como o microcromossomo B, foram encontradas
somente nas populacoes provenientes da regido de Campos do Jordao
(Moreira-Filho et al., 2004). Contudo, existem algumas populacoées em que
ainda nao foram encontrados os cromossomos B em nenhumas das formas
descritas pelos autores acima citados.

As varias formas, tamanhos e freqiiéncias dos B encontradas
possibilitaram supor combinacoes teoricamente esperadas nas populacoes
de acordo com a altitude. Estudos realizados por Néo et al. (2000b) em trés
populacdes de A. scabripinnis capturadas em localidades de diferentes
altitudes ao longo de um mesmo riacho, na regido de Campos do Jordao
(SP), revelaram a presenca de diferentes cromossomos B em relacdo a
morfologia e tamanho nas duas populacoes de maior altitude (1920m e
1800m), assim como sua auséncia na populacao de 700m. De acordo com os
autores, o modelo encontrado seria melhor interpretado sob a luz da teoria
parasitica de evolucado de cromossomos B, segundo a qual esses elementos
seriam mais frequientes em condicoes ambientais mais favoraveis para a
espécie. Estudos realizados por Porto-Foresti et al. (1997), em investigacao
envolvendo a frequiéncia de individuos portadores de cromossomos B e a
densidade populacional desta espécie em trés trechos consecutivos do
corrego Cascatinha (Botucatu, SP), também identificaram um aumento na
freqiiéncia de cromossomos B nas regides mais elevadas deste curso de
agua.

Muitos relatos a respeito de cromossomo B foram feitos e muitas
hipoteses sobre a origem e a manutencao desses cromossomos nas
populacdoes de A. scabripinnis foram levantadas. Salvador & Moreira-Filho
(1992) e Maistro et al. (1992) consideraram a hipotese de que os

cromossomos B encontrados nesta espécie seriam resultado de um evento de
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nao-disjuncao de um dos elementos do primeiro par de um metacéntrico
grande, seguido de um processo de heterocromatinizacao total ou parcial.
Estudos gerais sobre a presenca do grande B metacéntrico nesta espécie
revelam sua natureza conservadora na forma, sendo que os cromossomos B
comumente encontrados em Astyanax scabripinnis, apresentam morfologia
semelhante em individuos de diferentes populacdes e bacias hidrograficas,
sugerindo ser tal tipo de cromossomo B ancestral nesta espécie (Neo et al,
2000a).

Outras evidéncias sugerem que o cromossomo B metacéntrico
corresponde a um isocromossomo, proposto inicialmente por Dias (1994) e
posteriormente por Jesus & Moreira-Filho (2000a e b). Neo et al. (2000a)
propuseram que o0 macrocromossomo B metacéntrico, bem como o
microcromossomo, teriam  se  originado = simultaneamente como
isocromossomos, a partir de um cromossomo subtelo/acrocéntrico presente
no complemento padrdo e que os demais tipos de cromossomos B
encontrados representariam formas derivadas do grande metacéntrico B. Na
analise de individuos de uma populacao especifica a hipotese proposta por
Vicente et al. (1996) aponta para o fato de que o cromossomo B
provavelmente teria derivado do cromossomo acrocéntrico do par numero 24
do complemento cariotipico (A).

Os dados de Mestriner et al. (2000) parecem reforcar esta
hipotese, demonstrando que a estrutura do cromossomo B metacéntrico
identificaria sua morfologia como caracteristica de um isocromossomo.
Usando hibridacao in situ fluorescente, estes autores demonstraram que um
DNA repetitivo, com aproximadamente 51 pb e 59% rica em AT (As51) obtido
pela digestdo do DNA gendémico com Kpnl, estava particularmente localizada
na regido terminal de alguns cromossomos acrocéntricos, na regiao da NOR
e da heterocromatina intersticial do cromossomo 24. Mais significante, a
repeticao em tandem desse DNA quase simetricamente nos dois bracos do
cromossomo B metacéntrico, seriam indicativa da homologia estrutural entre
eles. Porém, esta hipotese nao foi suportada pelos dados de bandeamentos
cromossOmicos obtidos por Maistro et al. (2001), Ferro et al. (2001) e Ferro et

al. (2003), em individuos de outras populacoes.

-35-



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

Moreira-Filho et al. (2001) propde outra hipotese, fundamentada
na similaridade do cromossomo B entre as diferentes espécies do género
Astyanax, como em Astyanax eigenmanniorum (Stripecke et al.,, 1985)
Astyanax fasciatus e Astyanax schubarti (Moreira-Filho et al., 2001; Pazza et
al.,, 2006) e entre as diferentes populacoes de A. scabripinnis (Moreira-Filho
et al., 2004), sugerindo a sua origem precede a diferenciacdo das espécies.
Contudo, analises moleculares para estes B seriam necessarios para testar e
validar esta hipotese.

Embora ja existam inumeros estudos com varios tipos de
abordagens em diversos grupos de organismos, com a finalidade de se
entender a origem e possiveis funcoes dos enigmaticos cromossomos B,
existem ainda muitas perguntas sem respostas. Desta forma, as pesquisas
que foram realizadas neste trabalho em relacdo a esses cromossomos tém a
finalidade de buscar esclarecimentos sobre sua estrutura e uma melhor
compreensdao dos processos que fizeram com que esses Cromossomos Se
fixassem nas populacoes e da sua verdadeira funcdo buscando desvendar o

verdadeiro papel desses cromossomos B no genoma dessa espécie.

1.4. Marcadores moleculares do tipo RAPD (Randomly amplified
polymorphic DNAs)

A introducao da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction),
desenvolvida por Kary Mullis em 1984 e a utilizacdo de metodologias
envolvendo o uso de RAPD, entre outras, possibilitaria identificacao de uma
vasta gama de marcadores do genoma nuclear (Stepien & Kocher, 1997).
Tais marcadores tém sido extensivamente utilizados por apresentarem
atributos que os tornam favoraveis para estudos de conservacao e
diversidade genética, por serem abundantes e apresentarem altos niveis de
polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

A técnica de RAPD foi descrita primeiramente por Williams et al.
(1990) e Welsh & McClelland (1990) independentemente e se caracteriza por
utilizar quantidades minimas de DNA genomico para analises genotipicas e
nao requerer o desenvolvimento prévio de uma biblioteca de sondas

especificas para cada organismo de interesse. Outra grande vantagem dessa
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metodologia € a utilizacdo de primers com seqUéncias curtas de
oligonucleotideos, de aproximadamente 10pb (pares de bases). A
identificacao de polimorfismos do DNA, através da amplificacao aleatoéria de
multiplas regidoes do genoma, é realizada utilizando um unico primer, com a
finalidade de quantificar a variabilidade genética dentro e entre populacodes e
estimar a similaridade genética entre as espécies. Devido a sua simplicidade
e rapidez, tornou-se uma metodologia amplamente empregada em diferentes
organismos, ja existindo diversos trabalhos em peixes relacionados a
identificacao de espécies (Dinesh et al., 1993; Bardacki & Skibinski, 1994;
Borowsky et al., 1995; Sultmann et al.,, 1995; Partis & Wells 1996, Prioli et
al., 2002); de subespécies (Bardacki & Skibinski, 1994); de hibridos (Elo et
al., 1997); a analise de polimorfismos (Johnson et al.,, 1994; Caccone et al.,
1997; Dergan et al., 1998; Nadig et al., 1998; Kuusipalo, 1999; Cagigas et
al.,, 1999); a deteccao da variabilidade genética em populacdoes naturais e
cultivadas (Crossland et al.,, 1993; Bardacki & Skibinski 1994; Bielawski &
Pumo 1997; Koh et al, 1999; Nesbo, et al, 1999; Wasko et al., 2002,
Revaldaves et al, 2001, Corazza-Bassetto, submetido a publicacdo); a
identificacao de individuos ginogenéticos (Chen & Leibenguth 1995;
Eenennaam et al.,, 1996); ao mapeamento génico (Postlewait et al.,, 1994;
Kazianis et al.,, 1996; Lin & Chou, 1997; Liu et al., 1999); caracterizacao de
segmentos cromossomicos (King et al, 1993) e a analises filogenéticas
(Sultmann et al. 1995; Dergan et al,, 2002, Corazza-Bassetto submetido a
publicacao), entre outros.

Williams et al. (1990) afirmam que o uso de marcadores em
diagnosticos genéticos, taxonomia molecular, mapeamentos genéticos, e
estudos evolutivos sdo de grande importancia. Apesar da potencialidade da
técnica de RAPD e mesmo outras que utilizem a técnica de PCR, sao poucos
ainda os trabalhos envolvendo este tipo de marcador molecular em
Cromossomos supranumerarios.

Gourmet & Rayburn (1996) trabalhando com milho da espécie Zea
mays, foram os primeiros a encontrarem associacdes entre marcadores
moleculares do tipo RAPD e cromossomos B em uma analise populacional

utilizando quatro primers, o que os permitiram concluir que marcadores RAPD
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sao uteis para se conduzir varios tipos de pesquisa com cromossomos B, como
mapeamento, origem e evolucdo dos mesmos. Tosta et al (1998) também
descobriram um marcador RAPD associado a cromossomo B em abelhas
operarias da espécie Partamona helleri.

Além desses, outros dados como os obtidos por Levin et al
(1993) em galinhas, Stein et al. (2001) em salméao (Oncorhynchus
tshawytscha) e Kovacs et al. (2001) em catfish (Clarias gariepinus), entre
outros, identificaram sequéncias especificas de cromossomos sexuais por
meio do RAPD. Assim também os trabalhos de Tanic et al. (2000), Qi et al.
(2002), Ziegler et al. (2003) e Schmid et al. (2006), mostram que outras
técnicas com base em PCR como AP-PCR, AFLP, entre outras, podem ser
usadas para deteccao de seqUéncias especificas dos cromossomos B.
Considera-se, pois, que ainda esta técnica podera fornecer dados

importantes sobre a origem e evolucao dos cromossomos B.

1.5. Microdissecacao cromossomica

O advento da tecnologia da genética molecular possibilitou um
aumento significativo do conhecimento da estrutura e do comportamento
dos cromossomos durante a mitose e a meiose, assim como a descricdo das
alteracoes cromossomicas nao identificadas através das analises
cromossOmicas convencionais. Neste sentido a técnica de microdissecacao
cromossomica € um procedimento confiavel para o isolamento direto de DNA
de qualquer regiao citogeneticamente reconhecida. O material dissecado
pode ser usado para varias aplicacoes, incluindo estabelecimento de sondas
para FISH, construcao de bibliotecas cromossomicas banda-especificas e o
mapeamento fisico para analise citogenética.

A técnica de microdissecacdo foi introduzida inicialmente em
citogenética humana (Bates et al, 1986), com a construcdo de uma
biblioteca do cromossomo 2 usando-se muitos fragmentos cromossomicos
dissecados de metafases nao coradas ou bandeadas. Posteriormente,
Ludecke et al. (1989) publicaram um procedimento de microdissecacao no
qual foi utilizada a técnica de PCR para amplificar as pequenas quantidades

de DNA dos fragmentos cromossomicos dissecados. Esse método foi
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aperfeicoado por Senger et al. (1990) que dissecaram com sucesso bandas
especificas de cromossomos bandeados com a técnica GTG. E, finalmente,
Meltzer et al. (1992) e Deng et al. (1992) desenvolveram a técnica de
microFISH, na qual a microdissecacdo cromossdémica € seguida pela
amplificacado do material dissecado via PCR, utilizando-se um primer
degenerado (DOP - Degenerated Oligonucleotide Primer). O produto do PCR é
entao utilizado como sonda para FISH.

A técnica de microFISH permite a localizacdo cromossomica de
sequéncias especificas, a deteccdo de anormalidades cromossOmicas e a
“pintura” de cromossomos inteiros (Trask, 1991; Houben et al., 2001). Em
humanos, esta técnica, aliada as metodologias de citogenética classica, tem
sido uma poderosa ferramenta da genética clinica na caracterizacdo de
complexos rearranjos cromossomicos (Meltzer et al., 1997; Wiltshire et al.,
2001; Nuntakarn et al.,, 2002; Hu et al.,, 2004; entre outros). No contexto da
evolucao cromossoémica, a metodologia de micro-FISH tem sido utilizada na
identificacdo dos rearranjos cromossomicos envolvidos no processo evolutivo
de primatas (Taguchi et al, 2003; Nieves et al.,, 2005; Neusser et al., 2005),
cervideos (Li et al, 2005), roedores (Fagundes et al.,, 2000; Marchal et al.,
2004), entre outros.

A pintura cromossémica, amplamente utilizada nos mamiferos,
representa uma tecnologia muito promissora a ser empregada no estudo de
homologias cromossomicas em peixes, devido as dificuldades encontradas
para obtencdo de bandas longitudinais estruturais nos cromossomos desse
grupo de organismos (Galetti Jr. & Martins, 2004). Embora a
microdissecacao esteja sendo aplicada com sucesso nos peixes, oS poucos
trabalhos se concentram no estudo dos cromossomos sexuais. Reed et al
(1995) produziram uma sonda derivada do braco menor do cromossomo Y de
Salvelinus namaycush. Esta sonda hibridou nos cromossomos X e Y dessa
espécie e no maior par de cromossomos SM (provavelmente o par sexual) de
duas outras espécies de salmonideos, indicando que esses pares
cromossOomicos sao homeologos. Harvey et al. (2002) usaram esta técnica
para produzir sondas especificas dos provaveis cromossomos sexuais, o

maior par do complemento, de Oreochromis niloticus. Os resultados obtidos

-39 .-



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

forneceram evidéncias da existéncia de diferencas entre as seqUéncias dos
cromossomos sexuais, suportando a teoria de que o primeiro par
cromossOmico esta relacionado com a determinacado sexual e que os
cromossomos sexuais estdo num grau inicial de divergéncia. Stein et al
(2002) isolaram um locus de microssatélite ligado ao sexo do cromossomo Y
de Salvelinus. namaycush. Assim como nos estudos anteriores em outras
espécies de peixes, o locus sexual localizou-se proximo ao telomero.

A microdissecacao cromossomica fornece um método direto de
analise da composicdo molecular dos cromossomos B. As informacoes
obtidas dessas analises sao de grande interesse para o entendimento da
possivel funcao desses cromossomos no genoma (McQuade et al., 1994). A
técnica de microdissecacdo tem sido utilizada no estudo dos cromossomos B
em varios grupos de animais como sapos (Sharbel et al., 1998), salamandras
(Brinkman et al., 2000), roedores (Karamysheva et al.,, 2002; Trifonov et al.,
2002; Rubtsov et al., 2004) e marsupiais (McQuade et al., 1994). Entretanto,
nao ha nenhum trabalho em peixes descrito na literatura até o momento.
Dessa forma, a utilizacado da metodologia de micro-FISH na caracterizacao
dos cromossomos B de Astyanax scabripinnis sera uma ferramenta valiosa
na obtencao de dados para uma melhor compreensdo da composicao,
estrutura e mecanismos envolvidos na origem e evolucdo desse tipo de

cromossomos nessa espécie e, de uma forma geral, em peixes.

1.6. Seqiiéncias Repetitivas de DNA

Uma grande porcao do genoma dos eucariotos consiste de
sequéncias repetitivas, as quais podem ser dispersas ou organizadas em
tandem (Charlesworth et al., 1994). Quando organizadas em tandem, o DNA
repetitivo € conhecido como DNA satélite e esta normalmente localizado em
regioes de heterocromatina detectada por bandeamento C (Brutlang, 1980 e
Sumner, 1990). Em peixes os DNAs satélites estdo localizados geralmente
em regidoes heterocromaticas centroméricas e pericentroméricas (Haaf et al.,
1993; Oliveira & Wright, 1998; Phillips & Reed, 2000; Jesus et al., 2003).
Estas seqiiéncias podem estar envolvidas em diferentes tipos de mutacodes

que causam desde variacdoes no tamanho dos genomas até substituicoes,
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delecoes e insercoes de um unico nucleotideo. Podem estar envolvidas
também em diferentes rearranjos cromossomicos, como delecdes,
duplicacoes, inversoes e translocacoes reciprocas. Elas sao, sem duvida,
responsaveis por proporcoes significativas das variacdes cariotipicas
observadas entre muitos grupos de organismos (Kidwell, 2002).

Ainda nao se sabe ao certo qual a funcado das sequUéncias
repetitivas, as quais foram consideradas por muitos anos como DNA egoista
(Doolitle & Sapienza, 1980; Orgel & Crick, 1980) ou como DNA “lixo” (Nowak,
1994), nao sendo responsaveis por nenhuma contribuicao biologica para
seus portadores. Por outro lado, alguns trabalhos tém sugerido o
envolvimento destas seqiiéncias em algumas doencas (Kazazian et al., 1988),
na regulacao e reparo de alguns genes (Messier et al,, 1996), assim como na
diferenciacdo de cromossomos sexuais (Anleitner & Haymer, 1992; Kraemer
& Schmidt, 1993). Recentemente foi demonstrado que tais sequéncias
podem ser extremamente importantes na organizacao estrutural, funcional e
na variacdo do tamanho dos genomas (Schueler et al., 2001; Shapiro, 2005;
Shapiro & Sternberg, 2005; Martins, 2005; Martins et al., 20006).

Os DNAs repetitivos incluem seqiiéncias organizadas em cadeia
como as sequéncias satélites, minissatélites e microssatélites e as
sequéncias dispersas como transposons e retrotransposons (Charlesworth et
al.,, 1994). DNAs satélites sdao sequiéncias altamente repetitivas, geralmente
com cerca de 100 a 300 pb de comprimento. Essas sequiiéncias podem repetir
2 a 5 copias (microssatélites), de 10 a 60 copias (minisatélites) ou mais de
100.000 copias de uma unica sequéncia basica (satélites), que ocorrem em
um ou mais locos ao longo dos cromossomos. Essas sequéncias encontram-
se localizadas principalmente nas regides teloméricas e centroméricas dos
cromossomos e sdo os principais componentes da heterocromatina (Martins,
2005).

A heterocromatina é encontrada em centromeros, telomeros e
em posicoes intersticiais ao longo dos bracos cromossémicos e o papel mais
significativo das seqUiéncias repetitivas pode ser ilustrados pelos segmentos
repetitivos presentes nos centromeros e telomeros dos cromossomos dos

eucariotos, que desempenham funcoes cruciais na manutencao e
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propagacao do material genético nuclear, devido a varias proteinas que se
ligam nestas sequiéncias repetitivas (Csink & Henikoff, 1998). A eucromatina
rica em genes também pode conter algumas sequéncias repetitivas; no
entanto, estas parecem causar mutacoes prejudiciais aos genes e seriam
eliminadas pela pressao seletiva (Deininger et al., 2003).

Diferentes estudos tém demonstrado que as sequéncias
repetitivas nao estdo distribuidas ao acaso no genoma de muitos
organismos. Estas sequiéncias geralmente estdo localizadas fora de regioes
ricas em genes, tais como regioes intergénicas, heterocromaticas e em
alguns casos envolvendo elementos transponiveis do tipo disperso
(Charlesworth et al., 1994; Kidwell, 2002; Ficher et al., 2004).

As analises das seqUéncias repetitivas entre todos os genomas
sequenciados permanecem como grandes gaps por causa da dificuldade em
determinar sua correta posicao e numeros de copias, pelo fato de certas
técnicas moleculares serem incapazes de identificar, ordenar e esclarecer o
arranjo dos diferentes segmentos de sequéncias repetitivas no genoma
(Schwarzacher, 2003). Assim, a integracdao dos dados de seqiienciamento e
mapeamento cromossOmico podem promover um incremento no
conhecimento dos elementos repetitivos, proporcionando novas informacoes
envolvendo rearranjos cromossomicos, Cromossomos Ssexuais e ou
supranumerarios, além de serem utilizados como marcadores

cromossomicos.
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2. Objetivos

Embora ja existam estudos identificando caracteristicas estruturais e
moleculares relacionadas aos cromossomos B em peixes, estes dados ainda sao pouco
expressivos, principalmente levando-se em consideracdo a grande diversidade de espécies
deste grupo de vertebrados. Portanto, o objetivo desse estudo & ampliar os estudos das
caracteristicas dos macrocromossomos B de Astyanax scabripinnis com o uso de técnicas
citogenéticas e moleculares, buscando informacoes para uma melhor compreensdo sobre a
estrutura e constituicao destes segmentos genémicos e dos mecanismos envolvidos na sua
origem e evolugao nesta espécie. Desta forma, os objetivos especificos deste trabalho sao:

% Obter preparacoes de cromossomos mitéticos, em Astyanax scabripinnis para
a caracterizacao e selecdo dos individuos portadores de cromossomos B nas populacoes
estudadas neste trabalho;

« Aplicar metodologia de microdissecacdo dos macrocromossomos B
metacéntricos de Astyanax scabripinnis do coérrego Cascatinha, para obter sondas
especificas desses cromossomos supranumerarios;

% Localizar essas sondas especificas nos cromossomos metafasicos de
individuos desta mesma populacdo, com e sem cromossomos B, buscando identificar
regioes associadas nos cromossomos B e nos cromossomos do complemento padrao;

% Obter bandas especificas para portadores de cromossomo B por meio de
marcadores moleculares do tipo RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”);

+ Isolar os fragmentos de DNA obtidos e localizar sua posicdo de associacdo em
cromossomos mitéticos de Astyanax scabripinnis de diferentes populacgdes; utilizando a
técnica de hibridacao “in situ” fluorescente (FISH), para melhor caracterizacdo de segmentos
especificos no genoma dessa espécie;

+ Realizar adaptacao do protocolo de técnica para isolamento de seqiiéncias
repetitivas através de autoclavagem do DNA gendémico, com a finalidade de auxiliar os
estudos genéticos da espécie;

% Verificar a possivel ocorréncia dessas sequiéncias repetitivas na composicao
genética dos cromossomos B das populagdes estudadas, procurando contribuir para a

compreensao dos processos relacionados a origem destes segmentos gendémicos.
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3. MATERIAL

3.1. Populacoes estudadas e locais de coletas

No presente trabalho foram obtidos exemplares de Astyanax
scabripinnis (Figura 1) de duas populacdoes que apresentam cromossomos
supranumerarios em seu complemento cromossomico (Maistro et al.,, 1994a;
Porto-Foresti et al.,, 1997; Maistro et al.,, 1998a; Maistro et al., 2001; Vieira,
2001).

Os individuos foram coletados no corrego Cascatinha (Botucatu-
SP), componente da bacia hidrografica do rio Tieté (Figuras 2 e 3), onde
apresentaram 2n=50 cromossomos e em alguns individuos 2n=51, devido a
presenca de um macrocromossomo supranumerario e no Ribeirdo Agua da
Madalena (Botucatu-SP) componente da bacia hidrografica do rio Pardo
(afluente do rio Paranapanema) (Figuras 2 e 4), apresentaram 2n=46 e em
alguns individuos 2n=47, também pela ocorréncia de um macrocromossomo
supranumerario. Os animais capturados foram trazidos para o laboratério
de Biologia e Genética de Peixes, do Departamento de Morfologia, IB, UNESP,
em Botucatu, SP e mantidos em aquarios aerados para posterior obtencao
de preparacoes cromossomicas e coleta de tecidos para extracdao de DNA.

O processamento do material e a analise citogenética e
molecular foram realizados no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes,
do Departamento de Morfologia, IB, UNESP (Universidade Estadual
Paulista), em Botucatu, SP. Os exemplares utilizados na amostragem foram

identificados e mantidos na colecao de peixes do Laboratorio.
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Figura 1: Exemplar de Astyanax scabripinnis coletado no Cérrego Cascatinha (Botucatu-
SP).
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Figura 2: Mapa da regido do municipio de Botucatu. Os numeros indicam os locais de
coleta da espécie Astyanax scabripinnis. 1) cérrego Cascatinha componente da bacia
hidrografica do rio Tieté. 2) Ribeirao Agua da Madalena componente da bacia hidrografica

do rio Pardo (afluente do rio Paranapanema).
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Figura 3. Local de coleta no cérrego Cascatinha, regido de Botucatu-SP.
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Figura 4. Local de coleta no Ribeirdo Agua da Madalena, regido de Botucatu-SP.
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4. METODOS

4.1. Preparacao Cromossomica

4.1.1. Estimulacao de mitoses

Para obtencao de um maior nimero de mitoses, foi utilizada
a técnica descrita por Oliveira et al. (1988), que consiste inicialmente
em preparar uma solucao de fermento biolégico (0,5g de fermento, 0,5g
de aciucar e 7ml de agua destilada) e incuba-la por cerca de 20min a
40°C. Apoés este tempo, a solucao é injetada na proporcao de 1ml /100g
peso do animal na regido dorso-lateral do corpo do animal, que é

colocado em aquario bem aerado de 48 a 72 horas.

4.1.2. Preparacao de cromossomos mitoticos

A analise citogenética foi realizada em células extraidas do rim,
seguindo a metodologia descrita por Foresti et al. (1993), que consiste em
injetar colchicina (0,025%) na proporcao de 0,5ml para cada 100g de peso do
animal e deixa-lo em aquario por 50min; sacrificar o animal retirando o rim;
colocar o tecido retirado em uma placa de Petri contendo 7ml de solucao
hipotonica (KCI 0,075 M). Dissociar o material com pincas de pontas finas e
depois homogeneizar com auxilio de uma pipeta Pasteur; colocar a
suspensao um tubo de centrifuga, deixando-o no interior de estufa a 37°C
por 21min. Pré-fixar com 5 gotas de fixador (metanol/acido acético 3:1) por 5
min. O material € entao fixado com a adicao de 7ml de metanol/acido acético
(3:1) e homogeneizado com pipeta Pasteur e levado a centrifuga (900 a
100rpm) por 10min. O sobrenadante é retirado e o material celular
ressuspenso com fixador com pipeta Pasteur (repetir mais duas vezes). O
material € gotejado em laminas e deixado secar ao ar. Procede-se entdo a
coloracao com solucao de Giemsa a 7,5% em tampao fosfato (pH=6,7) por
10min. Lavando-se com agua e colocando-se a lamina para secar. Faz-se
entao a verificacao da qualidade do material ao microscopio e o registro dos
individuos com cromossomo supranumerario ou nao e nas outras laminas
foi aplicada a técnica de bandeamento C, descrita no topico 4.1.3. O restante

do material foi eluido em metanol e guardado em Eppendorf de 1,5ml a -4°C
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para posterior aplicacdo das técnicas de microdisseccao e hibridacao in situ

fluorescente (FISH).

4.1.3. Bandamento C

Para obtencao de bandas C utilizou-se a técnica descrita
originalmente por Sumner (1972), com algumas modificacées, que consiste
em hidrolisar as laminas por 30min em HCI 0,2N a temperatura ambiente e
lavar em agua destilada. Passar por uma solucao de hidroxido de bario
(Ba(OH)2) por 1min a 60°C e lavar em agua destilada. Em seguida, lavar em
HCl 1IN a 60°C e lavar novamente em agua destilada. Foi incubado por
30min em 2xSSC (pH = 6,8), a 60°C. Corar por aproximadamente 30min

com Giemsa na proporcao de 1:20 em tampao fosfato (pH = 6,7).

4.2. Microdisseccao Cromossomica

4.2.1. Agulhas ou Micropipetas

Para microdissecar os cromossomos, foram utilizadas agulhas
produzidas a partir de capilares de vidro com diametros de
aproximadamente 0,5mm em puller (Narishige PC-10), cedidas gentilmente
pelo Prof. Alejandro Laudicina (Laboratorio de Citogenética Molecular,
Comision Nacional de Energia Atomica, Buenos Aires-Argentina) e outras do
tipo Fentotip e Fentotip II (cedidas pela Eppendorf), com diametros de

0,5mm e de 0,2mm, respectivamente.

4.2.2. Microdisseccao

O procedimento de microdisseccao foi realizado com base na
metodologia de Hu et al. (1998), com modificacées no protocolo inicial para
sua adaptacao ao organismo de interesse desse trabalho. Os cromossomos
supranumerarios de Astyanax scabripinnis foram “raspados” de laminulas
preparadas minutos antes da Microdisseccao, nas quais foi pingada apenas
uma gota do material em suspensao no centro de cada laminula e coradas
normalmente com Giemsa, por 10min. Para proceder a raspagem, foram

utilizadas microagulhas fixadas no micromanipulador eletréonico (Joystick,
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TransferMan NK2, Eppendorf) acoplado a um microscopio AXIOvert 100
(Zeizz).

Os 25 macrocromossomos B microdissecados foram colocados
em oito tubos de Eppendorf 0,2ml, contendo 20ul de proteinase K (19ng/ul)
cada (variando de 2 a 5 cromossomos em cada tubo). Estes foram tratados
em seguida a 37°C por 2 horas (Zhang et al., 2005). A primeira amplificacao
foi realizada utilizando-se o kit GenomiPhi™ (Amersham Biosciences)
seguindo a especificacao do fabricante. Para cada 1ul de DNA
microdissecado, acrescenta-se 9ul de buffer. Aquecer 95°C por 3min e
colocar no gelo a 4°C. A seguir, deve-se Foi adicionado 1ul do mix de enzima
e foi incubado a amostra a 30°C por 16-18 horas. A Inativacdo da reacao foi

realizada incubando-se a 65°C por 10min e resfriando-se a 4°C.

4.2.3. SCOMP (single cell comparative genomic hybridization)

Depois da amplificacdo utilizando o kit GenomiPhi™, foi
realizada uma segunda amplificacdo e a marcacdo por SCOMP, técnica
desenvolvida por Stoecklein et al. (2002). Nas reacoes de clivagem com
endonuclease de restricao Msel, ligacdo dos adaptadores e a primeira
amplificacao pela PCR foram realizadas no mesmo tubo para prevenir a
perda de fragmentos gendmicos. As etapas foram descritas abaixo com
algumas modificacoes

Digestao: Inicialmente, o DNA foi submetido a clivagem com 24U da
endonuclease de restricao Msel (New England BioLabs), em tampao universal
One-phor-all buffer plus (OPA plus) (10mM de Tris-acetato pH7.5, 10mM de
acetato de magnésio, S0mM de acetato de potacio).

Digestao com Msel (tubo A) **no gelo
# Msel digest solution (Total 2,0ul)
0,2ul Tampao OPA plus
0,2ul Msel (50.000U)
1,6ul H2O
Foi misturado 2,0ul de Msel digest solution no tubo contendo 3,0ul de DNA
do cromossomo microdissecado e foi incubado a 37°C por 3 horas e em

seguida a 65°C por Smin, para inativar a enzima.
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Formacgdo de adaptador:

# Adaptador (Total 3,0ul) (Tubo B)

0,5ul tampao One-phor-all
0,5ul Oligo LIB1 100uM
0,5ul Oligo dd MSE 100uM

1,5ul H,O

Em um tubo separado, os adaptadores foram formados pelo pareamento dos

oligonucleotideos LIB1 (5-AGTGGGATTCCTGCTGCTAGT-3’) e ddMsel (5*-

TAACTGACAGCdd-3).

adaptadores foi realizado num tubo separado por gradiente de temperatura

de 65°C a 15°C, com rampa de 1°C/min.
Ligacdo: Em seguida, adicionou-se 1lul de dATP 10mM de T4 DNA
ligase SU/ul ao tubo B. Esta mistura (Tubo B) foi transferida ao DNA tratado

com a endonuclease Msel (Tubo A) e incubada a 15°C overnight (16hrs).

Amplificagdo Primdria:

# Mix (Total 41
3ul Expan

ul)
d-long-template buffer (Roche)

2pl ANTP mix 10mM (2,5nM cada)

1ul Expan
35ul H20

Foi adicionado 40ul do Mix a reacao de ligacao (Tubo A), que foi realizada em

um termociclador programavel PTC 200 (MJ Research), que consistiu em:

d-long-template pol mix 3,5U/ul

1ciclo {68°C por 3 min

94°C por 40seg

15 ciclos< 57°C por 30seg

68°C por 1min e 30seg com lseg adicional/ciclo
(94°C por 40seg

8 ciclos <57°C por 30seg com 1°C adicional/ciclo

22 ciclos <

68°C por 1 min e 45seg com 1seg adicional/ciclo
(94°C por 40seg
65°C por 30seg

68°C por 1min e 53seg com 1seg adicional/ciclo

1 ciclo{68°C por 3min e 40seg

O pareamento de bases dos oligonucleotideos
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8°C ©
O material amplificado foi checado em gel de Agarose 1%, para proceder a
proxima etapa.
Marcagéo ou Amplificacdo Secunddaria:
# Marcacao (Total 41,15ul)
4ul Expand-long-template buffer
6ul primer LIB1 10uM
1,4ul ANTP mix (10mM de cada dGTP, dATP, dCTP e 8,5mM de dTTP)
1,75ul Biotina 16 dUTP ou Digoxigenina 11dUTP
2ul “pool” Mix SU /ul
26ul HO
Foi misturado: 2ul do produto da PCR primaria (DNA do cromossomo
microdissecado) com 40ul do produto da amplificacao secundaria (Biotina ou
Digoxigenina). Utilizou-se dois tubos para obtencdao de duas sondas
diferentes, sendo uma marcada com Biotina (verde) e outra marcada com
Digoxigenina (vermelho). Para ambos os tubos a amplificacdo foi realizada
em um termociclador programavel PTC 200 (MJ Research), que consistiu de:
(94°C por 1 min
1ciclo< 60°C por 30seg
| 72°C por 2min
(94°C por 30seg
10 ciclos < 60°C por 30seg

72°C por 2min com 20seg adicional/ciclo
Remocao do primer LIB1
# Reacao (Total 43ul)
40ul desta ultima reacao de PCR (Sonda)
2ul Buffer R
1ul Tru I (isoschizomere of Msel)
Foi incubado por 3 horas a 65°C, checado em gel de Agarose 1% e
estocado em freezer (-20°C). A precipitacdo da sonda so6 foi realizada no dia

da hibridacao.
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Precipitacdo da Sonda:
# (Total 410ul)

10ul acetato de s6dio 3M

10ul EDTA

400ul etanol absoluto gelado
O tubo foi mantido a -20°C overnight (pode ser mantido a -70 por lhora), foi
centrifugado a 14.000rpm, 4°C por 45min e o sobrenadante desprezado. Foi
adicionado 300ul de etanol 70% gelado, centrifugado por 20min a 4°C a
14.000rpm e o sobrenadante desprezado. A sonda seca, foi ressuspendida
em 30ul de Hibridisol VII, desnaturada em banho-maria a 75°C por 10min e
incubada a 37°C por no minimo uma hora.

Preparacao da Lamina: As laminas foram desidratadas em uma
primeira série alcodlica (70, 90 e 100%), por Smin cada e secadas a
temperatura ambiente. Em seguida, foram tratadas com Pepsina (10%
pepsina + solucao de HCI 0,01N) por 10min aquecida a 37°C, transferidas
para solucdo de tampao 1XPBS/MgClo 50mM por a 37°C por 10min e
Tratadas com 2XSSC por 10min aquecida a 37°C. Foi entao realizado uma
segunda série alcoodlica (70, 90 e 100%), por Smin cada (neste momento o
tratamento pode ser interrompido e as Laminas guardadas em freezer -
20°C). As laminas foram desnaturadas em Formamida 70%/2XSSC a 72°C,
tendo uma variacdo no tempo de desnaturacdo de 20seg a 1lmin de uma
lamina a outra. Em seguida foi novamente desidratada mas em uma série
alcoodlica gelada (70, 90 e 100%), por 3min cada.

Hibridacdo: Foi colocado 15ul de sonda sobre a laminula e a lamina
tratada invertida sobre a mesma (para que o material disposto na lamina
entre em contato com a sonda sem formacao de bolhas). Para nao ressecar o
material, a laminula foi selada com rubber cement. As laminas foram
mantidas em camara umida (2xSSC) a 37°C por 72 horas. Realizou-se o
mesmo procedimento com a sonda marcada com Digoxigenina.

Lavagem e Deteccdo: As peliculas de cola e a laminulas foram
removidas com cuidado das laminas, que em seguida foram lavadas por
duas vezes em Formamida 50%/2XSSC a 37°C por Smin cada, agitando

freqientemente. Depois, foram lavadas por trés vezes em 2XSSC a 37°C por
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Smin cada. Foi colocado 20ul de Block I com 20ul de TNB sobre a laminula e
a lamina invertida sobre a mesma. Esta foi incubada em camara Umida a
37°C por 30min. Passado os 30min, a laminula foi removida e desprezada, e
imediatamente preparada outra contendo o mix de deteccao (40ul de FITC-
avidina, para a lamina com sonda marcada com Biotina e Sul de anti-dig,
para a lamina com sonda marcada com Digoxigenina) e incubada novamente
em camara Umida a 37°C por 30min. A laminula foi novamente removida e a
lamina lavada trés vezes com WASH-C a 37°C por Smin cada. Foi adicionado
em outra laminula limpa (40ul de anti-avidina, para a lamina com sonda
marcada com Biotina e Sul de sheep-anti mouse, para a lamina com sonda
marcada com Digoxigenina) e incubada mais uma vez em camara umida a
37°C por 30min. A laminula foi removida e a lamina lavada trés vezes com
WASH-C a 37°C por Smin cada. Foi entao adicionado em uma laminula (40ul
de FITC-avidina, para a lamina com sonda marcada com Biotina e 10ul de
Rodamina, para a lamina com sonda marcada com Digoxigenina) e incubado
em camara Umida a 37°C por 30min. A laminula foi removida e a lamina
novamente lavada trés vezes com WASH-C a 37°C por Smin cada. A etapa foi
concluida adicionando em uma laminula 8ul de DAPI e a lamina foi invertida
sobre a mesma e acondicionar em freezer -20°C por no minimo 24 horas.
Andlise da lamina: As laminas contendo os cromossomos metafasicos
foram analisadas em fotomicroscopio de fluorescéncia BX61 (Olympus). As
imagens geradas foram capturadas através de um sistema de captura e
analise de imagem (Applied spectral imaging, versdao 4.0) no laboratorio
NEOGENE da Faculdade de Medicina, da UNESP-Botucatu e processadas

pelo programa computacional Adobe Photoshop 7.0.

4.3. Hibridacao in situ Fluorescente

Marcacdo da Sonda: Foi utilizado o método de nick translation
utilizando o Kit BioNick™ Labeling System (Invitrogen), seguindo as
especificacoes do fabricante. Para marcar as sondas obtidas pela técnica de
RAPD e clones obtidos pela técnica do DNA genomico autoclavado. Foi

adicionado 1ul de DNA (200ng/ul), 1ul de dNTP mix, 1ul de enzima mix; H>O
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para completar 9ul de reacao total. Foi misturado gentilmente, centrifugado
brevemente e foi incubado por 30min a 16°C (no termociclador). A reacao foi
interrompida adicionando 1ul de Stop Buffer. Foi acrescentado 1ul de acetato
de Sodio 3M e 22ul de etanol 100% gelado e misturado invertendo-se os
tubos varias vezes. Foi centrifugado rapidamente e colocado no freezer -70°C
por 1 hora. Foi centrifugado por 15min a 15.000rpm a 4°C, descartado o
sobrenadante. Em seguida foi adicionado 50ul de etanol 70% gelado e
centrifugado por Smin a 15.000rpm a 4°C, descartado o sobrenadante com
cuidado e deixado secar ao ar. A sonda foi ressuspendida em 6ul de agua
MilliQ.

Preparacao da Sonda: Em um tubo Eppendorf contendo 6ul da sonda,
foi adicionado 15ul de Formamida (concentracao final 50%), 6ul de sulfato
dextrano 50% (concentracao final 10%) e 3ul de 20xSSC (concentracao final
de 2xSSC). Este tubo foi colocado em um termociclador e a sonda foi
desnaturada a 95°C por Smin e passada imediatamente ao gelo.

Desnaturacdo dos Cromossomos: Foram utilizadas laminas recém
preparadas e laminas envelhecida (pingada e guardada em freezer) e
nenhum pré-tratamento foi necessario para ambas as laminas. Estas foram
desnaturadas por 2min em Formamida (diluida em 2xSSC, pH 7,0 tendo
concentracao final de 70%) em banho-maria a 67°C e em seguida
desidratadas em série alcodlica gelada 70, 85 e 100%, por 2min cada.

Hibridac¢do: Foi colocado 30ul de solucdao de hibridacdo sobre a
laminula e a lamina invertida sobre a mesma, para evitar formacao de
bolhas. As laminas foram mantidas com o material voltado para baixo em
camara umida (2xSSC) a 37°C por dois dias.

Lavagem Pés-Hibridagdo: A laminula foi removida e a lamina lavada
em 2xSSC, pH=7,0 em banho-maria a 72°C por S5min, sem agitacdo. A
lamina foi transferida para a uma solucao de tampao PBS (8,5g de NaCl;
1,115g de NaoHPOg4; 0,2g de KH2PO4; 100ml de agua; pH=7,4) a temperatura
ambiente para proceder a deteccao.

Deteccdo: Em uma laminula, foi aplicado 40ul de FITC-Avidina (40ul
de Tampao C + 0,1ul de avidina-FITC 0,07%) e a lamina invertida sobre a

mesma. A lamina foi incubada por Smin em camara umida a 37°C. A
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laminula foi removida e a lamina lavada 3 vezes em 1xPBS a 45°C, por 2min.
Em outra laminula foi colocado 40ul de anti-avidina (2ul de anti-avidina
estoque em 38ul de 1xPBS) e invertido uma lamina sobre a mesma. Foi
incubado 5min em camara umida a 37°C. Novamente a laminula foi
removida e a lamina lavada 3 vezes em 1xPBS a 45°C, por 2min. Em outra
laminula, foi aplicado 40ul de FITC-Avidina e a lamina invertida sobre a
mesma. A lamina foi incubada por Smin em camara umida a 37°C. A
laminula foi removida e a lamina lavada 3 vezes em 1xPBS a 45°C, por 2min.
O procedimento foi finalizado na montagem de uma laminula com 20ul de
DAPI na qual foi invertida a lamina com o material. Guardar a lamina por 3
dias a -20°C antes da analise.

Andlise da lamina: As laminas contendo os cromossomos metafasicos
foram analisadas em fotomicroscopio de fluorescéncia BX61 (Olympus). As
imagens geradas foram capturadas através de uma camera digital DP70

(Olympus) e processadas pelo programa computacional Adobe Photoshop 7.0.

4.4. Extracao de DNA

Inicialmente, as amostras de figados, branquias e tecidos
musculares foram retiradas de cada um dos individuos de Astyanax
scabripinnis e conservados em geladeira, em alcool 95%+ EDTA 100mM
(Dessauer et al. 1996). A presenca do cromossomo B foi caracterizada por
preparacoes cromossOmicas realizadas anteriormente nos exemplares. O
DNA total desses individuos foi extraido segundo a metodologia de Sambrook
& Russell (2001), com algumas modificacdes: Foi utilizado aproximadamente
10-30mg de tecido previamente fixado (alcool 95%+ EDTA 100mM). O tecido
foi secado em papel de filtro, para retirar o excesso de fixador e macerado em
cadinhos com auxilio de nitrogénio liquido. Foi adicionado 400ul da solucao
de digestao (Tris-HC1 1M pH 8.0; NaCl 5M; EDTA 0,5M pH 8.0; SDS 10%;
Proteinase K 10mg/ml) no material macerado e deixado em banho-maria a
50°C por aproximadamente 1 hora e 30min (a variacdo do tempo de digestao
foi determinada de acordo com o tecido utilizado). Em seguida, Foi
adicionado 400ul de PCI (fenol: cloroférmio: alcool isoamilico 25:24: 1) ao

tubo e este foi invertido cuidadosamente por 1min. O tubo foi centrifugado a
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13.000rpm por Smin, separando o conteudo do tubo em trés partes. Com o
auxilio de uma micropipeta, remover a primeira fase do contetdo para um
novo tubo. Neste tubo foi adicionado 600-800ul de isopropanol 100% e
invertido para precipitar o DNA. Foi centrifugado a 14.000rpm por Smin € o
sobrenadante desprezado. Posteriormente foi adicionado 800ul de etanol
70% gelado e invertido varias vezes. O tubo foi centrifugado a 10.000rpm por
Smin, o sobrenadante descartado e o DNA foi secado a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspendido em um volume apropriado (geralmente
200ul) de agua milliQ. Depois de completamente dissolvido
(aproximadamente 30min) foi adicionado 3ul de RNAse 10mg/ml, colocado
em banho-maria a 37°C por 1 hora e depois por mais 15min a 65°C, para
inativacao da enzima. O DNA foi mantido a -20°C em tubos de 1.5ml. A
integridade e a qualidade das amostras de DNA obtidas foram analisadas
através de eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando um marcador de
peso molecular conhecido para comparacdo (1Kb Plus Ladder DNA,
Gibco.Brl Life Technologies), corado com brometo de etidio (10mg/ml), sob
luz ultravioleta e foto-documentacao dos géis, foi utilizado o programa
computacional Kodak Digital Science 1D. A quantificacdo do DNA foi

realizada em espectrofotometro.

4.5. A técnica de RAPD-PCR (“Random Amplified Polymorphic DNA”)
RAPD ou AP-PCR (“Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction”),
técnica descrita independentemente por Williams et al. (1990) e Welsh &
McClelland (1990), foi baseada na identificacdo de polimorfismos do DNA
através da amplificacao de multiplas regidoes do genoma, utilizando primer
Unico de pequeno tamanho (geralmente com 10 bases) e de sequéncia
arbitraria com conteudo minimo de 50% guanina-citosina, em reacdoes em
cadeia da polimerase (PCR). Foi utilizado para o presente trabalho o Kit Ready-
to-go (Amersham Biosciences), segundo as especificacoes do fabricante e os
produtos amplificados foram visualizados como uma série de fragmentos, de
tamanhos entre 100-2000 pares de bases, detectados através de eletroforese
em gel de agarose 2% utilizando um marcador de peso molecular conhecido

para comparacao (1Kb Plus Ladder DNA, Gibco.Brl Life Technologies),
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corado com brometo de etidio (10mg/ml), sob luz ultravioleta. A foto-
documentacao dos géis, foi realizada através do programa computacional

Kodak Digital Science 1D.

4.6. Purificacao de DNA

A banda diagnostica obtida para individuos da espécie Astyanax
scabripinnis portadores de cromossomo B foi purificada utilizando GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences), seguindo o
protocolo do fabricante, com algumas modificacoes. Apos ter sido identificada,
a banda de interesse foi cortada do gel de Agarose 2% e macerada dentro do
Eppendorf (1,5ml) com uma ponteira. Foi acrescentado tampao de captura
(60ul de tampao para cada 20ug de gel) e o tubo foi colocado em banho-
maria a 60°C por 15min. Foi centrifugado rapidamente e transferido o gel
diluido para a coluna encaixada no tubo do kit e deixado por lmin a
temperatura ambiente. Foi centrifugado por 1min a 13.000rpm e o liquido
do tubo desprezado. Foi adicionado 500ul de tampao de lavagem do kit e
centrifugado 1min a 13.000rpm e o liquido do tubo desprezado novamente.
Foi adicionado 30ul de agua autoclavada na coluna apoiado a um tubo
definitivo, devidamente numerado. Foi centrifugado por 3min a 13.000rpm,

a coluna desprezada e o DNA purificado guardado no freezer -20°C.

4.7. Isolamento de DNA repetitivo

Este procedimento foi baseado na técnica de Cot-1 (DNA
enriquecido com seqUiéncias alta e moderadamente repetitivas), a qual foi
fundamentada na cinética de reassociacdo do DNA (Zwick et al, 1997).
Inicialmente foi colocado 500ul de DNA genémico (100-500ng/ul diluido em
0,3M NaCl) em um Eppendorf (1,5ml) e autoclavado por 30min a
1.4atm/120°C. Foi checado o tamanho dos fragmentos obtidos em gel de
Agarose 1% (ideal obter fragmentos entre 100 a 1000pb). Com DNA
autoclavado foram feitas trés aliquotas de 5Oul cada, com os tubos
devidamente numerados (zero, 1 e 5) e foram desnaturados a 95°C por
10min e imediatamente os tubos foram para o gelo. O tubo O (zero) foi

tratado com S1 nuclease (acrescentar ao tubo 1U da enzima para lug de
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DNA, 5,5ul de tampao 10X para o volume final de S0ul e foi incubado a 37°C
por 8min e congelado imediatamente em nitrogénio liquido) e os demais
tubos permaneceram no gelo por 10seg. Os tubos 1 e 5 foram colocados em
banho-maria 65°C para renaturacao. Apos 1lmin, foi retirado o tubo 1 e
procedido o tratamento com S1 nuclease e apdés Smin, foi retirado o tubo 5
para o mesmo tratamento com a S1 nuclease. Foi adicionado o mesmo
volume de fenol/cloroféormio (1:1) e centrifugado por Smin a 13.000rpm.
Somente foi coletado a fase aquosa e passada para um tubo novo,
devidamente numerado. O DNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol
absoluto gelado e deixado no freezer -70°C por 30min. Foi centrifugado por
15min a 15.000rpm a 4 °C e deixado secar por completo. O DNA foi eluido
em 50ul de agua MilliQ autoclavada e Foi checado em gel de agarose 1%.
Apobs a verificacao do DNA em gel, foi utilizado 1ul do DNA renaturado para
ligar a vetores plasmidiais para posterior clonagem, como descrito no item a

seguir (4.8).

4.8. Clonagem

Para a clonagem do DNA foi utilizado o kit de vetores, o pMOS
Blue Blunt Vector (Amersham biosciences). Os Plasmideos recombinantes
foram identificados através da PCR e os clones de interesse foram estocados a
-70°C em glicerol 15%. Os procedimentos adotados para clonagem de tais

fragmentos de DNA encontram-se detalhados nos protocolos descritos a

seguir:

4.8.1. Ligacao inserto-plasmideo

Os fragmentos obtidos pela autoclavagem do DNA genomico
foram ligados aos plasmideos pMOS Blue Blunt Vector, utilizando o kit de
ligacao pMOS Blue Blunt Ended Cloning Kit (Amersham biosciences) seguindo
as especificacoes do fabricante. Em um tubo de 0.5ml, Foi adicionado 1ul do
inserto de interesse (fragmentos de DNA autoclavado), 0,5ul DTT 100mM, 1ul
pK enzima mix, 6,5ul de agua MilliQ, 1ul de tampao de reacdo 10x e
acondicionado em termociclador programado para 22 °C por 40min, 72 °C por

10min e entao colocado no gelo rapidamente por 2min para prosseguir com a
65



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

ligacao. Foi acrescentado 1ul de vetor pMOS Blue Blunt (50ng/ul) e 1ul de T4
DNA ligase e misturado cuidadosamente com uma micropipeta. A reacao foi
incubada a 22°C durante 12-16 horas. Os produtos das ligacdes inserto-
plasmideo foram posteriormente utilizados para transformar células

competentes de Escherichia coli DHS5a (Gibco.Brl Life Technologies).

4.8.2. Transformacao de bactérias competentes

A transformacao de bactérias foi realizada utilizando células
competentes da linhagem Escherichia coli DHSa (Gibco.Brl Life
Technologies), seguindo as especificacoes do fabricante. Em um Eppendorf
(1.5ml) mantido no gelo foi colocar 50ul de bactérias competentes, que
estavam acondicionadas a -70°C. Neste tubo foi adicionado 5ul da reacao de
ligacao (inserto-plasmideo), misturando cuidadosamente com uma
micropipeta. o tubo foi mantido no gelo por 30min. Posteriormente, foi
aplicado um choque térmico, aquecendo este mesmo tubo em banho-maria a
420C por exatamente 40 segundos. imediatamente o tubo foi colocado no
gelo e mantido por 2min. Foi adicionado 80ul de meio SOC medium (RT) a
temperatura ambiente e incubado a 37°C por lhora, sob agitacao a 200-
250rpm. O produto da transformacao foi espalhado em placas de Petri
estéreis com meio LB soélido (peptona 1%; NaCl 0.17M; extrato de levedura
0.5%; agar 1.5%; pH 7.5), contendo 2ul de ampicilina (50mg/ml) por mililitro
de meio LB e 35ul de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoside)
(50mg/ml) e 25ul de IPTG, para posterior selecao dos recombinantes
(colonias brancas). As placas foram incubadas, com o meio de cultura

voltado para cima, em estufa a 37°C durante 12-16 horas.

4.8.3. Identificacao de plasmideos recombinantes

Os plasmideos recombinantes foram identificados através de PCR
utilizando primers especificos para o plasmideo utilizado, seguindo o protocolo
descrito abaixo. Em um Eppendorf (0.5ml), foi adicionado SOpmol de cada
primer - M13F (5- 3’) AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG, e M13R (5~ 3)
CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG -, tampao de reacao 1x (KCl S0mM;

MgClz 1.5mM; Tris-HCI 10mM), 2mM de cada dANTP 8mM e 0.5U de Tag DNA
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polimerase (Amersham Pharmacia Biotech), em um volume total de S5SOul.
Depois da reacao pronta, com auxilio de uma ponteira estéril, foram
transferidas cada uma das colonias recombinantes de interesse para o tubo
contendo as solucgoes para amplificacao e devidamente marcados. As reacoes
de amplificacao foram realizadas em termociclador PTC-100™ (MJ Research)
com o seguinte programa: desnaturacao inicial a 80°C por 1min; 95°C por
3min, de 34 ciclos com desnaturacado a 95°C por 30segundos, hibridacao a
50°C por 1minuto e extensao a 72°C por 2min e seguida de extensao final de
720C por 5S5min. Os produtos da reacdo de amplificacao (6ul) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a presenca de
recombinantes de interesse. Insertos presentes nos plasmideos foram
visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador, utilizando um
marcador de peso molecular conhecido para comparacao (1Kb Plus Ladder
DNA, Gibco.Brl Life Technologies). Apos identificacao dos clones de interesse
estes foram estocados a -70°C em glicerol 15%, em Eppendorf (1.5ml) estéreis

e isolados, como descritos no topico 4.8.4.

4.8.4. Isolamento e purificacao dos fragmentos obtidos

Reacdes de mini-preparacoes vém sendo bastante utilizadas
para isolamento dos segmentos de DNA clonados e refere-se a técnica de lise
alcalina, descrita em Sambrook & Russell (2001), conforme discriminado
abaixo. Com auxilio de wuma ponteira, as colonias de bactérias
recombinantes (colonias brancas) foram coletadas das placas de Petri, apés a
verificacdo do inserto pela PCR. Estas ponteiras foram mergulhadas, uma a
uma, em tubos (15ml) contendo 4ml de meio LB liquido (peptona 1%, NacCl
0,17M, extrato de levedura 0,5%, pH 7,5), com cloranfenicol (1ul- 20mg/ml-
para cada 1ml de meio liquido) devidamente numerados. Estes foram
mantidos a 37°C durante 12-18 horas, sob agitacdo a 225rpm. Apds esse
tempo, foi retirada uma aliquota desse material (Iml) em um Eppendorf
(1,5ml) o qual foi centrifugado a 3.000rpm por 10min. a 4°C e o
sobrenadante desprezado. O pellet foi ressuspendendido em 100ul de
solucao 1 (50mM tris-HCI pH8; 10mM EDTA pHS8; 10ug/ml de RNAse) e em
seguida, foi adicionado 110ul da solucao 2 (SDS 1%; 200mM NaOH) e
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cuidadosamente os tubos foram rotacionados em um angulo de 80°
exatamente 20x (este passo foi executado no maximo em 5 minutos, pois se
passando este, o DNA iniciara o processo de desnaturacao). Logo apds foi
acrescentado 110ul da solucao 3 (acetato de potassio 3M, pHS5,5) e
rotacionado completamente os tubos (360°) 15 vezes sem agitacao. Foi
centrifugado rapidamente (spin) e deixado a 4°C por 10min na proépria
centrifuga e depois foi ligada a 6.000rpm por 15min. O sobrenadante foi
passado para um novo tubo, devidamente identificado, evitando-se o
precipitado, Foi adicionado dois volumes de etanol 100% gelado e o tudo
invertido 20x e colocado no freezer -70°C por uma hora. Este foi centrifugado
a 6.000rpm por 10min a 4°C e o sobrenadante descartado. Foi adicionado
200ul de etanol 70% gelado e centrifugado a 6.000rpm por 3min a 4°C, o
sobrenadante desprezado novamente e o tubo colocado para secar a 42°C
por aproximadamente 15 min. O DNA foi eluido em 30ul de agua MilliQ e
estocado em freezer. Uma aliquota de cada amostra foi aplicada em gel de
agarose 1%, juntamente com um DNA de concentracdo e qualidade

conhecidas, para verificar sua qualidade.

4.9. Seqiienciamento nucleotidico

Os fragmentos de DNA de interesse clonados foram
sequenciados automaticamente para determinacdo de sua sequéncia
nucleotidicas. Para esta metodologia foi utilizado o DYEnamic ET terminator
cycle sequencing Kit (Amersham Biosciences). Para um total de 10ul de
racao, foi usado 2ul de pré mix, 2ul de primer 10um (M13F (5’AGC GGA TAA
CAA TTT CAC ACA GG 3’ foward), 4ul agua MilliQ autoclavada e 1ul DNA
purificado. Para a reacao de amplificacdo para sequienciamento foi utilizado
termociclador PTC-100™ (MJ Research) com o seguinte programa:
desnaturacao inicial a 95°C por 2min, de 25 ciclos com desnaturacao a 95°C
por 45seg, hibridacao a 50°C por 30seg e extensao a 60°C por 2min. Em
seguida, foi adicionado 2ul de acetato de sodio/EDTA; 80ul de etanol 95%
gelado e passado no vortex. Foi centrifugado 20min a 16.000rpm a 4°C e o
sobrenadante desprezado. Foi colocado 400ul etanol 70% gelado,

centrifugado por 10min a 16.000rpm a 4°C e o sobrenadante descartado e
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colocado para secar a 37°C por lhora. Foi acrescentado ao DNA seco um
tampao de carregamento (Sul de formamida e 2ul de corante blue) e
desnaturado no termociclador por Smin a 95 °C, sendo entdo logo em
seguida aplicado no gel de poliacrilamida para sequenciamento. O
sequenciamento das amostras de DNA foi realizado automaticamente, no

sequenciador ABI 377, seguindo as especificacoes do fabricante.

4.9.1. Analise das seqiiéncias nucleotidicas
As sequéncias nucleotidicas obtidas foram primeiramente
submetidas a buscas Blastn (Altschul et al.,, 1990) e alinhadas utilizando o

programa Clustal W (Thompson et al, 1994), através do “website

(http: / /www2.ebi.ac.uk/clustalw) e o alinhamento final das sequéncias

consenso foi realizado manualmente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As informacoes obtidas dos estudos citogenéticos e moleculares
efetuados nos cromossomos B de Astyanax scabripinnis resultaram na
proposta de artigos cientificos que sdo apresentados a seguir, em forma de
capitulos. As referéncias bibliograficas especificas encontram-se

relacionadas nos artigos e nas citacoes gerais.

Capitulo I - IDENTIFICACAO DE MARCADORES DE DNA ASSOCIADOS A
PRESENCA DE CROMOSSOMOS B EM Astyanax scabripinnis
(CHARACIFORMES, CHARACIDAE) ATRAVES DE RAPD.

Capitulo II - IDENTIFICACAO DE CROMOSSOMOS SUPRANUMERARIOS
EM Astyanax scabripinnis (CHARACIFORMES, CHARACIDAE) UTILIZANDO
MICRODISSECACAO CROMOSSOMICA.

Capitulo III - MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS REPETITIVAS DE DNA EM
CROMOSSOMOS B DE Astyanax scabripinnis
(CHARACIFORMES, CHARACIDAE).



CAPITULO I

IDENTIFICACAO DE MARCADORES DE DNA ASSOCIADOS A
PRESENCA DE CROMOSSOMOS B EM Astyanax scabripinnis
(CHARACIFORMES, CHARACIDAE) ATRAVES DE RAPD.

“O importante é ndo parar nunca de questionar”

Albert Einstein
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RESUMO

A espécie Astyanax scabripinnis, tem se mostrado um modelo
bastante interessante para estudos citogenéticos entre os peixes, tanto pela
sua ampla ocorréncia e distribuicdo, como pelo grande polimorfismo
cromossOmico que apresenta. Caracterizado também pela presenca de
cromossomos supranumerarios, tornando-se uma das espécies mais
estudadas cromossomicamente da ictiofauna neotropical. A amplificacdo de
segmentos de DNA utilizando a técnica de RAPD foi a estratégia utilizada
para isolar sequéncias presentes nos cromossomos B, a partir de “pool” de
DNA total de individuos portadores de cromossomo B e de “pool” de nao
portadores desse cromossomo. Foram testados 32 primers, dos quais apenas
dois apresentaram banda diagnéstica para o “pool” de DNA de individuos
portadores de cromossomo B. A partir desse resultado, os mesmos dois
primers foram testados em todos os individuos separadamente e confirmada
a presenca ou a auséncia da banda. Todos os individuos coletados no
corrego Cascatinha, portadores de cromossomo B, apresentaram a banda.
Porém, nos individuos coletados no Riacho da Madalena essa banda
diagnostica nao estava presente. O Primer 1 apresentou uma banda de
1000pb e o primer 7 de 900pb, aproximadamente. Estas bandas foram
cortadas do gel de agarose 1%, purificadas e produzidas sondas para
hibridacao “in situ” fluorescente. Ambas as sondas produzidas, AsRI e
AsRVII, apresentaram homologia com o cromossomo B dos individuos da
populacado do corrego Cascatinha, sendo que nenhuma outra marcacao foi
evidenciada nos cromossomos B dos individuos coletados no Riacho da
Madalena e nos cromossomos do complemento normal de individuos de
ambas as localidades, sugerindo origem e evolucdo independentes destes
segmentos gendmicos. A partir do sequenciamento destas sondas e da sua
hibridacao com preparacoes de outras populacoes de Astyanax scabripinnis,
portadores de cromossomos B sera possivel chegar a um melhor
conhecimento da composicdo destes cromossomos especiais e de se formular

hipoteses sobre sua origem e evolucao.

Palavra Chave: Characidae, RAPD, Cromossomo B, FISH
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INTRODUCAO

A espécie Astyanax scabripinnis (Eigenmann, 1921), € conhecida
popularmente como lambari, apresenta grande diversidade morfolégica e
cariotipica além de ampla distribuicao geografica, predominante na Ameérica
do Sul (Fernandes & Martins-Santos, 2005). Esta espécie também tem
mostrado um auto grau de polimorfismo cromossomico, caracterizado pela
presenca de cromossomos supranumerarios, sendo considerada componente
de um complexo de espécie denominado por Moreira-Filho & Bertollo (1991)
“complexo scabripinnis”.

As razoes para esta diversidade estdo nas caracteristicas
Biologicas desta espécie de peixe de agua doce, que pode formar pequenas
populacdes isoladas e estabelecer estrutura para uma evolucao particular
independente, resultando assim em rearranjos cromossomicos distintos que
sao fixados em algumas populacoes (Moreira-Filho et al.,, 2004). Desde os
primeiros estudos e descricdes, no inicio dos anos 90 por Salvador &
Moreira-Filho (1992), esta espécie se tornou bastante atrativa aos
citogeneticistas, sendo atualmente um dos grupos de peixes mais estudados
cromossomicamente da ictiofauna neotropical.

Muitos relatos a respeito de cromossomo B foram feitos e muitas
hipoteses sobre a origem e a manutencao desses cromossomos nas
populacoes de Astyanax scabripinnis foram levantadas. Salvador & Moreira-
Filho (1992) e Maistro et al. (1992) consideraram a hipotese de que os
cromossomos B encontrados nesta espécie seriam resultado de um evento de
nao-disjuncao envolvendo um dos elementos do primeiro par de
metacéntricos grandes, seguido de um processo de heterocromatinizacao
total ou parcial. Entretanto, estudos sobre as caracteristicas deste B
metacéntrico comumente encontrado em Astyanax scabripinnis, tem
evidenciado sua ocorréncia em diferentes populacoes de bacias hidrograficas
distintas sugerindo um caracter de ancestralidade para este cromossomo
nesta espécie (Neo et al., 2000a).

O termo “cromossomo B” inclui uma variedade de tipos de
cromossomos extras que mostram uma heterogeneidade conspicua em sua

natureza, comportamento e dinamica evolutiva. Por esta razdo, nao existe
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uma definicdo definitiva sobre o que € um cromossomo B, mas um consenso
de definicoes proposto por Camacho & Parker (1993), durante a primeira
conferéncia sobre cromossomo B, segundo a qual “Cromossomos B séao
cromossomos adicionais dispensaveis que estdo presentes em alguns
individuos de algumas populacoes em algumas espécies, que provavelmente
originaram-se dos cromossomos A, mas seguiram sua propria evolucao”.
Esta definicao aparentemente resume a maioria das propriedades dos
cromossomos B (Camacho, 2005).

Embora ja existam inumeros estudos com varios tipos de
abordagem e em diversos grupos de organismos, com a finalidade de se
entender a origem e possiveis funcoes do enigmatico cromossomo B, existem
ainda muitas perguntas sem respostas. Desta forma, as pesquisas realizadas
neste trabalho tém a finalidade de buscar uma melhor compreensao das
caracteristicas estruturais destes cromossomos, para compreensdao dos
mecanismos da sua fixacdo e manutencao nas populacoes e da sua
verdadeira funcao, buscando desvendar o verdadeiro papel desses
cromossomos B no genoma dessa espécie.

A aplicacao da técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction),
desenvolvida por Kary Mullis em 1984 e a utilizacdo de metodologias
envolvendo o uso de RAPD, entre outras, podem fornecer uma vasta gama de
marcadores do genoma nuclear (Stepien & Kocher, 1997). Tais marcadores
tém sido extensivamente utilizados por apresentarem atributos favoraveis
para estudos de conservacao e diversidade genética, por serem abundantes e
apresentarem altos niveis de polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Apesar da potencialidade da técnica de RAPD e de outras que
utilizam a técnica de PCR, sdao poucos ainda os trabalhos envolvendo este
tipo de marcador molecular em cromossomos supranumerarios de diferentes
grupos de organismos. Gourmet & Rayburn (1996) trabalharam com milho
Zea mays, encontrando associacdo entre marcadores moleculares do tipo
RAPD e cromossomos B em uma analise populacional, utilizando quatro
primers e conduzindo pesquisa envolvendo mapeamento, origem e evolucao
dos cromossomos B. Tosta et al. (1998) também descobriram um marcador

RAPD associado a cromossomo B em abelhas operarias da espécie Partamona
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helleri, do mesmo modo que Levin et al. (1993) em galinhas, Kim et al. (1996)
em humanos, Vogel et al. (1997) em bovinos, Stein et al. (2001) em salmao
(Oncorhynchus tshawytscha) e Kovacs et al. (2001) em catfish (Clarias
gariepinus), entre outros, identificaram seqUéncias especificas de
cromossomos sexuais por meio do RAPD. Assim também os trabalhos de
Tanic et al. (2000), Qi et al. (2002), Ziegler et al. (2003) e Schmid et al.
(2006), mostram que técnicas com base em PCR como AP-PCR, AFLP entre
outras, podem ser usadas para deteccao de sequéncias especificas dos
cromossomos B, como demonstrado por Lin & Chou (1997), em Zea mays,
que resultaram num mapa fisico desta espécie. Neste sentido, a aplicacao
destas técnicas em cromossomos B de Astyanax scabripinnis portadores
podem resultar em informacdes importantes sobre a sua estrutura e
composicao, além de possibilitar a formulacao de hipoteses sobre a origem e
evolucao desses enigmaticos cromossomos nos peixes e, portanto, nos

vertebrados.

MATERIAL E METODOS
Coleta

Foram coletados e analisados 28 exemplares (18 fémeas e 10
machos) de Astyanax scabripinnis do corrego Cascatinha (Botucatu-SP),
componente da bacia hidrografica do rio Tieté e 7 individuos (3 fémeas e 4
machos) no Ribeirdo Agua da Madalena (Botucatu-SP), componente da bacia
hidrografica do rio Pardo (afluente do rio Paranapanema). O processamento
do material e sua analise molecular foram realizados no Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes, do Departamento de Morfologia, IB, UNESP,
em Botucatu, SP. Os exemplares utilizados na amostragem foram

identificados e mantidos na colecao de peixes do Laboratério.

Processamento das amostras

Preparacdao Cromossomica:
Nas preparacoes cromossdmicas para analise citogenética dos

exemplares foram utilizadas células do tecido renal, seguindo a metodologia
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descrita por Foresti et al. (1993); o bandeamento C, segundo Sumner (1972).
Os dados citogenéticos permitiram identificar nas amostras coletados os

individuos portadores de cromossomo B.

Processamento do DNA total:

O DNA total dos individuos foi extraido de amostras de tecido
muscular e do figado, seguindo-se a metodologia descrita por Sambrook &
Russell (2001), com algumas modificacoes. A partir do DNA total foi retirado
uma aliquota de cada um dos individuos para reuni-los em dois tubos, um
tubo contendo “pool” de DNA total dos individuos portadores de cromossomo
B e o outro com “pool” de DNA total de individuos néo portadores de
cromossomos B, os quais serviram de suporte para a aplicacdo da técnica de

RAPD e isolamento de sequiéncias especificas deste tipo de cromossomao.

Obtencdo e isolamento do fragmento especifico:

O DNA total foi amplificado utilizando-se a técnica de RAPD
(“Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction”) ou AP-PCR (“Arbitrarily Primed
Polymerase Chain Reaction”), técnica descrita independentemente por Williams
et al. (1990) e Welsh & McClelland (1990). Utilizando-se para o presente
trabalho o Kit Ready-to-go (Amersham Biosciences). A banda diagnostica
obtida para individuos da espécie A. scabripinnis portadores de cromossomo
B, foi purificada pelo GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham

Biosciences), seguindo as especificacoes do fabricante.

Hibridagdo in situ Fluorescente (FISH)
A hibridacao in situ foi realizada segundo Martins & Galetti Jr
(2001), com algumas modificacoes. O DNA especifico purificado foi marcado
com o Kit BioNick™ Labeling System (Invitrogen), seguindo-se as
especificacoes do fabricante. A sonda foi preparada e desnaturada a 95°C
por S minutos e passada ao gelo imediatamente. Utilizou-se laminas recém

preparadas e laminas pingadas guardadas no freezer (-20 °C). Nenhum pré-
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tratamento foi realizado. O DNA cromossomico foi desnaturado por 2 min em
formamida 70% a 67°C e entdo desidratado em série alcodlica gelada 70, 85
e 100%, por 2 minutos cada. Foram acrescentados 30ul de solucado de
hibridacao sobre a laminula e invertida a lamina contendo o material sobre a
mesma. As laminas foram mantidas com o material voltado para baixo em
camara umida (2xSSC) a 37°C overnight. Sendo entao a laminula removida,
a preparacdao lavada em 2xSSC, pH=7,0 a 72°C em banho Maria sem
agitacao, por S minutos, transferindo-se para a solucdo de tampao PBS (8,5g
de NaCl; 1,115g de NaxHPOg4; 0,2g de KH2PO4; 100ml de agua; pH=7,4) a
temperatura ambiente para proceder a deteccao. A deteccao e amplificacao
do sinal de hibridacdo foram feitas com Fluoresceina-avidina conjugada
(FITC) e anti-avidina biotinilada. A lamina foi contra-corada com DAPI e

guardada a -20°C por 3 dias antes da analise.

Anadlise dos dados:

A amplificacdo utilizando a técnica de RAPD foi a estratégia para
isolar sequiéncias presentes nos cromossomos B. Apés serem quantificadas
em espectrofotometro separadamente em 50ng cada, as amostras utilizadas
foram agrupadas em 2 “pools”, sendo “pool A” (DNA total de 7 individuos,
machos e fémeas, que nao apresentam cromossomo B) e “pool B” (DNA total
de 7 individuos, machos e fémeas, que apresentam cromossomo B).
Experimentos de dinamica de RAPD foram testados utilizando-se 32 primers
diferentes para amplificar o DNA total de Astyanax scabripinnis a partir
destas duas amostras (“pool A” e “pool B”). O DNA amplificado foi corrido em
gel de agarose 2% utilizando um marcador de peso molecular conhecido para
comparacao (1Kb Plus Ladder DNA, Gibco.Brl Life Technologies), corado com
brometo de etidio (10mg/ml), sob luz ultravioleta e foto-documentacédo dos
géis, foi utilizado o programa computacional Kodak Digital Science 1D, dos
quais apenas dois primers diagnosticaram banda especifica para individuos
portadores de cromossomo B. Posteriormente o DNA de todos os individuos,
empregando os mesmos dois primers, foram submetido a mesma técnica
para confirmacado da repetibilidade dessas bandas diagnosticadas. Estas

foram cortadas do gel de agarose 2%, uma a uma, colocadas em tubos de
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Eppendorf, devidamente identificados e separadas para serem purificadas e
produzidas sondas, nomeadas de AsRI e AsRVII. Estas sondas foram
marcadas e hibridizadas em cromossomos metafasicos de Astyanax
scabripinnis coletados nas duas localidades, nos individuos com e sem
cromossomos B. As laminas hibridizadas foram analisadas e
fotodocumentadas no fotomicroscopio de fluorescéncia BX61 (Olympus). As
imagens foram capturadas através de uma camera digital DP70 (Olympus) e

processadas pelo programa computacional Adobe Photoshop 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As duas populacoes de Astyanax scabripinnis estudadas neste
trabalho ja tinham seu padrao cariotipico bem determinado. Os individuos
coletados no corrego Cascatinha, pertencente a Bacia do Rio Tieté (Botucatu-
SP), apresentaram 2n=50, porém os individuos que apresentaram
cromossomos supranumerarios tinham 2n=51, ou seja, 25 pares de
cromossOmicos do complemento (A) e um cromossomo que nao possui
homologia com nenhum dos outros cromossomos do complemento,
chamados de cromossomo B. Os individuos coletados no Ribeirdo Agua da
Madalena pertencente a Bacia do Rio Pardo (Botucatu-SP) apresentaram
2n=46, sendo os individuos que apresentaram = Cromossomos
supranumerarios tinham 2n=47, ou seja, 23 pares de cromossomicos do
complemento (A) e um cromossomo B, como ja descritos anteriormente por
Maistro et al. (1994a), Porto-Foresti et al. (1997), Maistro et al. (1998),
Maistro et al. (2001) e Vieira (2001).

Entre os 28 exemplares de Astyanax scabripinnis coletados no
corrego Cascatinha (Botucatu-SP), 10 apresentaram cromossomo B e dos 7
individuos coletados no Ribeirdo Agua da Madalena (Botucatu-SP), 3
apresentaram cromossomos supranumerarios. Apesar da diferenca
encontrada nos numeros dipléides, os individuos portadores de cromossomo
supranumerario ndo apresentaram diferencas morfologicas aparentes, para
ambas as localidades.

Através do bandeamento C foi possivel observar diferencas no

padrao de distribuicao da heterocromatina constitutiva nos cromossomos B
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da espécie Astyanax scabripinnis. Nos individuos coletados no Corrego
Cascatinha que foram submetidos ao bandeamento C, os cromossomos B
apresentam-se homogeneamente corado (Figura 2a), com coloracdo mais
clara, contudo, do que as bandas heterocromaticas encontradas nos
cromossomos do complemento A (Figura 2). Esta caracteristica foi nomeada
de pseudo-heterocromatica. Segundo descricao de Maistro et al. (2001), o
cromossomo B presente em alguns individuos analisados do Corrego
Cascatinha apresentou-se fortemente heterocromatico por inteiro, quando
submetido ao mesmo procedimento. Tal diferenca de coloracdo nao foi,
contudo, analisada em detalhe, uma vez que poderia estar relacionada a
procedimentos metodologicos e tratar-se de limitacdo proporcionada pelo
processo realizado utilizando filmes e ampliacées manuais em papel Kodak,
nos resultados descritos por aqueles autores. Neste trabalho as imagens
foram capturadas no fotomicroscopio através de uma camera digital DP70
(Olympus) e processadas pelo programa computacional Adobe Photoshop 7.0.

Na populacdo Ribeirao Agua da Madalena o cromossomo B
apresenta-se “zebrado” com faixas heterocromaticas e eucromaticas
intercaladas, como anteriormente descrito por Vieira (2001).

A amplificacdo do DNA gendémico pela técnica de RAPD de 35
individuos coletados nas duas localidades, previamente cariotipados para
identificacao dos individuos portadores de cromossomos B, possibilitou
caracterizar dois potenciais segmentos de DNA B-especificos de Astyanax
scabripinnis (Figura 3,4 e 5). Apenas com utilizacdo do Kit Ready-to-go
(Amersham biosciences) e seguindo as especificacoes do fabricante, foi
possivel obter banda diagnoéstica (banda que so6 foi visualizada em individuos
com cromossomo B). Com a utilizacdo do mesmo obteve-se repetibilidade dos
padroes de bandas analisados para cada primer, possibilitando assim inferir
relacoes entre a banda diagnosticada com a presenca de cromossomo
supranumerario. A partir desse resultado, os dois primers foram testados em
todos os individuos separadamente e confirmada a presenca ou auséncia da
banda utilizando um marcador de peso molecular conhecido para
comparacao (1Kb Plus Ladder DNA, Gibco.Brl Life Technologies), corado com

brometo de etidio (10mg/ml). Foi também colocado junto as amostras no gel
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de agarose um controle negativo, consistindo de todos os componentes
exceto DNA gendmico, para monitorar quaisquer possiveis contaminacoes
em relacdo a banda diagnéstica.

O Primer 1 (3> GTAGCACTCC 3’) apresentou uma banda de
900pb e o primer 7 (5 GTCCATGCCA 3’) de 1000pb, aproximadamente
(Figura 3). Contudo, na analise conjunta das amostras de ambas as
localidades, observou-se que alguns individuos portadores de cromossomo
B, nado apresentavam a banda diagnoéstica (Figuras 4 e 5). Sendo assim a
identificacao dos potencias segmentos de DNA B-especificos de Astyanax
scabripinnis foi possivel apenas para os individuos que possuem
cromossomo B do Cérrego Cascatinha, tanto para o primer 1 quanto para o
primer 7. O forte sinal destas bandas indica que se trata de DNA altamente
repetitivo como mostram as Figuras 3, 4 e 5.

Como esta evidente, nesta espécie existem diferencas
morfologicas (padrao de banda C) entre os cromossomos supranumerarios
das duas localidades, como foi abordado anteriormente. Pela aplicacao da
técnica de RAPD também foi possivel separa-los, pois somente os individuos
portadores de cromossomos B coletados no corrego Cascatinha
apresentaram a banda diagnostica para os dois primers (Figuras. 4 e 5).
Pode-se dizer assim que, o uso de marcadores desta natureza é bastante
eficiente para a identificacao destes cromossomos.

A técnica de RAPD, ja foi utilizada em outros trabalhos para
identificar marcador associado aos cromossomos B, tanto em milho da espécie
Zea mays (Gourmet & Rayburn, 1996) quanto em abelhas operarias de
Partamona helleri (Tosta et al.,, 1998, 1999 e 2004). Além disso, dados obtidos
por Levin et al. (1993) em galinhas; Stein et al (2001) em salmao
(Oncorhynchus tshawytscha) e Kovacs et al (2001) em catfish (Clarias
gariepinus), entre outros, revelam a identificacao de sequiéncias especificas de
cromossomos sexuais por meio do RAPD, enquanto Tanic et al. (2000); Qi et al.
(2002); Ziegler et al.2003 e Schmid et al., 2006 mostram que outras técnicas
com base em PCR como, AP-PCR e AFLP, podem ser usadas para deteccao de

sequéncias especificas dos cromossomos B.
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Com o intuito de aumentar a concentracido de DNA durante a
recuperacdo da banda cortada do gel de agarose 2%, foram realizadas trés
amplificacoes do DNA do mesmo individuo. Apoés a excisdo, a banda
marcadora foi purificada e o DNA presente na mesma foi submetido a
eletroforese para checagem e quantificacdo. A banda obtida a partir da
eletroforese deste DNA purificado mostrou padrao eletroforético semelhante ao
da banda excisada, demonstrando confiabilidade e adequacao do método
utilizado (dado nao mostrado).

Stark et al. (1996) foi o primeiro a isolar seqUiéncias especificas
de cromossomo B de Milho (Zea mays) e posteriormente Tosta et al. (1998)
que isolou sequiéncias especificas de cromossomo B de abelhas (Partamona
heller)). Contudo, este consiste do primeiro trabalho que isolou sequiéncias
especificas de cromossomo B de peixes utilizando um marcador RAPD
associado a cromossomo supranumerario.

Os DNAs purificados, das bandas diagnosticas, foram marcados
com o Kit BioNick™ Labeling System (Invitrogen), seguindo-se as
especificacoes do fabricante, dos quais foram produzidas as sondas
denominadas de AsRI (DNA dos individuos amplificados com o primer 1) e
AsRVII (DNA dos individuos amplificados com o primer 7) e que foram
utilizadas na hibridacao in situ fluorescente (FISH).

A técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH), tem sido
utilizada frequentemente para analise de estrutura de cromossomos B, em
varias espécies como no centeio (Secale cereale) (Cuadrado & Jouve, 1994;
Wilkes et al., 1995); em Brachycome dichrossomatica (Donald et al., 1995); em
gafanhotos (Eyprepocnemis plorans) (Lopez-Leon et al., 1994); em Drosoplila
subsilvestris (Gutknecht et al., 1995), no ratdao do banhado (nectomys) (Silva &
Yassuda, 1998); em milho (Qi et al., 2002); em peixes Astyanax scabripinnis
(Mestriner et al., 2000) e Alburnus alburnus (Ziegler et al., 2003; Schmid et al.,
2006), entre outros.

No presente trabalho também foi utilizada a técnica de FISH para
localizar as sondas AsRI e AsRVII, que apresentaram homologia apenas com
o cromossomo B dos individuos coletados no Coérrego Cascatinha, nao sendo

observadas marcacoes em nenhum dos demais cromossomos do
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complemento padrao. Com estas mesmas sondas, também nao foram
evidenciadas marcacoes nos cromossomos B dos individuos coletados no
Ribeirdo Agua da Madalena, bem como nos demais cromossomos do
complemento normal (Figura 6 e 7).

As mesmas sondas foram colocadas para hibridar em laminas
com os cromossomos metafasicos de outros individuos da mesma populacao,
porém sem O cromossomo supranumerario, e o resultado foi a auséncia de
marcacdo nos cromossomos do complemento. Resultado semelhante
também foi encontrado por Schmid et al. (2006) em peixes da espécie
Alburnus alburnus, o que levou os autores a sugerirem que O Cromossomo
supranumerario nao teria se originado dos cromossomos do complemento
padrao, mas teria evoluido independentemente, nesta espécie.

De modo semelhante, os resultados obtidos no presente trabalho
podem indicar que cromossomos supranumerarios identificados nos
individuos das duas populacoes estudadas poderiam ter tido a mesma
origem, porém passando na sua transicdo para a neutralidade ou
“parasitismo”, por diferentes processos de heterocromatinizacdo dos
elementos, conforme proposto por Jones & Rees (1982). Na trajetéria comum
de evolucao dos cromossomos B; ou ainda, apos terem tido a mesma origem,
teriam passado por processos de evolucao independentes, como proposto por
alguns pesquisadores como Beukeboom (1994).

Neste caso, os cromossomos B teriam tido inicialmente evolucao
paralela a dos cromossomos A, sofrendo posteriormente alteracoes que os
tornariam diferentes dentro do genoma de seus portadores. Assim,
populacoes de Astyanax scabripinnis com ampla distribuicdo e com presenca
de individuos com cromossomo B, inicialmente portadoras de cariotipo
comum, poderiam ter iniciado processos de modificacao cariotipica, com
decorréncias na macro e micro estrutura do genoma. O resultado poderia ser
observado como cariotipos diferenciados nas populacoes atuais e
cromossomos B especificos com segmentos heterocromaticos proprios e

elementos supranumerarios individualizados.

- 12 -



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

FIGURAS

Figura. 1: Exemplar de Astyanax scabripinnis coletado no Corrego

Cascatinha (Botucatu-SP).
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Figura 2: Metafases somaticas de Astyanax scabripinnis submetidas
ao tratamento com hidréoxido de Bario (Banda C) evidenciando o padrao de
distribuicdo da heterocromatina constitutiva. a) Metafase de um individuo coletado
no coérrego Cascatinha (Botucatu-SP) com 2n=51 cromossomos; a seta indica o
cromossomo supranumerario “pseudo-heterocromatico”. b) Metafase de um
individuo coletado no Ribeirao Agua da Madalena (Botucatu-SP), com 2n=47
cromossomos; a seta indica o cromossomo supranumerario que se apresenta com

faixas heterocromaticas e faixas eucromaticas “zebrado”.
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Figura. 3: Amostras do “pool A” (DNA total de 7 individuos, machos e

fémeas, que nao apresentam cromossomo B) e “pool B” (DNA total de 7 individuos,

machos e fémeas, que apresentam cromossomo B) de Astyanax scabripinnis

amplificado por RAPD, de apenas 7 primer dos 32 analisados. (L: 1Kb Plus Ladder

DNA - Gibco. Brl, Al: “pool A” amplificado com o primer 1; B1: “pool B”
com o primer 1; A5: “pool A” amplificado com o primer 5; B5: “pool B”
com o primer 5; A6: “pool A”amplificado com o primer 6; B6: “pool B”
com o primer 6; AT7: “pool A” amplificado com o primer 7; B7: “pool B”
com o primer 7; A8: “pool A” amplificado com o primer 8; B8: “pool B”

com o primer 8; A9: “pool A” amplificado com o primer 9; B9: “pool B”

amplificado
amplificado
amplificado
amplificado
amplificado

amplificado

com o primer 9; AlO: “pool A” amplificado com o primer 10; B10: “pool B”

amplificado com o primer 1. As setas indicam as bandas diagnésticas encontradas

para o “pool B” obtidas pelos primers 1 e 7, respectivamente.
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Figura. 4: Amostras dos individuos contidos nos “pool A” e “pool B” de Astyanax
scabripinnis amplificado separadamente por RAPD, utilizando primer 1. (L: 1Kb Plus
Ladder DNA - Gibco. Brl, 2 a 8: individuos que ndo apresentam cromossomo B; 9:
“pool A” amplificado com o primer 1; 10: controle negativo; 11: “pool B” amplificado
com o primer 1; 12 a 18: individuos que apresentam cromossomo B. A seta indica a
banda diagnéstica encontrada para individuos portadores de cromossomo B
utilizando primer 1. Os individuos 12, 14 e 16, nao apresentaram a banda
diagnéstica, e representam parte da amostragem coletada no Ribeirdo Agua da
Madalena, os demais individuos (13, 15, 17 e 18) que apresentam a banda sao do

outro ponto de coleta, do Corrego Cascatinha.
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Figura. 5: Amostras dos individuos contidos nos “pool A” e “pool B” de
Astyanax scabripinnis amplificados separadamente por RAPD, utilizando primer 7.
(L: 1Kb Plus Ladder DNA - Gibco. Brl, 2 a 8: individuos que néo apresentam
cromossomo B; 9: “pool A” amplificado com o primer 7; 10: controle negativo; 11:
“pool B” amplificado com o primer 7; 12 a 18: individuos que apresentam
cromossomo B. A seta indica a banda diagnéstica encontrada para o “pool B”
utilizando primer 7. Os individuos 12, 14 e 16 nao apresentaram a banda
diagnostica, e representam parte da amostragem coletada no Ribeirdo Agua da
Madalena, os demais individuos (13, 15, 17 e 18) que apresentam a banda sao do

outro ponto de coleta, do Cérrego Cascatinha
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Figura. 6: Localizacao da sonda AsRI, obtida pela técnica de RAPD em

metafase somatica de Astyanax scabripinnis. a) a seta indica a marcacao da sonda
AsRI detectado por avidina-FITC. b) metafase capturada por fluorocromo DAPI-FITC

e a seta indica cromossomo B marcado com a sonda AsRI.
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Figura. 7: Localizacdo da sonda AsRVII, obtida pela técnica de RAPD em

metafase somatica de Astyanax scabripinnis. a) a seta indica a marcacao da sonda
AsRVII detectado por avidina-FITC. b) metafase capturada por fluorocromo DAPI-
FITC e a seta indica cromossomo B marcado com a sonda AsRVII.

-17 -



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

Beukeboom, L.M. (1994). Bewildering Bs: an impression of the 1st B-
chromosome conference. Heredity, 73:328-336.

Camacho, J. P. M. & Parker, J. (1993). First B Chromosome Conference.
Miraflores de la Sierra, Madrid.

Camacho, J.P.M. (2005). B chromosomes. In: Gregory, T.R. The evolution of
the genome. San Diego, California, USA, p. 223-286.

Cuadrado, A. & Jouve, N. (1994). Highly repetitive sequences in B
chromosomes of Secale cereale revealed by in situ hybridisation. Genome,
37: 709-712.

Donald, T.M.; Leach, C.R.; Clough, A.; Timmis, J.N. (1995). Ribosomal RNA
genes and the B chromosome of Brachycome dichrosomatica. Heredity,
74: 55&-561.

Eenennaam, A.L.; Eenennaam, J.P.V.; Medrano, J.F.; Doroshov, S.I. (1996).
Rapid verification of meiotic gynogenesis and polyploidy in white sturgeon
(Acipenser transmontanus Richardson). Aquaculture, 147: 177-89.

Eigenmann, C.H. (1921). The american characidae. Memoirs of Museum
Comparative Zoology, 43: 227-310.

Fernandes, C.A. & Martins-Santos, [.C. (2005). Sympatric occurrence of
three cytotypes and four morphological types of B chromosomes of
Astyanax scabripinnis (Pisces, Characiformes) in the River Ivai Basin,
state of Parana, Brazil. Genética, 124: 301-306.

Ferreira, M.E. & Grattapaglia, D. (1996). Introducado ao uso de marcadores
moleculares em analise genética. 2° ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEM.
p-.220.

Foresti, F.; Oliveira, C.; Almeida-Toledo, L.F. (1993). A method for
chromosome preparations from large specimens of fishes using in vitro
short treatment with colchicine. Experientia, 49: 810-813.

Gourmet, C. & Rayburn, L. (1996). Identification of RAPD markers
associated with the presence of B chromosomes in maize. Heredity, 77:
240-244.

Gutknecht, J.; Sperlich, D.; Bachmann, L. (1995). A species specific satellite
DNA family of Drosophila subsilvestris appearing predominantly in B

chromosomes. Chromosoma, 103: 539-544

Jones, R.N. & Rees, H. (1982). B chromosomes. Academic Press, New York,
249 p.

- 18 -



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

Kovacs, B.; Egedi, S.; Bartfai, R.; Orban, L. (2001). Male-specific DNA
markers from African catfish (Clarias gariepinus) Genetica, 110: 267-276.

Lin, B.Y. & Chou, H.P. (1997). Physical mapping of four RAPDs in the B
chromosome of maize. Theor. Appl. Genet., 94: 534-538.

Lopez-Léon, M.D.; Neves, N.; Schwarzacher, J.S.; Heslop-Harrison, J.S.;
Hewitt, G.M.; Camacho, J.P.M. (1994). Possible origin of a B chromosome
deduced from its DNA composition using double fish technique.
Chromosome Research, 2: 87-92.

Maistro, E.L.; Foresti, F.; Oliveira, C.; Almeida-Todedo, L.F. (1992).
Occurrence of macro B chromosome in Astyanax scabripinnis paranae
(Pices, Characiformes, characidae). Genética, 87: 101-106.

Maistro, E.L.; Foresti, F.; Oliveira, C. (1994a). New occurrence of a macro B-
chromosome in Astyanax scabripinnis paranae (Pisces, Characiformes,
Characidae). Rev. Bras. Genet.,17: 153-156.

Maistro, E.L.; Oliveira, C.; Foresti, F. (1998). Comparative cytogenetic and
morphological analysis of Astyanax scabripinnis paranae (Pisces,
Characidae, Tetragonopterinae). Genet. Molec. Biol., 21: 201-206.

Maistro, E.L.; Oliveira, C.; Foresti, F. (2001). Cytogenetic characterization of
a supemumerary chromosome segment and of B-chromosomes in
Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae). Genetica, 110: 177-183.

Martins, C. &. Galetti Jr, P.M (2001). Organization of 5S rDNA in species of
the fish Leporinus: Two different genomic locations are characterized by
distinct nontranscribed spacers. Genome, 44: 903-910.

Mestriner, C.A.; Galetti Jr, P.M.; Valentini, S.R.; Ruiz, I.R.G.; Abel, L.D.S;
Moreira-Filho, O.; Camacho, J.P.M. (2000). Structural and functional
evidence that a B chromosome in the characid fish Astyanax scabripinnis
is an isochromosome. Heredity, 85: 1-9.

Moreira Filho, O. & Bertollo, L.A.C. (1991). Astyanax scabripinnis (Pisces,
Characidae): a species complex. Rev. Brasil. Genet., 14: 331-358.

Moreira-Filho, O.; Galetti Jr., P.M.; Bertollo, L.A.C. (2004). B chromosomes
in the fish Astyanax scabripinnis (Characidae, Tetragonopterinae): An
overview in natural populations. Cytogenet. Genome Res., 106: 230-234.

Neo, D.M.; Bertollo, L.A.C.; Moreira-Filho, O. (2000a). Morphological
differentiations and possible origin of B chromosomes in natural Brazilian
population of Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae). Genetica, 108:
211-215.

-19 -



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

Porto-Foresti, F.; Oliveira, C.; Maistro, E.L.; Foresti, F (1997). Estimated
frequency of B-chromosomes and population density of Astyanax
scabripinnis paranae in a small stream. Brazilian Journal of Genetics, 20:
377-380.

Qi, L.X.; Zeng, H.; Li, X.L. (2002). The molecular characterization of maize B
chromosome specific AFLPs. Cell. Res., 12: 63-68.

Salvador, L.B. & Moreira-Filho, O. (1992). B chromosomes in Astyanax
scabripinnis (Pisces, Characidae). Heredity, 69: 50-56.

Sambrook, J. & Russell, D.W. (2001). Molecular cloning: a laboratory manual.
Third Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Schmid, M.; Zlegler, ,C.G.; Steinlein, C.; Nanda, I.; Schartl, M. (2000).
Cytogenetics of the bleak (Alburnus alburnus), with special emphasis on
the B chromosomes. Chromosome Research, 14: 231-242.

Silva, M.J.J. & Yonenaga-Yassuda, Y. (1998). Heterogeneity and meiotic
behaviour of B and sex chromosomes, banding patterns and localization
of (TTAGGG). sequences by fluorescence in situ hybridization in the
neotropical water rat Nectomys (Rodentia, Cricetidae). Chromosome Res.,
6: 455-462.

Stark, E.A.; Connerton, I; Bennet, S.T. (1996). Molecular analysis of the
structure of the maize B-chromosome. Chromosome Res., 4: 15-23.

Stein, J.; Phillips, R.B.; Devlin, R.H. (2001). Identification of the Y
chromosome in chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha). Cytogenetic
and Cell Genetics, 92: 108-110.

Sumner, A.T. (1972). A simple technique for demonstrating centromeric
heterochromatin. Experimental Cell Research, 75: 304-306.

Stepien, C.A. & Kocher, T.D. (1997). Molecules and morphology in studies of
fish evolution. In: Kocher, T.D.; Stepien, C.A.(eds.). Molecular Systematics
of fish. New York: Academic Press. p.1-12.

Tanic, N.; Dedovic, N.; Vujosevic, M.; Dimitrijevic, B. (2000). DNA profiling of
B chromosomes from the Yellow-necked mouse Apodemus flavicollis
(Rodentia, Mammalia). Genome Research, 10: 55-61.

Tosta, V.C.; Waldschmidt, A.M.; Brito, R.M.; Pompolo, S.G.; Salomao, T.M.F.;
Barros, E.G.; Campos, L.A.O. (1998). Marcadores RAPD ligados a
Presenca de cromossomos supranumerarios em Partamona helleri
(Hymenoptera, Apidae). Genet. Moi. Biol., 21 (Suppl): 83.

Tosta, V.C.; Waldschmidt, A.M.; Good-God, P.L.V.; Pompolo, S.G.; Barros,
E.G.; Campos, L.A.O. (1999). Uso de marcadores moleculares para o

-20 -



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

estudo de cromossomos supranumerarios em Partamona helleri
(Hymenoptera, Apidae, Meliponinae). Genet. Mol. Biol., 22 (Suppl): 182.

Tosta, V.C.; Fernandes-Salomao, T.M.; Tavares, M.G.; Pompolo, S.G.; Barros,
E.G.; Campos, L.A. (2004). A RAPD marker associated with B
chromosomes in Partamona helleri (Hymenoptera, Apidae). Cytogenet.
Genome. Res., 106(2-4): 279-83.

Vieira, M.M.R. (2001). Analise da evolucao de populacoes locais de Astyanax
scabripinnis (Pisces, Characiformes, Characidae) da regidao de Botucatu
com base em caracteres cromossomicos e de DNA mitocondrial. Tese de
doutorado. Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista,
Botucatu, SP. p128.

Welsh, J. & McClelland, M. (1990). Fingerprinting genomes using PCR with
arbitrary primers. Nucleic. Acids Research, 18: 7213-7218.

Wilkes, T.M.; Francki, M.G.; Langidge, P. (1995). Analysis of rye B-
chromosome structure using fluorescence in situ hybridization (FISH).
Chromosome Res., 3: 466-472.

Williams, J.G.K.; Kubelik, A.R.; Livak, K.J.; Rafalski, J.A.; Tingey, S.V.
(1990). DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as
genetic markers. Nucleic Acids Research, 18: 6531-6535.

Ziegler, C.G.; Lamatsch, D.K.; Steinlein, C.; Engel, W.; Schartl, M.; Schmid,
M. (2003). The giant B chromosome of the cyprinid fish Alburnus alburnus
harbours a retrotransposons-derived repetitive DNA sequence.
Chromosome Research, 11: 23-35.

-21 -



CAPITULO II

IDENTIFICACAO DE CROMOSSOMO SUPRANUMERARIO EM
Astyanax scabripinnis (CHARACIFORMES, CHARACIDAE)
UTILIZANDO MICRODISSECACAO CROMOSSOMICA.

Algo s6 é impossivel até que alguém duvida
e acaba provando o contrario.
Albert Einstein
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RESUMO

Nos ultimos 20 anos, varias informacoes tém sido acrescidas,
com diferentes tipos de abordagens, sobre as caracteristicas dos
cromossomos supranumerarios (ou B) em peixes e em diversos grupos de
organismos, com a finalidade de se entender a origem e possiveis funcoes
desses elementos gendmicos nos individuos que os possuem. A presenca de
cromossomos B em peixes ndo € um evento raro e sua ocorréncia tem sido
descrita em um grande numero de espécies, principalmente da fauna
neotropical. Porém, ainda sdo poucas as informacodes existentes sobre a
origem e funcao desempenhada por estes enigmaticos segmentos genoémicos.
Estes cromossomos sao adicionais e ndo homologos aos do complemento
padrao (A), podendo persistir na populacdo em alta freqiiéncia, o que faz
aumentar o interesse pelo seu estudo. Neste trabalho foi utilizada a espécie
Astyanax scabripinnis que é portadora de um sistema formado pela presenca
de um macrocromossomo B, além dos cromossomos normais (complemento
A) e representa um modelo interessante para estudos citogenéticos
envolvendo aspectos da sua origem, estrutura e funcdo. A partir de
preparacoes cromossomicas de Astyanax scabripinnis (2n=50 +1B),
capturados no corrego Cascatinha, pertencente a Bacia Hidrografica do Tieté
(SP), foram obtidas amostras do cromossomo B desta espécie, através da
microdissecacdo cromossomica. Estas foram processadas por analise
molecular, com amplificacado por SCOMP, para obtencdo de sondas
provenientes de segmentos de DNA deste elemento gendémico nos individuos
desta populacdo, o cromossomo B é geralmente de grande tamanho, do tipo
metacéntrico e quando submetido ao bandeamento C, fica corado
fracamente, de maneira homogénea, sugerindo ser este de um tipo “pseudo-
heterocromatico”. Uma sonda obtida foi hibridizada por microFISH em
preparacoes cromossomicas dos mesmos individuos dos quais o0s
cromossomos B foram microdissecados, revelando marcacoes conspicuas ao
longo do cromossomo supranumerario, sugerindo aparente amplificacao

preferencial de algumas regides desses cromossomos.

Palavra Chave: Characidae, microdissecacao, Cromossomo B, microFISH
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a citogenética de peixes tem se
desenvolvido de modo significativo, num salto expressivo de obtencao de
informacoes com a introducao de novas técnicas para analise cromossomica.
Assim, a construcao de variacoes envolvendo tanto o numero quanto a
estrutura dos cromossomos dos peixes vem aumentando a medida que se
ampliam os estudos citogenéticos nesses animais.

Segundo Almeida-Toledo et al. (2000) a variabilidade
cromossOmica em peixes neotropicais € extraordinaria quanto ao numero e
formula cromossémica. Dentro do grupo de peixes representado pela espécie
Astyanax scabripinnis encontra-se uma grande variabilidade cariotipica,
reflexo de suas caracteristicas ecologicas e genéticas, além de apresentar
poliploidias naturais, polimorfismos em regides organizadoras de nucléolos,
padroes de bandeamentos heterocromaticos e eucromaticos e presenca de
cromossomos B, o que as tornam bastantes atrativas para os citogeneticistas
(Moreira-Filho & Bertollo, 1991).

A presenca de cromossomo supranumerario ja foi descrita em
individuos de 21 populacoes de Astyanax scabripinnis de varias localidades e
de diferentes bacias hidrograficas, sendo que o macrocromossomo B
metacéntrico esta presente em 17 populacoées e o microcromossomo B
mostrou-se exclusivos das outras quatro populacoes (Moreira-Filho et al,
2004). Por outro lado, as demais formas variantes como o macrocromossomo
e o microcromossomo B submetacéntricos, foram encontradas somente nas
populacdes provenientes da regido de Campos do Jorddo (Moreira-Filho et
al., 2004).

Segundo Moreira-Filho & Bertollo (1991), esta espécie de peixe
tem sido considerada componente de um complexo de espécies, por
apresentar esta grande diversidade morfologica e cariotipica, denominado de
“complexo scabripinnis”, que apresenta uma grande distribuicao geografica,
sendo predominante na América do Sul (Fernandes & Martins-Santos,
2005). Devido a essa grande variabilidade encontrada na espécie Astyanax
scabripinnis € principalmente relacionada ao fato de alguns individuos e

algumas populacoes serem portadoras de cromossomos B, fica evidente a

_3-
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necessidade do desenvolvimento e da aplicacao de novas metodologias
voltadas ao estudo do cromossomo supranumerario, para auxiliar, associado
a aplicacao de técnicas convencionais e de alta resolucao da citogenética, na
compreensdao dos mecanismos de especiacao que atuaram e atuam neste
grupo de organismos.

A microdissecacao cromossomica € um método viavel para o isolamento
direto de DNA de qualquer regiado citogeneticamente reconhecida. O material
dissecado pode ser wusado para varias aplicacoes, incluindo o
estabelecimento de sondas para FISH, construcao de bibliotecas
cromossOmicas banda-especificas e o mapeamento fisico para analise

citogenética.

A técnica de microdissecacao foi introduzida na citogenética e
fornece um método direto de analise da estrutura e composicdo molecular
dos cromossomos B. As informacodes obtidas por meio dessas analises sao de
grande interesse para o entendimento da possivel funcao desses
cromossomos no genoma de seus portadores (McQuade et al., 1994). A
técnica de microdissecacdo tem sido utilizada no estudo dos cromossomos B
em varios grupos de animais como anfibios (Sharbel et al., 1998);
salamandras (Brinkman et al., 2000); roedores (Karamysheva et al., 2002;
Trifonov et al.,, 2002; Rubtsov et al., 2004) e marsupiais (McQuade et al.,
1994).

A utilizacao da metodologia de micro-FISH, associada a pratica
da microdissecacdo, na caracterizacdo dos cromossomos B de Astyanax
scabripinnis sera uma ferramenta valiosa na obtencao de dados, para uma
melhor compreensao da composicdo, estrutura e mecanismos envolvidos na
origem e evolucao desse tipo de cromossomos nessa espécie e, de uma forma

geral, em peixes.
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MATERIAL E METODOS

Coleta do material

Cinco exemplares adultos de Astyanax scabripinnis coletados no
corrego Cascatinha (Botucatu-SP) componente da bacia hidrografica do rio
Tieté, foram utilizados. Apdés a obtencao de preparacoes cromossomicas
mitoticas verificou-se o numero diploéide de 2n=51 cromossomos em trés
individuos (2 fémeas e 1 macho) devido a ocorréncia de um
macrocromossomo B em sua constituicao cariotipica, dois individuos sem
cromossomo supranumerario apresentaram 2n=50 cromossomos (1 fémeas e
1 macho). Os individuos portadores de cromossomos B foram usados para
microdissecacao cromossomica (Figura 1). O processamento do material e a
microdissecacao foram realizados no Laboratério de Biologia e Genética de
Peixes, do Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, em
Botucatu, SP. Os exemplares utilizados na amostragem foram identificados e
mantidos na colecdo de peixes do Laboratério. A analise molecular foi
realizada no laboratério NEOGENE da Faculdade de Medicina, de Botucatu,

dessa mesma instituicao.

Processamento das amostras

Preparacdo Cromossomica para Microdissecacdo:

A analise citogenética foi realizada em células do tecido renal de
Astyanax scabripinnis, seguindo a metodologia descrita por Foresti et al
(1993) e estocadas em freezer -20°C em suspensdo em metanol para
posterior utilizacdo. A microdissecacao dos cromossomos foi realizada com
base na metodologia descrita por Hu et al (1998). Os cromossomos
supranumerarios de Astyanax scabripinnis foram “raspados” de laminulas,
pingadas e coradas minutos antes da microdissecacao. Para tal
procedimento foram utilizadas microagulhas produzidas por alongamento “a
quente” em puller (Narishige PC-10) de capilares de vidro com diametro de
aproximadamente 0,5mm e outras do tipo Fentotip e Fentotip II adquiridas

da Eppendorf, com diametros de 0,5mm e de 0,2mm, respectivamente. Estas
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foram entao fixadas no micromanipulador eletréonico, Joystick, TransferMan
NK2 (Eppendorf), acoplado ao microscopio AXIOvert 100 (Zeizz). O material
microdissecado foi colocado em tubos de Eppendorf (0,2ml) contendo 20ul de
proteinase K (19ng/ul), sendo tratado em seguida a 37 °C por 2 horas como

descrito por Zhang et al. (2005).

Amplificagcdo, marcagdo e precipitacdo da sonda:

A primeira amplificacdo do DNA foi realizada utilizando o kit
GenomiPhi™ (Amersham Biosciences), seguindo a especificacdo do
fabricante. Depois desta, foi realizada uma segunda amplificacao por SCOMP
“single cell comparative genomic hybridization”, técnica descrita por
Stoecklein et al. (2002). Primeiramente realizou-se uma reacao de digestao
utilizando Mse I digest solution (BioLabs) e outra reacao para a formacao de
adaptadores. Posteriormente, os produtos das reacdoes foram unidos (o
volume total da reacdo do adaptador foi adicionado ao tubo da digestdao que
continha as amostras), sendo incubado a 15°C overnight para a ligacao dos
adaptadores no DNA de interesse. Para a amplificacdo propriamente dita,
acrescentou-se ao mesmo tubo 40ul do mix para a ligacdo de fragmentos
genodmicos, que foi entdo colocado no termociclador utilizando o programa
com rampa e checado em gel de agarose 1%. Utilizou-se Labeling PCR Mix
(Biotina e Digoxigenina, Roche) para a marcacao da sonda obtida. Foram
feitos dois tubos para obtencao de duas sondas diferentes, uma marcada
com Biotina (verde) e outra marcada com Digoxigenina (vermelho) e ambos
os tubos foram colocados no termo no programa indicado no kit. Logo apos
removeu-se o LIB1 de ambas as sondas, para checar em gel de agarose 1% e
estocar no freezer (-20°C). Com a sonda obtida e marcada, foi possivel
realizar o microFISH. Ressuspendeu-se a sonda em 30ul de Hibridisol VII,
sendo esta desnaturada por 10min em banho Maria a 75°C e incubada a

37°C por uma hora antes da hibridacao.

Preparacdo da lamina, hibridacgdo e detecg¢do:
O processo de hibridacdo em lamina foi realizado segundo o

seguinte protocolo: desidratar as laminas em séries alcodlicas (70, 90 e
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100%), por Smin cada. Tratar com Pepsina por 10min aquecida a 37°C.
Transferir as laminas para solucdo de tampao 1XPBS/MgCl, 50mM por a
37°C por 10min. Tratar com 2XSSC por 10min aquecida a 37°C. Desidratar
as laminas numa segunda série alcodlica. Desnaturar as laminas em
Formamida 70%/2XSSC a 70°C por 1min. Desidratar as laminas numa
terceira série alcodlica gelada, por 3min cada. O mesmo procedimento foi
realizado para todas as laminas utilizadas na aplicacdo da técnica de
microFISH. Para a hibridacao, foram colocados 15ul de sonda marcada com
Biotina sobre uma laminula e a lamina tratada foi invertida sobre a mesma.
A preparacao foi selada com rubber cement para nao ressecar e as laminas
foram mantidas em camara umida a 37°C por 72 horas. Este mesmo
procedimento foi realizado com as sondas marcadas com Digoxigenina. Para
proceder a deteccao, foram removidas a pelicula de cola e a laminula e
lavada 2 vezes em formamida 50%/2XSSC a 37°C por Smin cada e 3 vezes
em 2XSSC a 37°C por Smin cada. Colocou-se 20ul de Blockl com 20ul de
TNB sobre a laminula, inverteu-se a lamina sobre a mesma e incubou-se em
camara umida a 37°C por 30 min. A seguir, a laminula foi removida e
preparou-se outra laminula contendo o mix de deteccao (40ul de FITC-
avidina, para a lamina com sonda marcada com Biotina e Sul de anti-dig,
para a de Digoxigenina), que foi incubada em camara umida a 37°C por
30min. A laminula foi removida e a preparacao lavada 3 vezes com WASH-C
a 37°C por Smin cada. Adicionou-se em uma laminula 40ul de anti-avidina,
para a de Biotina e Sul de sheep-anti mouse, para a de Digoxigenina e
incubou-se em camara umida a 37°C por 30min. Esta laminula foi entao
removida e a preparacao lavada 3 vezes com WASH-C a 37°C por Smin cada.
Em outra laminula foram adicionados 40ul de FITC-avidina, para a de
Biotina e 10ul de Rodamina, para a Digoxigenina e a preparacado foi
novamente incubada em camara umida a 37°C por 30min. A laminula
removida e a preparacao lavada 3 vezes com WASH-C a 37°C por Smin cada.
Em uma nova laminula foram adicionados 8ul de DAPI, para ambas as
laminas, que foram acondicionadas em freezer -20°C por no minimo 24

horas.
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Andlise dos dados:

A medida que foram retirados das preparacées cromossomicas
nas laminulas, os cromossomos B microdissecados dos individuos de
Astyanax scabripinnis, foram distribuidos em 6 tubos Eppendorfs (0,2ml)
contendo 20ul de proteinase K (19ng/ul) cada. Estes foram devidamente
identificados e em seguida tratados a 37°C por 2 horas. A sonda foi obtida a
partir de 8 cromossomos B microdissecados de apenas um individuo e
amplificados por SCOMP, sendo denominada de AsMB. Esta foi marcada
com Biotina e Digoxigenina, para ser utilizada nas hibridacoes realizadas.
Para a hibridacao foram utilizados os individuos com cromossomo B, sendo
um deles o individuo do qual se obteve a sonda e outros sem cromossomos
supranumerario, para ambas as sondas. Apos trés dias acondicionadas em
freezer -20°C, as laminas hibridizadas foram analisadas e fotodocumentadas
no fotomicroscopio de fluorescéncia BX61 (Olympus). As imagens foram
capturadas através de um sistema de captura e analise de imagem (Applied
spectral imaging, versao 4.0) do laboratério NEOGENE da Faculdade de
Medicina, da UNESP-Botucatu e processadas pelo programa computacional

Adobe Photoshop 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O macrocromossomos B de Astyanax scabripinnis, coletados no
corrego Cascatinha, € do tipo metacéntrico e equivalente em tamanho aos
cromossomos do primeiro par nesta espécie e apresenta-se geralmente
homogeneamente corado (inteiramente heterocromatico) como ja descritos
anteriormente por varios autores para esta localidade (Maistro et al.,, 1994a,
Porto-Foresti et al., 1997, Maistro et al., 1998, Maistro et al., 2001). Neste
trabalho, os cromossomos B dos individuos coletados no Coérrego Cascatinha
que foram submetidos ao bandeamento C, também se apresentaram
homogeneamente corados, porém com coloracdo mais clara do que as
bandas heterocromaticas encontradas comumente nos cromossomos do
complemento A (Figura 2), por esta razao foi nomeado de “pseudo-

heterocromatico”.
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Conforme descrito anteriormente (Capitulo I), esta diferenca
apresentada poderia estar relacionada com a limitacdo proporcionada pelo
processo realizado por filmes e ampliacoes manuais em papel Kodak, que
determinaria a homogeneizacdo do contraste nas fotos de bandas C,
identificando com a mesma intensidade o cromossomo B e as regides
heterocromaticas dos cromossomos do complemento A. isso pode ser
sugerido pelo fato de neste trabalho as imagens terem sido capturadas no
fotomicroscopio através de wuma camera digital DP70 (Olympus) e
processadas pelo programa computacional Adobe Photoshop 7.0. Os
cromossomos B, uma vez identificados nas preparacoes foram
microdissecados e coletados com certa facilidade, devido a sua morfologia e
tamanho quando comparado ao par (Figura 1) e transferidos para tubos de
Eppendorf (0,2ml) contendo proteinase K (19ng/ul).

A técnica de microdissecacao foi estabelecida desde 1981 e sua
aplicacdo e desenvolvimento tém seguido o avanco da técnica de PCR.
Ludecke et al. (1989) estabeleceu inicialmente a metodologia de amplificacao
de cromossomos microdissecados mediados por vetores. Posteriormente
foram aplicadas outras metodologias para tal amplificacdo, como a técnica
de DOP-PCR (degenerated oligonucleotide primed-polymerase chain reaction),
utilizada pela maioria dos trabalhos anteriormente citados e a técnica de LA-
PCR (linker adaptor-mediated polymerase chain reaction) utilizada por Zhang
et al. (2005).

No estudo dos cromossomos B sua aplicacdao tem sido feita
desde ha algum tempo, principalmente na construcdo e caracterizacdo de
sondas especificas para estes cromossomos em varios organismos, como em
cromossomos B de Crepis capillaris (Jamilena et al.,, 1995) de Secale cereale
(Houben et al.,, 1996) de Alium schoenoprasum (Bougourd et al., 1997), de
Leiopelma hochstetteri (Sharbel et al., 1998), de Dicamptodon tenebrosus
(Brinkman et al,, 2000), de Brachycome dichromosomatica (Houben et al,
2001), de Apodemos peninsulares (Karamysheva et al., 2002 e Trifonov et al.,
2002), de Nyctereutes procyonoides (Trifonov et al, 2002), de Zea mays
(Cheng et al., 2003), de triticum aestivum (Zhang et al., 2005), entre outras.
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No presente trabalho foi utilizada a técnica de SCOMP para
amplificar os cromossomos B microdissecados, técnica esta bastante
utilizada para amplificar DNA de célula cancerosa microdissecada de tecido
parafinado e de DNA em pequenas quantidades (Stoecklein et al., 2002). Este
€ o primeiro trabalho a utilizar esta técnica para tal finalidade, em peixes,
pela sua similaridade com a técnica LA-PCR, que também utiliza
adaptadores baseados na técnica RFLP (restriction fragment length
polymorphisms), reduzindo significativamente a contaminacdo devido a
ligacado de adaptadores com a dupla fita de DNA do cromossomo
microdissecado, mantendo sua qualidade e resultado em baixa possibilidade
de hibridacodes inespecificas ou “backgrounds” (Figura 3).

A sonda AsMB foi obtida através da microdissecacao do
cromossomo B de Astyanax scabripinnis, amplificada e marcada com Biotina
e Digoxigenina pela técnica de SCOMP, sendo checada em gel de agarose,
como mostra a Figura 3. As estringéncias de ambas as bandas obtidas foram
bastante similares, mostrando a eficiéncia da técnica. Porém, nao foi
possivel clonar a sonda devido a pequena quantidade de cromossomos
microdissecados, e ainda frente a grande dificuldade de padronizacdo da
técnica.

A sonda obtida foi hibridizada por microFISH em preparacoes
cromossomicas dos mesmos individuos dos quais os cromossomos B foram
microdissecados. Também foi realizada hibridacao da sonda em preparacoes
mitoticas de individuos sem cromossomos supranumerario. Apos trés dias
acondicionadas em freezer -20°C, as laminas hibridizadas foram analisadas
e fotodocumentadas (Figura 4). A sonda ligada tanto a Biotina quanto a
Digoxigenina hibridou com regidoes dos cromossomos B de todos os
individuos portadores de cromossomos supranumerario, nao sendo
observada nenhuma marcacdo nos cromossomos do complemento A dos
individuos com e sem cromossomos B. Nestes cromossomos as marcacoes
revelaram-se, contudo conspicuas ao longo do cromossomo supranumerario,
sugerindo aparente amplificacdo preferencial de algumas regides desses

cromossomos. Marcacdoes da sonda também puderam ser visualizadas nos
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nucleos interfasicos, mostrando o posicionamento do cromossomo B nesta
fase, reforcando a viabilidade da técnica (Figura 4).

Este mesmo resultado foi encontrado em Triticum aestivum
(Zhang et al.,, 2005), onde através da microdissecacao foram produzidas
sondas especificas para cromossomos B, e hibridam nas preparacoes apenas
nestes cromossomos, reforcando a hipétese de que os cromossomos B
evoluiram independentementes, a partir de diferentes formas de origem,
consideradas tanto intra quanto interespecificas. Varios trabalhos realizados
a partir da década de 90 utilizando técnicas de genética e citogenética
molecular permitiram identificar seqiiéncias especificas dos cromossomos B.
Estas sequiéncias sdo em geral responsaveis pela heterocromatinizacdo dos
cromossomos B apé6s a sua origem, sendo ricas em adenina e timina e em
geral, apresentam seqUéncias repetitivas (Jones, 1995). Contudo, algumas
sondas produzidas a partir de cromossomos B microdissecados
apresentaram homologia com alguns cromossomos do complemento A,
sugerindo uma origem intraespecifica, como em Crepis capillaris (Jamilena et
al., 1995), em Leiopelma hochstetteri (Sharbel et al., 1998), entre outros.

Considera-se, pois, que a hibridacao desta sonda em individuos
principalmente de outras populacoes de Astyanax scabripinnis que
apresentam cromossomo B podera contribuir com novas informacdes que
deverao ser uteis para a identificacdo da estrutura molecular destes
elementos genomicos e gerar subsidios para a compreensao dos mecanismos
de origem e evolucao dos cromossomos supranumerarios nesta espécie e,

por conseguinte, nos peixes.
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FIGURAS

Figura. 1: Micromanipulador eletronico (Joystick, TransferMan NK2,
Eppendorf) acoplado ao microscopio invertido AXIOvert 100 (Zeizz) utilizado para
microdissecacao cromossomica. Ilustracao do processo de microdissecacdo cromossomica,
realizado em metafases somaticas de Astyanax scabripinnis. a) metafase somatica de
Astyanax scabripinnis; b) microagulha e cromossomo B em posicdo de captura; ¢) raspagem

e captura do cromossomo B, mostrado na ponta da microagulha.
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Figura 2: Metafase somatica de Astyanax scabripinnis (2n=51) submetida ao
tratamento com hidréxido de Bario (Banda C) evidenciando o padrdo de distribuicdo da
heterocromatina constitutiva. Individuo coletado coérrego Cascatinha (Botucatu-SP). A seta
indica o cromossomo supranumerario identificado pelo seu tamanho e caracter “pseudo-

heterocromatico”.

Figura. 3: Amplificacoes de DNA do cromossomo B de Astyanax scabripinnis
obtidas pela técnica de SCOMP. a) Gel mostrando o DNA amplificado depois da ligacdo dos
adaptadores (L: 100pb DNA Ladder (invitrogen), 1: amostra ndo amplificada 2 a 4: amostras
amplificadas, pela técnica de SCOMP, do mesmo individuo) b) Gel das sondas marcadas
prontas para serem hibridizadas (L: 100pb DNA Ladder (invitrogen), 1: sonda marcada com
Biotina e 2: sonda marcada com Digoxigenina.

- 13-
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Figura 4: Hibridacao in situ fluorescente (microFISH) em nucleos interfasicos e em
cromossomos metafasicos de Astyanax scabripinnis para localizacao da sonda AsMB obtida
pela microdissecacao cromossOmica B-especifica. a) A seta indica a marcacado da sonda
AsMB, marcada com Digoxigenina, no cromossomo supranumerario de células interfasica;
b) A seta indica a marcacdo da sonda AsMB, marcada com Biotina, no cromossomo
supranumerario de células interfasica; c)a seta indica marcacao de regido com a sonda
marcada com Biotina; d) auséncia de marcacdo nos cromossomos do complemento A, em

metafase de individuo sem cromossomo B

-14-
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CAPITULO III

MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS REPETITIVAS DE
DNA EM CROMOSSOMOS B DE Astyanax scabripinnis
(CHARACIFORMES, CHARACIDAE)

Faca as coisas o mais simples que vocé puder,
porém ndo as mais simples.
Albert Einstein
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RESUMO

Os cromossomos supranumerarios representam elementos
genodmicos peculiares de alta heterogeneidade e desde a sua descoberta, tém
atraido interesse dos citogeneticistas, por serem dispensaveis, de origem e
funcao misteriosa e possuirem ampla ocorréncia, estando presentes em
alguns individuos de algumas populacoes de diferentes grupos de animais e
plantas. Para melhor entender a estrutura final dos cromossomos moldados
pelos processos de evolucao molecular e melhor caracterizar as sequiéncias
repetitivas inseridas nos cromossomos supranumerarios de Astyanax
scabripinnis, o DNA dos individuos portadores e nao portadores de
cromossomos B de exemplares capturados no corrego Cascatinha bacia do
rio Tieté e do Ribeirdo Agua da Madalena da bacia do rio Paranapanema,
foram submetidos a fragmentacao em autoclave para posterior subclonagem.
Dos clones obtidos, apenas um, escolhido aleatoriamente, nomeado de B34a,
foi caracterizado. A localizacdo cromossomica dessa sonda por FISH
mostrou-se nitidamente presente em varios cromossomos do complemento A
similares aos padroes obtidos pelo bandeamento C, em ambas as
populacodes, além de uma marcacao intersticial somente no cromossomo B
dos individuos coletados no Ribeirdo Agua da Madalena. Contudo, nio foi
observado este mesmo padrao e nenhum outro tipo de marcacao nos
cromossomos do complemento A de individuos nao portadores de
cromossomos B para ambas as populacoes. A auséncia deste tipo de
marcacao em individuos nao portadores de cromossomos B pode estar
relacionada com a organizacdo destas sequéncias repetitivas, pelo fato
destas serem sequiéncias pequenas e dispersas dificultando sua deteccao
pela técnica utilizada ou do processo de origem dos cromossomos B,
sugerindo um possivel efeito dos cromossomos B sobre o genoma desta
espécie. Por outro lado, ndo pode ser descartada a hipétese da auséncia
dessas sequiéncias nos individuos sem cromossomos B Os resultados obtidos
acrescentam informacodes sobre o processo de diversificacao cromossémica
em Astyanax scabripinnis, bem como sobre os mecanismos relacionados a

origem e dos cromossomos B nesta espécie.
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INTRODUCAO

Os cromossomos B representam elementos gendmicos
peculiares de alta heterogeneidade e desde a sua descoberta, este tipo de
cromossomo tem chamado a atencdo dos citogeneticistas por serem
dispensaveis, de origem e funcao misteriosa e serem de ampla distribuicao
entre diferentes grupos de organismos. A distribuicdo geografica dos
individuos portadores do B pode estar relacionada a fatores historicos e
ecologicos (Camacho, 1993).

A ocorréncia de cromossomos B dentro de uma populacao pode
ser esporadica ou comumente encontrada para muitas espécies. Pode
mostrar uma alta frequéncia entre os individuos e exibir variacdoes em
relacao a morfologia, tamanho e numero nos individuos portadores
(Cavallaro et al., 2000). A estabilizacao da freqii€ncia de cromossomos B
pode ser o resultado de uma selecao dirigida balanceada e o aumento da sua
freqiiéncia estar relacionado com a eliminacao seletiva de individuos com
altos nimeros de cromossomos B (Cavallaro et al,, 2000), mas, a densidade
populacional nao parece estar relacionada com a freqiéncia dos
cromossomos B (Porto-Foresti et al., 1997).

Uma caracteristica interessante destes cromossomos € seu
caractere heterocromatico. Jones (1995) salienta que eles sdao geralmente
heterocromaticos e que a variacdo da heterocromatina constitutiva nos
cromossomos B € muito maior que no complemento normal. Segundo
Kavalco (submetido a publicacdao), a heterocromatina constitutiva
corresponde a regides repetitivas do genoma que permanecem extremamente
conservadas durante todo o ciclo celular, previamente considerada como
regiao nao transcricional.

Os padrodes de distribuicdo da heterocromatina no cariétipo das
espécies tém proporcionado a iniciacao de importantes estudos sobre o
processo de diversificacdo de alguns grupos de peixes, como no género
Brycon (Margarido & Galetti Jr., 1999) e Leporinus (Galetti Jr., 1998; Molina
et al, 1998; Margarido & Galetti Jr., 2000), onde a macroestrutura
cariotipica é relativamente constante, mas com diferenciacdo entre espécies

(Galetti Jr., 1991). Na espécie Astyanax scabripinnis, o padrao de
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distribuicao da heterocromatina tem sido também eficiente na identificacao
de polimorfismo cromossémico em algumas populacoes (Mantovani et al.,
2000), bem como na caracterizacdo de cromossomos supranumerarios.
Mestriner et al. (2000) foram os primeiros autores a descreverem a
composicao estrutural e genética do DNA de cromossomo B nesta espécie.

Segundo Summer (1990), devido ao bandeamento C nao revelar
o conteudo de bases nitrogenadas e a composicdo da heterocromatina, que
pode ser variavel, outras técnicas sao necessarias para estudar a sua
composicao. Desta forma, o presente trabalho propoe estudos de sequiéncias
repetitivas como alternativa para melhor compreender a estrutura final dos
cromossomos moldados pelos processos de evolucao molecular e melhor
caracterizar a composicdo da heterocromatina constitutiva existente nos
cromossomos B de Astyanax scabripinnis.

O mapeamento cromossomico de seqUéncias de DNA é uma
metodologia eficiente para auxiliar no esclarecimento da organizacado de
sequéncias repetitivas no genoma das espécies. Além disso, a integracado de
mapas cromossOmicos a outros mapas fisicos e de ligacdo representa a
melhor estratégia para compreensdao da estrutura e evolucdo dos genomas
(Martins, 2005). Assim, a integracdo dos dados de seqlienciamento e
mapeamento cromossOmico podem promover um incremento no
conhecimento dos elementos repetitivos inseridos nos cromossomos
supranumerarios. Além de poderem ser utilizados como marcadores
cromossomicos, estudos de identificacdo e localizacao destes segmentos
gendmicos podem contribuir para a compreensdo da estrutura
cromossOmica, bem como dos mecanismos envolvidos no processo de

diversificacao e evolucao neste grupo de vertebrados.
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MATERIAL E METODOS

Coleta

Foram utilizados neste trabalho, 6 exemplares adultos (3 fémeas
e 3 machos) de Astyanax scabripinnis capturados no corrego Cascatinha
(Botucatu-SP), componente da bacia hidrografica do rio Tieté. A analise
citogenética revelou que trés individuos apresentaram 2n=50 cromossomos e
os outros trés individuos 2n=51, devido a ocorréncia de um
macrocromossomo supranumerario em sua constituicao cariotipica. Entre os
6 individuos (3 fémeas e 3 machos) capturados no Ribeirdao Agua da
Madalena (Botucatu-SP) componente da bacia hidrografica do rio Pardo
(afluente do rio Paranapanema), trés apresentaram numero dipléide de
2n=46 e trés 2n=47, também devido a presenca de um macrocromossomo
supranumerario. O processamento do material e sua analise molecular
foram realizados no Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes, do
Departamento de Morfologia, IB, UNESP, em Botucatu, SP. Os exemplares
utilizados na amostragem foram identificados e mantidos na colecdo de

peixes do Laboratorio.

Processamento das amostras

Preparacdo Cromossomica e extracdo do DNA total:

A analise citogenética foi realizada em células renais, seguindo a
metodologia descrita por Foresti et al. (1993) e o bandeamento C segundo
Sumner (1972). O DNA total desses individuos foi extraido de fragmentos de
tecidos provenientes do figado ou de musculo, seguindo a metodologia

descrita por Sambrook & Russell (2001), com algumas modificacoes.

Obtencgdo e clonagem de DNA repetitivo:
Este procedimento esta baseado na técnica de Cot-1 (DNA
enriquecido com sequiéncias alta e moderadamente repetitivas), o qual esta
fundamentado na cinética de reassociacdo do DNA (Zwick et al, 1997). O

procedimento consiste em colocar 500ul de DNA gendmico (100-500ng/ul
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diluido em 0,3M NaCl), em um tubo de 1,5ml e autoclavar por 30min a
1.4atm/120°C. checar o tamanho dos fragmentos obtidos em gel de agarose
1%%. Fazer trés aliquotas desse DNA autoclavado de SOul cada e desnatura-
los a 95°C por 10min. Passar imediatamente os tubos para o gelo e tratar o
tubo 0 com S1 nuclease (acrescentar ao tubo 1U da enzima para lug de
DNA, 5,5ul de tampao 10X para o volume final de 50ul e incubar a 37°C por
8min e congelar imediatamente em nitrogénio liquido) e os demais tubos
permanecem no gelo por 10seg. Colocar os tubos 1 e 5 em banho 65°C para
renaturacao. Apos um minuto, retirar o tubo 1 e proceder ao tratamento
com S1 nuclease e apos Smin, retirar o tubo 5 para o mesmo tratamento.
Adicionar o mesmo volume de fenol/cloroféormio (1:1) e centrifugar por Smin
a 13.000rpm. Coletar somente a fase aquosa e passar para um tubo novo,
devidamente numerado, precipitar o DNA com 2,5volumes de etanol
absoluto gelado e deixar no freezer -70°C por 30min. Centrifugar por 15min
a 15.000rpm a 4°C, secar e ressuspender em 5S50ul de agua MilliQ. Para a
clonagem dos fragmentos obtidos, foi utilizado 1ul do DNA renaturado para a
ligacao, no qual se utilizou o kit de ligacao pMOS Blue Blunt Ended Cloning
Kit (Amersham biosciences) e os produtos da ligacoes inserto-plasmideo,
identificados através de PCR, foram posteriormente utilizados para
transformar células competentes de Escherichia coli DHS5a (Gibco.Brl Life
Technologies) e o restante dos clones de interesse foram estocados -70°C em

glicerol 15%.

Isolamento do DNA repetitivo:

Os clones obtidos foram purificados através de acdes de mini-
preparacoes, a qual se refere a técnica de lise alcalina descrita em Sambrook
& Russell (2001), conforme discriminado a seguir. Inicialmente, deve-se
manter os tubos contendo as bactérias recombinantes em meio liquido a
37°C durante 12-16 horas, sob agitacdo a 225rpm. Centrifugar a 3.000rpm
por 10min a 4°C e desprezar o sobrenadante. Ressuspender o pellet em
100ul de solucao 1 (50mM tris-HCI pH8; 10mM EDTA pHS8; 10ug/ml de
RNAse). Adicionar 110yl da solucao 2 (SDS 1%; 200mM NaOH) e

cuidadosamente rotacionar os tubos cerca de 20 vezes. Acrescentar 110ul da
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solucao 3 (Acetato de Potassio 3M, pHS5,5) e rotacionar 15 vezes e deixar a
4°C por 10min. Centrifugar a 6.000rpm por 15min. Passar o sobrenadante
para um novo tubo e adicionar 2 volumes de etanol 100% gelado, inverter os
tubos 20 vezes e colocar no freezer -70°C por uma hora. Centrifugar a
6.000rpm por 10min a 4°C e descartar o sobrenadante. Adicionar 200ul de
etanol 70% gelado e centrifugar a 6.000rpm por 3min a 4°C, desprezar o
sobrenadante, secar a 42°C por 15 min e ressuspender em 30ul de agua
MilliQ.

Seqtienciamento nucleotidico:

Os fragmentos de DNA de interesse clonados foram
sequenciados automaticamente para determinacdo de sua sequéncia
nucleotidicas. Para esta metodologia foi utilizado o DYEnamic ET terminator
cycle sequencing Kit (Amersham Biosciences) e seqUenciamento das
amostras de DNA foi realizado automaticamente, no sequiienciador ABI 377,
seguindo as especificacoes do fabricante. As sequéncias nucleotidicas
obtidas foram primeiramente submetidas a buscas Blastn (Altschul et al.
1990) e alinhadas utilizando o programa Clustal W (Thompson et al. 1994),

através do “website” (http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw) e o alinhamento final

das sequiéncias consenso foi realizado manualmente.

Hibridacgdo in situ Fluorescente (FISH):

As hibridacoes in situ foram realizadas segundo Martins &
Galetti (2001), com algumas modificacoes. Inicialmente, os DNAs dos clones
foram marcados com o Kit BioNick™ Labeling System (Invitrogen), seguindo-
se as especificacoes do fabricante. A sonda foi preparada e desnaturada a
95°C por Smin e passada ao gelo imediatamente. Utilizaram-se laminas
recém preparadas e laminas pingadas guardadas em freezer (-20°C).
Nenhum pré-tratamento foi necessario. O DNA cromossomico foi
desnaturado por 2min em formamida 70% a 67°C e entdo desidratada em
série alcodlica gelada (70, 85 e 100%), por 2 minutos cada. Foram
acrescentados 30ul de solucao de hibridacdao sobre a laminula e inverter a

lamina contendo o material sobre a mesma. Manter as laminas com o
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material voltado para baixo em camara umida (2xSSC) a 37°C por dois dias.
Remover a laminula e Lavar em 2xSSC, pH=7,0 a 72°C, em banho sem
agitacao, por 5 minutos. Transferir para PBD a temperatura ambiente para
proceder a deteccao. A deteccao e amplificacdo do sinal de hibridacao foram
feitas com Fluoresceina-avidina conjugada (FITC) e anti-avidina biotinilada.
A lamina foi contra-corada com DAPI e Guardada a -20°C por 3 dias antes

da analise.

Andlise dos dados:

O DNA dos 12 individuos (6 exemplares de Astyanax scabripinnis
do cérrego Cascatinha e 6 individuos no Ribeirdo Agua da Madalena, sendo
trés individuos com cromossomo B e trés sem cromossomo supranumerario,
de ambas as localidades) foram autoclavados e submetidos a reacao de
desnaturacao/reassocicao e posterior tratamento com S1 nuclese (enzima
que degrada DNA de fita simples). Apos a verificacao da realidade do DNA em
gel, foi utilizada uma aliquota de DNA renaturado para ligar a vetores,
obtendo-se 49 clones positivos. Pra verificar se os clones positivos realmente
possuiam o fragmento inserido, realizou-se uma reacdo de PCR das colonias
brancas, que comprovou a presenca do fragmento referente ao tamanho
desejado em 30 dos 49 clones positivos, desta forma a verificacao dos clones
positivos se torna necessario. Devido a presenca de fragmentos muito
pequenos de DNA, que por serem menores podem acabar se ligando ao
plasmideo mais facilmente. Os 30 clones foram isolados a partir de mini-
preparacoes, nas quais foram isolados 16 clones com éxito. De um clone
escolhido aleatoriamente foi produzida uma sonda, que foi caracterizada e
nomeada de AsB340, para ser hibridizada em cromossomos metafasicos de
Astyanax scabripinnis. Foram realizadas trés hibridacoes de quatro
individuos por vez sempre utilizando laminas de dois individuos de cada
populacdo, sendo um com e outro sem cromossomo B, ou seja, quatro
laminas para cada hibridacdo. Apos trés dias acondicionados em freezer a -
20°C, as laminas hibridizadas foram analisadas e fotodocumentadas no
fotomicroscopio de fluorescéncia BX61 (Olympus). As imagens foram

capturadas através de uma camera digital DP70 (Olympus) e processadas
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pelo programa computacional Adobe Photoshop 7.0. As sequéncias
nucleotidicas obtidas a partir do clone escolhido aleatoriamente, foram
primeiramente submetidas a buscas Blastn (Altschul et al. 1990) e alinhadas
utilizando o programa Clustal W (Thompson et al. 1994), através do

“website” (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) e o alinhamento final das

sequéncias consenso foi realizado manualmente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando obter sequéncias repetitivas de DNA e localizar sua
presenca nos cromossomos B de Astyanax scabripinnis e também para testar
uma nova metodologia, foi realizado o procedimento denominado de Cot-1
(DNA enriquecido com sequiéncias alta e moderadamente repetitivas), baseado
na cinética de reassociacdo do DNA (Zwick et al, 1997). Cinética de
reassociacdo € um termo utilizado para medir a velocidade com a qual
moléculas de fita simples complementares sao capazes de se encontrar e
formar duplices. O DNA ¢é clivado e desnaturado em alta temperatura para
gerar fragmentos de cerca de 100-1000pb. Apos isso o DNA é renaturado, mas
a frequiéncia de reassociacao depende nao apenas do tempo (), mas também
da concentracao inicial (Co) de uma dada sequiéncia, isto €, o valor de Cot
(Strachan & Read, 2002).Como as sequéncias repetitivas geralmente tém
grande numero de copias, elas se reassociam mais rapidamente do que as
sequéncias de poucas copias ou de copias Unicas (Martins, 2005). O Cot-1
DNA geralmente € utilizado como bloqueador em hibridac¢oes in situ quando se
objetiva detectar sequiiéncias com um numero reduzido de copias ou de copias
Unicas, principalmente quando se utiliza como sonda grandes seqUéncias
inseridas em vetores YACs (Yeast artificial chromosomes) ou BACs (Bacterial
artificial chromosomes) (Zwick et al., 1997).

Amostras de DNA dos individuos portadores e ndo portadores de
cromossomos B de ambas as localidades foram submetidas ao processo de
fragmentacdo em autoclave e a reacdo de desnaturacdo/reassocicdo para
posterior subclonagem. A autoclavagem do DNA dos individuos envolvidos

nao apresentou diferencas em relacao em a sua fragmentacdo, tanto no
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material proveniente dos individuos portadores como naqueles nao
portadores de cromossomos B (Figura 1). Amostras de DNA provenientes de
outros individuos portadores de cromossomo B foram autoclavados
posteriormente, produzindo fragmentos de tamanhos bastante variados até
no minimo de 100pb (Figura 1). Este método permite que todo o DNA seja
fragmentado, o que torna mais facil a subclonagem de seqiiéncias e permite
uma melhor selecao dos fragmentos de DNA repetitivo, jA que os mesmos,
por terem mais coOpias, se reassociam mais rapidamente. Através desta
metodologia tornou-se possivel a subclonagem de outras sequéncias
repetitivas, além daquelas obtidas através da técnica de RAPD (Capitulo I).
Dos 30 clones obtidos do DNA autoclavado dos individuos com
cromossomo B de ambas as localidades, 16 foram isolados e purificados
através de acoes de mini-preparacoes com é€xito (Figura 2). Porém, apenas
um clone, selecionado aleatoriamente, nomeado de B34a, que foi obtido
através da autoclavagem e subclonagem do DNA de um individuo do coérrego
Cascatinha com cromossomo B foi sequenciado (Figura 3). Quando
comparado aos dados disponiveis no GenBank ficou confirmada a presenca
de seqUéncias repetitivas neste clone. As sequéncias obtidas desse clone
foram submetidas a buscas Blastn (Altschul et al., 1990) e foram alinhadas
automaticamente utilizando o programa Clustal W (Thompson et al. 1994),

através do “website” (http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw) O alinhamento final

das sequiéncias consenso foi realizado manualmente. A analise da sequiéncia
consenso desse clone revelou similaridade a um trecho da sequiéncia obtida
pela digestdo com a enzima Kpnl, posteriormente denominada As51,
publicada por Mestriner et al. (2000), também relacionada com o
cromossomo B de Astyanax scabripinnis.

A hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda AsB34aq,
possibilitou identificar a localizacao dessas sequiéncias de DNA repetitivos e
como elas estdo organizadas nos cromossomos metafasicos de Astyanax
scabripinnis. Para os individuos da populacdo do coérrego Cascatinha,
portadores de cromossomos B, com a hibridacao desta sonda foi possivel
observar marcacdoes nitidas em varios cromossomos do complemento A

similares aos obtidos pelo bandeamento C, padrao este ja obtido
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anteriormente por outros pesquisadores (Maistro et al, 1998a). Porém,
nenhuma marcacado foi evidenciada no cromossomo B desses individuos.
Aparentemente, tal seqiiéncia de DNA repetitivo ndo estaria na composicao
sequencial do DNA do cromossomo supranumerario dos individuos
portadores desta populacao (Figura 3a).

Nos individuos portadores de cromossomos B da populacao do
Ribeirdo Agua da Madalena também foram obtidas marcacées bastante
evidentes nos cromossomos do complemento A, similares aos padroes
obtidos pelo bandeamento C, padrao esse ja identificado anteriormente por
outros pesquisadores (Maistro et al.,, 1998a; Vieira, 2001), além de uma
marcacao intersticial no cromossomo B desses individuos (Figura 3c e d).
Contudo, nao foi possivel observar este mesmo padrao e nenhum outro tipo
de marcacao nos cromossomos do complemento A, nos individuos nao
portadores de cromossomos B para ambas as populacoes (Figura 4). Foi
possivel observar apenas o padrao semelhante de bandeamento G, obtido
pela coloracao por DAPI, possivelmente identificando regides ricas em AT
(Lin et al.,, 1977). Verifica-se, pois, a presenca de um segmento de DNA
repetitivo do tipo da sonda utilizada no cromossomo B dos individuos
portadores desta populacao.

A auséncia deste tipo de marcacao em individuos nao portadores
de cromossomos B poderia estar relacionada com a organizacao destas
sequéncias repetitivas, que poderiam ser curtas e dispersas nos
cromossomos, o que dificultaria sua observacao por esta técnica. Desta
forma, as sequéncias de bases repetidas contidas na sonda AsB34a
poderiam ser insuficientes para sua deteccao por DAPI-FITC, como ja
descritos por Comings & Drets, 1976; Comings, 1978; Johnston et al.,
1978), além do fato ja mencionado, relacionado a organizacao estrutural das
sequéncias heterocromaticas nos cromossomos (Saitoh & Laemmli, 1994).

E importante salientar que a alta diversidade -cariotipica
encontrada em Astyanax scabripinnis (Mantovani et al., 2004; Moreira-Filho
et al., 2004), aléem da diversidade encontrada ao nivel microestrutural (Abel

et al., 2006), revela que a aplicacao de estudos envolvendo a combinacao de
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diferentes técnicas deveria ser valorizada na investigacao qualitativa da
heterocromatina constitutiva em peixes.

Atualmente, algumas hipoteses tentam explicar a origem e os
processos evolutivos que envolvem a presenca dos cromossomos
supranumerarios em representantes de grande numero de grupos biologicos.
Algumas propdem processos de evolucado independente desses cromossomos
B no genoma de seus organismos portadores. Segundo Camacho et al
(2000), em evento subsequiente ao isolamento sinaptico do cromossomo B e
independentemente de sua origem, seguem-se processos similares de
evolucao molecular, determinando que estes elementos gendémicos podem
empreender processos de modificacdo estrutural, convergindo para uma
morfologia degenerada e dessa forma as suas caracteristicas e estrutura
seriam mais um reflexo destes processos de evolucdao molecular do que a
forma em que foram originados. Neste sentido, Araujo et al. (2001)
apresentaram um dado extremamente interessante sobre a evolucdao dos
cromossomos B. Eles mostraram que, na vespa Tripoxylon albitarse, estes
cromossomos regularizaram seu comportamento meidtico e limitam seu
numero a um cromossomo por genoma haploide, indicando que seria
possivel, apos anos de evolucdao independente, uma integracao destes
cromossomos ao complemento normal.

As analises moleculares para estes B realizadas neste trabalho
reforcam a possibilidade de origem intraespecifica e uma evolucao
independente, para estes elementos. A presenca de marcagcdo no
cromossomos B com sonda obtida de individuo de outra populacdo, como
encontrado em outros trabalhos em peixes da espécie Poecilia formosa
(Shartl et al., 1995) bem como em plantas do género Coix (Sapre &
Desphande, 1987), em insetos Hymenoptera da espécie Nosonia Vitripennis
(McAllister & Werren, 1997).

Com base nestas observacoes, pode-se supor que, através dos
tempos, os cromossomos B estariam divergindo quantitativamente através
da evolucao das sequiéncias e qualitativamente dos cromossomos do grupo
A, através de diferentes tipos de rearranjos concordando com a proposta de

Ziegler et al. (2003). Em decorréncia disto os cromossomos B poderiam
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determinar efeitos nos individuos que os carreiam, ocorrendo algum tipo de
interacdo ou efeito desse cromossomo B com os demais cromossomos do
complemento A, como ja descrito anteriormente por Camacho et al. (2000).
Estes autores afirmam que existem amplas evidencias de que os
cromossomos B, indiretamente, podem afetar um vasto nimero de processos

celulares e fisiolégicos, tanto em plantas como em animais.

FIGURAS

Fig. 1: Gel de agarose 1% apresentando o DNA genomico antes e depois da
autoclavagem. a) L: 1Kb Plus Ladder DNA - Gibco. 1: amostra de DNA gendémico de um
individuo sem cromossomo B do coérrego Cascatinha antes da autoclavagem; 2: com
cromossomo B do coérrego Cascatinha antes da autoclavagem; 3: sem cromossomo do
corrego Cascatinha depois da autoclavagem; 4: com cromossomo B do cérrego Cascatinha
depois da autoclavagem. b) L: 1Kb Plus Ladder DNA - Gibco. 1 a 3: amostras de DNAs
gendmicos de individuos com cromossomo B depois da autoclavagem, sendo um do cérrego

Cascatinha e 2 e 3 das amostras do Ribeirdo Agua da Madalena.
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Figura. 2: Fragmentos de DNA gendémico de Astyanax scabripinnis obtidos por mini
preparacdes em gel de agarose 1%, que foram recuperados.(L: 1Kb Plus Ladder DNA -
Gibco. Os numeros de 1 a 30 sdo as amostras isoladas dos clones. Os clones
1,2,3,6,7,8,10,14,15,16,17,18,19,20,23 e 26 foram positivos, como pode ser visualizado pela
intensidade das bandas no gel). O clone nimero 17 foi o escolhido, aleatoriamente, para ser

sequenciado.

- 14 -



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

Fig. 4: Identificacdo de marcacdo com sonda AsB34q, obtida pela técnica de DNA
autoclavado em metafases somaticas de Astyanax scabripinnis. a) individuo coletado no
corrego Cascatinha (Botucatu-SP) portador de cromossomo supranumerario. Além das
marcas fluorescentes visualizadas nos cromossomo do complemento padrao a seta indica o
cromossomo B ndo marcado pela sonda AsB34q. b) individuo coletado no Ribeirdo Agua da
Madalena (Botucatu-SP), portador de cromossomo de cromossomo supranumerario. A seta
indica o cromossomo B marcado pela sonda AsB34a, corado por DAPI-FITC. c) e d) auséncia
de marcacao pela sonda AsB34a nos cromossomos do complemento A, tanto nos individuo
coletado no cérrego Cascatinha (Botucatu-SP) quanto no Ribeirdo Agua da Madalena

(Botucatu-SP), em metafases de individuos nao portadores de cromossomo supranumerario.
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5. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Considerando as caracteristicas biologicas de Astyanax Scabripinnis,
associadas aos seus dados morfologicos, esta espécie se tornou bastante atrativa aos
citogeneticistas, sendo um dos grupos de peixes mais estudados cromossomicamente da
ictiofauna neotropical.

Os dados citogenéticos obtidos nos estudos sobre a espécie escolhida para o
presente trabalho, Astyanax scabripinnis, confirmam a extensa diversidade cromossémica
desta espécie que tem sido relatada em varios trabalhos (Moreira-Filho, 1989; Souza et al.,
1995; Maistro et al., 1998a; Mizoguchi & Martins-Santos, 1998; Centofante et al., 2003; Neo
et al., 2000a) e devido a esta grande diversidade encontrada, esta espécie de peixe tem sido
considerada componente de um complexo de espécies por Moreira-Filho & Bertollo (1991),
denominado de “complexo scabripinnis”.

As razdes para esta diversidade parecem decorrer principalmente as
caracteristicas Biolégicas deste grupo de peixes, pois A. scabripinnis, € uma espécie de agua
doce, que pode formar pequenas populacdes isoladas e com uma evolucdo particular
independente, resultando assim na possibilidade de surgirem rearranjos cromossomicos
distintos que podem ser fixados em algumas populag¢ées (Moreira-Filho et al., 2004). Lowe-
McConnell (1969) enfatizou que o tamanho absoluto de certos sistemas aquaticos € um
importante fator no processo evolutivo dos peixes, desde que muitas espécies estejam
envolvidas dentro do mesmo sistema, isolados de rios tributarios e habitando lugares com
barreiras interpopulacionais, fisicas, quimicas ou bibticas.

Desde de que as primeiras
descrigées comecaram a serem realizadas em Astyanax scabripinnis, no inicio dos anos 90
por Salvador & Moreira-Filho (1992), alguns individuos de algumas populacbes desta
espécie tém mostrado também um polimorfismo cromossémico caracterizado pela presenca
de cromossomos supranumerarios. A partir destes trabalhos iniciais, macrocromossomos
supranumerarios foram encontrados também em exemplares do corrego Cascatinha
(Botucatu-SP) componente da bacia hidrografica do rio Tieté e no Ribeirdo Agua da
Madalena (Botucatu-SP) componente da bacia hidrografica do rio Pardo (afluente do rio
Paranapanema), objetos do presente estudo. Neste caso, as diferencas estdo associadas a
uma diversidade nos padrdes de distribuicdo de segmentos heterocromaticos ao longo
desses cromossomos, com grandes diferencas entre as duas populacoes analisadas. Deve
ser ressaltado, entretanto, que nos diversos estudos ja realizados em Astyanax scabripinnis
foram identificados diferentes tipos de cromossomos B, com base na morfologia e no padrao
da heterocromatina constitutiva (Salvador & Moreira-Filho, 1992; Maistro et al., 1992;
Maistro et al.,, 1994a,b; Vicente et al., 1994; Vicente et al, 1996; Mizoguchi & Martins-
Santos, 1997; Neo et al.,, 2000a e b; Maistro et al., 2001; Moreira-Filho et al.,, 2001, 2004;
Fernandes & Martins-Santos, 2005).
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O macrocromossomos B encontrado nos exemplares de Astyanax
scabripinnis, coletados no corrego Cascatinha & do tipo metacéntrico grande, equivalendo
em tamanho ao do primeiro par cromossémico do cariétipo, apresentando-se em geral
homogeneamente corado (inteiro heterocromatico), como ja descrito anteriormente por
varios autores para esta localidade (Maistro et al., 1994a, Porto-Foresti et al., 1997, Maistro
et al, 1998, Maistro et al, 2001). Neste trabalho, os cromossomos B dos individuos
coletados no Coérrego Cascatinha que foram submetidos ao bandeamento C também se
mostraram homogeneamente corado, Porem apresentando coloracao mais clara do que as
conspicuas bandas heterocromaticas encontradas nos cromossomos do complemento A
(Figura 2, capitulo II). Esta caracteristica de coloracao diferenciada foi nomeada de pseudo-
heterocromatico e considerou-se que poderia estar relacionada mais a uma limitagao
metodologica na captura de imagens, anteriormente envolvendo processo realizado por
filmes e ampliacoes manuais em papel Kodak, que poderiam interferir na qualidade do
contraste obtido para as diferentes regides cromossomicas permitindo a sua verdadeira
visualizagdo. Neste trabalho, as imagens foram capturadas no fotomicroscépio através de
uma camera digital DP70 (Olympus) e processadas pelo programa computacional Adobe
Photoshop 7.0, fornecendo, assim, melhores condi¢coes de analise das preparacoes.

A heterocromatina
constitutiva tem sido comumente caracterizada em diferentes organismos através do
bandeamento C. Entretanto, do ponto de vista composicional, esta técnica nado permite
distinguir as diferentes classes de DNAs heterocromaticos que podem ocorrer dentro do
genoma de uma dada espécie. Desta forma, as diferentes técnicas utilizadas neste trabalho
puderam contribuir para um melhor entendimento de suas caracteristicas e distribuicao ao
longo dos cromossomos do complemento padrao e principalmente do cromossomo B.

Através da técnica de RAPD, foi possivel isolar bandas
diagnosticas para o cromossomo B, de exemplares do corrego Cascatinha,
dos quais foram produzidas as sondas denominadas de AsRI e AsRVII, que
foram utilizadas na hibridacdo in situ fluorescente (FISH). Sua localizacao
demonstrou homologia apenas com o cromossomo B dos individuos
coletados no Corrego Cascatinha, ndao sendo observada qualquer marcacao
nos outros cromossomos do complemento padrao e com estas mesmas
sondas também nao foi possivel evidenciar quaisquer marcacoes no
cromossomo B dos individuos coletados no Ribeirdo Agua da Madalena, bem
como nos cromossomos do complemento A dos individuos desta amostra.

Estes resultados podem indicar que o0s cromossomos

supranumerarios encontrados nos individuos das duas populacoes

estudadas poderiam ter tido a mesma origem, passando subsequentemente

S0
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porem por uma transicdo para a neutralidade ou “parasitismo”, que
freqientemente €&  acompanhada de  diferentes  processos de
heterocromatinizacdo dos elementos (Jones & Rees, 1982), tornando-se
entdo completamente diferentes, numa trajetéoria comum de evolucao dos
cromossomos B. Outra alternativa para explicar tais diferencas proporia que,
apos terem a mesma origem, teriam passado por processos de evolucdo
independentes, como proposto por alguns pesquisadores como Beukeboom
(1994). Neste caso, a proposicao seria de que os cromossomos B teriam
evolucao paralela a dos cromossomos A, sofrendo algum tipo de alteracao
que os tornam diferentes dentro do genoma de seus portadores, envolvendo
inativacao de genes e heterocromatinizacao diferenciada.

Por microdissecacdo de
macrocromossomos supranumerarios do tipo metacéntrico de Astyanax scabripinnis, a
partir de preparacdes cromossoémicas de individuos coletados no cérrego Cascatinha, foi
possivel obter a sonda AsMB. Esta hibridou na forma de marcas dispersas nos
cromossomos B de todos os individuos portadores de cromossomos supranumerario desta
populacdo, mas nao foi observada nenhuma marcacdo nos cromossomos do complemento A
dos individuos com e sem cromossomos B. Tal comportamento de associacdo sugere a
ocorréncia de aparente amplificacdo preferencial de algumas regides desses cromossomos. O
comportamento de associacdo da sonda tanto para o cromossomo B quanto para os
cromossomos do complemento A parecem apontar para um processo de origem
independente do cromossomo B, desta populacdo, em relacdo aos demais componentes do
cariotipo.

E importante salientar
também que a aplicacao da técnica de microdissecacdo cromossomica em estudos de
cromossomos de peixes é uma novidade nos laboratérios do pais, embora ja venha sendo
bastante utilizada em varios trabalhos citogenéticos ha algum tempo, principalmente na
construcdo e caracterizacdo de sondas especificas para cromossomos B de varios
organismos. Contudo, € interessante notar que marcag¢des dessa sonda puderam ser
visualizadas nos nucleos interfasicos de preparacoes cromossomicas de individuos
portadores de cromossomo B, mostrando o posicionamento do cromossomo B nesta fase,
reforcando a eficiéncia da técnica.

A técnica de Cot-1 DNA, aprimorada no presente trabalho para
isolamento de diferentes sequéncias repetitivas, mostrou-se promissora
como ferramenta a ser empregada nao somente no isolamento e

caracterizacdo de sequéncias repetitivas do cromossomo B, mas como
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alternativa para melhor compreender a estrutura final dos cromossomos
moldados pelos processos de evolucao molecular e melhor caracterizar a
composicdo da heterocromatina constitutiva existente nos cromossomos B
de Astyanax scabripinnis. A aplicacao desta técnica possibilitou a selecao de
um clone, que foi elaborado e marcado com corantes fluorescentes.

A hibridacao in situ fluorescente da sonda AsB34a, possibilitou
observar a localizacdo dessas sequéncias de DNA repetitivos e como elas
estdo organizadas nos cromossomos metafasicos de Astyanax scabripinnis
de individuos portadores e nao portadores de cromossomo B para ambas as
localidades. Esta hibridacdo revelou marcacées nitidas em varios
cromossomos do complemento A similares aos obtidos pelo bandeamento C,
para ambas as localidades. Nos individuos portadores de cromossomos B da
populacido do Ribeirdo Agua da Madalena também foi observada uma regiao
intersticial marcada no cromossomo B desses individuos. Contudo, nao foi
possivel observar este mesmo padrao e nenhum outro tipo de marcacao nos
cromossomos do complemento A, em todos os individuos nao portadores de

cromossomos B analisados.

A auséncia deste tipo de marcagdo, em individuos nédo portadores de
cromossomos B, poderia estar relacionado com a organizacao destas seqiiéncias repetitivas,
que poderiam estar associadas a presenca dos B ou ainda estarem dispersas, nao
possibilitando sua observacdo por esta técnica. Desta forma, as bases contidas na sonda
AsB340 poderiam ser insuficientes para sua deteccdo por DAPI-FITC, como ja descrito
ocorrer por Comings & Drets, 1976; Comings, 1978; Johnston et al., 1978). Além disso, a
organizacdao estrutural das sequiéncias heterocromaticas nos cromossomos de forma
dispersa, como explorado anteriormente por (Saitoh & Laemmli, 1994), também poderiam se
constituir nos fatores responsaveis pela nédo deteccdo dos sinais produzidos, caso eles
existam nestes segmentos cromossomicos.

Em tentativas recentes formuladas para explicar a evolucdo independente
dos cromossomos B no genoma de seus organismos portadores alguns autores como
Camacho et al (2000) afirmam que subsequentemente ao isolamento sinaptico do
cromossomo B e independentemente de sua origem, estes seguiriam processos similares de
evolucao molecular, direcionando-se para uma morfologia degenerada e alteracdes internas
particulares. Dessa forma, as suas caracteristicas seriam mais um reflexo destes processos
de evolucao molecular do que a forma em que foram originados. Além disso, Aratjo et al.
(2001) apresentaram um dado extremamente interessante sobre a evolucdo dos

cromossomos B, ao mostrarem que na vespa Tripoxylon albitarse os cromossomos B
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regularizaram seu comportamento meiético e limitam seu numero a um cromossomo por
genoma haploide. Tal fato poderia indicar que seria possivel, apés anos de evolugao
independente, uma integracado destes cromossomos ao complemento normal.

As analises citogenéticas e moleculares dos cromossomos B realizadas no
presente trabalho parecem reforcar a hipotese de uma evolucdo independente destes
elementos genomicos na amostra estudada. Isto nao descarta a possibilidade da
manutencao de certos segmentos nos elementos modificados ou sua transferéncia a partir
dos cromossomos do complemento A, pois uma sonda (AsB34a), que foi obtida de DNA de
um individuo portador de cromossomo B da populacdo do cérrego Cascatinha, somente
hibridou no cromossomo B da outra populag¢do como encontrado em outros trabalhos em
peixes da espécie Poecilia formosa (Shartl et al.,, 1995) bem como em plantas do género Coix
(Sapre & Desphande, 1987) e em insetos Hymenoptera da espécie Nosonia Vitripennis
(McAllister & Werren, 1997). Nao pode ser desconsiderada a hipotese da perda deste
segmento repetitivo apenas na populacao original.

Com base nestas observacoes, pode-se supor que, através dos tempos, os
cromossomos B estariam divergindo quantitativamente através da evolucao das sequiéncias
e qualitativamente dos cromossomos do grupo A, através de diferentes tipos de rearranjos
conforme ja formulado por (Ziegler et al., 2003). Além disso, os cromossomos B podem
determinar varios efeitos nos individuos que os carreiam, ocorrendo certos tipo de interacao
entre estes e os cromossomos do complemento A, como ja descrito anteriormente por Jones
& Rees (1968), Nur & Brett, (1988) e Camacho et al. (2004). Estes autores afirmam ainda
que existem amplas evidencias de que os cromossomos B, indiretamente, poderiam, afetar
um vasto nimero de processos celulares e fisiologicos, tanto em plantas como em animais.

Apesar de alguns cromossomos B apresentarem efeitos diretos e indiretos no
comportamento genético de seus portadores, muito mais pesquisas sdo necessarias para
verificar em peixes se os cromossomos B apresentam genes ativos e quais os efeitos desses
para os individuos portadores e estes efeitos dependem das condi¢cées ambientais nas quais
populacdes que os carreiam se encontram, tendo-se em conta ainda que tais efeitos podem
apresentar variacdo tanto temporal quanto espacial (Camacho et al.,, 2004). Considera-se,
pois que o verdadeiro papel dos cromossomos B dentro do genoma, ainda esta para ser

esclarecido.

Consideracoes Finais

A alta diversidade cariotipica encontrada em Astyanax scabripinnis
(Mantovani et al., 2004; Moreira-Filho et al., 2004), proporciona um modelo interessante de
estudos citogenéticos, quer em nivel de macroestrutura cariotipica dos peixes, quer no nivel
microestrutural e molecular. Neste sentido, Abel et al. (2006), postula que a combinacao de
técnicas deve ser valorizada na investigacao qualitativa da heterocromatina constitutiva em

peixes. Com aplicacdo das técnicas citogenéticas e moleculares utilizadas no presente

_5.



Corazza-Bassetto Tese de Doutorado

trabalho foram possivel obter novas informagées sobre a estrutura morfolégica e molecular
dos cromossomos desta espécie, principalmente dos cromossomos supranumerarios.

Sondas cromossomicas obtidas a partir de seqUéncias especificas dos
cromossomos B de individuos capturados na populacdao do cérrego Cascatinha, néo
resultam em sinais de hibridacdo quando associadas as preparag¢oes cromossdmicas de
individuos da populacédo do Ribeirdo Agua da Madalena, também apresentando cromossomo
supranumerario. Estas sondas deram resultados positivo e especifico apenas para regiao do
cromossomo B dos individuos da populacado doadora, ndo sendo detectadas marcacoes nos
cromossomos do complemento normal de cromossomos. Ficam caracterizadas assim, novas
sondas identificadoras de regides intersticiais do macrocromossomo B de Astyanax
scabripinnis, especificas até o presente momento dos individuos da populacdo do corrego
Cascatinha. Tais resultados permitem acrescentar informacodes sobre a diversificacao
molecular dos cromossomos supranumerarios desta espécie, reforcando a hipotese de que
estes elementos genoémicos, apdés seu aparecimento no genoma de uma espécie, podem
sofrer processos de modificacdo independente, desenvolvendo seu proprio caminho
evolutivo.

A adaptacao de metodologias para estudo da estrutura e composicdo dos
cromossomos de peixes foi enriquecida com a aplicacdo da técnica de microdissecacao
cromossomica para isolar o macrocromossomo supranumerario de Astyanax scabripinnis. A
partir da obtencao destes elementos isolados, foi possivel usar metodologia de analise
molecular para amplificacao de segmentos genoémicos destes cromossomos, realizarem sua
ligacdo a corantes fluorescentes e hibridizar por microFISH em preparacdes cromossémicas
da espécie portadora. Os resultados de hibridacdo obtidos com marcacdes fortes nos
nucleos das células somaticas mas apenas em regido intersticial do cromossomo B parecem
indicar a ocorréncia de amplificacao preferencial de certos segmentos e, portanto, a
marcacao de regioes especificas do cromossomo.

Informacoées obtidas com a aplicacdo da técnica de fragmentacdo do DNA em
autoclave para posterior subclonagem mostraram-se interessantes. Uma vez que a técnica
de bandeamento C é apenas quantitativa em relacdo a heterocromatina presente nos
cromossomos, ndo discriminando tipos diferentes, a aplicacdo desta técnica poderia revelar
diferentes tipos de DNA repetitivo. A partir da fragmentacdo do DNA dos individuos da
populacdo do cérrego Cascatinha, foram obtidos diversos clones e um deles (B340) foi
caracterizado para producdo de uma sonda fluorescente (AsB34a). Este tipo de repetitivo
analisado resultou em hibridacdo positiva em regides compativeis, as de banda C,
identificadas em alguns cromossomos do complemento A do cariétipo de individuos da
populacio doadora e de individuos da populagdo do Ribeirao Agua da Madalena, portadores
de cromossomos B, porém a sonda marcou o cromossomo supranumerario, em posicéo
intersticial de um dos bracos, apenas dos individuos da populagdo do Ribeirdo Agua da
Madalena. Os individuos sem cromossomos B nao apresentaram qualquer marcacao com

esta sonda, em ambas as populag¢ées estudadas.
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Estes resultados parecem indicar um possivel efeito da presenca do
cromossomo B associado a existéncia de regides repetitivas nos cromossomos do
complemento A, detectadas pela sonda AsB34a. Nao pode ser descartado, contudo, que a
auséncia de marcacdo seja decorrente da inexisténcia destas regides repetitivas nos
cromossomos dos individuos sem cromossomos B ou que sejam pequenas e dispersas, nao
sendo assim detectadas pos esta técnica.

Considera-se, assim, que os resultados obtidos acrescentam informacoes
sobre a estrutura dos cromossomos supranumerarios em Astyanax scabripinnis e, por
conseguinte, sobre estes segmentos gendmicos nos peixes. O estudo destes novos
marcadores obtidos, quando realizado em outras populacées desta espécie e em outras
espécies de peixes, podera proporcionar condicoes para uma melhor compreensao da
composicao, estrutura e funcao, bem como da origem e evolucao deste tipo de cromossomos

nos organismos.
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