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Aatividade proposta tem como fung¢ido conec-
tar contetidos ministrados na graduagio e
p6s-graduacio das dreas de genética geral, citoge-
nética, genética de populagées, evolugio, sistema-
tica filogenética e zoologia. Utilizamos um modelo
de evolugdo cromossdmica para acessar questdes
sobre os mecanismos envolvidos na reorganiza-
¢do dos genomas ao longo da diversificagio das
espécies. Resolvendo uma situacio problema os
discentes terdo a possibilidade de verificar como
cada tipo de marcador cromossdmico pode ser

empregado para solucionar questdes taxondmicas
e observar que tipos de rearranjos cromossdmicos
podem ocorrer durante a evolugio.
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Aatividade proposta tem como fungio
conectar contetidos ministrados na gra-
duagio e pés-graduagio das reas de genéti-
ca geral, citogenética, genética de populagoes,

evolugio, sistematica filogenética e zoo-

logia. Um modelo de evolugio cromossdémi-
ca foi utilizado para acessar questdes sobre
os mecanismos envolvidos na reorganizagio
dos genomas ao longo da diversificagio das
espécies , assim como para demonstrar a uti-
lizagio do estudo de seus caridtipos como
ferramenta taxondmica e evolutiva. Duran-
te a atividade, os discentes verificardo como
cada tipo de marcador cromossdmico (técni-

cas de coloragio e hibridagio “in situ” fluo-

rescente - FISH) pode ser empregado para
solucionar questdes taxondmicas e observar
que tipos de rearranjos cromossdmicos po-
dem ocorrer durante a evolugio. Cabe desta-
car que o modelo aqui apresentado pode ser
também usado como um roteiro descritivo
para os discentes pensarem em um projeto
de pesquisa envolvendo citogenética, conec-
tando ensino e pesquisa.

Como a maioria das aulas de citogenética
baseiam-se exclusivamente na montagem
de caridtipos pelo método classico de “corta
e cola’; a sugestio apresentada é uma forma
alternativa para abordar o tema e deixar
mais instigante e dinimico o ensino da ci-

togenética.

POR QUE E COMO ESTUDAR
0S CROMOSSOMOS
DE UMA ESPECIE?

Ao contririo do que se imaginava, principal-
mente com o desenvolvimento das metodo-
logias de biologia molecular e sequenciamen-

Sistematica - E a ciéncia

to de genomas, a citogenética nio se tornou
uma 4rea obsoleta dentro dos estudos genéti-
cos. Na verdade, o estudo dos caridtipos das
espécies ganhou novas perspectivas com ino-
vagdes metodoldgicas, o que fez com que esse
campo de estudo retomasse sua ascensio.

Estudar o cariétipo de uma espécie é crucial
para determinagio do grau de ploidia e a com-
posi¢io cromossdmica do organismo, e a par-
tir de entio, conhecer a diversidade bioldgica,
criar hipdteses evolutivas e entender como as
alteragdes numéricas e estruturais modificam
o complemento cariotipico original, podendo
resultar no isolamento reprodutivo de popu-
lagdes e, por consequéncia, levar A especiagio.

dedicada a inventariar e
descrever a biodiversidade
e compreender as relagoes
filogenéticas entre os
organismos.

Filogenética - Trata-se

de um ramo da biologia que
estuda a origem e evolucdo das
espécies e as relacdes existentes
entre elas.

In situ - Expressao latina que

Os mecanismos que podem alterar a morfo-
logia e 0 nimero cromossdmico, os métodos
de coloragio e bandamento dos cromossomos
estdo resumidamente apresentados no anexo
1. Cada tipo de metodologia oferece um pa-
drio de bandas especifico que permite reali-
zar comparagdes cromossdmicas e explorar
diferentes aspectos relacionados a evolugio
cromossdmica (veja exemplos na Figura 1).

Adicionalmente aos padrdes de coloragio di-
ferencial, a metodologia de hibridagio in situ
fluorescente (FISH) é também uma forma
eficiente e precisa de estudar a evolugio cro-
mossdmica. O principio da técnica baseia-se
na presen¢a de um DNA alvo e de sondas
de DNA complementares 3 sequéncia de
interesse. Essas sondas serio marcadas com
agentes fluorescentes que formario duplex
hibridos de DNA apés passarem por um

significa “no lugar” ou “no
local”. No ramo da biologia,
seria o método de estudo em
que o objeto é analisado no seu
local natural, habitual ou onde
se desenvolve.

__Desnaturacao - Ocorre
quando as pontes (interacdes)
de hidrogénio entre as
cadeias complementares se
rompem e as fitas se separam.
A desnaturacao é reversivel

e o DNA, ndo interfere na
composicao do esqueleto

processo de desnaturacao e renaturagio |
(para detalhes, veja a Figura 2).

Em seguida é realizada a detecgdo dos sitios
onde ocorreu a hibridagio e analisada em
microscépio de epifluorescéncia. Trata-se de
um método altamente especifico para detec-
tar a distribui¢io de sequéncias de interesse
a0 longo dos cromossomos, desde que o ta-
manho, em pares de bases, do segmento de-
sejado tenha quantidade suficiente de pares
de bases para a resolugio do microscépio.

carbono-fosfato.

Renaturacio - E o inverso

da desnaturacao e permite

que todas as propriedades
originais da molécula sejam
restabelecidas, ocorrendo o
restabelecimento das pontes
(interacoes) de hidrogénio entre
as cadeias complementares do
DNA, no caso das condicbes
originais serem recuperadas.
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Bandamento G Bandamento C T B Fluorocro[n'os
pela Prata base-especificos

Evidenciar um padrao de bandas 0 método evidencia seletivamente Detecta, de maneira indireta, o sitio Marcacao fluorescente especifica,

escuras e claras ao longo dos a heterocromatina constitutiva cromossdmico portador da regiao detectada pelo comprimento de

cromossomos, no qual as escuras distribuida ao longo dos cromossomos  organizadora do nucléolo (NOR) onda do fluorocromo em microscopia
Objetivo correspondem a regides ricas em de epifluorescéncia. Servem para

bases AT e as claras a regides ricas em caracterizacao da riqueza de

bases GC nucleotideos de uma determinada

regido cromossoémica

Os cromossomos mostram um padrao A heterocromatina constitutiva é A precipitacdo da prata coloidal Por exemplo: utilizando o fluorocromo

de bandas longitudinais ao longo de revelada como blocos fortemente ocorre nas regides da NOR, gerando DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol)

. toda a cromatide evidenciando regides  corados (bandas escuras), uma marcagao ao detectar proteinas serdo evidenciados sinais florescentes
Tipos de claras e escuras distinguindo-se das porcoes argirofilicas azul brilhante mais intenso em
marcas eucromaticas que permanecem regides ricas em A:T; enquanto que,
observadas levemente coradas (bandas claras) u'tili'zando o CMA; (cromomi;ina A),

sinais fluorescentes verde brilhante
indicarao riqueza em G:C naquela
regiao cromossémica
Os cromossomos sao desproteinizados ~ Os cromossomos sao submetidos a Solugdo coloidal reveladora preparada  Tratamento das laminas com solugdo
por acdo do tratamento com a enzima  uma depurinagao (acido cloridrico), com gelatina e acido formico é tampao (ex: Mcllvaine) seguido
Tratamentos tripsina e, posteriormente, corados seguido de um tratamento adicionada diretamente na lamina, de coloragdo com os respectivos
com corante de natureza baséfila__ desnaturante em hidroxido de bario seguido da adicao de solugao de fluorocromos de interesse. Em um
/ Processos [, e uma lavagem em solucdo salina nitrato de prata 50% @nico experimento, mais de um
(2xSSQ) e corados com corante de fluorocromo pode ser empregado em
natureza basofila uma mesma lamina
Observagao da morfologia Deteccao do padrao de Mapear o sitio cromossémico onde Permite distinguir porcoes
Tipos de cromos§6mica e detecgéo de ) heter‘ocromat-ina como ma-rcador se encontra o mptivo genético dos cr-orpossﬁ_micas que apresgntam ;
informagées rearranjos cromossomicos dos tipos em citogenética comparativa e genes que codificam para os rRNAs. distinta riqueza nucleotidica. Permite
~ estruturais e numéricos. Bastante presenca de rearranjos estruturais Padrdes de nimero e localizacao das caracterizar classes distintas de
extraidas empregada na citogenética clinica Cromossdmicos NOR sdo utilizados como marcadores ~ heterocromatina
humana comparativos entre os cari6tipos
Figura 1. Basofila - Termo técnico
Metodologias utilizadas para usado por histologistas.
comparagoes cromossdmicas. Descreve a aparéncia ao

microscopio de células e
tecidos, apds uma se¢ao
histoldgica ter sido colorida por
corantes basicos.

0 método de Hibridacao “in situ”” Fluorescente (FISH)

A metodologia de Hibridagdo “in situ” Fluorescente (FISH) esta baseada na propriedade fisico-quimica da molécula

de DNA de sofrer desnaturagdo (abertura de cadeia de duplas-fitas) e renaturagao (reanelamento das duas cadeias) c
sem comprometimento de seu esqueleto carbono-fosfato, quando submetida a condicdes como aumento de i Preparacbes cromossmicas em lamina de vidro
temperatura, exposicao a agentes desnaturantes (ex: formamida) ou tratamentos com base ou acido forte. =T

O método é altamente sensivel para identificar sequéncias especificas de DNA ao longo dos cromossomos
(mapeamento cromossdmico) e utilizado em diferentes campos da biologia. Em estudos evolutivos, essa metodologia
& bastante informativa por garantir que o pesquisador possa mapear sequéncias especificas ao longo dos cromossomos

e assim permitir comparar com maior precisao os cromossomos de espécies distintas (reconhecer homologias). \
Assim, o primeiro passo consiste em determinar qual a regiao de interesse que se busca mapear nos cromossomos -
e obter uma sonda de DNA complementar a essa regido (A). Essa sonda consiste em uma sequéncia dupla-fita
de DNA que apresenta a incorporagdo de alguns nucleotideos marcados, que poderao apresentar sua propria
fluorescéncia (marcacdo direta) ou que apresentam grupos-funcionais que serdo detectados por anticorpos "
oo < - - o onda desnaturada
especificos acoplados & fluorocromos e essa associagao ira gerar o sinal fluorescente (marcagao indireta). ¢ s e g0 DNA cromossomico desnaturado

ST TENNNAANNNNNNNNNNN

A 5’nil]]]]]im]]]ﬁr' MTTTTTTITITTTITTTT ANRNRNNENNNRRRRENEN
. » ! L S—

As sondas de DNA podem ser obtidas (B) por isolamento da sequéncia de interesse diretamente do genoma das
espécies, (i) via reacdo da polimerase em cadeia (PCR) quando a sequéncia nucleotidica & conhecida e primers
especificos podem ser utilizados, (ii) via digestdo por enzimas de restri¢ao, quando busc se sequéncias de DNA
altamente repetitivas, como por exemplo, DNAs satélites ou até mesmo através do isolamento individual

Sondas + meio de hibridacao

Temperatura
elevada
(desnaturagao)

de cromossomos inteiros, utilizando métodos de microdisseccdo cromossdmica ou citometria de fluxo. Outra DNA cromossomico N - - -
possibilidade é a aquisiao de sondas comerciais para a utilizagdo em experimentos de FISH, na qual o pesquisador Preparacdes cromossomicas em lamina de vidro
pode mandar sintetizar uma cadeia de oligonucleotideos de acordo com seu interesse. Tratando-se de cromossomos L conda + ! 1y
humanos, sondas comerciais para todos os pares de cromossomos do cari6tipo estao disponiveis para aquisi¢ao. i . ’e
B Obtencado de sondas NTITTITEEITITTT T g
DNA cromossémico
Isolamento por PCR Isolamento de cromossomos Sondas comerciais
de DNAs repetitivos (microdisseccio) marcadas
DNA satélite DNAr 55 »
’ - (ACTACT) Os procedimentos de FISH incluem a fixagdo e estabilizacao da cromatina, desidratacao das laminas
,,}_P% g‘§ il (GTG GTG)" sequida de uma desnaturacdo por temperatura e agentes quimicos. Apds esses tratamentos, os
6 | 3 ,; TTAGGG cromossomos sao incubados com a sonda para que, durante o reanelamento das fitas de DNA de ambos
‘e&*' “ k ( n (sonda e cromossomos), a sonda possa hibridar com a regido cromossdmica que carrega 0 DNA-alvo
= (C). O altimo passo é detectar a sonda (nos casos de marcagdo indireta) com anticorpos especificos
Purificagio/clonagem Amplificagdo dos cromossomos (WGA) Ressuspensdo i
Mireacis os pen B e A i Y Prome e ety acoplados com agente fluorescente e por fim contracorar os cromossomos algum ﬂuoro‘cror_no que
Marcacao por Nick Translation os core uniformemente. Como o comprimento de onda que foi adicionado na sonda é diferente
daquele aos quais os cromossomos foram contracorados, a sobreposicao de imagens pos captura em
filtros distintos do fotomicroscopio de epifluorescéncia, ird gerar um sinal de hibridacdo na posicao
o W —_— cromossdmica especifica em que DNA-alvo se encontra (C).
700 pb 500 ph
500 pb
200 pb
.
Figura 2.

Metodologia de Hibridizacdo in
situ Fluorescente.
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SITUACAO PROBLEMA

Na regido da Mata dos Pinhais é possivel
observar populagdes de uma espécie de roe-
dor endémica da regiio em ambas as mar-
gens de uma grande hidrelétrica, construida
no local ha cerca de 80 anos. No entanto,
alguns pesquisadores comegaram a descre-
ver pequenas diferengas no uso do ambiente

e no padrio de coloragio da pelagem entre
os individuos encontrados em lados opos-
tos dessa barragem, sendo caracterizados
como pertencentes 2 populagio 01 (indivi-
duos coletados em um fragmento localizado
na margem esquerda da hidrelétrica), ou a
populagio 02 (individuos coletados na mar-

gem direita) (Figura 3).

Apesar dos individuos destas duas popula-
¢Oes apresentarem variagdes na coloragio da
pelagem, os mesmos sio morfologicamente

indistinguiveis, o que pde em divida se tais
populagdes sio ou nio de uma mesma espé-

cie (Figura 4).

A B

Foram coletados individuos das duas po-
pulacdes, de ambos os sexos, e encaminha-
dos ao Laboratério de Citogenética para a
obtengio dos cromossomos metafisicos.
Esses cromossomos foram submetidos
A coloragio convencional e ao método de
bandamento G e C. Também foram rea-
lizados experimentos de FISH, utilizan-

do sondas de DNA telomérico (sequén-
cia TTAGGGn) e do cromossomo 4. As
sondas do cromossomo 4 foram obtidas a
partir do isolamento deste cromossomo de
um individuo da espécie do grupo-irmio
(outgroup). Os cromossomos foram foto-

Figura 3.

Esquema representando uma
usina hidroelétrica na regido da
Mata dos Pinhais. A bandeirinha
vermelha na margem esquerda
indica o local de coleta da
populacdo 01 e, a bandeirinha
em roxo, do lado direito da
margem, indica o local de coleta
da populacéo 02.

Figura 4.

Variacdo na coloracdo da
pelagem de uma espécie de
roedor endémica da regido

da Mata dos Pinhais. (A)
representa um individuo do
grupo-irmao (outgroup), (B)
representa um individuo da
populacdo 01, e (C) representa
um individuo da populacédo 02.

Outgroup (= grupo-externo)
["=grupo utilizado na
comparagao com o grupo que
esta se analisando e que traz
a informacao dos caracteres
primitivos (plesiomorficos).
Em teoria, todos os seres vivos
pertencem ao grupo externo,

mas na pratica é possivel

grafados e os resultados estio apresentados
nas Figuras 5a 8.

delimitar com maior precisao
devido ao conhecimento prévio
do sistemata.
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Fotomicrografia dos
cromossomos metafasicos
submetidos a coloracao
convencional (Giemsa) de
machos e fémeas de uma
espécie de roedor endémica
da regido da Mata dos Pinhais
provenientes de populacoes
encontradas em margens
opostas da barragem.
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Figura 6.

Fotomicrografia dos
cromossomos metafasicos
submetidos ao método de
bandamento G de machos e
fémeas de uma espécie de
roedor endémica da regido da
Mata dos Pinhais provenientes
de populacdes encontradas em
margens opostas da barragem.
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Fémea - Outgroup

Macho - Outgroup
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Macho - Populacao 1

Fémea - Populacao 2
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Macho - Populacao 2
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Figura 7.

Fotomicrografia dos
cromossomos metafasicos
submetidos ao método de
bandamento C de machos e
fémeas de uma espécie de
roedor endémica da regido da
Mata dos Pinhais provenientes
de populacdes encontradas em
margens opostas da barragem.
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Fémea - Outgroup Macho - Outgroup

Macho - Populacao 1

Fémea - Populacao 2 Macho - Populacao 2

» \

Figura 8.

Fotomicrografia dos cromossomos
metafasicos submetidos ao método de
FISH utilizando sondas de sequéncias
teloméricas (rosa) e do cromossomo 4
(verde) de machos e fémeas de uma
espécie de roedor endémica da regido
da Mata dos Pinhais, provenientes de
populacdes encontradas em margens
opostas da barragem. Locais de
sobreposicao de sinais de hibridacdo das
suas sondas sao visualizados em amarelo.
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DISTRIBUICAO DO
MATERIAL AOS GRUPOS

1) Cada grupo receberd um painel de metal
com dimensdes: 55 x 80 cm. O painel de
metal pode ser substituido por outro ma-
terial como, por exemplo, isopor, e neste
caso, as pegas de imi terdo que ser adap-
tadas. Cada grupo receberd também um
conjunto de fotomicrografias de cromos-
somos em metifase de machos e fémeas
das duas popula¢es analisadas na situagio
problema (Figuras 5 a 8) e individualmen-
te isolados. Cada metafase foi submetida a
quatro diferentes métodos, conforme des-
crito nas legendas das figuras. Cada grupo
trabalhard com uma populagio especifica,
enquanto o terceiro grupo trabalhard com
uma espécie que representard o outgroup.
O professor devera ter um painel no qual
haver4 uma drvore filogenética obtida para
o grupo em estudo.

2) Apé6s a montagem das pranchas pelos dife-
rentes grupos, distribuir um ideograma do
respectivo cariograma para que cada gru-
po represente os padroes observados pelos
métodos de coloragio diferencial e FISH
(Figura 9). Os ideogramas deverio estar re-

vestidos por contact transparente para que
os estudantes possam marcar as bandas res-
pectivas com canetas esferograficas de cores
distintas, conforme a legenda recebida.

INSTRUCOES
PARA OS PROFESSORES

1. Organizar os alunos da classe em trés gru-
pos de, no maximo, seis pessoas (o niime-
ro de integrantes pode variar dependendo
do tamanho da turma).

2. Cada grupo deverd receber:
a) um painel
b) procedimentos para os estudantes
c) problema proposto
d) as figuras de 52 8

e) o ideograma (apds os estudantes terem
analisado os cariétipos)

f) jogo de canetas de diferentes cores

E recomendado que o professor aplique esta
atividade em turmas que j4 tiveram contato
com os conceitos de genética, evolugio e sis-
temdtica filogenética, além de permear con-
ceitos de genética de populagdes e zoologia.

PROCEDIMENTO PARA OS ESTUDANTES

1. Ler com atencdo o problema proposto e a situacdo em analise.

autossomos.

6. Responder as seguintes questdes:

e justifique o porqué.

bandamento C.

7. Posicionar o grupo analisado na filogenia fornecida pelo professor.

2. Analisar as figuras 5 a 8 e iniciar as montagens dos cariétipos em cada metodologia, reunindo os
cromossomos em pares homélogos, organizados em ordem decrescente.

3. Determinar o nimero de cromossomos e o nimero fundamental (NFa) de cada populacdo, sendo este Gltimo
determinado considerando o nimero de bragos cromossémicos de cada cromossomo do complemento de

4. Analisar o cariotipo do macho e da fémea e determinar qual o sistema cromossdmico de determinacao sexual
que ocorre na referida espécie. Identifique qual é o sexo heterogamético.

5. Solicitar ao professor a entrega de um ideograma dos cariétipos analisados e, nele, representar com marcador
preto (ou a cor que desejar) o padrdo de bandamento G observado no ideograma das respectivas populacoes.

Questdo 1: O padrao de coloragao diferencial (bandamento C e bandamento G) ajudou na identificacao
dos pares de cromossomos homdlogos? Se sim, descreva um dos casos em que isso foi possivel

Questdo 2: Explique o que representam as bandas claras e as bandas escuras observadas pelo método de

Questdo 3: Observando o cari6tipo do sexo heterogamético, descreva quais as principais diferencas entre
os pares de cromossomos heteromdrficos observados.
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2 3 4 XX

Macho - Outgroup
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Fémea - Populacao 1

2 3 4 XX

Macho - Populacao 1

2 3 4 XY

Fémea - Populacao 2

2 3 XX

Macho - Populacao 2

WikE
) g
2 3 XY

Figura 9.

Ideogramas dos cariotipos
analisados — versdo para
representacao do padrao de
bandamento G.
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Parcimonia — Esse principio

é basico para toda ciéncia e nos
diz para escolher a explicacao
cientifica mais simples que
convenha com as evidéncias.

Plesiomorfica

DISCUSSAO
DOS RESULTADOS

Depois que todos os grupos acabarem as
andlises, é indicado que a turma toda se
retina para realizar a discussio conjunta da
atividade. A discussio devera ser conduzi-
da pelo docente e terd o seguinte roteiro:

o critério da parcimonia para indicar

qual seria a condi¢io plesiomorfica

(= plesiomorfia) - E uma
caracteristica primitiva. Ex.: a
auséncia de coluna vertebral
nos vertebrados é uma
caracteristica plesiomorfica,
enguanto a presenca é uma
caracteristica apomorfica.

Homologia - Qualidade

1. Com o ideograma da populagio estuda-
da, considerando o ideograma do sexo
heterogamético, cada grupo ird posicio-
na-lo ao lado do nome de sua populagio
(pop. 01 ou 02) na filogenia fornecida
pelo professor. Essas filogenias estio
disponiveis na figura 15 e 16.

2. Em conjunto, a turma realizard a andlise
citogenética comparativa entre as espé-
cies, Para isso, serdo analisados indepen-
dentemente cada par de cromossomos
entre as espécies e serd verificado: (a)
existe variagdo cromossdmica numérica
entre as populacdes? (b) existe variagio
no niimero fundamental dos cariétipos?

3. Sugerir a homologia interespecifica

que identifica as estruturas
homélogas, ou seja, aquelas
que sdo encontradas em grupos
taxondmicos distintos, podendo
executar funcdes distintas ou
ndo, com aparéncia semelhante
ou Nao, Mas que possuem

uma origem embrioldgica e
filogenética comum.

entre os caridtipos. Observar se a mor-
fologia de cada par cromossémico foi
mantida conservada em cada espécie
e identificar eventuais rearranjos cro-
mossOmicos (translocagées, inversoes,
duplicacdes, delecoes etc), levando em
consideragio o padrio de marcagdes
longitudinais gerado pelos diferentes
métodos para cada par de homélogos.
Realizar essa tarefa observando a con-
di¢io observada em relagio ao outgroup
selecionado para a andlise.

4. Com base nas andlises realizadas até
agora, as populagdes 01 e 02 seriam
consideradas como pertencentes a uma
mesma espécie? Caso a barreira de dis-
persdo entre as duas populacdes fosse
removida, seria esperado que, do cruza-
mento entre os individuos das duas po-
pulagdes fossem gerados descendentes
férteis? Em caso negativo, justifique a
resposta.

Ul
s

Inferindo que as populagdes estudadas
na verdade sio duas espécies distintas e
filogeneticamente relacionadas, utilizar

e a condi¢io derivada para os caracte-
res extraidos dos caridtipos analisados,
utilizando o outgroup para tal otimiza-
¢ao.

RESPOSTAS ESPERADAS
Questio 1

Através da diferenca no padrio de bandas
claras e escuras do bandamento C e ban-
damento G, é possivel nio s6 encontrar as
diferencas entre as popula¢des como, tam-
bém, identificar de modo preciso os pares
homélogos. Um exemplo disso é o par 4
da populagio 01 e do outgroup. Esse cro-
mossomo possui morfologia semelhante ao
cromossomo sexual masculino, o que pode
gerar erros no emparelhamento. O padrio
de bandas do par 4 em ambas as técnicas é
bem distinto, o que ajuda na identificagio
dos pares.

Questio 2

O método de bandamento C marca sele-
tivamente a heterocromatina constitutiva
que estd localizada primordialmente nas
regides centroméricas dos cromossomos.
No entanto, marcagdes em regides inters-
ticiais dos cromossomos podem ser obser-
vadas também como, por exemplo, a banda
escura observada nos bragos curtos dos ho-
mologos do par 3 no cariétipo da popula-
¢io 02.

Questao 3

O dltimo par dos caridtipos das espécies
compreendem o0s cromossomos sexuais.
No caso do cariétipo masculino, os cro-
mossomos sexuais sio heteromérficos, cuja
principal diferenca é a morfologia. Como
o heteromorfismo estd presente no carié-
tipo do macho, ele é considerado como de
sexo heterogamético. Compativel com essa
observagio pode-se dizer que o sistema de
determinagio sexual que ocorre nessas po-
pulacées é do tipo XX/XY. Enquanto um
dos cromossomos é maior e metacéntrico,
o outro cromossomo é consideravelmente
menor e acrocéntrico.
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DISCUSSAO DOS
RESULTADOS (gabarito)
Questio 1

Se comparada a andlise das trés populacdes
(pop. 01, pop. 02 e outgroup), verifica-se
que é possivel distingui-las. A populagio 02
apresenta 2n=8 cromossomos enquanto as
demais possuem 2n=10 cromossomos (Fi-
gura 10). Outro dado que se pode extrair
da anilise desses caridtipos por coloragio

convencional é a determinag¢io do niimero
fundamental de autossomos (NFa), que é
determinado considerando o niimero de bra-
¢os cromossdmicos de cada cromossomo do
complemento de autossomos. Por exemplo,
0s cromossomos metacéntricos e submeta-
céntricos apresentam dois bracos cromoss6-
micos (brago curto —“p” e brago longo —“q"),
enquanto os Cromossomos acrocéntricos e
telocéntricos apresentam apenas um brago
cromossdmico (brago longo) (Figura 11).

Fémea - Outgroup

7}8 6235 T 555 LRI RTPN A

Macho - Outgroup

Fémea - Populacao 1

M 8o 88| WA 0 £

Macho - Populacao 1

Fémea - Populacao 2

‘hﬁ bt & 41

Macho - Populacao 2

H@@@

Figura 10.

Cariétipos montados a partir
de cromossomos submetidos a
coloracao convencional.

N—

+1
+1
+1
+1

Metacéntrico Submetacéntrico

+1 +1
Figura 11.
Método de determinacdo
. . do namero fundamental de
Acrocéntrico Telocéntrico

autossomos (NFa).
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Tabela para calculo do niimero fundamental
de autossomos (NFa) do caridtipo.

Populacio N° de metacéntricos e N° de acrocéntricos e Resultado
pulac submetacéntricos x 2 telocéntricos x 1

Outgroup
Populacdo 1 +
Populacdo 2 +

Questao 2

Apds analisar os caridtipos do outgroup, é
possivel identificar através do bandamento G
(Figura 12) a ocorréncia de uma inversio pa-
racéntrica nos bragos longos do par 1 da po-
pulagio 02. Quando comparado o cariétipo
do outgroup com o caridtipo da populagio 02,
é possivel sugerir que durante a evolugio des-
sa espécie ocorreu uma transloca¢io Robert-

soniana entre 0s cromossomos ancestrais 3 e
4 (fusio de dois cromossomos acrocéntricos
ou telocéntricos pela regido do centrémero).
E possivel de ser identificada, tal ocorréncia,
devido as seguintes evidéncias: (a) redugio
do ntimero cromossdmico, (b) padrio de
bandamento G e foram validados por (c)
através do experimento de FISH utilizando
0s cromossomos inteiros como sondas.

Fémea - Outgroup
2
e .
ey B

1

2

XX

3 4

Macho - Outgroup

- . _ s
By BV ve v
2 3 4 XY

°

“

v
1

Fémea - Populacao 1

Bl
83 “
L 1) av
XX 1

Macho - Populacao 1

E»

Y0 ...
L L B

2 3 4 XY

Fémea - Populacao 2

Macho - Populacao 2

L .t g
i% Wy

1 2 3 XX 1 2 3 XY
Figura 12.
Cariétipos montados a partir de
cromossomos submetidos ao
método de bandeamento G.
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Questio 3

Inicialmente sdo comparados os caridtipos
das trés populacoes e sio estabelecidas as
homologias interpopulacionais, levando em
consideragio: (a) a morfologia dos cromos-
somos e (b) o padrio de bandamento cro-
mossémico verificado.

A morfologia entre os cromossomos do
outgroup e da populagio 1 permanece con-
servada, apesar uma inversio paracéntrica
presente nos cromossomos do par 1 da po-
pulagio 2, detectada principalmente pela po-
sicio invertida do padrio de bandas, mesmo
nio ocorrendo alteragio da morfologia desse
cromossomo, como esperado para este tipo
de rearranjo. J4 ao se analisar a morfologia
dos cromossomos do cariétipo da populagio
02 em relagio ao outgroup, detecta-se uma

mudanga nio s6 na morfologia do par cro-
mossdmico 1 (conforme a descrita acima),
mas também uma redugio no ntimero de
cromossomos para 8. Isso ocorreu devido a
uma translocagio robertosoniana entre pares
3 e 4 do cari6tipo ancestral (outgroup). Essa
translocacio pode ser identificada através do
padrio de bandamento C (Figura 13), sendo
possivel observar mesmo o padrio de bandas
escuras (2 bandas) presente no par do cro-
mossomo ancestral 3 do outgroup, no brago
longo do par 3 da populagio 02; no par 4 do
outgroup uma banda heterocromitica seme-
lhante ao do brago curto do par 3 da popula-
¢d0 02. No bandamento G, também ¢ possi-
vel observar que a regio centromérica nio se
encontra evidenciada somente na constrigio
principal, mas também h4 bandas escuras no
brago curto do par 3 da espécie 02.

Fémea - Outgroup

Macho - Outgroup

” 1N i

1 2 3 4 XX

ININIE R

1 2 3 4 XY

Fémea - Populacao 1

“ 11 81 . A8

1 2 3 4 XX

Macho - Populacao 1

1R R

1 2 3 4 XY

Fémea - Populacao 2

RINLRT

1 2 3 XX

Macho - Populacao 2

RINIET

1 2 3 XY

Figura 13.

Cariétipos montados a partir de
cromossomos submetidos ao
método de bandamento C.
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Figura 14.

Possivel pareamento entre os
cromossomos 3 e 4 do outgroup
e populacdo 01, e cromossomo
3 da populacdo 02.

Carater - E a diferenca entre

Questao 4 3 ¢ resultado de uma translocagio robertso-
- . . niana entre os cromossomos 3 e 4. A Figura
E possivel, pois os cromossomos 3 e 4 da po- . i

14 esquematiza o possivel emparelhamento
entre os cromossomos 3 e 4 do outgroup e po-

pulagio 01, e cromossomo 3 da populagio 02.

pulagio 01, ainda podem emparelhar durante
a divisio meidtica com o cromossomo 3 e 4,
da populagio 02, uma vez que, o cromossomo

Outgroup e Pop 01 Pop 02

" gz X

Possiveis pareamentos na meiose

i - =

Questio 5 cias reveladas pelo bandamento C. A Figura
15 apresenta a filogenia proposta com base

Otimizag¢io da mudanca de estado de cara- no padrio de bandas C.

ter do cromossomo 1 baseado nas evidén-

partes ou entre estruturas

de organismos diferentes, ou
seja, quando ha modificacdes
envolvidas. E, portanto, um
conceito abstrato e corresponde
aquilo que foi modificado em
uma estrutura; é a diferenca
entre a condicdo derivada e a
primitiva.

Figura 15.
Filogenia construida baseada nas
evidéncias do bandamento C.

OUTGROUP 2n=10

| POP.1 2n=10

Inversao
paracéntrica

: POP.2 2n=8

Otimiza¢io da mudanca de estado de card-  reveladas pelo bandamento G e confirmadas
ter do cromossomo 1 baseado nas evidéncias  pelo FISH (Figura 16).
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Outgroup macho

Outgroup fémea

Espécie 1 Espécie 1

Espécie 2 Espécie 2

OUTGROUP 2n=10
3 4
Translocacao
robertsoniana
POP.2 2n=8
E‘,
3
4 Y
Outgroup POP. 1 POP. 2
H 4
> < i > <
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3 4 3 4
A J
. )
Fish
4
3 4 3 4
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Figura 16.

Filogenia baseada nas evidéncias reveladas pelo bandamento G e confirmadas pelo
FISH e cariétipos montados a partir de cromossomos submetidos ao método de FISH.
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ANEXO 1

Rearranjos cromossomicos

Diversos mecanismos podem alterar a morfologia e o nimero cromossémico das espé-
cies promovendo rearranjos cromossdmicos. Estes rearranjos sao originados, em geral,
de maneira espontanea no genoma interfasico e evidenciados nos cromossomos meta-
fasicos. Os rearranjos podem ser equilibrados como nos casos das inversoes e translo-
cacdes, quando nao ha perda de informacdo genética contida no conjunto cromossé-
mico, havendo apenas uma reorganizacao. As inversdes podem ser do tipo pericéntrica,
quando envolve a regido do centrémero no rearranjo, ou paracéntrica, quando ocorre no
mesmo braco cromossémico sem envolver o centrdmero. Enquanto que, no caso de uma
inversdo pericéntrica, ocorre a alteracdo da morfologia do cromossomo. Um exemplo:
um cromossomo metacéntrico pode adquirir uma morfologia telocéntrica, ao passo que
no caso de uma inversao paracéntrica ndo ocorre alteracdo da morfologia do cromosso-
mo rearranjado. Um outro exemplo de rearranjo equilibrado sao as translocacoes, que
podem ser reciprocas quando ocorre a quebra de porcoes de cromossomos nao homo-
logos e posterior fusao reciproca dos dois segmentos cromossémicos, ou Robertsoniana
no caso de ocorrer a fusdo total de dois cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos.
Existem também os rearranjos nao equilibrados, quando ocorre alteracao na informacao
genética, seja por adicdo de contelido, no caso de duplicacdes, ou perda de segmento
cromossdmico em uma delecao.

Existem diferentes métodos de coloragdo cromossémica que permitem a determinagao
do ndmero e da morfologia dos pares homélogos e reconhecer possiveis rearranjos es-
truturais. O método de coloracdo convencional ou comum utiliza corantes de caracte-
ristica basofila, os quais coloram uniformemente os cromossomos como por exemplo,
quando do uso do corante azur-eosina-azul de metileno, conhecido como Giemsa e
orceina acética, permitindo um bom reconhecimento em microscopia de luz. Este tipo
de coloragao representa uma metodologia rapida, eficiente, de facil aplicacdo e de baixo
custo, principalmente quando empregada em espécies cujas informagdes cromossémi-
cas sdo totalmente desconhecidas como ocorre em grande parte de nossa diversidade
bioldgica. No entanto, existem cari6tipos em que os elementos sao extremamente ho-
mogéneos, de forma que a distin¢do entre os pares cromossémicos ou sua distingao
entre espécies requer o uso de métodos de coloracao diferencial, conhecidos como
bandamentos cromossémicos.

Os métodos de bandamento cromossémico tém como objetivo evidenciar regides ou
porcoes especificas ao longo dos cromossomos. Nesses métodos, os cromossomos ja
fixados em laminas sao submetidos a tratamentos que incluem processos de desidrata-
cdo, envelhecimento, desnaturacao e/ou digestao enzimatica, sequida de incorporacao
de corante DNA-especifico.

Por exemplo, o bandamento G é a metodologia frequentemente utilizada em estudos de
mamiferos, quando primeiramente ocorre um tratamento com a enzima tripsina, sequido
de coloracdo com Giemsa, formando um padrao de marcacao longitudinal com regides
G positivas (bandas escuras - sequéncias ou conteido genético rico em nucleotideos de
adenina e timina), e regides G negativas (bandas claras - sequéncias ou contetido gené-
tico rico em nucleotideos de guanina e citosina). Assim, a comparacdo entre o padrao de
bandas longitudinais de cada cromossomo permite claramente emparelhar os pares de
cromossomos homélogos, ja que cada par cromossémico apresentara um padrao nico
de bandas claras e escuras. Um eventual rearranjo, como uma inversao, por exemplo, al-
terara o padrao de marcagao longitudinal desse cromossomo, facilitando a identificacao.

Genética na Escola | Vol. 15 | N°1 | 2020 Sociedade Brasileira de Genética

43




