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RESUMO

O Brasil possui uma ampla e densa rede hidrogrdfgtabuida em oito grandes bacias, com
uma grande diversidade de espécies de peixes.ribigde € uma pequena familia de Characiformes,
representada por apenas trés géndfoghrinus Hoplerythrinuse Hoplias. Hoplerythrinuspossui
apenas trés espécids: cinereus(Gill, 1858), H. gronovii (Valenciennes, 1847) H. unitaeniatus
(Agassiz, 1829)sendo que apenas esta ultima é encontrada endrierbirasileiro, além de ocorrer
também na América Central e em varios outros paiségnérica do SuHoplerythrinus cinereus H.
gronovii possuem uma distribuicdo mais restrita e ocorrpanas em Trinidad e Tobago e Guiana
Francesa, respectivamente. Sometitainitaeniatuspossui estudos citogenéticos, demonstrando ser
uma espécie cromossomicamente diversa e indicamdmtsr de um complexo de espécie. Com o
intuito de progredir no conhecimento do genomaddeinitaeniatus este trabalho teve por objetivo
caracterizar, através de coloracdo convencionabpmsa, bandamento C, impregnacao por nitrato de
prata e hibridizacadm situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 18S e B&i@ncia telomérica
(TTAGGG),, histonas (H3 e H4), e microsatélites (GAXGA)15 (CACho, (GAG) € (GATA),
populagbes déH. unitaeniatusprovenientes de cincos bacias hidrogréficas leiesd (Amazonas,
Araguaia, Paraguai, Alto Parand e S&o Francisce)ni@neros diploides encontrados foram 2n=48
(Paraguai e Alto Parana), 2n=50 (S&o Francisco-&2 (Amazobnia, Araguaia e Sao Francisco), além
da ocorréncia de hibridos naturais com 2n=51 creomss na bacia do Sao Francisco. O bandamento
C evidenciou blocos de heterocromatina localizagiws posicdo intersticial e pericentromérica na
maioria dos cromossomos, contudo alguns cromossorteabém apresentaram blocos
heterocromaticos em posicdo centromeérica e terng@maltodas as populacdes. A impregnacao por
nitrato de prata revelou AGRONs simples para asilpgpes da Amazobnia e Araguaia e AQRONs

multiplas para as popula¢des do Paraguai, AltorfdagaSao Francisco. A FISH com sondas de DNAr



18S e 5S revelou varios cromossomos portadoregsiesstrons, além da ocorréncia de sintenia em
todas as populacdes. A sonda de sequiéncia tel@an@TAGGG), detectou sitios restritos a porcao
terminal de todos os cromossomos. Para as histd®asH4, foi verificado um padréo disperso pelo
cromossomo, sendo que, principalmente para H4yvédoificado blocos mais fortes em posigcéo
intersticial. Ja a distribuicdo cromossémica dosrogisatélites (CA3, (GA)is, (CACho, (GAG)io NO
genoma deH. unitaeniatus mostrou-se alocado preferencialmente em posicémintal dos
cromossomos com algumas regifes intersticiais rascad microssatélite (GATA)apresentou-se
disperso pelos cromossomos de todas as populagéksadas, sem um acumulo preferencial em uma
regido cromossdmica especifica. Os dados obtidste iabalho vém reforcar a hipétese de Hue

unitaeniatuséo se trata de uma Unica espécie, mas sim doexone espécikl. unitaeniatus
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ABSTRACT

Brazil has a large and dense hydrographic netw@kiltlited in eight major basins, with a
great diversity of fish species. Erythrinidae israall family of Characiformes, represented by only
three generaErythrinus Hoplerythrinus and Hoplias. Hoplerythrinushas only three speciesl.
cinereus(Gill, 1858),H. gronovii (Valenciennes, 1847) artdl. unitaeniatugAgassiz, 1829) and only
the latter is found in Brazil, besides also occuCientral America and in several other countries in
South AmericaH. cinereusand H. gronovii have a more restricted distribution and occur dnly
Trinidad and Tobago and Guyana, respectively. Ghlynitaeniatushas cytogenetic studies, proving
to be a diverse chromosomally species, indicatinga complex of species. In order to progreghien
knowledge of the genome B unitaeniatusthis study aimed to characterize by conventi@iaimsa
staining, C-banding, impregnation with silver ni¢raand fluorescencm situ hybridization (FISH)
with probes of DNAr 18S and 5S, telomeric seque(iCERAGGG),, histones (H3 and H4), and
microsatellite (CAgs, (GA)i5, (CACho, (GAG)0 and (GATA), populations oH. unitaeniatusrom
five hydrographic basin in Brazil (Amazon, Aragydaraguay, Upper Parana and Sao Francisco). The
diploid numbers found were 2n=48 (Paraguay and Up@aeana), 2n=50 (S&o Francisco) and 2n=52
(Amazon, Araguaia and S&o Francisco), besides twairence of natural hybrids with 2n=51
chromosomes in the S&o Francisco basin. The C-baustiowed heterochromatic blocks located in the
interstitial and pericentromeric position in mosiramosomes, but some chromosomes also showed
heterochromatic blocks in the centromeric and teainposition in all populations. The impregnation
with silver nitrate revealed simple AQNORs for ptgtions of the Amazon and Araguaia and multiple
AgNORs for the populations of Paraguay, Upper Ramamd S&o Francisco. FISH with 18S and 5S
DNAr probes revealed several chromosomes carryiaget cistron, besides the occurrence of synteny

in all populations. Probes with telomeric seque(iCEAGGG), detected sites only in the terminal
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portion of all chromosomes. A dispersed pattern wesfied to H3 and H4 histones in the
chromosomes and only for H4 was observed strongkstks in the interstitial position. The
chromosomal distribution of the microsatellites (&A(GA)15, (CACho, (GAG)0in the genome afl.
unitaeniatusshown to be preferentially located in the termpadition of the chromosomes with some
interstitial regions marked. The microsatellite (&, shown dispersed in the chromosomes without
preferential accumulation in a specific regionted thromosome in all populations analyzed. The data
obtained in this study reinforce the hypothesig thaunitaeniatusit is not a single species, but the

specie complex unitaeniatus



1. INTRODUCAO

A regido Neotropical se estende desde o sul do ddésté a Ameérica do Sul. Com
aproximadamente 24.600 espécies de peixes recdalemin todo o mundo, cerca de 8.000 pertencem
a esta regido, sendo a maior fauna de peixes @edage conhecida (Graca e Pavanelli, 2007).

Os peixes tém se mostrado de grande interesseapgagaquisa cientifica, principalmente por
constituirem um grupo muito diverso, no que dipe&® a sua morfologia, biologia e habitats (NeJson
2006). Além disso, aspectos genéticos e citogagetemmbém estdo se mostrando bastantes diversos
para o grupo, e sao de grande importancia par&daluguestdes relacionadas aos diversos campos em
gue as interfaces sao realizadas, como voltadasgpoxonomia, biogeografia, ecologia, conservacgao,
entre outras, além dos interessantes estudos amdaitis aos processos de diversificacdo

cromossoOmica.

1.1. Ordem Characiformes

Os Characiformes formam um grupo bastante diverseneontram-se distribuidos em
praticamente todos os ambientes de agua doce, ssralzados desde a fronteira México - Estados
Unidos até o sul da Argentina, além de serem eraawdg no continente africano (Lucena, 1993). Este
grupo esta distribuido em 23 familias, com cerc2 d& géneros e aproximadamente 1680 espécies.
Desse total de espécies, 209 ocorrem na Africa resiantes apresentam-se distribuidas pela regido
Neotropical, onde atingem sua maior diversidad@esentando 30% da ictiofauna (Nelson, 2006).

Apresenta grande variacdo em relacdo ao numernaidigplsendo encontrados desde 2n=28 (e.g.
HemigrammusgGill, 1858, Scheel, 1973) até 2n=102 cromossomos (€gtamorhina altamazonica
(Cope, 1878), Feldberg et al. 1993P.esquamoralevigBraga & Azpelicueta, 1983), Brassesco et al.

2004).



1.2. Familia Erythrinidae

Erythrinidae é uma pequena familia de Characifoymemesentada por apenas trés géneros:
ErythrinusScopoli, 1777HoplerythrinusGill, 1896 eHoplias Gill, 1903, todos endémicos da América
do Sul, com ampla distribuicdo pelas bacias biieasieprincipalmente na bacia Amazonica (Oyakawa,
2003). Popularmente conhecidos como trairas eféwirHoplias e jejus Hoplerythrinus e
Erythrinug, estes animais sdo preferencialmente carnivesrglo encontrados em diferentes habitats,
como, lagos, lagoas, e grandes rios. Morfologicaepegsses peixes caracterizam-se por apresentar
corpo cilindrico e nadadeira caudal arredondadak@ya, 2003). Gayet et al. (2003), encontraram
restos de um féssil brasileiro pertencente ao MimeBno, nas proximidades do rio Branco, no Estado
do Acre, o qual foi inserido em um novo génerBaleohoplias assisbrasiliensisnostrando que o
grupo apresenta uma datacado biol6gica bastantganti

Hoplias € o género que apresenta maior distribuicdo gBogrésendo separados em dois
grupos:Hoplias malabaricugBloch, 1794) eHoplias lacerdaeMiranda Ribeiro, 19084. malabaricus
tem se mostrado um grupo bastante heterogéneogramde diversidade cariotipica. As populacdes
deste grupo apresentam-se distribuidas em 7 distinariomorfos (A-G), os quais diferem em relacéo
ao numero diploide (variando de 2n=39 a 2n=42 ce®OIMOS), estrutura cariotipica e ocorréncia de
Cromossomos sexuais, 0s quais estdo presentes riomados B (XX/ XY), cariomorfo D
(X X1 XX/ X1X2Y ) e cariomorfo G (XX/XYY,). J& os cariomorfos restantes (A, C, E e F) nédo
apresentam um sistema de cromossomos sexuaisrhétéons diferenciados (Bertollo et al. 2000). Ja
0 grupo conhecido como trairdes, que de acordo ©gakawa e Mattox (2009) € composto por seis
espécies consideradas validss, lacerdaeMiranda Ribeiro, 1908H. brasiliensis(Spix in Spix &
Agassiz, 1829),H. aimara (Valenciennes, 1874)H. curupira Oyakawa & Mattox, 2009 H.

intermedius(Gunther, 1864) &1. australis (Oyakawa & Mattox, 2009), possui estrutura capict



conservada com 2n=50 cromossomos, sendo estegpdsgrtetacéntricos e submetacéntricos e sem
ocorréncia de cromossomos sexuais morfologicamdifggenciados nas populagbes ja estudadas
(Morelli et al. 2007; Blanco et al. 2011).

Para Erythrinug séo descritas apenas duas espéEiesrythrinus(Bloch & Schneider, 1801) e
E. kessleriSteindachner, 1876, sendo que esta Ultima tenmréuoa restrita no estado da Bahia
(Oyakawa, 2003) e ainda ndo possui estudos cittigeaéBertollo, 2007) Erythrinus erythrinus
compreende quatro cariomorfos que diferem em relaginumero dipldide, estrutura cariotipica e
sistemas sexuais. Para o cariomorfo A é verificadpresenca de 2n=54 cromossomos e ndo ha
ocorréncia de um sistema de cromossomos sexuessjamorfo B apresenta 2n=54/53 cromossomos,
com sistema sexual do tipo¥;X2Xo/X1X2Y e os cariomorfos C e D apresentam 2n=52/51
cromossomos, com sistema sexual também do tipoXeX/X1X2Y, contudo, diferem entre si na
estrutura cromossémica (Bertollo et al. 2004). ®uw@racteristica de. erythrinusé a ocorréncia de

cromossomos B (Bertollo et al. 2004; Martins etrapress).

1.3. GéneroHoplerythrinus

Hoplerythrinuspossui apenas trés espécléscinereugGill, 1858),H. gronovii (Valenciennes,
1847) eH. unitaeniatus(Agassiz, 1829)sendo que apenas esta Ultima € encontrada envrierrit
brasileiro, aléem de ocorrer também na América @émrtrem varios outros paises da Ameérica do Sul.
H. cinereuse H. gronovii possuem uma distribuicdo mais restrita e ocompenas em Trinidad e
Tobago e Guiana Francesa, respectivamente (Oyak¥¥8). Em relacdo a estudos citogenéticos,
somenteH. unitaeniatuspossui caracterizacdo cromossdémica e aparentansarespécie bastante

diversificada, com 6 cariomorfos (A, B, C, D, E)g&definidos (Bertollo, 2007; Da Rosa et al. 2012

Os cariomorfos A, B e E apresentam 2n=48 cromosspisendo encontrados nas bacias dos rios



Amazonas (A e B), Paraguai (A) e Parana (E). Osagemariomorfos (C, D e F) possuem 2n=52
cromossomos e podem ser encontrados na bacia te (eg D) e na Bacia do rio Sdo Francisco (F)
(Bertollo, 2007; Da Rosa et al. 2012). A variac&treeos cariomorfos esta principalmente relacionada
ao numero dipldide e a morfologia dos cromossonmaicando, assim, a ocorréncia de rearranjos e
aumento/reducdo do namero diploide (Bertollo, 20&8fe é o Unico género de Erythrinidae que nao
apresenta sistemas de cromossomos sexuais hetBoomofGiuliano-Caetano, 1986; Giuliano-
Caetano e Bertollo, 1988 e 1990; Giuliano-Caetdrad. 001; Diniz e Bertollo, 2003 e 2006; Da Rosa
et al. 2012).

Atingindo até 40 centimetros de comprimento, sdxegebastante ativos, carnivoros, de
crescimento rapido e ocorrem, principalmente, emagagle inundacdo temporaria (Lowe-McConnel,
1999). O que tornaHoplerythrinus morfologicamente distinto dos demais membros dailia
Erythrinidae é a presenca de uma mancha pretaoadada na regido do opérculo e uma faixa preta ao
longo do meio do corpo (Oyakawa, 2003).

Uma caracteristica marcante tantoHtgplerythrinusquanto deErythrinusé a presenca de uma
bexiga natatéria ricamente vascularizada, o quedaz que tenham uma respiracdo aérea facultativa
utilizando essa bexiga natatéria como 6rgao pdréutgdo (Fernandes e Moron, 1996). Quando o
ambiente encontra-se em hipdxia ou andxia severaxigénio passa a ser absorvido via bexiga
natatéria, permitindo sua sobrevivéncia durantéopges de estiagem. Sendo assim, diferentemente de
Hoplias, que possui respiracdo exclusivamente aquaticap teoplerythrinus quanto Erythrinus
possuem respiracdo bimodal, utilizando ndo s6 asgbras, mas também a bexiga natatoria como
orgéo de respiracdo (Mariano et al. 2009).

Hoplerythrinustem sido amplamente utilizado como isca viva, escp amadora e profissional,

para a captura de outras espécies de peixes. Bipammm o Controle da Pesca de Mato Grosso do Sul,



SCPESCA/MS, no ano de 2005 foram registrados 12290exemplares capturados na regido do
Pantanal, sendo que deste total, aproximadamen8®®@&orrespondem aos peixes popularmente
conhecidos como jejus (0 que inclui tanto espédedoplerythrinusquantoErythrinug. Quanto ao
destino dessas iscas, a maior parte foi comeratdino proprio Mato Grosso do Sul, sendo que o
restante seguiu para os estado de Mato Gross@ed?& comércio de iscas vivas € realizado da bacia
do Alto Paraguai para outras bacias hidrografidassa forma, havendo a possibilidade de introducéo
dessas espécies em outras bacias, o que poddacameprejuizos ecoldgicos e econdmicos.

Além disso, h& outro fator que deve ser consideratirente a distribuicdo/disperséao e
unitaeniatus a chamada dispersdo passiva (ndo intrinsecaolizgigi do peixe, mas dependente de
fatores ambientais). Segundo Blanco et al. (20d.@gpéci¢l. malabaricusem épocas chuvosas, pode
migrar de uma vertente de rio a outra atravésleies$i de agua de poucos centimetros de profundidade
caracteristica tipica de espécies presentes eneatabialagadicos. Entretanto, é plausivel acreditar
gue H. unitaeniatuspossa apresentar esse tipo de dispersdo de foras anentuada quél.
malabaricus devido ao fato de apresentarem respiracao agigae possibilita que sua sobrevivéncia
fora da agua possa ocorrer por um maior periodeedgwo. No Pantanal, durante o periodo de
estiagem, espécimes #e unitaeniatussao facilmente encontrados em corpos d’agua qdersam
nessa regido (Fink e Fink, 1978), e acabam migrantte esses alagadicos, ficando assim, expostos ao
ar atmosférico e respirando via bexiga natatorieartte esse periodo (Kramer, 1978; Juca-Chagas,

2004).

1.4. Estudos cromoss6micos ehfoplerythrinus unitaeniatus
Os estudos citogenéticos éinunitaeniatusse iniciaram na década de 1980. Giuliano-Caetano

(1986) analisou uma populacdo proveniente do ripuand (MT), pertencente a bacia do rio



Amazonas, que apresentou 2n=48 cromossomos (NFs®&jo todos do tipo meta/submetacéntrico.
No mesmo ano, a autora também analisou apenas emp&x proveniente da Lagoa de Jaturnaiba
(RJ), na bacia do Leste, e este Unico exemplasapieu 2n=52 cromossomos (NF=95), sendo que 45
cromossomos eram do tipo meta/subemetacéntricasa@rssomos eram do tipo acrocéntrico.

Posteriormente, Giuliano-Caetano e Bertollo (1988glisaram uma populacdo proveniente do
rio Negro (bacia Amazodnica) a qual apresentou 2nedBnossomos, tanto em machos quanto em
fémeas. Contudo, quatro variantes cariotipicast{pds A, B, C e D), baseadas na morfologia dos
cromossomos, meta/submetacéntricos e subtelo/atrocod, foram identificadas. Nesta mesma
populacdo, um espécime fémea apresentou triplaidiaral (2n=3x=72 cromossomos), sendo o
cariétipo composto por 23 trincas de cromossomads/Bubmetacéntricos e 1 trinca de cromossomos
subtelo/acrocéntrico, compativel com o citétipo Bs dndividuos dipléides (Giuliano-Caetano e
Bertollo, 1990).

Giuliano-Caetano et al. (2001), realizaram uma ismatomparativa com populacdes lde
unitaeniatusprovenientes de 5 localidades diferentes, sendoddaCorrientes (Argentina), Miranda
(Mato Grosso do Sul), Porto Velho (Rondénia), Parfatadual do rio Doce (Minas Gerais) e da regido
de Paramaribo (Suriname). A populacdo do Parquadist do Rio Doce apresentou 2n=52
cromossomos. As populacdes de Corrientes, MiraRdeto Velho e Suriname apresentaram 2n=48
cromossomos, mas com distintas formulas carioSpiCansiderando tal diversidade cariotipica, estes
autores sugeriram qud. unitaeniatuspoderia ndo se tratar de uma uUnica espécie paearitorio
brasileiro, mas sim de um complexo de espécies.

Posteriormente, Diniz e Bertollo (2003) analisarairgvés de técnicas de citogenética classica
e molecular, trés populagbes He unitaeniatus sendo duas provenientes da bacia do Alto Parana

(2n=48) e uma do Sao Francisco (2n=52). O mapeanfisito dos genes ribossomais 18S evidenciou



a presenca de RONs mudltiplas, enquanto que a FI8h sonda de DNAr 5S demonstrou sitios
alocados na regido pericentromérica de cromossameis/submetacéntricos nas trés populagdes.
Entretanto, houve variacdo na quantidade de s@mm®ntrados entre as populacbes. Estes dados
corroboram com Giuliano-Caetano et al. (2001) pateise de qud. unitaeniatusse trata, na verdade,

de um complexo de espécies.

Em uma andlise realizada em uma populacdo provenigm rio da Prata, bacia do S&o
Francisco, foi encontrada variacdo intra e intdiviidlual relacionada ao numero dipléide, sendo
detectada na mesma populacéo, 2n= 50, 2n=51 e ZmebHssomos, além da conseqlente variacao
na morfologia dos cromossomos e nas férmulas daidas (Diniz e Bertollo, 2006).

Outras trés populacdes #e unitaeniatusprovenientes de localidades distintas (rio Mirarda
MS, rio Parana — MS e rio Mogi-Guacu — SP) foramaliaadas recentemente. O numero diploide
encontrado foi igual para as trés populacgdes (2n=etthtudo foi verificado um padrao distinto na

formula cariotipica e nimero fundamental entre @asRosa et al. 2012).

1.5. Consideracdes gerais sobre complexo de espgeem peixes

Algumas espécies de peixes apresentam-se semalmantivlogicamente, contudo apresentam
grande variabilidade no que se refere ao seu gendesse modo muitos grupos estdo sendo
caracterizados como complexo de espécies.

O termo complexo de espécie foi proposto por MarEitho e Bertollo (1991), com base no
estudo de populacdes deastyanax scabripinnigJenyns, 1842) provenientes de riachos de difesent
bacias ou de uma mesma bacia. A analise realizagartstrou grande diversidade tanto em relacdo a
caracteres morfoldgicos quanto cromossémicos, comero dipldide, morfologia cromossémica e

distribuicdo de heterocromatina, o que levou osrasta proporem que se tratasse ndo de uma Unica



espécie, mas sim de um complexo de espécids seabripinnisBertaco e Lucena (2006) consideram
17 espécies fazendo parte do compléxscabripinnis entretanto, baseado em estudos de diferentes
populagcbes déstyanaxprovenientes de cabeceiras de ridgari et al. (2008a) sugerem que este
namero seja possivelmente subestimado.

Ainda dentro do génerdstyanax,outras espécies comb. fasciatus(Cuvier, 1819),A. aff.
fasciatus Cuvier, 1819 eA. altiparanae Garutti & Britski, 2000 também sdo consideradam@o
complexos, sendo morfologicamente muito semelhaatesriotipicamente distintas (Fernandes e
Martins-Santos, 2004, Artoni et al. 2006).

Rhamdia quelerfQuoy & Gaimard, 1824), pertencente a familia Hefgidade, apresenta um
namero dipldide conservado com 58 cromossomosudora presenca/auséncia de diferentes tipos de
cromossomos B, variabilidade nas formulas caricaipie na localizacao de sitios de DNAr sugere que
este grupo também se trate de um complexo de espg&arcia et al. 2010; Martinez et al. 2011).

ParaHypostomus ancistroidéthering, 1911), existem varios indicios de queupg se trate de
um complexo de espécie (Carvalho, 2011). Variagbesproporcdes corporais e padrdo de coloracdo
sdo comumente observados (Oyakawa et al. 2005)n Aliéso, apesar de apresentar um namero
diploide constante (2n=68), varias férmulas cquiois sdo relatadas entre diferentes populacdes e
(Artoni e Bertollo, 1996; Alves et al. 2006) e atésmo para popula¢des muito proximas (Endo, 2006).

Dentre os GymnotiformesEigenmannia (Jordan & Evermann, 1896) possui padroes
morfolégicos bastante complexos, além de varioblpneas taxondmicos, sugerindo que este género
seja na realidade um complexo de espécie (Moys#s20210). E ainda de acordo com Campos-da-Paz
(1997) e plausivel acreditar que as espé€iegirescengValenciennes, 1836F. trilineata Lopes &
Castello, 1966 €. microstoma(Reinhardt, 1852) constituam um complexo de espéditcil de

distinguir baseando-se somente em caracteres mgidok. JA par&ymnotusLinnaeus, 1758G.



carapo Linnaeus, 1758 apresenta alta variabilidade dprgat, com numero dipléide variando de
2n=42 a 2n=54 cromossomos, 0 que pode revelar-spétie distintas alocadas dentro do complexo
de espéci&. carapo(Milhomem et al. 2008).

ParaGeophagus brasiliens{Quoy & Gaimard, 1824 Kullander (1998), propos baseados tanto
em caracteres morfoldgicos quanto moleculares,agaspécie se trate na verdade de um complexo.
Uma revisao citogenética realizada por Feldberd. ¢2003) corrobora com a hipétese da existéneia d
espécies cripticas para este grupo.

Para Erythrinidae, tant&. erythrinusquantoH. malabaricusvem sendo considerados como
complexo de espécies, devido a variabilidade eradatno numero diploide e principalmente na
auséncia e presenca de sistemas de cromossomasseruambas espécies (Bertollo et al. 2000 e
2004). ParaH. unitaeniatus Giuliano-Caetano et al (2001) sugeriram que @@mAao se tratava de
uma Unica espécie para territorio brasileiro, deddsariacdo estrutural e numérica (2n) enconteada
diferentes populacdes. Estudos posteriores complamea idéia de que esta espécie realmente se trate

de um complexo de espécies (Diniz e Bertollo, 20@B06; Da Rosa et al. 2012).

1.6. Aspectos gerais sobre DNAs repetitivos

O genoma de organismos eucariotos é constituidogrande parte, por DNA repetitivo, que
sdo segmentos de DNA de tamanhos variados quepsteme de dezenas a milhares de vezes no
genoma. Este DNA pode ser classificado em codidicaztbm fungdes bioldgicas bem definidas, e ndo
codificador cujo conjunto de seqiéncias se encatifijgersa N0 genoma ou se repetm tandem

(Griffiths et al. 2006).
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As sequéncias que se repetem tandensdo subdivididas de acordo com o tamanho de suas
unidades de repeticdo, as quais sao classificadd3NA microsatélite, minisatélite e satélite (Eqapl
e Epplen-Haupt, 2002).

Microsatélites ou Sequéncias Simples Repetidas 5§&almente contém de 1 a 6 pares de
base (pb), repetidas de 5 a 100 vezes em cada IEpsen e Epplen-Haupt, 2002). Sé&o
frequentemente distribuidos ao acaso pelo gengmasiem elevado grau de polimorfismo, sendo que
devido a essa alta variabilidade, seu uso comoadaramolecular tem crescido consideravelmente,
sendo Uteis na caracterizacdo de diferentes pdmda@Martins et al. 2011). Os microssatélites
participam da organizacdo da cromatina, replicazé@combinacdo do DNA e regulacdo da atividade
génica (Li et al. 2002).

Minisatélites possuem de 9 a 100 pb e apresentaepstidos no genoma de 2 a centenas de
vezes por locus (Epplen e Epplen-Haupt, 2002). Paiitas classificacdes de sequéneiastamdemo
DNA telomérico é comumente considerado um minifigatéFajkus et al. 2008). Teldbmeros séo
sequéncias de DNA encontrados na regido terminalcdmmossomos (McEachern et al. 2000) e sua
funcdo basica é manter a integridade e estabilidem®ossdmica sendo conservada em organismos
eucariotos (Blackburn, 2001). Todos os vertebragfmesentam esse tipo de repeticdo de sequéncia
(TTAGGG),. A utilizacdo desse tipo de sequéncia vem sengoritante na deteccdo de rearranjos em
diversos grupos, principalmente em eventos reladios a fusdes céntricas onde pode ser detectada a
presenca de ITS (Interstitial Telomeric Sequences).

DNAs satélites séo seqiiéncias maiores e possud@0de 1000 pb presentes em atéctipias
por genoma (Epplen e Epplen-Haupt, 2002). Na nwmidos casos, essas regides se apresentam
compactas durante o ciclo celular e com inatividaaescricional (Beridze, 1986; Vicari et al. 20D8b

além de estarem preferencialmente alocadas naoreggdtromérica e pericentromérica dos
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cromossomos (Corradini et al. 2007; Rossi et @.720Contudo, ha descricdo desse tipo de DNA em
regido telomérica e intersticial (Adega et al. 200¢les et al. 2008). Ocasionalmente, alguns genes
podem ser encontrados intercalados com essas sesgie que ocorra sua inativacao (Pimpinelli et al.
1986; Lohe e Hilliker, 1995). Vale ressaltar quéagsdefinicbes das diferentes classes de DNA
repetitivosem tandenainda sdo controversas na literatura.

Outra classe de DNAs organizados éamdem é composta por familias multigénicas. A
denominacao familia multigénica é utilizada padicdar um grupo de DNA com bastante similaridade
estrutural e funcional, que sao descendentes dgeme ancestral comum (Nei e Rooney, 2005). Entre
os exemplos mais comuns de familias multigénictBoess genes de histonas e os DNA ribossomais
(Martins et al. 2011).

As histonas séo codificadas por familias que varmatne 100 e 1000 genes (Griffiths et al.
2006). Sao classificas em histonas H1, H2A, H2B,eHd4 e estdo envolvidas na compactacao do
DNA para formagdo do nucleossomo. A estrutura degs@teinas é altamente conservada,
principalmente a H3 e H4, entre as diversas cladseanimais, embora varia¢des ja tenham sido
encontradas (Martins et al. 2011).

As sequéncias de DNA ribossomais (DNAr) sdo amphdenatilizadas, e, na grande maioria
dos eucariotos, sédo organiza@as tandenem dois grupos distintos: DNAr 45S e DNAr 5S. @ajo
maior € formado pelo DNAr 45S que é formado peleseg que transcrevem os RNAs ribossomais
18S, 5,8S e 28S. E o outro arranjo, DNAr 5S, é &mlonpelas sequéncias de genes que transcrevem o
rRNA 58S, e é transcrita por uma seqiéncia de apammente 120 pb, sendo altamente conservada
(Martins et al. 2011).

As sequéncias dispersas sdo compostas por elenteabgponiveis que se diferenciam de

outras sequéncias devido a sua capacidade de nmusigde entre distintas regides do genoma. Desse
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modo, sdo classificadas em transposons, 0s quamsopagam a partir de moléculas de DNA, e
retrotransposons, que necessitam da acdo de unsrrpdase reversa para se propagarem. Estes
ultimos sdo subdivididos em duas categorias deéseifis de transposi¢cdo: os longos elementos
intercalares (LINEs — Long Interspersed Elements$ elementos curtos intercalados (SINEs — Short
Interspersed Elements) (Griffiths et al. 2006).

Muito se sabe sobre elementos repetitivos em difeseclasses de organismos. No caso de
humanos, 98% do genoma € constituido por elemer@oscodificantes, e aproximadamente 45%
destes sédo diferentes tipos de elementos trangsr{fubramanian et al. 2003). Todas as classes de
elementos transponiveis sdo encontradas no geneneiges (Volff et al. 2003) e a analise de
sequencias de DNA repetitivos vem sendo cada vez mtidizadas neste grupo, pois levam a dados
consistentes, que ajudam na melhor compreensdovalac@o e mapeamento de genomas de
determinadas espécies (Ferreira et al. 2011),ianxiha elucidacao de relacdes filogenéticas (Teixei
et al. 2009) e problemas taxonémicos (Blanco e2@l1), diversificacdo e evolucdo de cromossomos
sexuais (Vicari et al. 2008c) , origem de cromoss®nB (Jesus et al. 2003), diferenciacdes
populacionais (Martinez et al. 2011), relacdes daagaficas (Vicari et al. 2005), entre outros.

EmH. unitaeniatusps estudos com sequéncias repetitivas sdo eseseoente as sequéncias
de DNA ribossomais (18S e 5S) foram utilizadas @& Bertollo 2003 e 2006; Da Rosa et al. 2012)
para 0 mapeamento fisico em seu genoma. Visto guse@léncias de DNA satélites sdo bastante
homogéneas dentro de uma mesma espécie, mas evdeieflorma muito rapida, podendo ser
diferentes mesmo entre espécies intimamente re@das (Singer, 1982), alguns elementos repetitivos

ja descritos na literatura serdo procurados no rgande H. unitaeniatuspodendo auxiliar nas

probleméaticas que o envolvem.
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1.7. Caracterizacdo dos locais de estudo

A superficie global é constituida por cerca de 7@86agua, a qual corresponde ao recurso
natural de maior abundancia. 97,5% desse totad¢gmondem a oceanos e mares, e apenas 2,5% séo de
agua doce, sendo que, apenas uma pequena fracacades € encontrada em rios e lagos (Rebougas,
2008). O Brasil é dotado de uma vasta e densahiddegréafica, possuindo 12% do total mundial de

agua doce e representando 53% da producao de égriaal continente americano.

Bacia do rio Amazonas

Com 5.825 km, o rio Amazonas € o terceiro maiomdmdo em extensdo. Sua nascente esta
localizada a 5.300 metros de altitude, na mont&deado Mismi, nos Andes peruanos, com 0 nome
de Vilcanota. Recebe ainda outras denominacdes detehegar ao Brasil, onde passa a se chamar
Solimdes, e a partir da sua confluéncia com o egrl, recebe o nome de Amazonas. No Brasil seus
principais tributarios sédo o I¢a, o Japura, o Negrérombetas e o Jari na margem esquerda, e &,Juru
o Purus, o Madeira, o Tapajés e o Xingu, ha margjeeita (Amazénia Legal, 2011).

A bacia Amazobnica é considerada a maior do mundim cma area de aproximadamente 7
milhdes de km2. Ocupa 2/5 da América do Sul e 5%ugbeerficie terrestre, sendo que 72% de sua area
estdo localizados em territério brasileiro (IBGE12). Os 37% restantes de area da bacia estdo
distribuidos entre os territérios do Peru (16%))iBa (12%), Colémbia (5,7%), Equador (2,4%),
Venezuela (0,7%) e Guiana (0,2%). Dentro do tetatbrasileiro, a bacia Amazonica abrange sete
estados: Amazonas, Amapa, Acre, Roraima, Ronddveap Grosso e Para. Em relacdo a sua
ictiofauna, os dados ainda sdo incompletos, mdsrg@n registradas mais de 1.300 espécies, com

predominancia de Characiformes e Siluriformes (LdWe€onnel, 1999).
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Bacia do rio Araguaia-Tocantins

A bacia Araguaia-Tocantins drena uma area de 92&88, que corresponde a cerca de 11% do
territorio nacional. E a maior bacia situada irseiente em territorio brasileiro e a segunda maior e
termos de area, sendo inferior apenas a do Amaz@rmsirea total de drenagem, 379.935° km
correspondem & bacia do rio Tocantins, 385.060&ivacia do rio Araguaia, além das bacias dos rios
Para e Pacaja (62.899 km?) e as bacias dos rioga &cauama (90.928 km2) (ANA, 2010).

O rio Araguaia tem sua nascente no limite sul désaientre os estados de Mato Grosso e
Goias, em uma altitude de 850 metros. Proximo a esgdo partem duas grandes bacias hidrograficas
brasileiras: a bacia do Parana-Paraguai e a daAi@Jocantins. Em uma regido de aproximadamente
30 km de chapaddes, na Serra dos Caiap0s, existgmemos afluentes de ambas as bacias
hidrograficas (Borges, 1987). Segundo Innocénc®89), o rio Araguaia percorre 2115 Km e pode ser
considerado um rio de planicie, caracteristicappge ser atribuida a horizontalidade de grande part
das elevacfes da regido Centro-Oeste. Desse maaAguas podem ser consideradas relativamente
calmas, caso contrario ao que ocorre com as agua® docantins, que é seu principal afluente e
caracteriza-se, antes da confluéncia com o Aragpela presenca de corredeiras e cachoeiras.

Aproximadamente 300 espécies de peixes ja forantifladas nesta bacia. Ha ocorréncia de
muitas espécies endémicas, principalmente no seo cuperior. De maneira geral, a diversidade e
abundancia de peixes na bacia do Araguaia dimindanfioz em direcdo as cabeceiras, o que se

relaciona principalmente a auséncia de areas del@géo (IBAMA, 2010).

Bacia do rio Paraguai
O rio Paraguai € um dos mais importantes rios a@eigke do Brasil, sendo superado apenas pelo

Amazonas. Sua nascente estd situada na Serra plerédyrancosta meridional da Serra dos Parecis em
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Mato Grosso. Até sua confluéncia com o rio Paratdé,percorre 2.621 km, sendo 1.683 km em
territorio brasileiro. Com uma &rea de drenagemepi®ximadamente 496.000 kma maior parte
encontra-se no Brasil com 358.514%ma o restante situa-se na Bolivia e Paraguai.oabdo rio
Paraguai € subdividida em duas partes: Alto ricaflaai, que segue desde suas cabeceiras até a
confluéncia com o rio Apa, e o Baixo rio Paraggae segue desde esse ponto até a confluéncia com o
rio Parana. A ictiofauna do Alto e Baixo rio Paragdifere ligeiramente, fato que pode ser explicado
pelo antigo isolamento da porcéo superior (AltoRaraguai) desta bacia com o restante da bacia do
Parana até o Holoceno, quando ocorreu a formacémd=nal de conexao entre essas duas regides.

A porcéao do Alto rio Paraguai engloba a regido dotéhal, que € uma extensa planicie aluvial
e gue abrange no Brasil parte dos estados de Mass&G e Mato Grosso do Sul, além de pertencer
também ao Paraguai e Bolivia. Essa regido estétasajeperiodos de seca (maio a setembro) e de
enchentes (outubro a marco). A agua do rio Para@uairacterizada por possuir escoamento lento
devido a baixa declividade apresentada pela retpddantanal. Os afluentes mais importantes da bacia
do rio Paraguai no Pantanal sdo: Jauru, Sepotuliap&; S&o Lourenco, Itiquira, Taquari, Negro,
Aquidauana, Miranda e Apa, sendo este ultimo otdéinsul do Pantanal e o inicio do Baixo Rio

Paraguai (Resende, 2004).

Bacia do Alto rio Parana

O Parana é considerado o principal rio da baciardta, sendo o segundo maior em extensao da
América do Sul e 0 décimo maior do mundo com 4K&95(Agostinho et al. 2004). Formado pela
juncéo do rio Grande e Paranaiba percorre cer@880 km desde sua nascente na Serra da Mata da
Corda (MG) até sua desembocadura no rio da Praaanido uma area que corresponde a 10,5% do

territério brasileiro (Agostinho e Jalio Jr., 1999)
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No Brasil, o rio Parana é dividido em duas regi@eAito Parana, que vai desde sua nascente
até a usina de Itaipu; e o Baixo Parana, que qmneke a regido posterior a essa barragem. O Alto ri
Parana corresponde aproximadamente o primeiro tdecdbacia do rio Parand e esta situado
inteiramente em territorio brasileiro, com exced&auma area dentro do reservatorio de Itaipu, 6 qua
faz fronteira com o Paraguai (Agostinho et al. 2004

Em relacéo a ictiofauna da bacia do Alto rio Par&i8 espécies de peixes ja foram descritas,
alocadas em 11 ordens e 38 familias , sendo que @@8ses peixes sdo de Siluriformes e
Characiformes (Langeani et al. 2007). De acordo Gmaca e Pavanelli (2007), a presencaHde
unitaeniatusna regido do Alto Parana é decorrente de duaddsipsl introducdo acidental por ser
utilizado como isca-viva na pesca artesanal ougqroobtido sucesso na colonizagdo apos a inundacgao

de Sete Quedas.

Bacia do rio Sao Francisco

A bacia do rio Sao Francisco € a terceira maiaee bacias brasileiras, drenando uma area de
631.133 km, o que corresponde a 7,4 do territorio nacional® Godinho, 2004). E distribuida entre
as regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, pagsalos estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia, Minas Gerais, Goias e o Distrito Federaiv@al982). Caracterizado como um tipico rio de
planalto, com algumas corredeiras, quedas e cascatad Sao Francisco inicia seu curso no Planalto
de Araxa, nas nascentes do rio Samburd, e suatdtoealizada no oceano Atlantico, entre os estado
de Sergipe e Alagoas. Entre a cabeceira e suafonnpe 2.863 km (Silva et al. 2003).

O rio apresenta-se dividido em quatro regides: A& Francisco, que vai das nascentes até

Pirapora-MG; Médio S&o Francisco, de Pirapora &éahso-BA; Sub-Médio S&o Francisco, que vai
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deste ultimo até a cachoeira de Paulo Afonso; eaxdBS&o Francisco, que vai desde a ultima
cachoeira citada até sua foz (Sato e Godinho, 2004)

Grande parte de sua ictiofauna, que se assemelbaci@s Amazonica e do Prata, concentra-se
em seus afluentes permanentes e de agua com patedainem suspensado. Cerca de 150 espécies

nativas de peixes ja foram identificadas nestaab@ato e Godinho, 2004).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os estudos citogenéticos em populacdes naturajgedkes de dgua doce Neotropicais tém
gerado importantes informagbes sobre modificaco@sestrutura cromossomica de populagdes
presentes em diferentes bacias hidrograficas, defrnecer valiosos subsidios para a citotaxonomia
(Moreira-Filho e Bertollo, 1991; Souza et al. 19985 DNAs repetitivos vém sendo amplamente
utilizados para o mapeamento fisico cromossdmiogéra contribuindo de forma significante na
elucidacdo de questdes relacionadas a identificdgdmromossomos sexuais, evolugdo cromossdémica
de grandes e pequenos grupos de peixes, ¢dmmitaeniatus grupo amplamente distribuido nas
bacias hidrogréficas brasileiras e que parece apt@suma diversidade interessante e pouco explorad

Para génerdHoplerythrinus apenas a espécid. unitaeniatusé encontrada em territorio
brasileiro. Os estudos cromossdmicos relacionadesteagrupo sdo escassos no que se diz respeito ao
mapeamento fisico de sequéncias repetitivas, antogt esse grupo apresenta uma significativa
diversidade, 0 que sugere que 0 grupo seja um exmple espécies.

Com a necessidade de progredir no conhecimenttifaierda espéciél. unitaeniatusno que
diz respeito & compreensado das relacdes filogasétiaxondmicas e biogeogréficas, este trabalho
propde-se realizar uma analise cromossémica cotngaentre populacdes desta espécie provenientes

de grandes bacias hidrograficas brasileiras (AlevaRa, Paraguai, Araguaia, Sdo Francisco e
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Amazonica). Dessa forma, objetiva-se analisar dmdoabrangente exemplares Ide unitaeniatus
dessas grandes bacias, buscando auxiliar na prétit@amaxonémica envolvendo esta espécie, e
consequentemente, buscar o estabelecimento dgdeelbiogeograficas e filogenéticas entre essas
populagbes, utilizando como ferramenta alguns ndares cromossémicos, tanto classicos, quanto
moleculares.
Dessa forma, os principais objetivos desse est@ido s
 Realizar uma andlise comparativa entre estas pgmda de H. unitaeniatus visando
proporcionar um melhor entendimento de suas retaddegenéticas, citotaxondmicas e
biogeogréficas;
» \rificar se este grupo realmente se trata de unta@specie ou de um complexo;
» Buscar compreender como elementos repetitivos gériies na literatura, estdo inseridos no

genoma dél. unitaeniatuspodendo assim, auxiliar nas problematicas quevoles:

3. MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas, por metodologias de citogenétiégssica e molecular, exemplares de
Hoplerythrinus unitaeniatugFig. 1) de diferentes localidades. Para a capdosaexemplares foram
utilizados anzois e os peixes capturados foransp@mados vivos, em condi¢cdes de oxigenacgdo e
temperatura adequadas, para o laboratério de Rimidade Molecular e Citogenética, do
Departamento de Genética e Evolugdo da Universifiaderal de Sdo Carlos (UFSCar), onde foram
mantidos em aquarios até serem processados pabéeac® dos cromossomos. No total, foram
realizadas 5 coletas em localidades e bacias @ist(/ig. 2, Tab. 1). Na pagina 20 esta apresentado

mapa da Ameérica do Sul com todos os pontos deacdid pagina 21 encontra-se uma tabela com
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todas as coletas realizadas neste trabalho e pecte®s dados referentes a cada uma dessas

localidades, além do sexo, numero de exemplardisamas e 0 nimero de depdsito em museu.

Figura 1: Exemplar deéHoplerythrinus unitaeniatusoletado na bacia do rio Araguaia Comprimentd:t@tcm.
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Tabela 1 Exemplares deloplerythrinus unitaeniatusoletados e suas respectivas localidades.

. _ o _ Sexo i Localizag&o
Espécie Localidade Municipio GPS Bacia — Deposito
3 9 no Mapa
S&o0 Joseé do Rio 56° 37'46,2" O Rio Arinos
2 4  MUZUSP 109785 A

Rio Claro :
Claro (MT) 13°32'23,4”S (rioAmazonas)

Lagoa marginal

i Séao Miguel do  56° 37'46,2" O _ _
ao corrego do _ Rio Araguaia 5 7 MUZUSP 109786 B
Araguaia (GO) 13°32'23,4"S
Medo
Hoplerythrinus ) ~ Porto Murtinho  21°41’ 39,8 O _ ) . _
_ _ Rio Paraguai Rio Paraguai 7 8 N&o Depositado C
unitaeniatus (MS) 57052’ 43,89” S

48° 02’ 18,66"0 _ _
Guatapara (SP) Alto rio Parana 4 4 N&o Depositado D

Rio Mogi-Guacu
21°30'13,68” S

Lagoa marginal  Jodo Pinheiro  42°27'02,5” O Rio Séo )
_ ) 22 21 N&o Depositado E
ao rio da Prata (MG) 17°02' 30,8" S Francisco

* MT Mato GrossofGO Goias;MS Mato Grosso do Su§P Sdo PauloMG Minas GeraisMUZUSP Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo
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Ponto A: S3o José do Rio Claro — MT SN )< N/ %
(bacia do rio Arinos — bacia do rio }W
Amazonas) <5

Ponto B: Sdo Miguel do Araguaia — GO
(bacia do rio Araguaia) =

Ponto D: Guatapara — SP
(bacia do Alto rio Parana)

Ponto C: Porto Murtinho — MS (bacia
do rio Paraguai)

AV 2
S

Ponto E: Jodo Pinheiro — MG
(bacia do rio Sao Francisco)

Figura 2: Mapa da América do Sul com todos os pontos det@ol
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Foram realizadas as seguintes técnicas de citageneét
3.1. Metodologia Classica
Tratamento “in vivo”
Os cromossomos mitéticos foram obtidos de céldtasim anterior, 6rgdo que possui funcao
hematopoiética em peixes, por meio da técnica ii@gor Bertollo et al. (1978):

Foi injetado em cada espécime, intra-abdominalmeantea solu¢cdo aquosa de Colchicina
0,025%, na proporgdo de 1ml/100g de peso. Postesite, os peixes foram mantidos em aquario
bem aerado durante 50 - 60 minutos. Decorrido tesspo, 0s espécimes foram anestesiados com 6leo
de cravo (Griffiths, 2000) e sacrificados, e pos;de rim foram retiradas. O material foi lavado em
solucao hipotonica (KCI 0,075M), sendo transfen@doa pequenas cubas de vidro contendo cerca de
10ml desta mesma soluc¢do. O material foi bem fraggoe, com o auxilio de pingas de dissecacao,
sendo completado este processo com uma seringdéhnipica, desprovida de agulha, através de leves
movimentos de aspiracdo e expiracdo do materilitémdo a separacdo das células, até se obter uma
suspensédo celular homogénea. Posteriormente, esp@nsdo foi incubada a 36-37°C, durante 20
minutos. O material foi ressuspendido cuidadosaene&oim auxilio de uma pipeta Pasteur, e a
suspensdo obtida foi transferida para um tubo deriftega. Algumas gotas de fixador recém
preparado (metanol : acido acético - 3 : 1) foramescentadas ao material, que foi homogeneizado e
centrifugado por 10 minutos a 500 - 800rpm, deapdd-se o material sobrenadante com pipeta
Pasteur. Foram adicionados, vagarosamente, 5 d&ffikador, deixando escorrer através das paredes
do tubo. O material foi novamente homogeneizado aarilio da pipeta Pasteur. Este procedimento
foi repetido por duas vezes. Apos a Ultima cergefifio e eliminacdo do sobrenadante, foi adicionado
1ml de fixador, misturando bem o material. Posterente o material foi acondicionado em tubos de

plasticos tipo Ependorff e guardado no refrigerador
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Tratamento “in vitro”

Alternativamente, os cromossomos foram obtidosrsggo protocolo descrito por Foresti et al.
(2993), no qual fragmentos do rim foram colocados1®mL de solucdo salina de Hanks, em uma
placa de Petri, dissociando bem o material. Pasteente, a suspensao celular obtida foi transferida
para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipet®asteur. Em seguida, foi adicionada 1 - 2 gatas d
solucdo de Colchicina 0,016%, misturando-a bem @onaterial. O material foi entdo transferido para
estufa a 36°C, por 30 minutos, e centrifugado dara@ minutos, a 500 - 800rpm. O sobrenadante foi
desprezado e foram adicionados 10ml de solucéot@mpa (KCIl 0,075M), misturando bem o
material com uma pipeta Pasteur. Esse materiaiansferido novamente para estufa a 36°C, por mais
30 minutos. Posteriormente, foram adicionadas aeda gotas de fixador (metanol : acido acético - 3
. 1), misturando-as com o material repetidas veseEigando-o descansar por 5 minutos. O material foi
centrifugado por 10 minutos a 500 - 800rpm. O swdmlante foi desprezado e foram adicionados 10ml
de fixador, misturando-o com o material repetidazeg. Nova centrifugacao foi realizada, por 10
minutos, e a fixacao foi repetida por mais duaese® sobrenadante foi desprezado e o material foi
diluido no fixador, de forma a se obter uma susper®lular ndo muito concentrada e nem muito
diluida. Posteriormente o material foi acondiciamath tubos de plasticos tipo Ependorff e guardado

no refrigerador.

Método alternativo para a obtengdo cromossomos enexes

Os cromossomos mitéticos também foram obtidos skygartécnica descrita por Blanco et al.
(2012).

Inicialmente, os espécimes foram submetidos aan@nto convencional colchicina (injecédo

intra-abdominalmente de solucéao 0,025%; 1 ml p&glde massa corporal) e mantidos vivos por 30 -
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45 min. Em seguida, foram anestesiados com o6lecrale (Griffiths, 2000) e sacrificados. O rim
anterior foi removido e dissociado em 8 ml de s@tugle hipotdnico (KCI 0,075 M). Apos esta
incubacado, 2 ml de fixador (3 metanol :14cido acétilacial) foram adicionados, e o material foi
homogeneizado. Apds o material ser homogeneizadmbms contendo a suspensao foram fechados e
mantidos em geladeira por 72 horas. Ap0s o decdasse tempo, o material foi centrifugado por 10
minutos a 500 - 800rpm, descartando-se o materimksadante com pipeta Pasteur e posteriormente
seguiu 0s passos comumente usados para fixagcém Fadicionados, vagarosamente, 5 - 7mL de
fixador, deixando escorrer através das paredeshin © material foi novamente homogeneizado com
auxilio da pipeta Pasteur. Este procedimento fmétrdo por duas vezes. Apos a Ultima centrifugacéo
eliminacéo do sobrenadante, foi adicionado 1mbdelbr, misturando bem o material. Posteriormente

o material foi acondicionado em tubos de plastifms Ependorff e guardado no refrigerador.

Indug&o ao aumento do numero de mitoses e suspenstolevedura

Para se obter uma melhor qualidade na andlise sgimuca, fez-se necessario a obtencao
mais consistente de células metafasicas, tantouatidgde como em quantidade. Uma vez que o rim
anterior possui funcdo hematopoiética, ou sejayraélulas sangiineas, tanto as de defesa como as
de transporte de £LO,, foi utilizado o aumento na frequéncia de mitosas células de defesa
através de uma suspenséao de levedura (Cavalliertel®, 1988).

Injetou-se intraperitonialmente suspenséo de leee5 gramas de fermento de padaria + 1,5
gramas de dextrose + 6 ml de® na proporcdo de 1 ml/ 100 gramas de peso ardorante 48

horas, apos esse tempo o material foi processad@mgaeparacdo de cromossomos mitéticos.
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Preparo de laminas
Sobre uma lamina limpa pingou-se 1 - 3 gotas deesissio celular, deixando-a secar ao ar. Em
seguida corou-se a lamina com Giemsa 5%, diluideaempéo fosfato (KEPO, x 12 HO + NagHPQO,

x 12H,0), pH = 6,8, por 7 minutos.

Determinacgao de heterocromatina

Para a determinacdo de heterocromatina (bandas-&@jidtado o procedimento basico descrito
por Sumner (1972). Primeiramente a lamina foi tfateom HCI 0,2N por 11 minutos a temperatura
ambiente. A lamina foi lavada em agua correnteca s® ar. Em seguida a lamina foi colocada em
solucdo aquosa de Ba(QH% a 42°C durante 2 minutos e em seguida foi nifesiga trés vezes em
HCI 0,2N e lavada em agua corrente, secando aBnarseguida, colocou-se a lamina em solucao
salina 2xSSC por 30 minutos. Por ultimo, lavou-$&ngina em agua corrente, deixando secar ao ar e

corando com 0,7 pL iodeto de propideo (50 pg/m2) @ L de anti-fading (Lui et al. 2012).

Deteccado de Regides Organizadoras de Nucléolos (RN Impregnacao por prata

Na técnica de impregnacéo pelo nitrato de pratarsd o procedimento descrito por Howell e
Black (1980), a prata se associa com as proteineleatares, e marca somente as RONs ativas na
intérfase precedente. Colocou-se sobre uma lameaamente preparada 3 gotas de solucdo aquosa
de gelatina (1 grama de gelatina incolor + 50 mHg® + 0,5 ml de acido formico) e adicionou-se
sobre cada gota duas gotas de AgNEIn seguida, cobriu com uma laminula e colocolestufa a
60°C durante 8 minutos. Apds isso a laminula esoodebaixo de agua corrente e secou ao ar. A

lamina foi observada ao microscépio.
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Estudos cariotipicos

As preparacgOes foram analisadas em microscopicodgdmum. As contagens cromossoOmicas e
observacdes mais detalhadas foram feitas com &wabgke imersdo. Com a utilizacdo de uma camera
acoplada a um microscopio Olympus BX50, as imagehscionadas foram capturadas através do
software CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).

Apés a captura, os homologos foram pareados e slspoem grupos (metacéntrico,
submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntricjuimdo a classificacdo proposta por Levan et al.
(1964) onde o limite de relacédo de bracos (RB)xdraaior/braco menor, estabelecido € o seguinte:
RB=1,00-1,70, metacéntrico (m);

RB=1,71-3,00, submetacéntrico (sm);
RB= 3,01-7,00, subtelocéntrico (st);
RB= maior que 7,00, acrocéntrico (a).

Na determinacdo do numero fundamental (NF), 0s @sSomos metacéntricos,

submetacéntricos e subtelocéntricos foram consideracom dois bracos cromossdémicos e 0s

Cromossomos acrocéntricos com um braco.

3.2. Metodologia Molecular
Extracdo de DNA total com fenol:cloroférmio

A extracdo de DNA total foi realizado segundo ot@eolo descrito por Sambrook et al. 2001.
Inicialmente pequenos pedagos de tecido foram mdosrcom auxilio de nitrogénio liquido. Foram
adicionados 700pL de solugdo de digestdo (NaCl OBMTA 0,AM pH 8,0; Tris-HCI 0,01M;
Proteinase K — 100pug/ml e SDS 0,1%). As amostresfentdo incubadas a 55°C por 2 horas. Foi

adicionado um volume igual de fenol/cloroférmiot@tisoamilico (25:24:1) e o material foi agitado
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suavemente por 20 minutos. Centrifugou-se o materis8.000rpm por 15 minutos e o sobrenadante
foi transferido para um tubo limpo. Foram acresagéo$ NaCl 1M e 2 volumes de etanol 100% gelado.
O material foi agitado suavemente, posteriormertarfugado a 10.000rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Foram acrescentadipda.2fe &lcool 70% gelado e centrifugou-se o
material a 10.000rpm por 5 minutos. O sobrenadantescartado. Secou-se o DNA em estufa a 37°C
e este foi resuspendido em TE (Tris-HCI 10mM; EDIAM). Acrescentou-se 1ul de RNAse
(concentracao final = 100ug/ml).

Apbs a extracdo do DNA total foi realizada a suantficacdo em gel de agarose 1% com
auxilio do marcador de peso molecular Low DNA Masslder (Invitrogen). A estimativa da
guantidade de DNA foi feita por meio de comparagétre o tamanho e a intensidade da banda do

marcador com o das amostras.

Dupla e Simples Hibridizacaoin situ Fluorescente, (protocolo de Pinkel et al. 1986)

A dupla e simples hibridizacawo situ fluorescente foram realizadas de acordo com @pobt
descrito por Pinkel et al. (1986), com algumas tades. Este protocolo foi utilizado para realesr
hibridizagcbes com sondas de DNA ribossdmais 5S & (8ipla hibridizacdo), histonas H3 e H4,

sequéncia telomérica (TTAGG(X sequéncia de microsatélite (GAFAgimples hibridizacao).

Obtencéo e marcacao das sondas
Para todos os trabalhos foram utilizadas as soted3NAr 18S de&Prochilodus argenteys
obtidas por Hatanaka e Galetti Jr (2004), e de D5&udeLeporinus elongatusbtidas por Martins et

al. (2001).
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As outras classes de DNAs repetitivos foram obtatesvés de reagbes de PCR com primers
especificos. O DNA telomérico (TTAGGGJoi amplificado utilizando os primers (TTAGGSE
(CCCTAA)s (lido et al. 1991); a sequéncia de microsatélitédT),, foi obtida com os primers
(GATA); e (TATC), (Epplen et al. 1982.); a seqiéncia da histona H3Wtda pelos primers H3F
(ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC) e H3R (ATATCCTTRGGCATRATRTGAC) (Colgan et al.
1998) e a H4 foi obtida pelos primers H4F2Er (GTIGCCTTSCKYTTGGCGTGCTC) e H4F2s
(TSCGI-GAYAACATYCAGGGIATCAC) (Pineau et al. 2005).

A edicdo das sequéncias de H3 efbidrealizada com o softwaioEdit Sequence Alignment
Editor, versao 7.0.5.3 (Hall, 1999). Foi utilizado o BLA®AIltschul et al. 1990) na identificacdo de
similaridade destas sequéncias.

As sondas foram marcadas pela técnicaidetranslation utilizando os compostos biotina 16 —
dUTP (para as sondas de DNAr 18S, telomérica e GATdigoxigenina 11 dUTP (para as sondas de r
DNA 5S, H3 e H4) (Roche). O produto desta reacé@recipitado com acetato de potassio e etanol
overnighta —20C. Posteriormente, o material foi centrifugado p®minutos a 13000 rpm, descartado

o sobrenadante, e deixando o DNA marcado secarletangente em estufa a 3.

Dupla hibridizag&o e deteccéo de sinal

As laminas foram incubadas em RNAse (0,4% RNAse®ZXYor 1 hora a 37°C, em camara
Umida. ApOs a desnaturacdo realizada com formamda em 2xSSC a 70°C por 4 minutos, as
laminas foram desidratadas em série alcoolica aek60% e 100%, por 5 minutos cada. O mix de
hibridagdo consistiu de 6uL de sonda 1, 6pL de a@dBOuL de formamida (concentragdo final de
50%), 12uL de sulfato de dextrano 50% (concentréigab10%) e 6L de 20xSSC, por lamina. Foram

aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pl da&whle hibridacdo permanecendo “overnight” 337
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em camara umida contendo solugéo de 2xSSC pH &dbriddo este tempo, as laminas foram lavadas
com solugdo de formamida 15 % em 0,2xSSC pH 7,@paninutos, a 4Z e, em seguida, lavadas
com 0,1xSSC a 6@, por 15 minutos. Em seguida foram lavadas em m&26e0,05 % / 4 x SSC, por 5
minutos, incubadas em 90 puL de tampdo NFDM a 5@0,1p minutos em camara umida e lavadas
duas vezes com Tween 20 0,05 % / 4 x SSC, cincatosrcada. Para a detecgcdo das sondas, foram
colocados sobre as laminas 100 pL do mix contentiquld de NFDM, 1 pL de avidina-FITC
(Fluoresceina Isotil Cianato-avidin) conjugada eub de anti-digoxigenina rodamina conjugada,
permanecendo por 60 minutos &@7em camara Umida. As laminas foram entdo laviiéasezes em
Tween 20 0,05 % / 4 x SSC, cinco minutos cada. Eguiga realizou-se a desidratacdo em série de
etanol a 70 %, 85 % e 100 % a temperatura ambiBnteinutos em cada banho. Os cromossomos

serdo foram contra corados com DAPI (0,2 pg/mi)idd em uma solucéo “antifading”.

Simples hibridizacéo e deteccéo de sinal

As laminas foram incubadas em RNAse (0,4% RNAs&@ZX¥Sor 1 hora a 37°C, em camara
Umida. ApOs a desnaturacdo realizada com formamda em 2xSSC a 70°C por 4 minutos, as
laminas foram desidratadas em série alcoolica aek60% e 100%, por 5 minutos cada. O mix de
hibridagéo consistiu de 6uL de sonda 1,6uL d@ Miili-Q, 30uL de formamida (concentracéo final de
50%), 12uL de sulfato de dextrano 50% (concentréigab10%) e 6L de 20xSSC, por lamina. Foram
aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pL d&d&mwlde hibridacdo permanecendo “overnight” a
37°C, em camara Umida contendo solucdo de 2xSSC pHAB@E a hibridacdo, as laminas foram
lavadas duas vezes em 2xSSC a 37°C, por 6 minattss € posteriormente incubadas em 1xPBS
(200ml 20xSSC, 6ml Tween 100, 10g not fat dry m8@0mI| de agua destilada). A detec¢éo do sinal

foi realizada com 3,5uL de avidina-FITC (diluicé® 11100 - Sigma) e 27uL de tampao NFDM por 30
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minutos a 37°C em camara umida, por lamina. Ap#s lavagens com 1xPBS a 45°C por 4 minutos
cada, foram realizados 3 ciclos de amplificacasidal utilizando uma solugéo de anti-avidina-biatin
conjugada (2uL de anti-avidina e 38uL de 1xPBD)laarina, durante 20 minutos a 37°C. Apos trés
lavagens com 1xPBS a 45°C por 4 minutos, cada &ifaintratada com 3,5uL de FITC (1:100) +
tampao C, por 20 minutos a 37°C em camara umidés Ag lavagens finais, os cromossomos foram

corados com DAPI (0,2pg/ml) diluido em uma solutgdifading”.

Simples Hibridizac&oin situ Fluorescente (protocolo de Kubat et al. 2008)
A simples hibridizacaan situ fluorescente, segundo o protocolo de Kubat e2@0D8, foi

utilizada para realizar as hibridizacbes com aslaslos microsatélites.

Obtencéo e marcacao das sondas
Foram utilizados como sondas cinco oligonucleoSdenriquecido com microsatélites:
(CA)15 (GA)15, (CACho, (GAG)0, com marcacédo direta Cy3 na extremidade 5'durasiatese. Esses

oligonucleotideos foram obtidos comercialmente Sédgna.

Hibridizacdo e deteccao de sinal

As laminas foram incubadas em RNAse (0,4% RNAse32X)Jor 1 hora a 37°C, em camara
Umida. Apés a desnaturacdo realizada com formaiida em 2xSSC a 70°C por 2 minutos e 30
segundos, as laminas foram desidratadas em séoi@ieh de etanol 50% e 100% por 2 minutos cada.
O mix de hibridac&o consistiu de 2uL de sonda axdQQ., 12,5uL de formamida, 5uL de sulfato de
dextrano 50% e 2,5puL de 20xSSC, por lamina. A tidm@o foi feita em camara umida a 37°C, por

aproximadamente 16 horas. Apds a hibridacdo, am#@nforam lavadas em 2xSSC e 1xSSC por
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periodos de 5 minutos cada. As laminas foram eté&wdratadas em série alcoodlica de etanol 50%,
70% e 100% por 5 minutos cada e os cromossomos) fooaados com DAPI (0,2ug/ml) diluido em

uma solucao “antifading”.

Analise dos resultados
As preparagbes de citogenética molecular foram isatEs em microscopio de
epifluorescéncia, com filtros apropriados. As imegeselecionadas foram capturadas atraveés do

software CoolSNAP-pro (Media Cybernetic), com céareoplada a um microscopio Olympus BX50.
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5. RESULTADOS
Os resultados obtidos neste trabalho encontranvgkdds em trés capitulos:

CAPITULO | : Andlise citogenética deloplerythrinus unitaeniatu¢Characiformes, Erythrinidae) da

na bacia do rio S&o Francisco: ocorréncia de doismorfos em simpatria e de hibridos naturais.

CAPITULO Il : Citogética comparativa entre populacées do coxopkéoplerythrinus unitaeniatus

(Characiformes, Erythrinidae) proveniente de difiége bacias hidrograficas brasileiras.

CAPITULO Il : Mapeamento fisico de diferentes classes de DNAtitiee no genoma de
Hoplerythrinus unitaeniatus(Characiformes: Erythrinidae) de diferentes baciaisirograficas

brasileiras
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CAPITULO |

Analise citogenética deHoplerythrinus unitaeniatus(Characiformes, Erythrinidae)
da na bacia do rio Sao Francisco: ocorréncia de docariomorfos em simpatria e de

hibridos naturais.
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RESUMO

No presente trabalho foram analisados cromossomeitgEm™3 exemplares déoplerythrinus
unitaeniatus através de técnicas de citogenética classiceorgg@o convencional por Giemsa,
bandamento C e impregnacéo por nitrato de pratajlecular (hibridizagdm situ fluorescente -FISH)
com sondas de DNAr 18S e 5S, provenientes de ugaa laarginal ao rio da Prata (Jodo Pinheiro —
MG). Os numeros diploides encontrados foram 50 er6fthossomos, demonstrando a existéncia de
duas entidades biologicas bem definidas em sinapafspecimes com 51 cromossomos, 0S quais
apresentaram trés formas cariotipicas distintashyéan foram encontrados, sendo caracterizados como
hibridos naturais devido a correspondéncia ent@@maossomos destes com os dos espécimes com 50
e 52 cromossomos. Com a FISH utilizando sondas NArDL8S e 5S foi possivel verificar a
ocorréncia de cromossomos marcadores caractesistioespécimes com 50 e 52 cromossomos, além
da ocorréncia de sitios comuns em ambos. Os espgdom 51 cromossomos apresentaram padrdes
intermediarios para este marcador, o que refortdgpdtese de que realmente se trate de hibridos

naturais. Também foi proposta uma reviséo e n@ssificacao para os cariomorfoshieunitaeniatus.

Palavras chavesDNAr 18S e 5S, FISH, hibridizacdo, marcadoresgehéticos.
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INTRODUCAO

A bacia do rio S&o Francisco é a terceira maioreess bacias brasileiras, drenando uma éarea
correspondente a 8% do territorio nacional. Eneesér distribuida entre as regides Nordeste, Sudeste
Centro-Oeste (Sato e Godinho, 2004). O rio S&odsen inicia seu curso no Planalto de Araxa,
correspondendo as nascentes do rio Sambur&ia fog no oceano Atlantico entre os estades
Sergipe e Alagoas, percorrendo 2.863 km (SilvaleR003) Existem cinco bacias hidrograficas
adjacentes a bacia do rio Sdo Francisco, sepapadativisores de aguas: ao Sul confronta-se com a
bacia do rio Grande, a Oeste com a do rio Paramadblaeste com as bacias do rio Doce, Jequitinhonha
e Pardo. Possui uma ictiofauna bastante divers@seamando alto grau de endemismo (36,3%)
(Barbosa e Soares, 2009). Além disso, cerca deedpécies nativas ja foram identificadas nesta bacia
(Sato e Godinho, 2004).

Erythrinidae € uma familia de Characiformes repriegta por apenas trés génetdsithrinus
Scopoli, 1777 HoplerythrinusGill, 1896 eHoplias Gill, 1903, todos endémicos da América do Sul,
com ampla distribuicdo pelas bacias brasileirasak@ya, 2003).

Hoplerythrinuspossui trés espécidd:. cinereus(Gill, 1858),H. gronovii (Valenciennes, 1847)

e H. unitaeniatugAgassiz, 1829), sendo que somettainitaeniatugAgassiz, 1829) € encontrada em
territorio brasileiro e tem como localidade-tipagio Sdo Francisco (Oyakawa, 200Bjoplerythrinus
unitaeniatusé considerado um grupo bastante diverso do pamtaisia cromossémico, com ndmero
diploide variando de 48 a 52 cromossomos (Giuli@aetano, 1986; Giuliano-Caetano e Bertollo,
1988; Giuliano-Caetano et al. 2001; Diniz e Bead003; Da Rosa et al. 2012). Além disso, seis
cariomorfos distintos (A - F), baseados no numengléile e morfologia cromossdmica, sao

considerados validos. Os cariomorfos A, B e E amt@sn 2n=48 cromossomos e os cariomorfos C, D
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e F apresentam 2n=52 cromossomos, todos com dsstiatmulas cariotipicas (Bertollo, 2007; Da
Rosa et al. 2012).

Diniz e Bertollo (2006) analisaram uma populagadidenitaeniatusproveniente da bacia do
rio S&o Francisco (municipio de Jodo Pinheiro,destde Minas Gerais, Brasil) e encontraram uma
variacdo intra e inter-individual relacionada aonedo dipldide, sendo detectada na mesma populacdo
2n=50, 2n=51 e 2n=52 cromossomos, além de variagldes e intra-individuais nas férmulas
cariotipicas. Neste contexto, os autores falamesalpossibilidade de tais resultados serem decdesren
de hibridizacdo entre as formas com 50 e 52 cromness ou devido a presenca de poluentes no
ambiente. Em trabalho mais recente, Da Rosa €f2@lL2) classificam os espécimes com 2n=52
cromossomos do rio Sdo Franscisco como pertencexdesariomorfo D e os com 50 e 51

cromossomos como subtipos (D1-D7) deste cariomorfo.

No presente trabalho, foi analisada uma populagiél.dunitaeniatusda bacia do rio Séo
Francisco, proveniente da mesma localidade da ao@al analisada por Diniz e Bertollo (2006).
Através de técnicas de citogenética classica e aulale objetivou-se investigar o polimorfismo
anteriormente proposto por tais autores, e teshap@ese de coexisténcia simpatrica de duas formas

cariotipicas distintas dd. unitaeniatuse a possivel formacao de hibridos naturais etdee e

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 43 exemplaresHieunitaeniatug(22 machos e 21 fémeas) provenientes de
uma lagoa marginal ao rio da Prata, no municipidaBo Pinheiro (MG), pertencente a bacia do rio
S&o Francisco.

Os peixes foram anestesiados com 6leo de craviii@i 2000) e posteriormente sacrificados.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de célulasrich anterior, 6rgdo que possui funcao
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hematopoiética em peixes, por meio das técnicasritkss por Bertollo et al(1978), Foresti et al.
(1993) e Blanco et al. (2012). Os cromossomos focamados com solugdo de Giemsa 5% e a
morfologia cromossdmica foi determinada de acomiu a relacdo de bragcos proposta por Levan et al.
(1964). O numero fundamental (NF) foi determinadosiderando cromossomos metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) cportadores de dois bragos e 0s acrocéntricos (a)
como portadores de apenas um braco cromossOmiqad€io de distribuicdo heterocromatico foi
determinado através do método proposto por Sum®&gi2§, com modificacdes na etapa da coloracéo
(Lui et al. 2012). A deteccao das regides orgamizsd de nucléolos (AgRONS) seguiu 0 protocolo
descrito por Howell e Black (1980).

O mapeamento dos sitios de DNAr 18S e 5S nos csamuss foi obtido pela hibridacgéio situ
fluorescente (FISH), segundo protocolo descrito Porkel et al. (1986), com sondas obtidas de
Prochilodus argenteufHatanaka e Galetti Jr., 2004) e ldeporinus elongatugMartins e Galetti Jr.,
2001), respectivamente. As sondas de DNAr 5S efd&®n marcadas com digoxigenina-11-dUTP e
biotina-14-dATP, respectivamente, pock translation de acordo com as especificacdes do fabricante
(Roche Applied Science). Todos os processos dédlziacdo foram realizados sob alta condigdo de
estringéncia - 77% - (200ng de cada sonda, 50%rd®ainida, 10% de sulfato de dextrano, 2xSSC, pH
7,0-7,2,a37°C, “overnight”). Os cromossonmwsiin analisados em microscépio de epifluorescéncia

Olympus BX51. O software DP2-BSW (Olympus) foi igldo para a captura das imagens.

RESULTADOS
As analises cromossomicas dos 43 exemplarét daitaeniatuslemonstraram a existéncia de
variagdo inter-individual, caracterizadndo doio$iple cariotipos bem definidos. Foram encontrados

espécimes com 2n=50 cromossomos (32m+14sm+4a; afFigel com 2n=52 cromossomos
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(30m+16sm+6a; Fig.1b). Nenhuma variagcdo cromossbnmtra-individual foi observada nesses
espécimes. Além desses dois tipos de caridtiposasourés formas intermediarias com 2n=51
cromossomos e com variagdes na formula cariotipigai denominadas hl, h2 e h3, foram também

identificadas (Fig.1c). Os cinco tipos de cariGsipgpresentaram frequéncias distintas na populacéo

(Tab.1).

Tabelal: Numeros diploides, férmulas cariotipicas e retipas freqiiéncias observadas na populacdo de
Hoplerythrinus unitaeniatus

N° de exemplares analisados
Numero dipléide | Formula cariotipica | NF Frequéncia
? 3
2n=50 32m+14sm+4a 96 6 9 35%
2n=52 30m+16sm+6a 98 6 4 23%
2n=51 (h1) 31m+15sm+5a 97 7 5 28%
2n=51 (h2) 32m+15sm+4a 98 1 1 5%
2n=51 (h3) 31m+14sm+6a 96 1 3 9%
Total 43 100%

*m metacéntricosm submetacéntrica acrocéntricoNF Nimero Fundamental

O bandamento C evidenciou blocos conspicuos deodsetenatina localizados na regido
pericentromérica/intersticial da maioria dos crosemsos nos espécimes com 2n=50 (Fig. 1a) e 2n=52
cromossomos (Fig.1b). Além disso, alguns cromossontambém apresentaram blocos
heterocromaticos em posi¢cdo centromérica e term@mlespécimes com 2n=51 mostraram 0 mesmo
padréo heterocromatico correspondende aos denpaisie®es (dados ndo mostrados).

A impregnacao pelo nitrato de prata demonstrou AigR@ltiplas em todos os exemplares

analisados, em cromossomos ndo homaologos. Paspésimes com 2n=50, um cromossomo de cada
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um dos pares 7, 24 e 25 encontraram-se ativoSreesmo ocorrendo nos espécimes com 2n=52 em
relacdo aos pares cromossoémicos 24 e 25. Os eg®com 2n=51 mostraram um padrédo de AGQRONs
intermediario aos dos espécimes com 50 e 52 crammss(em destaque, Fig.1).

A FISH com sonda de DNAr 18S mostrou 13 cromossgmootadores desses cistrons para 0s
espécimes com 50 cromossomos (pares 4, 6, 7, 852tum cromossomo do par 3) e 9 cromossomos
para os espécimes com 52 cromossomos (pares 8,25 2 um cromossomo do par 26). Para a sonda
de DNAr 5S foi verificado 8 cromossomos marcadasa pa espécimes com 50 cromossomos (pares 2,
6, 10 e um cromossomos dos pares 1 e 17) e 9 csomos marcados para os espécimes com 52
cromossomos (pares 2, 5, 9 e um cromossomo dos padee 16). Foi detectado um par cromossémico
sinténico para estes dois clusters de genes rilmassqpar 6 nos exemplares com 50 cromossomos e
par 5 nos exemplares com 52 cromossomos). Ja ésiegs com 51 cromossomos apresentaram sitios
de DNAr 5S e 18S semelhantes aos verificados nesygares de 50 e 52 cromossomos, ocorrendo

situacdes intermediarias em relacdo ao niumerdide @+ig.2).
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Bacia do rio S3o0 Francisco

2n=50 (a)
m sm a Ag-RONS
0f 3K 38 81 25 xx W A X% sx wxuxow xxxx xs &6 K N8 B AW BR xa AR A 3
- a®_|R_|n_|
SR BY 88 0 50 SR ¥ BE gyt wrvxas sxanax OF B8 R AR AN AR % s 7 |24 |25
1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2n=52 (b)

“ BB AR &E x§ BC 58 xn cw xx 0%k w5 xxxxoax B8 BF AW ORK AK MR KA Ax 00 6e on

_|6_
»
4 BR KX RE %% KU TR x¥ oxw Az 'Rmoow oamvw ax BEOBR R® MK AR MR KX R %0 ge e 24|25
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2n=51 (c)
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1 25

h2 “ PR 3L BE R Ax NE XS XX R ReXx wxkaxxa GO BKSREND GA AR 6_  Ma o x_(0_[a_
|

25
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1 25

Figura 1. Cariétipos dadHoplerythrinus unitaeniatusla bacia do rio Sdo Francisco. Cariétipo coraduo Gemsa e posteriormente C bandado (a - 2n=5B)-e2n=52).

Carid6tipo corado com Giemsa mostrando as trés fiéisncariotipicas encontradas nos espécimes com12(i+h h2, h3) (c). Em destaque sdo apresentadgmres
cromossdmicos portadores da AQRONSs para cadaipari®arra=10um.
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Bacia do rio Sd0 Francisco

2n=50 (a)

2n=52 (b)

1 2
2n=51 (c)

h1

h2

Figura 2: Cari6tipos dagHoplerythrinu unitaeniatuproveniente da bacia do rio S8o Francisco hibddambm sondas de DNAr 18S (FITC — sinal verde) &ADBS (Rodamina —

sinal vermelho). Cariétipos com 2n=50 (a), Caridsicom 2n=52 (b), Cariétipo mostrando as trés ftamgariotipicas encontradas nos espécimes comi12(d5 h2, h3) (c).
Barra=10um.
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DISCUSSAO

A variabilidade cariotipica existente em populagdesl. unitaeniatuga vem sendo constatada
por diversos estudos (Giuliano-Caetano e Bertdl!@38; Giuliano-Caetano et al. 2001; Diniz e
Bertollo, 2003; 2006; Da Rosa et al. 2012). Na pegAo deH. unitaeniatusda bacia do rio S&o
Francisco também se verifica esta variabilidadeleoespécimes com 2n=50, 51 e 52 cromossomos
foram claramente identificados.

Diniz e Bertollo (2006), analisando espécimes destama localidade, encontraram variacfes
no ndimero cromossdmico e férmula cariotipica eintleviduos, além de variagdes intra-individuais na
formula cariotipica. A hipbtese proposta por taigees para explicar tal ocorréncia coloca que &rm
variantes com 2n=51 cromossomos seriam decorreetdsbridizacdo entre as formas com 2n=50 e
2n=52 cromossomos e posteriores cruzamentos evdEs tas variantes existentes. Entretanto, os
autores afirmaram que nao foi verificada uma cpoedéncia entre os cromossomos dos individuos
com 51 em relacdo aos possiveis parentais conb30 e

A andlise de novos espécimes realizada no presetalho, com aumento significativo na
amostragem (43 espécimes), demonstrou atravésatisegnclassicas de citogenética, e principalmente
pela analise da citogenética molecular, que haspoandéncia entre 0s cromossomos dos espécimes
com 50 e 52, com os espécimes com 51 cromossomdsngo assim, serem tratados como hibridos
naturais. Além disso, algumas caracteristicas fgesl dos espécimes com 50 e 52 cromossomos
podem ser observadas. Os pares cromossomicos &,2B84portadores de sitios de DNAr 18S dos
espécimes com 50 cromossomos apresentam cromossomespondentes nos com 52, os pares 3, 24
e 25. O mesmo pode ser observado para o DNAr &fvéatdos pares 1, 2, 10 e 17 do caridtipo com 50
cromossomos, quando comparado aos pares 1, 2, ® do Tariotipo com 52. Entretanto, o par

cromossémico 3, e conseqlentemente seu sitio de D81 (presente em apenas um cromossomo do
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par), encontra-se presente somente nos individoims5® cromossomos e ausente naqueles com 52,
semelhante ao observado para os sitios de DNArpt&&ntes nos pares 7 e 8 (cariotipo com 50
cromossomos), correspondente aos pares 6 e 7tigar@m 52 cromossomos). Para o DNAr 5S
somente um sitio, presente em um cromossomo b pas especimes com 52 cromossomos, ndo esta
presente no par equivalente nos espécimes com &6. ressaltar que o par sinténico (par 6 nos
espécimes com 50 cromossomos e par 5 nos espamimeS2) mostra-se conservado para essas duas
formas cariotipicas. Desta maneira, estes elemergpstitivos do genoma representam bons
marcadores cromossdmicos para estas duas varantegpicas. Os exemplares com 51 cromossomos
apresentaram condi¢des variaveis para estes magsado

Considerando a similaridade verificada entre ogtipos de 50, 51 e 52 cromossomos para
maioria dos pares cromossOmicos, a identificacaoaleadores cromossdmicos capazes de diferenciar
0s cariotipos com 2n=50 e 2n=52 cromossomos, eddpantermediario destes marcadores para 0s
individuos com 2n=51 cromossomos, é plausivel sgperesta amostragem esteja englobando duas
variantes cromossomicas (50 e 52 cromossomos) rapasia, porém com distingdo bem definida, e
formas intermediéarias (51 cromossomos) resultadedsbridizacao entre os dois citotipos definidos.

A presenca de variantes (h1, h2 e h3) que requesotruzamentos entre individuos com 51
cromossomos, e destes com exemplares portadof® @l®2 cromossomos, sugere que os individuos
portadores de 51 cromossomos sao férteis. Quaniar fiom a introgressao, isto é, o fluxo génico
existente entre as espécies de populacdes hikidlasdorf et al. 2001), maior serd a chance desta
nova populacdo permanecer no ambiente sem acgprefafzos as outras espécies nativas (Ashikaga
et al. 2010 ). Ao contrario da presenca de hibrattciais introduzidos em ambientes aquaticag q
pode ser uma grande ameaca no que se refere avamdsede espécies nativas (Porto-Foresti et al.

2008).
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Andlises comparativas entre os cariotipos idemtifimm a auséncia de hibridos perfeitos nesta
amostragem, sendo possivel postular que os prismeuwentos de hibridizac&o entre individuos com 50
e 52 cromossomos sejam antigos, e desta forma, iesli@iduos podem ndo estar mais presentes na
populagdo. Além disso, devido a essa quantidadeadacdo entre os hibridos, é possivel que outros
variantes com 51 cromossomos possam existir, antogt estes variantes podem n&o ter sido
identificados na presente amostragem, ou até medquns destes apresentem inviabilidade para seus
conjuntos cromossodmicos.

Os espécimes com 2n=52 cromossomos analisados tres#ho possuem a macroestrutura
cromossdmica (numero dipldide e férmula cariotipidéntica a uma populacéo proveniente do Parque
Estadual do rio Doce (bacia do Leste) estudaddspdrano-Caetano et al. (2001), os quais pertencem
ao cariomorfo C, segundo a classificacéo de canfmm@roposta por Bertollo (2007) e revista por Da
Rosa et al. (2012). Apresentam também algumasspumneléncias com o exemplar da lagoa Juturnaiba
no Rio de Janeiro (2n=52 cromossomos, bacia doe)l estalisado por Giuliano-Caetano (1986),
classificado por Da Rosa et al. (2012) como carifonB, mas que provavelmente também se trate do
cariomorfo C. Os exemplares portadores de 52 creomogs, provenientes da mesma localidade das
amostras do presente trabalho, analisados por RiBertollo (2003), também devem pertencer ao
cariomorfo C, ao invés de constituirem um cariomantiependente, o D, conforme proposto também
por Da Rosa et al. (2012). Assim, provavelmentedidesa quebra de barreira geografica, o cariomorfo
C aqui descrito, deve ser oriundo das bacias deLBa bacia do rio S&do Francisco, também ha relato
de dois cariomorfos distintos em simpatria pHi@lias malabaricusdenominados: A (2n=42) e F
(2n=40); para este caso ndo foram encontrados $ohibaidas (Bertollo et al. 2000). O cariomorfo A

de H. malabaricustambém é encontrado nas bacias do Leste (BormtellBeet al. 2006), reforcando
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assim a hipotese do cariomorfo C com 2n=5Hdanitaeniatusda bacia do rio Sdo Franscisco ter sua
origem em uma das bacias do Leste.

Os rios costeiros também compartilham grande dolesile de peixes endémicos com suas areas
adjacentes, levando a existéncia faunas irmasnpodeaver compartilhamento de populagdes de uma
mesma espécie (Ribeiro et al. 2011), fato que pelssente ocorre corHl. unitaeniatusAlém disso,
ndo ha ocorréncia de outros cariomorfoddenitaeniatusa bacia do Leste, reforcando a hipétese de
gue o cariomorfo C, com 52 cromossomos, aqui desciéve ser oriundo das bacias do Leste.

Os espécimes com 2n=50 cromossomos do presenéghtrgiinssuem estrutura cromossdmica
semelhante a uma das formas encontrada por DBeztello (2006). Considerando a pequena variagao
existente entre os variantes propostos por taigreaitpara os individuos com 50 cromossomos, é
possivel sugerir que eles constituam apenas uratipari semelhante ao do presente trabalho. Neste
contexto, os exemplares com 50 cromossomos e féarmatiotipica 32m + 14sm + 4a; NF=96
corresponderiam ao cariomorfo D. Desta forma, @mg)ares com 51 cromossomos seriam variantes
geradas, inicialmente, pela hibridizacdo entre asomorfos C (52 cromossomos) e D (50
cromossomos. Vale ressaltar que, considerando 2oe180 uma forma cromossémica bem definida, a
bacia do rio S&o Francisco é a unica localidade aguesenta dois cariomorfos #e unitaeniatus
vivendo em simpatria.

Sendo assim uma nova classificacdo dos cariomaléobl. unitaeniatusé proposta neste
trabalho, sendo que os cariomorfos A, B e E poss#&raromossomos e estdo presentes nas bacias
Amazonica (A e B) e na bacia do Alto Parana (E)awomorfo C possui 52 cromossomos e pode ser
encontrado nas bacias do Leste e do S&o Franeisccariomorfo D passa a possuir 50 cromossomos e

pode ser encontrado somente na bacia do S&o Francis
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Associando-se os dados aqui apresentados aos idsisorem literatura, o conjunto de
populagcbes dél. unitaeniatusdeve ser tratado como um complexo de espécias) assno proposto
por Giuliano-Caetano et al. (2001). Considerandenadancas referentes aos cariomorfos propostas
neste trabalho, o compleXt unitaeniatugpassa a ser formado por cinco unidades biologisastas
(Tab.2).

Uma populacdo natural pode ser separada de outmabase no fluxo génico entre elas
(Futuyma, 1997). Modificacdes nesse fluxo podenrrecalevido a quebras de barreiras naturais ou
por acbes antropicas, podendo fazer com que espfisiese encontravam em alopatria passem a uma
situacdo de simpatria, permitindo ocorrer fluxoigérentre elas, e, eventualmente, ocasionando a
formacédo de hibridos naturais. O processo de lidbigélo pode envolver cruzamentos entre espécies
distintas (Bartley et al. 2001) ou dentro de um glexo de espécies.

O processo natural de hibridizac&o representa mpartante forca da evolucdo (Barton, 2001,
Salzburger et al. 2002), e néo é considerado uneagama conservacao de outras espécies, mas sim,
uma parte de sua propria historia evolutiva (Trig@08). O processo de hibridizacdo é amplamente
observado entre o0s peixes, pois apresentam cdsticees como fertilizacdo externa, fracos
mecanismos de isolamento comportamentais, dessdpusidancia de parentais, entre outras (Campton,
1987; Allendorf e Waples, 1996; Scribner et al. DOQJm processo de hibridizagcdo natural ja foi
observado, por exemplo, no grupstyanax bimaculatuPeres et al. 2011), onde espécimes com o
mesmo numero dipldide, mas diferentes caridtipaxistiam em simpatria. Essa condi¢do originou
hibridos entre dois citétipos diferentes, e assiomo no presente estudo, eram cromossomicamente
intermediarios aos parentais. Ainda de acordo cemutores, a hibridizacdo pode criar novas vargcoe
genéticas, 0 que viabiliza a sobrevivéncia e rap@d desses hibridos. Para uma populagdo de

Astyanax fasciatusivendo em sintopia na Cachoeira de Emas (Pirasgan— SP) foi detectado dois
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cariotipos padrdes com 46 e 48 cromossomos e fomaaantes com 47 cromossomos, 0S quais
parecem resultar cruzamentos aleatorios entre isscdootipos padrdes e seus descendentes (Pazza et
al. 2006).

Diante das caracteristicas cromossémicas encostraxlpresente trabalho, € plausivel acreditar
gue o processo natural de hibridizacéo esteja @wdorentre os exemplaresteunitaeniatusda bacia
do rio Sdo Francisco, de maneira que os cariomardos 50 e 52 cromossomos representem duas
unidades biologicas distintas e bem definidas, ooatréncia simpétrica nesta regido. A ocorréncia de
distintos cariomorfos em diferentes bacias hidriicga brasileiras e a presenca da regido de simapatr
entre duas formas na bacia do rio Sdo Francistaldoe a hipdtese de gHeunitaeniatuscorresponda
a um complexo de espécies, o qual carece de camet®rfologicos mais consistentes para que se
possa desmembra-lo, ja que morfologicamente as teanode todos os cariomorfos sdo muito
semelhantes. Apesar da grande variagdo cromoss@nristente no complexél. unitaeniatus é
plausivel supor que ndo ha mecanismos de isolamepitodutivo entre os cariomorfos, como pode ser

observado neste trabalho com todos os variantesitgb



Tabela 2 Revisdo dos cariomorfos thoplerythrinus unitaeniatus

Municipio Localidade (rio) | Bacia Hidrogréafica 2n NF | Formula Cariotipica Cariomorfo AgRONs REFERENCIAS
Aripuand - MT (Brasil) rio Aripuand Rio Amazonas 48 96 48m/sm 1
Manaus - AM (Brasil) rio Negro 48 96 48m/sm 2
Porto Velho - RO (Brasil) - 48 96 48m/sm -
Corrientes (Argentini - Rio Parana/ParagL 48 96 48m/sn A 4
Miranda - MS (Brasil) rio Miranda . . 48 96 48m/sm
Rio Paraguai
Passo do Lontra - MS (Brasil) Iagoa}s marginais 48 96 48m/sm multipla 7
ao rio Miranda
48 94 46m/sm+2st/ )
. . 48 94 46m/sm+2st/a 2
Manaus - AM (Brasil) fio Negro Rio Amazonas 48 95 47m/sm+1st/ B
3x=72 - 69m/sm+3st/a simples 3
Paramaribo (Suriname) - 48 94 46m/sm+2a - 4
Casimiro de Abreu - RJ (Brasil lagoa d,e 52 95 43m/sm+9a 1
Juturnaiba Leste -
Parque Estadual do Rio Doce|- lago Dom
d MG (Brasil) Hgélvecio 52 98 46m/sm+6a ¢ 4
52 10C 44m/sm+4st+4 multipla 5
52 98 3m+16sm+6 8
Jodo Pinheiro - MG (Brasil) lagoa Marginal Rio S30 Francisco 50 - 46m/sm+4a
ao rio da Prata 50 . 46m/sm+1st+3a multipla 6
50 - 43m/sm+3st+4a D
50 - 43m/sm+2st+5a
50 96 32m+14sm+4a 8
Guatapara - SP (Brasil) rio Mogi-Guagli 48 96 44m/sm+4st 5
Bataguassu - MT (Brasil) rio Parana Alto rio Parana 48 96 44m/sm+4st E multipla 5
Navirai - MS (Brasil) 48 92 44m/sm+4st/a 7
Aguai- SP (Brasil rio Mogi-Guagt 48 92 44m/sm+4st/
51 - 44m/sm+3st+4a
51 - 46m/sm+5st+2 6
b . Lagoa Marginal s ax . 51 - 46m/sm+4st+1 multipla
Jodo Pinheiro - MG (Brasil) aogrio da Fgrata Rio S&o Francisco 51(n1) 97 31m+15sm+5a - P
51(h2) 98 32m+15sm+4a 8
51(h3) 96 31m+14sm+6a

* 1 Giuliano-Caetano, 198&; Giuliano-Caetano e Bertollo, 1988:Giuliano-Caetano e Bertollo, 1998 Giuliano-Caetano et al. 200%;Diniz e Bertollo, 20036

Diniz e Bertollo, 20067 Da Rosa et al. 20138 Presente trabalhdiT Estado do Mato Grossé&M Estado da Amazoni®O Estado de RondonidlS Estado do
Mato Grosso do SuRJ Estado do Rio de Janei®tG Estado de Minas GeraiSP Estado dé&sao Paulom metacéntricosm submetacéntricast subtelocéntricoa

acrocéntricoNF Numero Fundamental
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CAPITULO II

Citogética comparativa entre populacdées do complexdoplerythrinus unitaeniatus
(Characiformes, Erythrinidae) proveniente de diferantes bacias hidrograficas

brasileiras
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RESUMO

No pressente trabalho foram analisadas citogemnegicte, através de coloragdo convencional
por Giemsa, bandamento C, impregnacao por nitejarata e hibridizacaa situ fluorescente (FISH)
com sondas de DNAr 18S e 5S, populacdedaj@erythrinus unitaeniatuproveniente de cinco bacias
hidrograficas brasileira: Arinos (pertencente adaenazonica), Araguaia, Paraguai, Alto Paranae Sa
Francisco. O numero dipléide encontrado foi 2n=48apas populacbes do Paraguai e Alto Parana,
2n=50 para a populacdo do Sdo Francisco e 2n=32asapopulacdes do rio Arinos, Araguaia e S&o
Francisco. Os espécimes com 50 e 52 cromossomasaphacia do Sdo Francisco ocorreram em
simpatria. O bandamento C evidenciou blocos derdw@tematina localizados principalmente em
posicao intersticial e pericentromérica ha maidda cromossomos. A impregnacao por nitrato de prata
demonstrou AgRONSs simples para as populacdes dwm#\& Araguaia e AQRONs multiplas para o
Paraguai, Alto Parana e S&o Francisco. A FISH comdas de DNAr evidenciou Varios cromossomos
portadores desse cistrons, além da ocorrénciangénig em todas as populacdes. Os dados obtidos
vem reforcar a idéia de queoplerythrinus unitaeniatuse trate realmente de um complexo de

especies.

Palavras-chavescariomorfos, complexo de espécie, marcadores citig®s, variabilidade

cromossdmica
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INTRODUCAO

Os Characiformes formam um grupo bastante divelistijbuido em 23 familias, com cerca de
270 géneros e aproximadamente 1680 espécies. Beabee espécies, 209 ocorrem na Africa e as
restantes apresentam-se distribuidas pela regi@rdgecal, onde atingem sua maior diversidade,
representando 30% da ictiofauna neotropical (Nel20666).

Dentre as familias de Characiformes encontra-séhimidae, que é representada por apenas
trés génerosErythrinus Scopoli, 1777,Hoplerythrinus Gill, 1896 e Hoplias Gill, 1903, todos
endémicos da América do Sul, com ampla distribuipétas bacias brasileiras (Oyakawa, 2003).
Popularmente conhecidos como trairas e trairBleplias) e jejus Hoplerythrinuse Erythrinug, sédo
encontrados em diferentes habitats, como, laggeata e grandes rios, e em relacdo a seus habitos
alimentares, sdo principalmente carnivoros.

Hoplerythrinuspossui apenas trés espéctéscinereugGill, 1858),H. gronovii (Valenciennes,
1847) eH. unitaeniatugAgassiz, 1829)sendo apenas esta Ultima encontrada em territéaildiro,
além de ocorrer também na América Central e emosytaises da América do Sil.cinereuse
H.gronovii possuem distribuicdo restrita e ocorrem apenadrandad e Tobago e Guiana Francesa,
respectivamente (Oyakawa, 2003). MorfologicameHiaplerythrinusdifere-se dos demais membros
da familia Erythrinidae pela presenca de uma mapobi@ arredondada na regido do opérculo e uma
faixa preta ao longo do meio do corpo (Oyakawa,320@ma caracteristica marcante tanto de
Hoplerythrinusquanto deErythrinusé a presenca de rica vascularizacdo na bexiggbnata que faz
com que tenham respiracdo aérea facultativa (Feéesae Moron, 1996). Quando o ambiente encontra-
se em hipOxia ou andxia severa, 0 oxigénio passa absorvido via bexiga natatoria, permitindo sua

sobrevivéncia durante periodos de estiagem (Magaab 2009).
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Em relacdo aos estudos citogenéticos, somefteunitaeniatus possui caracterizacao
cromossomica e aparenta ser uma espécie bastaetsifitada, classificados com base no numero
diploide e morfologia cromossomica. Os cariomoAo® e E apresentam 2n=48 cromossomos e Sao
encontrados na bacia Amazonica (A e B), na baciaodBaraguai (A) e na bacia do rio Parana (E). O
cariomorfo C apresenta 2n=52 cromossomos e € eadomas bacias do Leste e do rio S&o Francisco.
Por fim, o cariomorfo D apresenta 2n=50 cromossoenésendémico da bacia do rio Sdo Francisco,
além disso espécimes hibridos com 2n=51 cromosstami®m sdo encontrados nesta bacia (Capitulo
1). Hoplerythrinusé o Unico género de Erythrinidae em que nao fieialeda a presenca de sistemas de
cromossomos sexuais heteromorficos (Giuliano-CaetaBertollo, 1986 e 1988; Giuliano-Caetano et
al. 2001; Diniz e Bertollo, 2003 e 2006; Da Rosalep012).

Atualmente, muitas espécies de peixes apresentaamdegyr variabilidade em nivel
cromossdmico, contudo sdo morfologicamente semigbadesse modo, varios grupos estdo sendo
caracterizados como complexo de espécies. Haranitaeniatus Giuliano-Caetano et al. (2001)
propuseram gue 0 grupo nao se tratava de uma ésyEgie para territorio brasileiro, mas sim de um
complexo de espécies, devido tanto a variagdotesttuguanto numérica encontrada em diferentes
populagdes.

No presente trabalho, foi realizada uma analisenassdmica comparativa entre populacdes de
H. unitaeniatusprovenientes de diferentes bacias hidrogréaficasileiras: Amazonas, Araguaia,
Paraguai e Alto Parana, além de utlizar os dadeseptes na literatura, com o0 objetivo de
compreender melhor os aspectos evolutivos e biogiogs que estariam relacionados a diversificacdo

do grupoH. unitaeniatus
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MATERIAIS E METODOS
Foram analisadas cinco populacdes Hle unitaeniatusde diferentes bacias hidrogréaficas

brasileiras (Tab. 1).

Tabela 1: Exemplares deloplerythrinus unitaeniatusoletados e suas respectivas localidades.

- Sexo
. o Bacia L
Localidade Municipio Hidrografica e Deposito
Rio Claro Séo José do Rio Clarg Rio Arinos 2| 4 MUZUSP
(MT) (Rio Amazonas) 109785
Lagoa marginal ao corrego Séo Miguel do . . MUZUSP
do Medo Araguaia (GO) Rio Araguaia 5 7 109786
. . . : N&o
Rio Paraguai Porto Murtinho (MS) Rio Paragua 7 Depositado
. . . : , N&o
Rio Mogi-Guacu Guatapara (SP) Alto Rio Parapa | 4 Depositado
Lagoa marginal ao rio da Joao Pinheiro (MG) Rio Séao Franciscb3 | 12 Na(_)
Prata Depositado

*MT Estadodo Mato GrossoGO Estado désoias;MS Estado ddMato Grosso do SuBPEstado de&sao PauloMG Estado
deMinas Gerais

Os peixes foram anestesiados com 6leo de craviiil@yi 2000) e posteriormente sacrificados.
Os cromossomos mitéticos foram obtidos de célulasrich anterior, 6rgdo que possui funcao
hematopoiética em peixes, por meio das técnicasrithess por Bertollo et al(1978), Foresti et al.
(1993) e Blanco et al. (2012). Os cromossomos focamados com solucdo de Giemsa 5% e a
morfologia cromossdmica foi determinada de acomiu a relacdo de bragos proposta por Levan et al.
(1964). O numero fundamental (NF) foi determinadosiderando cromossomos metacéntricos (m),

submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) cpartadores de dois bragcos e 0s acrocéntricos (a)
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como portadores de apenas um braco cromossomipadf@o de distribuicdo da heterocromatina foi

determinado através do método proposto por Sum®&gi2§, com modificacdes na etapa de coloracéo
(Lui et al. 2012). A deteccéo das regides orgamizzsd de nucléolo (AgRONS) seguiu o protocolo

descrito por Howell e Black (1980). Toda a anatisavencional dos cromossomos foi realizada de
forma sequencial (coloracdo convencional com Gigenmamdamento C e AgRONs) para uma

identificacdo mais precisa dos pares cromossdmicos.

O mapeamento fisico dos sitios de DNAr 18S e 5&rmrossomos foi obtido pela hibridagéo
in situ fluorescente (FISH), segundo protocolo descritoRiokel et al. (1986), com sondas obtidas de
Prochilodus argenteugHatanaka e Galetti Jr., 2004) e ldgporinus elongatugMartins e Galetti Jr.,
2001), respectivamente. As sondas de DNAr 5S efd@&®n marcadas com digoxigenina-11-dUTP e
biotina-14-dATP, respectivamente, pock translation de acordo com as especificacdes do fabricante
(Roche Applied Science). Todos os processos dedizacédo foram realizados sob alta condicdo de
estringéncia - 77% (200ng de cada sonda, 50% deaforda, 10% de sulfato de dextrano, 2xSSC, pH
7,0-7,2,a37°C, “overnight”). Os cromossonmwsiin analisados em microscépio de epifluorescéncia

Olympus BX51. O software DP2-BSW (Olympus) foi i@ldo para a captura das imagens.

RESULTADOS

Os exemplares dd. unitaeniatugprovenientes das bacias do rio Arinos (bacia Amigz) e do
rio Araguaia apresentaram 2n=52 cromossomos camufés cariotipicas semelhantes: 28m + 20sm +
4a e NF=100; e 26m + 22sm + 2st + 2a e NF=102eotispmente (Fig. 1a, ¢). Para as populacdes da
bacia do rio Paraguai e do Parana o numero dipgndentrado foi 2n= 48 cromossomos: 32m + 16sm
e NF=96; 30m + 14 sm + 4 st e NF=96, respectivaen¢hig. le, g). Para a populacdo do Séo

Francisco os numeros diploide encontrados foranb@reromossomos: 32m + 14sm + 4a e NF=96
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(Fig. li) e 2n=52 cromossomos: 30m + 16sm + 6a e98F(Fig. 1k). Nenhum heteromorfismo
cromossomico relacionado ao sexo foi detectad@megsspulacdes dé. unitaeniatus

O bandamento-C demonstrou padrdo semelhante ras populacdes analisadas, sendo que a
maioria dos cromossomos apresentou blocos bemrggglde heterocromatina localizados em regido
intersticial e pericentromérica, contudo alguns nwesomos também apresentaram blocos
heterocromaticos em posicao centromérica e terr(fingl 1b, d, f, h, |, I).

A impregnacdo pelo nitrato de prata demonstrou AR@imples, localizadas em posi¢céo
intersticial do braco longo do par metacéntricoarapas populacdes do rio Arinos e Araguaia (em
destaque, Fig. la, c). Para as populacdes da tacieo Paraguai, Alto Parana e Sao Francisco os
exemplares apresentaram AgRONs multiplas, sendtizadas em posicao intersticial do braco longo
dos pares metacéntricos 7 e 8 nas populacdes dguRare Alto Parana (em destaque, Fig. le, g), e
para a populacdo do Sao Francisco foram localizadagosicao intersticial do brago longo do par
metacéntrico 7 e em posicao terminal no brago aetam cromossomo dos pares acrocéntricos 24 e
25 (2n=50) (em destaque, Fig. 1i), e em posicauited no braco curto de um cromossomo dos pares
acrocéntricos 24 e 25 (2n=52) (em destaque, Fig. 1k

A hibridizacaain situfluorescente (FISH) com sondas ribossomais 5SSedé8nonstrou
diferentes pares cromossOmicos portadores destemesinas populacdes analisadas (Fig.2), conforme

descrito na tabela 2.
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Tabela 2 Resultados da FISH com sondas de DNAr 18S e ESgsapopulagbes deoplerythrinus unitaeniatus

Populacao Pares cromossomicos Pares cromossomicos _ )
) Pares sinténicos
(Bacia) portadores de DNAr 18S portadores de DNAr 5S
Arinos 2,4,7e25eumcromossomp 2, 3,6, 15, 25e um 5 o5
(2n=52) do par 13 cromossomo do par 26 ’
) 2,4,7,8,14,18, 20, 22,25 ¢ 2,6,14,25eum
Araguaia 2,14,25 e um
um cromossomo dos pares 3, cromossomo dos pares 3,
(2n=52) cromossomo do par
15, 26 10, 19
Paraguai
2,3,4,6,7,8,9,18e 21 2,6,8,17,21e 22 , 6,21
(2n=48)
1, 6, 16, 20 e um 1,6,20 e um
Alto Parand | 1,3,4,6,7,8,13,17,18,20
cromossomo dos pares 2 e cromossomo dos
(2n=48) um cromossomo do par 2
18 pares 2, 18
Séo Francisca 4,6,7,8, 24,25 e um 2, 6,10 e um cromossomno 5
(2n=50) cromossomos do par 3 dos pares 1e 17
Séo Franciscq 3,5, 24, 25 e um cromossomp 2, 5, 9 e um cromossomo .
(2n=52) do par 26 dos pares 1,4 e 16
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Bacia do rio Arinos
b
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Figura 1: Caridtipos dadHoplerythrinus unitaeniatugprovenientes das bacias do rio Arinos (a,b), nagaia (c,d),
Paraguai (e, f), Alto rio Parana (g, h), rio S&@arfeisco (i, j — 2n=50; k, | — 2n=52). Cariétiposados com Giemsa (a, c, e,
0, j, k) e posteriormente C bandados (b, d, f, ). JEm Box sdo apresentados os pares cromossémimtadores de
AgRONSs para cada populagéo. Barra = 10um.
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Figura 2: Caridtipos dadHoplerythrinus unitaeniatusibridados com sondas DNAr 18S (FITC — sinal veel®NAr 5S (Rodamina — sinal vermelho) provenisrdas bacias do rio
Arinos (a), rio Araguaia (b), rio Paraguai (c){dAtio Parana (d) e rio Sao Francisco (e — 2n=5®1i=52). Barra=10um.
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DISCUSSAO

Os numeros diploides encontrados ldnunitaeniatussdo 2n=48, 2n=50 e 2n=52 cromossomos
(Capitulo 1). No presente trabalho, os exemplaresepientes da bacia do Paraguai e Alto Parana
apresentaram 2n=48 cromossomos, assim como jadelpara outras populagdes provenientes destas
bacias hidrogréaficas (Giuliano-Caetano et al. 20Dihjz e Bertollo, 2003; Da Rosa et al. 2012). As
formulas cariotipicas também foram iguais as jataelas para tais bacias.

Para as populacbes da bacia do Arinos e do Aradoai@onstatada a presenca de 52
cromossomos, assim como relatado por Diniz e Ber{@D03) e Giuliano-Caetano et al. (2001), que
também encontraram este numero dipléide para pgjesadas bacias dos rios Sao Francisco e Doce,
respectivamente. Diferentemente da populagcao antazénalisada neste trabalho, Giuliano-Caetano e
Bertollo (1988) encontraram para uma populacao gnewite do rio Negro 2n=48 cromossomos,
alocados em quatro citétipos distintos devido #&béidade cariotipica detectada.

Para a bacia do S&o Francisco foi detectada variag&htimero dipléide, com individuos em
simpatria apresentando 2n=50 e 2n=52 cromossorsesn &omo relatado no Capitulo 1, além da
ocorréncia de hibridos naturais com 51 cromossoendsstintas formulas cariotipicas (Capitulo 1).
Neste trabalho foi proposto que a forma com 2nabhossomos seria oriunda da bacia do leste. Os
dados aqui apresentados, principalmente relacienasipopulacdes com 2n=52 cromossomos (Arinos
e Araguaia), podem reforcar tal hipétese, poisgapulacdes apresentam apenas quatro cromossomos
do tipo subtelo/acrocéntrico, e para a populacaBamFrancisco e da bacia do Leste h& ocorréncia de
seis cromossomos acrocéntricos bem caracterisfiéas. disso, os dados de 18S mostram que ha um
cromossomo (par metacéntrico 7) com marcacao fitieatsno braco longo, que é compartilhado entre
todos os cariomorfos presentes a oeste do Sdoisganmclusive a forma com 2n=50 cromossomos

do S&o Francisco, o qual ndo é encontrado nosigg®com 2n=52 cromossomos do Sdo Francisco.
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Seria interessante verificar se a populacdo daabdoi rio Doce também ndo apresenta este
cromossomo, o0 que poderia reforcar junto a quasitidie cromossomos acrocéntricos a hipotese de
gue a forma com 2n=52 cromossomos do Sao Frantggeovindo da bacia do Leste. Vale ressaltar a
regido da margem leste do continente sul-ameriegnesenta intensa atividade tectonica, favorecendo
a mistura da fauna dessa regido com bacias adgsc@tibeiro et al. 2011).

De acordo com a revisdo de cariomorfos realizad€apitulo 1, as popula¢des do Paraguai e
Alto Paran& aqui analisadas se encaixam dentrea@smorfos A e E, respectivamente. A populagéo
do rio S&o Francisco pertence ao cariomorfo C (2h=5D (2n=50). As populacbes do rio Arinos e
Araguaia também se encaixam dentro do cariomorfmf@, pequenas alteracées na formula cariotipica
(Tab. 3), assim como acontece para o cariomorfe Aaplias malabaricusque também apresenta
pequenas alteracbes na formula cariotipica (Blat@d. 2010). A distribuicdo dos cariormorfosHle
unitaeniatusaté agora estudados pode ser visto no mapa dealdgu

Todos esses estudos ja realizados vém demonsteanddabilidade cromossdmica existente
nesta espécie (Giuliano-Caetano e Bertollo, 1988ljaao-Caetano et al. 2001, Diniz e Bertollo, 2003
e 2006; Da Rosa et al. 2012; Capitulo 1) e os dattidos neste trabalho vém reforcar a hipotese de
gue H. unitaeniatusndo se trata de uma unica espécie, mas sim dolexmple espécies.
unitaeniatus como proposto por Giuliano-Caetano et al. (20QLitras espécies de Erythrinidae, como
Erythrinus erythrinuse Hoplias malabaricustambém vém sendo consideradas como complexo de
espécie, devido a variabilidade encontrada no nuiptoide e principalmente na auséncia e presenca
de sistemas de cromossomos sexuais em ambas sgqjB&iello et al. 2000; 2004).

A presenca de blocos heterocromaticos conspicuosncigalmente na regido
pericentromérica/intersticial, € um fato comum gdranitaeniatussendo relatada em outros trabalhos

(Diniz e Bertollo, 2003 e 2006; Da Rosa et al. 201 exemplares das distintas popula¢cdebi.de
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unitaeniatusanalisadas no presente trabalho tém padrdo samekha heterocromatina, com a maioria
dos blocos alocados em posicao intersticial (proxiao centrdmero). Alguns outros blocos séo
evidenciados em posicdo terminal ou centromériends estes equilocais na maioria dos
cromossomos. Somente pela técnica de bandament®o @ rpossivel identificar a composicdo da
heterocromatina presente nessas regides, porémlessdas co-localizadas podem apresentar a mesma
composicdo e terem se originado em funcdo da dggmwslos cromossomos no nucleo durante a
replicacdo (Schweizer e Loidl, 1987). Esse mode&vé que a heterocromatina pode ser transferida
tanto entre cromossomos homoélogos quanto entre ho&iwblogos, tornando-se co-localizada em
diversos cromossomos (Ifiigo et al. 1996).

Em relacdo a impregnacéao pelo nitrato de prata@gfRsimples s6 haviam sido relatadas para
0 espécime tripldide da bacia amazébnica (Giulianeténo e Bertollo, 1990), como encontradas nos
exemplares da bacia do rio Arinos e Araguaia. tldsghultiplos portadores das AQRONSs, assim como
encontrado para a populacdo do Paraguai e AltonRarapresentam a situacdo mais frequente no
grupo (Giuliano-Caetano e Bertollo, 1988; Dinizertdllo, 2003 e 2006; Da Rosa et al. 2012; Capitulo
1). Variagdo na localizacédo destes sitios tambéde ger encontrada ek unitaeniatusEm alguns
trabalhos, este sitio foi localizado na regido pnéxao centrdmero (Da Rosa et al. 2012) e intéabtic
(Diniz e Bertollo, 2003), assim como nas populagbeste estudo, entretanto, em outras as AQRONs
podem ser observadas na regido terminal (Giuliserta®o e Bertollo, 1990; Da Rosa et al. 2012,
Capitulol). Essa variacdo observada na posicadtidopertador no cromossomo pode ser devido a
rearranjos cromossdmicos do tipo inversdo perim@né/ou translocacgao.

Em relacdo a hibridizacdo com sondas de DNAr 18S,eas informacdes para o grupo ainda
sdo escassas. A andlise aqui realizada mostrouiomro elevado de cromossomos portadores desses

sitios, com até 21 cromossomos portando DNAr 188 €2 cromossomos portadores de cistrons de
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DNAr 5S. Para a familia Erythrinidae € comum um afomelevado de sitios de DNAr. Ekh
malabaricuspode-se observar um nimero elevado de cromossponiaglores de DNAr 18S (Cioffi et
al. 2009a; Cioffi e Bertollo, 2010; Vitorino et &011) e par&. erythrinuspode-se observar, tanto para
DNAr 18S quanto 5S, um numero também elevado deassomos portadores desses cistrons (Cioffi
et al. 2010; Martins et al. 2013). Diferentemem@a;aH. aimarae H. intermediusé verificado uma
condicdo menos variavel, com poucos cromossomaaduoes desses cistrons (Blanco et al. 2011).

Sitios sinténicos de DNAr 18S e 5S do tipo adjaeertndo-adjacentes pode ser observados nas
populacbes do Alto Parana, Araguaia, Arinos e SEndisco, e sitios sinténicos adjacentes na
populacdo do rio Paraguai. E provavel que estaocaliracdo dos genes de rRNA seja uma
caracteristica ancestral paflaunitaeniatusvisto que é uma caracteristica compartilhadateomH.
malabaricus(Cioffi et al. 2009b) quanto cofb. erythrinus(Cioffi et al. 2010; Martins et al. 2012).

Os estudos até agora realizados ddmunitaeniatussugerem que tanto os espécimes com
2n=48 quanto os com 2n=52 cromossomos podem seideoados como condi¢cdes basais para o
grupo (Giuliano-Caetano et al. 2001; Diniz e BdotoR003; Da Rosa et al. 2012). Para Erythrinidae &
verificada a ocorréncia de 2n=50 cromossomosenacerdae(Morelli et al. 2007)H. aimarae H.
intermedius(Blanco et al. 2011) e emrythrinus erythrinusencontra-se uma variagdo de 2n=51/52 a
2n=53/54 cromossomos, o fato dessas espécies @jarese numero dipldide superior a 50 corrobora
com a hipétese de que os espécimel.denitaeniatuscom 2n=52 possam ser considerados ancestrais
para o grupo (Giuliano-Caetano et al. 2001; DiniBegtollo, 2003; Da Rosa et al. 2012). Contudo,
estes mesmos autores também ndo descartam osvespéoim 2n=48 como condi¢cdo ancestral para o
grupo.

O territorio sul americano pode ser subdivididotemas baixas (abaixo de 250m em relagéo ao

nivel do mar) e terras altas (altitudes que ulsapa 500m, exceto os Andes), e essas terras altas
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caracteriza a area denominada Escudo Brasileirgsceddé das Guianas. Embora seja uma diviséo
considerada ainda arbitraria € de grande impodgpaia a ecologia e biogeografia da icitiofauna da
América do Sul. (Ribeiro et al. 2011). EspécimesHdaunitaenituscom 2n=48 cromossomos estédo
presentes tanto no Escudo Brasileiro quanto nodésdas Guianas. Este fato condiz com a hipotese de
2n=48 cromossomos ser 0 basal pgdrainitaeniatus pois essas regides de Escudos possuem muitas
espécies de peixes endémicos e que vem repregempas muito antigos, com distribuicdes relictuais

e a presenca espécimes com um mesmo numero dipd@ialezados em bacias distintas mostra que
muitas sdo capazes de ultrapasssar os limites@ntiwisores de agua de bacias adjacentes (Rigkeiro
al. 2011) e serem encontrados em diversos locais.

Também nédo se pode deixar de considerar que o<imgsecom 2n=50 cromossomos
encontrados na bacia do rio Sdo Francisco possaransestrais para 0 grupo, pois apresentam o
mesmo numero diploide d¢. lacerdae, H. aimara H. intermediugMorelli et al. 2007; Blanco et al.
2011) e também estdo alocados dentro do Escuddled@ssendo assim, pode ter ocorrido duas
linhagens evolutivas distintas para esses espécidaesio origem tanto a espécimes com 2n=48 e
2n=52 cromossomos.

Com os dados até agora disponiveis para o géfaepterythrinusndo é possivel determinar
realmente a condicdo ancestral para o grupo, masosoestudos realizados até 0 momento Ebm
unitaeniatuso mais plausivel é considerar 2n=48 cromossomasocoondicdo ancestral, pois a
ocorréncia deste numero diploide em diferentes descicorrobora fortemente para esta hipotese.
Estudos com as outras espéciesidplerythrinus H. gronoviie H. cinereus que ocorrem em Trinidad
e Tobago e Guiana Francesa, respectivamente (Ogalk03), seria de grande importancia para se

determinar realmente a condicdo basal para ese@én
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Localidade Bacia Hidrogréfica 2n NF | Férmula Cariotipica | Cariomorfo | AQRONs | REFERENCIAS
Rio Aripuand, Aripuana, MT, Bra Rio Amazonas 48 9€ 48m/sn 1
Rio Negro, Manaus, AM, Brasil 48 96 48m/sm 2
Porto Velho, RO, Bras 48 9¢ 48m/sn )
. . Rio
Corrientes, Argentina Parana/Paraguai 48 96 48m/sm A 4
Rio Miranda, Miranda, MS, Bra: Rio Paraquai 48 9€ 48m/sn
Lagoas marginais ao rio Miranda, Passo do Lonti®, Btasil 9 48 96 48m/sm maltila 7
Rio Paraguai, Porto Murtinho, MS, Brasil 48 96 32m + 16sm P 9
48 94 46m/sm+2st/
. . 48 94 46m/sm+2st/a - 2
Rio Negro, Manaus, AM, Brasil Rio Amazonas 48 9t 47m/sm+1st/ B
3x=72| - 69m/sm+3st/a simples 3
Paramaribo (Suriname) 48 94 46m/sm+2a - 4
Lagoa Juturnaiba, Casimiro de Abreu, RJ, B Leste 52 9t 43m/sm+9 ) 1
Lago Dom Hélvecio, Parque Estadual do Rio DoceG-(Hrasil) 52 98 46m/sm+6a 4
Lagoa Marginal ao rio da Prata, Jodo Pinheiro, Bt@sil 52 10C 44m/sm+4st+4 5
Rio S&o Francisco 52 98 3m+16sm+6a C multipla 8
Rio Claro, Sdo José do Rio Claro, MT, Br Rio Amazona 52 10C 28m + 20sm + 4 9
Lagoa marginal ao corrego do Mgdo, Sao Miguel dagéaia, GO, Rio Araguaia 52 102 26m + 22sm + 2st + simples
Brasil 2a
50 - 46m/sm+4
50 - 46m/sm+1st+3a -
Lagoa Marginal ao rio da Prata, Jodo Pinheiro, Bi@sil Rio Sao Francisco| 50 - 43m/sm+3st+da D mlitipla 6
50 - 43m/sm+2st+5a
50 96 32m+14sm+4a 8
Rio Mogi-Guagu, Guatapara, SP, Br 48 9€ 44m/sm+4¢ 5; ¢
Rio Parana, Bataguassu, MT, Brasil Alto rio Parana 48 96 44m/sm+4st E multipla 5
Rio Parana, Navirai, MS, Bra 48 92 44m/sm+4st/ 7
Rio Mogi-Guacu, Agua;i, SP, Brasil 48 92 44m/sm+4st/a
51 - 44m/sm+3st+4a
51 - 46m/sm+5st+2a 6
. . oy . s o . 51 - 46m/sm+4st+la multipla
Lagoa Marginal ao rio da Prata, Jodo Pinheiro, Bi@sil Rio Sao Francisco 51A 97 31m+15Sm+5 -
51B 98 32m+15sm+4a 8
51C 96 31m+14sm+6a

* 1 Giuliano-Caetano, 198@&; Giuliano-Caetano e Bertollo, 1988 Giuliano-Caetano e Bertollo, 1999Giuliano-Caetano et al. 2002 Diniz e Bertollo, 20036 Diniz e Bertollo, 20067

Da Rosa et al. 20138 Capitulo 1;9 Presente trabalhd/T Estado do Mato Gross&M Estado da Amazdéni&®®O Estado de RondonidS Estado de Mato Grosso do SR Estado do
Rio de JaneiroMG Estado de Minas Gerai§P Estado de Sao Paul@O Estado de Goidsn metacéntrico;sm submetacéntricost subtelocéntricoa acrocéntrico;NF NUmero
Fundamental
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Figura 3: Distribuicdo dos cariormorfos deloplerythrinus unitaeniatusestudados até o momento.

Cariomorfos A, B e E: 2n=48, cariomorfo C: 2n=5@ae¢iomorfo D: 2n=50.
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CAPITULO Il

Mapeamento fisico de diferentes classes de DNA rejtigo no genoma de
Hoplerythrinus unitaeniatus(Characiformes: Erythrinidae) de diferentes bacias

hidrograficas brasileiras
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RESUMO

No presente trabalho, foram realizadas hibridizagdesitu fluorescente (FISH) com diferentes
sondas de DNA repetitivos. As hibridizag0es foraitas em populacfes #oplerythrinus unitaeniatus
provenientes de cinco bacias hidrograficas digimanazoOnia, Araguaia, Paraguai, Alto Parana e Séo
Francisco. Foram utilizados como sondas sequérgliamérica (TTAGGG,) oligonucleotideos
enriguecidos com microsatélites: (GA) (GA)s, (CACho, (GAG)o , repeticbes de microsatélite
(GATA), e histonas H3 e H4. A FISH com sequéncia telomgfl@AGGG), detectou sitios restritos a
porcdo terminal dos cromossomos em todas as pdmsla®s microsatélites (CA) (GA)1s, (CAC)o,
(GAG);0 mostraram-se alocados preferencialmente em posggdonal dos cromossomos de todas as
populacBes, com algumas regides intersticiais rdascala para as repeticdes de microsatélite (GATA)
foi verificado um padrdo disperso pelos cromossondas sondas de histonas H3 e H4 também
mostraram-se dispersas, mas com alguns acumulogposimdo terminal e intersticial de alguns
cromossomos. Este é o primeiro estudo utilizanfiwmeshtes marcadores de DNA repetitivo no genoma
de H. unitaeniatus os quais apresentaram um padrao de distribuicéiorone entre as diferentes
populagdes, mostrando que essa espécie, apesar cdermossdomicamente diversa, mantém um padrao

de genoma conservado.

Palavras chaveshistonas H3 e H4, marcadores moleculares, miciieatéseqéncia telomérica.
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INTRODUCAO

O genoma de organismos eucariotos é constituidagrande parte, por DNA repetitivo. Essas
sequéncias de DNA, que estdo presentes em copiéplas) podem representar uma grande parte do
genoma (Charlesworth et al. 1994). Desse modofiagé existente entre os genomas de diferentes
organismos, € na maioria das vezes, devido a difarea quantidade de DNA repetitivo presente nesse
genoma (Martins et al. 2007).

Os DNA repetitivos incluem sequéncias organizatastanden{Charlesworth et al. 1994), que
sao subdivididas de acordo com o tamanho de sudad@s de repeticdo, e sdo classificadas em DNA
microsatélite, minisatélite e satélite (Epplen elEp-Haupt, 2002) e familias multigénicas, como o0s
genes de histonas e os DNA ribossomais (Martinal.eR011), e sequéncias dispersas, como 0S
transposons e retrotransposons (Charlesworth £9adl).

Os segmentos do genoma que contém DNA repetitivcak@mente variaveis, e devido a esse
alto grau de polimorfismo, sdo considerados bonzadares moleculares (Jeffreys et al. 1985). Além
disso, DNA repetitivo apresenta uma evolucdo midifnda, o que explicaria o alto grau de divergéncia
dessas sequéncias entre espécies intimamentensdas (Singer, 1982

HoplerythrinusGill, 1896 € um pequeno género de Erythrinidaesspi apenas trés espécids:
cinereus(Gill, 1858),H. gronovii (Valenciennes, 1847) ld. unitaeniatugAgassiz, 1829). Somentd.
unitaeniatus esta presente em territorio brasileiro, sendo amehte distribuida entras as bacias
hidrograficas brasileiras (Oyakawa, 2003). Est4 éesp tem se mostrado bastante diversa
cromossomicamente, distribuida em diferentes canifoe baseados no numero dipléide e estrutura

cariotipica (Capituto 1 e 11).



93

Com o objetivo de progredir no conhecimento rela@tm a organizagdo gendmica He
unitaeniatus foram realizadas hibridiza¢oessitu fluorescente (FISH) com diferentes classes de DNAs

repetitivos: sequéncia telomérica, microsatélitess®nas H3 e H4.

MATERIAS E METODOS

Foram analisadas populagfes tde unitaeniatus provenientes de cinco bacias hidrogréaficas
brasileiras: Amazoénia @ e 273), Araguaia (R e 57), Paraguai (8 e 79), Alto Parana (2 e 4%) e Séo
Francisco (22 e 229).

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de célulagimh anterior, por meio das técnicas
descritas por Bertollo et.a]1978), Foresti et al. (1993) e Blanco et al. @0Foram utilizados como
sondas sequéncia telomérica, oligonucleotideosjugridos com microsatélites, repeticbes (GATA)
histonas H3 e H4.

O DNA telomérico (TTAGGG)foi amplificado, via PCR, utilizando os primersTAGGG) e
(CCCTAA); (ljdo et al. 1991); a sequéncia de microsatélitAT/) ,, foi obtida com os primers (GATA)
e (TATC), (Epplen et al. 1982.); a sequéncia da histona H3 ofatida pelos primers H3F
(ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC) e H3R (ATATCCTTRGGCATRATBTGAC) (Colgan et al.
1998) e H4 foi obtida pelos primers H4F2Er (GTIAQIGITSCKYTTGGCGTGCTC) e H4F2s
(TSCGI-GAYAACATYCAGGGIATCAC) (Pineau et al. 2005\ edicdo das sequéncias de H3 efbi4
realizada com o softwai&oEdit Sequence Alignment Editeersdo 7.0.5.3 (Hall, 1999). Foi utilizado o
BLAST (Altschul et al. 1990) na identificacdo dengaridade destas sequéncias.

As sondas foram marcadas pela técnicaidetranslation utilizando os compostos biotina 16 -
dUTP (para as sondas telomérica e GATA) e digoxigehl - dUTP (para as sondas H3 e H4) (Roche).

Os oligonucleotideos enriquecidos com microsatli€A) s, (GA)s, (CACho, (GAG).o, foram obtidos
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através da sintese comercial pela Sigma, com n@radiceta com Cy3 na extremidade 5’durante a
sintese.

As simples hibridizagdem situ fluorescente (FISH) foram realizadas segundo d¢opodo de
Pinkel et al. (1986), para as sondas de sequésioimérica, repeticoes (GATAE histonas H3 e H4, e
segundo o protocolo de Kubat et al. (2008), pamgoolcleotideos enriquecidos com microsatélites

(CA)15, (GA)15, (CACho, (GAG)o.

RESULTADOS

Assim como ja relatado no capitulo I, os espécites$l. unitaeniatusapresentaram 2n=48
(Paraguai e Alto Parand), 2n=50 (S&o Franciscop=22 (Amazonia, Araguaia, Sdo Francisco). Os
espécimes hibridos com 2n=51 cromossomos encostraldacia do rio S&o Francisco (Capitulo I),
também foram analisados.

A FISH com sonda de sequéncia telomérica (TTAGGH&tectou sitios restritos a porcao
terminal dos cromossomos em todas as populacoesemdlo constatada a presenca de Iiii®rétitial
Telomeric Sequenced=ig. 1).

A distribuicdo cromossdmica dos microsatélites (GAGA)1s (CACho, (GAG) 0 N0 genoma de
H. unitaeniatusmostrou-se alocado preferencialmente em posig¢éortal dos cromossomos de todas as
populagbes com algumas regides intersticiais mascantre os elementos repetitivos analisados, o
microsatélite (GAG) foi o que apresentou menor intensidade dos sdwiBibridizacdo, com menor
acumulo no genoma. Ja o microsatélite (GAT&)resentou-se disperso pelos cromossomos dedsdas
populagbes analisadas, sem um acumulo preferesmialma regido cromossomica especifica (Fig. 2 e

Fig. 3).
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As sequéncias parciais de histonas H3 e H4 apesemt337pb (Fig. 4a) e 181pb (Fig. 4b),
respectivamente. A sequéncia parcial de H3Hleunitaeniatusapresentou similaridade com as
sequéncias de outras espécies de peixes: 71%seutdanthias squamipinniBerciformes, Serranidae),
Serranus tigrinugPerciformes, Serranidae)Gasteroteus aculeaty&asterosteiformes, Gasterosteidae).
Para H4 foi verificado similaridade de 73% c&bernopriscus multimaculat§€oleoptera, Dytiscidae),
Sternopriscus  williamsi (Coleoptera, Dytiscidae) e Takifugu rubripes (Tetraodontiformes,
Tetraodontidae). As sondas de histonas H3 e H4rarast-se dispersa pelos cromossomosHde
unitaeniatus com marcacao terminal mais forte na maioria dosnossomos, além disso, marcagdes

intersticiais também foram encontradas, principat@@ara H4 (Fig. 5 - H3 e Fig. 6 - H4).
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Bacia do rio Arinos Bacia do rio Araguaia Bacia do rio Paraguaia Bacia do Alto rio Parana
2n=52 2n=52 2n=48 2n=48

Bacia do rio Sao Francisco Bacia do rio Sdo Francisco Bacia do rio Sao Francisco
2n=50 2n=52 2n=51

Figura 1: Metafases de
Hoplerythrinus unitaeniatus
hibridadAs com sonda de
sequéncia telomérica
(TTAGGG), (FITC - sinal
verde). Barra=10pum.



Bacia do rio Arinos Bacia do rio Araguaia Bacia do rio Paraguai Bacia do Alto rio Parana
2n=52 2n=52 2n=48 2n=48

(CA)15

(CAC)10

(GAG)10

(GATA)n

Figura 2: Metafases deloplerythrinus unitaeniatukibridadas com sondas de microsatélites (Cy3al sarmelho e FITC — sinal
verde) Barra=10um.




Bacia do rio Sdo Francisco| Bacia do rio Sdo Francisco |Bacia do rio Sdo Francisco

(CA)15

(CAC)10

(GATA)n

Figura 3: Metafases deHoplerythrinus unitaeniatuprovenientes da bacia do rio Séo
Francisco hibridadas com sondas de microsatél@g8 ¢ sinal vermelho e FITC — sinal
verde). Barra=10pum.
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Sequencia Parcial de Histona H3 a

GGACTGCGCAAGATCGAGTAGCAACAGACCACCAGTAAGCCTCGCAAGACC
CCTCCAGAGGTGAAGAATCCTCATCGAAACGGAGACCGGTACTGAAGCCCT
AAACGAGATCACGCACCAGAAACCGAAAGAGCAGCTCACCCACAAGCAGC
CCAGCAAACGCCTGGTAGCGGCAGATCGCGCAGAAAGCCAAAACCCAGCG
CCGCTAACAAAGAGCCGCCGTCACGGCCCGCCAGGAGCCGGAGCGAAGCTT
ACGAGGCAGCTCTAGTAGACAACACCAACCTICGGCGCCATCCACACCAAGA
GA GTCACGAGCAGTATGCCCAAACGAGACAAAA

Sequencia Parcial de Histona H4 b

CGCAATCGCGTCTAGCGCGCCCAGTGGAGTGACCGCATCTCTGATCACGAT
CTACAAGAACACACGCAGCACCCCAAAGGTCTCCCCGGAGAACATGACCAG
AGACACGCGTCACACAAACACAACAAGCCAAAAGGAAGACAGTCACCGCC
ATGGACATCCCCTGAACGCCCTCAAGAAA

Figura 4: Sequéncias parciais das histonas H3 (a) e H4 (b).
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Bacia do rio Arinos Bacia do rio Araguaia Bacia do rio Paraguaia Bacia do Alto rio Parana
2n=52 2n=52 2n=48 2n=48

Bacia do rio Sdo Francisco Bacia do rio Sao0 Francisco Bacia do rio Sdo Francisco
2n=50 2n=52 2n=51

Figura 5. Metéfases de
Hoplerythrinus  unitaeniatus
hibridadas com sonda de
histona H3 (Rodamina — sinal
vermelho). Barra=10um.
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Bacia do rio Arinos Bacia do rio Araguaia Bacia do rio Paraguaia Bacia do Alto rio Parana
2n=52 2n=52 2n=48 2n=48

Bacia do rio Sdo Francisco Bacia do rio Sdo Francisco Bacia do rio S0 Francisco
2n=50 2n=52 2n=51

Figura 6: Metafases de
Hoplerythrinus unitaeniatus
hibridadas com sonda de
histona H4 (Rodamina — sinal
vermelho). Barra=10um.
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DISCUSSAO

Os DNAs repetitivos eram comumente denominados ctaeifish’ou ‘junk DNA por néao
acarretarem nenhuma contribuicdo biologica ao gan@artins et al 2007). Entretanto, atualmente ja
se sabe de diferentes funcdes atribuidas a essAs BM analise de sequiencias vem sendo cada vez
mais utilizadas. Para peixes, a analise de seqagrepetitivas leva a dados consistentes que ajndam
melhor compreensdo da evolucdo e mapeamento dengsrae determinadas espécies (Ferreira et al.
2011), auxiliam na elucidacdo de relacdes filogeagt(Teixeira et al. 2009) e problemas taxonémicos
(Blanco et al. 2011), diversificacao e evolucaactemossomos sexuais (Vicari et al. 2008), origem de
cromossomos B (Jesus et al. 2003), diferenciac@gsilacionais (Martinez et al. 2011), relacdes
biogeograficas (Vicari et al. 2005), entre outies H. unitaeniatusaté o presente trabalho, os estudos
com sequéncias repetitivas eram restritas somenge@liéncias DNA ribossomais 18S e 5S (Diniz e
Bertollo, 2003 e 2006; Da Rosa et al. 2012; Capitel I).

Teldmeros sdo sequéncias de DNA encontradas rioregiminal dos cromossomos, as quais sao
compostas pela repeticao (TTAGGE) estdo presentes em todos os vertebrados (McBaehex.
2000). A presenca desta sequéncia na por¢ao térdur@omossomo é essencial para a manutencao da
integridade e estabilidade cromossémica, além deemssaria no processo de replicacdo (Blackburn,
2001). Sitios teldméricos presentes tanto em posieéminal quanto intersticial (ITS - Interstitial
Telomeric Site) nos cromossomos podem dar indismse a evolucdo daquela espécie. Rdra
unitaeniatus em todas as populacdes analisadas, tal seqigpraisentou-se restrita a por¢do terminal
dos cromossomos, sem a presenca de ITS.

Considerando os espécimes portadores de 2n=48 %) Jpara posterior aumento do numero
dipl6ide) como basais para o grupo, ndo seria adpex ocorréncia de ITS, pois houve um aumento do

namero dipléide no grupo acompanhado de eventdissio. Ja considerando como basal os espécimes
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com 2n=52 e 2n=50 (para posterior diminuicdo do emondiploide), seria esperado que as populacdes
do Paraguai e Alto Parana apresentassem ITS, davigwocesso de fusdo para a reducdo do numero
dipldide, contudo nenhum sitio telomérico interatiéoi detectado. A ocorréncia de uma fusdo requer
que os teldmeros sejam inativados ou até mesmanalims, afim de que 0s cromossomos percam sua
estabilidade e assim se fundam (Slijepcevic, 1998%se modo, pode ter ocorrido fusdo cromossdémica
de cromossomos acrocéntricos/telocéntricos no gapgs a eliminacdo de seus teldomeros, aumentando
assim o numero de cromossomos metacéntricos raipare reduzindo o namero dipldide. Casos assim
ja foram relatados para outros grupos de peixemocoo caso démparfinis hollandi(Margarido e
Moreira-Filho, 2008). Entretanto, vale ressaltae qu presenca de ITS também ndo é dificil de ser
encontrada em determinados grupos de vertebradbscalslos em que fusdo cromossd6mica ocorre
permanecendo resquicios de sequéncia teloméricagi@o intersticial desses cromossomos, como o
encontrado em outros grupos de peixes cétadtia (Blanco et al. 2012bRineloricaria (Rosa et al.
2012),AgeneiosugLui et al, 2013).

Microsatélites ou Sequéncias Simples Repetidas §5§&almente contém de 1 a 6 pares de
base (pb), repetidas de 5 a 100 vezes em cada(leppken e Epplen-Haupt, 2002). Sdo frequentemente
distribuidos ao acaso pelo genoma e possuem elgyradode polimorfismo (Martins et al. 2011). Os
microsatélites apresentam comumente uma marcad¢écerdiial em cromossomos sexuais, como é
possivel observar em outros membros de Erythringdetadores de sistemas de cromossomos sexuais
heteromorficos coméioplias malabaricugCioffi et al. 2011) eErythrinus erythrinus(Martins et al.
2012). H. unitaeniatusndo possui sistema de cromossomos sexuais difedersc desse modo, o0s
microsatélites apresentaram um padrdo de distébuigniforme pelos cromossomos, sem acumulo
preferencial em algum cromossomo. Segundo Martingl.(2007), os microssatélites encontram-se

alocados principalmente em regides centroméricedoméricas, porcdes cromossdémicas geralmente
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ricas em heterocromatina. Pdfla unitaeniatusfoi possivel verificar esse acumulo principalmense
regido terminal dos cromossomos. Estudos com natliies no genoma de peixes ainda sdo escassos.
Vanzela et al. (2002), utilizando o microsatéli@Aj], nas espécies de pebtmparfinis schubarti
Steindachneridion scriptee Rineloricaria latirostris também encontrou um padrdo de acumulo
preferencial em regides cromossémicas terminaisli€dosatélite com repeticdes (GATAP qual é o
maior componente do DNA satélite Bkm (Banded Kkéirhor), foi o Unico que se apresentou disperso
pelos cromossomos, sem acumulo preferencial emragiao cromossémica. O mesmo ocorreu para
quatro espécies do géndigpostomugTraldi et al. 2013) e para a espéigeneiosus inermidui et al.
2013),que também nao apresentam cromossomos sexuaiposmem estaequéncia dispersas pelos
autossomos.

As histonas séo codificadas por familias que vargnme 100 e 1000 genes (Griffiths et al.
2006). Sao classificas em histonas H1, H2A, H2BeH3 e estdo envolvidas na compactagao do DNA
para formacdo do nucleossomo. A estrutura dessdsimas € altamente conservada, principalmente a
H3 e H4, entre as diversas classes de animais,rarmbdacdes ja tenham sido encontradas (Martins et
al. 2011). Estudos ja realizados com histonas H34e mostram que esses cistrons encontram-se
alocados em um ou poucos pares cromossdmicos, cbesvado enAstyanax bockmanrmpara H3 e
H4 (Silva et al. 2013)Astyanax fasciatugH3) (Pansonato-Alves et al. 2013a) e algumasocespéle
Hypostomus (H3) (Pansonato-Alves et al. 2013b).

Para o genoma dd. unitaeniatusfoi verificado a presenca das sequencias de lastoom um
padrdo de distribuicdo disperso com acumulo endesgierminais e intersticiais (principalmente H4),
sendo que essas regides sdo coincidentes com pdrefeocromaticas. Esse padrdo de distribuicéo é
possivel devido a sua associagdo com transposame$ratransposons, 0sS quais apresentam como

principal caracteristica a mobilidade dentro doogea (Hartl et al1992), contudo nao foi verificada a
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presenca desses elementos nas sequencias obstadath ndo descarta a hipétese de que em algum
momento essas sequéncias de histonas estiveraniadssoa elementos transponiveis, visto que estes
apresentam um ciclo de vida muito rapido e apge@@agarem pelo genoma, podem ser silenciados ou
até mesmo eliminados (Pinsker et al. 2001). Alti&ramente, esse padrao de distribuicdo das histonas
associados a regides heterocromaticas, as quat®décalizadas na maioria dos cromossomos, pade te
se originado em funcédo da disposi¢cdo dos cromossaraaucleo durante a replicacdo (Schweizer e
Loidl, 1987), no qual a heterocromatina pode serdierida tanto entre cromossomos homologos quanto
entre ndo homaologos, apresentando-se co-localezadauitos cromossomos (lfiigo et al. 1996).
Este é o primeiro estudo utilizando diferentes m@mees de DNA repetitivo no genoma tde

unitaeniatus os quais apresentaram um padréo de distribuigéiorone entre as diferentes populacoes,

mostrando que essa espécie, apesar de ser cronams@mie diversa, mantém um padrao de genoma

conservado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O géneroHoplerythrinus & composto por trés espécids: unitaeniatus H. gronovii e H.
cinereus. Dentre estas,H. unitaeniatus € a Unica espécie desse género que possui estudos
Cromossomicos.

Os numeros diploides encontrados ldmunitaeniatussao 2n=48, 2n=50 e 2n=52 cromossomos.
De acordo com a revisdo de cariomorfos realizadoprasente estudo, essa espécie é classificada em
cinco cariomorfos distintos (A — E). Os cariomorfosB e E apresentam 2n=48 cromossomos e Sao
encontrados na bacia do rio Amazonas (A e B), Raig@d\) e Parana (E). O cariomorfo C apresenta
2n=52 cromossomos e é encontrado nas bacias de ¢eft S&o Francisco. Por fim, o cariomorfo D
apresenta 2n=50 cromossomos e é endémico da kmacia 840 Francisco. Na bacia do rio Francisco
espécimes com 50 e 52 cromossomos sao encontnadsisn@atria, com formacao de hibridos naturais
com 2n=51 cromossomos e distintas formas cariat$pipossivelmente devido a introgressao existente
entre esses espécimes.

H. unitaeniatus possui caracteristicas cromossémicas variaveisnocamumero dipldide,
morfologia cromossémica e numero de sitios de AgR(pbdendo ser simples ou multiplos, e
localizados em diferentes posicdes). A hibridizaigasitu fluorescente mostrou um namero elevado de
cromossomos marcados, padrdo este semelhante exvaulis para outras espécies de Erythrinidade.
Além disso, sitios sinténicos de DNAr 18S e 5S paitleser observados em todas as populagdes
analisadas, sendo possivelmente, uma caractetistsed para Erythrinidae.

Dentre as caracteristicas conservadas desta espiEséaca-se o padrdo de distribuicdo
heterocromatico, onde blocos conspicuos de heteratina sdo preferencialmente encontrados em
posicao intersticial na maioria dos cromossomodas as populacdes estudadas. Os primeiros estudos

de mapeamento fisico com sondas de microsate@a¥ { (GA)is, (CACho, (GAG)o € (GATA),) e
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histonas (H3 e H4) paitd. uniataeniatugealizados no presente trabalho também mostranampadrao
de distribuicdo gendémico conservado para a espécie.

Os estudos até agora realizados ¢bmunitaeniatussugerem que tanto os espécimes com 2n=48
quanto os com 2n=52 cromossomos podem ser cordidecamo condi¢cdes basais para o grupo. Além
disso, também n&o se pode deixar de considerarpétebe de que o0s espécimes com 2n=50
cromossomos, endémicos da bacia do Sdo Francistzéma sejam basais para o grupo, podendo ter
ocorrido duas linhagens evolutivas distintas pase® espécimes, dando origem tanto a espécimes com
2n=48 quanto com 2n=52 cromossomos.

Com os dados até agora disponiveis para o gé#epterythrinusndo € possivel determinar
realmente a condicao ancestral para o grupo, anteetom os estudos realizados até 0 momentdtom
unitaeniatuso mais plausivel é considerar 2n=48 cromossomaesocoondicdo ancestral, pois a
ocorréncia deste namero dipléide em diferentes descEscudo Brasileiro e Escudo das Guianas), 0s
quais apresentam espécies de peixes que represgmnipos muito antigos, com distribuicdes relictuais
corrobora fortemente para esta hipotese. Estudnsasmutras espécies ldeplerythrinus H. gronoviie
H. cinereus que ocorrem em Trinidad e Tobago e Guiana Francespectivamente, seria de grande
importancia para se determinar realmente a condiigéal para este género.

Todos os estudos ja realizados vém demonstrandoiagbifidade cromossémica existente nesta
espécie e os dados obtidos neste trabalho véntaefaripotese de i unitaeniatumao se trata de

uma Unica espécie, mas sim do complexo de espécigstaeniatus



