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Resumo
Parodontidae é composta pelos géneros Parodon, Apareiodon e Saccodon, incluindo 32 espécies
consideradas vélidas. Destas, 16 ocorrem em territdrio brasileiro e apenas 11 possuem dados
cromossémicos disponiveis. Considerando a escassez de dados citogenéticos para espécies de
Parodontidae das bacias dos rios Tocantins-Araguaia e Jaguaribe, o presente trabalho analisou
através de metodologias citogenéticas (classicas e moleculares) e moleculares (DNA Barcode) seis
populagdes da bacia dos rios Tocantins-Araguaia (Apareiodon cavalcante, Apareiodon sp.1,
Apareiodon sp. 2, Apareiodon machrisi, Apareiodon argenteus e Parodon cf. pongoensis) e uma
espécie da bacia do rio Jaguaribe (Apareiodon davisi), com o intuito de contribuir para o
conhecimento da diversidade genética da familia e auxiliar na compreensédo da taxonomia e evolucao
cromossdmica desse grupo de peixes. Para todas as espécies de Apareiodon analisadas, foi
identificada conservacdo no numero diploide, padréo de distribui¢do de heterocromatina e padréo de
dispersdo da fracdo repetitiva WAp. Entretanto, a férmula cariotipica, as regiGes organizadoras de
nucléolo ativas, a localizacdo dos genes ribossomais 45S e 5S e a distribuicdo dos sitios do DNA
satélite pPh2004 mostraram-se variaveis entre as espécies. As sequéncias (GATA), e telomérica
(TTAGGG), exibiram padrdo similar para A. cavalcante, Apareiodon sp.1, Apareiodon sp. 2, A.
machrisi. No presente trabalho foram descritos os primeiros relatos de co-localizagcdo de genes
ribossomais para Parodontidae, sendo observados em A. cavalcante, Apareiodon sp.1, Apareiodon
sp. 2, A. machrisi e A. davisi, e também do polimorfismo envolvendo as duas sequéncias ribossomais
verificado em A. davisi. As analises da localizacdo das sequéncias das histonas H1 e H4 representam
os primeiros dados de genes histonicos para a familia e evidenciaram para as sete espécies coletadas
a ocorréncia de co-localizacdo destas sequéncias em um par cromossémico, ocorrendo um sitio
adicional de H1 em A. davisi, e sitios dispersos dessa sequéncia pelos cromossomos das espécies.
Analises cromossomicas e de DNA Barcode realizadas para A. cavalcante, Apareiodon sp.1,

Apareiodon sp. 2, A. machrisi evidenciaram divergéncia recente entre esses grupos de individuos,



sugerindo que Apareiodon sp. 2 represente uma possivel espécie que carece de descri¢do taxondmica
e Apareiodon sp. 1 seja uma populacdo de A. machrisi. O presente trabalho contribuiu para o
conhecimento da diversidade genética de Parodontidae, apresentando dados cromossémicos e
moleculares inéditos desta familia. Andlises gerais dos dados cromossémicos conhecidos para a
familia revelam conservacdo da macroestrutura cariotipica, entretanto, analises mais detalhadas
evidenciam a ocorréncia de uma grande diversidade cromossdmica em nivel microestrutural. Os
resultados apresentados no presente trabalho, juntamente aos disponiveis em literatura, indicam que
esta diversidade da microestrutura cromossémica encontra-se claramente associada a dinamica dos

DNA S repetitivos.

Palavras-chave: peixes, citogenética classica, citogenética molecular, DNA Barcode, evolugédo

cromossdmica

Vi



Abstract
Parodontidae comprises the genera Parodon, Apareiodon e Saccodon, including 32 valid species. Of
these, 16 occur in Brazil, and only ten defined at species level and one at genus level possess
available chromosomal data. Due to the lack of cytogenetic data of Parodontidae species from the
Tocantins-Araguaia and Jaguaribe river basins, this study analyzed by cytogenetic (classical and
molecular) and molecular (DNA Barcode) methods six populations from the Tocantins-Araguaia
river basin (Apareiodon cavalcante, Apareiodon sp.1, Apareiodon sp. 2, Apareiodon machrisi,
Apareiodon argenteus and Parodon cf. pongoensis) and one species from the Jaguaribe river basin
(Apareiodon davisi), in order to contribute to the knowledge of the genetic diversity of the family
and assist in the understanding of chromosome evolution of this fish group. For all of the Apareiodon
analyzed species was identified conservation in diploid number, distribution pattern of
heterochromatic blocks and dispersion pattern of repetitive fraction WAp. However, karyotype
formula, active nucleolar organizer regions, location of ribosomal genes 45S and 5S and distribution
of satellite DNA pPh2004 sites shown to be variable among the species. The (GATA), and telomeric
(TTAGGG), sequences exhibited similar pattern in A. cavalcante, Apareiodon sp.1, Apareiodon sp.
2 and A. machrisi. In this work, we described the first reports of ribosomal genes co-location for
Parodontidae, being observed in A. cavalcante, Apareiodon sp.1, Apareiodon sp. 2, A. machrisi and
A. davisi, and also the polymorphism involving the two ribosomal sequences of A. davisi. Analysis
of histones H1 and H4 localization represent the first study of histone genes in the family and
showed that the seven collected species have co-location of these sequences in a chromosome pair,
occuring one additional site of H1 in A. davisi, and dispersed sites of this sequence by the
chromosomes of the species. Chromosomal analysis and DNA Barcode performed in A. cavalcante,
Apareiodon sp.1, Apareiodon sp. 2 and A. machrisi showed recent divergence among these
individual groups, suggesting that Apareiodon sp. 2 is a possible new species, and Apareiodon sp. 1

is a population of A. machrisi. This work contributed to the knowledge of the genetic diversity of

Vil



Parodontidae, presenting unpublished chromosomal and molecular data of this family. General
analysis of chromosomal data of this family revealed conservation of karyotype macrostructure,
however, more detailed analyzes indicated the occurrence of a great variety of chromosomal
microstructural level. The results presented in this study, along with that available in literature,
indicated that this microstructure chromosome diversity is clearly linked to repetitive DNAS

dynamics.

Keywords: fish, classical cytogenetics, molecular cytogenetics, DNA barcode, chromosome

evolution
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1. INTRODUCAO

Os peixes representam um grupo de vertebrados com grande diversidade morfoldgica,
bioldgica e de hébitats (Nelson, 2006). De acordo com Eschmeyer & Fong (2015), séo consideradas
validas 33.592 espécies, as quais se encontram distribuidas em 5.136 géneros.

A regido Neotropical apresenta a maior fauna de peixes de agua doce conhecida, com cerca
de 8.000 espécies (Graga & Pavanelli, 2007). Os conhecimentos sobre peixes neotropicais dulcicolas
tem se expandido consideravelmente nos ultimos anos, entretanto, ainda ha muita diversidade
inexplorada.

Neste cenario, 0s estudos cromossdmicos e moleculares vém contribuindo expressivamente
para o conhecimento desse grupo de vertebrados, apresentando informacOes relevantes sobre o0s
processos evolutivos que promovem sua diversidade, e auxiliando na resolucdo de questdes

relacionadas a taxonomia, biogeografia e filogenia.

1.1. Aspectos gerais da ordem Characiformes

Characiformes representa 0 grupo mais numeroso entre os Ostariophysi, com 2.083 espécies
consideradas validas (Eschmeyer & Fong, 2015). As espécies pertencentes a este grupo ocorrem na
regio Neotropical, entre o sul do México e o sul da Argentina, e na Africa, sendo encontradas em
praticamente todos 0s ambientes de agua doce (Lucena, 1993).

Do ponto de vista morfoldgico, as espécies dessa ordem geralmente apresentam dentes
desenvolvidos, corpo recoberto por escamas, nadadeiras pélvicas presentes, nadadeira anal curta ou
moderadamente longa, linha lateral obliqua, barbilhdes ausentes e nadadeira caudal com cerca de 19
raios (Nelson, 1994).

Encontra-se subdivida em 23 familias, entre as quais Parodontidae esta inserida (Eschmeyer

& Fong, 2015).



1.2. Aspectos gerais da familia Parodontidae

Parodontidae é composta por trés géneros: Parodon Valenciennes, 1849; Saccodon Kner,
1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916 (Pavanelli & Britski, 2003), que abrangem 32 espécies
consideradas validas (Tab.1). Destas, 16 sdo encontradas em territdrio brasileiro (Tab. 2).

Conhecidos popularmente como “canivetes” ou “charutos” no Brasil e como “virolitos” ou
“rollizos” em outras localidades da América Latina, habitam geralmente rios de &gua corrente e de
fundo rochoso, especialmente corredeiras e cachoeiras, onde permanecem sob o fundo, raspando e
ingerindo os organismos que ali se desenvolvem (Nakatani et al., 2001). Encontram-se distribuidos
na Ameérica do Sul e parte do Panam@, exceto na Patagbnia e canal do rio Amazonas (Pavanelli &
Britski, 2003).

Os parodontideos se distinguem dos outros grupos de Characiformes pela auséncia de labio
superior, presenca de dentes pré-maxilares frouxamente ligados ao 0sso pré-maxilar atraveés da face
posterior de seu pedunculo, presenca de lamelas 6sseas separando as trincheiras de dentes do 0sso
pré-maxilar, dentes mandibulares (quando presentes) localizados na regido lateral da abertura bucal e
direcionados para dentro da cavidade bucal, angulo-articular dobrado sobre a margem dorsal da parte
posterior do dentario cobrindo parcialmente sua face medial e lateral, e abertura dorsal da fossa pds-
temporal delimitada somente pelo parietal e epoccipital (Ingenito, 2008).

Os géneros de Parodontidae sdo tradicionalmente caracterizados através do nimero de raios
indivisos nas nadadeiras peitorais e auséncia de dentes na regido latero-posterior da mandibula
(Eigenmann, 1916; Ingenito & Buckup, 2005). De acordo com Ingenito & Buckup (2005), os
géneros Parodon e Apareiodon apresentam um raio indiviso nas nadadeiras peitorais, enquanto
Saccodon possui dois. As espécies pertencentes a esta familia possuem mandibula em forma de pa de
bordo reto, sem dentes na borda anterior. O pré-maxilar é bordeado por uma fileira de dentes
delicados, cuspidados, sendo tais cuspides arredondadas (Britski, 1972). O género Parodon apresenta

pequenos dentes laterais na mandibula, enquanto Apareiodon e Saccodon ndo os possuem. O nimero



de cuspides dos dentes pré-maxilares é um forte carater para a diagnose das espécies de Parodon e
Apareiodon, enquanto que em Saccodon este carater ndo pode ser considerado, j& que tais espécies
apresentam acentuado polimorfismo dentério (Roberts, 1974a; Garavello, 1977).

No ambito taxonomico, Parodontidae mostra-se confusa em funcdo da inexisténcia de
caracteres diagnosticos fortes para o agrupamento dos representantes deste grupo (Pavanelli &
Britski, 2003; Ingenito, 2008; Bellafronte et al., 2011). As poucas diferengas morfoldgicas existentes
Parodon, Apareiodon e Saccodon poderiam ser questionadas (Roberts, 1974b). De acordo com
Starnes & Schindler (1993), Moreira (2007) e Ingenito (2008), Saccodon corresponde a um clado
monofilético, sendo considerado o grupo-irmao dos demais integrantes de Parodontidae. Entretanto,
Parodon e Apareiodon, em sua concepgdo tradicional, correspondem a grupos polifiléticos, sendo
que a presenca/auséncia de dentes mandibulares ndo é um caréater informativo na diagnose destes
grupos (Ingenito, 2008). Por outro lado, Bellafronte et al. (2013), utilizando-se de marcadores
moleculares, sugerem que Parodon e Apareiodon correspondem a unidades biol6gicas bem definidas

e distintas dentro da familia Parodontidae.

1.3. Estudos cromossdmicos e DNA Barcode em Parodontidae

Entre as espécies pertencentes a Parodontidae, 11, alocadas nos géneros Parodon e
Apareiodon, apresentam estudos citogenéticos, (Tab. 3). O género Saccodon, até o presente
momento, ndo apresenta nenhum dado citogenético.

Em Parodontidae o namero diploide (2n) igual a 54 cromossomos mostra-se constante, e 0s
cariotipos séo constituidos preferencialmente por cromossomos metacéntricos (m), submetacéntricos
(sm) e subtelocéntricos (st), com blocos heterocromaticos centroméricos em praticamente todos 0s
cromossomos do complemento, bem como blocos terminais (Moreira-Filho et al., 1980, 1984, 1993;
Jesus & Moreira-Filho, 2000a, b; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2006; Bellafronte et al., 2009;

Vicari et al., 2010; Schemberger et al., 2011).



Sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos sdo comumente encontrados em
diferentes espécies desta familia. O sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW1W, é verificado em A.
affinis, enquanto que o sistema ZZ/ZW é encontrado em A. hasemani, A. ibitiensis, Apareiodon sp.
(rio Verde), A. vladii, P. moreirai e P. hilarii (Moreira-Filho et al., 1980,1993; Centofante et al.,
2002; Vicari et al., 2006; Rosa et al., 2006; Bellafronte et al., 2009; Bellafronte et al., 2011;
Bellafronte et al., 2012). Estudos cromossémicos recentes tém mostrado que elementos repetitivos de
diferentes naturezas se acumulam na regido de diferenciacdo do cromossomo W presente nas
espécies portadoras de sistemas de cromossomos sexuais, indicando assim a participacdo destes
elementos no surgimento destes sistemas (Schemberger et al., 2014; Ziemnickzak et al., 2015.)

Entre os membros da familia Parodontidae sdo observadas diferencas numéricas e posicionais
dos sitios de rDNA 45S (detectados por Ag-NOR e hibridizacdo in situ fluorescente), sendo que a
condicdo simples destes genes é encontrada em A. affinis, A. piracicabae, A. vladii, Apareiodon sp.
(rio Verde), P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis, enquanto que A. ibitiensis, A. hasemani
e A. vitattus apresentam sitios maltiplos. Sitios de rDNA 5S mdltiplos sdo evidenciados apenas em A.
vladii, j& os sitios simples ocorrem em A. affinis, A. ibitiensis, A. hasemani, A. piracicabae,
Apareiodon sp., P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis (Jesus & Moreira-Filho, 2000a,b;
Jorge & Moreira-Filho, 2000, 2004; Vicente et al., 2001; Centofante et al., 2002; Bellafronte et al.,
2005; Vicari et al., 2006; Bellafronte et al., 2011; Bellafronte et al., 2012). Um caso de sintenia entre
os sitios ribossomais 18S e 5S foi identificado em P. nasus (Vicente et al., 2001; Bellafronte et al.,
2005).

Para este grupo, ha descricdo de duas familias de DNA repetitivo: o pPh2004, que constitui
parte de uma fracdo repetitiva isolada a partir do DNA gendmico de P. hilarii. (Vicente et al., 2003)
e uma fracdo heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon sp. (rio Verde) nomeada de WAp
(Schemberger et al., 2011). O DNA satélite pPh2004 encontra-se presente em A. affinis, P. hilarii, P.

moreirai, P. nasus e P. pongoensis e parece atuar na diversificagdo do genoma das espécies de



Parodontidae, ndo estando relacionado a diferenciagdo do sistema de cromossomos sexuais simples
(Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011). A presenca deste DNA satélite ndo € observada
em A. hasemani, A. ibitiensis, A. piracicabae, A. vladii e A. vittatus, possivelmente em funcédo destas
espécies formarem um clado que se diferenciou isoladamente em relacdo as espécies que o possuem
(Bellafronte et al., 2011; Bellafronte et al., 2012). J& a fracdo repetitiva WAp foi observada em
regides terminais dos cromossomos de todas as espécies estudadas (A. affinis, A. hasemani, A.
ibitiensis, A. piracicabae, A. vladii, A. vittatus, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis), e
deve ter sido responsavel pela diferenciacdo do sistema de cromossomos sexuais em Parodontidae
(Schemberger et al., 2011; Bellafronte et al., 2012).

Com base em caracteres citogenéticos classicos e moleculares, Bellafronte et al. (2011) e
Schemberger et al. (2011) propuseram A. affinis, P. hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis
poderiam representar um agrupamento distinto de A. piracicabae, A. vittatus, A. ibitiensis e A. vladii
entre os Parodontidae, ja que compartilham um conjunto de marcadores cromossémicos.

Bellafronte et al. (2013) analisaram varias espécies de Parodontidae atraves da sequéncia
parcial do gene da citocromo C oxidase | e observaram que este gene € eficaz na identificacdo das
espécies. Os resultados obtidos por estes autores sugerem que 0s géneros Parodon e Apareiodon

representem unidades distintas, ndo corroborando assim a proposic¢ao de Bellafronte et al. (2011).

1.4. Estudos de DNAs repetitivos, com énfase em peixes neotropicais

Os DNAs repetitivos compreendem uma grande parcela do genoma dos eucariotos (Martins,
2007), e tém se mostrado como fundamentais e promissores em estudos relacionados a evolucao
cromossomica.

Encontram-se incluidos nesta classe os DNAs satélites (satDNA), microssatélites,
minissatélites e familias multigénicas, que correspondem a sequéncias repetitivas organizadas em

tandem; e transposons e retrotransposons 0s quais representam sequéncias de DNA repetitivo



disperso com capacidade de movimentacdo entre distintas regides do genoma (Maxon et al., 1983;
Hadjiolov, 1985; Charlesworth et al., 1994).

Os DNAs satélites vém se tornando importantes ferramentas em estudos cromossémicos em
peixes neotropicais. Ha descricdo de vérias familias de satDNA ja prospectadas a partir do genoma
de diferentes espécies de peixes, como por exemplo: Hop (Haaf et al., 1993) e 5SHindIll (Martins et
al., 2006) isoladas de Hoplias malabaricus; As51 isolado por Mestriner et al. (2000) de Astyanax
scabripinnis; SATH1 e SATH2 isolados por restricdo gendmica de Prochilodus lineatus (Jesus et al.,
2003); pPh2004 isolado de P. hilarii (Vicente et al., 2003); Al-HindlIl isolado de Achirus lineatus
por Azevedo et al. (2005). Outras classes de DNAs repetitivos inicialmente isolados a partir genoma
de outros animais, como a sequéncia GATA, também tém sido utilizadas na analise cromossémica de
peixes neotropicais (Epplen et al., 1982).

A sequéncia telomérica geral dos vertebrados (TTAGGG), constitui outra fracdo repetitiva
organizada em tandem importante no estudo de evolugdo cromossdmica em peixes neotropicais
(Slijepcevic, 1998; Rosa et al., 2011). Os minisatélites (VNTR — Variable Number of Tandem
Repeat) também tém se mostrado importantes ferramentas em estudos genéticos devido a sua
dindmica evolutiva (Martins, 2007). Ja para os microssatélites (SSR —Simple Sequence Repeat)
poucos sdo os trabalhos com mapeamento fisico em peixes neotropicais (Hatanaka et al., 2002;
Vanzela et al., 2002; Cioffi et al., 2011; Yano et al., 2014).

Dentre as familias multigénicas do genoma dos eucariotos, as familias dos genes ribossomais
representam ferramentas resolutivas em estudos citotaxondmicos e evolutivos. Inimeros trabalhos
realizados com sondas de rDNA 18S e 5S tém mapeado a localizacdo cromossdmica destes sitios
atraves de hibridizacéo in situ fluorescente em peixes neotropicais (Martins & Galetti, 1999, 2000;
Vicente et al., 2001; Martins et al., 2006; Vicari et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Garcia et al., 2010;
Pansonato-Alves et al., 2011; Scacchetti et al., 2012). Outra familia de marcadores importante em

estudos cromossémicos € a dos genes histénicos, contudo seus estudos em peixes mostram-se



restritos apenas a algumas espécies (Pendas et al., 1994; Hashimoto et al., 2011; Pansonato-Alves et
al., 2013a; Pansonato Alves et al., 2013b; Silva et al., 2013; Costa et al., 2014).

Em relacdo as sequéncias de DNA repetitivo disperso, tanto os transposons como 0s
retrotransposons vém sendo isolados e mapeados nos caridtipos de peixes neotropicais, com o intuito
de compreender o papel destes elementos transponiveis na diversificacdo e evolucdo cromossémica
do grupo (Parise-Maltempi et al., 2007; Teixeira et al., 2009; Ferreira et al., 20114, b; Ferreira et al.,

2011c).

1.5. Bacia do Tocantins-Araguaia

A bacia hidrografica dos rios Tocantins-Araguaia possui uma area de 918.822 Km2 (11% do
territorio nacional) abrangendo os estados de Goias (21%), Tocantins (30%), Para (30%), Maranhao
(4%), Mato Grosso (15%) e o Distrito Federal (0,1%) (ANA, 2015). Nesta regido hidrografica estdo
presentes os biomas Floresta Amazonica, ao norte e noroeste, e Cerrado nas demais areas (ANA,
2015).

Os principais formadores do rio Tocantins sdo: rio das Almas, que nasce proximo a cidade de
Pirendpolis (GO), rio Maranhdo, que nasce préximo a cidade de Planaltina (GO), e rio Parana, que
nasce proxima a cidade de Formosa (GO). E caracterizado pela presenca de corredeiras e cachoeiras.

O rio Araguaia tem sua nascente no limite sul da divisa entre os estados de Mato Grosso e
Goias, em uma altitude de 850 metros. Segundo Innocéncio (1989), o rio Araguaia percorre 2.115
Km e pode ser considerado um rio de planicie, caracteristica atribuida a horizontalidade de grande
parte das elevacOes da regido Centro-Oeste. Desse modo, suas aguas podem ser consideradas

relativamente calmas.



1.6. Bacia do Jaguaribe

O rio Jaguaribe corresponde ao maior curso d’adgua existente em solo cearense (Pompeu
Sobrinho, 1962). Nasce na Serra da Joaninha, municipio de Taug, e percorre aproximadamente 633
Km até a sua foz no oceano Atlantico (CSBH, 2015). Tem como principais afluentes os rios Salgado
e Banabuid.

A bacia hidrogréfica do rio Jaguaribe drena uma area de aproximadamente 75.669 Km?
(Gatto, 1999). Encontra-se situada em sua quase totalidade no estado do Ceara, com infima parcela
estendendo-se para o estado de Pernambuco (Gatto, 1999). Devido a sua grande extensdo e
heterogeneidade, foi dividida em cinco regides hidrograficas: Alto Jaguaribe, Salgado, Médio
Jaguaribe, Banabuil e Baixo Jaguaribe (CSBH, 2015). Dentro dessa bacia sdo encontrados dois

grandes acudes, Orés e Castanhdo, os quais garantem a perenizacao do rio até sua foz (CSBH, 2015).
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1. 8. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Espécies validas para a familia Parodontidae.

Parodon
Parodon alfonsoi
Londofio-Burbano, Roman-Valencia
& Taphorn, 2011

Saccodon
Saccodon dariensis
(Meek & Hildebrand,
1913)

Apareiodon
Apareiodon affinis
(Steindachner, 1879)

Parodon apolinari

Apareiodon agmatos Saccodon terminalis

Myers, 1930 (Taphorn, Lopes-Fernandez (Eigenmann & Henn,
& Bernard, 2008) 1914)
Parodon atratoensis Apareiodon argenteus Saccodon wagneri
Londofio-Burbano, Roman-Valencia Pavanelli & Britski, 2003 Kner, 1863

& Taphorn, 2011

Parodon bifasciatus
Eigenmann, 1912

Apareiodon cavalcante
Pavanelli & Britski, 2003

Parodon buckleyi
Boulenger, 1887

Apareiodon davisi
Fowler, 1941

Parodon caliensis
Boulenger, 1895

Apareiodon gransabana
Stanes & Schindler, 1993

Parodon carrikeri

Apareiodon hasemani

Fowler, 1940 Eigenmann, 1916
Parodon guyanensis Apareiodon ibitiensis
Géry, 1959 Campos, 1944

Parodon hilarii
Reinhardt, 1866

Apareiodon itapicuruensis
Eigenmann & Henn, 1916

Parodon magdalenensis
Londofio-Burbano, Roman-Valencia
& Taphorn, 2011

Apareiodon machrisi
Travassos, 1957

Parodon moreirai
Ingenito & Buckup, 2005

Apareiodon piracicabae
(Eigenmann, 1907)

Parodon nasus
Kner, 1859

Apareiodon vittatus
Garavello, 1977

Parodon orinocensis
(Bonilla, Machado-Alison,Silveira,
Chernoff, Lopez & Lasso, 1999)

Apareiodon vladii
Pavanelli, 2006

Parodon pongoensis
(Allen, 1942)

Apareiodon tigrinus
Pavanelli & Britski, 2003

Parodon suborbitalis
Valenciennes, 1850
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Tabela 2. Espécies da familia Parodontidade

encontradas em territério brasileiro.

Parodon Bacia Hidrogréafica

Parodon hilarii Sao Francisco
Parodon nasus Parana e Paraguai
Parodon moreirai Parana
Parodon pongoensis Tocantins-Araguaia
Apareiodon Bacia Hidrogréafica |
Apareiodon affinis Parand e Paraguai

Apareiodon argenteus Tocantins-Araguaia
Apareiodon cavalcante Tocantins-Araguaia

Apareiodon davisi Atlantico Nordeste
Apareiodon hasemani Sdo Francisco
Apareiodon ibitiensis ~ Parana e Sdo Francisco

Apareiodon itapicurensis Atlantico Leste
Apareiodon machrisi Tocantins-Araguaia
Apareiodon piracicabae Parana e Sao Francisco

Apareiodon vittatus Iguacgu
Apareiodon vladii Parana
Apareiodon tigrinus Tocantins-Araguaia

Tabela 3. Espécies de Parodon e Apareiodon que

apresentam estudos citogenéticos até o0 momento.

Parodon Apareiodon

Parodon hilarii Apareiodon affinis
Parodon moreirai Apareiodon ibitiensis
Parodon nasus Apareiodon hasemani

Parodon pongoensis  Apareiodon piracicabae
Apareiodon vittatus
Apareiodon vladii
Apareiodon sp. (rio Verde)
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2. JUSTIFICATIVA

Parodontidae é uma familia de peixes com reduzido nimero de espécies (32 espécies validas),
quando comparada a outros grupos neotropicais. Do ponto de vista cromossémico, a familia
apresenta consideravel variabilidade cromossémica representada principalmente por distintos
sistemas de cromossomos sexuais: ZZ/ZW e ZZ/ZW;W; Neste contexto, corresponde a um
interessante grupo para estudos de taxonomia, sistematica e processos de diferenciacéo e evolucédo
cromossémica.

Apesar do seu reduzido nimero de espécies constituintes, os estudos citogenéticos para
Parodontidae ocorrem principalmente para espécimes alocados nas bacias hidrograficas brasileiras
do sul e sudeste. Desta maneira, analises cromossdmicas de espécies endémicas das regides centro-
oeste e nordeste representam um promissor aprofundamento no conhecimento da diversidade
cromossomica do grupo, auxiliando na compreenséo da sua evolugdo cromossdmica.

Desde o surgimento da citogenética, os marcadores classicos vém se mostrando como
importantes ferramentas no conhecimento e compreensdo da diversidade cromossdmica dos peixes
neotropicais. Entretanto, as informac6es obtidas através da citogenética molecular, especialmente em
relacdo a utilizacdo de DNAs repetitivos, associada aos dados classicos, tem ampliado a resolucdo na
identificacdo dessas variacdes e permitido a elaboracdo de hipoteses de evolugdo cromossdmica mais

consistentes para varios grupos de peixes neotropicais.
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3. OBJETIVOS
O presente projeto teve por intuito contribuir para o conhecimento da biodiversidade,
processos de diferenciacdo cromossémica e evolugdo cariotipica de Parodontidae, no que se refere a
caracteres diagndsticos que embasem esses processos, analisando principalmente espécies do género
Apareiodon pertencentes as bacias hidrograficas das regiGes centro-oeste e nordeste. Para tanto, foi
proposto:
e Analisar cromossomicamente espécies de Apareiodon provenientes das bacias hidrogréaficas
dos rios Tocantins-Araguaia e Jaguaribe, ndo estudadas até 0 momento;
e Isolar familias de DNA repetitivos a partir das espécies desse género, analisando sua
distribuicéo e localizagdo cromossdmica por hibridizagdo in situ fluorescente;
e Investigar a distribuicdo de sequéncias repetitivas da familia Parodontidae, pPh2004 e WAp,
nas espécies de Apareiodon das bacias dos rios Tocantins-Araguaia e Jaguaribe;
e Investigar o papel exercido pelos DNAs repetitivos na evolucdo cromossdmica ocorrida neste
grupo, associando 0s caracteres da citogenética classica e molecular numa anéalise

comparativa entre as diferentes espécies.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostras coletadas

Foram coletados exemplares de seis espécies do género Apareiodon e uma do género
Parodon, as quais se encontram nas bacias dos rios Tocantins-Araguaia e Jaguaribe (Tab. 1; Figs.
1,2). Todas as coletas foram realizadas com autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservagéo
da Biodiversidade (ICMBIo - licenga N° 10538-1).

Todas as espécies foram identificadas pela Prof®. Dr®. Carla Simone Pavanelli, e encontram-se
depositadas na Colecéo Icitoldgica do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura
(NUPELIA) da Universidade Estadual de Maringa (UEM) (Tab. 1).

Para a captura dos exemplares foram utilizadas tarrafas. Os peixes capturados foram
transportados vivos, em condi¢des de oxigenacdo e temperatura adequadas, para o Laboratério de
Biodiversidade Molecular e Citogenética de Peixes, do Departamento de Genética e Evolucdo (DGE)
da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), onde foram mantidos vivos em aquarios aerados
até serem processados para a obtencdo dos cromossomos metafasicos.

Foram armazenados tecidos dos exemplares coletados, para extracdo do DNA gendmico.

4.2. Caracterizacao dos locais de coleta

Os 69 especimes de A. cavalcante foram coletados na cidade de Cavalcante (GO), no rio
Claro, que é afluente do rio Preto, o qual desagua na margem direita do rio Maranhdo entre as
barragens de Serra da Mesa e Cana-Brava (Figs. 3,4).

Os 19 exemplares de Apareiodon provisoriamente denominados sp. 1 foram coletados na
cidade de Uruacu (GO), no rio Passa-Treizinho, o qual é tributario da margem direita do rio Passa-
Trés, que por sua vez desagua no lago da usina hidrelétrica de Serra da Mesa, formado pelo

represamento das aguas do rio Maranh&o e rio das Almas (Fig. 5).

22



Os 19 exemplares de Apareiodon provisoriamente denominados sp. 2 foram coletados na
cidade de Formosa (GO), no rio Bandeirinha, tributario da margem esquerda do rio Parana (Fig. 5).
O rio Parand desagua na margem direita no rio Maranh&o, e, a partir desta confluéncia, o rio
Maranhdo é denominado rio Tocantins.

Os 49 espécimes de A. machrisi foram coletados na cidade de Campinorte (GO), no ribeirdo
Cristalino, o qual € tributario da margem direita do rio Cana-Brava, que por sua vez desagua na
margem esquerda do rio Maranh&o, a montante da confluéncia com o rio Parand e a jusante da
barragem de Cana-Brava. (Fig. 6)

Os 8 espécimes de A. argenteus e 19 de P. cf. pongoensis foram coletados na cidade de
Aragarcas (GO), na margem direita da calha principal do rio Araguaia (Fig. 7).

Os 53 espécimes de A. davisi foram coletados na cidade de Icé (CE), no rio Salgado, o qual é

tributario da margem direita do rio Jaguaribe (Fig. 8).

4.3. Metodologia Citogenética Classica
4.3.1. Obtencao de cromossomos mitoticos
4.3.1.1. Tratamento “in vivo”

Os cromossomos mitdticos foram obtidos de células do rim anterior, por meio da técnica
descrita por Bertollo et al. (1978). Foi injetada no animal, intra-abdominalmente, uma solucgéo
aquosa de Colchicina 0,025%, na proporcdo de 1mL/100g de peso. Posteriormente, 0s peixes foram
mantidos em aquario bem aerado durante 50 - 60 minutos. Decorrido esse tempo, 0s animais foram
sacrificados e foram retiradas porgdes do rim. O material foi lavado em solugdo hipotonica (KCI
0,075M), sendo transferido para pequenas cubas de vidro contendo cerca de 10mL desta mesma
solugdo. O material foi bem fragmentado, com o auxilio de pingas de dissecacéo, sendo completado
este processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de agulha, através de leves movimentos de

aspiracdo e expiragdo do material, facilitando a separacdo das celulas, até se obter uma suspensao
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celular homogénea. Posteriormente, esta suspensao foi incubada a 36 - 37°C, durante 20 minutos. O
material foi re-suspendido cuidadosamente com auxilio de uma pipeta Pasteur, e a suspensao obtida
foi transferida para um tubo de centrifuga. Algumas gotas de fixador recém-preparado (metanol :
acido acético - 3 : 1) foram acrescentadas ao material, que foi homogeneizado e centrifugado por 10
minutos a 500 - 800rpm, descartando-se o material sobrenadante com pipeta Pasteur. Foram
adicionados, vagarosamente, 5 - 7mL de fixador, deixando escorrer através das paredes do tubo. O
material foi novamente homogeneizado com auxilio da pipeta Pasteur. Este procedimento foi
repetido por duas vezes. Apos a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, foi adicionado
1mL de fixador, misturando bem o material.

O material obtido foi entdo guardado em freezer, acondicionado em pequenos microtubos, ou
gotejado sobre 1dminas para a analise. Neste caso, foram gotejadas 3 - 4 gotas da suspensao obtida
sobre diferentes regides de uma lamina bem limpa, mantida em &gua destilada na geladeira, ou sobre
uma lamina seca aquecida por volta de 25 - 30°C, em chapa aquecedora. Escorreu-se, entdo, o
excesso de material, inclinando levemente a ldamina sobre um papel de filtro. As laminas foram secas
diretamente ao ar e coradas com o corante Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH 6,8) durante 5 - 8

minutos.

4.3.1.2. Tratamento “in vitro”

Os cromossomos foram obtidos segundo o protocolo descrito por Foresti et al. (1993).
Fragmentos do rim foram colocados em 10 mL de solugéo salina de Hanks, em uma placa de Petri,
dissociando bem o material. Posteriormente, a suspensao celular obtida foi transferida para um tubo
de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em seguida, foram adicionadas 1 - 2 gotas de
solucéo de Colchicina 0,016%, misturando-as bem com o material. O material foi entdo transferido
para estufa a 36°C, por 30 minutos e centrifugado durante 10 minutos, a 500 - 800rpm. O

sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 10mL de solugdo hipoténica (KCIl 0,075M),
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misturando bem o material com uma pipeta Pasteur. Esse material foi transferido novamente para
estufa a 36°C, por mais 30 minutos. Posteriormente, foram adicionadas cerca de 6 gotas de fixador
(metanol : &cido acético — 3:1) misturado-as com o material repetidas vezes, deixando-o0 descansar
por 5 minutos. O material foi centrifugado por 10 minutos a 500 - 800rpm. O sobrenadante foi
desprezado e foram adicionados 10mL de fixador, misturando-o com o material repetidas vezes.
Nova centrifugacdo de 10 minutos foi realizada e o processo de fixagéo foi repetido por mais duas
vezes. O sobrenadante foi desprezado e o material foi diluido no fixador, de forma a se obter uma
suspensdo celular ndo muito concentrada e nem muito diluida. Por fim, o material foi gotejado sobre
laminas bem limpas e aquecidas entre 25 - 30°C. Ap0s a secagem ao ar, procedeu-se a coloracdo do
material com solugdo Giemsa 5%, em tampao fosfato (pH 6,8), durante 5 - 8 minutos, lavagem em

agua destilada e secagem ao ar.

4.3.1.3. Tratamento em campo

Foi utilizado o protocolo descrito por Blanco et al. (2012) para espécimes que ndo puderam
ser transportados para o laboratério para o processamento. Os animais foram submetidos ao
tratamento convencional com Colchicina (injecao intraperitoneal de solugcdo de Colchicina 0,025%) e
mantidos vivos por 30 - 45 minutos. Subsequentemente, os animais foram sacrificados. Porcdes do
rim anterior foram removidas e dissociadas em solucdo hipotonica (KCI 0,075M), com o auxilio de
seringas hipodérmicas. A suspensdo celular resultante foi transferida para tubos de centrifuga e
mantida em temperatura ambiente (26 - 28°C) por 30 minutos. Apos a incubagdo, 2mL de fixador
(metanol : &cido acético — 3:1) foram adicionados ao tubo e homogeneizados com o auxilio de uma
pipeta Pasteur. Os tubos foram mantidos em refrigeracdo até chegarem no laboratério, onde foram

submetidos a fixagOes, conforme descrito por Bertollo et al. (1978).
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4.3.2. Bandamento C

Foi adotado o procedimento descrito por Sumner (1972). As laminas foram tratadas com
solugdo de &cido cloridrico 0,2N durante 10 minutos, & temperatura ambiente, lavadas em &agua
destilada e incubadas em solucéo de hidroxido de bério 5% a 60°C, por aproximadamente 1 minuto e
45 segundos. Terminado esse tratamento, as laminas foram rapidamente lavadas em acido cloridrico
0,2N, &gua destilada, e finalmente incubadas em solucdo salina de 2xSSC durante 30 minutos a 60°C.
Apos a lavagem final com agua destilada, o material foi corado com Giemsa 5% em tampéo fosfato
(pH 6,8), durante 7 minutos. Alternativamente, o material foi corado com solucdo de iodeto de

propidio e analisado em microscopia de fluorescéncia (Lui et al., 2012).

4.3.3. Caracterizacdo das Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs)

Foi adotado o procedimento descrito por Howell & Black (1980). Sobre a lamina com
cromossomos foram adicionadas duas gotas de solucdo aquosa de gelatina (1g/100mL de &gua
destilada e 0,5mL de &cido férmico) juntamente com quatro gotas de solugdo aquosa de nitrato de
prata (50%). A lamina foi coberta com laminula e incubada em estufa a 60°C por um periodo de
aproximadamente trés minutos, dependendo de um monitoramento de coloracdo da mesma. Apos a
retirada da laminula, a 1dmina foi lavada em agua destilada e corada rapidamente durante 20 - 30

segundos com Giemsa 5%, diluido em tampao fosfato (pH 6,8).

4.4. Metodologia Citogenética Molecular
4.4.1. Isolamento de DNAs repetitivos

Os DNAs ribossomicos 18S e 5S e o DNA satélite pPh2004 foram amplificados a partir de
clones descritos por Hatanaka & Galetti Jr. (2004), Martins & Galetti Jr. (2001) e Vicente et al.
(2003), respectivamente. Realizou-se o procedimento de Mini-preparacdo plasmidial a partir de

colénias de Escherichia coli transformadas pela insercdo dos genes de interesse acoplados ao
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plasmidio M13, armazenadas a -80°C. Inicialmente, as colonias armazenadas a -80°C foram
plaqueadas e incubadas a 37°C. Posteriormente uma col6nia com o inserto desejado foi pingada e
incubada a 37°C sob agitacdo por 12 horas. Foram centrifugados 2mL de cultura a 13.000rpm por 1
minuto, descartando o sobrenadante. Em seguida, este processo foi realizado para o restante da
cultura. Foram adicionados 400uL da solucdo | (40uL de RNAse 20mg/mL + 200uL de TRIS-HCI
1M + 40pL de EDTA 0,5M + 1720uL de H,0), e o material foi agitado. Foram adicionados 400puL
da solucdo Il (400pL de NaOH 1M + 200uL de SDS 10% + 1400uL de H,0O) e misturou-se o
material por inversdo do tubo. Adicionou-se 400uL da solucdo Il (1,2mL de acetato de potassio 5M
+ 230pL de &cido acético + 570uL de H,0) e misturou-se o material. Centrifugou-se o material a
13.000rpm por 5 minutos, transferindo o sobrenadante para um tubo limpo. Adicionou-se 0,7
volumes de isopropanol 100% e misturou-se. O material foi incubado a temperatura ambiente por 10
minutos e entdo centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 300uL de etanol 70%. Centrifugou-se o material por 5 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Secou-se o material em estufa a 37°C e acrescentou-se 20uL de agua ou TE para
ressuspender.

A fracdo repetitiva WAp foi amplificada através de reacbes de DOP-PCR (Degenerate
Oligonucleotide Primed - Polymerase Chain Reaction), a partir da microdisseccdo da porcéao
heterocromética do cromossomo W efetuada por Schemberger et al. (2011).

As sequéncias parciais dos genes das histonas H1 e H4 foram amplificadas a partir do
genoma de A. cavalcante utilizando os primers H1f (5’- ATGGCAGAARYCGCMCCAGC -3°) e
Hlr (5-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3"), H4F2s (5 -TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-
3) e H4F2er (5- CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3) descritos por Hashimoto et al. (2011) e
Pineau et al. (2005), respectivamente. As reacGes foram realizadas para um volume final de 25ul,
contendo 100-200 ng de DNA gendémico, 0,2uM de cada primer, 0,16 mM de dNTPs, 1U de Taq

DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5mM de cloreto de magnésio, Buffer 10x (s/ cloreto) e agua
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destilada. As condigdes do ciclo de PCR foram: 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, 52°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 20 segundos, com posterior ciclo de extenséo
final de 72°C por 7 minutos.

Outras classes de DNAs repetitivos foram obtidas através de rea¢fes de PCR na auséncia de
DNA molde. O DNA telomérico (TTAGGG), foi amplificado utilizando os primers (TTAGGG)s e
(CCCTAA)s (ljdo et al., 1991) e a sequéncia (GATA), foi obtida com os primers (GATA); e
(TATC)7 (Epplen et al., 1982). O mix das rea¢fes de PCR foi composto por 2,5 mM de MgCl,; 160
MM de dNTPs; 0,1 uM de cada primer e 2U de Platinum® Tag DNA polimerase (Invitrogen). As
condigdes do ciclo de PCR foram 94°C/5 min; 9 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/30 seg, 72°C/1 min; 29

ciclos de 94°C/1 min, 60°C/30 seg, 72°C/90 seg; com extensao final de 72°C/5min.

4.4.2. Marcagao das sondas

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, utilizando os compostos biotina
16-dUTP e digoxigenina 11-dUTP (Roche). O produto da reagédo foi precipitado com acetato de
potassio e etanol overnight a -20°C. Posteriormente, o material foi centrifugado por 15 minutos a
13.000rpm, descartando-se o sobrenadante, deixando o DNA marcado secar completamente em
estufa a 37°C. As sondas de rDNA 18S, (TTAGGG),, (GATA),, pPh2004 e H1 foram marcadas com
biotina 16-dUTP, enquanto as sondas de rDNA 5S e H4 foram marcadas com digoxigenina 11-
dUTP. Apenas a sonda de WAp foi marcada através de reaces de DOP-PCR com digoxigenina 11-

dUTP (Roche Applied Science).

4.4.3. Hibridizagéo in situ fluorescente

A localizagéo dos sitios dos DNASs repetitivos nos cromossomos foi obtida pela hibridizacao

fluorescente in situ (FISH), segundo Pinkel et al. (1986). Foram utilizados como sondas 0s seguintes
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elementos repetitivos: 0s DNAS ribossomais 18S e 5S; os DNAs satélites pPh2004 e WAp; 0s genes

das histonas H1 e H4, e as sequéncias (GATA), e (TTAGGG),.

4.4.3.1. Simples Hibridizagéo in situ fluorescente (Simple-FISH)

As laminas foram incubadas em RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) por 1 hora a 37°C, em camara
Umida. Apds a desnaturacdo realizada com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 4 minutos, as
laminas foram desidratadas em série alcodlica de etanol 50% e 100%, por 5 minutos cada. O mix de
hibridacdo consistiu de 12uL de sonda, 30uL de formamida (concentragéo final de 50%), 12uL de
sulfato de dextrano 50% (concentracdo final 10%) e 6pL de 20xSSC, por lamina. A hibridacdo foi
feita em cAmara Umida a 37°C, por aproximadamente 16 horas. Apds a hibridacéo, as Iaminas foram
lavadas duas vezes em 2xSSC a 37°C, por 6 minutos cada e posteriormente incubadas em 1xPBD
(200mL de 20xSSC, 6mL de Triton 100, 10g de leite desnatado, 800mL de agua destilada). A
deteccédo do sinal foi realizada com 3,5pL de avidina-FITC (dilui¢cdo de 1:100 - Sigma) e 27uL de
tampédo C (0,1M de NaHCOs, pH 8,5 e 0,15M de NaCl) por 30 minutos a 37°C em camara Umida,
por lamina. Apos trés lavagens com 1xPBD a 45°C por 4 minutos cada, foram realizados 3 ciclos de
amplificagéo do sinal utilizando uma solugéo de anti-avidina-biotina conjugada (2pL de anti-avidina
e 38uL de 1xPBD por lamina), durante 20 minutos a 37°C. Ap0s trés lavagens com 1xPBD a 45°C
por 4 minutos, cada lamina foi tratada com 3,5uL de FITC (1:100) + tamp&o C, por 20 minutos a
37°C em camara Umida. Apos as lavagens finais, os cromossomos foram contra-corados com DAPI

(0,2pg/mL) diluido em uma solugao “antifading” (Fluka).

4.4.3.2. Dupla Hibridizag&o in situ fluorescente (Double-FISH)
As laminas foram incubadas em RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) por 1 hora a 37°C, em camara
umida. Apos a desnaturagdo realizada com formamida 70% em 2xSSC a 70°C por 4 minutos, as

laminas foram desidratadas em série alcoolica de etanol 50% e 100%, por 5 minutos cada. Foram
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aplicados, sobre as laminas, cerca de 50pL da solugdo de hibridagdo permanecendo por 16 horas a
37°C, em camara Uimida contendo solugdo de 2xSSC pH 7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram
lavadas com solucéo de formamida 15% em 0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42°C e, em seguida,
lavadas com 0,1xSSC a 60°C, por 15 minutos. Em seguida, foram lavadas em Tween 20, por 5
minutos, incubadas com 90uL de tampdo NFDM a 5%, por 15 minutos em cdmara Umida e lavadas
duas vezes com Tween 20. Para a deteccdo das sondas, foram colocados sobre as laminas 100pL do
mix contendo 94pL de NFDM, 1uL de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidin) conjugada
e 5uL de anti-digoxigenina rodamina conjugada, permanecendo por 60 minutos a 37°C, em camara
umida. As laminas foram entdo lavadas trés vezes em Tween 20, durante cinco minutos cada. Em
seguida, realizou-se a desidratacdo em série de etanol a 70%, 85% e 100% a temperatura ambiente,
com banhos compostos por 5 minutos cada. Os cromossomos foram entéo contra-corados com DAPI

(0,2nug/mL) diluido em uma solugdo “antifading” (Fluka).

4.5. Forma de analise dos resultados citogenéticos

As preparacfes cromossdémicas obtidas pela citogenética classica foram analisadas em
microscopio optico comum. As contagens dos cromossomos e as observagdes mais detalhadas foram
feitas com a objetiva de imersdo. As preparacdes de citogenética molecular foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia, com filtros apropriados. As imagens selecionadas foram capturadas
através do software DP2-BSW, com cdmera acoplada a um microscopio Olympus BX51.

A morfologia cromossomica foi determinada de acordo com a relacéo de bragos proposta por
Levan et al. (1964). O numero fundamental (NF) foi determinado considerando cromossomos
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) como portadores de dois bragos e 0s
acrocéntricos (a) como portadores de apenas um brago.

Os resultados obtidos com a citogenética classica e molecular para cada uma das espécies

analisadas foram comparados com os ja disponiveis na literatura.
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4.6. Metodologia Molecular
4.6.1. Extracao de DNA

Foi adotado o protocolo descrito por Sambrook et al. (2001). Inicialmente pequenos pedagos
de tecido foram macerados com auxilio de nitrogénio liquido. Foram adicionados 700uL de solugcdo
de digestdo (NaCl 0,4M; EDTA 0,1M pH 8,0; Tris-HCI 0,01M; Proteinase K — 100pg/mL e SDS
0,1%). As amostras foram entdo incubadas a 55°C por 2 horas. Foi adicionado um volume igual de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e o material foi agitado suavemente por 20 minutos.
Centrifugou-se o material a 13.000rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo
limpo. Foram acrescentados NaCl 1M e 2 volumes de etanol 100% gelado. O material foi agitado
suavemente, posteriormente centrifugado a 10.000rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Foram acrescentados 200uL de alcool 70% gelado e centrifugou-se o material a
10.000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado. Secou-se 0 DNA em estufa a 37°C e este
foi resuspendido em TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM). Acrescentou-se 1pul de RNAse
(concentragéo final = 100pug/mL).

Apos a extracdo do DNA total, foi realizada a sua quantificagdo em gel de agarose 1% com
auxilio do marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). A estimativa da
quantidade de DNA foi feita por meio de comparagéo entre o tamanho e a intensidade da banda do

marcador com o das amostras, segundo recomendacéo do fabricante.

4.6.2. Amplificacéo do gene citocromo C oxidase subunidade I (COI)

O gene mitocondrial da citocromo C oxidase subunidade | (COI) foi amplificado utilizando-
se 0os primers FISH F1 (5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3) e FISH R1 (5-
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3), descritos por Ward et al. (2005).

As reacdes de PCR tiveram um volume final de 12,5uL, contendo: 1,25uL de 10X “PCR

Buffer” (Invitrogen), 0,5uL de mix dNTPs (1,25 mM), 0,5uL de MgCl, (50mM), 0,5uL de cada
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primer (10mM), 0,2uL Taq polimerase (Invitrogen), 1,0 - 2,0uL (50ng) de DNA molde e agua
destilada estéril para completar os 12,5uL. As condi¢des dos ciclos de PCR foram: 95°C/3 minutos;
35 ciclos de 95°C/30 segundos, 54°C/45 segundos, 68°C/1 minuto; com extensdo final de 68°C/10

minutos.

4.6.3. Sequenciamento do DNA

Os produtos de PCR foram marcados em uma reacdo com BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (ABI), usando 3,90 uL de agua ultrapura; 1,05 uL de tampao de
sequenciamento 5X; 0,7 uL de Dye Terminator mix v3.1; 0,35 pL do primer (10 mM); e 1,0 uL do
produto de PCR (50 ng/ul). As condi¢des de termociclagem da reagdo consistiram em: 98°C/2
minutos e 35 ciclos de 98°C/45 segundos, 50°C/1 minuto, 60°C/4 minutos.

Os produtos marcados foram purificados por precipitacdo com EDTA/ acetato de sodio/
etanol, e entdo sequenciados bidirecionalmente em sequenciadores automaticos de DNA: ABI 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems™), de 4 capilares, e ABI 3500 Genetic Analyzer, de 8

capilares.

4.6.4. Andlise dos dados

Sequéncias de cinco individuos de cada espécie foram inicialmente analisadas com o software
Bioedit 5.0.9 (Hall, 1999) e uma sequencia consenso foi obtida para cada exemplar analisado. Apos
isto, todas as sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW integrado no programa
DAMBE (Xia & Xie, 2001). As distancias genéticas foram estimadas com o modelo Kimura-2-
parametros (Kimura, 1980). Os padrbes de divergéncia sugeridos pelas distancias intra e
interespecificas foram graficamente representados usando um dendrograma de Neighbour-Joining

(NJ) com 1000 réplicas de bootstrap, feito no MEGA 5.01 (Tamura et al., 2011).
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4.8. Figuras e Tabelas

Espécie

Tabela 1. Espécies coletadas e informacdes dos pontos de coleta.

NO

exemplares

Localidade

Bacia

hidrografica

Deposito

Apareiodon : Tocantins- 13°53°02,30” S
54 4 e 15 Q rio Claro, Cavalcante (GO) : NUP 16232

cavalcante Araguaia 47°42°42,00” O

Apareiodon rio Passa-Treizinho, Tocantins- 14°31°19,20” S
104e9¢9 ] NUP 16230

sp. 1 Uruagu (GO) Araguaia 49°11°13,30” O

Apareiodon rio Bandeirinha, Formosa ~ Tocantins- 15°28°49,99” S
8JellQ : NUP 16192

sp. 2 (GO) Araguaia 47°20°31,84” O

Apareiodon ribeirdo Cristalino, Tocantins- 13°43°14,38” S;
o 253e249 ) ) NUP 17079

machrisi Campinorte (GO) Araguaia 48°42°37,46” O

Apareiodon rio Araguaia, Aragarcas Tocantins- 15°53°32,70” S
53e3¢Q _ NUP 16227

argenteus (GO) Araguaia 52°15°03,21”

Parodon cf. rio Araguaia, Aragarcgas Tocantins- 15°53°32,70” S

_ 1135e8¢9 ) NUP 16228
pongoensis (GO) Araguaia 52°15°03,21”

Apareiodon : ’ : 06°24°25,80” S
- 213e329 rio Salgado, Icé (CE) Jaguaribe NUP 17080

davisi 38°52°01,70” O
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Figura 1. Fotos das espécies de Parodontidae coletadas, com suas respectivas medidas do comprimento padrao.
Exemplar de Apareiodon cavalcante, 63mm (a); Apareiodon sp.1, 65mm (b); Apareiodon sp. 2, 62mm (c);.
Apareiodon machrisi, 72mm (d); Apareiodon argenteus, 90mm (e); Parodon cf. pongoensis, 67mm (f);

Apareiodon davisi, 72mm (g).
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Legenda
Apareiodon cavalcante
Apareiodon sp. 1
Apareiodon sp. 2

Apareiodon argenteus
Parodon cf. pongoensis
Apareiodon davisi

Figura 2. Mapa do Brasil com os pontos de coleta das espécies da familia Parodontidae. Imagens extraidas do

Google Earth.
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Figura 3. Local de coleta de Apareiodon cavalcante (rio Claro, Cavalcante - GO).
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Figura 5. Local de coleta de Apareiodon sp. 2 (rio Bandeirinha, Formosa - GO).
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Figura 7. Local de coleta de Apareiodon argenteus e Parodon cf. pongoensis (rio Araguaia, Aragargas - GO).
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Figura 8. Local de coleta de Apareiodon davisi (rio Salgado, Ic6 - CE).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo estdo apresentados na forma de trés capitulos, os quais se

encontram elaborados no formato de artigos cientificos:

CAPITULO 1:

Analises cromossdmicas em Apareiodon argenteus e Apareiodon davisi (Characiformes,

Parodontidae): um caso de polimorfismos cromossdmicos dos DNASs ribossomais 45S e 5S.

CAPITULO 2:

Divergéncia evolutiva recente em peixes do género Apareiodon (Characiformes, Parodontidae):

inferéncias cromossdmicas e moleculares.

CAPITULO 3:

Mapeamento cromossémico das sequéncias de histonas H1 e H4 em espécies de Parodontidae

(Characiformes).
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5.1. Capitulo 1

Analises cromossdmicas em Apareiodon argenteus e
Apareiodon davisi (Characiformes, Parodontidae): um
caso de polimorfismos cromossomicos dos DNAS

ribossomais 45S e 5S.

Artigo aceito para publicacao na revista Zebrafish
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Resumo

No presente estudo foram analisadas duas espécies de Apareiodon ainda ndo estudadas até o
momento pela citogenética classica e molecular: A. argenteus e A. davisi. Ambas apresentaram 54
cromossomos  metacéntricos/submetacéntricos, com  blocos  heterocromaticos  alocados
preferencialmente nas regides centroméricas. As regides organizadoras de nucléolo mostraram-se
ativas no par cromossdmico 2 em A. argenteus; e nos pares 4 e 9 em A. davisi. Os genes ribossomais
45S e 5S foram localizados, respectivamente, nos pares cromossomicos 2 e 18 em A. argenteus. Um
caso de polimorfismo dessas sequéncias ribossomais foi verificado em A. davisi, ocorrendo variagdes
em numero/posicdo dos sitios, e co-localizacdo destes genes em alguns pares cromossémicos. O
DNA satélite pPh2004 foi observado nos pares cromossémicos 7, 8, 10, 11 e 18 em A. argenteus e
no par 24 em A. davisi. A fracédo repetitiva WAp mostrou-se dispersa pelos cromossomos das duas
espécies. De acordo com os dados obtidos, o presente estudo descreve o primeiro caso de
polimorfismo cromossdmico que envolve as duas sequéncias ribossomais em Parodontidae e discute

o papel dos DNAs repetitivos na diversificagdo genémica e cariotipica desta familia.

Palavras-chave: peixes, citogenética classica, citogenética molecular, hibridizacdo in situ

fluorescente
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Abstract

This study analyzed two Apareiodon species without available chromosome data: A. argenteus and
A. davisi. Both species have 54 metacentric/submetacentric chromosomes, with centromeric blocks
of heterochromatin. Nucleolus organizer regions were active in chromosome pair 2 in A. argenteus
and pairs 4 and 9 in A. davisi. In A. argenteus 45S and 5S ribosomal genes were located in
chromosome pairs 2 and 18, respectively. Polymorphisms were observed in these ribosomal
sequences in A. davisi, with variations in the number/position of sites, and co-localization of these
genes in some chromosome pairs. The satellite DNA pPh2004 was identified in chromosome pairs 7,
8, 10, 11 and 18 in A. argenteus and in pair 24 in A. davisi. The WAp repetitive fraction was
dispersed along the chromosomes of the two species. The present study describes the first case of
chromosomal polymorphisms involving two ribosomal sequences in Parodontidae and discusses the

role of repetitive DNASs in the genome and karyotype diversity of this family.

Keywords: fish, classical cytogenetics, molecular cytogenetics, fluorescence in situ hybridization
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5.1.1. Introducéo

Parodontidae corresponde a uma familia de peixes neotropicais com 32 espécies vélidas
(Eschmeyer & Fong, 2015), distribuidas em trés géneros: Parodon Valenciennes, 1849; Saccodon
Kner, 1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916 (Roberts, 1974). Estas espécies sdo encontradas na
América do Sul e parte do Panama (Pavanelli & Britski, 2003), habitando rios de agua corrente e
fundo rochoso, especialmente corredeiras e cachoeiras (Nakatani et al., 2001).

O grupo apresenta numero diploide (2n) igual a 54 cromossomos, com varia¢@es nas formulas
cariotipicas. A heterocromatina ocorre preferencialmente nas regiGes centroméricas dos
cromossomos, sendo encontrados também blocos terminais e intersticiais (Moreira-Filho et al., 1984,
Jesus & Moreira-Filho 2000a, b; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2006a; Vicari et al., 2010). Os
sistemas de cromossomos sexuais ZZ/ZW;W, e ZZ/ZW séo encontrados em algumas espécies
(Moreira-Filho et al., 1980, 1993; Centofante et al., 2002; Vicari et al. 2006a; Rosa et al., 2006;
Bellafronte et al., 2009; Bellafronte et al., 2011; Bellafronte et al., 2012).

Os genes ribossomais 45S e 5S exibem variacdo em namero e localizacdo entre as espécies de
Parodontidae, sendo encontrados em condi¢bes simples e multipla, além de ocorrer um caso de
sintenia em Parodon nasus (Vicente et al., 2001; Bellafronte et al., 2005; Bellafronte et al., 2011). O
DNA satélite pPh2004, isolado a partir de Parodon hilarii (Vicente et al., 2003), foi verificado nos
caridtipos de Apareiodon affinis, P. hilarii, Parodon moreirai, Parodon nasus e Parodon
pongoensis, ndo sendo observado nos cari6tipos de Apareiodon hasemani, Apareiodon ibitiensis,
Apareiodon piracicabae, Apareiodon vladii, Apareiodon e Apareiodon sp. (Bellafronte et al., 2011).
Ja a fracdo repetitiva WAp, obtida a partir do cromossomo W de Apareiodon sp. (rio Verde)
(Schemberger et al., 2011), é verificada em todas as especies que possuem dados citogenéticos
disponiveis (Bellafronte et al., 2011; Bellafronte et al., 2012; Schemberger et al., 2011).

Em funcdo de possuir um reduzido numero de espécies, em relagdo a outros grupos de peixes

neotropicais, e grande diversidade cariotipica, Parodontidae representa um interessante grupo para
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estudos de evolucdo cromossdmica. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
contribuir para o conhecimento da evolucdo cariotipica desta familia, através de anéalises
cromossémicas das espécies A. argenteus e A. davisi, as quais ainda ndo apresentavam informacoes

citogenéticas.

5.1.2. Materiais e Métodos
Amostras e pontos de coleta

Foram analisados oito exemplares (5 machos e 3 fémeas) de A. argenteus provenientes do rio
Araguaia, cidade de Aragarcas, estado de Goias, Brasil (GPS: 15°53°32,70” S; 52°15°03,21” O) ¢ 53
exemplares (21 machos e 32 fémeas) de A. davisi provenientes do rio Salgado, cidade de Ic6, estado
do Ceard, Brasil (GPS: 06°24°25,80” S; 38°52°01,70” O). Todas as coletas foram realizadas com
autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICM-Bio - licenca
N°10538-1). Os procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica de
Experimentagdo Animal (processo: 13/2014) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG),
estado do Parand, Brasil. Os espécimes foram depositados na Colecdo Ictiolégica do Nucleo de
Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA), da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), estado do Parana, Brasil, e estdo identificados pelos seguintes vouchers: A.

argenteus - NUP 16227 e A. davisi - NUP 17080.

Preparacdes cromossdmicas e anélises de citogenética classica

Suspensdes celulares contendo os cromossomos mitoticos foram obtidas a partir de porgcoes
do rim anterior dos animais, de acordo com protocolos descritos por Foresti et al. (1993) e Blanco et
al. (2012). Para a definicdo dos numeros diploides e formulas cariotipicas, os cromossomos foram
corados com solucdo de Giemsa 5%. A morfologia cromossémica foi determinada de acordo com a

relacdo de bracos proposta por Levan et al. (1964). O numero fundamental (NF) foi determinado
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considerando cromossomos metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) como
portadores de dois bragos e os acrocéntricos (a) como portadores de apenas um brago. As regides
heterocromaticas foram evidenciadas através do procedimento de bandamento C descrito por Sumner
(1972), com etapa final de coloracdo por iodeto de propidio (Lui et al., 2012). As regibes
organizadoras de nucléolo (NORs) foram identificadas através da técnica de impregnacédo por nitrato
de prata descrita por Howell & Black (1980). As preparacdes cromossdmicas classicas foram

analisadas em microscopio de campo claro.

Analises de citogenética molecular

Foi realizado o mapeamento fisico de quatro sequéncias de DNAs repetitivos: rDNA 45S,
rDNA 5S, DNA satélite pPh2004 e fracdo repetitiva WAp. Os DNAs ribossdmicos 45S e 5S e o
DNA satélite pPh2004 foram amplificados a partir de clones descritos por Hatanaka & Galetti Jr.
(2004), Martins & Galetti Jr. (2001) e Vicente et al. (2003), respectivamente. As sondas foram
marcadas pela técnica de nick translation, sendo que as amplificacbes de rDNA 45S e pPh2004
foram marcadas com biotina 16-dUTP (Biotin Nick Translation mix, Roche Applied Science,
Mannheim, Germany), enquanto a sonda de rDNA 5S foi marcada com digoxigenina 11-dUTP (Dig
Nick Translation mix, Roche Applied Science), de acordo com as instruc¢des do fabricante.

A fracdo repetitiva WAp foi amplificada e marcada com digoxigenina 11-dUTP (Roche
Applied Science) através de reacdes de DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed - Polymerase
Chain Reaction), a partir da microdisseccdo da porcdo heterocromatica do cromossomo W de
Apareiodon sp. (rio Verde) (Schemberger et al., 2011).

As hibridizacgdes in situ fluorescentes (FISH) seguiram o protocolo de Pinkel et al. (1986), e
foram realizadas sob condicfes de alta estringéncia (77%), com mix de hibridizacdo composto por
200ng de cada sonda, 50% de formamida, 10% de sulfato dextrano e 2xSSC. As laminas foram

submetidas a hibridizacdo por 16 horas. A deteccdo dos sinais foi realizada utilizando avidina-FITC
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para as sondas de rDNA 18S e pPh2004; e anti-digoxigenina-
rodamina (Roche Applied Science) para a sondas de rDNA 5S e WAp.

As preparagbes de citogenética molecular foram analisadas em microscopio de
epifluorescéncia, com filtros apropriados. As imagens selecionadas foram capturadas atraves do

software DP2-BSW, com camera acoplada a um microscdpio Olympus BX51.

5.1.3. Resultados

Os exemplares de A. argenteus exibiram 2n = 54 cromossomos, sendo todos
metacéntricos/submetacéntricos, com NF = 108 (Fig. 1a). As NORs ativas foram identificadas na
regido terminal do braco longo do par cromossomico 2 (Fig. la, em destaque). Blocos
heterocrométicos foram observados preferencialmente em regides centroméricas e terminais dos
cromossomos, com blocos evidentes nos pares 2, 3, 4, 5, 15, 16, 18 e 20 (Fig. 1b).

Os exemplares de A. davisi apresentaram 2n = 54 cromossomos, sendo todos
metacéntricos/submetacéntricos, com NF = 108 (Fig. 1a). As NORs ativas foram identificadas na
regido terminal do braco longo dos pares cromossomicos 4 e 9 (Fig. 1c, em destaque). Blocos
heterocrométicos foram observados preferencialmente nas regiGes centroméricas e terminais dos
cromossomos, com blocos evidentes nos pares 3, 5, 11, 12 e 20 (Fig. 1d).

Em A. argenteus, a sequéncia de rDNA 45S encontra-se alocada apenas na porgédo terminal
do par cromossomico 2 (Fig. 2a). A sequéncia do rDNA 5S foi verificada em porcao intersticial do
braco curto do par cromossdmico 18 (Fig. 2a). O DNA satélite pPh2004 foi verificado na porcéo
terminal de ambos os bracos cromossémicos nos pares 7, 8, 11 e 18, e na por¢do terminal do braco
longo do par 10 (Fig. 2b). A fragdo repetitiva WAp mostrou-se presente em varios pares
cromossémicos, com blocos preferencialmente alocados nas regides terminais dos cromossomos

(Fig. 2b).
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Em A. davisi, a utilizagdo da técnica de FISH com sondas de rDNAs 45S e 5S evidenciou
maltiplos sitios dessas sequéncias (Fig. 2c). O DNA satélite pPh2004 foi encontrado na regido
terminal do brago longo do par cromossdémico 24 (Fig. 2d). A fracdo repetitiva WAp mostrou-se
dispersa pelos cromossomos, com blocos preferencialmente alocados em porg¢des terminais (Fig. 2d).

Polimorfismos que envolvem as sequéncias ribossomais foram evidenciados em A. davisi
(Fig. 3). Os pares cromossdmicos 4, 9 e 14 exibiram variantes cromossomicas com blocos co-
localizados dos rDNAs 45S e 5S na regido terminal do brago longo, e variantes sem a presenca das
sequéncias ribossomais (Fig. 3). O par 5 exibiu variantes cromossémicas com um sitio de rDNA 45S
em regido terminal e dois sitios de rDNA 5S, e variantes cromossémicas ndo portadoras de
sequéncias ribossomais (Fig. 3). Os pares 7 e 8 apresentou variantes com sitios terminais de rDNA
45S e variantes sem estes sitios (Fig. 3). O par cromossémico 17 apresentou variantes com um
grande sitio de rDNA 5S em porcéo intersticial do braco curto e blocos dos rDNAs 45S e 5S co-
localizados na regido terminal do braco longo; variantes com dois sitios de rDNA 5S; e variantes
com o maior sitio de rDNA 5S (Fig. 3). O par cromossémico 18 exibiu um sitio intersticial de rDNA

5S no brago longo e variantes cromossémicas sem este sitio (Fig. 3).

5.1.4. Discusséo

Os exemplares de A. argenteus e A. davisi apresentaram 2n = 54 cromossomos, semelhante
ao identificado nas outras espécies de Parodontidae. Apenas as fémeas de A. affinis possuem 55
cromossomos, em decorréncia do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZWiW, presente nessa
espéecie (Moreira-Filho et al., 1980). Todos os cromossomos de A. argenteus e A. davisi sdo
metacéntricos/submetacéntricos, assim como observado em P. moreirai cit. Parodon sp. (Centofante
et al., 2002), P. moreirai (Schemberger et al., 2011) e A. hasemani (Bellafronte et al., 2012). Quase a
totalidade das espécies de Parodontidae apresenta formulas cariotipicas compostas de cromossomaos

metacéntricos/submetacéntricos (Bellafronte et al., 2011); cromossomos subtelocéntricos, quando
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presentes, variam de 1 - 3 pares. A excecdo ocorre para populacdes de A. affinis do rio Cuiaba (Jesus
& Moreira-Filho, 1999) e do baixo rio Parand (Jorge & Moreira-Filho, 2000; Calgaro et al., 2004)
que detém variagdo de nimero de cromossomos acrocéntricos. Considerando a pequena variagdo na
formula cariotipica, a diversidade cromossomica da familia deve ser decorrente de inversdes
pericéntricas, e acumulo e movimentacdo de DNAs repetitivos, assim como sugerem Bellafronte et
al. (2011), Schemberger et al. (2014) e Ziemniczak et al. (2015).

Em Parodontidae, a heterocromatina constitui um bom marcador cromossdmico para
deteccdo do sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW e diferenciacdo de cari6tipos
(Bellafronte et al., 2011). Os padrGes heterocromaticos verificados em A. argenteus e A. davisi
indicam a auséncia de cromossomos sexuais diferenciados nas duas espécies. Estes resultados séo
similares aos encontrados para A. piracicabae (Jesus & Moreira-Filho, 2000a) e A. vittatus
(Bellafronte et al., 2011), as quais ndo possuem cromossomos sexuais diferenciados. Entretanto, 0s
blocos heterocromaticos exclusivos verificados em A. argenteus corroboram a hipdtese de
Bellafronte et al. (2011) e Schemberger et al. (2011) de que os DNAs repetitivos desempenharam um
importante papel na diferenciacdo cromossémica de Parodontidae. Foi constatada também a
sobreposicdo entre sitios Ag-NORs positivos e blocos heterocroméaticos para as duas espécies
analisadas, assim como € descrito para outras espécies da familia, como A. affinis (Jesus et al., 1999;
Jorge & Moreira-Filho, 2004), P. moreirai cit. Parodon sp. (Centofante et al., 2002), A. ibitiensis
(Bellafronte et al., 2009) e A. hasemani (Bellafronte et al., 2012). A condicdo de NORs simples
observada em A. argenteus é compartilhada com a maioria das espécies da familia que possuem
dados citogenéticos disponiveis. Entretanto, assim como foi verificado em A. davisi (presente
trabalho), NORs multiplas também j& foram evidenciadas em A. ibitiensis (Bellafronte et al., 2009).

Em A. argenteus (presente estudo), o rDNA 45S foi observado em um dnico par
cromossémico, como verificado para A. affinis, Apareiodon sp., A. piracicabae, A. vladii, P.

moreirai, P. hilarii, P. nasus e P. pongoensis (Bellafronte et al., 2011). Em A. davisi (presente
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trabalho), A. ibitiensis e A. vittatus (Bellafronte et al., 2011), sitios adicionais foram identificados. O
maior sitio de rDNA 45S verificado nas espécies portadoras de NORs multiplas é provavelmente
correspondente ao sitio de rDNA 45S verificado nas espécies com NORs simples. Considerando que
0s pares cromossdmicos portadores deste sitio apresentam tamanho e morfologia diferentes entre as
espécies de Parodontidae, € possivel supor que eventos de inversdes pericéntricas, translocagdes,
duplicacdes e dele¢des levaram os surgimentos dessas alteracfes morfoldgicas.

Na maioria das espécies da familia Parodontidae, o gene ribossomal 5S mostra-se alocado em
apenas um unico par cromossdémico, assim como verificado para A. argenteus (presente trabalho).
Apenas em A. vladii cit. Apareiodon sp. (Rosa et al., 2006) e A. davisi (presente trabalho) foram
identificados sitios adicionais. Todas as espécies de Parodontidae possuem sitios intersticiais de
rDNA 5S alocados no braco curto de um par cromossémico, sendo um par subtelocéntrico em P.
nasus e um submetacéntrico nas demais espécies. Este sitio possivelmente corresponde ao sitio
ancestral de rDNA 5S de Parodontidae, em funcdo de apresentar condi¢do conservada entre as
espécies.

O caso de sobreposicdo de sequéncias ribossomais de A. davisi é o primeiro relato para a
familia. Em P. nasus, ha relato de sintenia destes genes, sem a sobreposicao de sitios (Bellafronte et
al., 2005). Em espécies de peixes pertencentes a outros grupos, como espécies de Channichthyidae
(Mazzei et al., 2004), Pimelodus britskii (Moraes-Neto et al., 2011), espécies de Ancistrus (Mariotto
et al.,, 2011), Isbrueckerichthys duseni e Parotocinclus maculicauda (Ziemniczak et al., 2012), e
espécies de Hypostomus (Traldi et al., 2013), a sobreposicdo destas sequéncias ja foi observada. A
sobreposicdo dos genes ribossomais em varias porcdes cromossdmicas de A. davisi levanta o
questionamento sobre a integridade e funcionalidade destas sequéncias. O arranjo das sequéncias
ribossomais em cromossomos distintos € a condicdo mais frequente em peixes (Lui et al., 2009). De

acordo com Martins & Galetti Jr. (1999), a condicdo separada desses genes € mais vantajosa que a
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sinténica. Segundo Dover (1986), rearranjos desfavoraveis como conversdes génicas e crossing-
overs desiguais podem ocorrer quando 0s genes estdo em sintenia.

O polimorfismo envolvendo as duas sequéncias ribossomais em A. davisi € o primeiro caso
descrito para Parodontidae. Em literatura, h& casos de polimorfismo envolvendo apenas o rDNA 18S,
como verificado em A. piracicabae - NOR (Moreira-Filho et al., 1984; Jesus & Moreira-Filho,
2000a), A. affinis - NOR (Jorge & Moreira-Filho, 2004), A. ibitiensis e A. vittatus (Bellafronte et al.,
2011). Outros grupos de peixes como, Oncorhynchus mykiss (Porto-Foresti et al., 2004) e
Rineloricaria lima (Rosa et al., 2012), também possuem relatos de polimorfismo cromossémico
envolvendo os genes ribossomais.

O polimorfismo referente a presenca/auséncia de um pequeno sitio de rDNA 5S no par 17 de
A. davisi parece ser decorrente de um evento de inverséo pericéntrica. A ocorréncia da inverséo
levou uma parte do sitio maior e conservado localizado préximo ao centrémero para a regido sub-
terminal do braco longo desse par. Em peixes, ha outros casos nos quais se evidencia a participagdo
de inversdes na distribuicdo de genes ribossomais (Jorge & Moreira-Filho, 2004; Porto-Foresti et al.,
2004; Vicari et al., 2006b; Mariotto et al., 2009). J& o polimorfismo associado aos sitios de rDNA
18S parece ser decorrente de eventos de transposicdo de DNA entre cromossomos nao-homologos
devido ao arranjo cromossdémico na intérfase meiotica e profase, levando a distribuicdo equilocal de
sitios, ja que tais sitios apresentam distribuicdo preferencial nas por¢des terminais dos cromossomos
(Schweizer & Loidl, 1987). Em peixes, esse evento de distribuicdo equilocal parece ter participado
da evolugédo cromossémica de outros grupos, como em Hypostomus (Artoni & Bertollo, 1999).

Estudos de sequenciamento e analise dos rDNAs tém evidenciado a invasdo de elementos
transponiveis, principalmente em suas regides espacadoras, 0s quais contribuem para o espalhamento
destas familias génicas em cépias funcionais ou pseudogenes nos genomas (Drouin & Moniz de Sa,
1995; Da Silva et al., 2011; Gornung, 2013; Rebordinos et al., 2013; Symonova et al., 2013). No

caso especifico do rDNA 5S, a fusdo deste gene a partes de elementos transponiveis pode dar origem
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a short interspaced nuclear elements (SINEs) derivados do rDNA 5S (Sumner 2003; Piskurek et al.,
2009). Ja foi proposto que a diversificagdo de sitios de rDNAs em numero de copias e localizagdo
nos cromossomos pode afetar as taxas de recombinacdo e propiciar a diferenciacdo cariotipica entre
genomas proximos (Symonova et al., 2013; Pucci et al., 2014). Assim, a diversificacdo das familias
génicas dos rDNAs em A. davisi pode ter ocorrido com o envolvimento de elementos transponiveis.

A fracéo repetitiva WAp e o DNA satélite pPh2004 sdo elementos repetitivos descritos para
espécies de Parodontidae e tém sido utilizados como importantes marcadores evolutivos neste grupo
(Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2010). Assim como verificado para A. argenteus e A. davisi
(presente trabalho), todas as espécies da familia com dados de WAp disponiveis exibem tal
sequéncia dispersa pelo cari6tipo, ocorrendo acumulos diferenciais naquelas com sistemas de
cromossomos sexuais definidos (Schemberger et al., 2011). O DNA satélite pPh2004, até o
momento, havia sido localizado nos cromossomos de espécies do género Parodon e em A. affinis
(Centofante et al., 2002; Vicente et al., 2003; Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011). Nas
demais espécies do género Apareiodon com estudos cromossdémicos ndo foram detectados sinais
desta sequéncia através de FISH (Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011; Bellafronte et
al., 2012). Na presente andlise, A. argenteus e A. davisi apresentaram sitios do DNA satélite pPh2004
em seus cariotipos, possibilitando inferir que a origem deste DNA satélite ocorreu antes da separacao
dos géneros Parodon e Apareiodon, e que algumas espécies de Apareiodon sofreram posterior
eliminacdo deste DNA satélite. Partindo do pressuposto de origem comum para todos os sitios das
espécies, a condicdo inicial para este DNA satélite seria a de apenas um sitio, como verificado em P.
pongoensis (Schemberger et al., 2011) e A. davisi (presente trabalho). Todas as outras espécies que
possuem sitios multiplos apresentariam uma condicao derivada.

Segundo a proposta de Schemberger et al. (2011), a associacdo dos DNASs repetitivos
pPh2004 e WAp permite a identificagdo de proto-cromossomos sexuais nas espécies da familia

Parodontidae que ndo apresentam sistemas sexuais bem definidos. De acordo com tais autores, 0
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proto-cromossomo sexual em P. pongoensis e P. nasus corresponde ao par 13, que é portador de
sitios dos dois DNAs satélites citados. Em A. piracicabae e A. vittatus, as quais ndo apresentam
heteromorfismo de cromossomos sexuais, 0S proto-cromossomos sexuais ndo puderam ser
identificados com o uso destas duas sondas (Schemberger et al., 2011). Nas espécies analisadas no
presente trabalho, analisando a posicéo dos sitios de pPh2004 e WAp, é possivel identificar possiveis
cromossomos correspondentes ao par 13 citado por Schemberger et al. (2011), o par 10 em A.
argenteus e o par 24 em A. davisi.

O presente estudo apresentou os primeiros dados cromossomicos de A. argenteus e A. davisi.
Estes resultados contribuem para o conhecimento da diversidade cariotipica da familia, como
observado pela ocorréncia do polimorfismo cromossémico dos genes ribossomais em A. davisi, além
de contribuir para a compreensdo do papel dos DNAs repetitivos na diversificagdo genémica e

cariotipica do grupo.
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5.1.7. Figuras e Tabelas
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Figura 1. Cariotipos de Apareiodon argenteus (a, b) e Apareiodon davisi (c, d) corados com Giemsa (a, c) e

tratados pelo bandamento C (b, d). Em destaque os cromossomos portadores de sitios Ag-NORs positivos.
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Figura 2. Cariotipos de Apareiodon argenteus (a, b) e Apareiodon davisi (c, d) submetidos a

hibridizagdes in situ fluorescente com sondas de rDNA 18S (sinal verde) e 5S (sinal vermelho)




(a, ¢) e com sondas de pPh2004 (sinal verde) e WAp (sinal vermelho) (b, d). Em destaque, 0s

cromossomos portadores de duas sondas.
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Figura 3. Polimorfismo de Apareiodon davisi. Pares cromossémicos portadores

de polimorfismo dos genes ribossomais 45S (sinal verde) e 5S (sinal vermelho).




5.2. Capitulo 2

Divergéncia evolutiva recente em peixes do género
Apareiodon (Characiformes, Parodontidae): inferéncias

cromossdmicas e moleculares

Artigo em preparacao
68



Resumo

Historicamente, a descricdo das espécies de Parodontidae tem sido feita através da taxonomia
morfolégica. Com o avanco das técnicas citogenéticas e moleculares, a associacdo destes dados de
diferentes naturezas tem produzido resultados robustos para a sistematica e taxonomia do grupo. Esta
associacdo mostra uma tendéncia mundial em analisar populagdes naturais a partir de diferentes
perspectivas. Neste contexto, o presente trabalho visa contribuir para o conhecimento da diversidade
genética existente em Parodontidae, apresentando uma analise integrada de dados citogenéticos
(classicos e moleculares) e da sequéncia parcial do gene da citocromo C oxidase | (DNA Barcode) de
quatro espécies de Apareiodon da bacia do rio Toncantins, Brasil: A. cavalcante, Apareiodon sp. 1,
Apareiodon sp. 2 e A. machrisi. Os resultados obtidos indicaram que 0s niveis cromossémico e
molecular de organizacdo bioldgica possuem taxas evolutivas distintas nessas espécies. Os
marcadores utilizados indicam que estes quatro conjuntos de espécimes apresentam divergéncia
recente, sendo A. cavalcante, Apareiodon sp. 2 e A. machrisi espécies nominais. Portanto,
Apareiodon sp. 2 representa uma possivel espécie nova a ser descrita. Os exemplares de Apareiodon
sp. 1, por sua vez, possivelmente constituem uma populacdo de A. machrisi que reteve os caracteres

cromossOmicos ancestrais.

Palavras-chave: DNA Barcode, COl, citogenética classica, citogenética molecular
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Abstract

Historically, the description of Parodontidae species has been performed by morphological
taxonomy. With the advancement of cytogenetic and molecular techniques, the combination of
different data has produced solid results for systematic and taxonomy of the group. This association
shows a global trend in analyzing natural populations from different perspectives. This paper aimed
at contributing to the knowledge of the genetic diversity in Parodontidae, presenting an integrated
analysis of cytogenetic data (classical and molecular) and partial sequence of the cytochrome C
oxidase | gene (DNA Barcode) of four species of Apareiodon from Toncantins river basin, Brazil: A.
cavalcante, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2 and A. machrisi. The obtained results indicated that
the chromosomal and molecular levels of biological organization have distinct evolutionary rates in
these species. The markers used indicate that these four sets of specimens show recent divergence,
and A. cavalcante, Apareiodon sp. 2 and A. machrisi are nominal species. Therefore, Apareiodon sp.
2 is a possible new species that needs to be described. The specimens of Apareiodon sp. 1 probably

constitute a population of A. machrisi which retained chromosomal ancestral characters.

Keywords: DNA Barcode, COI, classical cytogenetics, molecular cytogenetics
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5.2.1. Introducgéo

Parodontidae é uma familia de peixes neotropicais da ordem Characiformes, composta por 32
espécies consideradas validas (Eschmeyer & Fong, 2015). Do ponto de vista taxonémico, mostra-se
distinta dos outros Characiformes por diversas caracteristicas morfoldgicas, tais como auséncia de
l&bio superior e presenca de dentes pré-maxilares frouxamente ligados ao 0sso pré-maxilar através da
face posterior de seu pedunculo (Ingenito, 2008). Os trés géneros da familia (Parodon Valenciennes,
1849; Saccodon Kner, 1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916) diferenciam-se entre si através do
conjunto de duas caracteristicas: numero de raios indivisos nas nadadeiras peitorais e
auséncia/presenca de dentes na regido latero-posterior da mandibula (Pavanelli, 2003). Dentro do
género Apareiodon, as 14 espécies validas sdo discriminadas através de caracteristicas como nimero
de dentes pré-maxilares, nimero de dentes maxilares, nimero de cuspides dos dentes pré-maxilares e
padréo de coloracédo externa (Pavanelli, 1999).

Apesar da grande importancia dos caracteres morfoldgicos na identificacdo das espécies de
Parodontidae, a associacao destas informagdes com dados citogenéticos e moleculares tem produzido
resultados robustos para a sistematica e taxonomia da familia. Bellafronte et al. (2005), fazendo uso
de estudos cromossdémicos e analise do nimero de clspides dos dentes pré-maxilares de Parodon
tortuosos e Parodon nasus, confirmaram a proposta de Pavanelli (2003) em alocar P. tortuosus como
sinbnimo de P. nasus. Estudos de DNA Barcode associados a dados citogenéticos e morfoldgicos
levaram Bellafronte et al. (2013) a identificar com maior acuracidade a possivel existéncia de 2
grupos distintos dentro de Apareiodon affinis, individuos estes considerados morfologicamente
semelhantes porém citogenéticamente distintos. Além disso, permitiu aos autores separar as espécies
Apareiodon ibitiensis e Apareiodon sp., as quais possuem marcadores citogenéeticos semelhantes e
morfologia levemente diferenciada.

A citogenética e a genética molecular ndo substituem as analises taxondmicas convencionais,

mas sdo capazes de revelar casos nos quais existe divergéncia entre agrupados de uma unidade
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bioldgica, e também participar na confirmacdo de tdxons. Neste contexto, o presente trabalho busca
contribuir para o conhecimento da diversidade genética existente em Parodontidae, apresentando
uma analise integrada de dados citogenéticos (classicos e moleculares) e da sequéncia parcial do
gene da citocromo C oxidase | (COI) de quatro espécies de Apareiodon da bacia do rio Tocantins,

Brasil.

5.2.2. Materiais e Métodos
Amostras e pontos de coleta

Foram analisados exemplares de quatro espécies de Apareiodon: A. cavalcante, Apareiodon
sp. 1, Apareiodon sp. 2 e A. machrisi, coletadas em quatro distintas localidades do estado de Goias
(Brasil), pertencentes a bacia do rio Tocantins (Tab. 1; Fig. 1). As coletas foram autorizadas pelo
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICM-Bio - licenga N°10538-1). Os
procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica em Experimentacio Animal
(processo: 13/2014) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Brasil. Todos os exemplares
estdo depositados na Colecdo Ictioldgica do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e
Aguicultura (NUPELIA), da Universidade Estadual de Maringd (UEM), estado do Parana, Brasil

(Tab. 1).

Metodologias de citogenética

Suspensdes celulares contendo os cromossomos mitéticos foram obtidas a partir de porgdes
do rim anterior dos animais, de acordo com protocolos descritos por Foresti et al. (1993) e Blanco et
al. (2012). Para a definicdo dos numeros diploides e formulas cariotipicas, os cromossomos foram
corados com solucdo de Giemsa 5%. A classificacdo de Levan et al. (1964) foi utilizada para a
determinacdo da formula cariotipica. As regiGes heterocromaticas foram evidenciadas através do

procedimento de bandamento C descrito por Sumner (1972), com etapa final de coloracao por iodeto
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de propidio (Lui et al., 2012). As regides organizadoras de nucléolo (NORs) foram identificadas
através da técnica de impregnacao por nitrato de prata descrita por Howell & Black (1980).

Foi realizado o mapeamento fisico cromossémico por FISH (Fluoreccence in situ
Hybridization) de 6 familias de DNAs repetitivos: rDNA 18S, rDNA 5S, sequéncia telomérica
(TTAGGG),, sequéncia (GATA),, DNA satélite pPh2004 e fracdo repetitiva WApP.

Os DNAs ribossdmicos 18S e 5S e 0 DNA satélite pPh2004 foram amplificados a partir de
clones descritos por Hatanaka & Galetti Jr. (2004), Martins & Galetti Jr. (2001) e Vicente et al.
(2003), respectivamente. O DNA telomérico (TTAGGG), foi amplificado utilizando os primers
(TTAGGG)s e (CCCTAA)s (ljdo et al., 1991) e a sequéncia (GATA), foi obtida com os primers
(GATA)7 e (TATC); (Epplen et al., 1982).

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, sendo que as amplificacGes de
rDNA 18S, (TTAGGG),, (GATA), e pPh2004 foram marcadas com biotina 16-dUTP (Biotin Nick
Translation mix, Roche Applied Science, Mannheim, Germany), enquanto a sonda de rDNA 5S foi
marcada com digoxigenina 11-dUTP (Dig Nick Translation mix, Roche Applied Science), de acordo
com as instrucgdes do fabricante.

A fracdo repetitiva WAp foi amplificada e marcada com digoxigenina 11-dUTP (Roche
Applied Science) através de reacdes de DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed - Polymerase
Chain Reaction), a partir de microdisseccdo da por¢cdo heterocroméatica do cromossomo W
(Schemberger et al., 2011).

As hibridizagdes in situ fluorescentes (FISH) seguiram o protocolo de Pinkel et al. (1986), e
foram realizadas sob condicGes de alta estringéncia (77%), com mix de hibridizacdo composto por
200ng de cada sonda, 50% de formamida, 10% de sulfato dextrano e 2xSSC. As laminas foram
submetidas a hibridizacdo por 16h. A deteccdo dos sinais foi realizada utilizando avidina-FITC
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para as sondas de rDNA 18S, (TTAGGG),, (GATA), e pPh2004; e

anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) para a sondas de rDNA 5S e WAp.
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As preparacfes cromossdmicas obtidas pela citogenética classica foram analisadas em
microscopio éptico de campo claro e as preparacdes de citogenética molecular foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia, com filtros apropriados. As imagens selecionadas foram capturadas

através do software DP2-BSW, com cdmera acoplada a um microscopio Olympus BX51.

Metodologias moleculares

Foi realizada extracdo de DNA genbmico a partir de por¢des do figado, armazenados em
etanol 100%, segundo protocolo de Sambrook et al. (2001). Sequéncias parciais do gene da
citocromo C oxidase subunidade | (COI) foram obtidas conforme protocolo descrito por Bellafronte
et al. (2013), utilizando-se os primers Fish F1 e Fish R1 (Ward et al., 2005).

As reacdes de sequenciamento foram realizadas usando o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction (ABI) e os produtos foram entdo sequenciados bidirecionalmente em
sequenciadores automaticos de DNA: ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™).

As sequéncias de cinco individuos de cada uma das quatro espécies estudadas foram
analisadas usando o BIOEDIT 5.0.9 (Hall, 1999). Todas as sequéncias foram alinhadas com o
algoritmo ClustalW integrado no programa DAMBE (Xia & Xie, 2001). As distancias genéticas
foram estimadas com o modelo Kimura-2-parametros (Kimura, 1980). O dendograma de Neighbour-
Joining (NJ) e as analises de distancia genética foram realizados através do programa MEGA 5.01
(Tamura et al., 2011). A rede de haplétipos foi construida através do programa DnaSP 5.0 (Librado

& Rozas, 2009).

5.2.3. Resultados

Dados citogeneticos
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As quatro espécies analisadas possuem macroestrutura cariotipica conservada com 2n = 54
cromossomos (52m/sm + 2st; NF = 108), sem a ocorréncia de cromossomos sexuais diferenciados
(Fig. 2a, b, c, d). A heterocromatina ocupa preferencialmente as por¢des centroméricas e terminais de
todos os cromossomos (Fig. 3a, b, ¢, d), enquanto que as regifes organizadoras de nucléolo (Ag-
NORs) ocorrem na porcdo terminal do brago longo do par cromossémico 12 (Fig. 3a, b, ¢, d, em
destaque).

Em A. cavalcante e Apareiodon sp. 1, as FISHs com sondas de rDNAs 18S e 5S
evidenciaram a ocorréncia de co-localizagdo destas sequéncias em por¢Oes intersticiais dos pares
cromossémicos 10 e 11 (Fig 4a, b). Foi localizado também um sitio de rDNA 18S na regido terminal
do par 12 (Fig. 4a, b). Em Apareiodon sp. 2, a FISH com sonda de rDNA 18S revelou a ocorréncia
desta sequéncia em porcdo terminal do par 12 (Fig. 4c). Ja para a sonda de rDNA 5S foram
evidenciadas marcas intersticiais nos pares 5 e 11 (Fig. 4c). Em A. machrisi, a FISH sonda de rDNA
18S revelou sitios apenas na porcao terminal do par 12 (Fig. 4d). Ja a FISH com sonda de rDNA 5S
revelou que esta sequéncia ocorre em porc¢éo instersticial do pares 10 e 11, e em co-localizagdo com
0 rDNA 18S no par cromossdmico 12 (Fig. 4d).

A sonda telomérica (TTAGGG), mostrou-se presente nas regides terminais de todos os
cromossomos do cari6tipo das quatro espécies, ndo sendo encontrados vestigios de sitios teloméricos
intersticiais (ITS) (Fig. 5a, b, ¢, d). Os sitios da sonda (GATA), mostraram-se distribuidos por todo o
caridtipo das quatro espécies, concentrando-se preferencialmente nas porcbes terminais dos
cromossomos em A. cavalcante, Apareiodon sp. 1 e Apareiodon sp. 2 (Fig. 6a, b, ¢) e em porcdes
instersticiais em A. machrisi (Fig. 6d). Foram observadas variagdes na intensidade destes sitios entre
as espécies (Fig. 6a, b, c, d).

O DNA satélite pPh2004 foi localizado em porcao intersticial do par cromossdmico 1 e em
duas por¢des do par cromossdmico 23 em A. cavalcante, Apareiodon sp. 1 e Apareiodon sp. 2,

enquanto que a fracdo repetitiva WAp mostrou-se dispersa por todo o cariotipo dessas especies,
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sendo evidenciados acumulos nas por¢fes terminais dos cromossomos (Fig. 7a, b, ¢). Um sitio
intersticial WAp adicional no par 23 foi verificado apenas em Apareiodon sp. 2 (Fig. 7c). Em A.
machrisi, 0 DNA satélite pPh2004 mostrou-se presente apenas na regido terminal do brago longo do
par cromossdmico 2, enquanto que a fragdo repetitiva WAp encontra-se dispersa pelo cariétipo, com

blocos proeminentes nas regides terminais e intersticiais dos cromossomos (Fig. 7d).

Dados moleculares

Para as quatro espécies analisadas no presente trabalho foram obtidas sequéncias do gene COI
com 659 pares de bases. Todas as sequéncias obtidas foram de alta qualidade e ndo apresentaram
evidéncias de insercdes, delecdes e cddons de terminacdo. Estas sequéncias foram depositadas no
GenBank. As distancias genéticas variaram de 0,0011+0,0006, entre individuos de A. machrisi, a
0,0452+0,0083, entre individuos de A. cavalcante e Apareiodon sp. 2. (Tab. 2). A arvore de
Neighbour-Joining obtida esté representada na Fig. 8.

Para estas sequéncias foram identificados nove haplétipos, com diversidade haplotipica de
0,8667. Os haploétipos 1, 2 e 3 (H1, H2 e H3) mostraram-se compostos por individuos de Apareiodon
sp. 2; os haplétipos 4 e 5 (H4 e H5) mostraram-se compostos por individuos de A. cavalcante; o
haplétipo 6 (H6) mostrou-se composto por individuos de A. machrisi e Apareiodon sp. 1; e 0s
haplétipos 7, 8 e 9 (H7, H8 e H9) mostraram-se compostos por individuos de Apareiodon sp. 1 (Fig.
9). A rede de hapl6tipos gerada para estas sequéncias encontra-se unida por um haplétipo ancestral

hipotético (Fig. 9).

5.2.4. Discusséo
Apesar das quatro espécies aqui estudadas compartilharem uma macroestrutura cariotipica
conservada, exclusividades evolutivas podem ser destacadas para cada uma delas em relacdo a

localizacdo dos rDNAs 18S e 5S, concentracdo da sequéncia (GATA),, localizacdo do DNA satélite
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pPh2004 e dispersdo da fragdo repetitiva WAp. Neste contexto, os pares cromossomicos 1, 2, 5, 10,
11, 12 e 23, juntamente com o padrdo de dispersdo das sequéncias (GATA), e WAp pelo cariétipo
todo, sdo capazes de delimitar as espécies (Fig. 8). Com base nestes caracteres, pode ser sugerida a
ocorréncia de trés espécies: (1) A. cavalcante se diferencia das demais pela co-localizagdo dos genes
ribossomais nos pares 10 e 11 e pelo padrdo da sequéncia (GATA), com proeminentes blocos
terminais; (2) Apareiodon sp. 2 pode ser distinguida das demais pelo sitio de rDNA 5S localizado no
par 5, pela pequena quantidade de (GATA), no cari6tipo, com blocos preferencialmente terminais, e
pelo sitio de WAp co-localizado ao pPh2004 no par 23; e (3) A. machrisi mostra-se diferenciada pelo
sitio de rDNA 5S co-localizado ao rDNA 18S no par 12, pelo padrdo de dispersdo da sequéncia
(GATA), com poucos blocos terminais, pela grande quantidade da fragdo repetitiva WAp dispersa
por todo o comprimento dos cromossomos e pela localiza¢do dos sitios de pPh2004 no par 2. Neste
contexto, Apareiodon sp. 1 ndo pode ser diferenciada de A. cavalcante, j& que estas espécies
compartilham os caracteres cromossémicos empregados.

Andlises das sequéncias parciais do gene COIl para A. cavalcante, Apareiodon sp. 1,
Apareiodon sp. 2 e A. machrisi evidenciaram uma distancia genética intraespecifica média de 0,31%-
0,10%. As distancias genéticas interespecificas para estas espécies apresentaram duas condicdes
divergentes: (1) entre A. cavalcante, Apareiodon sp. 1 e A. machrisi os valores foram inferiores a
2%, com média de 0,84% - 0,36%; e (2) entre Apareiodon sp. 2 e as demais espécies 0s valores
foram superiores a 2%, com média de 5,29% - 3,65%. Apesar da pequena diferenca nos valores das
distancias genéticas intra e interespecificas para A. cavalcante, Apareiodon sp. 1 e A. machrisi, A.
cavalcante pode ser diferenciada das demais, j& que é composta por haplétipos exclusivos (Fig. 8).
De acordo com Ward et al. (2009), o valor de 2% para diferenciacdo interespecifica pode ser usado
como um ponto de inicio para a investigacéo, e, segundo Pereira et al. (2013) essa diferenciacéo deve
ser considerada juntamente a outras caracteristicas, como a histdria evolutiva das espécies. Neste

contexto, os resultados moleculares indicam a formagéo de trés grupos: (1) um grupo formado pelos
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individuos de A. machrisi e Apareiodon sp.1; (2) um grupo formado pelos individuos de A.
cavalcante; e (3) um grupo formado pelos exemplares de Apareiodon sp. 2.

Considerando a proximidade evidenciada pelos dados cromossdmicos e moleculares, e o fato
de estarem alocadas na mesma bacia hidrografica, supde-se que a divergéncia destas espécies €
recente e, no passado, o fluxo génico as mantinha homogéneas. Os afluentes da bacia do Alto rio
Tocantins sdo caracterizados pela ocorréncia de grandes cachoeiras. Desta forma, o surgimento
destas barreiras pode ter levado ao isolamento das espécies, impedindo o fluxo génico e favorecendo
0S processos Vicariantes. Outras explicacdes plausiveis para o isolamento recente destas espécies
podem ser as mudancas de seu comportamento dirigidas por pressdo de predacdo e competicdo por
alimento. De acordo com Lowe-McConnel (1999), a pressdo de predacdo e a competicdo por
alimento podem reduzir a dispersdo das espécies limitando seu fluxo génico e, desta forma,
contribuir para formac&o de isolados populacionais e diferenciacao de espécies.

A associacdo das informagfes cromossomicas e moleculares de A. cavalcante, Apareiodon
sp. 1, Apareiodon sp. 2 e A. machrisi evidencia que a evolucdo para estes dois niveis de organizacédo
bioldgica vém ocorrendo em velocidades distintas nas espécies. Partindo do pressuposto que as
quatro espécies compartilhem um ancestral comum, a sobreposicdo dos dados citogenéticos de A.
cavalcante e Apareiodon sp. 1 é um forte indicio de que a condigdo cromossémica destes exemplares
corresponda a condigdo ancestral para o grupo. Neste sentido, a diferenciacdo de A. cavalcante
ocorreu especialmente a nivel molecular. Para Apareiodon sp. 2, a diferenciacdo das outras espécies
analisadas ocorreu tanto em nivel molecular quanto cromossémico, a caracterizando assim, como
possivel espécie nova. Para o grupo formado por A. machrisi e Apareiodon sp. 1, observou-se a
ocorréncia de diferenciacdo molecular em relacdo as demais espécies, acompanhada de
diversificacdo cromossomica apenas em A. machrisi. Para este grupo, provavelmente, os dois
conjuntos de exemplares representem distintas populagdes de A. machrisi, sendo que em uma delas

ocorreu uma rapida evolucdo cromossomica.
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Em outros parodontideos e diferentes grupos de peixes também é possivel observar que
caracteres morfoldgicos, cromossdmicos e moleculares vém sofrendo diferentes taxas evolutivas. O
par de espécies Parodon nasus e Parodon moreirai apresenta uma baixa divergéncia genética,
contudo informagdes cromossdémicas e morfologicas as diferenciam facilmente (revisado em
Bellafronte et al., 2013). Para diferentes populacdes de Apareiodon affinis, a auséncia de diferencas
morfolGgicas associada a variagdes cromossémicas e alta divergéncia genética sugerem que 0 grupo
seja um complexo de espécies (revisado em Bellafronte et al., 2013), assim como verificado para
Hoplias malabaricus (Bertollo et al., 2000) e Astyanax fasciatus (Pazza et al., 2006; Pazza &
Kavalco, 2007). Em espécies das familias Serranidae e Haemulidae, os caracteres cromossomicos
ndo acompanharam a diversificagdo morfoldgica (Molina et al., 2002; Motta-Neto et al., 2011). De
acordko com Mank & Avise (2006), os actinopterigeos de maneira geral possuem um
ultraconservadorismo no numero cromossémico que se contrasta dramaticamente com o dinamismo
evolutivo de suas sequéncias gendmicas.

Com o intuito de contribuir para o conhecimento da diversidade genética existente na familia
Parodontidae, foram analisadas quatro espécies do género Apareiodon com dados cromossémicos e
de DNA Barcode inexistentes até o presente momento. Os resultados obtidos indicaram que estes
dois niveis de organizacdo biol6gica (cromossémico e molecular) possuem taxas evolutivas distintas
nessas espécies, assim como ocorre para outras espécies de peixes. Os marcadores utilizados indicam
que estes quatro conjuntos de espécimes apresentam divergéncia recente, sendo A. cavalcante,
Apareiodon sp. 2 e A. machrisi espécies nominais. Portanto, Apareiodon sp. 2 representa uma
possivel espécie nova a ser descrita. Os exemplares de Apareiodon sp. 1, por sua vez, possivelmente

constituem uma populacdo de A. machrisi que reteve os caracteres cromossémicos ancestrais.
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5.2.7. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Informag6es das espécies coletadas.
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Espécie Exemplares Localidade GPS Deposito
Apareiodon : _ 13°53°02,30” S;
54 3el59 rio Claro, cidade de Cavalcante NUP 16232
cavalcante 47°42°42.,00” O
Apareiodon ] o ) 14°31°19,20” S;
105 e9 % rio Passa-Treizinho, cidade de Uruacu NUP 16230
sp. 1 49°11°13,30” O
Apareiodon : - _ 15°28°49,99” S;
8Jell? rio Bandeirinha, cidade de Formosa NUP 16192
sp. 2 47°20°31,84” O
Apareiodon ribeirdo Cristalino, divisa entre as 13°43°14,38” S;
o 253e249 ) _ ) NUP 17079
machrisi cidades de Campinorte e Campinagu 48°42°37,46” O

Legenda

Apareiodon cavalcante
Apareiodon sp. 1
Apareiodon sp. 2

Figura 1. Figura representativa da area de coleta. Imagens extraidas do Google Earth.
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Figura 2. Cari6tipos de Apareiodon cavalcante (a), Apareiodon sp. 1 (b), Apareiodon sp. 2 (¢) e
Apareiodon machrisi (d) com colorac¢éo convencional com Giemsa.
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Figura 3. Cariotipos de Apareiodon cavalcante (a), Apareiodon sp. 1 (b), Apareiodon sp. 2
(c) e Apareiodon machrisi (d) tratados com bandamento C. Em destaque 0s cromossomos
portadores de sitios Ag-NORs positivos.



Figura 4. Cariotipos de Apareiodon cavalcante (a), Apareiodon sp. 1 (b), Apareiodon sp. 2 (¢)

e Apareiodon machrisi (d) submetidos a hibridizacdo in situ fluorescente com sondas de rDNA

18S (sinal verde) e 5S (sinal vermelho). Em destaque os cromossomos portadores de sitios das

duas sequéncias.




Figura 5. Cari6tipos de Apareiodon cavalcante (a), Apareiodon sp. 1 (b), Apareiodon sp. 2 (¢) e

Apareiodon machrisi (d) submetidos a hibridizagéo in situ fluorescente com sonda telomérica
(TTAGGQG),.




Figura 6. Cariotipos de Apareiodon cavalcante (a), Apareiodon sp. 1 (b), Apareiodon sp. 2 (c) e Apareiodon

machrisi (d) submetidos a hibridizacao in situ fluorescente com sonda (GATA).




Figura 7. Cariotipos de Apareiodon cavalcante (a), Apareiodon sp. 1 (b), Apareiodon sp. 2

(c) e Apareiodon machrisi (d) submetidos a hibridizag&o in situ fluorescente com sondas de

DNA satélite pPh2004 (sinal verde) e fracéo repetitiva WAp (sinal vermelho). Em destaque 0s

cromossomos portadores de sitios das duas sequéncias.




Tabela 2. Distancia Genética (média * erro padrdo) entre as espécies analisadas. Na diagonal

principal (negrito) estdo os valores intraespecificos.

A. cavalcante Apareiodon sp.1 Apareiodonsp.2  A. machrisi

Apareiodon cavalcante 0,0025+0,0011
Apareiodon sp. 1 0,0086+0,0031  0,0025+0,0013
Apareiodon sp. 2 0,0452+0,0083  0,0447+0,0080 0,0020+0,0010
Apareiodon machrisi  0,0069+0,0031  0,0025+0,0010 0,0443+0,0083  0,0011+0,0006
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Figure 8. Arvore de Neighbour-Joining usando o modelo de distancia Kimura-2-pardmetros. Nimeros nos nos representam valores de
bootstrap obtidos em 1000 pseudoréplicas. A direita, idiograma representativo dos pares cromossdmicos marcadores e seus respectivos

sitios das sondas utilizadas para as espécies analisadas.
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Figura 9. Rede de haplétipos formada com as amostras de A. cavalcante, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp.
2 e A. machrisi. Os tracos indicam passos mutacionais e o tamanho dos circulos é proporcional ao nimero

de amostras correspondentes a cada haplotipo.
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5.3. Capitulo 3

Mapeamento cromossomico das sequéncias de histonas

H1 e H4 em espeécies de Parodontidae (Characiformes).

Artigo em preparacao
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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo analisar a localizacdo cromossémica dos genes das histonas
H1 e H4 em espécies de Parodontidae. Assim, sete espécies desta familia (Apareiodon cavalcante,
Apareiodon machrisi, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2, Apareiodon argenteus, Apareiodon davisi
e Parodon cf. pongoensis) foram submetidas a hibridizac6es in situ fluorescentes com sondas destes
genes, amplificadas a partir do genoma de A. cavalcante. As sequéncias obtidas na amplificacdo das
histonas H1 e H4 apresentaram 626 e 213 pares de bases, respectivamente, exibindo similaridade
com sequéncias parciais destes genes de outras espécies de peixes. Além disso, a sequéncia de H1
amplificada apresentou similaridade com um fragmento interno do elemento transponivel ERV1-2
FCa-I. As hibridizacOes revelaram a ocorréncia de co-localizacdo destes genes em porgéo intersticial
de um Uunico par cromossomico (par 20 em P. cf. pongoensis e par 13 nas demais espécies),
ocorrendo também um sitio adicional de H1 em A. davisi e pequenos sitios dessa sequéncia dispersos
pelos cariotipos de todas as espécies. Os resultados sugerem que o cluster H1-H4 alocado em apenas
um par cromossdmico seja a tendéncia para Parodontidae, indicando assim uma possivel
conservacao desta clusterizacdo em todas as espécies do grupo. Os pequenos sitios de H1 dispersos
pelos caridtipos e o sitio adicional de A. davisi provavelmente estdo associados ao retroelemento
inserido nesta sequéncia. Além disso, o sitio adicional de A. davisi também pode ser resultado de
rearranjos cromossémicos, bem como o par portador do cluster H1-H4 em P. cf. pongoensis. Apesar
de ser sugerida a conservacdo da localizagdo dos genes das histonas H1 e H4 em Parodontidae, as
particularidades apresentadas por algumas espécies indicam que, em alguns casos, estes genes estao

envolvidos em processos evolutivos que resultam em maior nivel de diferenciacao.

Palavras-chave: familias multigénicas, marcadores cromossémicos, hibridizagdo in situ

fluorescente, peixes

96



Abstract

This study aimed at analyzing the chromosomal location of H1 and H4 histone genes in Parodontidae
species. Seven species of this family (Apareiodon cavalcante, Apareiodon machrisi, Apareiodon sp.
1, Apareiodon sp. 2, Apareiodon argenteus, Apareiodon davisi and Parodon cf. pongoensis) were
subjected to fluorescence in situ hybridizations with probes of these genes amplified from the
genome of A. cavalcante. The H1 and H4 obtained sequences showed 626 and 213 base pairs
respectively, showing partial similarity to sequences of these genes from other fish species. In
addition, the H1 amplified sequence showed similarity to an internal fragment of the transposable
element ERV1-2 FCa-l. The hybridizations revealed co-localization of these genes in interstitial
portion of a single chromosome pair (pair 20 in P. cf. pongoensis and pair 13 in the other species),
also occurring an additional site of H1 in A. davisi and small sites of this sequence dispersed along
the karyotypes of all species. The results suggest that the H1-H4 cluster located at only one
chromosome pair is the trend to Parodontidae family, indicating a possible conservation of this
clusterization in all species of the group. The small sites of H1 dispersed along the karyotypes and
the additional site of A. davisi are probably associated with retroelement inserted in this sequence.
The H1 additional site of A. davisi can also result from chromosomal rearrangements, as well as the
carrier pair of H1-H4 cluster in P. cf. pongoensis. Although it is suggested that the location of the H1
and H4 histone genes in Parodontidae is conserved, some features presented by certain species
indicated that, in some cases, these genes are involved in developmental processes that result in

higher level of differentiation.

Keywords: multigene families, chromosomal markers, fluorescence in situ hybridization, fish
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5.3.1. Introducéo

A familia multigénica que codifica as histonas é composta pelos genes H1, H2A, H2B, H3 e
H4, os quais se encontram presentes em todos os eucariotos (Kornberg, 1977; Eirin-Lopez et al.,
2004). Estas cinco classes de histonas podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com
sua estrutura e funcdo: (1) cerne de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) que interagem com o DNA para
formar a estrutura dos nucleossomos; e (2) histona ligante (H1) que interage com o DNA entre 0s
nucleossomos dando origem a estrutura do cromatossomo (Simpson, 1978).

O mapeamento fisico de familias multigénicas em peixes mostra-se importante em estudos de
evolugdo cromossdmica e estrutura gendmica (Schemberger et al., 2011; Traldi et al., 2013; Martinez
et al., 2015). Apesar da recente difusdo de estudos cromossémicos com 0s genes de histonas em
espécies de peixes, 0s dados disponiveis mostram-se restritos apenas a alguns grupos (Pendas et al.,
1994; Hashimoto et al., 2011; Pansonato-Alves et al., 2013a, b).

Parodontidae é composta por 32 espécies validas (Eschmeyer & Fong, 2015), as quais se
encontram distribuidas em trés géneros: Parodon, Apareiodon e Saccodon (Pavanelli & Britski,
2003). Do ponto de vista cromossdmico, a familia apresenta manutencdo do nimero diploide de 54
cromossomos, com predominéncia de cromossomos metacéntricos/submetacéntricos (Moreira-Filho
et al., 1980; Vicari et al., 2010; Bellafronte et al, 2011; Schemberger et al., 2011). Apesar da
conservacao da macroestrutura, variacdes relacionadas a presenca de cromossomos sexuais e
localizacdo cromossdmica dos marcadores rDNAs 18S e 5S, DNA satélite pPh2004 e fracdo
repetitiva WAp séo evidenciadas (Moreira-Filho et al., 1980; Moreira-Filho et al., 1993; Centofante
et al., 2002; Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2006; Rosa et al., 2006; Bellafronte et al., 2011;
Schemberger et al., 2011)

Em fungdo da importancia das familias multigénicas como marcadores cromossémicos, 0

presente trabalho tem por objetivo analisar a localizacdo cromossémica dos genes de histonas H1 e
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H4 em espécies da familia Parodontidae, a qual constitui um interessante modelo para estudos de

evolugdo cromossomica.

5.3.2. Materiais e Métodos
Espécies analisadas

Foram analisadas sete espécies da familia Parodontidae, pertencentes a diferentes bacias
hidrogréficas brasileiras (Tab. 1). As coletas foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICM-Bio - licenca N°10538-1) e os procedimentos foram realizados
de acordo com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal (processo 13/2014) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os animais foram identificados e depositados na colecéo
ictiolégica do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (NUPELIA) da

Universidade Estadual de Maringa (UEM) (Tab. 1).

Metodologias moleculares

Foi realizada extracdo de DNA gendmico de A. cavalcante a partir de porcdes do figado,
segundo protocolo de Sambrook et al. (2001). A sequéncia da histona H1 foi amplificada por PCR,
utilizando-se os primers H1F (5-ATGGCAGAARYCGCMCCAGC-3’) e HIR (5’-
TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3") (Hashimoto et al., 2011), ¢ a sequéncia da histona H4 foi
amplificada através dos primers H4F2s (5°-TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-3’) e H4F2er
(5’-CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3’) (Pineau et al., 2005). As reacdes realizadas foram
compostas por 100-200 ng de DNA gendémico, 0,2uM de cada primer, 0,16 mM de dNTPs, 1U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5mM de cloreto de magnésio, Buffer 10x (sem cloreto) e 4gua
destilada. As condic¢des do ciclo de PCR foram: 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, 52°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 20 segundos, com posterior ciclo de extenséo

final de 72°C por 7 minutos.
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As reacOes de sequenciamento foram realizadas usando o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction (ABI) e os produtos foram entdo sequenciados bidirecionalmente em
sequenciadores automaticos de DNA: ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™). As
sequéncias obtidas foram analisadas usando o BIOEDIT 5.0.9 (Hall, 1999) e alinhadas com o
algoritmo ClustalW integrado no programa DAMBE (Xia & Xie, 2001).

As sequéncias foram analisadas através dos bancos de dados BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e CENSOR (www.girinst.org/censor/index.php) para

identificacdo de similaridades.

Metodologias citogenéticas

Os cromossomos metafésicos foram obtidos de por¢bes do rim anterior, seguindo 0s
protocolos descritos por Foresti et al. (1993) e Blanco et al. (2012). As sondas foram marcadas pela
técnica de nick translation, sendo que a amplificagdo de H1 foi marcada com biotina 16-dUTP
(Biotin Nick Translation mix, Roche Applied Science, Mannheim, Germany), e a amplificacdo de
H4 com digoxigenina 11-dUTP (Dig Nick Translation mix, Roche Applied Science), de acordo com
as instrucdes do fabricante.

Todos as hibridizagdes in situ fluorescentes (FISH) seguiram o protocolo descrito por Pinkel
et al. (1986), sobre alta condicdo de estringéncia de 77% (200 ng de cada sonda, 50% de formamida,
10% de sulfato de dextrano, 2xSSC, pH 7,0 — 7,2, a 37°C overnight). Apds a hibridizacao, as laminas
foram lavadas duas vezes em 15% formamida/0,2xSSC a 42°C por 10 minutos cada e posteriormente
foram efetuadas 2 lavagens de 5 minutos cada em 4xSSC/0.05% Tween em temperatura ambiente.
As metafases foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX51) e as imagens

capturadas pelo proprio sistema da camera (Olympus DP72).
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5.3.3. Resultados

As sequéncias obtidas na amplificacdo das histonas H1 e H4 apresentaram 626 e 213 pares de
bases (pb), respectivamente. Pela anélise no BLAST, estas sequéncias mostraram similaridade com
sequéncias parciais das histonas H1 e H4 de outras espécies de peixes. Pela anélise no CENSOR, a
sequéncia de H1 amplificada apresentou similaridade com um fragmento interno do elemento
transponivel ERV1-2 FCa-1 entre os pares de bases 301 e 505 (Fig. 1).

A FISH com as sondas das histonas H1 e H4 revelaram a presencga destas sequéncias na
porcdo intersticial do brago curto do par cromossomico 13 em A. cavalcante, A. machrisi,
Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2, A. argenteus e A. davisi, e do par cromossémico 20 em P. cf.
pongoensis, ocorrendo co-localizagdo dos sitios em todas as espécies. Um cluster adicional de H1-
H1 foi verificado na porcao terminal do braco longo do par 13 em A. davisi, e para todas as espécies

analisadas observaram-se pequenos sitios de H1 dispersos pelo cariotipo (Fig. 2).

5.3.4. Discusséo

O actmulo de informacdes a respeito dos genes das histonas tem demonstrado que a
estrutura, configuracdo e numero de cépias destas sequéncias variam amplamente entre 0s
organismos (Eirin-Lopez et al., 2009). A partir de varias informagdes disponiveis em literatura,
Eirin-Lopez et al. (2009) propds que, nas espécies de peixes, as histonas encontram-se organizadas
em quintetos génicos, repetidos aproximadamente 150 vezes no genoma, com arranjo in tandem. A
co-localizacdo das sondas de H1 e H4 observada em todas as espécies de Parodontidae analisadas no
presente trabalho, assim como em Astyanax fasciatus para os genes de H1 e H3 (Pansonato-Alves et
al., 2013a), em Astyanax bockmanni para H1, H3 e H4 (Silva et al., 2013), e em Rachycentron
canadum para H2B-H2A e H3 (Costa et al., 2014) permite inferir sobre a provavel clusterizacdo dos

genes histona neste grupo de peixes.
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A localizagdo cromossémica dos genes das histonas tém se mostrado conservada em espécies
proximas de alguns grupos animais. Esta condi¢cdo € observada para crustaceos (Barzotti et al.,
2000), insetos (Cabrero et al., 2009; Cabral-de-Mello et al., 2011) e peixes (Pendas et al., 1994;
Hashimoto et al., 2011; Pansonato-Alves et al., 2013a; Pansonato-Alves et al., 2013b). A presenga do
cluster H1-H4 em porcdo intersticial do brago curto de um Unico par cromossémico nas sete espécies
analisadas no presente trabalho reforca esta ideia. Entretanto, as particularidades verificadas em A.
davisi (cluster adicional H1-H4) e P. cf. pongoensis (par cromossdmico portador do cluster H1-H4)
refletem que estes genes também apresentam variacfes em sua localizacdo, como ja descrito em
literatura para insetos (Oliveira et al., 2011), moluscos (Carrilho et al., 2011) e peixes (Pansonato-
Alves et al., 2013b).

Além do bloco formado pelo cluster H1-H4 verificado em todas as espécies e o cluster
adicional H1-H4 de A. davisi, observou-se também pequenos sitios de H1 dispersos pelo cariétipo
das sete espécies, com variacGes no padrdao de intensidade. A presenca destes sinais dispersos pode
ser associada ao fragmento derivado do retrovirus endégeno ERV1-2 FCa-I inserido na cépia do
gene de H1 amplificada. Os retrovirus enddégenos (ERVS) séo retrotransposons que tém se
acumulado ao longo do tempo no genoma de muitos organismos (Lee & Bieniasz, 2007). Desta
maneira, 0s sitios dispersos evidenciados pela FISH com sonda de H1 podem representar fragmentos
desse retroelemento. Em peixes, fragmentos derivados de retrovirus enddgenos sdo identificados,
porém a grande maioria deles exibe mutacdes e deleces que inviabilizam a producdo de proteinas
funcionais (Shen & Steiner, 2004). A insercdo de apenas um fragmento do ERV1-2 FCa-1 na cépia
do gene H1 reforca esta tendéncia de degeneracao.

O ERV1-2 FCa-l é um retrovirus endogeno descrito para a espécie de felino Felis catus
(Pontius et al., 2007). De acordo com analise filogenetica de varios retrovirus, Herniou et al. (1998)
propde que a transferéncia horizontal dos retrovirus entre diferentes classes de vertebrados seja um

evento raro. Desta forma, a identificacdo da similaridade entre a sequéncia de um retrovirus de felino
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e a sequéncia do gene de H1 de uma espécie de peixe sugere a existéncia deste retroelemento antes
do evento de separagéo destes grupos.

Vérias espécies de Parodontidae vém sendo estudadas através de metodologias
citogenéticas, com o intuito de compreender a evolucdo cromossémica da familia (Moreira-Filho et
al., 1984; Vicari et al., 2006; Bellafronte et al., 2012; Schemberger et al., 2014; Capitulos 1 e 2).
Neste contexto, 0 mapeamento dos genes das histonas H1 e H4 pode contribuir para a construcao
deste cenario. Os resultados apresentados no presente trabalho indicam uma possivel conservagdo do
namero de sitios e localizagdo cromossémica no grupo, apesar de ocorrerem variagcdes em A. davisi e
P. cf. pongoensis. A manutencao do cluster H1-H4 em todas as espécies analisadas corresponde a um
forte indicio de que este bloco representa a condicdo ancestral para a familia. Desta forma, a
localizag&o deste bloco num par cromossomico menor em P. cf. pongoensis pode ser consequéncia
de rearranjos cromossémicos, especialmente delegdes e translocag¢des ndo-reciprocas, que resultaram
na reducdo do tamanho deste par cromossomico. O cluster adicional de H1-H4 verificado em A.
davisi possivelmente deve estar associado a dispersdo através de elementos transponiveis, como o
ERV1-2 FCa-I, ou a eventos de inverso e transposigéo.

Os resultados do presente trabalho representam os primeiros dados disponiveis para o
mapeamento cromossémico de genes de histonas em Parodontidae. Eles sugerem que a ocorréncia de
um cluster formado pelos genes H1 e H4 alocado em apenas um par cromossomico seja a tendéncia
para a familia Parodontidae, indicando assim uma possivel conservacao destes marcadores em todas
as espécies do grupo. Entretanto, as particularidades apresentadas por A. davisi e P. cf. pongoensis, e
os sitios dispersos possivelmente associados a elementos transponiveis indicam que em alguns casos

estes genes estdo envolvidos em processos evolutivos que resultam em maior nivel de diferenciacéo.
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5.3.7. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Espécies coletadas e informac6es dos pontos de coleta.

. N° ) Bacia .
Espécie Localidade ) . GPS Deposito
exemplares hidrografica

rio Claro, Cavalcante Tocantins- 13°53°02,30” S

A. cavalcante 543e15¢9 _ NUP 16232
(GO) Araguaia 47°42°42,00” O
o ribeirdo Cristalino, Tocantins- 13°43°14,38” S;

A. machrisi 253 e249Q ) ) NUP 17079
Campinorte (GO) Araguaia 48°42°37,46” O
: rio Passa-Treizinho, Tocantins- 14°31°19,20” S

Apareiodonsp.1 | 103e9¢9 : NUP 16230
Uruacu (GO) Araguaia 49°11°13,30” O
) rio Bandeirinha, Formosa | Tocantins- 15°28°49,99” S

Apareiodonsp.2 | 83ellQ ) NUP 16192
(GO) Araguaia 47°20°31,84” O
rio Araguaia, Aragarcas Tocantins- 15°53°32,70” S

A. argenteus 53e39 : NUP 16227

(GO) Araguaia 52°15°03,21”

N _ ] _ 06°24°25,80” S
A. davisi 213e329 rio Salgado, Ico (CE) Jaguaribe NUP 17080
38°52°01,70” O

rio Araguaia, Aragarcas Tocantins- 15°53°32,70” S

P. cf. pongoensis | 11Je8 ¢ : NUP 16228
(GO) Araguaia 52°15°03,21”
Histona H1
1 301 505 626

467 ERV1-2 247
FCa-I

Fig. 1. llustracéo da insercéo do elemento transponivel na sequéncia da histona H1
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Fig. 2. Caridtipos das espécies de Parodontidae
submetidas a FISH com sondas de histonas
H1 (sinal verde) e H4 (sinal vermelho).




6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da diversidade genética de Parodontidae,
apresentando dados cromossémicos e moleculares inéditos desta familia.

Das 16 espécies de Parodontidae descritas para o territdrio brasileiro, 11 apresentam estudos
citogenéticos disponiveis. Com os resultados obtidos, o presente trabalho contribuiu para o
conhecimento dos dados cromossdmicos de mais quatro espécies nominais e um grupo de individuos
que ainda carece de descricdo taxondmica: Apareiodon sp. 2. Neste contexto, contabilizando os
dados aqui gerados e os disponiveis em literatura, sdo encontradas informagcfes cromossémicas
correspondentes a 16 unidades bioldgicas pertencentes a Parodontidae.

A contagem dos numeros dipldides evidenciaram a presenca de 2n = 54 cromossomos em A.
cavalcante, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2, A. machrisi, A. argenteus e A. davisi. Para todas as
outras espécies de Parodontidae ja estudadas, este mesmo ndmero cromossémico foi observado,
inidicando assim uma forte conservacdo do numero diploide nesta familia. Para as seis espécies
analisadas, os blocos heterocroméaticos mostraram-se preferencialmente alocados em porcGes
centroméricas e terminais dos cromossomos, assim como ocorre para as outras espécies da familia
que ndo apresentam cromossomos sexuais diferenciados.

Foram identificadas regibes organizadoras de nucléolo simples em A. cavalcante, Apareiodon
sp. 1, Apareiodon sp. 2, A. machrisi, A. argenteus e maltiplas em A. davisi. Em literatura, observa-se
também a ocorréncia destas duas condi¢cdes para a familia Parodontidae, entretanto, a condi¢do
simples é mais frequente.

O gene ribossomal 45S apresentou variacdo ente as espécies analisadas, ocorrendo em
condicdo simples em Apareiodon sp. 2, A. machrisi e A. argenteus, e em condi¢do mdaltipla em A.
cavalcante, Apareiodon sp. 1 e A. davisi. Para o gene ribossomal 5S, A. argenteus exibiu apenas um

par cromossémico portador da sequéncia; todas as outras espécies analisadas apresentaram sitios
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multiplos. Estes dados corroboram com as informacdes disponiveis em literatura para a familia que
indicam variacgdes no padréo de localizagéo dessas.

O DNA satélite pPh2004 mostrou-se presente no cariétipo de todas as espécies analisadas. A
fracdo repetitiva WAp mostrou-se dispersa pelo cariétipo das seis espécies analisadas, sem
ocorréncia de acumulos preferenciais, como verificado para outras espécies de Parodontidae sem
cromossomos sexuais diferenciados

A sequéncia telomérica (TTAGGG), ocorreu apenas nas porcdes terminais dos cromossomos
de A. cavalcante, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2, A. machrisi, como verificado para outros
parodontideos. A sequéncia (GATA), mostrou-se dispersa pelo caridtipo das quatro espécies
analisadas, sem ocorréncia de acumulos preferenciais, como verificado para outras espécies de
Parodontidae sem cromossomos sexuais diferenciados.

As histonas H1 e H4 mostraram-se co-localizadas em Unico par cromossémico em A.
cavalcante, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2, A. machrisi, A. argenteus e A. davisi, P. cf.
pongoensis, ocorrendo também um sitio adicional de H1 em A. davisi e pequenos sitios dessa
sequéncia dispersos pelos caridtipos de todas as espécies. Estes dados representam as primeiras
informacdes da localizacdo cromoss6mica de genes histénicos para a familia.

As andlises comparativas com dados citogenéticos e moleculares realizadas para A.
cavalcante, Apareiodon sp. 1, Apareiodon sp. 2, A. machrisi revelaram divergéncia recente entre
estes quatro conjuntos de individuos, sendo A. cavalcante, Apareiodon sp. 2 e A. machrisi espécies
nominais. Portanto, Apareiodon sp. 2 representa uma possivel espécie nova a ser descrita. Os
exemplares de Apareiodon sp. 1, por sua vez, possivelmente constituem uma populagdo de A.
machrisi. Em funcdo de estas populacdes estarem alocadas na bacia do Alto Tocantins, a divergéncia
entre elas pode estar associada a processos de isolamento geografico, mudancas de comportamento

dirigidas por presséo de predacdo e competicdo por alimento.
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Analises gerais de todos os dados cromossdmicos conhecidos para Parodontidae revelam
conservagdo da macroestrutura cariotipica, entretanto, analises mais detalhadas evidenciam a
ocorréncia de uma grande diversidade cromossdmica em nivel microestrutural. Os resultados
apresentados no presente trabalho, juntamente aos disponiveis em literatura, indicam que esta

diversidade da microestrutura cromossdmica encontra-se claramente associada a dinamica dos DNAS

repetitivos.
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