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FIGURA 3 -

FIGURA 4-

FIGURA 5-

FIGURA 6 —

exemplares de P. granulosus coletados na calha principal do rio
Parana

Ideogramas representando as possiveis configuragdes para o par 12
nos exemplares do Alto rio Parand. Sm12A= cromossomo
submetacéntrico 12 forma A; Sm12B= cromossomo submetacéntrico
forma B

Mapeamento fisico via impregnagdo por nitrato de prata e FISH dos
sitios de RONs (DNAr 18S) e DNAr 5s nas diferentes populagdes de
Pterodoras granulosus

Caracteristicas  estruturais e comportamento  meiotico  dos
cromossomos supranumerarios observados em alguns individuos de
Pterodoras granulosus do rio Parana, submetidos a: Coloragdo
convencional (a), (b), (¢), (d); Bandamento C (e), (f), (g); Dupla
coloragao como fluorocromos base especificos DAPI (h) e CMA; (i).
Ideogramas representando a localizagdo dos diferentes marcadores
cromossdmicos utilizados no presente estudo para caracterizagdo da
variabilidade interpopulacional de Pterodoras granulosus. a) Alto rio
Parand, com destaque para o heteromorfismo de tamanho originado
por delecdo no braco curto de um dos cromossomos do par 12 e
também para o microcromossomo B observado em alguns exemplares;
b) Rio Miranda, destacando a ocorréncia de inversao pericéntrica em
um dos cromossomos do par 14 portador do DNAr 5S (padrao raro) e
o heteromorfismo de tamanho no par 19 observado somente nas

RONs; ¢) Lago Cataldo, apresentou maior quantidade de

heterocromatina, formula cariotipica diferenciada e heteromorfismo
de tamanho no par 23 atribuido & amplificacdo das regides

heterocromaticas



FIGURA 1 -

FIGURA 2 —

FIGURA 3 -

FIGURA 4 —

FIGURA 5 -

Mapa indicando os locais onde foram coletados os exemplares de
Platydoras armatulus

Cromossomos mitdticos metafasicos de duas populagdes de
Platydoras armatulus: a) Caridtipo (coloragdo com Giemsa); b)
Caridtipo submetido ao bandamento C, evidenciando muita
heterocromatina distribuida sob a forma de grandes blocos terminais
situados  principalmente no braco curto de cromossomos
meta/submetacéntricos. Os boxes contem 0s microcromossomos
supranumerarios

Distribuicdo dos DNA ribossomicos: Impregnacdo pelo nitrato de
prata a) padrao simples (rio Parana e rio Miranda); b) padrao multiplo
(rio Miranda); FISH com sonda DNAr 18S c¢) padrao simples (rio
Parana e rio Miranda); d) padrdo multiplo (rio Miranda); FISH com
sonda DNAr 5S e) exemplares do rio Miranda f) exemplares do rio
Parana. Os asteriscos indicam as RONs; a seta preta evidencia o
microcromossomo B; setas brancas: sitios de DNAr 5S

Esquema demonstrando os padrdes de RONs que ocorrem em
exemplares simpatricos no rio Miranda (bacia hidrografica do rio
Paraguai). O asterisco azul destaca a correlagdo que existe entre a
maior frequéncia de cromossomos supranumerarios nos individuos
portadores de sitios multiplos de RONs

Analise do comportamento meidtico do cromossomo B de Platydoras
armatulus: Coloracdo Convencional a) metafase espermatogonial; b)
Paquiteno inicial; ¢) Diploteno/Diacinese; Bandamento C: d)
Paquiteno final; e) Metafase 1. Coloracdo com Fluorocromos: f)
Paquiteno tardio corado com DAPI g) Paquiteno tardio corado com
CMAj3; h) Metafase I corada com DAPI; i) Metafase I apds coloragdo
com CMA;

Capitulo 3
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Diversidade cromossémica e Evolu¢ao em Doradida

TAKAGUI, Fabio Hiroshi. “Estudo da diversidade e evolu¢do cromossémica de Doradidae
(Siluriformes)”. 2015. 129 f. Dissertagio (Mestrado em Genética e Biologia Moecular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Os peixes da Familia Doradidae ocorrem em aguas continentais da América do Sul, onde exercem
diferentes fungdes ecolodgicas, atuando como dispersores de sementes e também como controladores
biologicos. Essa familia também possui importincia econdomica, sendo que algumas espécies sdo
apreciadas na pesca esportiva ¢ pelo mercado aquariofilista. Os primeiros estudos cariotipicos em
Doradidae foram desenvolvidos ha mais de duas décadas. Desde entdo pouco conhecimento foi gerado
sobre a organizacdo cromossOmica desses peixes que passaram a ser vistos como um grupo cuja
evolugdo cariotipica é conservativa com a maioria das espécies portando 58 cromossomos ¢ RONs
simples terminais. Perante esse cenario, repleto de lacunas e diante de uma diversidade subestimada, o
presente estudo investigou a estrutura cromossOmica e sua variabilidade em nove espécies de
doradideos amazodnicos e da bacia Platina. Tais informagdes possibilitaram reconstituir alguns passos
da historia carioevolutiva assim como auxiliar na resolug@o de questdes filogenéticas que, mesmo apos
analises morfologicas e moleculares, permanecem conflitantes. Uma acentuada variabilidade
cariotipica foi detectada na quantidade de cromossomos (2n= 46 em Amblydoras affinis; 2n= 56 em
Anadoras wedelli e Trachydoras paraguayensis; 2n=58 em Agamyxis pectinifrons, Ossancora
asterophysa, Rhinodoras dorbignyi, Pterodoras granulosus e Platydoras armatulus; 2n=60 em
Amblydoras affinis até 2n=66 cromossomos em Ossancora punctata). Tal variac¢do, até entdo nunca
relatada para essa familia, evidenciou a participacdo de diferentes rearranjos cromossdmicos
estruturais (inversdes pericéntricas, transloca¢des Robertsonianas e fissdes céntricas). Além dessa
variabilidade macroestrutural, nas espécies Ossancora punctata, Platydoras armatulus e Pterodoras
granulosus foi descrita pela primeira vez, a ocorréncia de cromossomos supranumerarios. Tais
microcromossomos Bs exibiram caracteristicas morfoldgicas, frequéncia, quantidade e comportamento
meidtico particulares em cada uma dessas espécies. Contudo eles aparentemente surgiram como
consequéncia de eventos envolvendo cromossomos do complemento padrdo. Desse modo, a origem
dos microcromossomos em Ossancora punctata foi sugerida como consequéncia das fissdes céntricas
responsaveis pelo aumento no nimero diploide de 58 para 66 cromossomos. Diferentemente, a
atividade saltatdria de elementos transponiveis envolvida na origem de um sistema de RONs multiplas
em alguns exemplares de P. armatulus do rio Miranda parece ter contribuido para a formagio e
também manutengdo desse polimorfismo numérico nessa populagdo. J& em P. granulosus, o
cromossomo B observado provavelmente teve sua origem a partir de uma delecdo em uma regido
intersticial proxima ao centrdmero de algum cromossomo do complemento padrio, esse fragmento
inicialmente desprovido de teldmeros e eucromatico sofreu um processo de heterocromatinizagéo e foi
mantido nessa populagdo por apresentar sequéncias centroméricas que permitiram sua segregacio
meidtica normal. De um modo geral, esse estudo além de auxiliar na compreensdo de questdes
filogeneticamente conflitantes como observado nos géneros Ossancora e Amblydoras, teve como
maior contribuicdo demonstrar que a familia Doradidae possui grande variabilidade cromossomica,
com diferentes numeros diploides, padrdoes heterocromaticos, padroes de DNAr 18S e 5S e
cromossomos supranumerarios. Tal diversidade, ainda que subestimada, possibilitou inferir sobre os
possiveis mecanismos evolutivos que atuaram durante a diversificagdo cariotipica desse importante
grupo de peixes endémico do continente sul-americano.

Palavras-chave: Diversidade cariotipica. Rearranjos cromossdémicos. Evolugdo. Cromossomos
supranumerarios. DNA repetitivo. Elementos Transponiveis.
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ABSTRACT

Fish of the family Doradidae occur in the inland waters of South America, where they perform
different ecological functions, acting as seed dispersers and as biological controllers. This family
also holds an important economic role and some species are appreciated in the sportfishing and
aquariophily market. The first karyotypic studies in Doradidaec were developed more than two
decades ago. Since then, the knowledge generated about their chromosomal organization is
scarce. Thus, these fish started to be seen as a group whose karyotypic evolution is conservative
with most species carrying 58 chromosomes 58 and single terminal NORs. In this scenario full of
gaps and in the face of an underestimated diversity, this study investigated the chromosomal
structure and variability in nine species of Doradids from the Amazon and Platinum basin. This
information enabled the reconstruction of some of some steps of their karyo-evolutive history as
well as assist in the solution of phylogenetic questions that remain conflicting even after
morphological and molecular analyses. An accentuated karyotype variability was found in the
number of chromosomes: (2n= 46 in Amblydoras affinis; 2n= 56 in Anadoras wedelli and
Trachydoras paraguayensis; 2n=58 in Agamyxis pectinifrons, Ossancora asterophysa, Rhinodoras
dorbignyi, Pterodoras granulosus and Platydoras armatulus; 2n=60 in Amblydoras affinis up to
2n=66 chromosomes in Ossancora punctata). This variation, hitherto never reported in this
family, highlighted the contribution of different structural chromosomal rearrangements
(pericentric inversions, translocations and Robertsonian centric fissions). Besides this macro-
structural variability, the occurrence of supernumerary chromosomes in the species Ossancora
punctata, Platydoras armatulus and Pterodoras granulosus was described for the first time. Such
B microchromosomes exhibited morphological characteristics, frequency, number and particular
meiotic behavior in each of these species. However, they apparently evolved as a consequence of
events involving chromosomes of the standard complement. Thus, the origin of the
microchromosomes in Ossancora punctata was suggested as a result of the centric fissions
responsible for the increase in the diploid number from 58 to 66 chromosomes. Contrastingly, the
saltatory activity of the transposable elements involved in the origin of a system of multiple NORs
in some specimens of P. armatulus of the Miranda River seems to have contributed to the
formation and maintenance of this numerical polymorphism in this population. Concerning P.
granulosus, the B chromosome observed may have originated from a deletion in an interstitial
region close to the centromere of a given chromosome of the standard complement. This
fragment, initially devoid of telomeres and euchromatic, underwent a heterochromatinization
process and was maintained in this population for presenting centromeric sequences that enabled
its normal meiotic segregation. The findings from this study were relevant to understanding
conflicting phylogenetic issues, as observed in the genera Ossancora and Amblydoras.
Nonetheless, the greatest contribution of this work consisted in showing that the Doradidae family
possesses large chromosomal variability with different diploid numbers, heterochromatic patterns,
18S and 5S rDNA patterns and supernumerary chromosomes. Although underestimated, such
diversity enabled researchers to infer about the possible evolutionary mechanisms that acted
during the karyotype diversification of this important endemic fish group in the South American
continent.

Keywords: Karyotypic diversity. Chromosomal rearrangements. Evolution. Supranumerary
chromosomes. Repetitive DNA. Transposable elements.
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Diversidade cromossémica e Evolu¢ao em Doradida

1 INTRODUCAO

Diversas razdes justificam a utilizacdo dos peixes como modelos para estudos
genéticos, cariotipicos e evolutivos. Dentre os vertebrados, eles sdo a classe com maior
riqueza de espécies, ocupam uma posicdo basal na filogenia e, ao contrario dos demais
vertebrados, eles sdo organismos cuja dispersdo ¢ restrita aos ecossistemas aquaticos
(NELSON 2006). Essas caracteristicas facilitam o estudo de aspectos biogeograficos e
mecanismos evolutivos (fluxo génico, deriva genética, selecdo natural) que atuam

conjuntamente promovendo variabilidade cariotipica.

Nos ultimos anos, ocorreu um grande desenvolvimento na citogenética de peixes,
impulsionado principalmente pela introdu¢do de novas técnicas de preparagdo e de
bandamentos cromossomicos (ARTONI et al. 2000). Essa revolucao, além de estar
intimamente relacionada com a incorporacdo de diversas técnicas de biologia molecular,
também ¢ consequéncia do avango tecnoldgico por meio da criagdo de equipamentos
sofisticados e resolutivos, para realizar analises citogenéticas mais detalhadas e consistentes.
Desde entdo, ¢ cada vez maior o conhecimento da variabilidade cariotipica dos peixes
neotropicais. Tais estudos superam uma fase de simples identificagdo do nimero e morfologia

cromossdmica e passam para uma abordagem mais aprofundada que visa investigar a

organizag¢do microestrutural dos cromossomos.

De acordo com os levantamentos ictiofaunisticos mais recentes, a regido
Neotropical abriga 6.025 espécies de peixes (REIS et al. 2003; FERRARIS 2007) dentre as
quais 1.149 ja foram cariotipadas (OLIVEIRA et al. 2009). A ordem Siluriformes ¢ um dos
grupos neotropicais mais estudados do ponto de vista cromossdmico, sendo que até o
momento cerca de 318 espécies possuem seus cariotipos determinados (ARAI 2011).

Entretanto se compararmos a quantidade desses estudos com a biodiversidade dessa ordem
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percebe-se que alguns grupos ainda sdo pouco compreendidos, como ¢ o caso da Familia
Doradidae que compreende peixes endémicos da América do Sul, popularmente conhecidos como
armaus, abotoados, cuiti-cuitis entre outros (Ferraris 2007). Nas ultimas décadas, essa familia
passou por revisoes filogenéticas fundamentadas em caracteres morfologicos (HIGUCHI 1992;

SOUSA 2010; BIRINDELLI 2014) e moleculares (MOYER et al. 2004; ARCE et al. 2013).

Todas essas filogenias confirmam o cardter monofilético da familia Doradidae,
permanecendo apenas algumas divergéncias, quanto ao agrupamento, posicionamento e
monofiletismo de determinados géneros. Essas questdes conflitantes poderiam ser melhor
compreendidas, analisando as caracteristicas cromossomicas dos doradideos. Contudo, apesar de
ser um grupo constituido por 93 espécies amplamente distribuidas pelo continente sul-americano,
existem estudos citogenéticos para apenas 18 espécies, sendo que a maioria deles limita-se a
descrigdo do ntmero diploide, determinacdo do padrdo de RONs e andlise quantitativa e
posicional da heterocromatina. Desse modo, muito pouco se conhece a respeito da localizagdo de
genes ribossomicos € menos ainda sobre a composi¢do dos DNAs repetitivos que constituem as
regides heterocromaticas (FENOCCHIO et al. 1993; VENERE 1998; GARCIA 2005; ELER et

al. 2007; MILHOMEM et al. 2008).

De acordo com FUNK ¢ OMLAND (2003), a melhor forma de compreender os
mecanismos responsaveis pela diferenciagao e evolu¢ao dos animais ¢ realizando uma analise que
aborde tanto aspectos citogenéticos e moleculares, quanto caracteristicas morfoldgicas e
ecologicas. Os doradideos acumulam uma boa quantidade de informagdes sobre a ecologia
trofica, estratégias de reprodugdo, comportamento, morfologia e composi¢do nucleotidica.
Entretanto, ainda ¢ extremamente incipiente o conhecimento a respeito da organizagdo e
variabilidade citogenética dessa familia, o que justificou a realizagdo desse estudo. Além de
ampliar o niimero de espécies cariotipadas, os dados obtidos também produziram informagdes

uteis para a compreensao de aspectos filogenéticos, biogeograficos e evolutivos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Aspectos biolégicos, taxonémicos e biogeograficos da familia Doradidae

Dentre os vertebrados, os peixes sdo o grupo mais diversificado, totalizando
aproximadamente 28.000 espécies cosmopolitas, que podem ser encontradas nos diferentes
tipos de habitats aquaticos, sejam eles dulcicolas estuarinos ou oceanicos (NAKATANI et al.
2011). A regido Neotropical que corresponde a uma vasta area zoogeografica, situa-se desde o
sul do México até o norte da Argentina, abrigando grande parcela desta diversidade
ictiofaunistica. Nos ecossistemas dulcicolas, estima-se existir em torno de 6.000 a 8.000

espécies de peixes (REIS et al. 2003; FERRARIS 2007; REID 2013).

Os peixes que vivem exclusivamente em aguas continentais sao um agrupamento
polifilético, e dentre as linhagens que estdo inseridas nessa classe, o clado Otophysi (formado
pelas ordens Cypriniformes, Siluriformes, Characiformes e Gymnotiformes) (Fig.1) se
destaca devido a sua ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em todos os continentes com
excecdo da Antartida. Nesse grupo, estdo incluidas aproximadamente 75% das espécies
dulcicolas atuais e seu monofiletismo ¢ apoiado principalmente pela presenca do aparato de
Weber, um complexo sistema formado a partir de modificagdes nas primeiras vértebras
occipitais que permite a transmissdo de vibragdes da bexiga natatéria para o ouvido interno

(NAKATANI et al. 2011).

De acordo com Kavalco e Pazza (2007), a ictiofauna dulcicola neotropical tem
como grupos predominantes os Siluriformes (bagres e cascudos) Characiformes (lambaris,
dourados, piavas), Perciformes (acaras) e Gymnotiformes (tuviras e poraqué). Siluriformes ¢ a

ordem mais diversificada com 1650 espécies divididas entre 15 familias (REIS et al. 2003).
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Esses peixes apresentam uma grande variedade de formas, com inumeras adaptacdes
anatomicas, fisiologicas e comportamentais. Todas essas caracteristicas justificam sua
biodiversidade, visto que possibilitaram a ocupagdo dos diferentes ecossistemas onde sdo

ecologicamente muito importantes (FERRARIS 2007).

Cypriniformes (3.268 spp)

Ictiofauna
27-977 spp .|."r.1,‘:||w'.llt.‘r
11,952 spp

\ (42.7%) )
Otophysi

7,943 spp
(66.5%)

Saltwater ! s
16,025 spp e . 4
(57.3%) ~——

Characiformes (1.674 spp)

Gymnotzformes;
(134 spp) Siluriformes (2.867 spp)

-
Auchenipteridae (prequexé)
Loricariidae (cascudos) ‘3\

| b

Loricariidae (cacudo-chinelo)  Callichthyidae (Corydoras) Doradidae (armaus)

FIGURA 1 — Diversidade ictiofaunistica dos Otophysi: em destaque alguns representantes
neotropicais da ordem Siluriformes. Fonte: Nakatani et al. (2011) com modificacdes.

Algumas familias da ordem Siluriformes sdo endémicas da América do Sul, como
¢ o caso de Doradidae que compreende peixes distribuidos principalmente nas bacias
hidrograficas dos rios Amazonas, Paraguai e Parana. No Brasil, os doradideos sdo
popularmente conhecidos como armaos, abotoados, rique-rique, cuiu-cuius, bacus, rebecas,
bagre-capeta, entre outros. Essas denominagdes variam regionalmente e estdo relacionadas
com alguma particularidade morfoldgica, como a linha lateral ossificada ou com a capacidade

de produzir sons por meio da vibragdao da bexiga natatéria com um complexo sistema de ossos
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e cartilagens denominado aparelho de Miller (REIS et al. 2003; FERRARIS

2007;BIRINDELLI 2014).

Morfologicamente, os peixes que pertencem a familia Doradidae podem ser
facilmente distinguidos dos demais Siluriformes. Sendo que as principais caracteristicas
diagnosticas sdo: (1) presenca do escudo infranucal, formado a partir de um ligamento
ossificado entre a placa nucal posterior e a costela da sexta vértebra; (2) presenca de um
ligamento entre o ramo de Muller e os escudos timpanicos; e (3) hipertrofia da ossificagdo dos
tubulos da linha lateral formando uma fileira de escudos laterais cada qual contendo um ou

mais espinhos retrorsos (HIGUCHI 1992; BIRINDELLI 2014) (Fig. 2).

aculeo dorsal

escudo cefalico | escudos ossificados

bem desenvolvido . J:.--' - da linha lateral

processo ppstenor aculeo peitoral
do cleitro

Platydoras armatulus

FIGURA 2 — Exemplar de Platydoras armatulus, em destaque as principais caracteristicas
morfologicas da Familia Doradidae. Fonte: http://wikipeixes.com.br acesso em: 14/07/2014.

Nesse grupo, existe uma consideravel variagcdo no tamanho corporal. Os géneros
Physopyxis, Agamyxis, Acanthodoras, Amblydoras e Platydoras, por exemplo, compreendem
espécies de pequeno e médio porte que sao muito apreciadas no mercado aquariofilista,
principalmente em funcao do padrao de coloracdo (SABAJ 2002). Ja outras espécies podem
atingir tamanhos consideraveis, sendo apreciadas do ponto de vista comercial, como ¢ o caso
de Pterodoras granulosus, Lithodoras dorsalis, Megalodoras uranoscopus e Oxydoras niger,
sendo que este ultimo peixe ¢ o maior doradideo da América do Sul atingindo até 120

centimetros (GOLDING 1980; DA LUZ et al. 2002).
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A maioria dos estudos sobre caracteristicas bioldgicas da familia Doradidae foram
realizados visando descrever os habitos alimentares. Desse modo, a dieta desse grupo de
peixes € bastante diversificada, sendo que, a maioria das espécies ja estudadas € onivora, se
alimentando desde microalgas e vegetais até pequenos invertebrados aquaticos (larvas de
insetos, acaros, nematddeos e protozoarios), moluscos e crustaceos (FUGI et al. 1996; SABAJ
e FERRARIS 2003; SABAIJ et al. 2005; FUGI et al. 2007; AGOSTINHO et al. 2009). Dentre
os doradideos onivoros, Pterodoras granulosus se destaca por acumular o maior numero de
estudos. De acordo com CATANHEDE et al. (2007), essa espécie além de ocupar um vasto
territorio geografico, tem papel fundamental no controle biolodgico do mexilhdo-dourado
(Curbicola fluminea), um molusco de origem asiatica que é considerado uma espécie invasora
que vem causando uma série de desequilibrios ambientais no reservatorio hidrelétrico de

Itaipu.

Outro aspecto ecologico associado ao hdbito alimentar de alguns doradideos ¢ a
capacidade de auxiliar na dispersdo de sementes de determinados grupos vegetais. A
ictiocoria € um processo fundamental para alguns tipos de plantas, visto que este ¢ o unico
modo de colonizar novos hébitats e também de minimizar os efeitos da competi¢do ou de
predacgdo. Essa atividade dispersora ¢ realizada principalmente por doradideos especializados
no consumo de frutas, folhas e sementes, sendo que ja foi comprovada nas espécies

Lithodoras dorsalis, Megalodoras uranoscopus e Pterodoras granulosus (BARBOSA 2012).

Informagdes referentes ao comportamento reprodutivo sao ainda mais raras. De
acordo com Agostinho et al. (2003), algumas espécies, principalmente as de grande porte
realizam a piracema, ou seja, sdo capazes de migrar longas distancias para se reproduzirem.
Essas espécies geralmente possuem fecundagdo externa e nao tem cuidado parental. Contudo,
a maioria dos pequenos doradideos ¢ sedentaria e protegem sua prole desde o nascimento até

atingirem um estadgio maduro. Segundo relatos de alguns aquariofilistas, algumas espécies
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também sdo capazes de construir ninhos durante o periodo de reproducao (BURGUESS

1989).

Os membros da familia Doradidae ocupam uma vasta gama de habitats e ja foram
descritos em praticamente todos os sistemas hidrograficos da América do Sul (BIRINDELLI
e SABAJ PEREZ 2011). Apesar de possuir ampla distribuicio geografica, a maior parte
(cerca de 70%) ¢ exclusiva da bacia Amazodnica que ¢ um ecossistema caracterizado por uma
enorme variedade de habitats e também por ser bastante estavel do ponto de vista climatico.
Além disso, os doradideos tem uma preferéncia em ocupar areas mais baixas, principalmente
em planicies de inundacdo que sdo muito comuns na bacia Amazonica e sdo caracterizadas
por um ritmo sazonal marcante, que contribui para uma grande disponibilidade de recursos

alimentares durante todo ano (BIRINDELLI e SOUSA 2010).

Além da bacia Amazodnica, os doradideos também sdao importantes componentes
ictiofaunisticos da bacia Platina, principalmente nos rios Parana e Paraguai. Nesses sistemas
ja foi registrada a ocorréncia das espécies: Anadoras wedelli, Amblydoras nheco, Platydoras
armatulus, Rhinodoras dorbignyi, Pterodoras granulosus, Trachydoras paraguayensis,
Oxydoras kneri, Ossancora punctata e Ossancora eigenmanni. Esses peixes habitam
preferencialmente ambientes de varzea, sendo frequentemente capturada em planicies de

inundacdo (ZAWADZKI et al. 1996; BRITSKII 2007).

E interessante ressaltar a presenga de doradideos endémicos de bacias costeiras do
nordeste e sudeste do Brasil. Dentre elas podemos destacar Franciscodoras marmoratus,
Wertheimeria maculata ¢ Kalyptodoras bahiensis que sdo encontrados somente nos rios Sao
Francisco, Jequitinhonha e Paraguagu, respectivamente. Tais espécies sdo filogeneticamente
muito importantes para a compreensao da historia evolutiva e biogeografica de Doradidae,

pois ocupam uma posi¢do basal dentre os demais tdxons dessa familia. Segundo Birindelli
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(2010), a elevagao da Serra do Mar no final do Cretdceo (75-95 milhdes de anos)
provavelmente foi o evento responsavel pela cladogénese e consequente isolamento
geografico observado entre essas espécies basais (clado Wertheimerinae) das demais

linhagens de doradideos.

Apesar da grande maioria das espécies de Doradidae ocuparem bacias
hidrogréficas cis-Andinas, existem também alguns tdxons endémicos do rio Magdalena e do
Lago Maracaibo, como ¢ o caso de Rhinodoras thomersoni, Centrochir crocodili e Doraops
zuloagai. Todas essas espécies trans-andinas estdo relacionadas com géneros amplamente
distribuidos pela bacia amazodnica, o que evidencia uma possivel conexdo pretérita entre esses
diferentes sistemas hidrograficos. De acordo com Birindelli (2010), a cladogénese desses
taxons deve ter acontecido entre 8 a 11.8 milhdes de anos, visto que esta ¢ a idade da
formagdo dessas bacias trans-andinas, cuja origem tem relacdo direta com o0s processos

geomorfologicos responsaveis pela elevagao do norte da Cordilheira dos Andes.

2.2 Estudos Filogenéticos em Doradidae.

Durante muito tempo, o conhecimento a respeito da taxonomia ¢ sistematica da
familia Doradidae permaneceu pouco explorado. O primeiro estudo filogenético baseado em
marcadores morfologicos foi realizado por Higuchi (1992), onde foi confirmado o
monofiletismo da familia, sendo reconhecidas trés subfamilias além dos grupos basais
Wherteimeria e Franciscodoras. Mais tarde, Birindelli (2006), realizou uma analise
filogenética com énfase nas relagdes entre espécies da subfamilia Doradinae, mas também
incluindo outros grupos de Doradidae. Os resultados obtidos nesse estudo diferem em muitos

aspectos daqueles sugeridos por Higuchi (1992), principalmente no tocante & posi¢ao
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relativamente basal de Kalyptodoras e por considerar que as subfamilias Astrodoradinae ¢

Doradinae sdo grupos irmaos e nao clados politdomicos como sugerido anteriormente.

Souza (2010), também sugeriu hipoteses de relacionamento para as espécies da
subfamilia Astrodoradinae por meio de uma analise cladistica baseada em 101 caracteres
incluindo 28 taxons. Nesse estudo o autor confirmou o monofiletismo dessa subfamilian
sendo este sustentado por sete sinapomorfias ndo exclusivas. Adicionalmente, uma revisao foi
realizada reconhecendo 21 espécies distribuidas em sete géneros: Anadoras, Acanthodoras,
Agamyxis, Amblydoras, Scorpiodoras, Hypodoras e Astrodoras. Os géneros Merodoras e

Physopyxis foram considerados sindnimos de Amblydoras.

Birindelli (2014) realizou a andlise filogenética mais atual e abrangente de
Doradidae, sendo que de acordo como esse autor, atualmente a familia ¢ constituida por 93
espécies e 32 géneros distribuidos em trés subfamilias: Wertheimerinae (Wertheimeria e
Kalyptodoras); Astrodoradinae (Amblydoras, Anadoras, Astrodoras, Hypodoras,
Merodoras, Physopyxys, Scorpiodoras, Agamyxis ¢ Achantodoras); Doradinae (Platydoras,
Centrochir, Pterodoras, Lithodoras, Doraops, Megalodoras,
Centrodoras,Rhyncodoras,Orinocodoras,Rhinodoras,Oxydoras,Petalodoras, Trachydoras,Do
ras, Hemidoras, Nemadoras, Hassar, Anduzedoras, Leptodoras, Ossancora ¢ Tenellus) (Fig.

3).

Segundo essa hipotese filogenética, a familia Doradidae ¢ realmente um
agrupamento monofilético que juntamente com seu grupo irmao, Auchenipteridae, constitui
um clado denominado Doradoidea. Andlises morfoldgicas evidenciam um estreito
relacionamento com a familia Mockokidae, um grupo de peixes cuja distribuicdo geografica ¢
restrita aos rios do continente africano. Além dessa hipotese, nesse estudo foram incluidas as

espécies dos géneros Ossancora e Tenellus (recentemente descritas) e também foi confirmada
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a hipotese de que o grupo basal dentre os Doradidae ¢ a subfamilia Wertheimerinae
(Wertheimeria + Kalyptodoras) sendo os géneros: Hassar, Anduzedoras e Leptodoras os que

ocupam as posi¢oes mais derivadas nessa filogenia.

Até o momento, apenas trés estudos filogenéticos baseados em marcadores
moleculares foram realizados para investigar o relacionamento entre os diferentes taxons da
familia Doradidae. Moyer et al. (2004) construiram uma arvore filogenética considerando a
variagdo das sequencias completas (2.5 kilobases) dos genes mitocondriais codificadores de
RNA ribossomico 12S e 16S e também do gene nuclear Elongation fator 1 alpha gene
(sequencia parcial: 1.3 kilobases). Essa analise, que inclui 43 espécies, representando 23
géneros, revelou algumas hipdteses de relacionamento conflitantes quando comparada as
analises filogenéticas baseadas em caracteres morfologicos (HIGUCHI 1992; BIRINDELLI

2014).

Arce et al. (2013) também propuseram uma filogenia molecular para compreender
as relagdes entre os doradideos (Fig. 4). Nessa analise foram incluidos todos os géneros da
familia Doradidae representados por 86 espécies, além de outras espécies das familias
Auchenipteridae e Aspredinidae que foram utilizadas como grupo externo. A metodologia
aplicada foi baseada na caracterizacdo e comparagao de sequéncias do gene de RNAr 16S e
também da subunidade 1 da Citocromo Oxidase C, (COI) ambos oriundos do genoma
mitocondrial. Apenas um gene nuclear foi utilizado nessa analise, trata-se do RAG 1

(Recombination activating gene 1).

As analises moleculares de Arce et al., (2013), corroboram a hipétese de Sullivan
et al. (2006), onde o clado Doraddidea (Doradidae + Auchenipteridae) compartilha um
conjunto maior de similaridades com membros da familia Aspredinidae (cascudos-banjos),

sendo portanto esse o seu grupo irmdo. Tais autores também definiram a subfamilia
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Astrodoradinae (sem Acanthodoras e Agamyxis) como sendo o grupo basal de Doradidae
seguido pelo clado Wertheimeria (Wertheimeria + Kalyptodoras + Franciscodoras). Tanto a
filogenia molecular proposta por Moyer et al. (2004), quanto a que foi elaborada por Arce et
al. (2013), corroboram o monofiletismo da Familia Doradidae. A diferenca entre essas duas
filogenias, ¢ que os resultados obtidos por Arce et al. (2013) sdo mais consistentes, visto que
foram analisadas um numero de espécies significativamente maior. Além do mais, ainda nesse
mesmo estudo, os autores sugeriram algumas inferéncias biogeograficas para explicar ou

justificar as hipdteses de relacionamento entre alguns taxons.

Entretanto, algumas hipoteses de relacionamento intergenéricas e também
interespecificas permanecem contrastantes quando comparadas com os resultados obtidos por
meio das filogenias morfoldgicas. Algumas delas merecem destaque, como ¢ o caso da
indefini¢do quanto ao clado mais basal de Doradidae (Wertheimerinae ou Astrodoradinae), o
nao monofiletismo do género Ossancora, a sinonimiza¢ao de Amblydoras e Merodoras, assim
como de Opsodoras e Hemidoras. Enfim muitas outras questdes, além destas, ainda
permanecem sem uma resposta adequada mesmo apds caracterizagdes moleculares e
morfologicas. Dessa forma uma boa alternativa para buscar o esclarecimento desses

problemas taxonomicos seria a utilizagdo de marcadores citogenéticos.
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FIGURA 3 — Hipotese de relagdes filogenéticas da familia Doradidae baseada em caracteres
morfologicos. Fonte: Birindelli (2014).
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FIGURA 4 — Hipotese de relagdes filogenéticas da familia Doradidae baseada em caracteres
moleculares (genes: ragl,16S e COI) para familia Doradidae. Fonte: Arce et al. (2013).
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2.3 Caracteristicas Citogenéticas da familia Doradidae.

Dentre as 362 espécies de Siluriformes ja cariotipadas, apenas 13 pertencem a
familia Doradidae (MILHOMEN 2008), que possui um total de 93 espécies validas
(BIRINDELLI 2014). As informagdes disponiveis demonstram uma macroestrutura
cariotipica bastante conservada sendo detectada apenas uma pequena variagdo no numero
dipléide de 2n=56 em Trachydoras paraguayensis e 2n=58 cromossomos em Wertheimeria
maculata, Kalyptodoras bahiensis, Franciscodoras marmoratus, Hassar orestis, Hassar
wilderi, Leptodoras cataniae, Tenellus ternetzi, Platydoras costatus, Oxydoras niger e
Rhinodoras dorbignyi (FENOCCHIO et al. 1993; VENERE 1998; GARCIA 2005; ELER et

al. 2007; MILHOMEM et al. 2008; PAIXAO 2010; PAIVA 2012).

As andlises das regides organizadoras de nucléolos (RONs) por meio da
impregnacao por nitrato de prata evidenciaram em todas as espécies apenas um par portador
de RONSs. Entretanto existe uma variacdo em relacao a posi¢ao dessas regioes, de modo que
em Trachydoras paraguayensis e Hassar gabiru foram observadas RONs intersticiais e nas
demais espécies, esses sitios foram detectados terminalmente no brago curto (Platydoras
costatus, Hassar orestis, Tenellus ternetzi,) ou no brago longo (Hassar wilderi, Leptodoras
cataniae, Oxydoras niger, Wertheimeria maculata, entre outros) (FENOCCHIO et al. 1993;
VENERE 1998; GARCIA 2005; ELER et al. 2007; MILHOMEM et al. 2008; PAIXAO

2010; PAIVA 2012).

A hibridagdo fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNAr 18S e 5S foi
realizada somente em exemplares de Franciscodoras marmoratus, coletados no rio Sao
Francisco. Nessa espécie, a FISH com sondas de DNAr 18S, confirmou o padrao de RONs

simples, anteriormente observado por meio da impregnagdo pelo nitrato de prata, sendo que
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os cistrons ribossomais foram localizados terminalmente no brago curto de dois cromossomos
subtelocéntricos correspondentes ao par 23. Quanto a localizagdo dos genes codificadores de
RNAr 58S, foi possivel verificar a presenca destes em posicdo pericentromérica de quatro

cromossomos subtelocéntricos (GARCIA 2005).

As regides heterocromaticas sdo os marcadores cromossdmicos que apresentaram
a maior variabilidade dentre todos aqueles utilizados para a caracterizagdo citogenética dos
doradideos. As espécies da subfamilia Whertheimerinae e Franciscodoras marmoratus
possuem uma quantidade moderada de heterocromatina, sendo essa localizada principalmente
em regides pericentroméricas, terminais no braco curto, associada as RONs e em menor
quantidade sob a forma de blocos intersticiais (GARCIA 2005; ELER et al. 2007; PAIXAO

2010).

Ja na subfamilia Doradinae, esse padrao de bandamento C foi relatado somente
em Platydoras costatus (MILHOMEM et al. 2008), sendo que existe nesse grupo outros dois
padrdes facilmente discriminados pela quantidade e localizagdo dos blocos heterocromaticos.
O primeiro deles tem sido relatado para espécies de grande porte, como ¢ o caso de
Pterodoras granulosus (PAIVA 2012) e Rhinodoras dorbignyi (FENOCCHIO et al. 1993),
onde pouca heterocromatina foi observada em regides pericentroméricas € nas RONs. As
demais espécies dessa subfamilia exibem uma quantidade maior de heterocromatina, sendo
esta localizada principalmente em blocos terminais no braco curto, regides pericentroméricas
e associadas as RONs. Esse arranjo heterocromatico ja foi observado nas espécies Hassar
orestis, Hassar wilderi, Hassar gabiru, Tenellus ternetzi entre outras (FENOCCHIO et al.

1993; ELER et al. 2007; MILHOMEM et al. 2008).

Basicamente todas as informagdes citogenéticas disponiveis para a familia

Doradidae estdo restritas 4 determinagdo do numero diploide, férmulas cariotipicas e
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bandamentos cromossomicos convencionais (impregnagao por nitrato de prata e bandamento
C). Assim faz-se necessario a realizacdo de técnicas mais sofisticadas como € o caso da
Hibridizagao fluorescente in situ com sondas de DNAr 18S e 5S, ou até mesmo com outros
tipos de sondas como as teloméricas , histonicas ou qualquer outra classe de DNA repetitivos
(microssatélites, minissatélites, transposons entre outros). Por meio da associacdo de todos
esses dados serd possivel estimar a variabilidade citogenética que os doradideos possuem e
quais suas relagdes com os processos evolutivos que tornaram esses peixes um grupo tao

diversificado.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

No presente estudo, técnicas de citogenética classica e molecular foram aplicadas
para determinar a estrutura cromossdmica de nove espécies da familia Doradidae. Com intuito
de determinar se existe variabilidade citogenética e quais seriam os mecanismos evolutivos
que atuaram durante a diversificacdo cariotipica desse importante grupo de peixes endémico

da América do Sul.

3.2. ESPECIFICOS:

1. Determinar o numero diploide, formula cariotipica, padrao de distribui¢do das regides
heterocromaticas e a localizagdo dos sitios de DNAr 18S e 5S nas espécies: Anadoras
wedelli; Amblydoras affinis, Trachydoras paraguayensis, Rhinodoras dorbignyi,
Agamyxis pectinifrons, Ossancora punctata, Ossancora asterophysa, Pterodoras
granulosus e Platydoras armatulus. Com base nesses dados, sera possivel estimar a
variabilidade dessa familia e também confirmar se esse ¢ realmente um grupo de
peixes que segue uma dindmica carioevolutiva conservativa, como a maioria dos

autores tem sugerido;

2. Estimar e propor hipdteses sobre a origem da diversidade citogenética de Pterodoras
granulosus e Platydoras armatulus, analisando comparativamente diferentes

populagdes dessas espécies coletadas nos rios Amazonas, Paraguai e Parana;
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3. Integrar os dados citogenéticos, obtidos no presente estudo com os da literatura
relacionados 4 filogenia morfologica e molecular, visando identificar padrdes de
relacionamento que possibilitem reconstituir alguns eventos historicos que atuaram na

diversificacdo cromossomica dos doradideos.

4. Auxiliar na compreensao de questdes filogenéticas que mesmo apds analises baseadas
em caracteristicas morfologicas e moleculares permanecem conflitantes, como ¢ o

caso dos géneros Ossancora e Amblydoras.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Espécies analisadas e Locais de Coleta.

Foram analisadas por meio de diferentes técnicas de citogenética cléssica e
molecular nove espécies da familia Doradidae, provenientes de diferentes sistemas
hidrograficos da América do Sul (Tabela 1). As espécies: Platydoras armatulus, Anadoras
wedelli, Pterodoras granulosus, Rhinodoras dorbignyi e Ossancora punctata foram coletadas
no rio Miranda, um importante afluente do rio Paraguai, situado no municipio de Corumba,

Mato Grosso do Sul (Fig. 5 e Fig.6).

Alguns doradideos também foram coletados na calha principal do rio Parand que
juntamente com os rios Uruguai e Paraguai sdo os maiores formadores da bacia Platina. As
espécies dessa bacia sdo as mais estudadas do ponto de vista cromossomico, de modo que no
presente estudo foram analisadas somente exemplares de Pterodoras granulosus coletados

num trecho do Alto rio Parana, situado entre os municipios de Paulicéia e Bataguassu, e
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Platydoras armatulus provenientes de Pousadas, Provincia de Missiones — Argentina que

pertence ao Baixo rio Parand (Fig. 5 e Fig.6).

Na bacia Amazonica foram coletadas apenas duas espécies: Pterodoras
granulosus e Ossancora asterophysa ambas provenientes do lago Cataldo, uma area tipica de
varzea situada nas proximidades de Manaus, na zona de confluéncia entre o rio Negro e
Solimdes (Fig. 5 e Fig.6). Segundo Leite et al. (2006), este lago acomoda uma ictiofauna
muito diversificada, pois oferece abrigo, locais para alimentacao, reproducdo e desova. Todas
essas caracteristicas tem relacdo direta com a dindmica fluviométrica tanto do rio Negro, ao
qual é conectado quase que permanentemente, quanto do rio Solimdes que estabelece contato

somente nos primeiros meses de subida das aguas.

A coleta do material biologico foi autorizada pelo ICMBio (Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade), seguindo a Licenga N° 11399-1, utilizando
tarrafas e rede de arrasto. Apds o processamento do material e posterior fixacdao, todos os
exemplares foram devidamente identificados pelo especialista em Doradideos, Dr. José
Birindelli e depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina

(MZUEL).

4.2 Metodologia

4.2.1 Técnicas utilizadas para obtencdo de cromossomos

Com o intuito de elevar a quantidade de células renais em divisdo mitotica, em
todos os exemplares de pequeno porte foi injetada intra-abdominalmente 0,4 mL de solucao
de Bronko-vaxon (Lisado bacteriano liofilizado diluido em &gua destilada). Esse
procedimento de estimulacdo mitética foi realizado 24 horas antes do sacrificio dos

exemplares. Feito isso, os cromossomos metafasicos foram obtidos utilizando-se o protocolo
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descrito por Bertollo et al. (1978), que consiste resumidamente em aplicacdo de solugdo de
colchicina (0,0125%) in vivo; hipotonizagdo das células com KCI (0,075M) e sucessivas
lavagens utilizando o fixador Carnoy (metanol 3: 1 &cido acético).

Nas espécies de grande porte, a obtengdo dos cromossomos seguiu a metodologia
proposta por Foresti et al. (1993). Nesse procedimento o sangue periférico da veia caudal ¢é
coletado utilizando-se seringas esterilizadas. O sangue passa entdo por um periodo de
decantacdo que permite separar os linfocitos dos demais componentes sanguineos (hemacias e
plasma) que posteriormente sao colocados em meio de cultura suplementado com soro bovino
fetal, antibidticos e antimicoticos que sdo componentes que garantem a proliferagdo celular
em um ambiente estéril e com 6timas condi¢des de pH e nutrientes. A cultura permaneceu em
estufa BOD a 28 — 30 °C por 72 horas, sendo que 3 horas antes foi adicionada solucao de
colchicina (0,0125%) e depois processada de acordo com os passos utilizados no método
direto.

A coloragdo convencionalmente utilizada para visualizagdo dos cromossomos ¢
baseada no corante Giemsa, dissolvido em tampao fosfato pH=6,8 em uma concentragdo de
5%. Apds coloragdo, as laminas foram analisadas em microscopio otico de campo claro,
sendo que apos a contagem de 30 metafases por exemplar, o nimero dipldide e o caridtipo
foram determinados e os cromossomos classificados de acordo com Levan et al. (1964).

Os cromossomos meioticos também foram analisados no presente estudo e sua
obtencdo ocorreu a partir de células testiculares segundo Kligerman e Bloom (1977). Nesse
procedimento uma parte do testiculo ¢ dissecada e passa por alguns tratamentos utilizados no
método direto como a hipotonizagdo em KCI a 37 °C por 30 minutos e fixagdo em Carnoy,
sendo que a colchicina ndo foi aplicada visando observar um nimero maior de fases,

principalmente aquelas que ocorrem ap6s a metafase I.
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4.2.2 Bandamentos cromossomicos

Foram utilizadas trés técnicas de bandamento cromossdmico: Bandamento
C: um tratamento acido (15 minutos em HCI 0,2M a temperatura ambiente), basico (1 minuto
e 10 segundos e 30 minutos em solu¢do de Ba(OH), 5% a 60 °C) e salino (em solugdo salina
de citrato de s6dio, 2xSSC a 60 °C) que promove alteragcdes na estrutura cromossémica que
possibilitam a visualizagdo das regides heterocromaticas que devido a sua maior compactagao
sdo mais resistentes 4 agdo desses componentes (SUMNER 1972). Impregnacao pelo nitrato
de prata (HOWELL e BLACK 1980): com intuito de identificar as regides organizadoras de
nucléolos por meio de sua atividade transcricional que apds a interfase deixa resquicios de
proteinas acidicas em sitios especificos que, quando em contato com o nitrato de prata,
exibem uma coloragdo diferenciada, o que possibilita identifica-las nos cromossomos
metatasicos.

Coloracao com fluorocromos base-especificos: seguindo a metodologia descrita
por Schweizer (1980) e utilizando o fluor6foro Cromomicina A3 (CMAj;) para identificar
regides ricas em bases guanina (G) e citosina (C) e o 4’-6-diamino-2fenilindole (DAPI) para
destacar as regides cromossomicas ricas em bases adenina (A) e timina (T) em células

meioticas.

4.2.3 Hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH)

A hibridizacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com Pinkel et
al. (1986) para o mapeamento fisico de sequéncias codificadoras das subunidades
ribossOmicas. Para isso duas sondas foram utilizadas: DNAr 18S obtida de Prochilodus
argenteus (HATANAKA e GALETTI Jr. 2004) e marcada com biotina-14-dATP por Nick

translation e DNAr 5S que foi obtida por meio da reacdo de COt-1 a partir do genoma do
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bagre heptapterideo Imparfinnis schubarti (GOUVEIA et al. 2015 em preparagdo) e marcada

com digoxigenina por reacao em cadeia de polimerase (PCR).

ANEXOS
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TABELA 1 — Espécies analisadas no presente estudo e seus respectivos locais de coleta. NI=
sexo ndo identificado; &= macho; Q= fémea.

ESPECIES LOCAIS DE COLETA N° EXEMPLARES

d @ NI TOTAL

Pterodoras granulosus Rio Paran4 — Paulicéia, Sdo Paulo. 4 8 2 14
Rio Miranda — Corumbé, Mato Grosso do Sul. 1 3 3 7
Lago Cataldo — Manaus, Amazonas. 2 3 5
Agamyxis pectinifrons Loja de Aquarios — Londrina, Parana 1 1 2
Ossancora punctata Rio Miranda — Corumba, Mato Grosso do Sul. 6 3 - 7
Rio Parana — Paulicéia, Sdo Paulo. 2 2
Ossancora asterophysa Lago Cataldo — Manaus, Amazonas. 9 9
Platydoras armatulus Rio Miranda — Corumba, Mato Grossodo Sul 6 8 2 16
Rio Parana — Posadas, Argentina 4 4
Rhinodoras dorbignyi Rio Miranda — Corumba, Mato Grossodo Sul. 1 1 2
Anadoras wedelli Rio Miranda — Corumba, Mato Grossodo Sul. 2 3 12 17
Amblydoras affinis Loja de Aquarios — Londrina, Parana 1 3 3 7
Trachydoras paraguayensis  Rio Miranda — Corumba, Mato Grosso do Sul. 2 2
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América do Sul

e s

1 Lago Catalao (S03°09'47"059°54'29")

2 Rio Miranda - Corumba (S19°31'24.96"057°02'25.51")

3 Rio Parana - Paulicéia (521°06°10.26"051°47'14.1")

4 Rio Parana - Posadas, Argentina (S27°21'34.94055°54'03.60")

FIGURA 5 — Mapa evidenciando os locais e suas respectivas coordenadas geograficas onde

foram coletadas todas as espécies da Familia Doradidae analisadas nesse estudo.

Fabio Hiroshi Takagui.

Fonte:
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Fonte: Leandro Sousa

FIGURA 6 — Espécies da Familia Doradidae analisadas no presente estudo: a) Pterodoras
granulosus; b) Platydoras armatulus; ¢) Rhinodoras dorbignyi; d) Ossancora asterophysa;
e) Ossancora punctata; f) Agamyxis pectinifrons; g) Anadoras wedelli; h) Trachydoras
paraguayensis i) Amblydoras affinis; j) Amblydoras affinis.
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Capitulo 1

“A evolugdo cromossdmica da Familia Doradidae (Siluriformes), interpretada a partir dos perfis citogenéticos de

sete espécies da bacia Platina e Amazoénica”.
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Esse artigo serd submetido 4 Revista Reviews in Fish Biology and Fisheries.

“A evolucdo cromossomica da Familia Doradidae (Siluriformes), interpretada a partir

dos perfis citogenéticos de sete espécies da bacia Platina e Amazonica”.

Fébio Hiroshi Takagui; Jos¢ Olivan Birindelli; Ana Claudia Swar¢a; Ana Lucia Dias; Eliana

Feldberg; Alberto Sergio Fenocchio & Lucia Giuliano-Caetano.

Resumo

Os poucos estudos cariotipicos que existem sobre as espécies da familia Doradidae, revelam
uma baixa variabilidade, onde a maioria das espécies possuem 2n= 58 e RONs simples
terminais. Perante esse cendrio, repleto de lacunas e diante de uma diversidade subestimada,
sete espécies de doradideos amazdnicos e da bacia Platina foram analisadas por meio de
procedimentos de citogenética convencional e molecular, com intuito de estimar a real
variabilidade e propor os possiveis mecanismos evolutivos relacionados com sua origem. A
analise convencional revelou a ocorréncia de diferentes nimeros diploides, que variou desde
2n= 46 em Amblydoras affinis, 2n= 56 em Anadoras wedelli ¢ Trachydoras paraguayensis;
2n=58 em Agamyxis pectinifrons, Ossancora asterophysa e¢ Rhinodoras dorbignyi, 2n=60 em
Amblydoras affinis até 2n=66 cromossomos em Ossancora punctata. Variagdes
microestruturais também foram observadas, sendo possivel descrever quatros padroes de
heterocromatina baseado na quantidade e localizagdo de blocos heterocromaticos; distintos
padrdes de dispersdo dos sitios de DNAr 18S e 5S, assim como cromossomos
supranumerarios em O. punctata. Adicionalmente, alguns marcadores citogenéticos foram
importantes para auxiliar na compreensdo de relagdes filogenéticas conflituosas no género
Ossancora ¢ também em Amblydoras affinis, que parece se tratar de mais um caso de espécies
cripticas, necessitando entdo de uma revisdo taxonomica. O presente estudo ampliou o
conhecimento a respeito da organizagdo cromossomica da familia Doradidae, evidenciando
que a participacdo de inversdes pericéntricas, fissdes e fusdes céntricas foram os rearranjos
responsaveis pela origem de toda a variabilidade observada nesse grupo. Essa acentuada
diversidade sugere que esses peixes diversificaram a partir de mecanismos evolutivos
divergentes, contrariando, portanto, o modelo conservativo que a maioria dos autores
acreditava ocorrer em Doradidae.

Palavras-chave: Variabilidade cariotipica; RONSs; heterocromatina; cromossomos
supranumerarios; espécies cripticas.
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Introducao

A regido neotropical abriga uma ictiofauna muito diversificada constituida por
aproximadamente 8.000 espécies (Vari e Malabarba 1998). Muitas familias da ordem
Siluriformes sao endémicas dessa regido, como ¢ o caso de Doradidae que compreende peixes
conhecidos como armaus, abotoados e cuil-cuits e englobam algumas espécies
economicamente importantes tanto para a pesca esportiva ou de subsisténcia, como também
para o mercado aquariofilista. Do ponto de vista ecoldgico, ocupam diferentes niveis na
cadeia alimentar desempenhando um importante papel at¢ mesmo no controle bioldgico de
moluscos invasores e dispersdao das sementes de algumas espécies vegetais (ictiocoria) (Reis

et al. 2003; Ferraris et al. 2007;Catanhéde et al. 2007; Barbosa 2012).

Os doradideos podem ser facilmente distinguidos dos demais Siluriformes pela
combinagdo de trés caracteres morfoldgicos: presenga do escudo infranucal, formado a partir
de um ligamento ossificado entre a placa nucal posterior e a costela da sexta vértebra;
presenca de um ligamento entre o ramo de Muller e os escudos timpanicos; e pela hipertrofia
da ossificacdo dos tubulos da linha lateral formando uma fileira de escudos laterais cada qual
contendo um ou mais espinhos retrorsos (Higuchi 1992; Sousa 2010; Birindelli 2014). As
caracteristicas morfologicas citadas anteriormente sdo consideradas sinapomorfias que
suportam o monofiletismo de Doradidae dessa forma, a taxonomia dessa familia ¢
relativamente bem definida sendo que atualmente encontra-se dividida em trés subfamilias:
Wertheimerinae, Astrodoradinae e Doradinae, totalizando 32 géneros e aproximadamente 93

espécies validas (Birindelli 2014).

O conhecimento acerca da estrutura cariotipica de Doradidae ainda ¢ muito
incipiente, sendo que dentre as 93 espécies descritas, apenas 18 foram cariotipadas. Nessa

familia a maioria das espécies possuem 58 cromossomos e regides organizadoras de nucléolos

48



Diversidade cromossémica e Evolu¢ao em Doradida

(RONs) simples terminais, exce¢des a esse padrdo sdo T. paraguayensis com 2n=56 que
também apresentou RONs simples intersticiais assim como Hassar gabiru (Tabela 1). Essa
escassez de informagdes citogenéticas, impulsionou a realizagdo do presente estudo, que por
meio de técnicas convencionais e moleculares objetiva caracterizar o cariotipo de sete
espécies oriundas da bacia Amazdnica e Platina. Tais informacgdes serdo essenciais para
estimar a variabilidade cromossomica, auxiliar na resolugdo de questdes filogenéticas
conflituosas, assim como determinar os possiveis mecanismos que atuaram na diversificagao

cromossOmica desses peixes.

Material e Métodos

Procedimentos de citogenética convencional e molecular foram utilizados para
caracterizar a estrutura cromossOmica de sete espécies da familia Doradidac: Amblydoras
affinis, Anadoras wedelli, Agamyxis pectinifrons, Rhinodoras dorbignyi, Ossancora
asterophysa, Ossancora punctata e Trachydoras paraguayensis (Tabela 1). A coleta desse
material biologico foi autorizada pelo ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade: Licenca N° 11399-1), utilizando tarrafas e rede de arrasto. Apos o
processamento do material e posterior fixacdo, todos os exemplares foram devidamente
identificados pelo especialista em Doradideos, Dr. José Birindelli e depositados no Museu de

Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL).

A obtengdo dos cromossomos mitoticos foi realizada seguindo Bertollo et al.
(1978) e Foresti et al. (1993). Ja os cromossomos meidticos foram obtidos por meio de células
testiculares de acordo com Kligerman e Bloom (1977). A montagem do carioétipo foi realizada
com auxilio do programa Adobe Photoshop, e a classificagdo cromossdmica adotada seguiu
os parametros estabelecidos por Levan et al. (1964). Os bandamentos cromossdmicos

utilizados no presente estudo foram: Bandamento C (Sumner 1972) com uma modificagdo na
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etapa de coloracdo, onde o Giemsa foi substituido pelo fluorocromo lodeto de Propideo
seguindo a metodologia proposta por Lui et al. (2012); impregnacdo por nitrato de prata
(Howell e Black 1980); e a coloracdo com os fluorocromos base-especificos Cromomicina Aj
(CMA3) e 4’6 diamino-2-fenilindole (DAPI) (Schweizer 1980).

O mapeamento fisico dos DNAr, a técnica de hibridacdo fluorescente in situ
(FISH) foi aplicada seguindo o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), utilizando as
sondas de DNAr 18S isolada de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti 2004) e de DNAr

58S obtida a partir do genoma de Imparfinnis shubartti (Gouveia 2015, em preparagio).

Resultados

Amblydoras affinis

A andlise citogenética convencional e molecular revelou a existéncia de duas
formas cariotipicas para essa espécie, aqui denominadas: Caridtipo A, observado em um
exemplar, que apresentou 46 cromossomos (18m + 20sm + 8st-a) (Fig. 1a), RONs simples
terminais no braco longo do par 14 e sitios de DNAr 5S no brago curto do par 17 (Fig. 2) e
Cariotipo B: descrito para a maioria dos individuos e sendo constituido por 60 cromossomos
(20m + 14sm + 26st-a) (Fig. 1b) e RONs simples terminais no braco curto do par 20 (Fig. 2).

Quanto ao padrao de bandamento C, as duas formas cariotipicas também foram
claramente distinguidas, sendo que individuos portadores de 46 cromossomos (Caridtipo A)
possuem blocos heterocromaticos maiores situados principalmente em regides terminais de
cromossomos metacéntricos além de alguns blocos intersticiais e nenhuma regido
heterocromatica associada as RONs (Fig. 3a). Os exemplares com 2n= 60 (Cariotipo B)
possuem a maioria das regides de heterocromatina localizadas sob a forma de blocos

terminais no brago curto de cromossomos submetacéntricos. Além destes existem também
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algumas heterocromatinas intersticiais assim como em ambas as extremidades de um par

metacéntrico de tamanho mediano (Fig. 3b).

Trachydoras paraguayensis

T. paraguayensis apresentou cariotipo formado por 56 cromossomos, sendo estes
distribuidos em 28m + 22sm + 6st-a (Fig. 1¢); RONs simples intersticiais no par 8 e quatro
sitios de DNAr 5S situados em ambas as extremidades do par 18 (Fig. 2). Essa espécie
apresentou bastante heterocromatina localizada em regides pericentroméricas € no brago curto

de cromossomos meta-submetacéntricos (Fig. 3c).

Anadoras wedelli

Todos os exemplares apresentaram 2n= 56 e férmula cariotipica 18m + 18sm +
20st-a (Fig. 1d); RONs simples terminais no brago longo do par 25 e sitios de DNAr 5S
terminais no brago curto do par 17 (Fig. 2). As regioes heterocromaticas foram observadas
principalmente em regides pericentroméricas e terminais no brago curto. No entanto alguns
pares merecem destaque, por serem possiveis marcadores para essa espécie, como € o caso de
um par metacéntrico mediano portador de heterocromatina em ambas as extremidades e dos
cromossomos onde as RONs estdo situadas, que embora ndo sejam heterocromaticas,

possuem um bloco adjacente bastante conspicuo (Fig. 3d).

Agamyxis pectinifrons
A coloragdo convencional evidenciou em todos os individuos a presenga de 2n=
58 (22m + 18sm + 10st + 18st-a) (Fig. 1e) e sitios de DNAr 18S terminais posicionados no

brago curto do par 17 (Fig. 2). O bandamento C detectou heterocromatina em regioes
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terminais e pericentroméricas, além de estar organizada sob a forma de blocos intersticiais e

em ambos as extremidades de determinados cromossomos (Fig. 3e).

Rhinodoras dorbignyi

Os individuos dessa espécie apresentaram 58 cromossomos divididos em 20m +
20sm + 18st-a (Fig. 1f); RONs simples terminais no brago curto do par 15 e sitios de DNAr
58S situados terminalmente no braco curto de um par submetacéntrico 12 (Fig. 2). Essa espécie
apresentou poucas regides heterocromaticas, sendo que em apenas quatro cromossomos foram
observados blocos terminais no brago curto, dentre os quais estd o par subtelocéntrico

portador das RONs (Fig. 3f).

Ossancora asterophysa

O. asterophysa exibiu 58 cromossomos divididos em 24m + 26sm + 8st-a (Fig.
1g); e RONSs simples, detectadas pela impregnagdo pelo nitrato de prata situadas na porgao
terminal do brago curto do maior par submetacéntrico (Par 13) (Fig. 2). O padrio de
heterocromatina observado nessa espécie foi caracterizado pela presenca de muitos blocos
heterocromaticos terminais, sendo que muitos deles encontraram-se co-localizadas, ocupando

ambas as extremidades do mesmo cromossomo (Fig. 3g)

Ossancora punctata

Ossancora punctata que apresentou 66 cromossomos ¢ férmula cariotipica 12m +
10sm + 44 st-a (Fig. 1h); RONs simples terminais no brago curto do par 32 e sitios de DNAr
5S situados no braco curto do par 14 (Fig. 2g). O bandamento C revelou principalmente

heterocromatinas pericentroméricas; terminais no braco longo de cromossomos subtelo-
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acrocéntricos € em ambas as extremidades da maioria dos cromossomos metacéntricos (Fig.

3g).

Em trés exemplares dessa espécie, foram observadas células portando desde 1 até
3 microcromossomos supranumerarios puntiformes (Fig. 1g) e totalmente heterocromaticos
(Fig. 3g). Analises meidticas foram realizadas em apenas dois desses individuos, onde foram
encontradas as seguintes fases: metafase espermatogonial (Fig. 4a); paquiteno inicial (Fig.

4b); metafase I com 33 bivalentes (Fig. 4c).

Ap6s o bandamento C, foi possivel observar os microcromossomos com maior
facilidade, em decorréncia de serem totalmente heterocromaticos nas fases de metafase
espermatogonial (Fig. 4d); paquiteno tardio (Fig. 4e); dipldteno/diacinese (Fig. 4f) e
Metéafase 1 (Fig. 4g). A coloracdo com os fluorocromos DAPI e CMA3, revelaram sinais
fluorescentes em Metafase I (Fig. 4h e Fig. 4i), sendo que nessa ultima o cromossomo B
exibiu fluorescéncia para os dois corantes, sendo, portanto constituido por heterocromatina

neutra.

Discussao

Os primeiros estudos cariotipicos envolvendo espécies da familia Doradidae
(Siluriformes) foram desenvolvidos ha mais de duas décadas por Fenocchio et al. (1993).
Desde entdo, somente outros cinco trabalhos foram realizados nesse grupo de peixes,
contribuindo para a caracterizagdo de 18 espécies, dentre as quais apenas Trachydoras
paraguayensis apresentou 2n=56, o restante exibiu um cariotipo constituido por 58
cromossomos com pequenas variagdes na formula cariotipica (Tabela 1). Esse aparente

conservadorismo cromossomico, foi por muito tempo considerada uma caracteristica
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marcante de Doradidae. Contudo, a partir desse momento, tal afirmacdo deverd ser
desconsiderada, visto que no presente estudo foi descrita uma acentuada variabilidade, com
numeros dipléides variando desde 2n= 46 no Caridtipo A descrito para Amblydoras affinis até

2n=66 cromossomos em Ossancora punctata (Fig. 5).

De um modo geral, pressupde-se que o cariotipo ancestral a partir do qual os
doradideos diversificaram apresentava 58 cromossomos com predominancia dos tipos
metacéntricos e submetacéntricos (Fig. 5). Essa hipotese tem suporte filogenético, pois esse
2n é a condigdo relatada em clados basais, como ¢ o caso de Wertheimeria maculata,
Kalyptodoras bahiensis e Franciscodoras marmoratus (Fenocchio et al. 1993; Garcia 2005;
Eler et al. 2007; Milhomem et al. 2008; Paixdao 2010). Além disso, uma macroestrutura
similar, ocorre em espécies da familia Auchenipteridae (Lui et al. 2009; Lui et al. 2010; Lui et
al. 2013a; Lui et al. 2013b), que segundo analises morfoldgicas e moleculares diversificou a
partir do mesmo ancestral que deu origem aos doradideos atuais, constituindo, portanto,

clados irmaos (Arce et al. 2013; Birindelli et al. 2014).

A variabilidade observada na quantidade e morfologia de cromossomos sugere a
participagdo de mecanismos evolutivos divergentes que atuaram de modo a manter, reduzir ou
aumentar a quantidade de cromossomos a partir de diferentes rearranjos cromossomicos.
Desse modo, analisando a figura 5, a manuten¢do do cariotipo ancestral (2n=58) surge como
uma forte tendéncia evolutiva entre as espécies de Doradidae, sendo que a variabilidade
observada nas formulas cariotipicas seria decorrente de inversdes pericéntricas. A
diversificacdo cariotipica de Doradidae também envolveu a participacdo de rearranjos
cromossdmicos numeéricos, como € o caso das translocagdes Robertsonianas que promoveram
a reducdo do 2n nas espécies Amblydoras affinis (2n=46), Anadoras wedelli (2n=56) e

Trachydoras paraguayensis (2n=56). Ja as fissdes céntricas, seriam os rearranjos responsaveis
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pelo aumento de cromossomos observado na maioria dos exemplares de Amblydoras affinis

(2n=60) e Ossancora punctata (2n=66) (Fig.6).

Assim como a ocorréncia de 58 cromossomos, a presenca de RONs simples ¢
outra condicdo frequente em Doradidae. A maioria das espécies possuem sitios localizados
em posi¢do terminal, contudo existe uma variagdo nos tipos e bracos cromossdmicos onde
estdo situados (Tabela 1 e Figura 7). As Unicas excecdes a esse padrao sdo as espécies
Trachydoras paraguayensis ¢ Hassar gabiru, nas quais as RONs foram detectadas em
cromossomos metacéntricos em regides intersticiais (Fenochio et al. 1993; Milhomem et al.
2008; presente estudo). As informagdes compiladas na figura 6, sugerem que a presenga de
sitios de DNAr 18S terminais confinados & um par de cromossomos subtelocéntricos ¢ a
condicdo ancestral de Doradidae. Essa hipdtese recebe suporte filogenético visto que esse
padrdo ocorre em espécies da subfamilia Wertheimerinae (Eler et al. 2007; Paixdo 2010),
Franciscodoras marmoratus (Garcia 2005) e no grupo irmao Auchenipteridae (Lui et al.

2010; Lui et al. 2013a; Lui et al. 2013Db).

Partindo desse modelo ancestral, e considerando a variabilidade observada na
posi¢ao das RONs, as inversdes pericéntricas despontam como 0s rearranjos responsaveis
pelas divergéncias observadas na dispersdo dessa familia multigénica. Assim, o padrao
ancestral foi conservado somente nos clados basais, sendo que em espécies da subfamilia
Astrodoradinae ocorreu um acentuado rearranjo tanto na posi¢cao quanto na morfologia dos
cromossomos portadores. Tal variagdo promovida por inversdes pericéntricas parece ter
ocorrido como menor intensidade na subfamilia Doradinae, onde a maioria das espécies
conservou os sitios de RONs na posi¢do terminal do braco curto de cromossomos

submetacéntricos (Fig. 6).
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Em relagdo ao padrao de DNAr 5S ancestral de Doradidae, com base nas
informagdes obtidas at¢ o momento ¢ praticamente impossivel defini-lo, visto que em
Auchenipteridae (grupo irmao), além de existirem poucos estudos, estes revelam uma
variabilidade, onde a maioria das espécies possuem sitios multiplos como é o caso de
Parauchenipterus galeatus (Lui et al. 2010), Tatia neiva ¢ Tatia jaracatia (Lui et al. 2013a).
Apenas Ageneiosus inermis apresenta sitios de DNAr 5S intersticiais, restritos a um tnico par
metacéntrico (Lui et al. 2013b). Outro complicador é o fato de que o mapeamento dessas
sequéncias em Doradidae também ¢ incipiente, e foi realizado em apenas seis espécies. Essa
escassez de informacdes impossibilita delinear tendéncias evolutivas, mas evidenciam que a
dispersao dos sitios de DNAr 5S é um excelente marcador citogenético para algumas
espécies, dentre as quais se destacam Franciscodoras marmoratus que apresentou um sistema
multiplo com sitios intersticiais em dois pares cromossomicos, O. punctata que apresentou
sitios em cromossomos acrocéntricos e T. paraguayensis com sitios biterminais (Fig. 6).

Assim como o padrdo de distribuicdo dos sitios de DNAr 5S, as informagdes
relativas 4 quantidade e localizagdo de heterocromatina sdo ainda preliminares, tornando
praticamente impossivel definir qual seria o padrdo ancestral de Doradidae. Contudo ¢ notavel
a ocorréncia de uma variabilidade em relagdo 4 maneira como as regides heterocromaticas se
dispersaram pelo genoma das espécies dessa familia, possibilitando definir pelo menos quatro
padroes diferenciados tanto pela quantidade, quanto pela localizagdo. O primeiro padrao foi
descrito para P. granulosus (Paiva 2012) e Rhinodoras dorbignyi (Presente estudo), que sdo
espécies de grande porte e pertencentes a subfamilia Doradinae. A caracteristica que o define
¢ a escassez de heterocromatina, sendo essa restrita aos centromeros € também sob a forma de
poucos blocos terminais, que geralmente sdo coincidentes com as RONs.

Um segundo padrio corresponderia aquele detectado em espécies

filogeneticamente basais, como ¢ o caso de Wertheimeria maculata (Eler et al. 2007) e
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Franciscodoras marmoratus (Garcia 2005) assim como nas espécies da subfamilia
Astrodoradinae (Presente estudo) e em Platydoras costatus (Milhomem et al. 2008) que
apresentaram muita heterocromatina, sendo essa distribuida de forma homogénea no
caridtipo, e localizada em regides pericentroméricas, terminais no brago curto e intersticial em
alguns cromossomos. Essas espécies ainda compartilham uma caracteristica marcante, que ¢ a
presenga de um ou dois pares de cromossomos meta-submetacéntricos portadores de blocos
de heterocromatina distal em ambos os bragos cromossdmicos.

O terceiro arranjo heterocromatico foi caracterizado pela presenga de muitos
blocos, situados principalmente em regides terminais no brago curto. Esse padrao, foi descrito
somente em espécies da subfamilia Doradinae, principalmente naquelas filogeneticamente
derivadas como ¢ o caso de Trachydoras paraguayensis (presente estudo), Tenellus ternetzi,
Hassar orestis (Milhomem et al. 2008) e Hassar wilderi (Eler et al. 2007). O padrdo 4 foi
observado nas espécies Ossancora asterophysa e Ossancora punctata que apresentaram as
regides heterocromaticas localizadas principalmente em regides terminais, sendo que muitos
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos exibiram heterocromatina biterminal
(Presente estudo). Até o momento, esse padrio de heterocromatina parece ser a Unica
caracteristica compartilhada entre as espécies de Ossancora, visto que a quantidade de
cromossomos ¢ a posi¢ao das RONSs sdo bastante divergentes.

Interessante ressaltar que do ponto de vista filogenético, ndo existe consenso entre
os estudos morfolégicos e moleculares sobre o monofiletismo desse género. Sendo que,
Birindelli (2014) confirma a condigdo monofilética e Arce et al. (2013) sugere que Ossancora
¢ um agrupamento polifilético. Em relacdo a essa problematica, os dados cromossdmicos
tendem a corroborar o monofiletismo de Ossancora, apoiando o estudo realizado por
Birindelli (2014), onde as espécies O. eigenmanni e O. asterophysa constituem um mesmo

clado, compartilhando um conjunto maior de caracteristicas citogenéticas (2n=58 ¢ RONs
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terminais em submetacéntricos) do que com O. punctata (2n=66 ¢ RONs terminais em
acrocéntricos) que seria entdo a espécie mais derivada do género.

Desse modo, o aumento na quantidade de cromossomos em O. punctata pode ser
explicada pela ocorréncia de fissdes céntricas em um caridtipo ancestral portador de 2n=58 e
predominancia de cromossomos de dois bragos. Esse rearranjo além de modificar
drasticamente a propor¢do entre os tipos cromossomicos (diminui¢do de meta-
submetacéntricos € aumento no numero de subtelo-acrocéntricos), também originou os
cromossomos supranumerarios observados em alguns exemplares dessa espécie provenientes
do rio Miranda. A ocorréncia de fissdes certamente originou fragmentos cromossomicos,
sendo que, a maioria deles foi naturalmente eliminada (pela auséncia de centromeros,
telomeros ou outras regides importantes para seu funcionamento). Contudo, alguns
permaneceram pelo fato de conservarem em sua estrutura sequéncias centroméricas. Essa
condicdo permitiu que tais segmentos segregassem normalmente durante a divisdo meidtica,
permanecendo em diferentes linhagens celulares sob a forma de cromossomos adicionais ao
complemento padrio (Fig. 8).

Além de Ossancora, as espécies do género Amblydoras também nao possuem
suas relacdes filogenéticas bem esclarecidas, mesmo apds a revisdo taxonomica realizada por
Sousa (2010). No presente estudo foram descritas duas formas cariotipicas para Amblydoras
affinis sendo uma menos comum com 2n=46 e outra mais frequente com 60 cromossomos,
apesar de ndo possuirem diferencas morfologicas significativas. Além da diferenciacao
numérica, essas formas cariotipicas ainda foram facilmente separadas tanto pela quantidade
de cromossomos quanto pela distribui¢do de heterocromatina e padroes de RONs. Essa
diferencia¢do cromossdmica sugere que Amblydoras necessita de uma revisdo taxonomica,
utilizando nao sé parametros morfolodgicos, mas também marcadores genéticos, visto que a

diversidade desse género encontra-se subestimada, devido a existéncia de diferentes espécies
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cripticas.

A analise citogenética comparativa aqui realizada, além de auxiliar na resolugao
de algumas questdes filogeneticamente conflituosas, tem como principal contribuicdo o fato
de ter revelado uma diversidade cariotipica até entdo nunca descrita para a familia Doradidae
possibilitando delinear tendéncias evolutivas. Nesse grupo de peixes, o caridtipo ancestral
(2n=58 ¢ RONSs simples terminais) foi mantido na maioria das espécies, entretanto algumas
caracteristicas derivadas foram relatadas dentre as quais se destacam: ntimeros diploides
distintos, RONs intersticiais e cromossomos supranumerarios. Essas variagdes sdao evidéncias
de que Doradidae ndo segue uma evolug¢do conservativa como foi postulado durante muito
tempo, e ainda comprova que durante a histéria evolutiva dessa familia ocorreram rearranjos
como as inversodes, translocacdes Robertsonianas e fissdes, cuja atuagdo originou linhagens

citogenéticamente diferenciadas.
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ANEXOS
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TABELA 1: Dados Citogenéticos disponiveis para Familia Doradidae: 2n= ntimero
diploide; RON= regido organizadora de nucléolos; @ = fémea; & = macho; T= terminal; IN=
intersticial; S= simples; m= metacéntrico; sm= submetacéntrico; st= subtelocéntrico; a=

acrocéntrico; FC= formulas cariotipicas.

GENERO/ ESPECIE 2n FC RON REFERENCIAS
Wertheimeria maculata 58 24m+ 14sm+ 8st+12a S: T Eler et al. (2007)
Kalyptodoras bahiensis 58 - S:T Paixao (2010)
Franciscodoras marmoratus 58 28m+10sm+8st+12 a S: T Garcia (2005)
Platydoras cf. costatus 58 26m+16sm+4st+2a S: T Milhomem et al. (2008)
Pterodoras granulosus 58 16m+16sm+14st+12a S:T Paiva (2012)
Oxydoras niger 58 20m+16sm+8st+14a S: T Fenocchio et al. (1993)
(citado como Pseudodoras niger)

Rhinodoras dorbignyi 58 20m+20sm+4st+14a S: T Fenocchio et al (1993)
Rhinodoras dorbignyi 58 18m+16sm+12st+12a S: T Fenocchio et al (1993)
(citado como Rhinodoras sp.)
Trachydoras paraguayensis 56 32m+20sm+4st S: IN Fenocchio et al. (1993)
Ossancora eingenmanni 58 36m + 10sm + 12st Troy e Miyazawa (2000)
(citado como Doras eigenmanni)
Leptodoras cataniae 58 24m+16sm+14st+4a S:T Venere et al. (1998)
(citado como L. acipenserinus)
Tenellus ternetzi 58 44m+12sm+2 a S:T Milhomem et al. (2008)
(citado como Opsodoras ternetzi)
Tenellus leporhinus 58  Q21m+18sm+12st+7a  S:T Venere et al. (1998)
(citado como Opsodoras sp.) 220m+18sm-+12st+8a

(ZZ/ZW)
Hassar orestis 58 42m+14sm+2 a S:T Venere et al. (1998)
Hassar orestis 58 32m+20sm+6 a S:T Milhomem et al. (2008)
Hassar cf. orestis 58 32m+18sm+8 a S:T Milhomem et al. (2008)
Hassar wilderi 58 32m+16sm+10a S:T Eler et al. (2007)
Hassar gabiru (citado como Hassar sp.) 58 42m+14sm+2 a S:IN Milhomem et al. (2008)
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TABELA 2 — Espécies analisadas no presente estudo e seus respectivos locais de coleta. M=
machos; F= fémeas; NI= sexo ndo identificado.

ESPECIES LOCAIS DE COLETA N° EXEMPLARES
M F NI TOTAL

Ossancora punctata Rio Miranda — Corumba, Mato Grosso do Sul. 2 1 4 7
Rio Parana — Paulicéia, Sdo Paulo. 2 2
Ossancora asterophysa Lago Cataldo — Manaus, Amazonas. 9 9
Rhinodoras dorbignyi Rio Miranda — Corumba, Mato Grossodo Sul. 1 1 2
Anadoras wedelli Rio Miranda — Corumba, Mato Grossodo Sul. 2 3 12 17
Amblydoras affinis Loja de Aquarios — Londrina, Parana 4 3 3 10
Agamyxis pectinifrons Loja de Aquarios — Londrina, Parana 1 2 3 6
Trachydoras paraguayensis  Rio Miranda — Corumba, Mato Grosso do Sul. 2 2
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FIGURA 1 — Cari6tipos apos coloragao com Giemsa: a) Amblydoras affinis; b) Amblydoras
affinis; ¢) Trachydoras paraguayensis; d) Anadoras wedelli; e¢) Agamyxis pectinifrons; f)
Rhinodoras dorbignyi; g) Ossancora asterophysa; h) Ossancora punctata. Os asteriscos
vermelhos indicam os cromossomos portadores de constrigdes secundarias.

63



Diversidade cromossémica e Evolu¢ao em Doradida

ESPECIES RONs DNAr 58
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FIGURA 2 — Pares cromossomicos portadores das RONs e sitios de DNAr 5S.
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FIGURA 3 — Metafases mitoticas submetidas ao bandamento C: a) Amblydoras affinis; b)
Amblydoras affinis; ¢) Trachydoras paraguayensis; d) Anadoras wedelli; e) Agamyxis
pectinifrons; f) Rhinodoras dorbignyi; g) Ossancora asterophysa; h) Ossancora punctata. As
setas pretas destacam os pares metacéntricos portadores de heterocromatina biterminal; setas

vermelhas: microcromossomos Bs.
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FIGURA 4- Caracteristicas estruturais ¢ comportamento meidtico dos cromossomos
supranumerarios observados em alguns individuos de Ossancora punctata do rio Miranda,
submetidos a Coloragao convencional (a), (b), (¢); Bandamento C (d), (e), (f), (g); Dupla
coloracdo como fluorocromos base especificos DAPI (h) e CMA; (i).
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FIGURA 5 — Filogenia Consenso da Familia Doradidae, baseada em caracteres morfoldgicos
de acordo com Sousa (2010) e Birindelli (2014) associada a variagdo observada no nimero
diploide. Em azul as espécies que possuem informagdes cariotipicas.
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FIGURA 6- Esquema ilustrando a Hipdtese de diversificagio do numero diploide em

espécies de Doradidae.
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FIGURA 7 — Padrdes de dispersdao dos DNAr 18S e 58S, e suas correlagdes filogenéticas.
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“Caracterizacao citogenética de trés populacées do armado Pterodoras granulosus
(Siluriformes-Doradidae): evidéncias de diversificacio microestrutural associada ao

distanciamento geografico”.

Féabio Hiroshi Takagui; José Olivan Birindelli; Ana Claudia Swarca; Ana Lucia Dias; Eliana

Feldberg; Alberto Sergio Fenocchio & Lucia Giuliano-Caetano.

Resumo

Pterodoras granulosus ¢ um peixe de grande porte, habito migratéorio e amplamente
distribuido pela América do Sul, onde apresenta importancia na pesca comercial e no controle
biologico de moluscos invasores. O conhecimento acerca das caracteristicas citogenéticas
dessa espécie sdo escassos, € nesse estudo uma andlise comparativa entre populagdes
geograficamente distantes de P. granulosus foi realizada com intuito de caracterizar a
organizagdo cromossOmica assim como investigar se existe diversificacdo cariotipica entre
essas populagdes. As andlises convencionais e moleculares revelaram poucas divergéncias,
sendo que todas as populagdes apresentaram 58 cromossomos e padroes de DNAr 18S e 5S
similares. No entanto, altera¢des microestruturais relacionadas tanto com a ocorréncia de
heteromorfismo cromossdmico estrutural, quanto variagdes interpopulacionais na quantidade
e localizacdo de heterocromatina foram verificadas. Com base nesses dados, foi possivel
definir que os exemplares provenientes da bacia amazonica sdo os mais divergentes quando
comparados com aqueles provenientes do rio Miranda e rio Parana que pertencem a uma
mesma bacia hidrografica (Platina), por isso sdo mais relacionados. Os resultados obtidos no
presente estudo sugerem que o padrido de diversificacdo cariotipica observado em P.
granulosus ¢ um reflexo tanto de suas caracteristicas bioldgicas (espécie migratoria), quanto
um indicativo de que sua dispersdo pelas bacias hidrograficas sul-americanas ¢ um evento
biogeografico recente.

Palavras-chave: Cariotipo, Variabilidade, heterocromatina, DNAr, Biogeografia.
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Introducao

Pterodoras granulosus (Valenciennes 1821), popularmente conhecido como
armado e abotoado ¢ um peixe siluriforme que pertence 4 familia Doradidae. Essa espécie de
habito migratério encontra-se amplamente distribuida na América do Sul ocorrendo nas
bacias hidrograficas dos rios Amazonas, Paraguai e Parana (Ferraris 2007; Makrakis et al.
2007). Até¢ meados da década de 80, ela ndao havia sido descrita em levantamentos
ictiofaunisticos realizados no Alto rio Parand, contudo a construcio do reservatorio de Itaipu e
consequente submersdo do Salto de Setes Quedas possibilitou a dispersdo dessa espécie para
essa regido, onde até entdo existia somente Rhynodoras dorbigny como representante da

familia Doradidae (Zawadzki et al. 1996).

O impacto causado pela “invasdo” e o rapido sucesso adaptativo que P.
granulosus apresentou na regido do Alto Parana tornou essa espécie um modelo para a
realiza¢ao de estudos abordando caracteristicas comportamentais, reprodutivas, morfologicas
e ecologicas (Ferriz et al. 2000; Feitoza et al. 2004; Agostinho et al. 2009). Dessa forma, essa
espécie ¢ a mais estudada dentre aquelas alocadas na familia Doradidae, e isso se deve
principalmente a trés fatores: (I) importancia econdmica, sendo bastante apreciado na pesca
comercial, (II) atuagdo como dispersor de sementes de algumas plantas (ictiocoria); (III)
controle bioldgico do mexilhdo-dourado (Corbicula fluminea), um molusco invasor de origem
asiatica que tem causado sérios problemas ao reservatorio de Itaipu (Souza- Stevaux et al.
1994; Darrigan e Colautti 1994; Pilati et al. 1999; Da Luz et al. 2002; Catanhande et al.

2008).

A ocorréncia de populagdes de P. granulosus distribuidas tanto na bacia
Amazobnica e Platina oferece uma excelente oportunidade de se estudar aspectos
biogeograficos e quais suas possiveis implicacdes na diversificagdo cariotipica desses peixes.
Nesse sentido, a abordagem citogenética seria extremamente eficiente, e essa premissa
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motivou a realizacdo do presente estudo, que por meio da descricdo do caridtipo de
exemplares do rio Parand, Paraguai e Amazonas pretende investigar se existe variabilidade
citogenética interpopulacional e inferir quais processos carioevolutivos estariam envolvidos

na sua origem.

Material e Métodos

Foram analisados 26 exemplares de Pterodoras granulosus provenientes das
bacias hidrograficas dos rios Parand, Paraguai ¢ Amazonas (Fig.1, Tabela 1). A obten¢do dos
cromossomos mitoticos foi realizada seguindo o método proposto por Bertollo et al. (1978) e
Foresti et al. (1993), j& os cromossomos meidticos foram obtidos por meio de células

testiculares de acordo com Kligerman e Bloom (1977).

A montagem do caridtipo foi realizada com auxilio do programa Adobe
Photoshop, e a classificagdo cromossomica adotada seguiu os parametros estabelecidos por
Levan et al. (1964). Os bandamentos cromossdmicos utilizados no presente estudo foram:
Bandamento C (Sumner 1972) com uma modificacdo na etapa de coloragdo, onde o Giemsa
foi substituido pelo fluorocromo lodeto de Propideo seguindo a metodologia proposta por Lui
et al. (2012); impregnacao por nitrato de prata (Howell e Black 1980); e a coloragdo com os
fluorocromos base-especificos Cromomicina Az (CMA;) e 4’6 diamino-2-fenilindole (DAPI)

(Schweizer 1980).

Para realizar o mapeamento fisico dos DNAr, a técnica de hibridagao fluorescente
in situ (FISH) foi aplicada seguindo o protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), utilizando as
sondas de DNATr 18S isolada de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti 2004) e de DNAr

5S obtida a partir do genoma de Imparfinnis shubarti (Gouveia 2015, em preparagao).
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Resultados

A- Populacédo do Alto rio Parana

Todos os exemplares apresentaram 58 cromossomos e férmula cariotipica 16m +
16sm + 14st + 12a e NF= 104 (Fig. 2a). A coloracao com Giemsa ainda evidenciou em quatro
individuos (2 machos e 2 fémeas) a ocorréncia de um heteromorfismo de tamanho no par
submetacéntrico 12, caracterizado pela presenca de um cromossomo mediano (sm 12A) e
outro menor (sm 12B) (Fig. 2a e Fig.3). Aparentemente a condicdo normal do par 12
observada na maioria dos exemplares dessa populacao, ¢ a presenga de dois cromossomos
sml12A, o que caracteriza uma configuragao aqui denominada de homomorfica (Fig. 3).

Por meio do bandamento C, foi identificado um padrdo caracterizado pela
presenca de pouca heterocromatina, localizada em regides pericentroméricas dos pares
metacéntricos 1, 2, 5 e 6, no par submetacéntrico 9 e no par 17. E um bloco no brago curto do
par 19, que provavelmente coincide com a constri¢do secundaria observada apos coloracao
convencional (Fig. 2b).

A impregnagdo por nitrato de prata evidenciou a presenca de regides
organizadoras de nucléolos (RONs) no brago curto do par subtelocéntrico 19. Esse padrao
simples foi confirmado pela hibridagdo fluorescente in situ com sondas de DNAr 18S. Ja os
sitios de DNAr 5S foram detectados em apenas uma par de cromossomos submetacéntricos
posicionados no brago curto (Fig. 4).

Uma caracteristica peculiar observada em seis individuos dessa populagdo foi a
presenca de um pequeno cromossomo supranumerario acrocéntrico totalmente
heterocromatico (Fig. 2a e Fig.4). A frequéncia do cromossomo B foi considerada
relativamente baixa, variando de 12,5% a 23,8% (Tabela 2).

Analises meioticas foram conduzidas em trés individuos do sexo masculino,

revelando em metafase espermatogonial a presenca de 58 cromossomos e um pequeno
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cromossomo B (Fig. 5a); a maioria das células analisadas estava em paquiteno inicial (menos
condensado) (Fig. 5b) e final (condensacao maior) (Fig. 5¢). Contudo, em nenhuma delas foi
possivel discriminar os bivalentes do complemento A, sendo que em poucas células o
cromossomo B foi facilmente identificado tanto pelo reduzido tamanho quanto por apresentar-
se isolado dos demais bivalentes. A tinica fase onde foi possivel discriminar os 29 bivalentes
foi o diploteno, confirmando assim o numero dipldide da espécie e também evidenciando o
cromossomo B e alguns quiasmas (Fig. 5d).

O bandamento C em células meidticas confirmou o padrio observado nos
cromossomos mitoticos, revelando heterocromatina pericentromérica e no cromossomo B nas
seguintes fases: metafase espermatogonial (Fig. 5e), metafase I (Fig. 5f) ¢ metafase II (Fig.
5g). A coloracdo com os fluorocromos facilitou a identificagdo tanto das RONs que sao GC
ricas, quanto do cromossomo B que apresentou sinais positivos para a CMAs e o DAPI

(heterocromatina neutra) em metafase I (Fig. Sh e 5i).

B- Populacéo do rio Miranda — Sistema hidrografico rio Paraguai

Os exemplares coletados nessa localidade também exibiram 58 cromossomos ¢
formula cariotipica 16m + 16sm + 14st + 12a e NF= 104 (Fig. 2¢). O padrao de bandamento
C foi similar ao descrito para os exemplares do Alto rio Parand exibindo heterocromatina
pericentromérica na maioria dos cromossomos. Blocos adicionais foram observados na regido
terminal do brago longo do par subtelocéntrico 17 e antecedendo a regido coincidente com a
constri¢do secundaria no braco curto do par subtelocéntrico 19 (Fig. 2d).

A impregnacdo pelo nitrato de prata revelou RONs simples heteromorficas no
brago curto do par subtelocéntrico 19. Esse mesmo par cromossomico exibiu sinais
fluorescentes ap6s a hibridagao fluorescente in situ com sondas de DNAr 18S. Em relagdo ao

padrao de DNAr 5S, a maioria dos individuos, apresentou dois sitios no brago curto do par
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submetacéntrico 13. Entretanto em duas fémeas, foi detectado um arranjo diferenciado, sendo
um dos cromossomos submetacéntricos portador de sitios de DNAr 5S em todo o brago curto
(padrao mais frequente), ¢ o outro com sitios menores ocupando somente a regido

pericentromérica (Fig. 4).

C- Populacgéo do Lago Cataldo — Sistema hidrografico rio Amazonas

A coloracdo convencional evidenciou a presenca de 2n= 58 cromossomos,
formula cariotipica de 18m + 18sm + 12st + 10a (NF= 102) (Fig.2e). Assim como nas demais
populacdes, poucos blocos heterocromaticos foram observados, sendo a maioria em regioes
pericentroméricas. No entanto, blocos adicionais foram detectados no brago curto dos
cromossomos submetacéntricos 13 e 16 e em posicdo terminal do brago longo do par 19
(Fig.2f). Em relagdo ao DNAs ribossomico, foi observado o mesmo padrdo descrito para os
exemplares do Alto rio Parand e rio Miranda, sendo o DNAr 18S localizado no braco curto do
par subtelocéntrico 21 e o DNAr 5S ocupando todo o brago curto do par submetacéntrico 14

(Fig. 4).

Discussao

Embora o 2n= 58 tenha sido conservado nas diferentes populacdes de P.
granulosus provenientes dos sistemas hidrograficos da bacia Platina (Alto rio Parana e rio
Miranda) e Amazonica (Lago Cataldo), alteragcdes microestruturais foram detectadas. Dessa
forma, cada populagdo exibiu caracteristicas cromossOmicas particulares, relacionadas
principalmente com modificagdes na morfologia cromossomica decorrente de
heteromorfismos estruturais, variacdo na quantidade de heterocromatina e a ocorréncia de

Cromossomo supranumerério.
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Dentre os exemplares do Alto rio Parana, por exemplo, quatro individuos
apresentaram um heteromorfismo estrutural no par submetacéntrico 12, caracterizado pela
presenga de um cromossomo mediano (sm12A) e outro menor (sm12B). Aparentemente, a
condi¢do normal do par 12 nessa populacdo ¢ a presenca de dois cromossomos sml2A
(homomorfico A), de modo que a configuragdo homomorfica B (sm12B + sm12B) ndo foi
observada em nenhum exemplar. A ocorréncia desse heteromorfismo parece ser uma
caracteristica exclusiva dos exemplares coletados na bacia do Rio Parana, sugerindo a
participagdo de delecdes. Esse rearranjo estrutural é corroborado pela auséncia de individuos
portadores da configuragdo homomorfica B, aparentemente inviavel em fungdo da perda de
genes vitais nesse segmento cromossomico. Sendo assim, a manuten¢do da condig¢do
heteromorfica nessas duas populagdes do Alto rio Parana ainda € viavel, gracas ao fato de que
um dos cromossomos do par 12 (sem a monossomia parcial) codificaria os produtos génicos
dessa regido normalmente em quantidades suficientes para compensar a auséncia no outro
cromossomo (sm12B).

Segundo Kasahara (2009), as delecdes assim como todos os demais tipos de
rearranjos estruturais ocorrem devido a quebras cromossOmicas em sitios frageis que podem
surgir espontaneamente ou ter sua frequéncia aumentada sob ag¢do de agentes clastogénicos
fisicos (radiagdo ionizante, temperatura) ou quimicos (pesticidas, alteracdes de pH, entre
outras substancias). A por¢do alta do Rio Parana, onde P. granulosus se estabeleceu apés a
submersdo do Salto de Sete Quedas, ¢ uma das regides mais impactadas por atividades
antropogénicas, principalmente aquelas relacionadas & constru¢ao de hidroelétricas e poluicao
agricola.

Dessa forma o surgimento de heteromorfismos decorrentes de delegdes
cromossOmicas em alguns exemplares do presente estudo provavelmente ocorreu em fungao

de algum agente clastogénico fisico ou quimico decorrente de alteragdes ambientais
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provocadas por essas atividades nessa bacia. Tal hipdtese, embora necessite de um
embasamento mais consistente, também ¢é um indicativo de que essa alteragdo ocorreu
recentemente na histoéria evolutiva dessa espécie e ainda ndo alcangou uma estabilidade, pois
sua frequéncia variou significativamente na populagao.

Outra particularidade observada em seis exemplares da populagdo do rio Parana —
Paulicéia foi a presenga de um pequeno cromossomo supranumerario acrocéntrico. Dentre os
peixes da familia Doradidae, esse tipo de polimorfismo numérico foi descrito somente para
uma populacdo de Ossancora punctata que exibiu células portando de 1 até 3
micromossomos Bs e totalmente heterocromaticos (presente estudo — Capitulo 1). Embora
possua uma frequéncia relativamente baixa em células mitoticas, o cromossomo B de P.
granulosus apresenta um comportamento regular durante as diferentes fases da Meiose, por
meio de suas caracteristicas morfologicas (menor cromossomo acrocéntrico), estruturais,
composicionais (rico em pares de bases GC e AT) e segregacionais (geralmente isolado dos
demais cromossomos do complemento A).

Os mecanismos relacionados a origem e evolucdo de cromossomos Bs ainda
permanecem obscuro, sendo que diversas teorias tem sido levantadas. Dentre elas, a mais
aceita ¢ a de que esses componentes gendmicos adicionais tenham surgido a partir de
rearranjos envolvidos na diferenciagdo cariotipica de cromossomos do complemento padrao
(Camacho et al. 2000; Lui et al. 2009; Vicari et al. 2011; Blanco et al. 2012). Considerando
esse raciocinio, ¢ provavel que o cromossomo B descrito para P. granulosus tenha sido
originado a partir de um evento similar ao que foi responsavel pela formagao do cromossomo
sm12B. Desse modo, ele seria inicialmente um segmento deletado de algum cromossomo do
complemento padrdo, que posteriormente se manteve nas células germinativas desse
individuo ancestral pelo fato de ainda possuir resquicios de regides centroméricas. A

permanéncia dessas sequéncias, garantiu uma segregacao meiotica aparentemente normal que
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possibilitou a dispersdo desse microcromossomo para outras células desse individuo,
produzindo gametas desbalanceados, como evidenciado pelas analises meioticas realizadas no
presente estudo.

Variagdes microestruturais também foram detectadas na quantidade e dispersao
das regides heterocromaticas, permitindo discriminar facilmente as populagdes de P.
granulosus. Sendo assim, os individuos coletados no rio Paranad apresentaram a menor
quantidade de heterocromatina, distribuida somente em algumas regides pericentroméricas,
intercalada aos genes ribossdmicos (RONs) € no cromossomo supranumerario. A populagao
do rio Miranda, também apresentou um padrao de heterocromatina semelhante, contudo, tais
exemplares exibiram regides heterocromaticas em posicao adjacente (e ndo intercaladas) as
RON:Ss e blocos terminais no brago longo do par subtelocéntrico 17.

Ja a populagdo do Lago Catalao, embora também possua 2n=58, parece ser a mais
diferenciada tanto em relacdo as formulas cariotipicas (18m +18sm + 12st + 10a), quanto ao
padrao de bandamento C. Esses individuos da bacia amazonica possuem mais
heterocromatina do que aqueles originarios da bacia Platina, visto que apresentaram grandes
blocos terminais no brago curto dos pares 13 e 16, no brago longo dos cromossomos 19 assim
como um arranjo heterocromatico diferenciado nas RONs, que ao contrario das demais
populagdes, a heterocromatina encontra-se tanto em posi¢do adjacente aos cistrons
ribossomais quanto posteriormente, como se estivesse “flanqueando” as RON.

Em relacdo 4s RONs, em todas as populagdes foi observado um padrao simples,
com sitios em posi¢do terminal no brago curto de cromossomos subtelocéntricos medianos.
Tal padrdo parece ser uma caracteristica basal da familia Doradidae e essa hipodtese recebe
grande suporte filogenético, visto que tais plesiomorfias além de ocorrerem nos clados basais
(Wertheimeria maculata, Franciscodoras marmoratus ¢ Kalyptodoras bahiensis), também ¢

comum em Auchenipteridae, grupo irmao de Doradidae e atualmente formam um clado
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neotropical denominado Doradoidea (Moyer et al. 2004; Garcia 2005; Eler et al. 2007;
Milhomem et al. 2008; Paixdo 2009; Lui et al. 2009; Lui et al. 2010; Lui et al. 2013a; Lui et
al. 2013b; Arce et al. 2013; Birindelli 2014; presente estudo- Capitulo 1).

De maneira similar ao padrao de DNAr 18S, todos os individuos de P. granulosus
exibiram apenas um par de cromossomos portadores de sitios de DNAr 5S. Segundo Swarga
et al. (2009), a presenca de sitios simples terminais de DNAr 5S ¢ a condigdo mais comum
dentre diferentes espécies da ordem Siluriformes. No entanto, muitos grupos dessa ordem
possuem poucas informagdes a respeito da localizagdo dessa importante classe de DNAr,
como ¢ o caso da familia Doradidae, onde em apenas seis espécies os sitios de DNAr 5S foi
mapeado (Presente estudo-Capitulo 1; Garcia 2005) . Ao que tudo indica, a presenga de sitios
simples terminais no brago curto de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos parece
ser o padrao ancestral de Doradidae, incluindo P. granulosus também ja foi reportada em
Auchenipteridae assim como em clados basais de Doradidae como ¢ o caso de F. marmoratus
(Garcia 2005; Lui et al. 2009; Lui et al. 2010; Lui et al. 2013a; Lui et al. 2013b)

A maioria dos exemplares de P. granulosus coletados no rio Miranda exibiu o
mesmo padrao de DNAr 5S observado nas demais populacdes analisadas (sitios terminais no
brago curto do par 14/15). Contudo duas fémeas apresentaram um arranjo diferenciado, que se
caracterizou pela presenca de um sitio terminal no brago curto e outro sitio intersticial
préximo ao centrOmero. Essa configuracdo heteromorfica teve sua origem a partir de
inversdes paracéntricas ou transposi¢cao, pois ndo envolveu a regido centromérica € o
cromossomo portador ndo sofreu alteracdes em sua morfologia. Esse tipo de rearranjo
cromossomico pode interferir no processo de expressao genica por alterar a estrutura de genes
ou inibindo sua atividade transcricional devido ao efeito de posi¢cdo (Kasahara 2009; Snustad

2013).
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Nenhum exemplar dessa populagdo apresentou os dois cromossomos do par 14
com DNAr 5S intersticiais (homomorfica rara). A auséncia desse arranjo refor¢a que a
ocorréncia da inversdo paracéntrica tenha inibido a expressdo de genes de importancia
biolodgica situados no segmento invertido (efeito de posi¢ao), tornando essa configuracio
homomorfica deletéria para seus portadores. No entanto € necessario analisar um maior
numero de exemplares dessa localidade, para verificar com mais consisténcia se esse tipo de
arranjo realmente nao € biologicamente viavel.

As populagdes de Pterodoras granulosus, exibiram um caridtipo heterogéneo,
onde embora o 2n= 58 cromossomos tenha sido conservado, divergéncias microestruturais
foram observadas, possibilitando definir marcadores cromossdmicos interpopulacionais
(Fig.6). Esse padrdo evolutivo, onde a diversificagdo cromossomica promove poucas
alteracdes macroestruturais, ¢ comumente descrito para peixes migratorios como ¢ o caso de
Pterodoras granulosus. Tais evidéncias, também sugerem que a dispersao dessa espécie pelas
bacias hidrograficas sul-americanas cis-Andinas ocorreu recentemente. Assim, foi possivel
agrupar as populagdes da bacia Platina e definir os exemplares da bacia Amazdénica como o
grupo mais divergente, portador de mais regides heterocromaticas e férmula cariotipica
distinta, indicando um processo inicial de especiagdo favorecido pelo distanciamento

geografico.
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TABELA 1 — Tamanho amostral separado de acordo com a localidade onde foram capturados
os exemplares de Pterodoras granulosus analisados no presente estudo. M= machos; F=
fémeas; SNI= sexo nio identificado; T= total; S= Sul; O= Oeste

LOCAIS DE COLETA COORDENADAS N° EXEMPLARES
M F SNI T
Rio Parana — Paulicéia, Sdo Paulo. S 21°06°10.26”0 51°47°14.01” 4 8 2 14
Rio Miranda — Corumba, Mato Grosso S 19°31°24.9” O 57°02°25.5” 1 3 3 7
do Sul.
Lago Cataldo — Manaus, Amazonas. S 03°09°47° O 59°54°29” 0 2 3 5
26

TABELA 2 — Frequéncia do microcromossomo supranumerario observado em alguns
exemplares de Pterodoras granulosus provenientes do rio Parana.

EXEMPLARES METAFASES SEMB  METAFASES COM B FREQUENCIA
601 (fémea) 16 2 12.5%
602 (fémea) 15 3 20%
603 (macho) 54 9 16.6%
604 (fémea) 63 15 23.8%
617 (macho) 32 4 12.5%
631 (macho) 35 6 17.1%
6 exemplares 215 39 18.14%

87



T U
T M S

Diversidade cromossémica e Evolu¢ao em Doradida

* e ,
.s%qu‘ <

o) .

X ey
s v
3 . 7 '.__'n. N
- p

América do Sul ' 5?‘

LEGENDA

1 Lago Cataldo (S03°09'47"059°54'29")

Fonte: Leandro Souza

2 Rio Miranda - Corumba (S19°31'24.96"057°02'25.51")

3 Rio Parana - Paulicéia (S21°06'10.26"051°47°14.1")

FIGURA 1 — Mapa indicando os locais onde foram coletados os exemplares de Pterodoras
granulosus. (1) Rio Miranda, afluente do rio Paraguai; (2) Rio Parana- canal principal (porgdo

Alta); (3) Lago Catalao, sistema hidrografico do rio Amazonas.
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FIGURA 2 — Cari6tipos apds coloragdo convencional e bandamento C: Rio Parana (a)
coloragdo convencional e (b) banda C; Rio Miranda (c) coloragdo convencional e (d) banda
C; Lago Catalao (e) coloracido convencional e (f) banda C. Os boxes azuis evidenciam o
heteromorfismo de tamanho no brago curto observado em alguns exemplares de P. granulosus
coletados na calha principal do rio Parana.
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PAR 12
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FIGURA 3 - Ideogramas representando as possiveis configuragdes para o par 12 nos
exemplares do Alto rio Parand. Sm12A= cromossomo submetacéntrico 12 forma A; Sm12B=

cromossomo submetacéntrico forma B.
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FIGURA 4- Mapeamento fisico via impregnagdo por nitrato de prata ¢ FISH dos sitios de
RONSs (DNATr 18S) e DNATr 5s nas diferentes populagdes de Pterodoras granulosus.
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FIGURA 5- Caracteristicas estruturais € comportamento meidtico dos cromossomos
supranumerarios observados em alguns individuos de Pterodoras granulosus do rio Parana,
submetidos a: Coloragdo convencional (a), (b), (¢), (d); Bandamento C (e), (f), (g); Dupla

coloracdo como fluorocromos base especificos DAPI (h) e CMA; (i).
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FIGURA 6 - Ideogramas representando a localizacdo dos diferentes marcadores

cromossomicos utilizados no presente estudo para caracterizagdo da variabilidade
interpopulacional de Pterodoras granulosus. a) Alto rio Parana, com destaque para o
heteromorfismo de tamanho originado por dele¢ao no brago curto de um dos cromossomos do
par 12 e também para o microcromossomo B observado em alguns exemplares; b) Rio
Miranda, destacando a ocorréncia de inversdo pericéntrica em um dos cromossomos do par
14 portador do DNAr 5S (padrdo raro) e o heteromorfismo de tamanho no par 19 observado
somente nas RONs; ¢) Lago Cataldo, apresentou maior quantidade de heterocromatina,
formula cariotipica diferenciada e heteromorfismo de tamanho no par 23 atribuido &
amplificacdo das regides heterocromaticas.
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“Polimorfismo de RONs e cromossomos supranumerdrios em Platydoras armatulus (Siluriformes-Doradidae)”.

Esse artigo serd submetido 4 Revista Genetica.
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“Polimorfismo de RONs e cromossomos supranumerarios em Platydoras armatulus

(Siluriformes-Doradidae)”.

Fébio Hiroshi Takagui; Jos¢ Olivan Birindelli; Ana Claudia Swarga; Ana Lucia Dias; Alberto

Sergio Fenocchio & Lucia Giuliano-Caetano.

Resumo

Platydoras armatulus (Doradidae-Siluriformes) é uma das espécies mais valorizadas no
mercado aquariofilista, sendo também facilmente encontrada em diferentes bacias
hidrograficas sul-americanas. Embora seja uma espécie com ampla distribuicdo geografica,
nenhuma informagdo € conhecida acerca de sua organizacdo cromossdmica. Assim, no
presente estudo foi realizada a primeira caracterizagdo do cariotipo de P. armatulus, por meio
de uma analise comparativa interpopulacional envolvendo exemplares provenientes das bacias
dos rios Paranad e Paraguai. Os resultados obtidos, revelaram poucas divergéncias entre as
duas populacdes, ambas apresentaram 58 cromossomos, mesma formula cariotipica, padrao
de heterocromatina e DNAr 5S. Porém, a populacao do rio Miranda (bacia do rio Paraguai)
foi considerada a mais variavel por apresentar polimorfismo de RONs e microcromossomos
supranumerarios, cuja maior frequéncia foi observada em exemplares portadores de RONs
multiplas. A origem dessas duas condi¢des pode estar relacionada com a atividade de
elementos transponiveis. Para confirmar essa hipotese, estudos complementares deverao ser
realizados, visando isolar, caracterizar e mapear os DNAs repetitivos dessa espécie, com
intuito de verificar se existem homologias entre os componentes dos microcromossomos Bs e
da heterocromatina que intercala os genes ribossomicos.

Palavras-chave: Thorny Catfish; Cromossomos; Variabilidade; Retroelementos.
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Introducao

Platydoras armatulus ¢ um peixe que pertence a familia Doradidae (Siluriformes)
e encontra-se amplamente distribuido pelo continente sul americano, ocorrendo em diferentes
regioes da bacia Amazdnica, no rio Orinoco, Tocantins, Piaui, Parnaiba e Paraguai, sendo que
sua localidade tipo ¢ o rio Parand (Reis et al. 2003; Ferraris 2007). Essa espécie ¢
popularmente conhecida como reco-reco, ou bagre-rafael, possui grande valor no mercado
aquariofilista, principalmente pelo fato de exibir um padrao de colorido exuberante e se
adaptar facilmente as condigdes de cativeiro (Sabaj 2002; Piorski et al. 2008).

Curiosamente, mesmo sendo uma espécie com ampla distribui¢do geografica,
nenhuma informacdo citogenética ¢ conhecida sobre esse peixe. No género Platydoras, existe
somente a descricdo cariotipica de P. costatus coletados no rio Xingu que foi realizado
(Milhomem et al. 2008). Nesse estudo os autores relataram a ocorréncia de 58 cromossomos ¢
formula cariotipica 26m + 16sm + 4st + 2a, regides organizadoras de nucléolos (RONs)
simples terminais. Tais condi¢des, sdo caracteristicas cromossdmicas que predominam entre
as espécies de Doradidae. Esse fato induziu durante muito tempo, varios autores a afirmar que
esse grupo de peixes seguia um modelo de evolucdo conservativo com pouca variagdo
cariotipica (Eler et al. 2007; Milhomem et al. 2008).

Entretanto, recentemente uma andlise citogenética comparativa foi realizada em
sete espécies da familia Doradidae da bacia Platina ¢ Amazonica, reportando uma acentuada
variabilidade numérica (numeros diploides variando desde 46 cromossomos em Amblydoras
affinis a 66 em Ossancora punctata) e estrutural (diferentes padrdes de heterocromatina,
DNAr 18S e 5S). Além disso, a presenga de cromossomos supranumerarios, também foi
descrita pela primeira vez em Doradidae na espécie Ossancora punctata (Presente estudo —
Capitulo 1). Esse tipo de polimorfismo numérico é atualmente um dos temas mais

investigados dentro da citogenética de peixes neotropicais. Somente na ordem Siluriformes,
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de acordo com os ultimos levantamentos (Carvalho et al. 2008; Lui et al. 2009; Almeida et al.
2013) existiam 61 relatos de cromossomos supranumerarios, valor que certamente encontra-se
subestimado.

Diante desse contexto, no presente estudo uma analise citogenética foi realizada
com intuito de determinar a estrutura cariotipica de Platydoras armatulus provenientes de
duas localidades geograficamente distantes, mas situadas numa mesma bacia hidrografica
(Bacia Platina). Com base nessas informagdes, pretende-se determinar se existe variabilidade
entre essas duas populagdes e ainda investigar os mecanismos responsaveis pela origem de
cromossomos supranumerarios € do polimorfismo de RONs observado em alguns exemplares

dessa espécie.

Material e Métodos

Procedimentos de citogenética convencional e molecular foram utilizados para
caracterizar a estrutura cromossomica de 17 exemplares de Platydoras armatulus
provenientes das bacias hidrogréaficas dos rios Parana e Paraguai (Tabela 1, Fig.1). A coleta
do material biologico foi autorizada pelo ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade), seguindo a licenga N° 11399-1. Posteriormente todos os exemplares foram

depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL).

A obtenc¢do dos cromossomos mitoticos foi realizada seguindo o método proposto
por Bertollo et al (1978) e Foresti et al. (1993), ja os cromossomos meidticos foram obtidos
por meio de células testiculares de acordo com Kligerman ¢ Bloom (1977). A montagem do
caridtipo foi realizada com auxilio do programa Adobe Photoshop, e a classificagdao

cromossOmica adotada seguiu os parametros estabelecidos por Levan et al. (1964).
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Os bandamentos cromossdmicos utilizados foram: bandamento C (Sumner 1972),
com modificagdes na etapa de coloracdo (iodeto de propideo) segundo Lui et al. (2012);
impregnacao por nitrato de prata (Howell e Black 1980), e a coloragdo com os fluorocromos
base-especificos Cromomicina Az (CMA3) e 4’6 diamino-2-fenilindole (DAPI) (Schweizer
1980). Para realizar o mapeamento fisico dos sitios de DNAr em P. armatulus, a técnica de
hibridagdo fluorescente in situ (FISH) foi aplicada seguindo o protocolo descrito por Pinkel et
al. (1986), utilizando as sondas de DNAr 18S isolada de Prochilodus argenteus (Hatanaka e
Galetti 2004) e de DNAr 5S obtida via COt-1, a partir do genoma de Imparfinnis shubartti

(Gouveia 2014 em preparacao).

Adicionalmente, o teste estatistico ndo paramétrico x2 (Qui quadrado), foi

realizado de acordo com Gomes (1987), com intuito de testar as seguintes hipoteses:

Ho= Nao existe variagdo significativa na frequéncia de microcromossomos B entre

exemplares portadores de RONs simples e multiplas.

H;= Existe variagdo significativa na frequéncia de microcromossomos B entre exemplares

portadores de RONs simples e multiplas.

Resultados

Os espécimes analisados apresentaram 58 cromossomos e formula cariotipica
22m + 22sm + 10st + 4a (Fig. 2a). Em relagdo ao padrdo de bandamento C, foi observada
heterocromatina na maioria das regides pericentroméricas, assim como em regides terminais
no braco curto dos pares 5, 15, 17, 19, 20, 22, 23 e 25; no brago longo do par 4 e em ambas
as extremidades do pares 3 e 14. Regides heterocromaticas intersticiais também foram

detectadas no brago longo dos pares 13 e 26 (Fig. 2b).
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A impregnagdo com nitrato de prata revelou em todos os individuos do rio Parana
e na maioria dos exemplares coletados no rio Miranda, apenas dois sitios de RONs terminais
no brago curto do par 17 (Fig. 3a). Contudo, trés individuos do rio Miranda, além de
apresentarem os sitios observados no par 17, exibiram uma marcag¢ao adicional no brago curto
de apenas um cromossomo do par subtelocéntrico 23, evidenciando, portanto um sistema de
RONs multiplas, até entdo nunca descrito para a familia Doradidae (Fig.3b).

A FISH com sondas de DNAr 18S confirmou o padrao de RONs simples nos
exemplares do rio Parand e na maioria dos individuos do rio Miranda (Fig. 3¢), assim como o
sistema multiplo, confirmando portanto a existéncia de um polimorfismo de RONs nessa
populacdo (Fig. 3d). Em relagdo ao padrio de distribuicdo dos genes de DNAr 5S, a
hibridagdo in situ revelou a existéncia de quatro sitios posicionados em regides terminais no
brago curto de cromossomos submetacéntricos medianos (par 18) e no braco curto do par
acrocéntrico 29 em ambas as populagoes (Fig. 3e, Fig.3f).

Uma caracteristica peculiar observada em sete espécimes coletados no rio
Miranda foi a ocorréncia de até trés microcromossomos supranumerarios puntiformes e
totalmente heterocromaticos (Fig. 2a; Fig.2b). Analises meidticas foram realizadas em dois
individuos do sexo masculino, revelando a ocorréncia de poucas fases (Fig. 5), mas que foram
suficientes para verificar a presenga dos cromossomos B em metafase espermatogonial (com
58 cromossomos ¢ dois cromossomos Bs) (Fig. 5a); paquiteno inicial (menos condensado)
(Fig. 5b) e final (condensa¢ao maior) (Fig. 5d), e diploteno/diacinese com 29 bivalentes e
alguns quiasmas (Fig. S5c¢).

O bandamento C em células meidticas confirmou o padrio observado nos
cromossomos mitoticos, revelando heterocromatina pericentromérica, associada as RONs e
nas extremidades de alguns bivalentes, sendo possivel observar o cromossomo B nas

seguintes fases: paquiteno tardio (Fig. 5d) e metafase I (Fig. 5e). A coloragdo com os
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fluorocromos evidenciou, em paquiteno inicial, muitos blocos terminais GC ricos e alguns
poucos intersticiais que provavelmente correspondem aos centromeros (Fig. 5 f,g). Na
metafase I (Fig. 5 h, i), esse mesmo padrao foi observado incluindo um cromossomo B com
marcagdes positivas para a cromomicina Az (GC rico).

Os exemplares portadores de RONs multiplas apresentaram as frequéncias mais
elevadas de microcromossomos Bs por célula, do que individuos com apenas um par de
RONs (Fig. 4). Tal variacdo entre as frequéncias esperadas e observadas foi considerada
estatisticamente significativa sendo igual a X>=10,899. Desse modo, rejeitou-se Hy e aceitou-
se H;, confirmando entdo que existe variagdo significativa na frequéncia de

microcromossomos B entre exemplares portadores de RONs simples e multiplas.

Discussao

As duas populagoes de Platydoras armatulus apresentaram 58 cromossomos e
cariotipo constituido majoritariamente por cromossomos metacéntricos € submetacéntricos.
Esse padrao macroestrutural, ao que tudo indica ¢ uma caracteristica ancestral dentre os
membros de Doradidae, estando presente tanto em clados basais (Wertheimeria maculata,
Franciscodoras marmoratus e Kalyptodoras bahiensis) (Garcia 2005; Eler et al. 2007; Paixao
2010), quanto em grupos filogeneticamente derivados (Trachydoras paraguayensis, Hassar
wilderi, Hassar orestis entre outros) (Fenocchio et al., 1993; Venere 1998; Eler et al. 2007,
Milhomem et al. 2008; presente estudo). Essas caracteristicas também foram descritas para
espécies da familia Auchenipteridae (Lui et al. 2009; 2010; 2013a; 2013b), que segundo
analises morfoldgicas e moleculares é o grupo irmdo de Doradidae (Arce et al. 2013;
Birindelli et al., 2014)

A dispersdo das regides heterocromaticas, assim como o numero dipldide e
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formula cariotipica foram similares entre as duas populagdes. Entre os Doradidae existem
diferentes padrdes de heterocromatina, sendo que o arranjo descrito para P. armatulus estaria
incluido no grupo 2. Esse padrdo também ¢ uma caracteristica marcante dos clados basais de
Doradidae, no caso a tribo Wertheimerinae (Eler et al. 2007), o clado Incertae Sedis
Franciscodoras marmoratus (Garcia 2005), assim como para a subfamilia Astrodoradinae
(Presente estudo — Capitulo 1). Além disso, incluindo P. armatulus, todas essas espécies
possuem pelo menos um par metacéntrico com heterocromatina biterminais. Esses
cromossomos marcadores juntamente com a similaridade observada na quantidade e
disposi¢ao dos blocos de heterocromatina, corroboram o posicionamento filogenético de P.
armatulus, visto que essa espécie constitui, juntamente com o género Centrochir o clado mais
basal de Doradinae (Birindelli 2014), sendo, portanto mais relacionado as subfamilias
Wertheimerinae e Astrodoradinae.

A presenca de RONs simples terminais juntamente com o 2n=58 e a
predomindncia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos no caridtipo sdo
caracteristicas marcantes da familia Doradidae. Todos os exemplares de P. armatulus
coletados no rio Parana possuem RONs simples terminais em Ccromossomos
submetacéntricos, assim como a maioria daqueles provenientes do rio Miranda. Contudo, trés
individuos exibiram um sistema de RONs multiplas, com um sitio adicional no brago curto de
um dos cromossomos 23, além do par 17. Esses espécimes portadores de trés sitios de DNAr
18S constituem o primeiro relato de um sistema de RONs multiplas na familia Doradidae e
juntamente com Trachydoras paraguayensis (Fenocchio et al. 1993) ¢ Hassar gabiru
(Milhomem et al. 2008) sdo as unicas exce¢des ao padrdo de RONs considerado ancestral
nesse grupo de peixes (Auchenipteridaec + Doradidae) (Fenocchio et al. 1993; Venere 1998;
Garcia 2005; Eler et al. 2007; Milhomem et al. 2008; Lui et al. 2010; Paiva 2012; Lui et al.

2013a; Lui et al. 2013b; presente estudo).
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Polimorfismos de RONs tém sido constantemente descritos em diferentes grupos
de Siluriformes neotropicais, sendo que a maioria deles ocorre a nivel intrapopulacional. Essa
variagdo resulta na coexisténcia de diferentes citdtipos, caracterizados tanto por divergéncias
numéricas (simples ou multiplas) (Errero-Porto et al. 2014a; Errero-Porto et al. 2014b), assim
como por alteracdes na disposicdo desses sitios (Mariotto et al. 2009). A origem desses
polimorfismos ¢ extremamente heterogénea podendo estar relacionada com diferentes tipos de
rearranjos cromossomicos (inversdes e translocagdes), variagdes na atividade transcricional
(expressdao génica) ou devido a associagdo de elementos transponiveis com 4s RONs (Santi-
Rampazzo et al. 2008; Mariotto et al. 2009; Errero-Porto et al. 2014a; Errero-Porto et al.
2014b).

No caso de P. armatulus, o sistema de RONs multiplas aparentemente ¢ uma
caracteristica derivada e com baixa incidéncia na populacao do rio Miranda. Provavelmente,
esse ¢ um evento recente cuja origem tem relacdo direta com a atividade saltatoria de
elementos transponiveis. De acordo com Dimitri e Junakovic (1999), os DNA repetitivos,
como ¢ o caso dos transposons, estdo frequentemente localizados em regides de
heterocromatina pericentromérica ¢ terminal. Os exemplares de P. armatulus apresentaram
blocos heterocromaticos flanqueando as regides organizadoras de nucléolo no par 17. Desse
modo, a provavel origem do sistema de RONs multiplas observado nessa espécie seria a partir
da dispersao dos transposons associados a essas regioes enviando copias de DNAr 45S do par
17 para a regido terminal do brago curto de apenas um dos cromossomos submetacéntricos do
par 23.

A atividade saltatéoria de elementos transponiveis explica a origem de
polimorfismos de RONSs intra-populacionais em diferentes grupos de peixes, como ¢ o caso
do pequeno caracideo Serrapinnus notomelas (Santi-Rampazzo et al. 2008) e também dos

cascudinhos-chinelo Rineloricaria lanceolata (Errero-Porto et al. 2014b) e Loricaria
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cataprhacta (Errero-Porto et al. 2014a). Em nenhuma dessas espécies, porém, foi comprovada
de fato a existéncia de elementos transponiveis associados as RONs. No entanto, com o
crescente aprimoramento das técnicas de citogenética molecular, tais componentes gendémicos
tém sido identificados em diferentes grupos de peixes, atuando principalmente na regulacao
génica e também promovendo variabilidade cariotipica através do envolvimento em
rearranjos cromossomicos (Kidwell 2002; Polavarapu et al. 2008).

Em peixes da ordem Siluriformes, os elementos transponiveis mais bem estudados
e que exercem importante papel na evolucgdo estrutural e funcional dos genomas sdo os Rex
(retroelementos ndo-LTRs, cuja primeira identificagdo ocorreu em Xiphophorus). Esses
elementos Rex encontram-se dispersos preferencialmente em regides heterocromaticas
(terminais e centroméricas), incluindo aquelas associadas as RONs, como ja descrito em:
Paratocinclus maculicaudas, Pseudotocinclus tietensis e Hisonotus leucofrenatus (Ferreira et
al. 2011), em sete espécies de Harttia (Blanco 2012), no siluriforme estuarino Genidens
genidens (familia Ariidac) e nos bagres de grande porte (Pimelodidac) Sorubim lima,
Pimelodus britskii, Steindachneridion melanodermatum e Steindachneridion parahybae
(Sczepanski 2012).

Contrastando com a variabilidade observada no padrio de RONs, o DNAr 5S
revelou um arranjo mais conservado do ponto de vista intra e interpopulacional. A maioria das
espécies de Doradidae exibiram sitios de DNAr 58S situados terminalmente no brago curto de
apenas um par cromossomico submetacéntrico (Garcia 2005; Takagui 2014). As excegdes a
esse padrao seriam Trachydoras paraguayensis que possui quatro sitios terminais (brago curto
e longo) localizados num mesmo par cromossomico (Takagui 2014) e Platydoras armatulus
que exibiu um padrao multiplo de DNAr 5S distribuidos em dois pares submetacéntricos,

sendo este um arranjo que provavelmente ¢ uma condi¢do derivada nessa familia, mas que
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precisa ser confirmada realizando o mapeamento dessa sequéncias em um numero maior de
espécies.

Os cromossomos supranumerarios observados em alguns exemplares de P.
armatulus coletados no rio Miranda constituem o terceiro relato desse tipo de polimorfismo
numérico em Doradidae (Presente estudo — Capitulos 1 e 2). Analisando a Tabela 2, dentre os
20 exemplares de P. armatulus, apenas em sete os cromossomos Bs foram observados, numa
frequéncia que variou desde 19.4% at¢ 63.04%. Essa variagdo na frequéncia dos
cromossomos Bs, ¢ segundo Jones e Ress (1982), uma caracteristica marcante desses
elementos adicionais e geralmente intrinseca de cada espécie ou populagdo onde ocorre.

Além disso, entre os exemplares portadores de cromossomos supranumerarios,
também ocorreu uma diferenca na quantidade desses elementos adicionais por célula, sendo
que a maioria dos individuos exibiu somente 1 cromossomo B (Tabela 2). Tal condigdo ja foi
reportada para aproximadamente 40% das espécies de peixes neotropicais onde esse
polimorfismo numérico ocorre (Carvalho et al. 2008; Lui et al. 2009; Almeida et al. 2013). O
caso mais extremo foi relatado por Erdtmann et al. (1990) em exemplares de Callichthys
callichthys que exibiram até 16 cromossomos B por célula.

Para explicar essa variagdo na frequéncia de cromossomos supranumerarios,
Camacho et al. (2000), propds que existe um nimero maximo que uma popula¢do pode
suportar, e esse valor ¢ resultante do balango entre o sistema de acumulo com os efeitos
prejudiciais que esses cromossomos eventualmente podem desencadear aos seus portadores.
Nesse sentido, pode-se admitir que exista uma acentuada heterogeneidade em relagdo as
possiveis origens ou fatores que exercem influéncia no sistema acumulativo de Bs.
Complementando essa discussdo acerca dos fatores ambientais e seu papel controlador na
frequéncia e, portanto dindmica evolutiva de cromossomos Bs, Jones e Rees (1982) postulam

que a variabilidade na quantidade de cromossomos Bs geralmente ocorre em funcdo da
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interag¢ao de varios fatores e ndo somente a uma condi¢cao ambiental.

Sob essa perspectiva, analisando a frequéncia observada nos exemplares do rio
Miranda, nota-se que nos individuos portadores de RONs multiplas, ocorreu um aumento
tanto na taxa de frequéncia quanto na quantidade de microcromossomos Bs por célula
(Tabela 2). Essa correlagdo pode ser um indicativo de que os mesmos fatores ambientais que
desencadearam a atividade saltatoria dos elementos moveis responsaveis pelo deslocamento
de sitios de RONs para um dos cromossomos 23, também exercem uma influéncia na
manutencdo dos cromossomos supranumerarios, que por serem totalmente heterocromaticos
podem apresentar em sua constitui¢do as mesmas familias de elementos transponiveis que
estdo associadas 4s RONs.

A origem dos cromossomos supranumerarios ainda ndo ¢ claramente conhecida,
entretanto a maioria dos autores acredita na hipdtese de que esses segmentos adicionais
surgiram a partir de elementos constituintes do complemento padrao (Camacho et al. 2000;
Lui et al. 2009; Blanco et al. 2012; entre outros). Em Platydoras armatulus, os mecanismos
responsaveis pela diversificagdo cariotipica dessa espécie, podem ter contribuido para o
surgimento e manutencdo desses cromossomos Bs na populacdo do rio Miranda, como
produtos secundarios de rearranjos cromossdmicos estruturais ou numéricos. Esses pequenos
segmentos, posteriormente seguiram uma evolu¢do cariotipica independente, sofrendo
modificagcdes em sua estrutura (como o acumulo de sequéncias de DNA repetitivo), que
contribuiram significativamente para diminuir sua similaridade com o complemento A,
tornando-se definitivamente elementos adicionais, com pouca ou nenhuma homologia em
relacdo aos cromossomos do caridtipo padrdo, segregacdo meidtica ndo mendeliana e
acentuada variagdo na frequéncia, sendo mais elevada nos individuos portadores de RONs

multiplas.
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A presenca de cromossomos supranumerarios, assim como ocorréncia de RONs
multiplas s3o caracteristicas nunca antes descritas na familia Doradidae, e que aparentemente
sdo condi¢des derivadas e originadas a partir de eventos independentes. Contudo, o teste de
qui-quadrado  (X?), apontou que existe variagio significativa na frequéncia de
microcromossomos B entre exemplares portadores de RONs simples e multiplas. Tal
hipdtese, embora tenha suporte estatistico ainda ndo foi compreendida totalmente, mas sua
ocorréncia provavelmente deve ser consequéncia da interacdo entre determinados
componentes gendmicos (DNA repetitivo) dessas estruturas com algum fator quimico ou

fisico intrinseco do ambiente onde seus portadores ocorrem.

Por fim, o presente estudo além de fornecer as primeiras informagdes acerca da
organizagao cariotipica de Platydoras armatulus, também revelou a existéncia de pouca
variagdo entre duas populagdes dessa espécie coletadas em importantes drenagens da bacia
Platina. Ainda descreveu a ocorréncia de um polimorfismo de RONs intrapopulacional, cuja
relagdo com a origem e manutencao de cromossomos supranumerarios devera ser investigada,
utilizando diferentes metodologias que possibilitem isolar, caracterizar e mapear as familias
de DNA repetitivos presentes no genoma dessa espécie. Assim, espera-se saber se existe
similaridade composicional, e se essa condicdo realmente exerce um papel importante na

dindmica evolutiva dos cromossomos B.
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TABELA 1 — Tamanho amostral separado de acordo com a localidade onde foram capturados
os exemplares de Platydoras armatulus analisados no presente estudo. M= machos; F=
fémeas; SNI= sexo nio identificado; T= total; S= Sul; O= Oeste.

LOCAIS DE COLETA COORDENADAS N° EXEMPLARES

M F SNI T

Rio Miranda — Corumbda, Mato Grosso do S 19°31°24.9” 0 57°02°25.5” 3 2 8 13
Sul.
Rio Parand — Posadas, Misiones, S 19°31°24.9” 0 57°02°25.5” 4 4
Argentina

20

TABELA 2 — Frequéncia dos cromossomos supranumerarios em exemplares de Platydoras
armatulus provenientes do rio Miranda-Corumba (bacia hidrografica do rio Paraguai).

Exemplares Sexo N°de cromossomos B Total de Frequéncia de Padrao de
por célula células células com B (%) RONs

0 1 2 3 analisadas

4156 o) 17 6 8 4 35 51.42% Muiltiplo
4157 Q 29 4 3 * 36 19.4% Simples
4158 o) 33 6 3 2 43 23.25% Simples
4159 Q 14 4 2 1 21 33.33% Simples
4160 3 16 8 12 6 42 61.90% Muiltiplo
4161 o) 7 7 17 5 46 63.04% Muiltiplo
5032 3 22 4 1 * 27 18.51% Simples
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Legenda
1. Rio Miranda - Corumba (S19°31'24.96"057°02'25.51")

2. Rio Parana- Posadas, Argentina (S27°21'34.94055°54'03.60")

Platydoras armatulus
FONTE: Leandro Sousa

FIGURA 1 — Mapa indicando os locais onde foram coletados os exemplares de Platydoras
armatulus.
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FIGURA 2 - Cromossomos mitoticos metafasicos de duas populagdes de Platydoras

armatulus: a) Cariotipo (coloragdo com Giemsa); b) Cariotipo submetido ao bandamento C.
Os boxes contem 0s microcromossomos supranumerarios.
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FIGURA 3 — Distribuigdo dos DNA ribossomicos: Impregnacdo pelo nitrato de prata a)
padrdo simples (rio Parani e rio Miranda); b) padrdo multiplo (rio Miranda); FISH com
sonda DNAr 18S c¢) padrao simples (rio Parana ¢ rio Miranda); d) padrdo multiplo (rio
Miranda); FISH com sonda DNAr 5S e) exemplares do rio Miranda f) exemplares do rio
Parana. Os asteriscos indicam as RONs; a seta preta evidencia o microcromossomo B; setas
brancas: sitios de DNAr 5S.
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FIGURA 4 — Esquema demonstrando os padroes de RONs que ocorrem em exemplares
simpatricos no rio Miranda (bacia hidrografica do rio Paraguai). O asterisco azul destaca a
correlacdo que existe entre a maior frequéncia de cromossomos supranumerarios nos
individuos portadores de sitios multiplos de RONS.
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FIGURA 5 — Analise do comportamento meidtico do cromossomo B de Platydoras
armatulus: Coloracéo Convencional a) metafase espermatogonial; b) Paquiteno inicial; c)
Diploteno/Diacinese; Bandamento C: d) Paquiteno final; e) Metafase 1. Coloragdo com
Fluorocromos: f) Paquiteno tardio corado com DAPI g) Paquiteno tardio corado com CMA3;

h) Metéfase I corada com DAPI; i) Metafase I apos coloragdo com CMAj;.
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Considera¢des Finais
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Consideracoes Finais

Além de fornecer as primeiras evidéncias para delinear possiveis eventos
evolutivos relacionados a diversificacdo cromossomica de Doradidae, nesse estudo foi
descrita uma diversidade cariotipica até entdo desconhecida nessa familia, possibilitando

concluir que:

1- A manutencdo do cariotipo ancestral formado a partir de 58 cromossomos ¢ a
condi¢do mais frequente, sendo descrita para 16 espécies dentre as 21 ja cariotipadas. No
entanto, entre as espécies portadoras de 2n=58 existe uma intensa variacdo nas formulas

cariotipicas promovida por inversdes pericéntricas.

2- As Fusoes e Fissdes céntricas também atuaram na diversificagdo cariotipica de
Doradidae, originando, a partir do cariotipo ancestral com 58 cromossomos, numeros

diploides menores (46 e 56) e maiores (60 e 66) respectivamente.

3- A presenga de RONs simples terminais em cromossomos subtelocéntricos ¢
uma caracteristica plesiomorfica em Doradidae. Essa condi¢ao foi mantida nos clados basais e
em algumas espécies da subfamilia Doradinae, contudo diferencas relacionadas ao tipo
cromossomico portador e 4 posicdo foram observadas, sugerindo a participagdo de inversoes

pericéntricas durante o processo de diversificagdo dessa familia de DNAr.

4- A dispersao dos sitios de DNAr 5S apresentou diferentes padrdes, o que
impossibilitou sugerir qual seria a condi¢do ancestral de Doradidae. Nessa familia, a maioria
das espécies possui sitios simples terminais geralmente em cromossomos submetacéntricos ou
subtelocéntricos, mas outras apresentaram também sistemas multiplos como ¢ o caso de

Trachydoras paraguayensis, Franciscodoras marmoratus e Platydoras armatulus. Esse
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marcador, embora tenha sido pouco explorado, revelou-se mais variavel do que o padrao de

DNAr 18S, sendo em algumas espécies um excelente marcador cromossdmico.

5- Existe em Doradidae, uma acentuada diversidade em relagdo a forma como as
regides heterocromaticas se distribuem pelo caridtipo, possibilitando distinguir pelo menos
quatro padrdes de heterocromatina de acordo com sua quantidade e localizagdo. Tais padroes
evidenciam que a subfamilia Doradinae ¢ o grupo com maior diversificagdo heterocromatica,
sendo que dentre eles, trés (1, 3 e 4) foram identificados em espécies dessa subfamilia. Ja o
padrao 2 foi uma caracteristica compartilhada entre as subfamilias Whertheimerinae,

Franciscodoras marmoratus, Astrodoradinae e espécies de Platydoras.

6- Os cromossomos supranumerarios descritos em Ossancora punctata,
Pterodoras granulosus e Platydoras armatulus, embora sejam morfologicamente similares
(microcromossomos totalmente heterocromaticos), possuem origens independentes que

remontam a eventos que atuaram em determinados cromossomos do complemento padrao.

7- Em Ossancora punctata a origem dos microcromossomos provavelmente tem
relacdo com o aumento do nimero dipldide de 2n=58 para 2n=66. Durante esse evento,
fissdes céntricas ocorreram e consequentemente acabaram gerando pequenos fragmentos
cromossomicos, sendo que a maioria deles foi naturalmente eliminada, mas alguns
permaneceram por apresentarem resquicios de sequencias centroméricas. Essa caracteristica
possibilitou uma correta segregacdo meiodtica, garantindo a permanéncia em alguns
exemplares como cromossomos supranumerarios.

8- O microcromossomo supranumerario observado em Pterodoras granulosus,
teve sua origem a partir de dele¢des em algum cromossomo do complemento padrio,

sofrendo posteriormente um actimulo de diferentes familias de DNA repetitivo, dentre as
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quais sequencias centroméricas que garantiram sua manutencdo em diferentes linhagens
celulares do portador.

9- Platydoras armatulus foi considerada uma das espécies mais variaveis, sendo
portadora de sitios multiplos de DNAr 5S e até o momento a tnica espécie de Doradidae com
RONs multiplas. Os exemplares portadores de RONs maultiplas exibiram uma maior
frequéncia de microcromossomos supranumerarios, sendo que esse evento foi considerado
estatisticamente significativo. A origem dessas duas condigdes provavelmente esta
relacionada com a atividade de elementos transponiveis, no entanto, para confirmar essa
hipotese, estudos complementares deverdo ser realizados, visando isolar e caracterizar os

DNA s repetitivos.

10- Os marcadores citogenéticos também foram importantes para auxiliar na
compreensdo de questdes filogenéticas conflituosas. No género Ossancora, por exemplo,
existem duvidas referentes a sua condicdo monofilética, sendo que dados moleculares
evidenciam que esse grupo ¢ polifilético. Os resultados aqui obtidos corroboram os estudos
morfologicos, sugerindo um maior grau de relacionamento entre O. eigenmanni e O.
asterophysa do que com O. punctata que seria na realidade a espécie mais derivada do
género.

11- Além de Ossancora, as espécies do género Amblydoras também nao possuem
suas relacdes filogenéticas bem esclarecidas. No presente estudo foram descritas duas formas
cariotipicas para Amblydoras affinis sendo uma menos comum com 2n=46 e outra mais
frequente com 60 cromossomos. Essa diferenciagdo cromossomica sugere que Amblydoras
necessita de uma revisdo taxonOmica, utilizando ndo s6 pardmetros morfoldgicos, mas
também marcadores genéticos, visto que a diversidade desse género encontra-se subestimada,

devido a existéncia de diferentes espécies cripticas.
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12-Diante desse novo cenario € cada vez mais evidente que esse grupo de peixes
ndo segue um processo de diversificagdo cromossOmica conservativo, como maioria dos
autores acreditava. Essa variabilidade certamente ainda estd subestimada, o que torna
imprescindivel a utilizacdo de outros marcadores cromossomicos, dessa forma sera possivel
compreender de fato, quais 0os mecanismos que atuaram durante a historia evolutiva da familia
Doradidae promovendo essa acentuada variabilidade no numero diploide, padrdes de

heterocromatina e dispersao dos sitios de DNAr.
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