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TERRA, M. C. Contribuicdo aos estudos citogenéticos em peixes das familias
Heptapteridae e Pimelodidae (Siluriformes) do rio Solimdes, bacia Amazonica.
2018. 92 f. Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Dentre as familias pertencentes a ordem Siluriformes, Heptapteridae e Pimelodidae
estdo entre as mais diversificadas, sendo amplamente distribuidas na regiao
neotropical. Ambas s&o familias de grande representatividade considerando o
namero de espécies, porém, poucas espécies apresentam analises citogenéticas e
filogenéticas na regido Amazodnica, regido com grande biodiversidade a ser
explorada. Neste estudo foram analisadas citogeneticamente uma espécie de
Heptapteridae, Pimelodella cristata, e trés espécies de Pimelodidae, Calophysus
macropterus, Propimelodus eigenmanni e Exallodontus aguanae, coletadas no rio
Solimdes, bacia Amazonica. Pimelodella cristata apresentou 2n=46 e NF=88, com
férmula cariotipica 22m+18sm+2st+4a; C. macropterus apresentou 2n=50 e NF=90,
com 20m+20sm+10a. As outras duas espécies possuem 2n=56, mas diferiram
qguanto a férmula cariotipica, sendo que Propimelodus eigenmanni foi caracterizado
por 28m+20sm+2st+6a e NF=106 e E. aguanae por 36m+12sm+2st+6a e NF=106.
As regides organizadoras de nucléolos (RONs) se mostraram simples para todas as
espécies analisadas, correspondentes ao fluorocromo CMA3 e ao sitio de DNAr 18S
porém, variacdes relacionadas a localizacdo deste marcador foram observadas. As
sequéncias de DNAr 5S foram encontradas em apenas um par cromossOémico nas
espécies Propimelodus eigenmanni e Exallosontus aguanae, enquanto Pimelodella
cristata e Calophysus macropterus apresentaram quatro sitios deste gene. Foi
possivel observar sintenia entre os genes ribossomais 18S e 5S em E. aguanae e C.
macropterus. A heterocromatina mostrou-se distribuida em diferentes regibes,
também correspondente as constricdes secundarias. Os dados aqui apresentados
Sao 0s primeiros para este grupo de peixes da bacia Amazdnica, exceto para C.
macropterus. As espécies analisadas apresentaram algumas caracteristicas
citogenéticas particulares, geralmente ndo encontradas na literatura. Neste estudo
foi também realizada uma analise integrada associando dados filogenéticos
moleculares com dados cariotipicos, sendo inferidos provaveis caracteres ancestrais
(2n e Ag-RON) dentro da familia Pimelodidae e do género Pimelodella, assim como
condi¢des derivadas e seus possiveis processos de mudancga ao longo da evolucao
cariotipica que poderdo contribuir para um melhor entendimento da estrutura e da
evolucao cariotipica nestes grupos de peixes, bem como suas relagdes filogenéticas.

Palavras-chave: Bandamentos cromoss6micos. Carater ancestral. Relacbes
filogenéticas.



TERRA, M. C. Contribution to cytogenetic studies in fish from the
Heptapteridae and Pimelodidae (Siluriformes) families of the Solimdes River,
Amazon Basin. 2018. 92 p. Dissertation (Master’s degree in Genetics and Molecular
Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Among the families belonging to the order Siluriformes, Heptapteridae and
Pimelodidae are among the most diversified, being widely distributed in the
neotropical region. Both are highly representative families considering the number of
species, but few species present cytogenetic and phylogenetic analyzes in the
Amazon region, a region with great biodiversity to be explored. In this study, a
species of Heptapteridae, Pimelodella cristata, and three species of Pimelodidae,
Calophysus macropterus, Propimelodus eigenmanni and Exallodontus aguanae,
collected in the Solimdes River, in the Amazon Basin, were cytogenetically analyzed.
Pimelodella cristata presented 2n = 46 and NF = 88, with karyotypic formula 22m +
18sm + 2st + 4a; C. macropterus presented 2n = 50 and NF = 90, with 20m + 20sm +
10a. The other two species have 2n = 56, but differed as to the karyotype formula,
being that Propimelodus eigenmanni was characterized by 28m + 20sm + 2st + 6a
and NF = 106 and E. aguanae by 36m + 12sm + 2st + 6a and NF = 106. The nucleoli
organizing regions (RONs) were shown to be simple for all analyzed species,
corresponding to the fluorochrome CMA; and the 18S rDNA site, however, variations
related to the localization of this marker were observed. 5S rDNA sequences were
found in only one chromosomal pair in the species Propimelodus eigenmanni and
Exallodontus aguanae, while Pimelodella cristata and Calophysus macropterus
showed four sites of this gene. It was possible to observe syntenia between 18S and
5S ribosomal genes in E. aguanae and C. macropterus. Heterochromatin was
distributed in different regions, also corresponding to the secondary constrictions.
The data presented here are the first for this group of fish from the Amazon basin,
except for C. macropterus. The analyzed species presented some particular
cytogenetic characteristics, generally not found in the literature. In this study, an
integrated analysis was also performed, associating molecular phylogenetic data with
karyotype data, ancestral characters (2n and Ag-RON) within the family Pimelodidae
and the genus Pimelodella were inferred, as well as derived conditions and their
possible processes of change along the karyotype evolution that may contribute to a
better understanding of the karyotype structure and evolution in these fish groups, as
well as their phylogenetic relationships.

Keywords: Chromosomal banding. Ancestral character. Phylogenetic relationships.
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1. Introducéo

Considerando a regido Neotropical, as ordens Siluriformes e Characiformes
representam o maior numero de espécies de peixes (NELSON, 2006). Dentre as
familias pertencentes a ordem Siluriformes, Heptapteridae estd entre as mais
diversificadas, com 218 espécies validas (ESCHMEYER e FONG, 2018). A primeira
reviséo citogenética nesta familia foi realizada em 2007 por Swarca e colaboradores.
Gouveia (2016) fez um novo levantamento citogenético totalizando 40 espécies
analisadas e, por fim, Conde-Saldafa et al. (2017) apresentaram em seu trabalho a
andlise citogenética de mais uma espécie, Pimelodella cf. chagresi (Steindachner,

1876), coletada na bacia Amazdnica (Tabela 1 do Capitulo 2, pag. 87).

A familia Pimelodidae € composta por 114 espécies véalidas (ESCHMEYER e
FONG, 2018) sendo que, atualmente, 38 espécies ja foram analisadas
citogeneticamente, incluindo as do presente estudo (Tabela 1 do Capitulo 1, pag.

56).

Poucos estudos citogenéticos foram realizados envolvendo espécies de
Heptapteridae e Pimelodidae da bacia Amazbnica. Até o momento, apenas cinco
espécies pertencentes a familia Pimelodidae foram coletadas e analisadas
citogeneticamente: Pimelodus blochii Valenciennes, 1840 (DELLA-ROSA et al.,
1980), Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766) e P. tigrinum (Valenciennes,
1840) (FENOCCHIO e BERTOLLO, 1992), Calophysus macropterus (Lichtenstein,
1819) (RAMIREZ-GIL et al., 1998) e Phractocephalus hemioliopterus (Bloch &
Schneider, 1801) (SWARCA et al., 2017), enquanto que, para a familia

Heptapteridae, nenhuma espécie da bacia Amazénica foi analisada.

Considerando a rica biodiversidade da regido e a escassez de dados

cariotipicos envolvendo heptapterideos e pimelodideos da bacia Amazobnica, o



2

presente estudo busca caracterizar citogeneticamente, por meio de marcadores
cromossémicos, diferentes espécies destas duas familias coletadas no rio Solimdes
e comparar o padrdo cariotipico encontrado com o de outras espécies das
respectivas familias. Além disto, motivados a uma melhor compreencao das relacées
entre as espécies destas familias, este trabalho busca associar dados filogenéticos
moleculares com dados cromossémicos disponiveis na literatura, sendo esta uma
importante andlise integrada que fornece informacdes para o maior entendimento da
estrutura e evolucdo de seus caribtipos, bem como as hipoteses evolutivas neste

grupo de peixes.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Bacia Amazobnica

De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas, a Bacia Amazénica é a maior
regido hidrografica existente, conhecida mundialmente por sua disponibilidade
hidrica. Esta bacia compreende cerca de 6 milhdes de kmz2, ocupando a area dos
andes peruanos até a foz do rio Amazonas, no oceano atlantico, abrangendo
territorio de sete paises da América do Sul: Brasil, Coldmbia, Bolivia, Equador,
Guiana, Peru e Venezuela (ANA - edicdo especial da publicacdo Conjuntura dos

Recursos Hidricos no Brasil, 2015).

Santos e Santos (2005) destacam que nesta bacia ha um grande complexo
de drenagens, formado por rios, lagos, igarapés e canais. Os rios Amazonas, Xingu,
Solimdes, Madeira e Negro estdo entre os principais da bacia Amazbnica, onde
destaca-se o rio Solimbées-Amazonas como coletor final deste complexo sistema de
drenagens (ANA - edicdo especial da publicacdo Conjuntura dos Recursos Hidricos

no Brasil, 2015).

De acordo com a Administracdo das Hidrovias da Amaz6nia Oriental
(AHIMOC, 2002), o rio Solimdes possui 1.620 quildmetros de extensdo, de
Tabatinga na fronteira com o Peru, até a regido de confluéncia com o Rio Negro, no
municipio de Manaus, sendo os rios Javari, Japura e Jurua alguns exemplos de

afluentes deste rio.

Nesta bacia, hd uma variacéo periodica do nivel das aguas que, em meédia,
varia de 8 a 15 metros entre os periodos de seca e cheia. Inicialmente, ha um
periodo de enchente entre dezembro e abril, passando pela cheia nos meses de
maio e junho, vazante entre julho e setembro e, por fim, a seca, entre outubro e

novembro (SANTOS e SANTOS, 2005). Segundo Bittencourt e Amadio (2007), esta
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variacdo do nivel das aguas é um fator determinante para a comunidade de

organismos aquaticos presentes neste habitat.

Quando analisada, a comunidade ictica na bacia amazénica se mostra muito
rica e diversa, estimando-se que em seus rios existam trés mil espécies diferentes
de peixes (QUEIROZ et al., 2013). Esta grande biodiversidade da regido Amazonica
ndo estd relacionada somente a sua grande area de extensdo, mas também é
reflexo de eventos histéricos que ocorreram ha milhares de anos atras, desde o
surgimento da Cordilheira dos Andes, segundo estudos de Hoorn et al. (2010) que
compararam este evento histérico com evidéncias geoldgicas, ecoldgicas e

filogenéticas encontradas na literatura.

2.2 Considerac0des gerais sobre as familias Heptapteridae e Pimelodidae

As familias Heptapteridae e Pimelodidae pertencem a ordem Siluriformes,
composta por 3.891 espécies validas distribuidas em 39 familias (ESCHMEYER e
FONG, 2018). De acordo com Nelson (2006), os Siluriformes juntamente com os
Characiformes, possuem o maior numero de espécies em toda a regido Neotropical,

gue € a mais diversificada e rica do mundo.

Segundo Baumgartner et al. (2012), as espécies da ordem Siluriformes tém
como caracteristica o corpo nu ou revestido por placas dérmicas, habituadas a viver
proximas ao substrato e amplamente distribuidas nas Américas Central e do Sul

(BOCKMANN e GUAZZELLI, 2003).

7

A familia Heptapteridae é considerada uma das maiores em numero de
espécies, constituida por 32 géneros e 218 espécies validas (ESCHMEYER e
FONG, 2018), sendo restrita a regido Neotropical. Essa familia € composta por

peixes de pequeno a medio porte, que apresentam trés pares de barbilhdes e
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nadadeiras adiposas bem desenvolvidas. Popularmente s&o conhecidos como
bagres, bagrinhos, bagres-de-pedra, chicotes, jundids, mandis, mandis-chorfes,
entre outros, ndo sendo espécies de grande interesse comercial (devido ao seu
porte pequeno), mas apreciadas como peixes ornamentais, além de serem
componentes importantes nos ecossistemas aquaticos (BOCKMANN e GUAZZELLI,

2003; QUEIROZ et al., 2013).

Ainda de acordo com Bockmann e Guazzelli (2003), os peixes da familia
Heptapteridae costumam apresentar habitos alimentares bem variados, onde
existem casos de espécies onivoras e algumas carnivoras. Outras caracteristicas da
familia, como o nao cuidado parental, tendéncia a uma vida solitaria ou em
pequenos grupos, adaptacdo a vida bentdnica e dimorfismo sexual ndo presente,
podem ser citados. Dentro da familia Heptapteridae o género mais abundante em
namero de espécies é Pimelodella, com 82 espécies, seguido pelos géneros
Rhamdia e Imparfinis, composto por 31 e 19 espécies descritas, respectivamente

(ESCHMEYER e FONG, 2018).

Quanto a familia Pimelodidae, este € um grupo extremamente diversificado,
composto por 114 espécies validas distribuidas em 63 géneros (ESCHMEYER e
FONG, 2018). Algumas espécies desta familia podem ser de grande porte e, no
corpo, pode-se observar uma coloragdo cinza, com listras, pintas ou manchas
escuras e claras (QUEIROZ et al.,, 2013). Popularmente sdo conhecidos como
bagres, mandis ou pintados, possuem também como caracteristicas trés pares de
barbilhdes, boca terminal com pequenos dentes e nadadeira dorsal e peitoral bem
desenvolvidas, com o primeiro raio transformado em um espinho pungente (BRITSKI

et al., 1988).
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De acordo com Queiroz et al. (2013), os pimelodideos possuem habitos
principalmente carnivoros, havendo ainda espécies frutiferas e onivoras. Possuem
hébitos sedentarios e normalmente habitam os fundos dos rios e riachos, onde ha
agua corrente e vegetacdo (BRITSKI et al., 1988). Espécies desta familia possuem
importancia na pesca comercial e podem atingir tamanhos muito grandes sendo

chamados de “grandes bagres” (QUEIROZ et al., 2013).

A classificacdo sistematica dos peixes pertencentes a estas duas familias
vem passando por algumas modificagcdes desde que Shibatta (2003a) considerou o
antigo grupo “Pimelodidae” composto por trés subfamilias monofiléticas:
Pimelodinae, Heptapterinae e Pseudopimelodinae. Entretanto, Lundberg e Litmann
(2003), Bockmann e Guazzelli (2003) considerando caracteristicas morfolégicas
diferenciadas, propuseram outra classificacdo e as subfamilias foram elevadas por
esses autores a categoria de familias, sendo elas: Pimelodidae, Heptapteridae e

Pseudopimelodidae.

Baseados em dados moleculares, Sullivan et al. (2006) colocaram estas
familias na superfamilia Pimelodoidea, juntamente com Conorhynchos, retirado de

Pimelodidae.

Poucas informacdes taxondmicas sobre a familia Heptapteridae séao
encontradas na literatura. Bockmann e Miqueralena (2008), com base em dados
morfologicos e andlises de Lundberg e McDade (1986) e Lundberg (1991)
diagnosticaram um clado néo identificado da familia Pimelodidae com base em trés
sinapomorfias (Clado A, Figura 1). Esta subfamilia foi nomeada previamente
Rhamdiinae mas, hoje é conhecida como familia Heptapteridae, caracterizada por

cinco sinapomorfias (LUNDBERG, 1991).
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Considerando o cladograma simplificado da Figura 1, proposto por Bockmann
e Miqueralena (2008), observa-se que Pimelodella acabou se encaixando em um
clado junto com mais dois géneros: Brachyrhamdia e Goeldiella, sendo este
considerado o clado mais basal dentro da familia Heptapteridae (LUNDBERG,

1991).

Dentro da familia Pimelodidae, as relacgdes filogenéticas ainda ndo sao
completamente bem resolvidas. Lundberg e Littmann (2003) dividiram esta familia
no grupo “Pimelodus”, grupo “Calophysus” e um ramo basal formado por 3 géneros:

Phractocephalus, Leiarius e Perrunichthys, com base em dados morfolégicos.

Mais recentemente, Lundberg et al. (2011) por meio de andlises de genes
nucleares e mitocondriais, dividiram os pimelodideos em duas linhagens principais:
os “Sorubimine” e o clado OCP. Os “Sorubimine” incluem os clados
Pseudoplatystoma - Sorubimichthys e Platysilurus - Platystomatichthys, a tribo
Brachyplatystomatini e o0s géneros Sorubim, Hypophthalmus, Zungaro e

Hemisorubim (Figura 2).

O clado OCP inclui Pimelodus ornatus Kner, 1858 e o clado Calophysus —
Pimelodus, onde se encontram os “calophysines”, que abrangem espécies de cinco
géneros: Calophysus, Aguarunichthys, Luciopimelodus, Pinirampus e Pimelodina e
os “pimelodines” que incluem o grupo Exallodontus-Pimelodus altissimus Eigenmann
& Pearson, 1942 (onde esta incluso o género Propimelodus) e o grupo Pimelodus

(Figura 2).

Rocha (2012), por meio da andlise de 145 caracteres morfol6gicos baseados
na osteologia, morfologia externa e bexiga natatéria, apresentou uma &arvore
filogenética da familia Pimelodidae. Grande parte do agrupamento feito por este

autor corresponde aquele proposto por Lundberg et al. (2011) porém, diferencas
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existem em relacdo ao grupo “Exallodontus”. Com base nas sinapomorfias
apontadas por Rocha (2012), o grupo “Exallodontus” foi considerado grupo irméo do
grupo “Calophysus”, ambos compondo um grupo irméo de “Pimelodus”. Ja& Lundberg
et al. (2011) traz somente o grupo “Exallodontus” como grupo irmao do grupo

“Pimelodus”.

2.3 Citogenética do género Pimelodella

O primeiro estudo citogenético no género Pimelodella foi realizado em 19764,
quando Toledo e Ferrari analisaram exemplares de Pimelodella sp, determinando
namero diploide e numero fundamental (NF). Desde entdo, outras andlises passaram a

ser desenvolvidas, contribuindo com mais informacdes sobre estrutura e evolucao
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cariotipica neste grupo de peixes (Tabela 1 do Capitulo 2, pag. 87).

Junto com os géneros Rhamdia e Imparfinis, Pimelodella esta entre os mais
estudados dentro da familia Heptapteridae, podendo ser observada uma variacao do
namero diploide e também das férmulas cariotipicas entre as espécies analisadas
(GOUVEIA, 2016). O numero diploide igual a 46 é bastante comum dentro deste
género, porém algumas variagcdes vém sendo observadas em diferentes espécies
como 2n=50 em Pimelodella cf. chagresi, 2n=52 em Pimelodella aff. avanhandavae
e P. taenioptera Miranda Ribeiro, 1914 e, por fim, 2n=58 em P. australis Eigenmann,
1917, P. kronei (Miranda Ribeiro, 1907), P. lateristriga (Lichtenstein, 1823) e P.

transitéria Miranda Ribeiro, 1907 (Tabela 1 do Capitulo 2, pag. 87).

As espeécies pertencentes ao género Pimelodella tém como caracteristica
cromossomos de tamanho reduzido, em grande parte do tipo metacéntrico,
submetacéntrico e subtelocéntrico, 0 que acaba resultando em nimero fundamental
(NF) elevado, variando de 84 a 116 como pode ser obsevado na Tabela 1 do

Capitulo 2, pag. 87.
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Entre os heptapterideos é comum a pouca quantidade de heterocromatina,
geralmente distribuida nas regides pericentroméricas e terminais (GOUVEIA, 2016).
Esta caracteristica pode ser observada na maioria das espécies do género
Pimelodella como: P. meeki Eigenmann, 1910 (GARCIA e ALMEIDA-TOLEDO,
2010; GOUVEIA et al., 2013), P. lateristriga (GARCIA e ALMEIDA-TOLEDO, 2010),
P. laurenti Fowler, 1941 e P. spealeae (DAZZANI et al., 2012), P. vittata (Lutken,
1874) (KANTEK et al., 2015), entre outros. Garcia e Almeida-Toledo (2010), assim
como Fernandes et al. (2013) observaram blocos heterocromaticos intersticiais
analisando populacdes de Pimelodella gracilis (Valenciennes, 1835), caracteristica

nao muito relatada neste grupo.

No género Pimelodella existem dois padroes de regides organizadoras de
nucléolos (RONSs): 1) simples terminal e 2) mdltiplas. A maioria das espécies
apresenta a RON em um Unico par de cromossomos, geralmente localizada em
regido terminal no braco curto (Tabela 1 do Capitulo 2, pag. 87). Existem apenas
trés espécies que apresentam localizagdo das RONs no braco longo: Pimelodella
meeki, P. vittata e P. avanhandavae Eigenmann, 1917 (BORBA et al.,, 2012;
KANTEK et al.,, 2015; FERNANDES et al., 2013) e, um raro caso de Ag-RONs
multiplas neste género foi evidenciado por Fernandes et al. (2013) em uma

populacao de Pimelodella avanhandavae.

Muitas vezes as regibes organizadoras de nucléolos ativas coincidem com
blocos heterocromaticos (RONs heterocromaticas), como observado por Swarca et
al. (2003) analisando Pimelodella aff. avanhandavae, por Garcia e Almeida-Toledo
(2010) e Dazzani et al. (2012) estudando diferentes espécies de Pimelodella,
Gouveia et al. (2013) com P. meeki e Conde-Saldafia et al. (2017) em Pimelodella

cf. chagresi. Normalmente as Ag-RONSs tendem a ser CMAg; positivas, regides ricas
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em pares de bases GC (SWARCA et al.,, 2003; GARCIA e ALMEIDA-TOLEDO,
2010; DAZZANI et al., 2012; GOUVEIA et al., 2013; BARBOSA et al., 2015; entre

outros).

O uso da técnica de hibridagdo fluorescente in situ (FISH) vem sendo
frequente nos estudos com o género Pimelodella, especialmente com as sondas de
DNAs ribossomais 18S e 5S. Das 37 populacdes de Pimelodella estudadas,
relacionadas na Tabela 1 do Capitulo 2, 24 apresentam resultados de hibridacéo
utiizando a sonda de DNAr 18S e 14 a sonda de DNAr 5S, confirmando a
conservagao do padrao simples das Ag-RONs e a localizacdo terminal destas

regides (Tabela 1 do Capitulo 2, pag. 87).

O numero de sitios de DNAr 5S observados nos cromossomos de Pimelodella
mostrou-se um pouco mais variavel que a quantidade de sitios ribossomais 18S.
Entre as diferentes espécies deste género, sitios ribossomais 5S estédo localizados
em um ou dois pares de cromossomos, tanto no brago curto quanto longo,
principalmente em regido terminal, sendo mais comum a observac¢ao dos dois sitios
ribossomais em pares cromossémicos diferentes (Tabela 1 do Capitulo 2, pag. 87).
Entretanto, alguns autores conseguiram confirmar a sintenia entre DNAr 18S e 5S
no brago longo do cromossomo sexual Y de Pimelodella. cf. chagresi (CONDE-
SALDANA et al., 2017) e no par 18 submetacéntrico de P. gracilis (GARCIA e

ALMEIDA-TOLEDO, 2010).

Neste grupo de peixes também foi relatada a presenca de cromossomos
sexuais, do tipo XX/XY, como em Pimelodella sp analisada por Dias e Foresti
(1993), Pimelodella boschmai Van der Stigchel, 1964 analisada por Garcia e
Almeida-Toledo (2010) e, mais recentemente, Pimelodella cf. chagresi estudada por

Conde-Saldana et al. (2017).
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Cromossomos supranumerarios ou Bs, foram observados em apenas uma
populacdo de Pimelodella sp analisada por Garcia e Almeida-Toledo (2010), os

quais mostraram-se CMA; positivos e portadores de sitios de DNAr 18S.

2.4 Citogenética da familia Pimelodidae

Os primeiros estudos citogenéticos realizados em espécies da familia
Pimelodidae, pertencentes a regido Neotropical, ocorreram em 1976b com Toledo e
Ferrari analisando espécies do género Pimelodus. A partir de entdo, outros géneros
e espécies de pimelodideos passaram a ser estudados e, de acordo com revisédo de
Swarca et al. (2007), 27 espécies possuiam dados cariotipicos, sendo elas
pertencentes aos géneros Bergiaria, Calophysus, Hemisorubim, Iheringichthys,
Luciopimelodus, Megalonema, Parapimelodus, Pimelodus, Pinirampus,

Pseudoplatystoma, Zungaro e Steindachneridion.

Atualmente, 38 espécies da familia Pimelodidae possuem anélises
citogenéticas relatadas, incluindo as espécies do presente estudo (Tabela 1 do
Capitulo 1, pag. 56). No geral, as espécies desta familia possuem 2n=56, com
poucas excec¢Bes como Calophysus macropterus (RAMIREZ-GIL et al.,, 1998),
Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz, 1829) (VASCONCELOS e MARTINS-
SANTOS, 2000; SWARCA et al, 1999, 200la; SANCHEZ et al., 2010) e
Luciopimelodus pati (Valenciennes, 1835) (SANCHEZ et al., 2010) que apresentam
2n=50, Pimelodus fur (Lutken, 1874) (GARCIA e MOREIRA-FILHO, 2005, 2008) e
Megalonema platanum (Gunther, 1880) (CARVALHO et al., 2011) que apresentam
2n=54 e, por fim, uma populacdo de Pimelodus blochii (DELLA-ROSA et al., 1980)

com 2n=58.
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Assim como na familia Heptapteridae, as espécies da familia Pimelodidae
também apresentam um grande numero de cromossomos do tipo metacéntrico,
submetacéntrico e subtelocéntrico, consequentemente apresentam um NF

geralmente maior que 80 (Tabela 1 do Capitulo 1, pag. 56).

Em relacdo as regides heterocromaticas, em Pimelodidae sdo bastante
comuns relatos de pouca heterocromatina, localizada predominantemente nas
regides pericentroméricas e/ou terminais como em: Pinirampus pirinampu (SWARCA
et al., 2001a), espécies do género Pimelodus (BORIN e MARTINS-SANTOS, 2002;
SOUZA et al, 2004a; TRECO et al., 2008), Pseudoplatystoma reticulatum
Eigenmann & Eigenmann, 1889, Sorubim lima (Bloch & Schneider, 1801) e
Steindachneridion parahybae (Steindachner, 1877) (MORAES-NETO et al., 2011),
entre outros. Também héa relatos de blocos de heterocromatina localizados em
regides intersticiais como observado em Zungaro zungaro (Humboldt, 1821)
(SWARCA et al.,, 2001b), Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803 e Pimelodus
absconditus Azpelicueta, 1995 (BORIN e MARTINS-SANTOS, 2002) e

Brachyplatystoma filamentosum (GONCALVES et al., 2014).

As regibes organizadoras de nucléolo geralmente s&o encontradas em
apenas um par cromossomico (Ag-RONs simples), predominantemente nas regioes
terminais, como observado em Bergiaria westermanni (LUtken, 1874),
Parapimelodus nigribarbis (Boulenger, 1889), Pimelodus maculatus,
Brachyplatystoma filamentosum, Phratocephlaus hemioliopterus, entre outros

(Tabela 1 do Capitulo 1, pag. 56).

Em alguns casos, as Ag-RONs podem apresentar polimorfismo envolvendo o
comprimento dessas regides, como observado por Matoso et al. (2011) analisando

espécimes de Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005. Moraes-Neto et
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al. (2011) evidenciaram um caso de Ag-RONs multiplas na espécie Pimelodus
britskii Garavello & Shibatta, 2007, padrédo diferente do comumente encontrado na

familia Pimelodidae.

De acordo com Swarca et al. (2006) Steindachneridion melanodermatum
apresenta um sistema de cromossomos sexuais do tipo XX/XY, onde X é um
cromossomo do tipo submetacéntrico pequeno e o Y um metacéntrico grande, sendo
este o primeiro relato de sistema cromoss6mico sexual na familia Pimelodidae.
Posteriormente, Matoso et al. (2011) encontraram dois polimorfismos
cromossdmicos ao analisar esta mesma espécie, um relacionado as regifes
organizadoras nucleolares, e o0 outro envolvendo dois cromossomos
submetacéntricos previamente identificados como cromossomos sexuais. Segundo
esses autores o polimorfismo foi confirmado pela homogeneidade dos cariétipos de

fémea e macho.

Tem sido relatada a presenca de cromossomos supranumerarios ou Bs, em
algumas espécies da familia Pimelodidae como: Bergiaria westermanni (DIAS e
FORESTI, 1993), lheringichthys labrosus (Lutken, 1874) (VISSOTO et al., 1999b;
CARVALHO et al.,, 2004), Pimelodus sp e Pimelodus ortmanni Haseman, 1911
(BORIN e MARTINS-SANTOS, 2004) e Megalonema platanum (CARVALHO et al.,

2011).

A utilizacédo de fluorocromos bases-especificos também vem sendo frequente
em espécies da familia Pimelodidae. O tratamento com CMA; e DAPI associados
aos bandamentos cromossémicos acabam identificando sitios ricos em pares de
bases GC ou AT, respectivamente. Muitos trabalhos relatam correspondéncia dos
sitios CMA3; com sitios da Ag-RON, comprovando se tratar de uma regido rica em

pares de bases GC (TRECO et al., 2008; CARVALHO et al., 2010; CARVALHO et
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al.,, 2011; SWARCA et al., 2013, entre outros). Blocos de heterocromatina também
podem ser CMA3, como observado por Souza et al. (2003) e Martinez et al. (2004)

analisando espécies do género Pimelodus.

Treco et al. (2008) encontraram em Pimelodus paranaenses Britski &
Langeani, 1988 e Pimelodus heraldoi Steindachner, 1877 além de sitios CMA;3, sitios
DAPI positivos, relacionados as regibes heterocromaticas, mostrando que estas

regibes também eram ricas em pares de bases AT.

A técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) vem sendo amplamente
utilizada nos estudos citogenéticos desta familia, principalmente a partir do uso de
sondas de DNAs ribossomais. Das 38 espécies analisadas de Pimelodidae, 28
espécies possuem analises de DNAr 18S e 25 de DNAr 5S (Tabela 1 do Capitulo 1,

pag. 56).

Os sitios de DNAr 18S confirmam o padrdo simples das Ag-RONs e sao
encontrados nas regides terminais de bragos curtos ou longos (Tabela 1 do Capitulo
1, pag. 56). Ja os sitios de DNAr 5S apresentam-se um pouco mais variaveis tanto
em relacdo ao numero quanto a posicdo e tipo cromossémico, entretanto, € mais
comum a ocorréncia em apenas um par de cromossomos (Tabela 1 do Capitulo 1,
pag. 56). Poucas sao as espécies que apresentaram mais de dois sitios desse gene
ribossomal, todas pertencentes ao género Pimelodus: Pimelodus sp, P. fur, P.
maculatus, P. britskii, P. mysteriosus e P. paranaensis (GARCIA e MOREIRA FILHO,

2005, 2008; MORAES-NETO et al., 2011; GIRARDI et al., 2018).

Moraes-Neto et al. (2011) e Girardi et al. (2018) analisando as espécies
Pimelodus britskii e Pimelodus maculatus relataram os Unicos casos de sintenia

entre os genes ribossomais 18S e 5S, até o momento, na familia Pimelodidae.
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O presente estudo apresenta novas e inéditas informacdes cariotipicas em
espécies de heptapterideos e pimelodideos da bacia Amazobnica, utilizando
citogenética convencional e molecular, além de uma analise filogenética prévia do
género Pimelodella e uma associacao de dados filogenéticos moleculares a dados
citogenéticos, visando uma maior compreensdo sobre a estrutura cariotipica e as
relacbes entre as espécies deste grupo de peixes, bem como os provaveis
caracteres citogenéticos ancestrais e as condi¢cfes derivadas que surgiram ao longo

da evolucao cariotipica.
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3. Objetivos
3.1 Objetivos Gerais
Analisar por meio de marcadores cromossOmicos espécies de peixes das
familias Heptapteridae e Pimelodidae coletadas no rio Solimdes, e relacionar os
dados obtidos a filogenia molecular, visando um maior entendimento da estrututura e

evolucdo de seus caribtipos a partir de uma analise integrada.

3.2 Objetivos Especificos
- Estabelecer o numero diploide e a macroestrutura cariotipica das diferentes

espécies das familias Heptapteridae e Pimelodidae;

- Determinar a localizacdo das regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONS) e o

padréo de distribuicdo de heterocromatina;

- Identificar as regides cromossomicas ricas em pares de bases GC e AT,;

- Localizar e determinar o niumero de sitios de DNAr 18S e 5S;

- Analisar se as caracteristicas citogenéticas comumente encontrado nas familias

Heptapteridae e Pimelodidae se mantém nas espécies do presente estudo;

- Relacionar os caracteres citogenéticos com os dados filogenéticos moleculares
encontrados na literatura, para fazer uma analise integrada e estimar provaveis
caracteres citogenéticos ancestrais, avaliando suas tendéncias evolutivas e

interpretando os processos de mudancas.
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4. Espécies estudadas e Locais de coletas

4.1 Espécies estudadas

No presente estudo foram analisadas uma espécie de Heptapteridae,
Pimelodella cristata (Muller & Troschel, 1849) (5 espécimes de sexo nao identificado)
e trés espécies de Pimelodidae: Calophysus macropterus (Lichtenstein, 1819) (7
fémeas + 4 espécimes de sexo nao identificado), Propimelodus eigenmanni (Van der
Stigchel, 1946) (5 fémeas + 2 machos) e Exallodontus aguanae (Lundberg, Mago-

Leccia & Nass, 1991 (1 fémea), apresentas na Figura 3.

4.2 Locais de coletas

As espécies de Heptapteridae e Pimelodidae foram coletadas em dois
pontos no rio Solimdes, pertencente a bacia Amazbdnica. Os espécimes de
Pimelodella cristata foram coletados no municipio de Iranduba/AM - S 3 17' 30.40" O
60 11' 22.69". Os pimelodideos foram coletados na area de confluéncia entre os rios

Negro e Solimdes, em Manaus/AM - S 3 08' 16.32" O 59 54' 13.45" (Figura 4).
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Figura 1 — Cladograma simplificado da familia Heptapteridae, proposto por Bockmann e Miqueralena
(2008). Cada letra (A, B, C, D, E) representa um grupo, com base em sinapomorfias compartilhadas
entre as espécies.
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Figura 2 — Cladograma mostrando as relagdes filogenéticas na familia Pimelodidae, com base em
marcadores moleculares, nucleares e mitocondroais combinados (LUNDBERG et al., 2011). *LN =

clado Leiarius-neopimelodines, N

ornatus-Calophysus-Pimelodus, CP
pimelodines, EA = grupo Exallodontus-Pimelodus altissimus, Pl = grupo Pimelodus.

neopimelodines, S = sorubimines, OCP = clado Pimelodus
clado Calophysus-Pimelodus, C calophysines, P



Figura 3 - Fotos representativas dos exemplares:
macropterus, c) Propimelodus eigenmanni e d) Exallodontus aguanae (Foto: FishBase a, Foto: Livro -
Peixes do rio Madeira, v. 3, b, ¢, d).
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a) Pimelodella cristata, b) Calophysus

Figura 4 - Mapa apresentando os pontos de coleta, rio Solimdes — municipios: Iranduba (circulo rosa)

e Manaus (circulo vermelho). Foto: MSc. Fabio Hiroshi Takagui.
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Capitulo 1

Marcadores citogenéticos na caracterizacdo de trés espécies de Pimelodidae
do rio Solimdes, bacia Amazbnica: uma abordagem cariotipica integrada a

andlise filogenética na familia

* Este artigo sera submetido a publicacdo na revista Reviews in Fish Biology and
Fisheries
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Marcadores citogenéticos na caracterizacdo de trés espécies de Pimelodidae
do rio Solimdes, bacia Amazbnica: uma abordagem cariotipica integrada a
andlise filogenética na familia

Mariana Costa Terra, Fabio Hiroshi Takagui, Joana Neres da Cruz Baldissera,
Eliana Feldberg, Ana Lucia Dias

Resumo

Dentre as familias pertencentes a ordem Siluriformes, Pimelodidae esta entre as
mais diversificadas, sendo amplamente distribuida na regido neotropical, porém, das
114 espécies validas existentes apenas cinco possuem andlises citogenéticas,
sendo notavel a escassez destes dados na regido Amazodnica. Neste estudo foram
analisadas trés espécies de Pimelodidae, Calophysus macropterus, Propimelodus
eigenmanni e Exallodontus aguanae, coletadas no rio Solimées, bacia Amazonica.
Calophysus  macropterus apresentou 2n=50, com formula cariotipica
20m+20sm+10a e NF=90, e as outras duas espécies mostraram 2n=56, mas
diferiram quanto a férmula cariotipica, sendo que Propimelodus eigenmanni foi
caracterizada por 28m+20sm+2st+6a e NF=106 e E. aguanae por
36m+12sm+2st+6a e NF=106. A regido organizadora de nucléolo (RON) se mostrou
localizada em um par cromossdmico nhas trés espécies, com variagbes na
localizagdo e no tipo cromossomico portador deste marcador. A heterocromatina
mostrou-se distribuida em algumas regifes terminais e pericentroméricas, além de
serem observados blocos heterocrométicos fortemente corados correspondentes as
constrices secundarias. A hibridizacdo fluorescente in situ com a sonda de DNAr
18S confirmou as RONs ativas e as sequéncias de DNAr 5S foram encontradas em
apenas um par cromossdmico, com excecdo de C. macropterus que apresentou
quatro sitios deste gene. Foi possivel observar sintenia entre estes genes
ribossomais em C. macropterus e E. aguanae. Os dados aqui apresentados s&o 0s
primeiros para as especies P. eigenmanni e E. aguanae, e complementares para C.
macropterus, caracterizado anteriormente. As espécies analisadas apresentaram
algumas caracteristicas citogenéticas particulares, geralmente ndo encontradas na
literatura. Neste estudo foi realizada associacédo de dados filogenéticos moleculares
com dados cariotipicos, sendo inferidos caracteres ancestrais dentro da familia
Pimelodidae, assim como condi¢cdes derivadas e seus processos de mudanca ao
longo da evolucéo cariotipica.

Palavras-chave: bandamento cromossémico, DNAs ribossomais, evolugcao
cariotipica, relacdes filogenéticas
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Introducéo

A grande biodiversidade encontrada nos rios da bacia Amazonica nao esta
relacionada apenas a sua grande &area territorial, também esta intimamente
associada aos grandes eventos histéricos que ocorreram ha milhdes de anos,
envolvendo o soerguimento da Cordilheira dos Andes (Hoorn et al. 2010). Segundo
Queiroz et al. (2013), estima-se que vivam 3 mil espécies de peixes nos rios da
bacia Amazobnica, sendo notavel a escassez de dados citogenéticos na familia
Pimelodidae nesta regido pois, até o0 momento, apenas cinco espécies deste grupo
de peixes foram analisadas citogneticamente: Pimelodus blochii (Della-Rosa et al.
1980), Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766) e P. tigrinum (Valenciennes,
1840) (Fenocchio e Bertollo 1992), Calophysus macropterus (Ramirez-Gil et al.
1998) e Phractocephalus hemioliopterus (Bloch & Schneider, 1801) (Swarca et al.
2017).

Os Siluriformes representam uma das maiores ordens da regido Neotropical,
composta por 3.891 espécies validas distribuidas em 39 familias (Eschmeyer e Fong
2018). Dentre elas, a familia Pimelodidae € um grupo monofilético composto por 114
espécies validas (Eschmeyer e Fong 2018), entretanto, menos da metade dessas
espécies foram estudadas citogeneticamente (Tabela 1).

O numero diploide de 2n=56 vem sendo uma caracteristica comum na familia
Pimelodidae porém, algumas exce¢fes foram observadas em Calophysus
macropterus (Lichtenstein, 1819), Pinirampus pirinampu (Spix & Agassiz, 1829) e
Luciopimelodus pati (Valenciennes, 1835) que apresentaram 2n=50, Pimelodus fur
(Lutken, 1874) e Megalonema platanum (Gunther, 1880) com 2n=54 e, por fim, uma
populacao de Pimelodus blochii Valenciennes, 1840 com 2n=58 (Tabela 1).

Apesar do numero diploide conservado, € possivel observar uma
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variabilidade na férmula cariotipica neste grupo de peixes (Tabela 1) que pode ser
resultado de rearranjos cromossOmicos estruturais que foram ocorrendo ao longo
dos anos, tais como inversdes pericéntricas ou translocagdes. Desta forma, novas
morfologias do cariétipo surgem sem que o numero diploide seja alterado (Garcia e
Moreira-Filho 2005; Ribeiro et al. 2008; Carvalho et al. 2010; Sanchez et al. 2014).
Marcadores cromossomicos como DNAs ribossomais vem sendo utilizados
nos estudos de caracterizacdo de pimelodideos. Nesta familia, o DNAr 18S
geralmente coincide com as Ag-RONSs, e os sitios do gene 5S aparecem dispersos
(Tabela 1). A sintenia destes dois genes ribossomais ocorre, mas ndao é comum,
sendo observada apenas em Pimelodus britskii Garavello & Shibatta (Moraes-Neto

et al. 2011) e em Pimelodus maculatus Lacepede, 1803 (Girardi et al. 2018).

As relacdes filogenéticas dentro da familia Pimelodidae ainda ndo sdo bem
definidas. Alguns autores vém analisando essas relagbes filogenéticas e, mais
recentemente, Lundberg et al. (2011) por meio de marcadores moleculares,
dividiram esta familia em duas linhagens principais: os “Sorubimine”, onde se
encontram as espécies de grande porte e o “clado OCP” que inclui Pimelodus
ornatus Kner, 1858 e o grupo Calophysus — Pimelodus, onde se encontram o0s
“calophysines”, que abrangem espécies de cinco géneros: Calophysus,
Aguarunichthys, Luciopimelodus, Pinirampus e Pimelodina e os “pimelodines” que
incluem o grupo Exallodontus-Pimelodus altissimus Eigenmann & Pearson, 1942

(onde esta incluso o género Propimelodus) e o grupo Pimelodus.

Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi analisar citogeneticamente
espécies de peixes da familia Pimelodidae coletadas no rio Solimdes, bacia
Amazobnica e comparar o padrao cariotipico destas espécies com os ja descritos na

literatura. Este estudo traz as primeiras analises citogenéticas de Propimelodus
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eigenmanni (Van der Stigchel, 1946) e Exallodontus aguanae (Lundberg, Mago-
Leccia & Nass, 1991) e informagdes complementares para Calophysus macropterus
(Lichtenstein, 1819), além de realizar uma integracao de dados citogenéticos com
filogenias moleculares de Pimelodidae, previamente conhecidas, e inferir hipéteses
sobre evolucédo cariotipica do grupo, a partir de caracteres ancestrais e derivados,

bem como esclarecer dividas sobre as relacdes filogenéticas entre as espécies.
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Material e métodos
Material e local de coleta

Foram analisadas trés espécies de Pimelodidae: Calophysus macropterus (7
fémeas + 4 espécimes de sexo nédo identificado), Propimelodus eigenmanni (5
fémeas + 2 machos) e Exallodontus aguanae (1 fémea), capturadas no rio Solimdes,
préximo a area de confluéncia — Manaus/AM: S 3 08' 16.32" O 59 54' 13.45".

As coletas foram realizadas utilizando tarrafa e rede de arrasto. O material
foi processado e fixado no Laboratério de Genética Animal do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia (INPA) e as andlises citogenéticas foram realizadas no
laboratorio de Citogenética Animal da Universidade Estadual de Londrina. Os
exemplares foram identificados e depositados no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), com o0s seguintes numeros de
vouchers: Calophysus macropterus (MZUEL-Peixes 17805), Exallodontus aguanae

(MZUEL-Peixes 17806) e Propimelodus eigenmanni (MZUEL-Peixes 17812).

Preparacdo de cromossomos e coloragdo convencional

Foi realizada uma inducdo mitética 48 horas antes da eutandsia dos peixes,
por meio de um lisado bacteriano injetado na regido intraperitoneal (2 ml), de acordo
com Molina et al. (2010). A obtengcdo dos cromossomos mitéticos foi realizada a
partir da técnica de preparacdo direta proposta por Bertollo et al. (1978) e para a
andlise deste material as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa 5% por 8
minutos.

A montagem do cariétipo foi realizada com o auxilio do programa Adobe
Photoshop CS6, a partir da classificagdo cromossOmica proposta por Levan et al.

(1964), com algumas modificacbes, considerando cromossomos metacéntricos (m),
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submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) com dois bracos e cromossomos

acrocéntricos (a) com um braco para calculo do numero fundamental (NF).

Bandamentos cromossdmicos e Hibridacdo Fluorescente in situ

Para a deteccdo das Regifes Organizadoras de Nucléolo ativas (Ag-RONSs)
foi aplicada a técnica de impregnacédo por nitrato de prata, proposta por Howell e
Black (1980). Para a determinacéo do padréao de distribuicdo da heterocromatina foi
realizada a técnica de bandamento C, de acordo com Sumner (1972), com
modificacdo na etapa de coloracdo, ocorrendo substituicdo da solucdo de Giemsa
pelo fluorocromo lodeto de Propideo, proposto por Lui et al. (2012). As regides ricas
em pares de bases GC e AT foram identificadas utilizando os fluorocromos
cromomicina Az (CMA3) e 4’-6-diamidino-2 fenilindol (DAPI), respectivamente, a

partir da técnicade Schweizer (1980).

A técnica de hibridacéo fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo
com Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000) com modificagfes, utilizando as
sondas de DNAr 18S isolada de Prochilodus argenteus Spix & Agassiz, 1829
(Hatanaka e Galetti 2004) e de DNAr 5S isolada de Pimelodella cristata (Muller &
Troschel, 1849), utilizando o par de oligonucleotideos especificos: A — 5
TACGCCCGATCGTCCGATC 3 e B — 5 CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC 3
(Martins e Galetti 1999). Para isso foi realizada a extracdo de DNA de Pimelodella
cristata seguindo o protocolo proposto por Sambrook et al. (1989) com modificagbes
e a reacao de PCR contendo 36,5 ul de agua ultra pura; 5 ul de buffer 10x; 2 pl de
MgCl, 50 mM; 1 pl de dNTP mix 10mM; 2 ul de iniciador A (10 uM) e 2 ul do iniciador

B (10 pM); 1 pl de DNA molde (100ng) e 0,5 pl de Taqg polimerase (5U/ pl).
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O perfil das reacdes de PCR para a geragao dos fragmentos do DNAr 5S foi
composto por uma etapa de desnaturacao inicial de 2 min a 94°C seguido por 35
ciclos de 94°C por 45 seg, anelamento a 60°C por 30 seg e extensao a 72°C por 30

seg, seguido por uma etapa final de extensdo de 5 minutos a 72°C.

A sonda de DNAr 18S (1800 pb) foi marcada com biotina-14-dATP por nick
translation e detectada com avidina-FITC, enquanto a sonda de DNAr 5S (200 pb)
foi marcada com Cy3-AP3-dUTP (marcacdo direta). Os cromossomos foram

contracorados com DAPI.

Para a andlise das laminas foi utilizado um microscépio de epifluorescéncia
(Leica DM2000) acoplado a uma camera digital (MoticamPro 282B) e, por meio do

software Motic Images Advanced, versao 3.2, as imagens foram capturadas.

Reconstrucéo de carater citogenético ancestral

A reconstrucao do carater citogenético ancestral na familia Pimelodidae foi
baseada na classificagdo molecular de Maxima Parcimbnia (MP) proposta por
Lundberg et al. (2011), a partir de sequéncias nucleares e mitocondriais combinadas.
Foi construida uma matriz composta por 22 taxons, incluindo o grupo externo
selecionado pelos autores, Pseudopimelodus mangurus (Valenciennes, 1835).

O carater ancestral tanto do namero diploide (2n) quanto da localizacdo da
Ag-RON foi estimado seguindo o modelo de reconstrucdo de maxima
verossimilhanca, sob o modelo de probabilidade Mkl (Markov k-state) no software
Mesquite, versdo 3.0 (Maddison e Maddison 2014). Para cada no foi estimado o
provavel carater ancestral, observado na Tabela 3, considerando os caracteres

namero diploide e localizagéo da Ag-RON.
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Resultados
Giemsa e bandamentos cromossdmicos

As espécies analisadas no presente estudo apresentaram algumas
caracteristicas cariotipicas semelhantes, geralmente compartilhadas dentro do grupo
gue estdo inseridas, assim como também mostraram algumas particularidades.

Calophysus macropterus apresentou 2n=50 com férmula cariotipica de
20m+20sm+10a e NF=90 (Figura 1a). A Ag-RON foi evidenciada na regido terminal
do braco curto de um par de cromossomos acrocéntricos, par 21 (Figura 1a, box).

A heterocromatina mostrou-se localizada nas regides terminais e
pericentroméricas de alguns cromossomos. Um grande bloco de heterocromatina foi
localizado no par 21 acrocéntrico (Figura 2a), correspondente a constricao
secundaria e Ag-RON, sendo CMAg; positiva (Figura 1a, box).

As espécies Propimelodus eigenmanni e Exallodontus aguanae
apresentaram 2n=56 e NF=106, com diferentes formulas cariotipicas: P. eigenmanni
mostrou 28m+20sm+2st+6a (Figura 1b) e E. aguanae 36m+12sm+2st+6a (Figura
1c). Em ambas as espécies foi observada uma constricdo secundaria, coincidente
com Ag-RON e CMA; positiva (Figura 1b-c, box). Em P. eigenmanni esta constricdo
foi evidenciada na regido terminal do braco curto do par 26 acrocéntrico e em E.
aguanae no braco longo do primeiro par metacéntrico na regido intersticial,
apresentando um heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homadlogos,
claramente visivel com Giemsa, mas ndo com Ag-RON e CMA; (Figura 1b-c, box).

A heterocromatina em P. eigenmanni mostrou-se distribuida nas regites
terminais dos pares cromossomicos 1, 2, 5, 20 e 21 em ambas as extremidades.
Além disso, a heterocromatina apareceu associada a Ag-RON, mostrando uma forte
marcacdo no par 26 (Figura 2b). Em E. aguanae a heterocromatina revelou uma

marcacao bem evidente correspondente a constricdo secundaria intersticial no par 1,
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além de marcacdes terminais em alguns cromossomos (Figura 2c).

Todas as espécies revelaram apenas um par cromossémico portador do
gene ribossomal 18S confirmando as RONs ativas (Figura l1a, b, c, boxes) e um
heteromorfismo de tamanho entre cromossomos homélogos em Propimelodus
eigenmanni (Figura 1b, box) e Exallodontus aguanae (Figura 1c, box).

Em relacdo ao gene ribossomal 5S, em C. macropterus foram encontrados
quatro sitios deste gene, dois localizados na regidao terminal do braco curto do par
cromossdmico 19, submetacéntrico, e os outros dois sitios sinténicos ao sitio de
DNAr 18S, localizados no par cromossémico 21, acrocéntrico (Figura 1a, box). Em
E. aguanae o sitio de DNAr 5S aparece sinténico ao sitio de DNAr 18S, localizado
na regido intersticial do braco longo do primeiro par metacéntrico (Figura 1c, box).

A espécie P. eigenmanni possui dois sitios do DNAr 5S, localizados na
posicao terminal do brago curto do par cromossdmico 17, submetacéntrico (Figura

1b, box), n&o apresentando sintenia entre os genes ribossomais 18S e 5S.

Estimativa do carater citogenético ancestral na familia Pimelodidae

O primeiro carater a ser analisado foi o numero diploide ancestral dentro da
familia Pimelodidae. Os resultados sugerem que 2n=56 € o provavel carater
ancestral dentro deste grupo, presente com grande valor probabilistico na maioria
dos nos (acima de 96%), incluindo o n6 ancestral do grupo (n6 2). Em contrapartida,
0s numeros diploides 54 e 50 surgem a partir do n6 13, como condi¢cOes derivadas
observadas no grupo “Calophysus” (Figura 3a).

Outro carater analisado foi a localizacdo da Ag-RON, onde o estado
ancestral mais provavel é na por¢do terminal do braco curto. Este carater ancestral é
suportado por um alto valor probabilistico (99%), encontrado na grande maioria dos

nds. Os caracteres derivados foram observados no grupo “Pimelodus”, a partir do n6
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1 16, apresentando Ag-RONs no brago longo, em regifes terminais e intersticiais

2 (Figura 3b).
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Discussao

Dados cariotipicos

Os resultados deste estudo trazem as primeiras informacgdes citogenéticas de
Propimelodus eigenmanni, Exallodontus aguanae e informacdes complementares de
Calophysus macropterus. As duas primeiras seguiram o padrdo conservado da
familia com 2n=56 e C. macropterus apresentou 2n=50, assim como no estudo de
Ramirez-Gil et al. (1998). Embora o nimero diploide da grande maioria das espécies
permaneca conservado, variagcdes nas formulas cariotipicas podem ser observadas
na Tabela 1, resultado de rearranjos cromossémicos, provavelmente inversdes
pericéntricas que permitem o surgimento de novas formulas cariotipicas sem afetar o
namero diploide das espécies (Garcia e Moreira-Filho 2005; Sanchez et al. 2010,

2014).

Lundberg et al. (2011), por meio de andlises moleculares, trazem uma
hipotese filogenética relacionando os pimelodideos da América do Sul. Os autores
dividem a familia Pimelodidae em duas linhagens principais, os “Sorubimine” e o
clado OCP (Pimelodus ornatus — grupo “Calophysus” — grupo “Pimelodus”).
Relacionan do a arvore filogenética proposta por Lundberg et al. (2011) com os
dados citogenéticos existentes, nota-se uma grande correspondéncia dentro destas
duas linhagens. No grupo “Sorubimine”, que seriam as espécies de grande porte,
todas apresentam 2n=56 (Figura 4).

As espécies Calophysus macropterus, Luciopimelodus pati e Pinirampus
pirinampu do grupo “Calophysus”, possuem todas 2n=50 sendo grupos proximos
dentro da evolucdo filogenética dos pimelodideos (Figura 4). Aléem do 2n=50, a
espécie Calophysus macropterus exibiu outra caracteristica compartilhada com L.

pati e P. pirinampu: o primeiro par cromossémico maior do que o restante do
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cariétipo, caracteristica que pode ter sido resultante de fusdes em tandem durante a
evolucdo cariotipica, considerado um marcador citogenético para o0 grupo
“Calophysus”, como proposto por Sanchez et al. (2010).

De acordo com Lundberg et al. (2011) as espécies dos géneros Exallodontus
e Propimelodus pertencem ao grupo “Pimelodines”, agrupadas em um mesmo clado
(Exallodontus — Pimelodus altissimus, EA) e ambas apresentaram o 2n=56
conservado no grupo “Pimelodus” (Figura 4). Além disso, foi observado no cariotipo
de E. aguanae (36m+12sm+2st+6a) a predominancia de cromossomos do tipo
metacéntrico, sendo esta uma caracteristica encontrada também em algumas
populagdes do grupo “Pimelodus”, como Iheringichthys labrosus (Lutken, 1874),
Pimelodus fur, P. maculatus, P. microstoma Steindachner, 1877 e Pimelodus sp
(Tabela 1).

Sendo assim, os dados citogenéticos presentes na literatura parecem
corroborar com as analises moleculares de Lundberg et al. (2011), mostrando uma
maior relacdo da espécie C. macropterus com L. pati, seguido de P. pirinampu,
assim como E. aguanae aparece como grupo préximo do género Propimelodus,
espécies relacionadas ao grupo “Pimelodus” (Figura 4).

Dentro da familia Pimelodidae as Ag-RONs, na maioria dos casos, sao
encontradas na posicao terminal do braco curto de um par de cromossomos do tipo
subtelocéntrico (Tabela 1). Calophysus macropterus e Propimelodus eigenmanni
seguiram este padrdo porém, a Ag-RON mostrou-se localizada em um par
cromossomico do tipo acrocéntrico, assim como observado por Ramirez-Gil et al.
(1988) analisando outra populacdo de C. macropterus, Swarca et al. (2005a) em
Pseudoplatystoma corruscans (Spix & Agassiz, 1829), Sanchez et al. (2010) em
Luciopimelodus pati, Swarca et al. (2017) em Phractocephalus hemioliopterus, entre

outros. Ja Exallodontus aguanae apresentou a Ag-RON em posicdo intersticial,
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sendo este o primeiro relato dentro do grupo (Tabela 1), constituindo um importante
marcador citogenético espécie-especifico.

A FISH com sonda de DNAr 18S ja foi aplicada em muitas das espécies da
familia Pimelodidae confirmando o numero e localizagdo da Ag-RON (Tabela 1),
bem como nas espécies analisadas neste estudo, confirmando também o
heteromorfismo de tamanho desta regido, observado em Propimelodus eigenmanni
e Exallodontus aguanae. A modificacao estrutural das RONs é resultado da variacao
no nimero de cépias dos genes ribossomais, causada por eventos de crossing-over
desigual ou outros rearranjos como delecbes, duplicagcbes ou transposicdes que
envolvem segmentos dos cromossomos homoélogos (Galleti-Jr et al. 1995; Castro et
al. 1998). Esse heteromorfismo ja foi evidenciado em outras espécies de
Pimelodideos como Zungaro zungaro (Humboldt, 1821) (Swarca et al. 2001b),
Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005 e S. scriptum (Miranda Ribeiro,
1918) (Swarca et al. 2005b, 2008) e Brachyplatystoma filamentosum (Lichtenstein,
1819) (Goncalves et al. 2014).

Em relacdo ao DNAr 5S, grande parte das espécies de pimelodideos
apresentam apenas um par portador deste gene ribossomal (Tabela 1), como
observado em Exallodontus aguanae e Propimelodus eigenmanni. Entretanto, estes
sitios foram localizados em mais de um par cromossdmico em Calophysus
macropterus que apresentou quatro sitios do gene ribossomal 5S, primeiro relato
dentro do grupo “Calophysus”. Por falta de analises com este marcador nas outras
espécies, ainda ndo se pode afirmar se esta é uma caracteristica compartilhada pelo
grupo “Calophysus”, ou se € particular da espécie C. macropterus. Mais de dois
sitios do gene ribossomal 5S, também tem sido encontrados em algumas espécies
do género Pimelodus, Pseudoplatystoma corruscans e Sorubim lima (Bloch &

Schneider, 1801) (Tabela 1).
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Ha uma grande variacdo em relacdo a posicdo dos sitios de DNAr 5S,
podendo ocorrer em regides terminais, intersticiais, pericentroméricas e
subterminais, de bragos curtos e longos (Tabela 1). Martins e Galleti-Jr (1999)
descrevem a localizacdo do DNAr 5S na regido intersticial em varias espécies
neotropicais e propuseram que, por meio de uma inversao paracéntrica, os sitios
desse DNAr poderiam ser rearranjados e encontrados também nas porcdes
terminais dos cromossomos, sendo este um carater provavelmente derivado.
Seguindo esta hipétese, C. macropterus e P. eigenmanni poderiam ter sofrido um
rearranjo cromossdmico resultando neste carater, enquanto Exallodontus aguanae
manteve a localizacdo do gene ribossomal na posicao intersticial.

Das espécies analisadas, foi observada sintenia dos dois clusters de genes
ribossomais em C. macropterus e E. aguanae. A condicdo n&do sinténica desses
genes é o padrao mais frequentemente descrito (Swarca et al. 2008, 2009; Carvalho
et al. 2010). Apenas em Pimelodus britskii (Moraes-Neto et al. 2011) e, mais
recentemente, em P. maculatus (Girardi et al. 2018) foi descrita a condi¢céo sinténica
neste grupo de peixes, sendo esta uma caracteristica exclusiva do grupo OCP.

As espécies pertencentes a familia Pimelodidae apresentam, geralmente,
pouca heterocromatina localizada, principalmente, nas regibes pericentromeéricas e
terminais dos cromossomos (Borin e Martins-Santos 2004; Carvalho et al. 2004;
Sanchez et al. 2010; Gongalves et al. 2014) entre outros. As trés espécies aqui
analisadas apresentaram um padrdo de bandas composto por uma quantidade
maior de heterocromatina, diferente do padréo frequentemente encontrado.

Além disso, Propimelodus eigenmanni apresentou cromossomos com blocos
heterocromaticos biteloméricos, caracteristica esta compartiihada com outras
espécies da familia como: Pimelodus maculatus e Pimelodus sp (Borin e Martins-

Santos 2002), Iheringichthys labrosus (Carvalho et al. 2004; Ribeiro et al. 2008;
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Sanchez et al. 2014), Pseudoplatystoma reticulatum, Pimelodus britskii, Sorubim
lima e Steidachneridion parahybae (Steindachner, 1877) (Moraes-Neto et al. 2011),
Megalonema platanum (Carvalho et al. 2011) e Phractocephalus hemioliopterus
(Swarca et al. 2017). As trés espécies aqui estudadas também exibiram fortes
marcagdes heterocromaticas associadas as RONSs, caracteristica geralmente

encontrada no grupo.

Reconstrucao de carater ancestral

Considerando caracteres como numero diploide e localizagdo da Ag-RON,
pode ser feita uma representacao hipotética das relagdes ancestral/derivado dentro
da familia Pimelodidae.

Muitos estudos citogenéticos ressaltam a proposta de Oliveira e Gosztonyi
(2000) de que 2n=56 seria o numero diploide ancestral na ordem Siluriformes,
baseada apenas na frequéncia deste carater (Souza et al. 2004; Garcia e Moreira-
Filho 2005; Mazzucheli et al. 2007). Seguindo este raciocinio, Treco et al. (2008) e
Moraes-Neto et al. (2011) afirmam que o 2n=56 é a provavel condicdo basal da
familia Pimelodidae.

No presente estudo, considerando o0 grupo externo Pseudopimelodus
mangurus, observa-se que nado € possivel afirmar qual o provavel numero diploide
ancestral, ja que 2n=54 e 2n=56 apresentaram valores probabilisticos préximos no
no 1 (50% e 47% respectivamente), como observado na Tabela 2. Porém, se
analisarmos o clado monofilético da familia Pimelodidae, pode-se de fato confirmar
que o 2n=56 é o provavel carater ancestral para esse grupo (Figura 3a, né 2), que
esta sendo suportado por um alto valor probabilistico, 96% (Tabela 2). Estes dados
confirmam o nuamero diploide considerado basal por Treco et al. (2008) e Moraes-

Neto et al. (2011), porém baseados numa analise estatistica e ndo apenas na
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frequéncia desta caracteristica na familia Pimelodidae.

Em relacdo as Ag-RONSs, a localizacdo na porcdo terminal do braco curto
provavelmente seria o carater ancestral (Figura 3b, né 1), hipétese que conta com
99% no valor de suporte, se mantendo na maioria dos taxons e sofrendo uma
diminuigdo apenas no grupo “Pimelodus”, a partir do né 16. Mesmo assim, o clado
portador dos caracteres derivados ainda mostra como condicdo ancestral a
localizagdo da Ag-RON na posicdo terminal do braco curto (91%), como observado
na Tabela 2.

A filogenia molecular de Lundberg et al. (2011) mostrou que os pimelodideos
sao divididos em duas linhagens principais: o clado formado pelos “Sorubimines” e o
clado OCP (Pimelodus ornatus — grupo “Calophysus” — grupo “Pimelodus”), também
conhecido como “calophysines” e “pimelodines”. Quando s&o associados os dados
filogenéticos moleculares de Lundberg et al. (2011) com os dados citogenéticos
existentes na literatura, pode-se fazer uma analise integrada para compreender as
possiveis tendéncias evolutivas que ocorreram neste grupo de peixes.

Ao observar o grupo “Sorubimine” nota-se que todas as espécies
apresentam as caracteristicas ancestrais analisadas (2n=56 e Ag-RON=p terminal),
confirmando a conservacéo cariotipica que se manteve ao longo da evolugcao deste
grupo (Figura 3a, b), como ja proposto por Martins-Santos et al. (1996) e Swarca et
al. (2013). Sendo peixes de grande porte, espécies deste grupo sdo capazes de
fazer longas migracdes em cardumes e, possivelmente por este motivo, mantiveram
um cariotipo mais estavel.

E possivel que uma divergéncia evolutiva tenha ocorrido entre os
“sorubimines” e o clado OCP, ja4 que o primeiro grupo se mostra conservado
enquanto o segundo € portador das condicbes derivadas (Figura 3a, b,

respectivamente).
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Em relacdo ao numero diploide, observa-se uma variacdo no grupo
“Calophysus”, onde ha uma diminui¢ao do 2n ancestral para 2n=54 em Megalonema
platanum e 2n=50 em Calophysus macropterus, Luciopimelodus pati e Pinirampus
pirinampu. Esta redug¢do do numero diploide ocorre por meio de duas fusdes
céntricas, sendo esta uma caracteristica restrita, até entdo, ao grupo “Calophysus”
(Figura 3a). No caridtipo das espécies deste clado o primeiro par cromossdmico
maior pode ser resultado de tais fusdes, sendo considerado por Sanchez et al.
(2010) um marcador citogenético para o grupo “Calophysus”™.

A tendéncia evolutiva do sitio Ag-RON néo parece estar relacionada com a
variacdo do numero diploide, pois esta variagdo vem sendo encontrada em outro
grupo do clado OCP, o grupo “Pimelodus”. Neste caso 0s rearranjos cromossdmicos
possivelmente estdo associados a processos de inversdo pericéntrica e/ou
translocacdes (Figura 3b).

Portanto, com base nessas analises 0s rearranjos Ccromossomicos
estruturais aparecem na filogenia como uma condicdo derivada dentro da familia
Pimelodidae, limitados apenas ao clado OCP. A variagdo no 2n nao esta,
necessariamente, relacionada com a variacado na posicao da Ag-RON, pois grupos
distintos apresentaram rearranjos cromossomicos diferentes: enquanto o grupo
“Calophysus” parece ter sofrido fusbes cromossdomicas, originando 2n=54 em
Megalonema platanum e, posteriormente, 2n=50 em C. macropterus, L. pati e P.
pirinampu, o grupo “Pimelodus” teria passado por rearranjos do tipo inversdes
pericéntricas, alterando a posicao dos sitios de Ag-RONs e mantendo o mesmo
namero diploide (Figura 3a, b respectivamente).

As espécies de pimelodideos analisadas neste estudo apresentaram
algumas particularidades, como em Calophysus macropterus que apresentou

namero diploide diferente do padrdo conservado em Pimelodideos, além de dois
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pares portadores dos genes ribossomais 5S, sendo um deles sinténico ao DNAr
18S. A espécie Exallodontus aguanae apresentou caracteristicas bem diferentes do
comumente encontrado na literatura, como a presenca da RON no primeiro par
metacéntrico, fato relatado pela primeira vez na familia, além da sintenia dos genes
ribossomais. J4 Propimelodus eigenmanni apresentou caracteristicas citogenéticas
frequentemente relatadas na familia Pimelodidae, sendo esta a espécie mais
conservada dentre as trés aqui analisadas.

Tais informacbes sugerem que, ao longo do processo evolutivo destas
espécies, mudancas cromossémicas podem ter ocorrido de maneiras distintas,
resultando nas variacbes que hoje sdo encontradas nas diferentes
espécies/populacbes da familia Pimelodidae. Os dados citogenéticos aqui
apresentados estdo de acordo com a filogenia molecular previamente descrita e,
possivelmente, rearranjos cromossdmicos como fusdes e inversdes pericéntricas
desempenharam um papel importante na evolucéo cariotipica de grupos especificos

da familia Pimelodidae, inclusive nas espécies analisadas no presente estudo.
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Figura 1 — Caridtipo com coloracdo convencional de Calophysus macropterus (a), Propimelodus
eigenmanni (b) e Exallodontus aguanae (c). Nos boxes, os pares cromossdmicos com Ag-RON,
fluorocromo CMA;, FISH com sonda de DNAr 18S (sinal verde) e 5S (sinal vermelho). Barra = 10 pm.
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Figura 2 — Cari6tipo com bandamento C evidenciando os blocos heterocromaticos de Calophysus
macropterus (a), Propimelodus eigenmanni (b) e Exallodontus aguanae (c). Note os pares
cromossémicos 21, 26 e 1 em (a), (b) e (c), respectivamente, com bloco heterocromético associado
as RONs. Marcag®es biteloméricas evidentes nos pares 1 e 7 em (b) e (c), respectivamente. Barra =
10pm.
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Figura 3 — Reconstrugdo do carater ancestral do nimero diploide (a) e da localizagdo da Ag-RON (b)
na familia Pimelodidae. Modelo de reconstrugdo do estado ancestral utilizado a maxima
verossimilhanca, sob o modelo de probabilidade MK1 (Markov k-state), no software Mesquite versao
3.0. A reconstrucao do carater ancestral foi estimada a partir da arvore de Maxima Parcimonia de
sequéncias nucleares e mitocondriais, respeitando a regra majoritaria de 50% (LUNDBERG at al.,
2011). As espécies que nao possuem dados citogenéticos sdo representadas pelos circulos listrados
em cinza.
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Figura 4 — Cladograma mostrando as relacgdes filogenéticas na familia Pimelodidae, com base em
marcadores moleculares (LUNDBERG et al., 2011). Em vermelho os nimeros diploides encontrados
na literatura. *LN = clado Leiarius-neopimelodines, N = neopimelodines, S = sorubimines, OCP =

clado Pimelodus ornatus-Calophysus-Pimelodus, CP = clado Calophysus-Pimelodus, C =
calophysines, P = pimelodines, EA = grupo Exallodontus-Pimelodus altissimus, Pl = grupo Pimelodus.



Tabela 1 — Dados citogenéticos sobre a familia Pimelodidae, atualizados a partir de Swarca et al. (2017).
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Familia Pimelodidae

Género/Espécie Localidade 2n Caridtipo NF Ag-RON 18S 5S Referéncia
Bergiaria

B. westermanni R. Sao Francisco/MG 56 42m-sm+14st-a 98* Par 27 st-a, q terminal - - Dias e Foresti (1993)
Brachyplatystoma

B. filamentosum R. Araguaia/GO 56 24m+12sm+10st+10a 102* Par 22 st, p terminal Par 22 st, p terminal Parple?rizt, p Gongcalves et al. (2014)
Calophysus

C. macropterus R. Negro, R. Solimées/AM 50 22m+18sm+10a 90 Par 22 a, p terminal - - Ramirez-Gil et al. (1998)
C. macropterus R. Solimbes/AM 50 20m+20sm+10a 90 Par 21 a, p terminal Par 21 a, p terminal E%ra]r'%in;” g:::m:gg: Presente estudo
Exallodontus

E. aguanae R. Solimbes/AM 56 36m+12sm+2st+6a 106 Par 1 m, g intersticial Par 1 m, g intersticial Par 1 m, q intersticial Presente estudo
Hemisorubim

H. platyrhynchos R. Parana/PR 56 22m+18sm+6st+10a 102 Par 18 sm, p terminal - - Martins-Santos et al. (1996)
H. platyrhynchos R. Parana, Corrientes/ARG 56 22m+16sm+10st+8a 104 1 par st, p terminal 1 par st, p terminal - Swarca et al. (2013)

H. platyrhynchos R. Miranda/MS 56 22m+16sm+10st+8a 104 1 par st, p terminal 1 par st, p terminal - Swarca et al. (2013)
lheringichthys

I labrosus R. Tibagi/PR (Londrina) 56 32m+8sm+6st+10a 102 1 par st, g, terminal 1 par st, g, terminal 1 par st, q intersticial Carvalho et al. (2004, 2010)
I labrosus R. Tibagi/PR (Res. Capivara) 56 26m+12sm+6st+12a 100* 1 par st, q terminal 1 par st, q terminal 1 par st-a, q terminal Carvalho e Dias (2005, 2007)
I labrosus Res. Jurumirim/SP 56 22m+19sm+10st+6a 108* Par 23 st, g terminal - - Vissotto et al. (1999b)

I labrosus R. Guarauna/PR 56 14m+32sm+4st+6a 106 Par 16 sm, p terminal - - Ribeiro et al. (2008)

I. labrosus R. Parana/ARG 56 42m-sm+14st-a 98 1 par st-a, g terminal - - Sanchez et al. (2014)
Luciopimelodus

L. pati R. Parana, Corrientes/ARG 50 16m+14sm+8st+12a 88 Par 20 a, p terminal - - Sanchez et al. (2010)
Megalonema

M. platanum R.Parand/ARG 54 24m+16sm+2st+12a 96* Par 15 sm, p terminal Par 15 sm, p terminal - Carvalho et al. (2011)

M. platanum R. Tibagi/PR 54 24m+16sm+2st+12a 96* Par 15 sm, p terminal Par 15 sm, p terminal - Carvalho et al. (2011)



Parapimelodus

P.nigribarbis

Phractocephalus

P. hemioliopterus

Pimelodus

P.

T U U U U U U U TV T

p
P.
p

absconditus

. abscondidus

argenteus

. blochii

. britskii

. britskii

. fur

. fur

. maculatus

. maculatus
. maculatus

. maculatus
. maculatus
. maculatus
. maculatus
. maculatus
. maculatus
. maculatus
. maculatus
. maculatus

. maculatus

Lago Guaiba/RS

Bacia Amazo6nica/BR

R. Parana, Porto Rico/PR
R. Alto Uruguai/RS
R. Paraguai/MS
R. Solim&es/AM

R. Iguacu/PR
R. Iguacl/PR

R. Séo Francisco/MG

R. Mogi, Pardo e da Onga/SP

R. Séo Francisco/MG

Cérrego Congonhas/PR

R. S&o Francisco/MG
R. MogiGuacu/SP

R. Tibagi/PR
R. Paranapanema, Jurum. /SP
R. Parana, Porto Rico/PR
Lago Guaiba/RS
Angatuba/SP
Guapiara/SP
Res. Trés Lagoas/MS
Terra Roxa/SP
R. Paraguai, Corumb&/MS
R. ljui/RS

56

56

56
56
56
58

56

56

54

56

56

56

56

56
56
56
56
56
56
56
56
56
56

20m+20sm+4st+12a

16m+20sm+6st+14a

24m+18sm+8st+6a
24m+18sm+8st+6a
24m+16sm+12st+4a

24m+18sm+8st+6a

24m+18sm+8st+6a

32m+8sm+6st+8a

30m+14sm+12a

32m+12sm+12st

20m+20sm+10st+6a

40m-sm+16st-a

20m+20sm+10st+6a
20m+20sm+10st+6a
20m+20sm+10st+6a
24m+20sm+6st+6a
24m +22sm+8st+2a
28m+18sm+4st+6a
20m+22sm+10st+4a
22m+26sm+6st+2a
22m+16sm+10st+8a

24m+20sm+6st+6a

100

98

106
106*
108

106

106*

100

100

112

106

96

106
106*
106
106
110
106
108
110
104
106*

Par 22 st, g terminal

Par 23 a, p terminal

Par 25 st, g terminal
Par 24 st, q terminal

Par 26 st, p terminal

1 par st, g terminal

Par 23 st, g terminal

Par 20 sm, g terminal

Par 20 sm, g terminal

Par 27 st-a, q terminal

Par 23 st, g terminal
Par 22 st, g terminal
Par 23 st, q terminal
Par 24 st, q terminal
Par 21 st, q terminal
Par 24 st, q terminal
Par 25 st, g terminal
Par 26 st, q terminal
Par 23 st, g terminal

Par 23 st, g terminal

1 par st, p

Par 24 st, q terminal

1 par st, q terminal

Par 23 st, q terminal

Par 20 sm, g terminal

Par 20 sm, g terminal

Par 21 st, q terminal
Par 24 st, q terminal
Par 25 st, q terminal
Par 26 st, q terminal

Par 23 st, g terminal

1 parsm, p

Par 18, q peric

1 par st, g terminal e 1
par sm, peric

Par 17sm, q peric; par 23 st, q

terminal; par 28 a, q terminal

Par 1 m, q intersticial e par 17
sm, q peric

Par 1 m, q intersticial; par 17
sm, q terminal e par 21 sm,
q peric

1 par st, g terminal
1 par st, q terminal
1 par st, g terminal
1 par st, g terminal

Par 23 st, q terminal
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Treco et al. (2008)

Swarca et al. (2017)

Borin e Martins-Santos (2002)
Giradi et al. (2018)
Souza et al. (2003)

Della-Rosa et al. (1980)

Moraes-Neto et al. (2011)

Giradi et al. (2018)

Garcia e Moreira Filho (2005, 2008)

Toledo e Ferrari (1976b)

Garcia e Moreira Filho (2005, 2008)

Mazzuchelli et al. (2007)
Dias e Foresti (1993)

Swarca et al. (2001c)
Vissotto et al. (1999b)
Borin e Martins-Santos (2002)
Treco et al. (2008)
Ferreira et al. (2014)
Ferreira et al. (2014)
Ferreira et al. (2014)
Ferreira et al. (2014)
Souza et al. (2003)
Giradi et al. (2018)



. maculatus

. micréstoma A
. microstoma A
. microstoma A

. microstoma A
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. mysteriosus

o

. mysteriosus
. ornatus

. ortmanni

. ortmanni

. pantaneiro m

T U UV UV T

. paranaensis
P. paranaensis

Pimelodus sp

Pimelodus sp

Pimelodus sp
Pimelodus sp
Pimelodus sp
Pinirampus

P. pirinampu

P. pirinampu

P. pirinampu
Propimelodus

P. eigenmanni
Pseudoplatystoma

P. corruscans

P. corruscans

R. Mogi, Pardo e da Onca/SP
R. Tibagi/PR
R. Piquiri, N. Laranjeiras/PR
R. Mogi-Guagu, Pirassun. /SP
R. Piquiri/PR
R. Paraguai/MS
R. lguagu/PR
R. Parana, Porto Rico/PR
R, Iguagu, Reserv. Caxias/PR
R. Iguagu/PR
R. Paraguai/MS
R. Piquiri, N. Laranjeiras/PR
R. Piquiri/PR

R. S&o Francisco/MG

R. Sao Francisco/MG

R. Iguacu/PR
R. lguagu, Reserv. Caxias/PR

R. Mogi, Pardo e da Onga/SP

R. Paranad/PR

R. Tibagi/PR

R. Parana, Corrientes/ARG

R. Solimées/AM

R. Parana, Porto Rico/PR

R. Paraguai/MS

56
56
56
56
56
56

56

56
56
56
56
56
56

56

56

56
56
56

50

50

50

56

56
56

30m+14sm+12a
22m+22sm+6st+6a
18m+24sm+6st+8a
32m+14sm+6st+da
24m+18sm+8st+6a
26m+20sm+2st+8a

28m+10sm+2st+16a

20m+18sm+8st+10a
24m+18sm+8st+6a
24m+18sm+8st+6a

22m+16sm+10st+8a
22m+22sm+4st+8a

22m+22sm+4st+8a

40m-sm+16st-a

32m+12sm+6st+6a

24m+26sm+4st+2a
30m+14sm+8st+4a
30m+14sm+12a

22m+12sm+4st+12a

26m+12sm+2st+10a

18m+14sm+4st+l4a

28m+20sm+2st+6a

18m+16sm+10st+12a

20m+16sm+8st+12a

100
106
104
108
106*
104
96*
102
106*
106*
104
104

104

96

106

110
108*
100

88

90

86

106

100
100

Par 25 st, g terminal
Par 23 st, g terminal
Par 25 st, g terminal
Par 24 st, g terminal

Par 24 st, p terminal
Par 20 st, g terminal

Par 22 st, p terminal
Par 26 st, g terminal
Par 24 st, g terminal
Par 23 st, g terminal
Par 24 st, g terminal

Par 24 st, g terminal

Par 27 st-a, q terminal

Par 20 sm, g terminal

Par 26 st, g terminal

Par 26 st, g terminal

Par 21 a, p terminal
Par 20 st, p terminal

Par 20 a, p terminal

Par 26 a, p terminal

Par 10 sm, p terminal

1 par a, p terminal

1 par st, q terminal

Par 25 st, g terminal

Par 24 st, q terminal

Par 20 st, q terminal

Par 24 st, g terminal

Par 24 st, g terminal

Par 20 sm, g terminal

1 par st, g terminal

Par 20 st, p terminal

Par 26 a, p terminal

1 par a, p terminal
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- Toledo e Ferrari (1976b)
- Souza et al. (20044a, b)
- Treco e Dias (2009)
1 par sm, g peric Ferreira et al. (2014)
Par 18 sm, q peric Giradi et al. (2018)

- Souza et al. (2003)

Par 1 m, q inter; pares 21 e
22 a, q peric

- Borin e Martins-Santos (2002)

Giradi et al. (2018)

- Borin e Martins-Santos (2004)
Par 18 sm, q peric Giradi et al. (2018)
- Souza et al. (2003)

- Treco e Dias (2009)
Pares 13 e 18 sm, q peric;
par 26 a, q peric
- Dias e Foresti (1993)
Par 1 m, g intersticial; par 17
sm, g peric e
par 21 sm, q peric

- Souza et al. (2004a, b)

Giradi et al. (2018)

Garcia e Moreira Filho (2005, 2008)

- Borin e Martins-Santos (2004)
- Toledo e Ferrari (1976b)

- Vasconcelos e Martins-Santos (2000)
- Swarca et al. (1999, 2001a)
- Sanchez et al. (2010)

Par 17 sm, p terminal Presente estudo

- Martins-Santos et al. (1996)

1 par st, p; 1 homélogo m

h Swarca et al. (2005a)
peric



R. Parana, Jupid/SP

1 par st, p; 1 homélogo sm
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P. corruscans R Paran&/PR 56 26m+10sm+6st+14a 98 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal subt Swarca et al. (2005a)

P. corruscans Bacia do R. Paraguai 56 20m+12sm+12st+12a 100* Par 18 st, p terminal Par 18 st, p terminal 1 par st, p peric Prado et al. (2012)

P. fasciatum R. Solimées/AM 56 18m+14sm+10st+14a 98 1 par st, p terminal - - Fenocchio e Bertollo (1992)
P. metaense Laguna de Castillero/BO 56 24m+18sm+14st-a 98 Par 13 sm, p terminal Par 13 sm, p terminal 1 par sm, p parac Nirchio et al. (2013)

P. orinicoense Laguna de Castillero/BO 56 24m+18sm+14st-a 98 Par 13 sm, p terminal Par 13 sm, p terminal 1 par sm, p parac Nirchio et al. (2013)

P. reticulatum Rio Paraguai 56 22m+20sm+6st+8a 104 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, p intersticial Moraes-Net et al. (2011)
P. reticulatum Bacia do R. Paraguai 56 20m+12sm+12st+12a 100* Par 18 st, p terminal Par 18 st, p terminal 1 par st, p peric Prado et al. (2012)

P. tigrinum R. Solimées/AM 56 18m+16sm+8st+14a 98 1 par st, p terminal - - Fenocchio e Bertollo (1992)
Sorubim

S. lima R. Parana, Porto Rico/PR 56 18m+12sm+14st+12a 100 1 par sm, p terminal - - Fenocchio e Bertollo (1992)
S. lima R. Araguaia, B. do Gar¢as/MT 56 20m+14sm+10st+12a 100 Par 11 sm, p terminal - - Martins-Santos et al. (1996)
S. lima Rio Paraguai 56 24m+16sm+8st+8a 104 1 par st, p terminal 1 par st, p terminal 1 par sm, p intersticial Moraes-Net et al. (2011)
S lima Rio Paraguai 56 24m+16sm+8st+8a 104 - 1 par st, p terminal 1 par sm, p terminal e peric Sczepanski et al. (2013)
Steindachneridion

S. doceanum R. doce/MG 56 18m+20sm+10st+8a 104* Par 25, p terminal - 1parst,p Swarca et al. (2018) in press
S. melanodermatum 4 R. Iguacu/PR 56 ;22:;:2:;:::182 ié 102* 1 par a, p terminal 1 par a, p terminal Par 23 st, p subt Swarca et al. (2006, 2008, 2009)
S. melanodermatum 4 R. Iguacu/PR 56 14 m+22sm+12st+8a 104 Par 25 a, p terminal Par 25 a, p terminal Par 19 st, p subt Matoso et al. (2011)

S. parahybae R. Paraiba do Sul/RJ 56 14m+22sm+12st+8a 104 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, p intersticial Moraes-Net et al. (2011)
S. parahybae R. Paraiba do Sul/RJ 56 14m+22sm+12st+8a 104 - - - Honji et al. (2016)

S. scripta R. Ea;?gzg;‘g;ma 56 24m+20sm+4st+8a 104 1 par a, p terminal 1 par a, p terminal Par 23 st, p subt Swarca et al. (2005b, 2008, 2009)
Zungaro

Z. luetkeni ® R. Parana, Foz do Iguacu/PR 56 26m+10sm+6st+14a 98 Par 15 sm, p terminal - - Martins-Santos et al. (1996)
Z. zungaro R. Parana, Jupid/SP 56 32m+6sm+8st+10a 102* Par 20 st, p terminal Par 20 st, p terminal - Swarca et al. (2001b)

2n: nimero diploide, NF: nimero fundamental, Ag-RON: regiées organizadoras de nucléolos coradas com nitrato de prata, 18S: DNA ribossomal 18S, 5S: DNA ribossomal 5S, m: metacéntrico, sm:
submetacéntrico, st: subtelocéntrico, a: acrocéntrico, p: brago curto, g: brago longo, peric: pericentromérica, subt: subterminal, crs: cromossomo, R: rio, Res: reservatorio, MG: Minas Gerais, GO: Goias,
AM: Amazonas, PR: Parana, ARG: Argentina, MS: Mato Grosso do Sul, SP: Sdo Paulo, RS: Rio Grande do Sul, BR: Brasil, BO: Bolivia, MT: Mato Grosso, RJ: Rio de Janeiro. *Numero fundamental
recalculado no presente trabalho, considerando m, sm e st com dois bracos e a com um brago; m-sm com dois bracos e st-a com um braco. A: Espécie renomeada, anteriormente denominada Pimelodus
heraldoi. m: Espécie renomeada, anteriormente denominada Pimelodus maculatus. ¢: Espécie renomeada, anteriormente denominada Steindachneridion sp.e: Espécie renomeada, anteriormente
denominada Paulicea luetkeni.
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Tabela 2 — Valores proporcionais das probabilidades em cada né, estimando qual o provavel carater
ancestral na familia Pimelodidae (2n e Ag-RON). Reconstru¢do do estado ancestral utilizado a
méxima verossimilhanga, sob o modelo de probabilidade Mk1, no software Mesquite verséo 3.0.

Familia

Pimelodidae Numero diploide Localizagdo Ag-RON
Nés 2n=50 2n=54 2n=56 p terminal g terminal g intersticial
1 0,020 0,504 0,475 0,995 0,002 0,002
2 0,002 0,028 0,969 0,999 0,000 0,000
3 0,000 0,001 0,998 0,999 0,000 0,000
4 0,000 0,000 0,999 0,999 0,000 0,000
5 0,000 0,000 0,999 0,999 0,000 0,000
6 0,000 0,000 0,999 0,999 0,000 0,000
7 0,000 0,000 0,999 0,999 0,000 0,000
8 0,000 0,000 0,999 0,999 0,000 0,000
9 0,000 0,000 0,999 0,999 0,000 0,000
10 0,000 0,000 0,999 ? ? ?
11 0,001 0,008 0,989 0,999 0,000 0,000
12 0,015 0,021 0,962 0,995 0,003 0,001
13 0,327 0,347 0,325 0,999 0,000 0,000
14 0,971 0,014 0,013 0,999 0,000 0,000
15 0,998 0,000 0,000 0,999 0,000 0,000
16 0,000 0,000 0,998 0,911 0,062 0,025
17 0,000 0,000 0,999 0,891 0,022 0,085
18 0,000 0,000 0,999 0,466 0,527 0,005
19 0,000 0,000 0,999 0,020 0,977 0,001
20 0,000 0,000 0,999 0,470 0,525 0,004
21 0,000 0,000 0,999 ? ? ?

2n: nimero diploide, p: brago curto, g: brago longo. Os pontos de interrogacéo representam os nds onde néo foi
possivel fazer a estimativa, por falta de informacéo citogenética de alguma espécie presente neste n6. Em vermelho
observam-se os maiores valores probabilisticos, indicando o provavel carater ancestral.
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Capitulo 2

Integracdo de dados citogenéticos e filogenéticos de Pimelodella cristata
(Siluriformes, Heptapteridae) da bacia Amazonica com inferéncias evolutivas

no género

* Este artigo sera submetido a publicacdo na revista Biological Journal of the

Linnean Society
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Integracdo de dados citogenéticos e filogenéticos de Pimelodella cristata
(Siluriformes, Heptapteridae) da bacia Amazdnica com inferéncias evolutivas no
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género

Mariana Costa Terra, Fabio Hiroshi Takagui, Joana Neres da Cruz Baldissera,
Moema Cristina Costa de Lima, Eliana Feldberg, Ana Lucia Dias

Resumo

Dentre os 32 géneros pertencentes a familia Heptapteridae, o género Pimelodella
tem grande representatividade, sendo o mais abundante em numero de espécies,
composto por 82 espécies validas. As relacdes entre as espécies deste género nao
sdo bem estabelecidas, considerando o nimero reduzido de analises citogenéticas e
moleculares voltadas para este grupo, deixando duvidas sobre a taxonomia e
filogenia do género Pimelodella. O presente estudo traz a primeira caracterizagéo
citogenética de Pimelodella cristata coletada na bacia Amazobnica e uma analise
integrativa associando dados filogenéticos moleculares com dados citogenéticos,
visando estimar provaveis caracteres ancestrais e condi¢cdes derivadas dentro do
género Pimelodella, e assim melhor compreender as relagbes evolutivas dentro
deste grupo de peixes. P. cristata apresentou 2n=46 e o cariotipo composto por
22m+18sm+2st+4a (NF=88). A regido organizadora de nucléolo (Ag-RON) se
mostrou localizada em um par cromossémico acrocéntrico, correspondente a
constricdo secundaria, fluorocromo CMA; e ao sitio de DNAr 18S. As sequéncias de
DNAr 5S foram encontradas na posicdo terminal de dois pares cromossémicos
metacéntricos, n&o sinténicos ao DNAr 18S. A heterocromatina mostrou-se
distribuida em algumas regides terminais e intersticiais, além de um evidente bloco
heterocromético no par correspondente a constricdo secundaria, apresentando um
grande heteromorfismo entre cromossomos homodlogos. Os dados aqui
apresentados séo os primeiros envolvendo uma espécie da familia Heptapteridae na
bacia Amazonica, a qual exibiu algumas caracteristicas particulares geralmente nao
encontradas na literatura.

Palavras-chave: Citocromo Oxidase |, DNAs ribossomais, evolucdo cariotipica,
relacdes filogenéticas
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Introducéo

A familia Heptapteridae € um grupo monofilético pertencente a ordem
Siluriformes, composta por 3.891 espécies distribuidas em 39 familias (Eschmeyer &
Fong, 2018). S&o consideradas validas 218 espécies de heptapterideos (Eschmeyer
& Fong, 2018), entretanto, menos da metade delas foram estudadas
citogeneticamente.

Nesta familia observa-se uma variacdo cariotipica desde 2n igual a 42 em
Imparfinis hollandi Haseman, 1911 (Margarido & Moreira-Filho, 2008) até 58 em
Imparfinis schubarti (Gomes, 1956) (Kantek et al., 2009) e em Rhamdia quelen
(Quoy & Gaimard, 1824) (Garcia & Almeida-Toledo, 2010). Dentro desta familia, as
espécies do género Pimelodella, objeto deste estudo, mostram que 2n=46 é
bastante comum neste grupo de peixes, mas também € possivel encontrar nUmeros
diploides diferentes como 2n=50 em Pimelodella cf. chagresi (Steindachner, 1876);
2n=52 em Pimelodella aff. avanhandavae, P. avanhandavae Eigenmann, 1917,
Pimelodella sp 2 e P. taenioptera Miranda Ribeiro, 1914 e 2n=58 em P. australis
Eigenmann, 1917, P. kronei (Miranda Ribeiro, 1907), P. lateristriga (Lichtenstein,

1823) e P. transitoria Miranda Ribeiro, 1907 (Tabela 1).

Essa variabilidade no nimero diploide na familia Heptapteridae e no género
Pimelodella, pode ser resultado de rearranjos cromossOmicos que ocorreram
durante a evolucdo cariotipica, tais como fusdes e fissbes (Borba et al., 2012;
Conde-Saldafa et al., 2017).

Marcadores cito-moleculares vem sendo utilizados nos estudos de
caracterizacao citogenética de espécies de Pimelodella, utilizando sondas de DNA
ribossomal 18S e de DNA ribossomal 5S (Tabela 1). A sintenia dos dois genes

ribossomais ndo é um evento comum, sendo observada apenas em Pimelodella
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gracilis (Valenciennes, 1835) e Pimelodella. cf. chagresi (Garcia & Almeida-Toledo,

2010; Conde-Saldafia et al., 2017, respectivamente).

As relacbes filogenéticas dentro da familia Heptapteridae ainda ndo sao
totalmente bem definidas, com base em caracteres morfolégicos foi estabelecido
gue Pimelodella € um dos géneros basais, junto com Brachyrhamdia e Goeldiella
(FERRARIS, 1988; LUNDBERG, 1991, BOCKMANN e MIQUERALENA, 2008).
Peixoto (2011) traz uma éarvore filogenética baseada em genes mitocondriais,
agrupando algumas espécies de Pimelodella de diferentes bacias e microbacias
entretanto, ainda sdo escassas as informacdes disponiveis na literatura que

esclarecam duavidas relacionadas a sistematica do género Pimelodella.

Até o momento, nenhuma espécie do género Pimelodella da bacia amazbnica
foi analisada citogeneticamente, bem como ndo ha hipoteses filogenéticas
envolvendo espécies desta regido, constituindo fatores limitantes para elucidacéao de
relacbes evolutivas. Como uma contribuicdo ao conhecimento, o objetivo deste
estudo foi analisar citogeneticamente uma espécie de peixe da familia
Heptapteridae, Pimelodella cristata (Miller & Troschel, 1849), coletada no rio
Solimdes, bacia Amazdnica e comparar o padrdo cariotipico com as demais
espécies do género ja descritas na literatura. Além disto, o presente estudo busca
realizar uma analise filogenética prévia no género Pimelodella, integrando dados
citogenéticos e moleculares para determinacédo de alguns padrbes cromossémicos
ancestrais. Desta forma espera-se uma maior compreensdo dos processos

evolutivos e das relacdes filogenéticas neste grupo de peixes.
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Material e métodos

Material e local de coleta

Foram analisados 5 espécimes, de sexo ndo identificado, de Pimelodella
cristata (Mller & Troschel, 1849), coletados no rio Solimbes, pertencente a bacia
Amazoénica: municipio de Iranduba/AM S 3 17' 30.40" O 60 11' 22.69".

As coletas foram realizadas utilizando tarrafa e rede de arrasto. O material
foi processado e fixado no Laboratério de Genética Animal do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA) e as andlises citogenéticas foram realizadas no
laboratério de Citogenética Animal da Universidade Estadual de Londrina. Os
exemplares foram identificados e depositados no Museu de Zoologia da

Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), voucher: MZUEL-Peixes 17796.

Extracdo de DNA

Para a extragdo do DNA foi utilizado o tecido muscular de quatro individuos
de Pimelodella cristata, seguindo o protocolo proposto por Sambrook et al. (1989)
com modificacdes. As amostras de DNA extraidas foram eluidas em 50ng/uL,
guantificadas em sistema NanoDrop e a integridade do DNA foi verificada em gel de
agarose 1% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) e visualizado sob

luz de Led. As amostras foram armazenadas a -20°C.

Preparacdo de cromossomos e coloragcdo convencional
Foi realizada uma inducao mitética 48 horas antes da eutanasia dos peixes,
por meio de um lisado bacteriano injetado na regido intraperitoneal (2 ml), de acordo

com Molina et al. (2010). A obtencdo dos cromossomos mitéticos foi realizada a
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partir da técnica de preparacao direta proposta por Bertollo et al. (1978) e para a
analise deste material as laminas foram coradas com solucédo de Giemsa 5% por 8
minutos.

A montagem do cariétipo foi realizada com o auxilio do programa Adobe
Photoshop CS6, a partir da classificacdo cromoss6mica proposta por Levan et al.
(1964), com algumas modificacbes, considerando cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos com dois bracos e cromossomos acrocéntricos

com um braco para caculo do numero fundamental (NF).

Bandamentos cromossdmicos e Hibridacdo Fluorescente in situ

Para a deteccdo das Regides Organizadoras de Nucléolo ativas (Ag-RONS)
foi aplicada a técnica de impregnacédo por nitrato de prata, proposta por Howell &
Black (1980). Para a determinacéo do padréao de distribuicdo da heterocromatina foi
realizada a técnica de bandamento C de acordo com Sumner (1972), com
modificacdo na etapa de coloracdo, ocorrendo substituicdo da solucdo de Giemsa
pelo fluorocromo lodeto de Propideo, proposto por Lui et al. (2012). As regides ricas
em pares de bases GC e AT foram identificadas utilizando os fluorocromos
cromomicina Az (CMA3) e 4°-6-diamidino-2 fenilindol (DAPI), respectivamente, a

partir da técnicade Schweizer (1980).

A técnica de hibridacéo fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo
com Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000) com modificacGes, utilizando as
sondas de DNAr 18S isolada de Prochilodus argenteus Spix & Agassiz, 1829
(Hatanaka & Galetti, 2004) e de DNAr 5S isolada de Pimelodella cristata utilizando o
par de primers: A - 5 TACGCCCGATCGTCCGATC 3 e B - ¥%

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC 3’ (Martins & Galetti, 1999). Para isso foi realizada
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a reacdo de PCR contendo 36,5 pl de agua ultra pura; 5 ul de buffer 10x; 2 ul de
MgCl, 50 mM; 1 pl de dNTP mix 10mM; 2 ul de iniciador A (10 uM) e 2 ul do iniciador

B (10 puM); 1 pl de DNA molde (100ng) e 0,5 pl de Taqg polimerase (5U/ pl).

O perfil das reacfes de PCR iniciou pelas etapas de desnaturacao inicial de
2 min a 94°C seguido por 35 ciclos de 94°C por 45 seg, anelamento a 60°C por 30
seg e extensdo a 72°C por 30 seg, seguido por uma etapa final de extenséao de 5

minutos a 72°C.

A sonda de DNAr 18S (aproximadamente 1800 pb) foi marcada com biotina-
14-dATP por nick translation e detectada com avidina-FITC, enquanto a sonda de
DNAr 5S (200 pb) foi marcada com Cy3-AP3-dUTP (marcacédo direta). Os

cromossomos foram contracorados com DAPI.

Para a andlise das laminas foi utilizado um microscépio de epifluorescéncia
(Leica DM2000) acoplado a uma camera digital (MoticamPro 282B) e, por meio do

software Motic Images Advanced, versao 3.2, as imagens foram capturadas.

Amplificacdo daregido COI, sequenciamento e edi¢cdo das sequéncias

A amplificacdo da sequéncia do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |
(CQI) foi realizada por meio da técnica de PCR, a partir do DNA total de quatro
individuos de Pimelodella cristata utilizando os primers: FishF1 - &
TCAACCAACCACAAAGACATTG 3’ e FishR1 — 5 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAG
3’ (Ward et al., 2005). A reacao de 25 ul continha: 10,5 ul de 4gua ultra pura; 12,5 pl
de kit de PCR GoTag Green Master Mix; 0,5 pl de iniciador forward e 0,5 do reverse
e 1 yl de DNA molde (100ng). O perfil das reacBes de PCR seguiu as etapas de:

desnaturacao inicial de 5 min a 94°C seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 seg,
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anelamento a 48°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 1 min, seguido por uma etapa

final de extensao de 10 minutos a 72°C.

Apoés a amplificacdo, foi realizado um gel de agarose 1% e a purificacdo dos
produtos da PCR com o kit de Purificacdo PCR ExoSAP-IT GE Helthcare Bio-
Sciences Ltd, seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida foi realizada a reacao
de BigDye, a purificacdo e o sequenciamento das quatro amostras de DNA de
Pimelodella cristata com o sequenciador automatico ABI-PRISM 3500 XL (Applied

Biosystems).

A qualidade das sequéncias foi conferida por meio do aplicativo
Electropherogram Quality Analysis (Togawa & Brigido, 2003), disponivel online. Foi
realizado o célculo de distancia entre espécies no programa MEGA v. 6.0 (Tamura et
al., 2013), considerando o modelo de Kimura 2-parameters (Kimura, 1980). A partir
deste mesmo programa, o conjunto de dados foi editado e alinhado, resultando em

um fragmento final de 637 pb.

Construcao da arvore filogenética

As sequéncias do COIl de Pimelodella cristata aqui obtidas pelo
sequenciamento, juntamente com mais 12 sequéncias encontradas no banco de
dados BOLD Systems (Barcode of Life Data System) (Tabela 2) foram utilizadas

para construcdo da arvore consenso.

Para a inferéncia das relacdes evolutivas entre as espécies do género
Pimelodella (considerando sequéncias fornecidas pelo banco de dados e a

sequéncia de Pimelodella cristata) foram utilizadas como grupo externo as espécies
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Imparfinis mirini Haseman, 1911 e Cetopsorhamdia iheringi Schubart & Gomes,

1959.

As inferéncias Bayesianas (Bl) e as analises de Maxima Verossimilhanca
(ML) foram estimadas no Portal CIPRES Science Gateway v. 3.1 (Miller et al., 2010),
a partir do melhor modelo evolutivo TIM3 + gamma, gerado pelo programa
jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008) considerando o valor AIC (Akaike Information
Criterion). O programa Figtree v1. 4. 2 foi usado para editar e salvar as arvores
bayesianas (Bl) e de maxima verossimilhanca (ML), que foram concatenadas
resultando numa arvore consenso. Para isso, foram empregados o0s arquivos
infile.nex.con.tre  (para abrir a arvore bayesiana) e 0  arquivo
RAXML_bipartitions.result (para abrir a arvore de maxima verossimilhanca), ambos

gerados no CIPRES.

Reconstrucédo do carater citogenético ancestral

Para a reconstrucéo do carater citogenético ancestral no género Pimelodella
foi utilizada a arvore filogenética molecular de Maxima Verossililhanca (ML), baseada
em sequéncias moleculares do gene mitocondrial COI. Foi construida uma matriz
composta por 13 taxons, incluindo o grupo externo composto por Imparfinis mirini e
Cetopsorhamdia iheringi.

O carater ancestral tanto do namero diploide (2n) quanto da localizacdo da
Ag-RON foi estimado seguindo o modelo de reconstrucdo de maxima
verossimilhanca, sob o modelo de probabilidade Mkl (Markov k-state) no software
Mesquite, versdo 3.0 (Maddison & Maddison, 2014). Para cada né foi estimado o
provavel carater ancestral, observado em vermelho na Tabela 3, considerando os

caracteres numero diploide e localizacdo da Ag-RON.
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Resultados

Analises cromossOmicas

A espécie Pimelodella cristata apresentou 2n=46 com férmula cariotipica de
22m+18sm+2st+4a e NF=88 (Figura l1la). Foi possivel observar uma constricao
secundaria na regido terminal do bragco curto do par acrocéntrico 22, coincidente
com a marcacédo da Ag-RON, sendo CMA3 positiva (Figura 1a, box), evidenciando
um heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homologos.

Muitas marcacdes heterocrométicas foram encontradas, distribuidas nas
regides terminais e intersticiais dos cromossomos. Um bloco heterocromatico bem
evidente, correspondente a constricdo secundaria foi observado no braco curto do
par acrocéntrico 22 (Figura 1b).

Pimelodella cristata apresentou apenas um par cromossdmico portador do
gene ribossomal 18S, confirmando a RON detectada pela técnica de impregnacao
por nitrato de prata (Figura 1la, box), assim como heteromorfismo entre
cromossomos homologos.

Foram encontrados quatro sitios do gene ribossomal 5S, localizados na

posi¢cao terminal do braco curto de cromossomos metacéntricos (Figura 1a, box).

Filogenia Molecular
A &rvore consenso que apresenta a relagédo evolutiva entre espécies do género
Pimelodella traz em preto os valores de verossimilhanca (que vao de 0 & 100%) e, em
vermelho, os valores bayesianos (que vao de 0,0 a 1) como observado na Figura 2.
Tanto a arvore de Inferéncia Bayesiana (Bl) quanto a arvore de Maxima
Verossimilhanca (ML) deram origem aos mesmos agrupamentos, informando que, o

género monofilético é composto por dois grandes clados, suportado pelos altos valores
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ML=100% e BI=1.

A espécie P. cristata aparece evolutivamente mais proxima ao clado formado
pelas espécies: P. meeki Eigenmann, 1910, P. gracilis, P. vittata (Litken, 1874) e P.
enochi Fowler, 1941, que apresenta um valor de suporte moderado (ML=78% e
BI1=0,63), considerando 50% no valor de bootstrap. Ja o segundo clado € formado
pelas espécies P. lateristriga, P. laticeps Eigenmann, 1917, P. avanhandavae, P.
parnahybae Fowler, 1941, P. chagresi e Pimelodella sp, sendo este um clado mais

distante da espécie P. cristata (Figura 2).

Estimativa do caréater citogenético ancestral no género Pimelodella

O primeiro carater a ser analisado foi o numero diploide ancestral dentro do
género Pimelodella. O resultado sugere que o provavel carater ancestral dentro do
grupo é 2n=46 ou 2n=58, suportado por valores probabilisticos semelhantes (47% e
42% - Tabela 3). Em contrapartida, sabe-se que o numero diploide igual a 50 é uma
condicdo derivada presente na espécie Pimelodella chagresi (Figura 3a), que surgiu
a partir do no 9.

Outro carater analisado dentro do género foi a posicdo da Ag-RON cujo
estado ancestral mais provavel esta na porcao terminal do braco curto, devido ao
alto valor probabilistico no né ancestral (78%), observado na Tabela 3. O Unico
carater derivado foi observado em Pimelodella vittata, que apresentou este sitio na

porcao terminal do braco longo (Figura 3b), surgindo a partir do n6 4.
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Discussao

Dados cariotipicos

Dentro do género Pimelodella, o numero diploide igual a 46 ¢é
frequentemente relatado, como neste estudo em Pimelodella cristata, porém, valores
de 2n=50, 52 e 58 também vém sendo observados, confirmando uma variabilidade
cariotipica neste grupo de peixes (Tabela 1), demonstrando que rearranjos
cromossOmicos do tipo fusdes ou fissdes estdo ocorrendo durante a sua evolucao
cariotipica, assim como na familia Heptapteridae (Borba et al., 2012; Gouveia et al.,
2013). Essa variabilidade no namero diploide em Pimelodella pode ser um marcador
cromossOmico para caracterizacdo das espécies deste género, como considerado
por Gouveia et al. (2013).

Além da variacdo no numero diploide, variacbes na férmula cariotipica
também podem ser observadas entre diferentes populacbes de espécies de
Pimelodella (Tabela 1), resultado de rearranjos cromossdmicos estruturais como
inversodes e/ou translocacgdes (Garcia & Almeida-Toledo, 2010).

Dentro do género Pimelodella, a localizacgdo das RONs em um par
cromossémico, geralmente submetacéntrico, na posi¢cdo terminal do brago curto é
mais frequente, como pode ser observado na Tabela 1. Entretanto, podem ocorrer
variacdes em relagdo ao tipo cromossdémico portador da RON, localizada também
em cromossomos do tipo metacéntrico ou subtelocéntrico, como em Pimelodella aff.
avanhandavae, P. gracilis e P. avanhandavae (Tabela 1). No presente estudo, a
espécie P. cristata exibiu a constricdo secundaria em um par de cromossomos
acrocéntricos, sendo este o par portador da RON. Até o momento, apenas P.
avanhandavae analisada por Fernandes et al. (2013) tinha apresentado a RON em

cromossomos deste tipo.
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A presenca de RONSs na posicao terminal no brago longo foi observada em
poucas espeécies como P. meeki, P. avanhandavae e P. vittata (Tabela 1), podendo
ser resultante de rearranjos cromossémicos como inversdes pericéntricas. Apenas
um caso de RONs mudltiplas foi observado neste género, em P. avanhandavae que
apresentou dois pares cromossémicos portadores destas regides, sendo um deles
do tipo subtelocéntrico e o outro, acrocéntrico (Fernandes et al., 2013).

A espécie P. cristata apresentou um evidente heteromorfismo de tamanho
da RON entre os cromossomos homodlogos, resultado de um processo de
acumulacéo deste gene ribossomal, podendo este ser um marcador especifico para
a espécie. Vidotto et al. (2004) analisando a espécie P. meeki também evidenciaram,
em algumas metafases, um grande heteromorfismo de tamanho entre o0s
cromossomos homaologos portadores da Ag-RON.

Desta forma, as variacdes relacionadas as RONs também podem ser muito
importantes para a caracterizacdo e a diferenciacdo das espécies, seja com relacéo
a quantidade ou posicao deste marcador, podendo ou ndo ocorrer heteromorfismo
entre os cromossomos homélogos portadores dessas regides.

Independente da sua localizacdo, as RONs no género Pimelodella
comumente exibem uma correspondéncia com o fluorocromo CMA; (Garcia &
Almeida-Toledo et al., 2010; Dazzani et al., 2012; Gouveia et al., 2013; Barbosa et
al., 2015), sendo esta uma regido com grande quantidade de pares de bases GC,
intercaladas aos genes ribossomais, como observado em P. cristata.

As analises realizadas no género mostram sitios de DNAr 18S localizados
em apenas um par cromossémico, confirmando a conservacdo do padrdo simples
das Ag-RONs (Tabela 1). Este mesmo padrdo se manteve em P. cristata, sendo

possivel observar o heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homélogos,
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resultado de um processo de acumulacao deste gene ribossomal.

Na maioria das espécies do género Pimelodella o DNAr 5S aparece em
apenas um par cromossoémico, porém, algumas espécies como Pimelodella cf.
chagresi, P. gracilis, P. spelaea Trajano, Reis & Bichuette, 2004, duas populacdes
de Pimelodella sp e P. cristata neste estudo, apresentaram mais de um par portador
deste gene (Tabela 1).

Ha uma variacdo em relacdo a posicédo dos sitios de DNAr 5S, observados
tanto em posicdo terminal quanto intersticial, de braco curto ou longo (Tabela 1).
Entretanto, a localizacdo mais relatada no género Pimelodella destes sitios
ribossomais € na regido terminal do braco curto, como ocorre em Pimelodella
cristata.

Segundo Martins & Galleti-Jr (1999) a localizacdo do DNAr 5S na regido
intersticial € encontrado na maioria dos peixes, sendo este um provavel carater
ancestral, portanto, espécies que apresentam este sitio na porcdo terminal
provavelmente devem ter passado por um processo de rearranjo cromossémico do
tipo inversdo. E dificil estimar qual o carater ancestral neste caso, pois poucas
espécies do género Pimelodella apresentam resultados de DNAr 5S e, por este
motivo, ndo é possivel tracar a linha evolutiva deste carater, desta forma néo
podemos afirmar se P. cristata passou por um processo de rearranjo que resultou na
posicao terminal deste sitio.

Geralmente, o padrdo de distribuicdo da heterocromatina no género
Pimelodella ndo apresenta muitas variacfes, caracterizado por poucas e fracas
marcacfes, com localizacdo em regides pericentroméricas e terminais dos
cromossomos (Vasconcelos & Martins-Santos, 2000; Swarca et al., 2003; Dazzani et

al., 2012; Gouveia et al., 2013; Kantek et al., 2015; Conde-Saldafa et al., 2017).
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Pimelodella cristata ndo seguiu este padrdo e mostrou uma quantidade maior de
heterocromatina, apresentando a RON totalmente heterocromatica, sendo
caracteristicas marcantes para a espécie. Além disto, esta espécie também
apresentou alguns blocos heterocromaticos intersticiais, caracteristica esta
encontrada apenas em duas populacdes de Pimelodella gracilis (Garcia & Almeida-
Toledo, 2010; Fernandes et al., 2013).

Este estudo é o primeiro relato citogenético de Pimelodella cristata na regido
Amazobnica e o0s resultados mostram que esta espécie apresenta caracteristicas
particulares ndo descritas frequentemente na literatura resultado, provavelmente, de
alteracOes genéticas que podem estar ocorrendo ao longo da historia evolutiva desta

espécie.

Relagcdes Filogenéticas e Reconstrucdo de carater citogenético ancestral

Dentro da familia Heptapteridae o género Pimelodella tem grande
representatividade, composto por 82 espécies descritas (Eschmeyer & Fong, 2018)
entretanto, em relacdo ao gene mitocondrial COI, apenas 10 possuem sequéncias
depositadas no banco de dados, até 0 momento, sendo este o marcador molecular
com maior nimero de sequéncias.

Considerando a analise filogenética prévia realizada neste estudo, observa-
se o agrupamento das espécies do género Pimelodella em dois grandes clados,
onde Pimelodella cristata aparece mais proxima as espécies P. meeki, P. gracilis, P.
vittata e P. enochi porém, este agrupamento é suportado por um valor probabilistico
moderado (ML=78% e BI=0,63) como mostra a Figura 2. Este valor moderado
provavelmente é resultado da pouca quantidade de espécies disponiveis no banco

de dados e, por este motivo, muitas espécies que poderiam estar entre Pimelodella
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cristata e as demais espécies deste clado, ndo estdo ali representadas, havendo
uma lacuna de informacdes entre elas.

Este padrdo se repete no segundo clado, formado por Pimelodella
lateristriga, P. laticeps P. avanhandavae, P. parnahybae, P. chargresi e Pimelodella
sp, que apresenta um valor de suporte ainda mais baixo (ML=48% e BI=0,9),
enfatizando que estas espécies foram agrupadas, mas ndo sao tao proximas assim
(Figura 2).

Peixoto (2011) também trouxe uma analise filogenética do género
Pimelodella, a partir de 4 genes mitocondriais e do método da Maxima Parcimdnia
(MP), utilizando espécies e populacdes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras.
A autora também evidenciou a divisdo das espécies em dois grandes clados,
separando as espécies provenientes da bacia do Parana e Paraguai daquelas
provenientes da bacia Amazénica e do Prata. Entretanto, as espécies utilizadas por
Peixoto (2011) diferem, em sua grande maioria, das espécies do presente trabalho,
sendo dificil uma comparacao.

Neste estudo, apesar do niumero de espécies e marcadores moleculares nao
serem suficientes para estabelecer uma analise filogenética mais abrangente, pode-
se fazer uma andlise prévia e evidenciar o agrupamento das espécies em dois
clados, sendo clara a relagdo de Pimelodella cristata dentro de um dos grupos.

Associando esta analise molecular aos dados citogenéticos de Pimelodella
cristata e demais espécies de Pimelodella descritos na literatura, foi possivel
estabelecer uma representacdo probabilistica das relacdes ancestral/derivado,
considerando caracteres como numero diploide e localizacdo da Ag-RON.

O primeiro carater a ser analisado foi o numero diploide ancestral dentro do

género Pimelodella. Observando a Figura 3a, ndo se pode afirmar qual o 2n
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ancestral neste grupo de peixes, pois 0s resultados sugerem que 2n=46 ou 2n=58
sdo 0s mais provaveis, com valores probabilisticos semelhantes, 47% e 42%,
respectivamente.

Borba et al. (2012) sugerem 2n=58 como carater basal em Heptapterideos,
considerando apenas a frequéncia deste 2n na familia. Com base nesta hipdtese
Gouveia et al. (2013) sugerem que o género Pimelodella, junto com o género
Imparfinis, sdo grupos onde rearranjos cromossémicos podem estar ocorrendo, uma
vez que possuem variacbes no 2n. Seguindo nossos resultados, ndo podemos
afirmar se o género Pimelodella esta mantendo o 2n basal, primeiro por ndo saber
ao certo qual € o numero diploide ancestral dentro da familia Heptapteridae e,
segundo por nao conseguir estimar qual o 2n ancestral dentro do género
Pimelodella.

Considerando o género Pimelodella, o clado onde Pimelodella cristata esta
inserida apresenta o 2n=46 como numero diploide ancestral, com base em um alto
valor probabilistico (89%), representado pelo né 3, como observado na Tabela 3,
clado este que aparentemente se mostra mais conservado. No segundo clado
observam-se variagbes do numero diploide: P. lateristriga apresenta 2n=58, P.
chagresi apresenta 2n=50 e P. avanhandavae apresenta 2n=46 (Figura 3a).

Esta variacdo no 2n é resultado de possiveis rearranjos cromossémicos
estruturais do tipo fusbes ou fissdes (Borba et al., 2012; Gouveia et al., 2013),
ocorrendo com maior frequéncia neste segundo clado. Como ndo é possivel
estabelecer o 2n ancestral, ndo se pode afirmar se ao longo da historia evolutiva
destas espécies o numero diploide esta tendendo a aumentar ou diminuir.

Em relacédo a posicdo das Ag-RONSs, o carater ancestral esta localizado na

porcdo cromossémica terminal do braco curto (Figura 3b), com um valor
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probabilistico de 78% (Tabela 3). Este valor € mais alto considerando o n6 ancestral
do género Pimelodella (96%), representado pelo n6é 2. Este padrdo de Ag-RONs
parece ser bastante conservado dentro do grupo, observado em praticamente todas
as espécies analisadas até o momento (valores acima de 92%).

A Unica variacao foi encontrada em Pimelodella vittata, que apresentou este
sitio localizado na regido terminal do braco longo, sendo esta uma condicdo
derivada dentro do género Pimelodella, que surgiu a partir do né 4. Possivelmente
esta variacao € resultado de rearranjos cromossémicos estruturais, do tipo inversao
pericéntrica.

A tendéncia evolutiva em Pimelodella cristata manteve o padrdo
frequentemente relatado de 2n=46 encontrado no clado onde esta inserida e o
padrdo de Ag-RONs simples, p terminal. Estas caracteristicas também séao
frequentemente encontradas em outras espécies do género Pimelodella (Garcia &
Almeida-Toledo, 2010; Dazzani et al.,, 2012; Conde-Saldafia et al., 2017). Os
rearranjos cromossomicos estruturais que aparecem na filogenia como uma provavel
condicdo derivada ndo estdo presentes nesta espécie, considerando os caracteres
aqui inferidos.

E possivel que uma evolucdo cromossémica divergente tenha ocorrido entre
estes dois grandes clados do género Pimelodella (Figura 3), pois tais grupos
parecem manter padrées diferentes entre eles: o primeiro clado mostra um padrao
conservado enquanto o segundo apresenta caracteres derivados. A tendéncia
evolutiva do sitio Ag-RON néo parece estar diretamente relacionada com a variacao
do 2n, pois a Unica variacdo encontrada, em P. vittata, ocorre justamente no clado
onde 0 2n=46 mantém-se mais conservado.

Neste estudo foi realizada uma andlise integrada de dados citogenéticos
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com filogenéticos moleculares, mostrando uma complementariedade entre eles. A
filogenia molecular agrupou as espécies em dois clados e este padrao se manteve
com os dados citogenéticos ancestrais (2n e Ag-RON), com algumas variacoes.
Estes resultados mostram a importancia da integracdo de marcadores moleculares e
citogenéticos para estabelecimento de caracteres cromossdmicos ancestrais e 0s
processos evolutivos envolvidos, ressaltando a necessidade de mais estudos

voltados para este grupo de peixes.
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Figura 1 - Cariétipo de Pimelodella cristata com coloragdo convencional (a) e com bandamento C,
evidenciando os blocos heterocromaticos (b). No box, o par cromossdmico 22 com Ag-RON,
fluorocromo CMA; e sonda de DNAr 18S (sinal verde), sendo possivel observar um heteromorfismo
de tamanho entre os cromossomos homélogos, e dois pares cromossémicos com sonda de DNAr 5S

(sinal vermelho). Barra = 10 um.



100/1

711077
48/0,59
93/0,99
78/0,63
100/1
48/0,9
740,84
80/0,62
31/0,52

100/1

85

Pimelodella meeki 2n = 46
Pimelodella gracilis 2n = 46
Pimelodella vittata 2n = 46
Pimelodella enochi
Pimelodella cristata 2n =46
Pimelodella lateristriga 2n =58
Pimelodella laticeps
Pimelodella avanhandavae 2n =46
Pimelodella parnahybae
Pimelodella chagresi 2n =50
Pimelodella sp

Imparfinis mirini 2n =58

Cetopsorhamdia iheringi 2n =58

Figura 2 — Arvore filogenética consenso com andlise prévia das relacdes entre espécies do género
Pimelodella, considerando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl). Valores de Maxima
Verossimilhanca representados em preto e Valores Bayesianos representados em vermelho. 2n:

numero diploide.
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P. meeki

P. gracilis

P. vittata

P. enochi

P. cristata

P. lateristriga

P. laticeps

P. avanhandavae

P. parnahybae

P. chagresi

Pimelodella sp

1. mirini
O simples, p terminal
S © simples, q terminal
C. iheringi @ simples, q intersticial

Figura 3 — Reconstrugdo do carater ancestral do nimero diploide (a) e da localizagdo da Ag-RON (b)
no género Pimelodella. Modelo de reconstrucdo do estado ancestral utilizado a maxima
verossimilhanca, sob o modelo de probabilidade Mk1 (Markov k-state), no software Mesquite versao
3.0. A reconstrucéo do carater ancestral foi estimada a partir da arvore de Maxima Verossimilhanca
de sequéncia mitocondrial (COIl), realizada no presente estudo. As espécies que nao possuem dados
citogenéticos sao representadas pelos circulos listrados em cinza.



Tabela 1 — Dados citogenéticos sobre o género Pimelodella, atualizados a partir de Gouveia (2016).
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Familia Heptapteridae

Género/Espécie Localidade 2n Cariotipo NF Ag-RON 18S 58 Referéncia
Pimelodella
Pimelodella aff. avanhandavae R. Tibagi/PR 52 30m+22sm 104 1 par m, p terminal - - Swarca et al. (2003)
Pimelodella australis Arroio Ribeiro/RS 58 34m+10sm+8st+6a 110 Par 20, p terminal Par 20, p, terminal - Moraes (2014)
Pimelodella avanhandavae R. Araquéa/SP 46 20m+20sm+6st 92* 1 par st, p terminal - - Vissotto et al. (1999a)
Pimelodella avanhandavae R. Capivara/SP 46 20m+20sm+6st 92* 1 par st, p terminal - - Vissotto et al. (1999a)
) Agua Boa, 1 par st, p terminal e 1
Pimelodella avanhandavae 52 24m+20sm+8st 104 . - - Fernandes et al. (2013)
Novo Mundo/MS par a, g terminal
Pimelodella boschmai Mogi-Guacu Araras/SP 46 38m+8sm XY/XX 92* Par 21 sm, p terminal Par 21 sm, p, terminal Par 20 sm, p terminal Garcia e Almeida-Toledo (2010)
. . o . Par 22 sm, p terminal e Par 10 m, p terminal e .
Pimelodella cf. chagresi R. Alvarado/Colémbia 50 32m+14sm+4st 100 Par 22 sm, p terminal Conde-Saldafia et al. (2017)
crsY,q crsY,q
Pimelodella cristata R. Solimbes/AM 46 22m+18sm+2st+4a 88 Par 22 a, p terminal Par 22 a, p terminal 2 pares m, p terminal Presente estudo
. . | o . . Pares 18 e 22 sm, p terminal, 1 . .
Pimelodella gracilis Parana Mariapolis/SP 46 34m+12sm 92 Par 18 sm, p terminal Par 18 sm, p terminal ) o Garcia e Almeida-Toledo (2010)
crs par 19, intersticial
. . Agua Boa, _
Pimelodella gracilis 46 20m+18sm+6st+2a 90 1 crs m, p terminal - - Fernandes et al. (2013)
Novo Mundo/MS
Pimelodella griffini R. Miranda/MS 46 38m-sm+8st-a 84 - - - Souza-Shibatta et al. (2013)
) . Cavernas na regiéo de ) )
Pimelodella kronei 58 54m-sm+4st 116*  Par 10 sm, p terminal - - Almeida-Toledo et al. (1992)
Iporanga/SP
Pimelodella lateristriga Paraiba do Sul Angra/RJ 58 36m+22sm 116 Par 20 sm, p terminal Par 20 sm, p terminal Par 14 m, q peric Garcia e Almeida-Toledo (2010)
Pimelodella laurenti Cordisburgo/MG 46 28m+14sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal Dazzani et al. (2012)
Pimelodella meeki R. Limoeiro/PR 46 30m+12sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal - Vidotto et al. (2004)
Pimelodella meeki R. Couro de Boi/PR 46 30m+12sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal - Vidotto et al. (2004)
Pimelodella meeki R. Gabriel da Cunha/PR 46 30m+12sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal - Vidotto et al. (2004)
Pimelodella meeki Sé&o Miguel Arcanjo/SP 46 28m+12sm+6st 92* Par 20 sm, p terminal Par 20 sm, p terminal Par 19 sm, p terminal Garcia e Almeida-Toledo (2010)
Pimelodella meeki Pilar do Sul/SP 46 28m+12sm+6st 92* Par 20 sm, p terminal Par 20 sm, p terminal Par 19 sm, p terminal Garcia e Almeida-Toledo (2010)
Pimelodella meeki Rb. Jacutinga/PR 46 26m+14sm+6st 92 Par 17 sm, p terminal Par 17 sm, p termina - Gouveia (2013)
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Pimelodella meeki 3 46 26m+16sm+4st 92* Par 15 sm, q terminal Par 15 sm, g terminal - Borba et al. (2012)
Alto Parana

Pimelodella meeki R. Queixada/PR 46 26m+14sm+6st 92 Par 17 sm, p terminal Par 17 sm, p terminal - Gouveia et al. (2016)

) . 40m-sm+6st-a . . .
Pimelodella sp R. Mogi-Guagu/SP 46 — 86 1 par m-sm, p terminal - - Dias e Foresti (1993)

) Par 21 sm, p terminal ¢ ) Par 22 sm, p terminal e crs ) )
Pimelodella sp Pardo Cardoso/SP 46 34m+12sm 92 Par 21 sm, p terminal . Garcia e Almeida-Toledo (2010)

Bs par 6 m, g terminal

Pimelodella sp Botucatu/SP 46 28m+12sm+6st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, 1 par m, p terminal Dazzani et al. (2012)
Pimelodella sp Colina/SP 46 28m+12sm+6st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal Dazzani et al. (2012)
Pimelodella sp Guapiara/SP 46 26m+16sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal Dazzani et al. (2012)
Pimelodella sp Pirassununga/SP 46 28m+14sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal Dazzani et al. (2012)
Pimelodella sp - 46 28m+10sm+8a 84 - - - Toledo e Ferrari (1976a)
Pimelodella sp R. Cuiab&/MT 46 26m+10sm+10st 92 Par 14 sm, p terminal Par 14 sm, p terminal - Barbosa et al. (2015)
Pimelodella sp 1 R. Parana/PR 46 20m+20sm+6a 86 1 par sm, p terminal - - Vasconcelos e Martins-Santos (2000)
Pimelodella sp 2 R. Parana/PR 52 22m+22sm+8st 104* 1 par sm, p terminal - - Vasconcelos e Martins-Santos (2000)
Pimelodella spelaea S. Domingos/GO 46 28m+14sm+4st 92* 1 par sm, p terminal 1 par sm, p terminal 2 pares sm, p terminal Dazzani et al. (2012)
Pimelodella taenioptera R. Miranda/MS 52 42m-sm+10st-a 94 - - - Souza-Shibatta et al. (2013)
Pimelodella taenioptera R. Arica Mirim/MT 52 26m+22sm+4st 104 Par 14 sm, p terminal Par 14 sm, p terminal - Barbosa et al. (2015)

) o Cavernas na regiéo de ) .
Pimelodella transitéria 58 54m-sm+4st 116* Par 10 sm, p terminal - - Almeida-Toledo et al. (1992)

Iporanga/SP

Pimelodella vittata Rb. Minhocas/MG 46 16m+22sm+8st 92 Par 17 sm, g terminal Par 17 sm, g terminal 1 par sm, q terminal Kantek et al. (2015)

2n: nimero diploide, NF: numero fundamental, Ag-RON: regiées organizadoras de nucléolos coradas com nitrato de prata, 18S: DNA ribossomal 18S, 5S: DNA ribossomal 5S, m: metacéntrico, sm:
submetacéntrico, st: subtelocéntrico, a: acrocéntrico, p: brago curto, g: braco longo, peric: pericentromérica, crs: cromossomo, R: rio, Rb: ribeirdo, PR: Parana, RS: Rio Grande do Sul, SP: S&do Paulo, MS:
Mato Grosso do Sul, AM: Amazonas, RJ: Rio de Janeiro, MG: Minas Gerais, MT: Mato Grosso, GO: Goias. *Numero fundamental recalculado no presente trabalho, considerando m, sm e st com dois
bragos e a com um brago; m-sm com dois bracos e st-a com um brago.
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Tabela 2 - Lista de espécies utilizadas para gerar a arvore consenso do género Pimelodella, com
seus respectivos locais de coletas e cddigo de acesso no banco de dados BOLD Systems.

Género Pimelodella

Espécies Localidade Cédigo de acesso
Cetopsorhamdia iheringi R. Tibagi, Bacia do Alto Parana/SP PDCAP285-14
Imparfinis mirini Bacia do Alto Parana/SP FUPR473-09
Pimelodella avanhandavae Bacia do Alto Parana/SP FUPR487-09
Pimelodella chagresi R. Tuira, Panama BSFFA426-07
Pimelodella cristata R. Solim@es, Iranduba/AM Presente estudo
Pimelodella enochi Ecorregido da Caatinga, Paraiba MNCE245-17
Pimelodella gracilis Entre Rios, Rosario/ARG LARIO27-12
Pimelodella lateristriga Bacia Paraiba do Sul/RJ FPSR252-09
Pimelodella laticeps Buenos Aires/ARG FARGB130-11
Pimelodella meeki Bacia do Alto Paran&/SP FUPR1188-10
Pimelodella parnahybae Nordeste/MA ITAPEO17-15
Pimelodella sp Nordeste/MA ITAPEO11-15
Pimelodella vittata Minas Gerais BSB370-10

R: rio, SP: Sdo Paulo, AM: Amazonas, ARG: Argentina, RJ: Rio de Janeiro, MA: Maranhdo. A sequéncia da
espécie Pimelodella cristata do presente estudo sera depositada no banco de dados BOLD Systems.

Tabela 3 — Valores proporcionais das probabilidades em cada n6, estimando qual o provavel caréater
ancestral no género Pimelodella (2n e Ag-RON). Reconstrucdo do estado ancestral utilizando a
maxima verossimilhanca, sob o modelo de probabilidade MK1, no software Mesquite versao 3.0.

Género

Pimelodella Namero diploide Localizagdo Ag-RON
Nés 2n=46 2n=50 2n=58 p terminal g terminal g intersticial
1 0,396 0,143 0,459 0,786 0,045 0,168
2 0,473 0,103 0,422 0,968 0,011 0,019
3 0,890 0,035 0,073 0,972 0,022 0,004
4 0,984 0,006 0,009 0,928 0,067 0,003
5 ? ? ? ? ? ?
6 0,995 0,002 0,002 0,996 0,003 0,000
7 0,368 0,100 0,530 0,998 0,000 0,001
8 ? ? ? ? ? ?
9 0,530 0,212 0,256 0,999 0,000 0,000
10 0,484 0,399 0,116 0,999 0,000 0,000
11 ? ? ? ? ? ?
12 0,013 0,010 0,976 0,006 0,002 0,990

2n: numero diploide, p: brago curto, g: brago longo. Os pontos de interrogagao representam os nds onde néo foi
possivel fazer a estimativa, por falta de informagéo citogenética de alguma espécie presente neste n6. Em
vermelho observam-se os maiores valores probabilisticos, indicando o provavel carater ancestral.
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6. Consideracdes Finais

O presente estudo traz trés novas descrigcbes citogenéticas de espécies
pertencentes as familias Heptapteridae, Pimelodella cristata, e Pimelodidae,
Propimelodus eigenmanni e Exallodontus aguanae, além de descricbes
complementares da espécie Calophysus macropterus. No geral, as espécies
analisadas apresentaram caracteristicas cromossdémicas comumente relatadas na
literatura porém, algumas particularidades também foram evidenciadas.

1. A espécie Pimelodella cristata apresentou 2n=46 frequentemente
encontrado no género Pimelodella. As espécies da familia Pimelodidae,
Propimelodus eigenmanni e Exallodontus aguanae mostraram 2n=56, com
diferentes férmulas cariotipicas. Calophysus macropterus apresentou
2n=50, diferente do padrdo comumente encontrado em Pimelodideos
(2n=56).

2. As RONs detectadas pela impregnagdo com nitrato de prata e com a
sonda de DNAr 18S se mostraram simples nas quatro espécies porém,
variacbes quanto a localizacdo destes sitios foram observadas. As
espécies Pimelodella cristata, Calophysus macropterus e Propimelodus
eigenmanni apresentaram a RON na posicdo terminal de um par
cromossOmico acrocéntrico e Exallodontus aguanae em um par
cromossOmico metacéntrico na posicéo intersticial, sendo este o primeiro
relato em Pimelodidae. Todas as RONs mostraram-se heterocromaticas e
CMA; positivas.

3. Foi evidenciado heteromosfismo de tamanho da RON entre o0s
cromossomos homologos nas espécies Pimelodella cristata, Propimelodus

eigenmanni e Exallodontus aguanae, observado com Giemsa, CMA; e
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sonda de DNAr 18S. Em Pimelodella cristata pode-se também evidenciar
um heteromorfismo da heterocromatina associada a RON.

A Hibridizacdo Fluorescente in situ com DNAr 5S confirmaram um dnico
par cromossdmico portador deste gene para as espécies Propimelodus
eigenmanni e Exallodontus aguanae, enquanto Pimelodella cristata e
Calophysus macropterus apresentaram quatro sitios de DNAr 5S em 2
pares cromossémicos diferentes. Destas espécies, duas apresentaram
sintenia entre 0s genes ribossomais: C. macropterus e E. aguanae, sendo
esta uma caracteristica pouco observada na familia Pimelodidae.

As espécies analisadas apresentaram um padrdo de heterocromatina
diferente do frequentemente descrito na literatura, composto por uma
maior quantidade de bandas. As espécies de pimelodideos mantiveram o
padrdo heterocromatico localizado nas regibes terminais e
pericentroméricas, ja Pimelodella cristata apresentou ainda blocos
intersticiais.

Com a integracdo dos dados filogenéticos moleculares associados aos
citogenéticos foi possivel sugerir provaveis caracteres cromossémicos
ancestrais. No género Pimelodella 2n=46 e 2n=58 séo provaveis numeros
diploides ancestrais. Na familia Pimelodidae 2n=56 tem maior
probabilidade de ser o numero diploide ancestral, suportado por um alto
valor probabilistico. J& o grupo “Calophysus” apresenta espécies com
caracteristicas derivadas, como 2n=54 e 2n=50, resultado de pelo menos
duas provaveis fusdes cromossdmicas.

As espécies Pimelodella cristata, Calophysus macropterus e Propimelodus

eigenmanni apresentaram como caracteristica ancestral a localizacado da
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Ag-RON na posicéo terminal do braco curto. Os cromossomos portadores
de RONs de Exallodontus aguanae provavelmente passaram por eventos
de inversdes pericéntricas, resultando na localizacéo intersticial do bracgo
longo deste sitio.

Dentro da filogenia molecular do género Pimelodella, observam-se dois
grandes agrupamentos, a espécie Pimelodella cristata se mantém no
primeiro clado, apresentando os provaveis padrdes ancestrais de 2n e Ag-
RON deste grupo.

Os resultados apresentados contribuem com novos dados citogenéticos e
com a compreensao dos processos evolutivos nas familias Heptapteridae
e Pimelodidae. Igualmente permitem realizar inferéncias com relacdo a
caracteres ancestrais dentro dos grupos analisados, assim como
condicBes derivadas e seus processos de mudanca ao longo da evolucéao

cariotipica.



