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SANTOS, Angélica Rossotti dos. Identificacdo de Marcadores Cromossémicos na Analise
da Variabilidade Cariotipica no Género Bryconamericus: mapeamento fisico de genes
ribossomais e pequenos DNAs nucleares. 2016. 97 f. Tese (Doutorado em Genética e
Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR.

RESUMO

Characidae compreende cerca de 1100 espécies vélidas de peixes extremamente
diversificados e distribuidos por toda regido neotropical. O género Bryconamericus ¢
conhecido por ndo apresentar relagdes filogenéticas bem definidas e, atualmente, esse género
esta inserido na subfamilia Stevardiinae. Sondas de DNAs repetitivos vem sendo cada vez
mais aplicadas no estudo de peixes com a finalidade de auxiliar na compreensao de problemas
taxondmicos, bem como na diferenciagdo de populacdes. Apesar de poucas espécies de
Bryconamericus terem sido analisadas citogeneticamente, o numero diploide parece estar bem
estabelecido nesse grupo de peixes, entretanto a presenga de variagdes na macro € micro-
estrutura cariotipica tem sido comum em vérias populacdes. A maioria dos estudos
relacionados ao mapeamento de sitios de DNAs repetitivos no genéro, se restringe ao
mapeamento de DNAr 18S e, até o momento, apenas trés espécies apresentam resultados para
o DNAr 5S. E caracteristico a presenca de AgRONs multiplas nesse género, sendo estas
regides confirmadas com o mapeamento dos sitios de DNAr 18S todavia, ja foram relatadas
espécies com presenca de cistrons ribossdmicos 18S em apenas 1 par cromossémico. Dessa
forma, no presente trabalho, foi realizada a caracterizagcdo citogenética e mapeamento de
sitios de DNAs repetitivos em Bryconamericus ecai do rio Forquetinha-RS, Bryconamericus
sp. ribeirdo Vermelho, Bryconamericus sp. rio Cambuta ¢ Bryconamericus aff. iheringii do
ribeirdo Trés Bocas, visando melhor entendimento da estrutura e evolucdo cariotipica desse
grupo de peixes. Em todas as populacdes foi observado o ntimero diploide igual a 52, com
variagdo nas suas formulas cariotipicas. Bryconamericus ecai apresentou trés novos citotipos:
citotipo V com formula cariotipica (FC) =8m+16sm+14st+14a e nimero fundamental (NF)
igual a 90; citdtipo VI com FC=10m+16sm+8st+18a e NF= 86 e citétipo VII com
FC=8m+18sm+10st+16a e NF=88, sendo entdo caracterizados sete citotipos nesse
populacdo. Nestes trés citotipos foram observadas AgRONs multiplas, confirmadas pela
hibridag@o fluorescente in situ, com sonda de DNAr 18S, assim como sitios multiplos de
DNAr 5S no entanto, apenas um par de cromossomos portador do de DNAsn U2 (pequenos
DNA nucleares) foi observado. Os exemplares de Bryconamericus sp., ribeirdo Vermelho,
ndo apresentaram variacdo intrapopulacional mantendo a FC=16m+14sm+10st+12a ¢ NF
igual a 92 para todos os individuos. No entanto, diferencas entre os individuos foram
observadas quando aplicadas as técnicas de impregnagdo de nitrato de prata e a hibridagao in
situ com sondas de DNAr 18S e 5S e de DNAsn U2, separando essa populagdo em dois
grupos. Bryconamericus sp. rio Cambuta apresentou FC=2m+12sm+20st+20a ¢ NF=88, com
sitios multiplos de DNAr 18S e apenas um par portador dos cistrons de DNAr 5S e DNAsn
U2. Estes sdo os primeiros dados utilizando esta sonda de DNAsn U2 em Characidae. Com a
utilizagdo da ferramenta de identificagdo molecular CO1, pela constru¢do da arvore
filogenética, foi possivel observar diferenga genética significativa entre essas populacdes de
Bryconamericus, formando dois diferentes grupos: um formado pelas duas populagdes de
Bryconamericus sp., subdivididos em espécimes ribeirdo Vermelho ¢ rio Cambuta e um
segundo grupo, mais distante, formado pelos individuos de B. ecai. No entanto, ndo foi
possivel separar os dois grupos do ribeirdo Vermelho, onde foi observada variagdo
intrapopulacional nas analises citogenéticas. Em Bryconamericus aff. iheringii do ribeirdo



Trés Bocas foi realizado o mapeamento dos sitios de DNAr 5S, dando continuidade aos dados
anteriormente obtidos para essa populagdo apresentou cinco citotipos: citotipo II FC=
18m+14sm+10st+10a e NF = 94; citdtipo III FC=20m+18sm+4st+10a e NF = 94; citotipo IV
com 20m+14sm+12st+6a e NF = 98; citotipo V com 22m+18sm+8st+4a e NF = 100 e
citotipo VI com FC= 18m+24sm+6st+4a e NF = 100. Foram observados sitios multiplos de
DNA ribossomico 5S para os cinco citotipos analisados, sendo que em todos foram
observadas marcagdes terminais, além de um par com marcagdo intersticial nos citotipos II,
IV e V. Todos os resultados confirmaram a grande diversidade cariotipica estrututral em
Bryconamericus evidenciando ainda um polimorfismo de sitios de DNAs ribossomicos.
Dessa forma pode-se inferir que, esta ocorrendo um processo evolutivo divergente ou mesmo
que essa variabilidade seja devido a natureza polimoérfica desse grupo de peixes.

Palavras-chave: Diversidade cariotipica. Pisces. Polimorfismo. DNAs repetitivos. Citocromo
¢ oxidadase 1.



SANTOS, Angélica Rossotti dos. Chromosome markers identification in the analysis of
karyotypic variability in Bryconamericus Genus: physical mapping of ribosomal genes
and small nuclear DNA. 2016. 97 p. Thesis (Doctor’s Degree in Genetics and Molecular
Biology) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR.

ABSTRACT

Characidae comprise about 1100 valid species of fishes extremely diverse and distributed
throughout the Neotropics. The Bryconamericus genus is known to not have well-defined
phylogenetic relationships and currently this genus is inserted in Stevardiinae subfamily.
Repetitive DNA probes has been increasingly applied in the study of fishes in order to assist
in understanding of taxonomic problems, as well as the differentiation of populations. Despite
few species of Bryconamericus have been analyzed cytogenetically, the diploid number seems
to be well established in this group of fishes, however the presence of variations in the macro
and microstructure karyotypic has been common in many populations. Most studies related to
mapping of repetitive DNA sites in the genus, is restricted to the mapping of 18S rDNA sites
and, until now, only three species have results for 5S rDNA. It is characteristic of the presence
of multiple sites AgRONS in this genus, these regions being confirmed with the mapping of
18S rDNA sites however, have been reported species with the presence of 18S ribosomal
cistrons in only one chromosome pair. Thus, in the present study was performed cytogenetic
characterization and mapping of repetitive DNAs sites in Bryconamericus ecai, from
Forquetinha river (RS), Bryconamericus sp. Vermelho stream, Bryconamericus sp. Cambuta
river and Bryconamericus aff. iheringii from Trés Bocas stream, in order to better
understanding the structure and karyotypic evolution of this group of fishes. In all populations
was observed diploid number equal to 52, with variation in their karyotypic formulae.
Bryconamericus ecai presented three new cytotypes: cytotype V with karyotypic formulae
(KF) =8m + 16sm + 14st + 14a and fundamental number (FN) equal 90; cytotype VI with KF
= 10m + 16sm + 8st + 18a and FN= 86 and cytotype VII with KF = 8m + 18sm + 10st + 16a
and FN = 88, seven cytotypes then being characterized in that population. In these three
cytotypes were observed multiple AgRONs, as confirmed by fluorescence in situ
hybridization with 18S rDNA probe as well as multiple sites 5S rDNA however, only one pair
of chromosomes carrier U2 snDNA (small nuclear DNA) was observed. Exemplary of
Bryconamericus sp. from Vermelho stream showed no intrapopulation variation, while
maintaining KF = 16m + 14sm + 10st + 12a and FN equal to 92 for all individuals. However,
differences between individuals were observed when the applied silver nitrate impregnation
techniques and in situ hybridization with probes 18S and 5S rDNA and U2 snDNA,
separating this population into two groups. Bryconamericus sp., from Cambuta river
presented KF = 2m + 12sm + 20st + 20a and FN = 88, with multiples sites of 18S rDNA and
only a couple of carrier cistrons 5S rDNA and U2 snDNA. These are the first data using U2
snDNA probe in Characidae. With the use of molecular identification tool COI, the
construction of the phylogenetic tree, we observed significant genetic differences between
these populations of the genus Bryconamericus, forming two differents groups: one formed
by the two populations of Bryconamericus sp., divided into Vermelho stream specimens and
Cambuta river and a second group, more distant, consisting of individuals of B. ecai.
However, it was not possible to separate the two groups os Vermelho stream, where it was
observed intrapopulation variation in cytogenetic analysis. In Bryconamericus aff. iheringii
from Tres Bocas stream was realized mapping of 5S rDNA sites, continuing to data
previously obtained for this population that has five cytotypes: cytotype II KF = 18m + 14sm



+ 10st + 10a and FN = 94; cytotype III KF = 20m + 18sm + 4st + 10a and FN = 94; cytotype
IV with 20m + 14sm + 12st + 6a and FN = 98; cytotype V with 22m + 18sm + 8st + 4a and
FN = 100 and cytotype VI with KF = 18m + 24sm + 6st + 4a and FN = 100. Were observed
multiple sites of 5S ribosomal DNA for the five cytotypes analyzed, which is in all terminal
markings were observed, as well as one pair with interstitial marking in cytotypes II, IV and
V. All results confirmed the great structural karyotypic diversity in Bryconamericus showing
a polymorphism of ribosomal DNA sites, thus we can infer that is occurring divergent

evolutionary process or that this variability is due to the polymorphic nature of this group of
fishes.

Key-words: karyotypic diversity. Pisces. Polymorphism. repetitive DNAs. Cytochrome ¢
oxidase 1.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de Characidae com énfase no género Bryconamericus

Characidae pertence a ordem Characiformes e ¢ conhecida como a familia mais
heterogénea dentro dos peixes neotropicais, por apresentarem grande variagdo de tamanho,
habitos alimentares, estratégias reprodutivas, padrdes comportamentais, preferéncias de
habitats, padrdes de colorido e variagdes osteologicas, anatdmicas e morfologicas (GRACA E
PAVANELLI, 2007). E caracteristico dos caracideos a presenga de escamas que recobrem o
corpo, nadadeiras pélvicas geralmente situadas bem atras da inser¢ao das nadadeiras peitorais,
raios das nadadeiras moles e, em muitos casos, presenca de uma nadadeira adiposa (BRITSKI
et al., 1999).

Espécies de caracideos ocorrem desde o sudoeste do Texas, nos Estados Unidos, até
as regides de clima ameno da Argentina e do Chile no continente americano. Nos riachos do
sudoeste brasileiro sdo freqiientes as espécies de Astyanax, Hyphessobrycon, Cheirodon,
Bryconamericus, Deuterodon e Hollandichthys (BUCKUP, 2007). Muitas espécies tém
importancia na pesca comercial e esportiva e outras sdo amplamente utilizadas por

aquariofilistas (GRACA E PAVANELLI, 2007).

De acordo com Eschmeyer (2016), a familia Characidae apresenta 1107 espécies
validas. Trata-se de um grupo altamente heterogeneidade, devido a isso diversos géneros sao
organizados em subfamilias. No entanto, nem todos os géneros pertencentes a familia
apresentam evidéncia de monofiletismo, deixando uma grande parcela de caracideos listados
como Incertae sedis.

De acordo com Lima et al. (2003), Incertae sedis constitui um grupo altamente

heterogéneo de peixes de pequeno a grande porte com 620 espécies distribuidas em 88
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géneros, incluindo Hyphessobrycon Durbin, em Eigenmann, 1908 (97 espécies), Astyanax
Baird & Girard, 1854 (86 espécies), Moenkhausia Eigenmann, 1903 (58 espécies),
Bryconamericus Eigenmann, 1907 (56 espécies), Hemigrammus Gill, 1858 (43 espécies),
entre outros. Muitos destes géneros anteriormente haviam sido incluidos na subfamilia
Tetragonopterinae entretanto, por falta de evidéncias de que esse grupo constitua um grupo
monofilético, essa classificagdo ndo pode ser adotada.

Em estudos morfologicos realizado por Mirande (2010), e genéticos realizados por
Oliveira et al. (2011) em espécies da familia Characidae, diversos géneros, antes pertencentes
a subfamilia Tetragonopterinac ¢ também ao grupo Incertae sedis, foram realocados em
outras familias, como o género Bryconamericus que, atualmente, faz parte de um grupo
polifilético e pertence a subfamilia Stevardiinae.

O género Bryconamericus ¢ constituido por 93 espécies descritas (Eschmeyer,
2016). As espécies deste género sao muito semelhantes entre si, diferindo apenas em
pequenos detalhes, sendo que os padrdes de coloragdo sdo invariaveis; e estdo distribuidas por

diferentes regides das Américas Central e do Sul (GERY, 1977).

Segundo Silva (2004), Bryconamericus é um género polifilético com muitos grupos
de espécies. Este autor reconheceu 3 grupos de espécies na América do Sul, baseados
principalmente na posi¢do e forma dos dentes maxilares: os grupos exodon, microcephalus e

iheringii. O tltimo inclui todas as espécies encontradas na regido sul da América do Sul.

1.2 Consideracdes citogenéticas sobre o género Bryconamericus

Poucos estudos citogenéticos foram realizados em espécies do género
Bryconamericus entretanto, o nimero diploide igual 52 parece ser caracteristico para este

grupo pois, até o momento, apenas Bryconamericus sp E, apresentou 2n=54 (WASKO E
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GALETTII JR. 1998). Apesar de constante o numero diploide, sao significativas as variacdes
na macro e microestrutura cariotipica em Bryconamericus e, consequentemente, comum a

ocorréncia de citdtipos tanto inter quanto intrapopulacional (Tabela 1).

Eberhardt et al. (2012), estudando Bryconamericus aff. iheringii do ribeirdo Trés
Bocas encontrou quatro citotipos diferentes e Silva et al. (2014) encontrou mais seis citotipos
para essa populacdo, totalizando dez citétipos nessa populagdo. Estes dados confirmam a
grande variabilidade cariotipica intrapopulacional existente na espécie. Segundo Eberhardt et
al (2012) alguns citétipos podem ter sido originados a partir de rearranjos cromossomicos,
como inversdes pericéntricas. Silva et al. (2014) sugere que o citdtipo I observado nesta
populagdo, por apresentar maior diferenca em relagdo ao nimero fundamental e também por
ser o Unico a apresentar sistema de RONs simples, pode ser considerada uma espécie diferente
vivendo em simpatria no ribeirdo Trés Bocas. Os demais citotipos podem ter sido gerados por

cruzamentos entre eles e também por inversdes pericéntricas.

Variagdes cromossOmicas intrapopulacionais também foram reportadas para a
espécie Bryconamericus ecai, do rio Forquetinha, Laguna dos Patos/RS, onde Santos et al.
(2012) encontraram quatro diferentes citotipos nesta populagdo. Entretato, Piscor et al. (2013)
observaram apenas variagdes interpopulacionais nas trés espécies analisadas de

Bryconamericus (Tabela 1).

De acordo com Silva et al. (2014), os resultados relatados na literatura mostram que,
provavelmente, rearranjos cromossomicos nao-Robertsonianos, como inversdes pericéntricas,
que alteram a férmula cariotipica mas, no entanto, ndo modificam o nimero dipldide, podem

ser os mecanismos responsaveis pela evolugdo cromossomica do género Bryconamericus.

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) também sdo bastante varidveis neste

grupo de peixes, podendo apresentar variacdes intra e interindividuais no numero e
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localizagdo, caracterizando Bryconamericus como um grupo com RONs multiplas.
Entretanto, um sistema simples de RONs ja foi observado em algumas espécies de
Bryconamericus (tabela 1). De acordo com Silva et al (2014) a variabilidade na localizagdo
das RONs pode ser resultado da dispersdo destes genes que provavelmente ocorreu devido a

rearranjos cromossomicos, como transposic¢ao ¢ / ou translocagao.

Variabilidade quanto a localizagdo da heterocromatina nas espécies do género
Bryconamericus, também foi observada entre as espécies e populacdes estudadas, sendo os
blocos heterocroméaticos observados em todas as regides cromossOmicas, ou seja nas regioes
pericentroméricas, teloméricas, intersticiais ou centroméricas (Tabela 1). Santos et al. (2012)
utilizaram a técnica de bandamento C com coloracdo sequencial com os fluorocromos base-
especificos CMA3/DAPI e com base nos resultados foi possivel diferenciar quatro citotipos
de Bryconamericus ecai.

A localizagdo dos blocos de heterocromatina foi relevante na analise de trés espécies
do género analisadas por Piscor et al. (2013). Segundo estes autores a similaridade na posi¢ao
da heterocromatina demonstra que este padrdo pode ser conservado e que héd similaridade

entre 0 DNA repetitivo presente no genoma destas trés espécies.

Silva et al. (2014) observaram a presenca de discreta heterocromatina na regido
pericentromérica dos cromossomos e, apds a coloragdo sequencial com os fluorocromos base-
especificos cromomicina A3 (CMAj) e 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI), confirmaram
marcagdes positivas para o DAPI na regido intersticial dos cromossomos e marcagdes CMA;"
na regido terminal dos cromossomos, sendo estes Ultimos blocos coincidentes com as

AgRON:S.

A correspondéncia entre os sitios AGRONSs e os sinais positivos para o fluorocromo
CMA; ou mitramicina (MM) ja foi observada em diferentes espécies de Bryconamericus

como relatado por Wasko e Galetti Jr. (1999); Portela-Castro (1999); Paintner-Marques et
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al.(2002, 2003); Santos et al. (2012), demonstrando, dessa forma, que ¢ comum a associagao

entre as regides organizadoras de nucléolo e sequéncias ricas em pares de bases GC.

1.3 Mapeamento de DNAs repetitivos em peixes

Atualmente, o mapeamento cromossdmico de DNAs repetitivos tem se mostrado de
grande importancia para a citogenética de peixes, podendo auxiliar na compreensao de
problemas taxonomicos (e.g., BLANCO et al., 2011), na filogenia (e.g., TEIXEIRA et al.,
2009), na diferenciagdo de populacoes (e.g., MARTINEZ et al.,, 2011), bem como na
compreensdo da evolugdo dos cromossomos B (e.g., SILVA et al., 2014) e cromossomos
sexuais (e.g., VICARI et al., 2008).

Por muitos anos o0 DNA repetitivo foi considerado como “DNA lixo” (DOOLITTLE
e SAPIENZA, 1980). De acordo com Kidwell (2002), sabe-se atualmente que este tipo de
DNA pode estar envolvido em rearranjos cromossomicos, tais como: delegdes, duplicagdes,
inversdes e translocagdes reciprocas, sendo responsdvel por significativas variagdes
cariotipicas observadas em muitos grupos.

O genoma dos eucariotos € composto por segmentos de DNA de diferentes tamanhos
que se repetem de dezenas a milhdes de vezes, chamados de DNAs repetitivos (TAFT et al.,
2007). Este DNA pode ser dividido em moderadamente repetitivo, quando apresenta de 10 a
10° copias por genoma e sequéncias altamente repetitivas com mais de 10° por genoma.

DNA altamente repetitivo pode ser dividido em dois grupos principais: repeti¢des em
tandem, representadas pelos DNA satélites, microssatélites ¢ minisatélites, e repetigdes
interespagadas dispersas, representadas pelos elementos transponiveis (ET) (TIMBERLAKE,

1978; CHARLESWORTH et al., 1994; JURKA et al., 2005).
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DNA moderadamente repetitivo compreendem um grupo de genes descendentes de
um ancestral comum, que tem sequéncias similares e estdo relacionados funcionalmente (NEI
e ROONEY, 2005). Fazem parte desse tipo de DNA as chamadas familias multigénicas, que
sdo seqiiéncias repetidas de DNA, que codificam importantes moléculas tais como: os RNAs
ribossomais (RNAr) (MARTINS, 2002) e pequenos DNAs nucleares (DNAsn)
(VALADKHAN, 2005).

RNA ribossémico ¢ um dos mais abundantes RNAs na célula eucaridtica, ¢ podem
ser divididos em duas familias multigénicas, repetidas em tandem: a primeira representada
pelo DNATr 45S, que compreende as regides que transcrevem os genes RNAs 28S, 18S ¢ 5,8S,
além de espagadores intergénicos; ¢ a segunda, DNAr 5S, consiste de uma sequéncia
altamente conservada de 120 pares de bases e espacadores ndo transcritos (NTS) de tamanho
variavel (MARTINS, 2007). Os genes do DNAr 45S sdo transcritos pela polimerase I e o
gene de DNATr 58S pela polimerase I11.

A unidade de repeticio do DNAr 45S se encontra em locais especificos do
cromossomo, formando muitas vezes uma constricdo secundaria devido a organizacdo da
cromatina, denominada regido organizadora de nucléolo (RON) (LONG e DAVID, 1980).
Tradicionalmente, a RON ¢ detectada pela impregnagao com nitrato de prata, técnica essa que
permite apenas a observa¢ao das RONs que permaneceram ativas na intérfase anterior, pois o
nitrato de prata se associa as proteinas envolvidas na produ¢ao do ribossomo e ndo no DNAr
(MILLER et al., 1976). A hibridizagao fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr da
familia 45S, principalmente o DNAr 18S, permite a localizacdo precisa da RON,
independente de sua atividade transcricional (OLIVEIRA, 1999). A familia multigénica do
DNAr 5S ndo estd associada a formagdo do nucléolo contudo, em alguns casos, pode ser
encontrada intercalada com outras familias multigénicas, entre elas genes de histonas e até

mesmo o DNAr 458 (DROUIN e MONIZ DE SA, 1995).
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O mapeamento cromossdmico, por hibridagdo fluorescente in situ (FISH), dos DNAs
ribossomais 18S e 5S, vem sendo realizado com grande frequéncia em estudos citogenéticos
de peixes, mostrando ser um importante marcador cromossdomico, uma vez que sua
localizagdao pode diferir entre espécies, assim como entre populagdes da mesma espécie,
podendo estar em um tUnico par cromossdmico, varios pares, em sintenia entre eles ¢ com
outros DNAs repetitivos (TRALDI et al., 2013; PANSONATO-ALVES et al., 2013; SILVA
etal., 2014).

Pequenos DNAs nucleares (DNAsn), podem também pertencer a uma familia
multigénica que transcrevem RNA ndo codificante, que compdem o spliceossomo, grandes
complexos de ribonucleoproteinas que realiza o splicing, sendo a maior e mais complicada
maquinaria celular conhecida (VALADKHAN, 2005). A remog¢ao dos introns do pré-RNAm,
chamada de splicing, ¢ uma etapa fundamental na expressdo dos genes dos eucariotos. A
maioria dos transcritos primarios sofrem multiplos eventos de splicing e splicing alternativo.
Os pequenos RNAs nucleares (RNAsn) sdo componentes de um complexo de pequenas
ribonucleoproteinas (RNPsn) (MANCHADO et al., 2006), podendo ser subdivididos em 5
tipos: Ul, U2, U4, U5 e U6 (VALADKHAN, 2005). A maioria dos RNAsn sdo transcritos
pela polimerase II, exceto o U6 RNAsn que ¢ transcrito pela polimerase 111 (McNAMARA-

SCHROEDER et al., 2001).

Em peixes, a utilizacdo destes DNAs como marcadores citogenéticos ¢ recente,
sendo que os estudos foram realizados até entdo, somente com os DNAsn Ul e U2 e estdo
restritos a poucas familias: Batrachoididae, Moronidae, Bagridae, Cichlidae, Haemulidae,
Gymnotidae e Heptapteridae (MERLO et al., 2010; UBEDA-MANZANARO et al., 2010;
CABRAL-DE-MELO et al., 2012; SUPIWONG et al., 2013; UTSUNOMIA et al., 2014b ¢

USSO0, 2015).
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A maioria dos estudos propde que, durante o processo evolutivo o acimulo dessas
sequéncias de DNAsn em um Unico par cromossdomico seja mais comum. Apenas duas
espécies apresentaram, até o momento, a sequéncia de DNAsn U2 distribuida em mais de um
par de cromossomos: Gymnotus pantanal, com seis pares (UTSUNOMIA et al., 2014b) e
quatro populagdes de Rhamdia quelen, onde foram observados de cinco a seis cromossomos
portadores desses sitios (USSO, 2015). No entanto, como ainda s3o escassos os estudos a
respeito do mapeamento e localizagdo dessas sequéncias, ndo € possivel estabelecer uma

proposta evolutiva conclusiva.

1.4 Localizagao de sitios de DNAs ribossdmicos 18S e 5S em Bryconamericus

Ap0s a utilizagao da técnica de hibridagao fluorescente in situ (FISH), com sonda de
DNAr 18S, Paintner-Marques et al. (2002b, 2003) confirmaram em Bryconamericus aff.
iheringii apenas um par de cromossomos com cistrons ribossdmicos e na populagdo de B. aff.
exodon foram evidenciadas oito marcagdes teloméricas, comprovando um sistema de RONs

maultiplas.

Capistano et al. (2008) encontraram na populacao de B. aff. iheringii  do Corrego
Maringa citotipo I, seis sitios fluorescentes do qual quatro corresponderam aos cromossomos
AgRONSs. Na populacdo do rio Kelller citétipo 11, a FISH revelou dez sitios ribossomais que
incluiram marcagcdes AgRONs e na populagdo do Corrego Tatupeba citdtipo III, os sinais

fluorescentes confirmaram apenas um par.

Em Bryconamericus ecai Santos et al. (2012) observaram uma variabilidade de
cistrons de DNA ribossomico 18S nos citétipos I, III e IV que, em alguns casos, foram

correspondentes as AgRONSs, e no citotipo II foi confirmado um sistema simples de RONS.
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Em uma popula¢do de Bryconamericus aff. iheringii, do ribeirdo Trés Bocas , a
localizagao dos sitios de DNAr 18S confirmaram a presenga de multiplas RONs em cinco dos
seis citdtipos analisados, bem como a RON simples no citétipo I (SILVA et al. 2014). Com a
utilizacdo da sonda de DNAr 18S, Piscor et al. (2013) confirmaram um sistema de RONs
simples para B. stramineus e Bryconamericus cf. iheringii, no entanto B. turiuba apresentou 4
cromossomos com sitios de DNAr 18S, confirmando um sistema multiplo para esta ultima
espécie. Na tabela 1 estdo relacionadas todas as analises com FISH, utilizando sondas de
DNAr 18S, em diferentes espécies e populagdes de Bryconamericus relatando a variabilidade

desses sitios nesse grupo de peixes.

O mapeamento de sitios de DNAr 5S foi realizado, at¢ o momento, em apenas trés
espécies por Piscor et al., 2013 (tabela 1). Esses autores constataram a presenca de sitios
simples para Bryconamericus cf. iheringii e B. stramineus, localizadas na regido terminal e
pericentromérica respectivamente, enquanto em B. turiuba foram confirmados dois pares de

cromossomos portadores dos sitios, na regido pericentromérica.

1.5 Anédlise integrativa de sequéncia de DNA mitocondrial e citogenética

Atualmente vem se tornando cada vez mais comum, a utilizacdo de diferentes
técnicas em conjunto para a identificacao de espécies. De acordo com Hebert et al. (2003), em
muitos casos a identificacdo morfoldgica dos organismos ¢ muito dificil, tanto pela variacao
fenotipica bem como pela variabilidade genética nos caracteres utilizados, quanto pela
eficiéncia do uso de chaves morfoldgicas em apenas um estdgio da vida de determinados
animais.

O uso de marcadores moleculares tem se mostrado eficaz no estudo de identificagdao

de espécies em diversos grupos de animais como borboletas (HEBERT et al., 2003a, 2004);
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peixes australianos (WARD et al., 2005); microorganismos bentonicos (MARKMANN e
TAUTZ, 2005); besouros (MONAGHAN et al., 2005); e peixes de agua doce (MARQUES et
al., 2013 e CASTRO et al., 2014).

O DNA mitocondrial (DNAmt) ¢ uma molécpOula que apresenta apectos que
favorecem a discriminagdo entre espécies proximas, tais como a heranca materna, taxa de
mutagdo de alguns genes alta quando comparado ao DNA nuclear e também a auséncia de
recombinagdo (MOORE, 1995; RUBINOFF, 2006), o que explica sua grande aplicagao.

O DNA mitocondrial, na maioria dos animais, ¢ uma molécula circular de DNA
dupla hélice contendo, geralmente, os mesmos 37 genes, sendo eles: 13 genes codificadores
de proteinas, 2 genes ribossomais, uma regido nao-codificante de proteinas chamada de regiao
de controle (D-loop), que controla a replicagdo do DNA mitocondrial e 22 genes para RNA
transportador (BOORE, 1999; WAUGH, 2007). DNAmt ¢ uma sequéncia bastante
informativa para a resolugdo de questdes de identificagdo de espécies, em especial quando as
relacdes filogenéticas dizem respeito a taxons intimamente relacionados (MOORE, 1995;
RUBINOFF, 2006).

Tautz et al. (2003) sugeriram a analise da diversidade genética a partir dos estudos de
sequéncias de segmentos de DNA e, somente a partir da metodologia proposta e padronizada
por Hebert et al (2003), na qual esse autores propuseram a criagdo de um sistema universal de
diagnéstico, com um fragmento de aproximadamente 650 pares de bases (pb), do gene
citocromo C oxidadase 1 (COl), o qual foi denominado DNA barcoding, caracteristicas
confiantes foram apresentadas para que um sistema de identificagdo eficiente fosse
implementado. Desde entdo, diversos trabalhos foram realizados com base nesta técnica em
diferentes grupos de animais, como em borboletas (HEBERT et al., 2004) e peixes (WARD et

al., 2005; CARVALHO et al., 2013).
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No mapeamento de sequéncias repetitivas de DNAr 18S e 5S, Histonas H1, H3 e H4
e Rex 3, em exemplares de Astyanax bockmanni de duas diferentes bacias hidrograficas Silva
et al. (2013), observaram diferencas entre as formulas cariotipicas bem como no numero e
localizagdao de alguns sitios de DNAs repetitivos. No entanto, a andlise dos resultados de
DNAmt, demonstrou que todos exemplares pertenciam a referida espécie.

Marques et al. (2013), realizaram analises citogenéticas e genéticas de 35 exemplares
de trairas, todas identificadas como pertencentes a espécie Hoplias malabaricus, ao longo de
um trecho de aproximadamente 350 km no canal principal do baixo rio Amazonas, no Para.
Todos os exemplares apresentaram o mesmo nimero dipldide e mesma formula cariotipica no
entanto, com a analise do gene do DNAmt esses autores puderam separar populacdes de
Hoplias malabaricus do Brasil (Gp 2-6) e Argentina (Gpl), bem como o haplétipo I,
classificado como H. intermedius. No entanto, ndo foi possivel a distingdo das populagdes
brasileiras de bacias hidrograficas diferentes como Sao Francisco e Rio Amazonas, mantendo
os individuos dessas populacdes proximos.

Em estudos de Pansonato-Alves et al. (2013), a ferramenta de identificagdo
molecular CO1, foi utilizada para a diferenciacdo entre dois distintos cariomorfos, de uma
populag@o de Astyanax fasciatus, um com 2n=46 e outro com 2n=48. A localizagdo dos sitios
de DNAs repetitivos ¢ a analise da sequéncia do gene CO1 confirmaram a diferenciagdo
genética dos cariomorfos e a existéncia de dois grupos de A. fasciatus vivendo em simpatria,
apesar da baixa taxa de divergéncia genética encontrada para o gene, a qual podem ser devido
a uma baixa taxa de mutag¢do para este gene, neste grupo, ou até mesmo a um processo de
radiacdo evolutiva recente nestas linhagens (Pansonato-Alves et al., 2013), como ja foi
proposto para outros grupos de peixes (Montoya-Burgos, 2003) e também no género Astyanax

(Ornelas-Garcia et al., 2008; Pereira et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Considerando a ocorréncia de diferentes citotipos e polimorfismo de sitios de DNAs
ribossomicos no género Bryconamericus, o presente trabalho tem por objetivo geral a analise
e localizacdo de diferentes sequéncias de DNAs repetitivos em diferentes populagdes de
Bryconamericus, visando melhor compreender sua estrutura genética e organizacdo
cariotipica, inferindo sobre as tendéncias evolutivas que possam estar ocorrendo neste grupo

de peixes.

2.2 Objetivos especificos

e Estabelecer nimero diploide, formula cariotipica e localizagdo das Ag-RONs em
diferentes populagdes de Bryconamericus;

e Localizar sitios de DNASs ribossomicos 58S, 18S e de DNAsn U2.

e Realizar a identificagdo molecular das espécies por meio da analise da porg¢do 5’ do
gene mitocondrial citocromo C oxidase subunidade 1 (COl) e avaliar a eficacia do
DNA barcode na diferenciacdo entre os exemplares analisados

e Comparar os resultados obtidos com os da literatura, procurando compreender melhor
a organizac¢do e evolugdo cromossdmica deste género, tido como um grupo polifilético

e, desta forma, poder contribuir na andlise citotaxondmica deste grupo de peixes.
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3 LOCAIS DE COLETA E ESPECIES ESTUDADAS

3.1 Locais de coleta

No presente estudo foram analisadas quatro populagdes de Bryconamericus coletadas
em diferentes pontos da bacia do rio Parana e do Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos
(Tabela 2; Figura 1).

A Bacia do Parana ¢ uma regido sedimentar ampla do continente sul-americano que
inclui porg¢des territoriais do Brasil meridional, Paraguai oriental, nordeste da Argentina e
norte do Uruguai, totalizando uma area que se aproxima dos 1,5 milhdo de quilometros
quadrados (MILANI et al., 2007). Segundo Paiva et al (2002), a bacia do rio Parana ¢ uma das
grandes bacias hidrograficas do Brasil, cobrindo uma é4rea de 891.309 Km® que equivale a
10,5% do territorio nacional. Esta situada nas regides sudeste, sul e centro-oeste, abrangendo
principalmente os estados de Minas Gerais, S3o Paulo, Parand, Santa Catarina, Mato Grosso
do Sul e Goias, bem como o Distrito Federal.

Composta por 16 bacias hidrograficas menores: Bacia Litoranea, Bacia do Ribeira,
Bacia do Cinzas, Bacia do Iguacu, Bacias do Parana 1, 2 e 3, Bacia do Tibagi, Bacia do Ivai,
Bacia do Piquiri, Bacia do Pirapo, Bacia do Itararé, Bacias do Paranapanema 1, 2, 3 ¢ 4
(MILANI et al., 2007).

O curso do Rio Parana pode ser dividido em Parana Superior, que inclui desde a
nascente do Rio Paranaiba até a confluéncia com o Rio Grande; Alto Parana, estendendo-se
desde a confluéncia até o Salto das Sete Quedas (reservatério da UHE de Itaipu); Médio
Parana, incluindo desde o Salto das Sete Quedas até o rapido de Apipé; Baixo Parand, que
inclui desde o rapido Apipé até a cidade argentina de Parana e Parand Inferior, estendendo-se

desde a cidade de Parand até a desembocadura no rio da Prata (PAIVA et al., 2002).
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A Laguna dos Patos ¢ a maior laguna litoranea localizada na América do Sul
(TOLDO et al., 2006), estendendo-se por aproximadamente 240km com uma largura média
de 40km, localizada paralelamente a costa Atlantica do estado do Rio Grande do Sul. A tinica
saida para o Oceano Atlantico fica situada no extremo meridional da laguna, na cidade de Rio
Grande. A Laguna dos Patos recebe uma contribui¢ao de agua doce de uma area de drenagem

que cobre a metade do Estado do Rio Grande do Sul (TOLDO et al., 2006).

E um importante recurso hidrico devido a sua dimensdo e conexio com o mar, sendo
um local util tanto para o turismo quanto para o lazer, servindo também como reflgio e
reproducdo de diversas espécies animais (CARVALHO et al. 2005). Pessano et al. (2005) e
Azevedo et al. (2003) ressaltam também a relevancia da Laguna dos Patos pela formacao de
arroios e riachos e por estes serem locais utilizados na reprodugdo de espécies que habitam
leitos maiores de rios. Apesar de sua fundamental importancia, esse sistema hidrografico,
muitos rios ou mesmo micro-bacias que o compdem ainda ndo sdo estudadas e,
provavelmente, este locais abrigam novas espécies e informagdes consideraveis do ponto de

vista cientifico (RIBEIRO E KOHLER, 2007).

3.2 Espécies estudadas

Bryconamericus ecai

Foram analisados 9 espécimes (3 fémeas, 4 machos e dois com sexo indeterminado)
de Bryconamericus ecai (localidade-tipo em Venancio Aires / RS), do rio Forquetinha
(afluente da Laguna dos Patos) municipio de Canudos do Vale — RS (Tabela 2). Os
exemplares estdo depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina

(MZUEL) sob o numero MZUEL 9390.
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Bryconamericus sp.

Foram analisados 24 exemplares (15 fémeas, 7 machos e 2 de sexo indeterminado)
de Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho (afluente do rio Tibagi), municipio de Rolandia
e do rio Cambuta (afluente do rio Ivai), municipio de Borrazdpolis (Tabela 2). Os exemplares
estdo depositados no Museu de Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS) sob os nimeros MZUFRGS 17440 e 17426, respectivamente.

Bryconamericus aff. iheringii

Foram analisados 14 exemplares (7 fémeas, 7 machos) de Bryconamericus aff.
iheringii do Ribeirdo Trés Bocas (afluente da bacia do Rio Tibagi) municipio de Londrina —
PR (Tabela 2). Os espécimes estdo depositados no Museu de Zoologia da Universidade

Estadual de Londrina (MZUEL) sob os numeros MZUEL 5775 e MZUEL 5776.
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Figura 1 - Locais de coleta e espécies estudadas. a) mapa do Brasil indicando os estados onde
foram realizadas as coletas; mapa ampliado indicando os locais de coleta nos
estados do Rio Grande do Sul e Parana; b) Bryconamericus sp rio Cambuta; c)
Bryconamericus sp. ribeirdo Vermelho; d) Bryconamericus ecai; e¢)
Bryconamericus aff. iheringii.




Tabela 1 - Dados citogenéticos em espécies de Bryconamericus. 2n = Namero diploide, NF = Numero fundamental, m = metacéntrico, sm =
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submetacéntrico, st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, t = terminal, pc = pericentromérico, c= centromérico, i= intersticial, p = brago curto, q =
brago longo, BC= Banda C, RF= Referéncia.

Espécies Localidade 2n Formula cariotipica NF AgRONSs DNAr 18S, 28S or 45S DNAr 5S BC RF
Bryconamericus aff. exodon ribeirdo Trés Bocas-PR 52 16m+12sm+6st+18a 86 2-5 (t. p ou q m, sm) 8 (t. m, sm) - - 1
ribirdo Trés Bocas-PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 2-5 (t. p ou q m, sm) 8 (t. m, sm) - - 1
Bryconamericus aff. iheringii rio Agua da Floresta —PR 52 8m+22sm+10st+12a 92 2 (t. p sm) 2 (t. p sm) - t,c 2
corrego Maringa — PR 52 12m+18sm+8st+14a 90 2-4 (t. p sm) 6 (t. p sm) - - 3
rio Keller-PR 52 8m+28sm+6st+10a 94 2-4 (t. p st) 10 (t. p sm, st) - t, pc. 3
4
corrego Tatupeba-PR 52 8m+20sm+8st+16a 88 2 (t. p sm) 2 (t. p sm) - - 3
rio Keller-PR 52 12m+18sm+8st+14a 90 - - - t, pc. 4
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 12m+16sm+10st+14a 90 - - - - 5
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 14m+18sm+10st+10a 94 - - - - 5
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 - - - - 5
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 10m+14sm+8st+20a 84 - - - - 5
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 12m+10sm+16st+14a 90 2 (t.p st) 2 (t.p st) - - 6
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 18m+14sm+10st+10a 94 2-4 (t.p m, q. m, sm) 2-6 (t.p m, q. m, sm) - - 6
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 20m+18sm+4st+10a 94 2-5 (t.p m, q m, sm) 2-6 (t.p m, q. m, sm) - - 6
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 20m+14sm+12st+6a 98 2-3 (t.p m, q sm, st) 4 (t.p m, q sm, st) - - 6
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 22m+18sm+8st+4a 100 3-4 (t.p m, q sm, st) 4-6 (t.p m, q sm, st) - - 6
ribeirdo Trés Bocas-PR 52 18m+24sm+6st+4a 100 3-5 (t.p m, g m,sm) 4-6 (t.p m, q m,sm) - - 6
Bryconamericus cf. iheringii rio Corumbatai-SP 52 10 m +14sm+18st+10a 94 2(t.pa) 2(t.pa) 2 (p.pa) c, pc. 12




37

Boulenger, 1887

Bryconamericus stramineus

Eigenmann, 1908

Bryconamericus ecali
Silva, 2004

Bryconamericus turiuba
Langeani et al. 2005

Bryconamericus sp. A

Bryconamericus sp. B

Bryconamericus sp. C
Bryconamericus sp. D

Bryconamericus sp. E

rio Mogi-Guagu-SP

corrego Guagu-MS

rio Forquetinha —-RS

rio Forquetinha —-RS
rio Forquetinha —-RS
rio Forquetinha —RS

rio Passa Cinco-SP

rio Piracicaba-SP
rio Piracicaba-SP
rio Piracicaba-SP
Ribeirdo Trés Bocas-PR
corrego Avoadeira -MT

corrego Avoadeira -MT

52

52

52

52

52

52

52

52

52

52

52

52

54

26m/sm+26st/a

6m+10sm +16st+20a

10m+10sm+8st+24a

10m+14sm+12st+16a

14m+12sm+8st+18a

10m+24sm+14st+4a

8 m +10sm +14st +20a

6m+30sm+6st+10a

10m+6sm+18st+18a

6m+10sm+20st+16a

6m+18sm+14st+14a

8m+14sm+16st+14a

10m+16sm+22st+6a

78

84

80

88

86

100

84

94

86

88

90

90

102

2 (t.pst)

2-4 (t. p m, sm, st, a; q sm)

2 (t.pst)
2-3 (t. p sm, a)
2-3 (t. p sm, st)

2 (t.pst)

2-3 (t. p sm, st)
1-3 (t. p sm, st)
1-3 (t. p sm, st)
1-4 (t. p m, sm, a; q sm, st)

1-4 (t.pst, a)

2 (t.pst)

4 (t.pm, a; q sm)

2 (t. p st)

6 (t. p m, sm, st, a; q sm)

2 (t. pm, st)

4 (t. p st)

2 (p.q sm)

4(p.qa)

c, pc.

pe.

t, c, 1, pc.

12

12

9;10; 11

9

10; 11

10; 11

10; 11

10

1- Paintner-Marques et al. (2002b); 2- Paintner-Marques et al. (2003); 3- Capistano et al. (2008); 4- Portela-Castro et al. (2008); 5- Eberhardt et al. (2012); 6- Silva et al. (2014); 7- Portela et al.

(1988); 8- Santos et al. (2012); 9- Wasko et al. (1996); 10- Wasko and Galetti Jr. (1998); 11- Wasko and Galetti Jr. (1999); 12- Piscor et al. (2013).



Tabela 2 - Locais de coleta e espécies analisadas de Bryconamericus
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Espécie

N° de individuos

Locais de coleta

Bacia

Bryconamericus ecai
MZUEL 9390

Bryconamericus sp.
MZUFRGS 17440

Bryconamericus sp.
MZUFRGS 17426

Bryconamericus aff. iheringii
MZUEL 5775 ¢ 5776

9
39743727

12
99/23/1?
8

5938

14
79/73

rio Forquetinha
29°24°22.475/52°03°19.2”W

ribeirdo Vermelho
23°13°0,95”S/51°20°0,88”"W

rio Cambuta
23°53°19.04S/51°35°28,3"W

ribeirdo Trés Bocas
23°23°06.6°°S/51°04°35.8°W

Laguna dos Patos - RS

bacia do Parand/PR

bacia do Parana/PR

bacia do Parana/PR
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CAPITULO 1

Organizacao cariotipica, e mapeamento de trés classes de DNAs repetitivos do género
Bryconamericus (Characidae): utilizacdo de DNA barcoding na diferenciacéo entre
populacdes.

* Este artigo foi submetido a publicagdo a revista Reviews in Fish Biology and Fisheries
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RESUMO

A localizagao de sitios de DNAs repetitivos, por hibridagao fluorescente in situ, tem sido
amplamente utilizada para estudos cariotipicos em diferentes espécies de peixes,
principalmente no que diz respeito a espécies relacionadas ou mesmo géneros que apresentem
grande variabilidade cromossomica. Neste trabalho foram analisadas trés espécies de
Bryconamericus e todas apresentaram numero diploéide de 52 contudo, com diferentes
formulas cariotipicas. Bryconamericus ecai do rio Forquetinha/RS apresentou trés novos
citotipos, aumentando para sete o nimero de formas cariotipicas nesta populagdo. No entanto,
nas outras duas populacdes estudadas de Bryconamericus sp. rio Vermelho/PR e rio
Cambuta/PR, foi observada apenas variagdo interpopulacional. O mapeamento cromossomico
dos sitios de DNAr 18S e 5S evidenciou distintas marcagdes entre as trés populagdes,
mostrando uma variabilidade inter e intrapopulacional para ambos genes, todos localizados na
regido terminal dos cromossomos. A analise molecular por DNA barcoding, complementando
as analises citogenéticas, também diferenciou as trés populagdes. A sequéncia de DNA
repetitivo DNAsn U2 foi localizada na regido intersticial de um unico par de cromossomos,
variando em relacdo ao par cromossdmico portador dessa sequéncia, sendo este o primeiro
relato para o género Bryconamericus. Os dados apresentados evidenciaram uma variabilidade
cariotipica ja caracteristica para o gé€nero, acompanhada por polimorfismo de sitios
ribossdmicos, o que demonstra que esse grupo de peixes pode estar sofrendo um processo
evolutivo divergente, sendo um modelo interessante para estudos de evolugao cromossomica.

Palavras-chave: citogenética de peixes, citogenética molecular, DNA ribossomal, DNAsn

U2, polimorfismo cariotipico
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INTRODUCAO

Uma grande parte do genoma eucarioto ¢ composto de sequéncias de DNAs
repetitivos, incluindo familias multigénicas, satélites, microssatélites e elementos
transponiveis (Jurka et al. 2005). A natureza repetitiva dessas seqiiéncias caracteriza-as como
bons marcadores para mapeamento fisico cromossomico, uma vez que permite aumentar o
conhecimento sobre a estrutura do genoma e sua organizagdo (Silva et al. 2013). O
mapeamento fisico destas sequéncias repetitivas também tém sido aplicado para ampliar o
conhecimento sobre a biodiversidade e evolugdo da ictiofauna, revelando aspectos sobre a
composi¢ao da cromatina, a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, entre outros eventos que
podem esclarecer questdes como o processo de diferenciagdo das espécies (Ferreira et al.
2010).

Apesar de serem considerados importantes e Uteis marcadores cromossomicos, 0s
dados com sondas de DNAs repetitivos ainda sdo muito escassos em peixes, se restringindo
mais a localizacdo de genes de RNAs ribossomais 18S e 5S (Vicari et al. 2008; Traldi et al.
2013; Pansonato-Alves et al. 2013b; Silva et al. 2014). Entretanto, tem aumentado nos
ultimos anos os dados acerca de outros DNAs repetitivos, como por exemplo, histonas e
elementos transponiveis (Hashimoto et al. 2011; Hashimoto et al. 2012; Pansonato-Alves et
al. 2013; Silva et al. 2013, 2014).

Os RNAs nucleares pequenos (RNAsn) estdo associados a um complexo de
pequenas ribonucleoproteinas (RNPsn) fazendo parte de uma familia multigénica de DNAs
ndo codificantes que compdem o spliceossomo, sendo eles: U1, U2, U4, U5 e U6 (Manchado
et al. 2006). Sdo altamente conservados e desempenham um papel crucial no processo de
splicing (Valadkhan 2005). Os estudos de mapeamento fisico destes genes em peixes sdo

poucos e se restringem a utilizagdo da sonda de DNAsn U2 (Merlo et al. 2010; Ubeda-
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Manzanaro et al. 2010; Supiwong et al. 2013). Em peixes neotropicais, o unico trabalho
realizado até o momento foi de Utsunomia et al. (2014), em 6 espécies de Gymnotus.

Atualmente, existem 93 espécies descritas para o género Bryconamericus, objeto
deste estudo, distribuidas pela regido Neotropical (Eschemeyer, 2016). Devido a falta de
evidéncias no monofiletismo entre as espécies da subfamilia Tetragonopterinae, Lima et al.
(2003), listaram 88 géneros como Incertae sedis, incluindo Bryconamericus. Em recentes
estudos morfologicos de Mirande (2010) e genéticos de Oliveira et al. (2011) Bryconamericus
faz parte de um grupo polifilético e pertence a subfamilia Stevardiinae, em Characidae.

Ainda sdo poucas as espécies do género Bryconamericus com descri¢do cariotipica
entretanto, o numero diploide de 52 parece ser relativamente conservado, levando em
considerag¢do a ocorréncia de variagdes cariotipicas, resultando na formagao de citotipos em
diferentes populacdes (Capistano et al 2008, Santos et al 2012, Eberhardt et al 2012 e Silva et
al 2014).

Outra caracteristica do grupo € a ocorréncia de variabilidade de sitios de DNAr 18S,
sendo encontrados multiplos como ja relatado por Santos et al. (2012) e Silva et al. (2014),
bem como um Unico par cromossdmico portador do cistron ribossomal (Capistano et al. 2008,
Santos et al 2012, Piscor et al. 2013 e Silva et al. 2014). O unico estudo com a localizacao
cromossomica de DNAr 5S em Bryconamericus foi realizado por Piscor et al. (2013), ja
sendo verificada variagdo entre as trés espécies estudadas pelos autores.

A andlise do DNA mitocondrial (DNAmt) tem sido amplamente utilizada em analise
genética para diversos grupo animais, devido a répida dindmica evolutiva desse DNA, se
comparado ao DNA nuclear, o que resulta na acumulacdo de mutagdes que podem levar a
diferenciagdo entre espécies estreitamente relacionadas (Rubinoff, 2006; Moore, 1995). O
ritmo acelerado na mudanga na sequéncia do gene de DNAmt resulta em diferengas entre

populacdes que foram separadas por recentes periodos de tempo (Hebert et al 2004).
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Recentemente, Silva et al (2013), Marques et al (2013) e Pansonato-Alves et al. (2013b),
realizaram trabalhos integrando os resultados obtidos na citogenética com dados de DNAmt
em diferentes espécies de peixes.

Considerando que existem poucos dados de DNAs repetitivos em Bryconamericus ¢
que esses marcadores sdo bastante uteis para a caracterizagdo de parte do genoma dos peixes,
principalmente em géneros que apresentem variabilidade na macro e micro estrutura
cariotipica, o objetivo desse trabalho foi analisar a organizagdo cariotipica € 0 mapeamento
cromossomico de trés classes de DNAs repetitivos (DNAr 18S e 5S, DNAsn U2). Além
disso, foi também realizada a analise da sequéncia do CO1 a fim de confirmar se as amostras
analisadas apresentaram divergéncia genética significativas entre as trés populacdes de

Bryconamericus.

MATERIAL E METODOS

Material Bioldgico:

No presente estudo foram analisados 9 exemplares de Bryconamericus ecai Silva
(2004) sendo, 4 machos, 3 fémeas e 2 com sexo ndo identificado, coletados no rio
Forquetinha, Canudos do Vale-RS-Brasil (20°21°43.5°S/52°03°18.3”W) pertencente ao
sistema hidrografico da Laguna dos Patos — RS. Quinze exemplares de Bryconamericus sp, 3
machos, 10 fémeas e 2 com sexo nao identificado, do rio Vermelho, municipio de Rolandia-
PR-Brasil (23°13°0.957S/51°20°0.88”W), pertencente a bacia do rio Tibagi. E nove
exemplares de Bryconamericus sp., 4 machos e 5 fémeas, do rio Cambuta no municipio de

Borrazépolis-PR-Brasil (23°53’9.657S/51°35°28.3”W), bacia do rio Ivai.
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Anélise Citogenetica Convencional

A mitose foi estimulada por inje¢do de suspensdo de levedura nos animais, como
descrito por Lee e Elder (1980). Os cromossomos mitoticos foram obtidos por preparagao
direta, removendo o rim anterior, de acordo com a metodologia proposta por Bertollo et al.
(1978) e para analise convencional as ldminas foram coradas com Giemsa 5% em tampao
fosfato pH 6.8. Os cromossomos foram classificados de acordo com Levan et al. (1964), com
modificagcdes. Para determinacdo do numero fundamental (NF) os cromossomos
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) foram considerados
portadores de dois bracos e os acrocéntricos (a) um brago. As regides organizadoras de
nucléolo (AgRONs) foram detectadas pela técnica de impregnagdo de nitrato de prata

segundo Howell e Black (1980).

Obtencéo e marcacéao das sondas para hibridacéo fluorescente in situ (FISH)

A sonda de DNAr 18S de Prochilodus argenteus Agassiz 1829 (Hatanaka e Galetti,
2004) foi marcada com biotina-14-dATP por nick translation; a sonda de DNAr 5S foram
marcadas por PCR utilizando o nucleotideo digoxigenina-11-dUTP 1mM (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN). Para a rea¢ao de 25ul foram utilizados: 2,5 ul de 10X PCR Buffer;
2 ul de DNA de Imparfinis schubarti (Gomes, 1956), Heptapteridae a 20ng/ul; dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 2mM cada; primers a 10um; MgCl, (50 mM); Taq polimerase
a 5U/ul e 4gua para completar a reagao.

Para a deteccdo e amplificacdo da sonda de DNAr 18S foram utilizados 5 pl de
avidina-FITC (0,5 mg/ml) e 45 ul BSA (5%) e 40 ul de solugdo de amplificagdo (1 ml anti-
avidina-biotina conjugada e 39 ml 1x PBS) e os cromossomos foram corados com iodeto de

propideo.
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A sonda de DNATr 5S foram detectadas com 90 ul de PBS 1x, 10 pl de BSA (5%) e
0,5 ul de antidigoxigenin-rhodamine (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), conforme
indicagdo do fabricante e as ldminas foram contra-coradas com 4’-6-diamino-2-phenylindole
(DAPI).

Para a realizacdo da double FISH (DNAr 18S e de DNAsn U2) e para a hibridagao in
situ de DNAsn U2, isoladas de Eigenmannia virescens (Valenciennes, 1836), as sondas
foram marcadas por PCR com biotina-16-dUTP e o sinal foi detectado com avidina-FITC
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ou foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP e o
sinal detectado com anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science, Indianapolis, IN).

A hibridacao fluorescente in situ foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986). As
imagens foram capturadas com camera digital Moticam Pro 282B acoplada ao
fotomicroscopio de fluorescéncia Leica DM 4500 B ou camera Olympus (DP70) acoplada ao

fotomicroscopio Olympus BX61.

Analise genética

Sequéncias parciais do gene citocromo C oxidase subunidade 1 (CO1) foram obtidas,
a fim de confirmar se as amostras apresentaram divergéncia genética significativa. Para a
amplificacdo do gene COIl - (~ 650 pb), foram utilizados os primers FishF1-5TCA ACC
AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC3' e FishR1-5TAG ACT TCT GGG TGG AAG CCA
AAT CA3’ (Ward et al 2005). A PCR foi realizada utilizando o programa: desnaturacao
inicial de 5 min a 94 ° C; 35 ciclos de 94 ° C durante 30 s, 54 ° C durante 30s ¢ 72 ° C durante
1 minuto, com uma extensdo final a 72° C durante 10 min no termociclador MJ Research
PTC-100. Cada reacdo foi realizada em um volume final de 10 pl com 1x PCR Master Mix
(Promega, Wisconsin, EUA), 0,4 uM de primers FishF1 e FishR1, aproximadamente, 15 ng

de DNA e 4agua para completar o volume. Apdés a amplificagdo, os produtos foram
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visualizados em gel de agarose a 1% (2 pl de amostra, 2 pl de tampao de carga e coradas com
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Apbs a andlise do gel, o restante do produto amplificado foi purificado com a adig¢ao
de 0,5ul de Illustra ™ Exostar ™ 1-Step (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido)
seguindo as recomendagdes do fabricante e a PCR foi realizada com desnatura¢ao inicial de 3
min a 95 ° C; 35 ciclos de 95° C durante 15 s, 54° C durante 15s e 60° C durante 2 minutos,
com uma extensdo final a 60° C durante 1 min no termociclador MJ Research PTC-100. Cada
reacdo foi realizada em um volume final de 10 ul com Enzima Big Dye (diluida 4x), tampao
5x, 0,4 uM de primers FishF1 e FishR1, 15 ng de DNA e 4gua para completar o volume.
Enviado para a sequenciamento, onde as duas cadeias foram sequenciadas em reagdes
independentes, de acordo com as recomendagdes do protocolo descrito por Hajibabaei et al.
(2005), para a identificacdo molecular. O sequenciamento foi realizado em sequenciador 3500
ABI XL automatizado (Applied Biosystems Inc., CA, EUA).

As sequéncias obtidas de ambas as fitas forward e reverse , com o tamanho de
aproximadamente 600 pb foram combinadas para formag¢do de um consenso pelo aplicativo
online Electropherogram Quality Analysis (Togawa e Brigido, 2003).

As sequéncias de consenso foram submetidas a base de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta BLASTn para verificar a
correspondéncia e similaridade das sequéncias submetidas com as armazenadas no banco de
dados, as quais foram consideradas significativas as correspondéncias superiores a 98% com
distancia intraespecifica inferior a 2%.

As sequéncias com as melhores correspondéncias foram incorporados na analise da
distancia genética intra e inter-especifica com base no modelo de Kimura-2-pardmetro (K2P)
(Kimura, 1980). O mesmo modelo foi utilizado para construir a arvore de distdncia com o

método de Neighbor-Joining (NJ) para uma representacao grafica da distribuicao de distancias
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genéticas entre populagdes. As analise de distancia genética e a arvore NJ foram feitas por
MEGA v6 (Tamura et al 2013). Apos as andlises, as sequéncias foram depositados no banco

de dados do NCBI (KU556593-KU556608).

RESULTADOS

Bryconamericus ecai — rio Forquetinha

Todos os individuos apresentaram numero dipldide igual a 52 sendo observadas
diferencas na formula cariotipica. Nos exemplares de Bryconamericus ecai foram encontrados
trés novos citdtipos, dando continuidade aos trabalhos realizados por Santos et al (2012),
aumentando para sete o nimero de citdtipos encontrados nesta localidade: citotipo V (dois
individuos), com formula cariotipica (FC) igual a 8m+16sm+14st+14a e nimero fundamental
(NF) igual a 90 (Figura 1.1a); citotipo VI (dois individuos) com FC=10m+16sm+8st+18a e
NF= 86 (Figura 1.1b); citétipo VII (5 individuos) apresentou FC=8m+18sm+10st+16a ¢
NF=88 (Figura 1.1c).

No citotipo V as AgRONs foram observadas na regido terminal do braco curto de
trés cromossomos, sendo um do par 5 e no par 23 (Figura 1.2a — box). A FISH usando a sonda
de DNATr 18S, evidenciou marcagdes coincidentes com as RONs e no brago longo de um
cromossomo acrocéntrico do par 20 (Figural.2a). Os sitios de DNAr 5S foram observados na
regido terminal do brago curto dos pares 24 e 25 e o par 5 sinténico com o DNAr 18S (Figura
1.3a). A sonda de DNAsn U2 evidenciou o par 14 como o portador do sitio na regido
intersticial do braco longo (Figura 1.3a — box).

No citotipo VI as AgRONs foram observadas em trés cromossomos: no brago curto
de um cromossomo do par 1 e do par 24 e no brago longo de um cromossomo do par 6

(Figura 1.2b — box). Utilizando a técnica de FISH foi possivel observar uma variacao
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intraindividual dos sitios de DNAr 18S sendo detectados nos pares 7, 9, 15, 24, 25 bem como
em um cromossomo dos pares 1, 6 ¢ 13 (Figura 1.2b e box). Os cistrons de DNAr 5S foram
observados em quatro pares de cromossomos, sendo eles os pares 7, 18, 23 e 24 (Figura 1.3b),
apresentando sintenia entre os sitios 18S e 5S nos pares 7 e 24. O DNAsn U2 foi evidenciado
na regido intersticial do brago curto do par 9 (Figura 1.3b - box), sendo este sinténico ao sitio
de DNAr 18S.

No citotipo VII, as AgRONs, foram observadas em 3 cromossomos dos pares 5, 6 e
16 (Figura 1.2¢ — box). A FISH identificou DNAr 18S nos pares 5, 6, 16 (coincidentes com as
AgRONSs), além do par 22 no brago curto € em um cromossomo dos pares 1 e 19, no brago
longo (Figura 1.2¢). Os sitios de DNAr 5S foram detectados na regido terminal do brago curto
dos pares 6, 24, 26 ¢ em um cromossomo do par 7 (Figura 1.3c). Foi observada sintenia no
par 6 entre os sitios de DNAr 18S e 5S. O sitio de DNAsn U2 foi localizado na regido

intersticial do par 8 (Figura 1.3¢c box).

Bryconamericus sp — ribeirdo Vermelho

Todos individuos apresentaram 52 cromossomos com FC = 16m+14sm+10st+12a e
NF igual a 92 (Figura 1.1d). Utilizando as técnicas de impregnacdo por nitrato de prata e a
FISH com sondas de DNAr 18S e 5S foi possivel diferenciar dois grupos nos individuos dessa
localidade, Grupo 1, com dois exemplares, apresentou constrigdo secundaria no par 23
positiva para AgRON e sonda de DNAr 18S, além do par 25 com marcagao terminal no brago
longo (Figura 1.2d — box). Trés pares de cromossomos 11, 22 e 24 apresentaram os sitios de
DNAr 58S (Figura 1.3d).

O grupo 2 dessa localidade, formado pelos demais individuos, apresentou até 5
cromossomos portadores de AgRONSs (Figura 1.2d) e com a sonda de DNAr 18S foi possivel

observar 8 pares de cromossomos marcados sendo os pares 3, 4, 5, 9 e 21 com marcagdes na
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regido terminal do braco curto; os pares 2 € 17 na regido terminal do brago longo e o par 8
com marcac¢ao intersticial (Figura 1.2d e destaque). Foi observada uma constri¢do secundaria
no par 25 (Figura 1.2d) desses individuos, que apresentou-se negativa tanto para AgRON
como para o sitio de DNAr 18S. Os sitios de DNAr 5S foram detectados na regido terminal do
brago curto nos pares 4 ¢ 5 e na regido terminal do brago curto em um cromossomo dos pares
7 e 21 (Figura 1.3e), apresentando sintenia do sitio de DNAr 18S e 5S neste ultimo
Cromossomo.

Utilizando a sonda de DNAsn U2, foi possivel observar a presenga de marcacido no
par 12 nos individuos do grupo I e no par 24, nos individuos do grupo II (Figuras 1.3d, e,

respectivamente), ambos localizados na regido intersticial do brago curto.

Bryconamericus sp. - rio Cambuta

Todos individuos apresentaram 2n=52 com FC=2m+10sm+20st+20a ¢ NF=84
(Figura 1.1e). Foram observados 3 cromossomos portadores das AgRONs (figura 1.2 e box),
coincidentes aos sitios de DNAr 18S, os quais se mostraram localizados no par 3 com
marcagdo terminal no brago longo e nos pares 21 e 23 com marcagdes terminais no brago
curto (Figura 1.2e). Nesta populagdo foi realizada a Double FISH utilizando a sonda de DNAr
18S e de DNAsn U2 e apenas o par 4 apresentou sitio de DNAsn U2, na regido intersticial,
ndo havendo sintenia entre estas duas sequéncias (Figura 1.2¢). Utilizando a sonda de DNAr
58S foi evidenciado apenas o par 22, com marcacao terminal no braco curto (Figura 1.3f).

A Figura 1.4 mostra um ideograma representando todos os citétipos com a
localiza¢do das marcagdes observadas pelos bandamentos cromossomicos realizados nas trés

populagdes de Bryconamericus analisadas nesse estudo (Figura 1.4).



50

Analise molecular do Citocromo c¢ oxidase subunidade 1 (CO1)

Um total de 16 sequéncias CO1 (596-598 pb) foram obtidas, ¢ a composi¢do de
nucleotideos foi de 32% T, 25,5% A, 25,6% C, 16,9% G, e ndo foram observadas insergoes,
deleg¢des ou codons de parada. A média da distancia genética intra-especifica K2P foi inferior
a 1% (Desvio Padrdo (DP): 0,3%), sendo para a populagdo de Bryconamericus ecai (0,3%,
DP: 0,2%), de Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho (0,4%, DP: 0,2%) ¢ para
Bryconamericus sp. do rio Cambuta (0,7%, DP: 0,2%). Foi observada uma distancia genética
K2P inter-especifica significativa entre as populagdes. Comparagdes entre B. ecai e
Bryconamericus sp. ribeirdo Vermelho, bem como entre, B. ecai e Bryconamericus sp. rio
Cambuta, mostraram respectivamente 9,9% -10% (DP: 1,3%). Da mesma forma,
Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho e do rio Cambuta apresentou 6,1% (DP: 1%) de
genética distancia genética inter-especifica.

O padrao de distribuicdo de distancias genéticas foi confirmada pela constru¢ido da
arvore de Neighbor-Joining, o que nos permitiu observar uma diferenca genética significativa
entre as populagdes Bryconamericus (Figura 1.5). A arvore mostra trés grupos diferentes, com
todos os valores de bootstrap acima de 93%. Populagdes de Bryconamericus sp. do ribeirdo
Vermelho ¢ do rio Cambuta foram agrupados em dois grupos distintos, e formaram um grupo
irmdo com individuos de B. ecai. Apesar das diferengas citogenéticas observadas entre os
espécimes de Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho, separados em grupos 1 ¢ 2, a analise

do mtDNA nio confirmaram esta variabilidade.

DISCUSSAO

Todos os exemplares de Bryconamericus apresentaram 52 cromossomos, como ja

reportado por diversos autores em diferentes populagdes e/ou espécies (Tabela 1.1), sendo
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observada a ocorréncia de trés novos citotipos em B. ecai, confirmando uma variabilidade
cariotipica intrapopulacional, como anteriormente relatada por Santos et al. (2012), que
observaram quatro outros citotipos. Variabilidade intrapopulacional semelhante ja foi
observada para Bryconamericus aff. iheringii do rio Keller (Portela-Castro et al, 2008) ¢ do
ribeirdo Trés Bocas em estudos de Eberhardt et al. (2012) e Silva et al. (2014) . Em
Bryconamericus sp rio Vermelho/PR e rio Cambuta/PR foi observada apenas variagdo
cariotipica interpopulacional, como encontrado por Piscor et al. (2013) analisando trés
espécies de Bryconamericus, de diferentes populagdes.

A ocorréncia de varia¢des cariotipicas em Bryconamericus pode estar associada a
processos de especiagdo simpatrica no caso de B. ecai e alopatrica no caso de Bryconamericus
das trés localidades, sendo esses processos comuns em espécies restritas a pequenos afluentes,
como observado para populagdes de Astyanax do complexo scabripinnis estudadas por Vicari
et al. (2008).

A populagdo de Bryconamericus sp. rio Cambuta apresentou a maior diferenga
cariotipica em relag@o as outras duas espécies analisadas neste estudo e as listadas na Tabela
1.1, possuindo um pequeno numero de cromossomos metacéntricos e diferencas significativas
no numero ¢ localizagdo de DNAr 18S e 5S. A andlise do mtDNA também mostrou
diferencas entre as populagdes de Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho ¢ rio Cambuta.
As distancias genéticas (K2P) entre estas duas populagdes foram seis vezes maior do que a
distdncia genética intra-especifica K2P, mostrando um barcoding-gap claro entre
Bryconamericus sp. ribeirdo Vermelho e rio Cambuta. Esses valores sdo maiores do que
média de barcoding-gap encontrados para fauna de peixes da bacia do alto rio Parana (Pereira
et al, 2011; 2013). Além disso, a arvore NJ mostra o conjunto bem formado tanto para o
ribeirdo Vermelho e rio Cambuta, quanto para as amostras e Bryconamericus ecali, bootstraps

com altos valores de suporte para todos (93-100%, Figural.5). Dessa forma, pode-se inferir
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que, apesar das espécies destas duas populagdes ndo terem sido descritas, o mais provavel ¢
que constituam espécies diferentes.

Os resultados obtidos dos sitios AgRONs e sitios de DNAr 18S confirmam a
existéncia de multiplas RONs, sendo essa uma caracteristica para o grupo (Tabela 1.1). Nos
trés citotipos de B.ecai foi possivel observar a presenga de alguns cistrons ribossomicos 18S
sem a marcagao no seu homologo, variabilidade essa ndo encontrada para as duas populagdes
de Bryconamericus sp.

Os exemplares de Bryconamericus sp rio Vermelho (grupo 2) foram os que
apresentaram maior nimero de cromossomos portadores dos sitios de DNAr 18S, assim como
foi relatada pela primeira vez no género marcacao intersticial para esse gene, diferenciando-se
das demais populagdes deste trabalho e da literatura (Tabela 1.1).

Apesar de comum a presenga de multiplos sitios AGRONs no género, dois individuos
de Bryconamericus sp rio Vermelho (grupo 1) apresentaram sitio simples heteromorficos,
tratando-se portanto, de um heteromorfismo estrutural. Piscor et al. (2013) analisando
Bryconamericus cf. iheringii da bacia do rio Corumbatai/SP também observaram um
heteromorfismo de tamanho da RON no par 24, como no presente estudo, no entanto, com a
aplicacdo da técnica de FISH o heteromorfismo nao foi detectado.

Nos individuos do grupo 2 de Bryconamericus sp do rio Vermelho também foi
observada uma constri¢do secundaria no par 25 em algumas metafases, ndo sendo coincidente
com a AgRON ou sitios de DNAr 18S. Essas constrigdes tratam-se de pseudo-RONS, as quais
sd0 novas matrizes constituidas que se comportam, em muitos casos, como verdadeiras
(Prieto e McStay 2008). Entretanto sdo transcricionalmente inativas, pois ndo existe a
presenga de um promotor, sem o qual ndo ha como participar da sintese do pré RNAr (Mais et

al. 2005).
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As trés espécies analisadas apresentaram sitios de DNAr 18S e 5S na regido terminal
dos cromossomos, o que poderia facilitar a transferéncia de material genético devido a sua
proximidade no nucleo interfasico, promovido pela orientacdo dos cromossomos de acordo
com o modelo de Rabl (Schweizer e Loidl 1987). Este fenomeno poderia explicar o
heteromorfismo de tamanho no sitio de DNAr 18S em Bryconamericus sp. rio Vermelho
(grupo 1), a auséncia do sitio em alguns homdlogos dos cromossomos portadores de cistrons
ribossdmicos, bem como a presenca de alguns poucos blocos sinténicos e os sitios de DNAr
18S e 5S, este ultimo corroborando com os resultados de Piscor et al. (2013) para uma
populagdo de Bryconamericus aff. iheringii.

A ndo homologia dos sitios de DNAr também pode ser devido a organizacao dos
cromossomos durante a profase, onde os cromossomos migram para uma area do nucleo,
formando o chamado arranjo em bouquet, e os telomeros se ligam a membrana nuclear. Essa
organizagao facilitaria a taxa de recombinagdo ndo homoéloga em regides pericentroméricas ou
subteloméricas aumentando, dessa forma, a chance de ocorrer troca de clusters de DNAr entre
cromossomos nao-homologos (Cazaux et al 2011).

A presenca de sitios de DNAr em apenas um dos cromossomos homologos também
pode ser resultado do tamanho dos sitios os quais, de tdo pequenos, podem apresentam baixa
fluorescéncia e nao serem detectados, como observado por Santos et al (2012) e Ferro et al
(2001).

Gross et al (2009) sugeriram que a natureza repetitiva dos elementos transponiveis
pode ter facilitado os rearranjos cromossdmicos, especialmente durante a configuracdo Rabl,
levando a uma diferenciacdo na posi¢cdo dos sitios de DNAr 5S em diferentes espécies do
género Symphysodon. Este fato pode também ter ocorrido nas populagdes de Bryconamericus

do presente estudo, apesar de ndo ter sido utilizado nenhum elemento transponivel.
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Os resultados encontrados com a sonda de DNAsn U2 em Bryconamericus sdo
semelhantes aos de Merlo et al (2012) e Supiwong et al. (2013). No entanto, Utsonomia et al
(2014) analisando diferentes espécies de Gymnotus observaram diversos cromossomos
portadores desses sitios em Gymnotus pantanal ¢ Ubeda-Manzanaro et al. (2010) analisando
outras trés espécies de peixes, encontraram sinais de DNAsn U2 amplamente espalhados pelo
genoma.

Estes sdo os primeiros dados de mapeamento fisico de sequéncias de DNAsn U2 em
Bryconamericus, os quais mostraram-se bastante conservados no cariotipo das populagdes,
diferente dos DNAs ribossomicos analisados. No entanto, ainda ¢ prematuro definir um
padrdo de distribuicao dessa sequéncia nesse grupo de peixes.

O presente estudo mostrou variabilidade cariotipica ja caracteristica para o género
Bryconamericus acompanhada por um evidente polimorfismo de sitios de DNAr 18S e 5S
(Fig. 4), e uma diferenciagdo populacional observada na arvore filogenética do gene COl. As
analises demonstram que esse grupo de peixes pode estar sofrendo um processo evolutivo
divergente ou ainda que essa variabilidade seja reflexo da natureza polifilética do grupo,
caracterizando este  género como modelo interessante para estudos de evolugdo

cromossomica na ictiofauna neotropical.
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Tabela 1. 1: Dados citogenéticos em espécies de Bryconamericus. 2n = nimero diploide, NF = niimero fundamental, m = metacéntrico, sm = submetacéntrico,
st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, t. = terminal, pc. = pericentromérico, i.= intersticial, p = brago curto, q = brago longo, RF= Referéncias.

Espécies Localidade 2n Férmula cariotipica NF AgRONs DNAr 18S, 28S or 45S RF
Bryconamericus aff. exodon Trés Bocas stream/PR 52 16m+12sm+6st+18a 86 2-5 (t. p ou qm, sm) 8 (t. m, sm) 1
Trés Bocas stream/PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 2-5 (t. p ou q m, sm) 8 (t. m, sm) 1
Bryconamericus aff. iheringii Agua da Floresta river/PR 52 8m+22sm+10st+12a 92 2 (t. p sm) 2 (t. p sm) 2
Maringa stream/PR 52 12m+18sm+8st+14a 90 2-4 (t. p sm) 6 (t. p sm) 3
Keller river/PR 52 8m+28sm+6st+10a 94 2-4 (t. p st) 10 (t. p sm, st) 3
4
Tatupeba stream/PR 52 8m+20sm+8st+16a 88 2 (t. p sm) 2 (t. p sm) 3
Keller river/PR 52 12m+18sm+8st+14a 90 - - 4
Trés Bocas stream/PR 52 12m+16sm+10st+14a 90 - - 5
Trés Bocasstream/PR 52 14m+18sm+10st+10a 94 - - 5
Trés Bocas stream/PR 52 10m+24sm+6st+12a 92 - - 5
Trés Bocas stream/PR 52 10m+14sm+8st+20a 84 - - 5
Trés Bocas stream/PR 52 12m+10sm+16st+14a 90 2 (t.p st) 2 (tpst) 6
Trés Bocas stream/PR 52 18m+14sm+10st+10a 94 2-4 (t.p m, g. m, sm) 2-6 (t.p m, g. m, sm) 6
Trés Bocas stream/PR 52 20m+18sm+4st+10a 94 2-5 (t.p m, g m, sm) 2-6 (t.p m, q. m, sm) 6
Trés Bocas stream/PR 52 20m+14sm+12st+6a 98 2-3 (t.p m, q sm, st) 4 (t.p m, q sm, st) 6
Trés Bocas stream/PR 52 22m+18sm+8st+4a 100 3-4 (t.p m, q sm, st) 4-6 (t.p m, q sm, st) 6
Trés Bocas stream/PR 52 18m+24sm+6st+4a 100 3-5 (t.p m, q m,sm) 4-6 (t.p m, q m,sm) 6
Bryconamericus cf. iheringii Corumbatai river/SP 52 10 m +14sm+18st+10a 94 2(t.pa) 2(t.pa) 12

Boulenger, 1887
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Bryconamericus stramineus Mogi-Guagu river/SP 52 26m/sm+26st/a 78 - - 7
Eigenmann, 1908
Guagu stream/MS 52 6m+10sm +16st+20a 84 2 (t. p st) 2 (t. p st) 12
Bryconamericus ecai Forquetinha river/RS 52 10m+10sm+8st+24a 80 2-4 (t. p m, sm, st, a; q sm) 4 (t.pm, a; q sm) 8
Silva, 2004
Forquetinha river/RS 52 10m+14sm+12st+16a 88 2 (t. p st) 2 (t.pst) 8
Forquetinha river/RS 52 14m+12sm+8st+18a 86 2-3 (t. p sm, a) 6 (t. p m, sm, st, a; q sm) 8
Forquetinha river/RS 52 10m+24sm+14st+4a 100 2-3 (t. p sm, st) 2 (t. pm, st) 8
Forquetinha river/RS 52 8m+16sm+14st+14a 90 3 (t. p sm,a) 4 (t.psm,a; q a) 13
Forquetinha river/RS 52 10m+16sm+8st+18a 86 2-3 (t. p m,a; q sm) 5-8 (t. p m,a; q sm, st, a) 13
Forquetinha river/RS 52 8m+18sm+10st+16a 88 2-3 (t. p sm; q st) 8-10 (t. p sm,a; q m,st,a) 13
Bryconamericus turiuba Passa Cinco river/SP 52 8 m +10sm +14st +20a 84 2 (t. pst) 4 (t.pst) 12
Langeani et al. 2005
Bryconamericus sp. A Piracicaba river/SP 52 6m+30sm+6st+10a 94 2-3 (t. p sm, st) - 9;10; 11
Bryconamericus sp. B Piracicaba river/SP 52 10m+6sm+18st+18a 86 1-3 (t. p sm, st) - 9
Piracicaba river/SP 52 6m+10sm+20st+16a 88 1-3 (t. p sm, st) - 10; 11
Bryconamericus sp. C Trés Bocas stream/PR 52 6m+18sm+14st+14a 90 1-4 (t. p m, sm, a; q sm, st) - 10; 11
Bryconamericus sp. D Avoadeira stream/MT 52 8m+14sm+16st+14a 90 14 (t.pst,a) - 10; 11
Bryconamericus sp. E Avoadeira stream /MT 54 10m+16sm+22st+6a 102 - - 10
Bryconamericus sp Vermelho river/PR 52 16m+14sm+10st+12a 91 2(t.pa) 2(t.pa) 13
Vermelho river/PR 52 16m+14sm+10st+12a 91 2-3 (t. p m,sm, a; q m) 16 (t. p m,sm, a; q m,st; i. p m) 13
Cambuta river/PR 52 2m+12sm+20st+20a 88 1-2 (t. p a; q sm) 6 (t. pa; qsm) 13

1- Paintner-Marques et al. (2002); 2- Paintner-Marques et al. (2003); 3- Capistano et al. (2008); 4- Portela-Castro et al. (2008); 5- Eberhardt et al. (2012); 6- Silva et
al. (2014); 7- Portela et al. (1988); 8- Santos et al. (2012); 9- Wasko et al. (1996); 10- Wasko and Galetti Jr. (1998); 11- Wasko and Galetti Jr. (1999); 12- Piscor et
al. (2013); 13 — Presente estudo.
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Figura 1. 1: Caridtipo de Bryconamericus. a) Bryconamericus ecai — citotipo V; b) B. ecai —
citotipo VI; ¢) B. ecai — citotipo VII; d) caridtipo de Bryconamericus sp. ribeirdo Vermelho;

e)

cariotipo de  Bryconamericus

sp.
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Figura 1. 2: Caridtipos com sitios de DNAr 18S. a) B. ecai - citotipo V; b) B. ecai - citotipo VI; ¢) B. ecai - citotipo VII; d) Bryconamericus sp ribeirdo
Vermelho grupo 1: o par 24 mostrando heteromorfismo de tamanho; grupo 2: em destaque o par 8§ com marcacdo intersticial; ¢) Double FISH em
Bryconamericus sp., rio Cambuta, utilizando sonda de DNAr 18S (vermelho) e de DNAsn U2 (verde). Os boxes mostram diferentes padrdes de AgRONs. Em
d 0s boxes com a constri¢do secundaria nos dois grupos. Barra = Spm.
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Figura 1. 3: Caridtipos mostrandos as diferentes marcagdes de DNAr 5S: a) B. ecai - citotipo V; b) B. ecai - citotipo VI; ¢) B. ecai - citdtipo VII;
d) Bryconamericus sp ribeirdo Vermelho, grupo 1; €) Bryconamericus sp., ribeirdo Vermelho, grupo 2; f) Bryconamericus sp., rio Cambuta. Nos
boxes os pares portadores dos sitios de DNAsn U2.
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Figura 1. 4: Ideograma representativo das espécies analisadas mostrando os diferentes
bandamentos: a) citotipo V; b) citotipo VI; c¢) citdtipo VII de Bryconamericus ecai; d)
Bryconamericus sp ribeirdo Vermelho, grupo 1; e) Bryconamericus sp. ribeirdo Vermelho,
grupo 2; f) Bryconamericus sp. rio Cambuta. m= metacéntrico; sm= submetacéntrico; st=
subtelocéntrico; a= acrocéntrico.
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Figura 1. 5: Representacdo grafica da distancia genética K2P, entre as seqiiéncias CO1 de 16
amostras de Bryconamericus. Foi utilizado o método de Neighbor-Joining para o
agrupamento da distdncia genética com 1.000 bootstraps em software MEGA v6.0. Valores de
bootstrap dispostos proximos aos nés. Circulos: Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho;
triangulos: Bryconamericus sp., do rio Cambuta; quadrados: Bryconamericus ecai, do rio

Forquetinha.



CAPITULO 2

Mapeamento cromossdmico de DNA ribossomal 5S em diferentes citétipos de
Bryconamericus aff. iheringii (Characidae): uma analise da distribuic¢do desses genes

ribossomais na familia Characidae

Este artigo sera submetido a publicagdo a revista Cytogenetic and Genome Research.
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RESUMO

O DNAr 58 pertence a uma familia multigénica, sendo a natureza repetitiva dessas sequéncias
um importante marcador para o mapeamento fisico dos cromossomos. Dentre os pequenos
caracideos, Astyanax é o género que apresenta maior numero de estudos com a localizagao de
sitios de DNAr 5S. No presente estudo, foi realizado o mapeamento fisico de genes de DNAr
5S em cinco citotipos de Bryconamericus aff. iheringii, do ribeirdo Trés Bocas/PR, dando
continuidade as andlises citogenéticas convencionais ¢ ao mapeamento de DNAr 18S
realizadas anteriormente. Em todos os citotipos foram observados multiplos sitios de DNAr
58S, variando de 3 a 4 pares de cromossomos, com a maioria das marcagdes terminais e
algumas intersticiais, tanto no brago curto quanto longo dos cromossomos. A analise da
distribui¢do dos genes ribossomais 5S tanto no género Bryconamericus quanto em
Characidae, evidenciou um polimorfismo destes sitios, ja caracteristico no grupo para os
genes de DNAr 18S e sugere que, possivelmente, a localizagao terminal da maioria dos sitios
de DNAr 5S facilite o processo de distribuicio do gene no genoma desses animais,

ocasionado por rearranjos cromossomicos.

Palavras-chave: characiformes, citogenética, FISH, pisces, variabilidade cariotipica,
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INTRODUCAO

O RNA ribossomico ¢ um dos mais abundantes nas células e forma as subunidades
maior ¢ menor dos ribossomos, cuja fungdo ¢ a sintese proteica. A subunidade maior do
ribossomo ¢ formada pela associagdo de proteinas ribossomais aos RNAr 28S, 5,8S e 5S e a
subunidade menor ¢ formada pelo RNAr 18S e proteinas ribossomais.

Os RNAr 18S, 5,8S e 28S estdo relacionados com as regides organizadoras de
nucléolo (RONs) (Long e David, 1980) e o DNAr que codifica para o gene de RNAr 5S
representa a segunda familia multigénica. A sequéncia de nucleotideos e as posigdes destas
duas familias multigénicas tém contribuido, nos ultimos anos, para compreender a estrutura,
organizagdo e evolucdo dos genomas (Martins et al 2002).

O gene de DNAr 5S consiste em uma sequéncia codificadora de 120 pares de bases
(pb), os quais sdo separados por espagadores nao-transcritos (NTS), varidveis, o que resulta
no dinamismo evolutivo destes genes (Williams e Strobeck, 1985).

A natureza repetitiva dessas sequéncias caracteriza-as como marcadores uteis para o
mapeamento fisico dos cromossomos, pois permitem expandir o conhecimento sobre a
estrutura e organizacdo do genoma, e detectar possiveis rearranjos envolvidos nesse processo
(Silva et al, 2013).

O maior niumero de estudos relacionados a localizagdo dos sitios de DNAr 5S na
familia Characidae esta relacionado ao género Astyanax. Pacheco et al (2011), Hashimoto et
al (2011) e Domingues et al (2007), estudando diferentes populagdes de Astyanax
altiparanae, encontraram apenas um par de cromossomos portadores desses cistrons
ribossdmicos, localizados na regido intersticial. J4 em espécies como Astyanax bockmanni
(Kavalco et al 2009; Hashimoto et al 2011 e Silva et al 2013), A. paranae e A. scabripinnis

(Vicari et al 2008) e A. fasciatus (Hashimoto et al 2011; Ferreira-Neto et al 2012) foram
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relatados dois pares portadores de DNAr 5S, localizados na regido terminal e intersticial dos

Cromossomaos.

Diniz et al. (2009), realizando trabalhos com o género Triportheus, relataram a
presenca de apenas um par de cromossomos portadores dos sitios ribossomais 5S em seis das
sete espécies estudadas e dez na espécie T. auritus. De acordo com esses autores esse padrao
pode ser considerado um marcador citogenético para a espécie. Em estudos realizados por
Mariguela et al. (2010) e Wasko et al (2001) no género Brycon, foram observados dois e
quatro sitios de DNAr 5S, respectivamente, sendo todos na regido intersticial dos
cromossomos. Nakayama et al (2008) constataram a presenca de apenas um par portador dos

sitios de DNAr 58S na regido centromérica em trés espécies do género Serrasalmus.

Ainda sdo poucas as analises de mapeamento cromossomico de DNA ribossémico
em espécies do género Bryconamericus, e a maioria se restringe a localizagao de DNAr 18S
(Paintner-Marques et al, 2003 e 2002; Capistano et al, 2008; Santos et al, 2012; Piscor et al,
2013; Silva et al, 2014). Mapeamento fisico de DNAr 5S foi realizado por Piscor et al (2013),
que analisaram trés espécies de Bryconamericus: B. stramineus apresentou um par portador
do sitio ribossomal com marcagdo intersticial; B. turiuba com dois pares com marcagdo
terminal ¢ Bryconamericus cf. iheringii um par também com marcagdo terminal, sendo este

sinténico ao sitio de DNAr 18S.

Mais recentemente, Santos et al (submetido para publicagdo) realizaram estudos
cariotipicos em trés citdtipos de Bryconamericus ecai, do rio Forquetinha/RS e em outras
duas populagdes de Bryconamericus sp e observaram uma variabilidade de sitios de DNAr
5S, desde seis a oito cromossomos portadores na primeira espécie ¢ de dois a seis

cromossomos nas outras duas espécies de Bryconamericus.
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Com base nos dados acima, o objetivo deste estudo foi realizar um mapeamento
cromossomico dos sitios de DNAr 5S em Bryconamericus aff. iheringii, da bacia do rio
Tibagi/PR e, juntamente com relatos da literatura, discutir a distribuicdo dos genes
ribossomais 5S ¢ 18S no género Bryconamericus e na familia Characidae, contribuindo assim
para um melhor entendimento do papel destes genes na evolugdo cariotipica deste grupo de

peixes.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada a hibridagdo fluorescente in situ em 14 individuos de Bryconamericus
aff. iheringii, do ribeirdo Trés Bocas, pertencente a bacia do rio Tibagi, municipio de
Londrina/PR (23°23°06.6°’S / 51°04°35.8°’W), anteriormente analisados por Silva et al.

(2014).

A FISH foi realizada de acordo com Pinkel et al. (1986). A sonda de DNAr 5S de
Imparfinis schubarti (Gouveia et al, submetido para publicagdo), foi marcada por PCR
utilizando o nucleotideo digoxigenina-11-dUTP 1mM (Roche Applied Science). Para a reacao
de 25ul foram utilizados: 2,5 pl de 10X PCR Buffer; 2 ul de DNA a 20ng/ul; dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) a 2mM cada; primers M13 TOPO (invitrogem) a 10um; MgCl, (50
mM); Taq polimerase a 5U/ul e agua para completar a reagdo. A PCR foi realizada utilizando o
seguinte programa: desnaturacdo inicial de 3 min a 95°C; 33 ciclos de 95°C por 30s, 50°C por 30s

e 72°C por Imin, 95°C por 30s, 51° por 30s, 72° por 1 min, com extensdo final de 10min a 72°C

em termociclador MJ Research PTC-100.

As sequéncias foram detectadas com 90 pl de PBS 1x, 10 pl de BSA (5%) e 0,5 pl

de antidigoxigenin-rhodamine (Roche Applied Science), conforme indica¢do do fabricante e
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as laminas foram contra-coradas com 4’-6-diamino-2-phenylindole (DAPI). As imagens
foram capturadas com camera digital Moticam Pro 282B acoplada ao fotomicroscépio de
fluorescéncia Leica DM 4500 B. Para a montagem dos caridtipos, para a identificagdo da
localizacdo dos sitios de DNAr 5S, os cromossomos foram organizados segundo Levan et al.

(1964).

RESULTADOS

As analises de DNAr 5S foram realizadas em Bryconamericus aff. iheringii, do
Ribeirdo Trés Bocas, que apresentou cinco diferentes citotipos, anteriormente determinados
por Silva et al. (2014), todos com numero diploide igual a 52: citotipo II:
18m+14sm+10st+10a e NF = 94; citotipo III: 20m+18sm+4st+10a e NF = 94; citotipo IV:
20m+14sm+12st+6a e NF = 98; citétipo V: 22m+18sm+8st+4a ¢ NF = 100 e citétipo VI:
18m+24sm+6st+4a ¢ NF = 100. Os citotipos II, IV, V e VI apresentaram 4 pares de
cromossomos portadores de sitios de DNAr 5S, enquanto no citétipo III foram observados 3
pares de cromossomos com os sitios ribossomais (Figura 2.1).

No citotipo II foram observados o par 3 com marcagao terminal no brago longo, € os
pares 5, 6 com marcagdes terminais no brago curto € o par 19 intersticial no brago longo
(Figura 2.1a). No Citétipo III foram observadas somente marcagdes terminais, sendo os pares
2 e 16 no brago curto e o par 14 no braco longo (Figura 2.1b). No citétipo IV foram
observados o par 2 com marcagdo terminal no brago longo, os pares 3 e 5 no braco curto € o
par 25 com marcagdo intersticial no braco longo (Figura 2.1c). No citétipo V foram
observadas marcagdes terminais nos pares 4 ¢ 16 no brago longo, o par 14 no brago curto e o
par 25 com marcagdo intersticial (Figura 2.1d). No Citétipo VI foram observadas somente

marcagodes terminais nos pares 2 € 4 no brago curto e 6 e 22 no brago longo (Figura 2.1e).
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DISCUSSAO

Nas analises citogenéticas realizadas at¢é o momento, em Bryconamericus aff
iheringii, do ribeirdo trés Bocas foram encontrados dez citotipos por Eberhardt et al (2012) e
Silva et al (2014). O presente estudo mostrou o mapeamento de sitios de DNAr 5S em cinco
citotipos dessa mesma espécie, anteriormente encontrados por Silva et al. 2014), dando
continuidade aos estudos citogenéticos convencionais € de DNAr 18S. Os resultados
corroboram com os dados encontrados por Piscor et al (2013) para a espécie B. turiuba e,
mais recentemente, por Santos et al (submentido para publicacdo) em B. ecai e em uma
espécie de Bryconamericus sp. ribeirdo Vermelho, onde esses autores também observaram

multiplos cromossomos portadores dos sitios de DNAr 5S.

A presenca de um unico par portador do sitio foi ainda observada em
Bryconamericus sp. rio Cambuta, também analisada por Santos et al. (submetido para
publica¢do) e em B. stramineus e Bryconamericus cf. iheringii, estudadas por Piscor et al.
(2013). Esses resultados confirmam uma variabilidade no nimero de sitios de DNAr 5S no
género (Tabela 1). Interessante notar que, apesar da variabilidade cariotipica em
Bryconamericus aff. iheringii, houve um nimero conservado de sitios de DNAr 5S em 4 dos
5 citdtipos analisados. Foi observada também correpondéncia entre o par 2 nos citotipos III,

IV e VI e no par 3 nos citotipos II e IV (Figura 2.1).

Na familia Characidae, o género Astyanax ¢ o que apresenta maior nimero de
espécies com mapeamento de DNAr 5S, sendo notdvel um padrdo conservado no nimero
destes sitios principalmente em A. altiparanae, com 1 par cromossémico em todas as
populagdes analisadas e em A. fasciatus com 2 pares, entretanto a localizagdo mostrou-se mais

variavel ocorrendo em regides pericentromérica ou intersticial (Tabela 2.1).
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Uma maior variabilidade no nuimero de sitios de DNAr 5S em Astyanax foi
observada na espécie A. scabripinnis, onde diferentes populagdes apresentaram de dois a oito
cromossomos portadores deste sitio ribossomal. Entretanto, dentro deste grupo, maior nimero
de sitios foi relatado para as espécies A. giton e A. intermedius, que apresentaram 10
cromossomos portadores desses sitios (Tabela 2.1). Os dados em Astyanax confirmam uma
grande variabilidade de sitios de DNAr 5S no género, assim como observado em
Bryconamericus, apesar do menor nimero de populagdes estudadas. O mesmo pode ser
observado em Serrapinus, com apenas duas espécies estudadas, e cada uma com numero

variavel de cromossomos portadores desse DNAr (Tabela 2.1).

Em relagdo aos demais géneros da familia Characidae, Brycon, Serrasalmus e
Triportheus sdo os géneros mais conservados, tanto em relagdo ao nimero quanto a posigao

dos sitios de DNATr 58S.

Algumas espécies de caracideos apresentam sitios de DNAr 5S na regido intersticial
dos cromossomos (Tabela 2.1) e, segundo Martins e Galetti (1999), essa localizagdo foi
considerada, em peixes, como sendo uma condicdo ancestral para a distribui¢do desta
sequéncia. Entretanto, nas espécies de Bryconamericus analisadas, incluindo as do presente
estudo, a maioria dos cistrons esta localizada na regido terminal dos cromossomos, sugerindo

uma condicao evolutiva diferente para a localizacdo do DNAr 5S no género.

Segundo Nakajima et al (2012), a dispersdao de segmentos dos cromossomos por
eventos de transposi¢do poderia ser facilitada pela localizacdo de genes na regido terminal dos

Cromossomaos.

De acordo com Martins e Wasko (2004), a presenca dos sitios de DNAr 5S na regido
intersticial pode representar uma vantagem relacionada com a organizacdo do gene no

genoma dos vertebrados, uma vez que estes estariam protegidos de eventos de rearranjos
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cromossomicos. Dessa forma, o género Bryconamericus, que possui poucos sitios
intersticiais, estaria sujeito a sofrer rearranjos, o que estaria levando a variabilidade quanto ao

numero dos sitios de DNAr 5S neste grupo de peixes.

Apesar de apresentar um numero diploide conservado (2n=52), ¢ caracteristica do
género Bryconamericus a presenga de citdtipos devido a uma variabilidade cariotipica tanto
intra quanto interpopulacional. Os dados aqui apresentados confirmam a heterogeneidade da
familia Characidae quanto ao numero e localizagdo de sitios de DNAr 5S e evidenciam a
natureza polimorfica, ja identificada em Bryconamericus, com o mapeamento de genes
ribossomais 18S. Com isso, os resultados do presente trabalho contribuem para o aumento de
dados de mapeamento de genes de DNAr 5S no género, bem como auxiliam na compreensao
da dindmica evolutiva do genoma desses peixes, demonstrando que diferentes processos

evolutivos estariam atuando sobre o género Bryconamericus e a familia Characidae.
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Tabela 2. 1: Dados da localiza¢cdo de DNAr 5S na familia Characidae

Género e Espécies N° de locus de Posicéo Referéncia
DNAr 5S

Astyanax

A. abramis 4 C Paiz et al. (2015)

A. altiparanae 2 I Almeida-Toledo et al. (2002)

A. altiparanae 2 P Fernandes e Martins Santos (2006a)

A. altiparanae 2 P Domingues et al. (2007)

A. altiparanae 2 I Peres et al. (2008)

A. altiparanae 2 prox Ferreira-Neto et al. (2009)

A. altiparanae 2 P Hashimoto et al. (2011)

A. altiparanae 2 I Pacheco et al. (2011)

A. altiparanae 2 I Kavalco et al. (2011)

A.altiparanae 4 p, i Tenodrio et al. (2013)

A.argyrimarginatus 4 p, 1 Tenodrio et al. (2013)

A. asuncionensis 2 c Paiz et al. (2015)

A. bimaculatus group 2 P Peres et al. (2012)

A. aff. bimaculatus 2 I Kavalco et al. (2011)

A. aff. bimaculatus 4 p, i Tenorio et al. (2013)

A. bockmanni 4 d, i Kavalco et al. (2009)

A. bockmanni 4 P Hashimoto et al. (2011)

A. bockmanni 4 P Silva et al. (2013)

A. correntinus 5 C Paiz et al. (2015)

A.elachylepis 2 P Tenodrio et al. (2013)

A. fasciatus 4 I Almeida-Toledo et al. (2002)

A. fasciatus 4 p,1 Peres et al. (2009)

A. fasciatus 6 p, i Peres et al. (2009)

A. fasciatus 4 prox Pazza et al. (2008)

A. fasciatus 4 P Hashimoto et al. (2011)

A. fasciatus 4 i,d Ferreira-Neto et al. (2012)

A. fasciatus 4 prox Ferreira-Neto et al. (2013)

A. fasciatus 4 C Pansonato-Alves et al. (2013)

A. giton 10 it Kavalco et al. (2004)

A. intermedius 10 it Kavalco et al. (2004)

A. lacustris 2 I Almeida-Toledo et al. (2002)

A. lacustris 2 I Peres et al. (2008)

A. mexicanus 6 it Kavalco e Almeida-Toledo (2007)

A. parahybae 4 it Kavalco et al. (2004)

A. paranae 4 prox Vicari et al. (2008)

A. paranae 4 P Silva et al. (2014)
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A. ribeirae

A. schubarti

A. scabripinnis
A. scabripinnis
A. scabripinnis
A. scabripinnis
A. scabripinnis
A. scabripinnis
A. scabripinnis
A. scabripinnis complex
A. scabripinnis
A. scabripinnis
Astyanax sp B
Astyanax sp C
Astyanax sp D
Astyanax sp.
Astyanax sp

A. xavante
Brycon

. amazonicus
. brevicauda
. cephalus

. insignis

. lundii

. microleps

W W W W W W W

. orbignyanus
Brycon sp
Bryconamericus
B. aff iheringii
B. cf. iheringii
B. ecai

B. stramineus
Bryconamericus sp
B. turiuba
Serrasalmus

S. altipinnis

S. gouldingi

S. serrulatus
Triportheus

T. albus

6 T

4 I

4 i

8 p,t

6 i, t

4e6 P, Prox, i

4 p, subt

6 p, subt, i

4 p

4 prox, ¢

2 i

3,6e8 prox, i

4 p

2 p

2 P

4 c

4 p

4 p

2 i

4 i

4 i

4 i

4 i

4 i

4 i

4 i
6/8 t,p,i

2 t
6/8 t

2 P
2/6

4 p

2 c

2 c

2 c

2 c, tel

Kavalco et al. (2010)
Almeida-Toledo et al. (2002)
Almeida-Toledo et al. (2002)
Ferro et al. (2001)

Kavalco et al. (2004)
Mantovani et al. (2005)
Mantovani et al. (2005)
Mantovani et al. (2005)
Fernandes e Martins Santos (2006b)
Vicari et al. (2008)

Peres et al. (2008)

Castro et al. (2014)

Kantek et al. (2008)

Kantek et al. (2008)

Kantek et al. (2008)

Paiz et al. (2015)

Tenorio et al. (2013)

Tenorio et al. (2013)

Mariguela et al. (2010)
Wasko et al. (2001)
Wasko et al. (2001)
Wasko et al. (2001)
Wasko et al. (2001)
Wasko et al. (2001)
Wasko et al. (2001)
Wasko et al. (2001)

Presente estudo

Piscor et al. (2013)

Santos et al. (submetido para publicacdo)
Piscor et al. (2013)

Santos et al. (submetido para publicacdo)

Piscor et al. (2013)
Nakayama et al. (2008)
Nakayama et al. (2008)

Nakayama et al. (2008)

Diniz et al. (2009)




T. angulatus
T. auritus

T. cf. signatus
T. guentheri
T. nematurus
T. trifurcatus
Piabina

P. anhembi
P. argentea
P. argentea
Orthospinus
0. franciscensis
Serrapinus
S. heterodon
S. piaba
Myleus

M. micans
Oligosarcus
O. hepsetus

4/6

c, tel
c, tel
c, tel

c, tel

c, tel

i, t

it

Diniz et al. (2009)
Diniz et al. (2009)
Diniz et al. (2009)
Diniz et al. (2009)
Diniz et al. (2009)
Diniz et al. (2009)

Pazian et al. (2012)
Pazian et al. (2012)
Peres et al. (2008)

Peres et al. (2008)

Peres et al. (2008)
Peres et al. (2008)

Peres et al. (2008)

Kavalco et al. (2005)

82



83

Figura 2. 1: Hibridagdo fluorescente in Situ, mapeamento cromossomico de DNAr 5S em Bryconamericus aff. iheringii do ribeirdo Trés Bocas.
A) citotipo II; B) citdtipo II; C) citdtipo IV, D) citétipo V; E) ocitotipo VI. Barra = Sum
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5- CONSIDERACOES FINAIS

As analises citogenéticas nas diferentes populagdes de Bryconamericus do presente
estudo, corroboram os dados da literatura confirmando uma variabilidade cariotipica do
género e evidenciam estudos inéditos para o género. Diante disto, destacam-se as seguintes
consideragdes:

1. Os dados cariotipicos confirmam o 2n conservado no género, com variagdes na
formula cariotipica, o que leva a formagao de citotipos os quais, provavelmente, sdo devido a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos, como inversoes e translocacdes.

2. Em Bryconamericus ecai, Bryconamericus aff. iheringii ¢ Bryconamericus sp. do
rio Vermelho, foi constatada wvariabilidade cariotipica intrapopulacional, enquanto a
populacdo do rio Cambuta apresentou apenas variabilidade interpopulacional.

3. Com o mapeamento de genes de DNAr foi possivel separar a populagdo de
Bryconamericus sp, do ribeirdo Vermelho, em dois grupos, apesar de apresentarem a mesma
foérmula cariotipica.

4. Um sistema multiplo de RONs foi observado para as populagdes de
Bryconamericus, confirmado pela FISH com a sonda de DNAr 18S, caracteristica marcante
deste grupo de peixes. Entretanto, no grupo 2 de Bryconamericus sp. do ribeirdo Vermelho,
um Unico par de RONs foi confirmado.

5. A presencga de multiplos sitios de DNAr 5S foi observada em todas as populacdes
de Bryconamericus aqui analisadas, contribuindo com mais dados de mapeamento fisico
deste DNAr para o género A maioria das sequéncias foi evidenciada na regido terminal dos
cromossomos, 0 que pode facilitar a ocorréncia de rearranjos cromossOmicos, ou mesmo a
ocorréncia de eventos de transposicao, que podem estar levando a variabilidade no nimero de

sitios ribossomais nas espécies deste grupo de peixes.
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6. Dados inéditos foram obtidos para o género, com o mapeamento de sitios de
DNAsn U2, evidenciando um unico par portador dessa sequéncia em Bryconamericus ecai ¢
nas duas populacdes de Bryconamericus sp, demonstrando que sequéncias conservadas
podem estar presentes no genoma desses peixes, ao contrario da presenga de multiplos sitios
de DNAr.

7. A analise molecular da sequéncia do COl, realizada pela constru¢do da arvore de
Neighbor-Joining, permitiu observar uma diferenga genética significativa entre as populagdes
de Bryconamericus, formando trés diferentes grupos As popula¢des de Bryconamericus sp. do
ribeirdo Vermelho e do rio Cambuta foram agrupados em dois grupos distintos, ¢ formaram
um grupo irmao com individuos de B. ecai.

8. Os dados aqui apresentados confirmam o polimorfismo caracteristico nesse grupo
de peixes e auxiliam na compreensdo da dindmica evolutiva do genoma do género, bem como
demonstram que processos evolutivos divergentes podem estar atuando sobre as populagdes

de Bryconamericus, levando a diferenciagao inter e intrapopulacional das espécies.
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