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USSO, Mariana Campaner. Mapeamento cromossémico de genes ribossomais e de DNAsn
U2 em diferentes populacdes de Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae). 2015.
72f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular), Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Rhamdia quelen pertencente a familia Heptapteridae é considerada um complexo de espécies
devido a problemas taxondmicos e filogenéticos. A utilizacdo de sondas de DNA repetitivo,
que compdem grande parte do genoma eucarioto, pode auxiliar na elucidacdo destas questdes.
No presente trabalho, foram analisadas seis populagdes de Rhamdia quelen, onde todas
apresentaram 2n=58 com varia¢cdes na formula cariotipica: 40m+10sm+4st+4a e numero
fundamental (NF) igual 112, para a populacdo do rio Quexada/PR, 40m+12sm+6st (NF=116)
para 0 Ribeirdo do Penacho/PR, 32m+8sm+18st (NF=116) para o rio Cambé/PR e
34m+16sm+8st (NF =116) para o rio Miranda/MS. As duas outras populagdes, do rio Taquari
e do Ribeirdo Lindoia, ambas do estado do Parana, foram anteriormente analisadas por outros
autores, por meio de coloracdo convencional, impregnacdo por nitrato de prata e
fluorocromos. A regido organizadora de nucléolos (AgRONSs) foi evidenciada na regido
terminal de um cromossomo submetacéntrico, nas quatro populagdes analisadas neste estudo.
A coloracdo com fluorocromo CMA; foi positiva em um par de cromossomos,
correspondente a AgRONSs, sendo que a populacdo do rio Quexada apresentou um
heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homdlogos. O mapeamento cromossémico
de genes ribossomais 18S e 5S e de U2 DNAsn foi realizado nas seis populagdes de Rhamdia
quelen, incluindo as do rio Taquari e do ribeirdo Linddia. Em todas a FISH com sonda de
DNAr 18S confirmou o padréo simples da RON eos resultados mostraram diferentes padrbes
de distribuicdo de U2 DNAsn entre as populacGes, sendo que alguns sitios desta sequéncia
mostraram-se co-localizados com genes ribossomais 18S. A utilizacdo da sonda de DNAr 5S
evidenciou um padréo simples para este sitio, exceto para a populacdo do rio Miranda, que
também mostrou-se diferente das demais popula¢Ges em relacdo a sequéncia de DNAsn U2,
apresentando um sitio simples. Os dados aqui apresentados confirmam, de modo geral, a
evolucdo cariotipica conservativa de Rhamdia quelen, contudo, particularidades foram
encontradas na populagdo do rio Miranda revelando uma variagdo interpopulacional na
microestrutura da espécie nunca antes evidenciada.

Palavras-chaves: Citogenética de peixes. Complexo de espécies. Familia multigénica. FISH.



USSO, Mariana Campaner. Mapeamento cromossémico de genes ribossomais e de DNAsn
U2 em diferentes populacdes de Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae). 2015.
72p. Dissertation (Master’s Degree in Genetics and Molecular Biology - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Rhamdia quelen belonging to Heptapteridae family, is considered a species complex due to
taxonomic and phylogenetic problems. The use of repetitive DNA probes, which make up
much of the eukaryote genome, may help to elucidate these issues. In this study, six
populations of R. quelen were analyzed, all presented 2n = 58, with variations in karyotype
formula: 40m + 10sm + 4st + 4a and with an fundamental number (NF) of 112, for the
population of the Quexada / PR river, 40m + 12sm + 6st (NF = 116) for the Penacho/ PR
stream, + 32m + 8sm 18st (NF = 116) for the Cambé / PR river and 34m + 16sm + 8st (NF =
116) of the Miranda / MS river. The other two populations, the river Taquari and stream
Lindobia, both the state of Parana, analyzed previously by other authors, using conventional
staining, nitrate by impregnating silver and fluorochromes. The Nucleolar Organizer Regions
(AgNORs) was found in the terminal region of a chromosome submetacentric in the four
populations analyzed in this study. Staining with fluorochrome CMA3 was positive in a pair
of chromosomes, corresponding to AgNORs, and the population of Quexada river presented a
heteromorphic size between homologous chromosomes. The chromosomal mapping of
ribosomal genes 18S and 5S and U2 DNAsnh was carried out in six populations of R. quelen,
including the Taquari river and Linddia stream. In all the FISH with 18S rDNA probe
confirmed the simple pattern of RONs and the results showed different snhDNA U2
distribution patterns among populations, and some sites of this sequence proved to be co-
located with 18S ribosomal genes. The use of 5S rDNA probe showed a simple pattern to this
site, except for the population of the Miranda river, who also showed different from the other
communities on following U2 snDNA, with a simple site. The data presented here confirm
generally to conservative R. quelen karyotypic evolution, however, characteristics found in
Miranda river population showing a microstructure of inter-population variation in species
never before highlighted.

Keywords: Fish cytogenetics. Species complex. Multigene family. FISH.
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1. INTRODUCAO

1.1 A familia Heptapteridae e o género Rhamdia: aspectos gerais

Os peixes pertencentes a ordem Siluriformes apresentam como caracteristica
marcante o corpo nu, envolto por pele espessa ou coberto total ou parcialmente por
placas dsseas (BRITSKI et al., 1998) e sdo conhecidos popularmente como mandis,
bagres e cascudos (NELSON, 2006). E uma das ordens mais representativas de peixes
neotropicais, distribuidos em 36 familias, 478 géneros e 3.093 espécies (FERRARIS,
2007).

A familia Heptapteridae é uma das familias mais especiosas da ordem
Siluriformes, compreendendo atualmente 208 espécies (ESCHMEYER e FONG, 2014)
distribuidas em 26 géneros: Acentronichthys, Brachyglanis, Brachrhamdia,
Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella, Heptapterus, Horiomyzon,
Imparales, Imparfinis, Leptorhamdia, Mastiglanis, Medemichthys, Myoglanis,
Nannoglanis, Nemuroglanis, Pariolius, Phenacorhamdia, Phreatobius, Pimelodella,
Rhamdella, Rhamdia, Rhamdioglanis, Rhamdiopsis e Taunayia (BOCKMANN e
GUAZELLI, 2003). No territério brasileiro estdo distribuidas, aproximadamente. 100
espécies pertencentes a 20 géneros (BOCKMANN, 2007).

Os heptapterideos geralmente encontram-se solitarios, escondidos na vegetacao
da margem dos rios e alguns géneros apresentam ampla distribuicdo pelos rios da
América do Sul contudo, algumas espécies sdo marcadas por forte endemismo e héabitos
troglomorficos. Seu habito alimentar é variado, mas a maioria é carnivora ou onivora e a
fertilizacdo é externa, ndo apresentando dimorfismo sexual e nem cuidado parental com
a prole (BOCKMANN e GUAZELLLI, 2003).

As relagdes filogenéticas da familia tém passado por varias modificacdes nos

ultimos anos. Segundo dados morfoldgicos de Pinna (1993), esta familia estaria mais



14

relacionada a bagres asiaticos, Bagridae, do que a Pimelodidae e Pseudopimelodidae,
sendo que Bagridae, Heptapteridae e Olyridae pertenceriam a Subordem Heptapteroidei,
Pimelodidae pertenceria a Subordem Eusiluroidei e, por fim, Pseudopimelodidae a
Loricarioidei.

A filogenia proposta por Bockmann (1998), para a subordem Heptapteroidei,
também com base em dados morfolégicos, coloca a familia Heptapteridae como um
grupo monofilético, enquanto que Bagridae s sera considerado monofilético se
Olyridae se tornar seu sub-grupo. Segundo o autor, Heptapteridae estaria dividida em
duas tribos monofiléticas: Phreatobiini (que inclui Preatobius, Gladioglanis e os outros
géneros com musculo adductor mandibulae hipertrofiados) e a Heptapteriinae (que
inclui os demais géneros).

Nos ultimos anos, Brito (2003), Diogo (2003) e Sullivan et al. (2006),
utilizando-se de dados morfoldgicos e moleculares, mostram Heptapteridae mais
relacionada as familias Pimelodidae e Pseudopimelodidae, formando junto com o
género Conorhynchos a superfamilia Pimelodoidea, subordem Siluroidei.

Além da complexa relacdo filogenética da familia Heptapteridae, existem
muitos conflitos taxondmicos em relacdo aos seus géneros e espécies. A classificagcdo
das espécies torna-se dificil, principalmente nos casos das espécies cripticas, onde 0s
caracteres morfoldgicos ndo sdo suficientes para sua distingdo e, geralmente, estdo
associadas a “complexos de espécie”, onde diferentes espécies biologicas sao incluidas
em uma mesma nomenclatura taxonémica, como ocorre em Rhamdia quelen
(PERDICES et al., 2002).

Os géneros Imparfinis, Pimelodella e Rhamdia sdo os mais amplamente
estudados em Heptapteridae. Imparfinis possui 18 espécies validas (BOCKMANN e

GUAZELLI, 2003) e suas relacoes filogeneticas sdo uma das menos resolvidas dentro
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da familia (BOCKMANN, 1994), suas espécies estdo distribuidas pelos rios da América
Central e em areas tropicais da América do Sul. So peixes relativamente pequenos,
com habitos noturnos e bentdnicos (CASTRO e CASSATI, 1997). Pimelodella possui
70 espécies validas, o género mais especioso da familia, dentre estas espécies pelo
menos 30 ocorrem no Brasil. S&o peixes de pequeno a médio porte. Habitam ambientes
diversificados como cabeceira de riachos, grandes rios, tanto na superficie quanto em
ambientes subterraneos (BOCKMANN e GUAZELLLI, 2003).

O género Rhamdia ocorre em praticamente todas as bacias hidrograficas da
América do Sul (SILFVERGRIP, 1996). A sistemética deste género é extremamente
complexa, sendo que a Unica revisdo sistematica realizada até o momento foi por
Silfvergrip (1996), que considerou como validas apenas 11 das quase 100 espécies
descritas. A descricdo de mais quatro espécies nos ultimos anos eleva o numero para 15
espécies validas (BOCKMANN e GUAZELLI, 2003).

O género Rhamdia incluiria 19 espécies validas fundamentado no
reconhecimento de Rhamdia guatemalensis (GUNTHER, 1864) como espécie valida
por Greenfield e Thomerson (1997), Weber & Wilkens (1998), Bussing (1998), Romero
e Paulson (2001), Wilkens (2001) e Weber et al. (2003); Rhamdia zongolicensis
Wilkens, 1993 como valida por Weber e Wilkens (1998), Romero e Paulson (2001) e
Wilkens (2001); Rhamdia cinerascens (GUNTHER, 1980) como valida por Perdices et
al. 2002; e a transfréncia de Brachyrhamdia marthae Sands e Black, 1985 para o género
Rhamdia por Zarske (2003) (ANZA, 2006).

Os dados de Ferraris (2007), entretanto, propdem que 0 género é composto por
17 espécies vélidas: Rhamdia enfurnada, R. foina, R. guasarensis, R.humilis, R.

itacaiunas, R. jequitinhonha, R. laluchensis, R. laticauda, R. laukidi, R. macuspanensis,
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R. muelleri, R. nicaraguensis, R. parryi, R. poeyi, R. quelen, R. reddelli e R.
xetequepeque.

Segundo os bancos de dados Fish Base e Taxonomicon ditos respectivamente
como: Frose e Pauly (2015) existem hoje 21 espécies consideradas vélidas para o
género Rhamdia, j& para Bronds (1989-present) sdo 28 espécies validas. Como pode ser
observado, muitos ainda sdo os conflitos dentro do género, e segundo Bockmann e
Guazelli (2003) a familia Heptapteridae de modo geral é pouco estudada
taxonomicamente e Rhamdia seria um género, sem nenhuma davida, parafilético.

Dentre as espécies do género, Rhamdia quelen, é a que apresenta maior
distribuicdo geografica na familia Heptapteridae, sendo conhecida popularmente como
jundia, jandia, mandi e sapipoca. Seus representantes vivem em lagos e pocos fundos
dos rios, preferindo os ambientes de dguas mais calmas com fundo de areia e lama,
junto as margens e vegetacdo. Escondem-se entre pedras e troncos apodrecidos, de onde
saem a noite, a procura de alimento (GUEDES, 1980), podendo ser encontrados,
inclusive, vivendo em simpatria com outras espécies de Rhamdia.

A coloracdo de Rhamdia quelen varia de marrom avermelhado claro a cinza
arddsia. A pigmentacdo da parte inferior da cabeca é variavel, podendo ser diferenciada
das outras espécies por caracteristicas como: espinho da nadadeira peitoral serrilhado
em ambos os lados; nadadeira caudal com l6bulos desiguais; membrana interradial
menor do que 2/3 docomprimento do raio do lobo superior da nadadeira caudal/ lobo
inferior da nadadeira caudal; com ou sem poros sensoriais multiplos na cabega; véu da
narina posterior aberta postero-lateralmente, barbilhGes maxilares no minimo 28,8% do
comprimento padréo; arcos branquiais de 5 a 16; vertebras pos Weberianas de 36 a 44;
olhos de tamanho médio, com ou sem padrdo de manchas; com ou sem uma marca tipo

selim escuro na nuca (SILFVERGRIP, 1996).
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Ferraris (2007) considera Rhamdia quelen sinonimia para outras 50 espécies,
sendo: Silurus quadrimaculatus, Silurus erythropterus, Pimelodus quelen, Pimelodus
sebae, Pimelodus nandia, Heterobranchus sextentaculatus, Pimelodus sapo, Pimelodus
hilarii, Pimelodus pentlandii, Pimelodus Stegelichii, Pimelodus Sellonis, Pimelodus
Deppei, Pimelodus musculus, Pimelenotus Vilsoni, Pimelodus cinerascens, Pimelodus
guatemalensis, Pimelodus wuchereri, Pimelodus godmanni, Pimelodus micropterus,
Pimelodus (Rhamdia) Baronis Mulleri, Pimelodus wagneri, Rhamdia dorsalis, Rhamdia
bransfordii, Pimelodus bathyurus, Pimelodus (Rhamdia) Parabybae, Pimelodus
(Rhamdia) Queleni cuprea, Pimelodus (Rhamdia) Cuyabae, Rhamdia oaxacae,
Rhamdia depressa, Pimelodus Boucardi, Rhamdia heteracantha, Rhamdia barbata,
Rhamdia nasuta, Rhamdia branneri, Rhamdia branneri voulezi, Rhamdia mounseyi,
Rhamdia riojae, Rhamdia ortoni, Rhamdia microps, Rhamdia pubescens, Silurus
rivularis, Silurus 9-radiatus, Caecorhamdia urichi, Rhamdia guatemalensis muriei,
Rhamdia guatemalensis decolor, Rhamdia guatemalensis stygaaea, Rhamdia saijaensis,
Rhamdia duquei, Rhamdia sebae martyi, Rhamdia lehmanni.

Devido a grande dificuldade de identificacdo das espécies, muitos ainda sdo os
conflitos taxondmicos existentes no género Rhamdia, principalmente em Rhamdia
quelen, por esse motivo sua sistematica permanece confusa, sendo que o monofiletismo
do género ainda ndo pode ser confirmado, e R. quelen tem sido considerada um

complexo de espécies (PERDICES et al., 2002).

1.2 O género Rhamdia: aspectos citogeneéticos
Dentre as 17 espécies de Rhamdia apenas sete possuem dados citogenétcos: R.

branneri, R. hilarii, R. laticauda, R. quelen, R. sapo, Rhamdia sp. e R. voulezi (Tabela
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1). Dentre as espécies analisadas destaca-se o fato de Rhamdia quelen possuir um maior
namero de estudos morfoldgicos e citogenéticos.

Todas as espécies de Rhamdia estudadas, até o momento, possuem 58
cromossomos e variagdes nas formulas cariotipicas tanto entre espécies quanto entre
diferentes populagdes da mesma espécie (Tabela 1).

E caracteristica do género a presenca de cromossomos supranumerarios ou Bs,
que sdo cromossomos adicionais ao complemento cromossémico normal, possuem um
comportamento irregular no processo de meiose, seguindo um padrdo ndo mendeliano,
com taxas de transmissdo mais elevadas do que os cromossomos do complemento A; e
sua origem, frequéncia e evolugdo ainda ndo foram totalmente estabelecidas
(CAMACHO et al., 2000). Em Rhamdia, esses cromossomos variam intra e
interindiviadualamente, podendo ser de tamanho médio, pequeno ou
microcromossomos, mas o mais frequente sdo os de tamanho médio (STIVARI e
MARTINS-SANTOS, 2004; SWARCA et al., 2003; MORAES et al., 2009). Eles
podem ser total ou parcialmente heterocromaticos ou, até mesmo, eucromaticos
(ABUCARMA e MARTINS-SANTOS, 2001; MORAES et al., 2007; MORAES et al.,
2009).

Existem vérios casos de polipléides reportados nos vertebrados inferiores e, em
peixes Neotropicais, a triploidia é a Unica forma de poliploidia natural evidenciada até o
momento (CENTOFANTE et al., 2001). Em Rhamdia quelen individuos tripldides
foram evidenciados em duas populagdes, a do Ribeirdo Linddia e da Lagoa da Usina
Hidrelétrica do Ney Braga (TSUDA et al., 2010; SILVA et al., 2011, respectivamente) e
em Rhamdia sp. do Ribeirdo Grande (GARCIA et al ., 2003). A fertilizacdo de um

oocito diploide por um espermatozdide haploide, combinada com possiveis choques
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térmicos, tem sido considerada a origem mais provavel para estes individuos triploides
(CUELLAR e UYENO, 1972).

No género Rhamdia a regido oraganizadora de nucléolos (RONSs), geralmente
ocorre na regido terminal do brago curto de um par de cromossomos subtelocéntricos,
caracterizando um sistema simples (MORAES et al., 2010; GARCIA et al., 2010;
MARTINEZ et al., 2011).

Borba et al. (2012) analisando diferentes populacdes de Rhamdia quelen,
observaram diferentes padrdes de distribuicdo das RONs, sendo que o par portador varia
do cromossomo 18 a 27 (sm e st), sendo predominantemente no brago curto contudo, foi
também observado em posicdo intersticial e terminal do braco longo. Segundo o0s
autores, a ocorréncia de muitos citotipos de NOR é devido a ocorréncia de diferentes
eventos sucessivos como delecdes e inversdes, que nao alteram o numero diploide.
Provavelmente, a RON estava, no inicio, em posi¢do terminal de um par cromossémico
submetacéntrico e eventos de delecdo poderiam ter originado um subtelocéntrico,
permanecendo a RON em posicdo terminal; sucessivos eventos de inversao poderiam
ter mudado a posicdo da RON para a regido intersticial do braco longo de um par
submetacéntrico.

O sistema multiplo de RONs é raro no género, sendo evidenciado em duas
espécies de Rhamdia: R. brannei (ABUCARMA e MARTINS-SANTOS, 2001) e
Rhamdia sp (ANDRADE et al., 1998; ABUCARMA e MARTINS-SANTOQOS, 2001). As
RONs, em Rhamdia, mostram-se fluorescentes quando coradas com fluorocromo
Cromomicina Az (CMAg3), demonstrando que sao ricas em pares de base GC, sendo que
nenhuma outra regido apresenta afinidade por esse corante (FENOCCHIO et al., 2002;

GARCIA et al., 2003;MORAES et al., 2007).



20

Analises sobre sequéncias de DNA repetitivo s6 foram evidenciadas em
Rhamdia quelen e Rhamdia sp. (Tabela 2), sendo estes estudos restritos a localizacdo de
sitios de DNAr 18S, que confirmam o padrdo de RON simples neste grupo de peixes e
de DNAr 5S, cuja distribuicdo pode ser observada em um par cromossomico
submetacéntrico ou subtelocéntrico na regido pericentromérica (GARCIA et al.,

2010;MARTINEZ et al., 2011).
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Tabela 1 - Dados cariotipicos no género Rhamdia. 2n=numero dipléide; Bs= cromossomo

supranumerdrio; NF=numero fundamental; Lg= lagoa; R= rio; Rb= ribeirdo; Rv = reservatorio;
US=usina; Ar= Argentina; BR= Brasil; EUA= Estados Unidos da América; MG=Minas Gerais; MS=
Mato Grosso do Sul; PR=Parand; SC= Santa Catarina; SP=Sao Paulo; RJ= Rio de Janeiro.

Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica Bs NF Referéncia
R branneri. Us. Salto Segredo — 58 36m+14sm+4st+4a 0-2 112 Abucarma e Martins-
R. hilarii R.lguagu/PR 58 36m+18sm+8a . 116 Santos (2001)
R. Onga/SP Toledo e Ferrari (1976)
R. hilarii Monjolinho/SP 58 - 0-5 >100 Fenocchio e Bertollo
(1990)
Rhamdia cf. Rv. Jurumirim/SP; Rb. 58 30m+18sm+10st 0-3 106 Vissotto et al., (1999a)
hilarii Quinta/SP; Rb.
Jacutinga/SP; Rb. Horteld/
SP; R. Araqua/SP; R.
Pardo/SP
R. hilarii Rv. Lobo/SP 58 - 0-3 ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. hilarii Rv. “29”/SP 58 - 0-5 ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. hilarii R. Mogi-Guagu/SP 58 - - ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. hilarii R. S30 Franscisco/MG 58 - 2 ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. hilarii R. Aguapey/Ar 58 - - ~108  Fenocchio et al., (2000)
R. hilarii R. Mogi-guacu/SP 58 58m/SM 0-2 116 Maistro et al., (2002)
R. hilarii R. Aguapey/Ar 58 26m+16sm+8st+82 - 108 Fenocchio et al.,(2003a)
R. laticauda EUA 58 - - 1004 Le Grande (1981)
R. quelen R. Oeste — Cascavel/PR 58 36m+10sm+12st - 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Sangdo — Cascavel/PR 58 32m+8sm+12st+62 0-1 110 Garcia et al., (2010)
R. quelen Angra dos Reis/RJ 58 40m+10sm+8st - 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen R. S30 José /RJ 58 36m+14sm+8st 0-1 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen R. Paraiba do Sul/RJ 58 36m+14sm+8st 0-1 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Araras/SP 58 40m+10sm+8st 0-5 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen R. Capivra-Botucatu/SP 58 44m+12sm+2st 0-1 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Colina/SP 58 36m+10sm+12st 0-5 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Guapiara/SP 58 36m+10sm+12st - 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Iguapé/SP 58 36m+10sm+12st - 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen R. Passa Cinco — 58 34m+16sm+8st 0-4 116 Garcia et al., (2010)
Ipetna/SP
R. quelen Fortuna — Mariapolis/SP 58 40m+10sm+8st 0-1 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Piquete/SP 58 40m+10sm+8st 0-2 116 Garcia et al., (2010)
R. quelen Sto. Antdnio do Pinhal/SP 58 30m+14sm+12st+2a 0-2 114 Garcia et al., (2010)
R. quelen Lg. dos Quadros/RS 58 52m/sm/st+62 0-2 110 Hochberg e Erdtmann
(1988)
R. quelen R.Guaiba/RS 58 52m/sm/st+62 0-2 110 Hochberg e Erdtmann

(1988)
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Espécie Localidade 2n Foérmula Cariotipica Bs NF Referéncia
R. quelen R. Mogi-Guagu/SP 58 - 4 ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. quelen R.Iguagu/SC 58 - 0-1 ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. quelen R.Parand/Ar 58 - - ~108 Fenocchio et al., (2000)
R. quelen R. Parand/Ar 58 26m+16sm+8st+82 - 108 Fenocchio et al.,
(2003a)
R. quelen R. Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+42 0-1 108 Fenocchio et al.,
(2003b)
R. quelen R.lguagu/PR 58 32m+16sm+6st+42 - 116 Swarga et al., (2003b)
R. quelen R.Taquarussu/PR 58 26m+20sm+6st+62 1-4 110 Stivari e Martins-Santos
(2004)
R. quelen Rb. Maringd/PR 58 26m+22sm+6st+4a/ - 110 Stivari e Martins-Santos
26m+24sm+8st (2004)
R. quelen Rb. Linddia/PR 58 30m+14sm+10st+4a - 112 Tsuda et al., (2010)
R. quelen Rb. Linddia/PR 3n=87 45m+21sm+15st+6a - 168 Tsuda et al., (2010)
R. quelen Cg. Caetano/MG 58 - - - Silva e Morelli (2005)
R. quelen Serra da Bodoquena,/MS 58 36m+16sm+6st 0-3 116 Moraes et al., (2007)
R. quelen Agua dos Patos/SP 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Moraes et al., (2009)
R. quelen Agua das Pedras/PR 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Moraes et al., (2009)
R. quelen Taquari/PR 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Moraes et al., (2009)
R. quelen FUNPIVI/SC 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Moraes et al., (2009)
R. quelen Mogi-Guagu 58 11m+18sm+12st+6a - - Martinez et al., (2011)
R. quelen Araguaia 58 18m+18sm+14st+8a 1-5 - Martinez et al., (2011)
R. quelen Lagoa da Usina Elétrica 58 38m/sm+14st+62 - 110 Silva et al., (2011)
Ney Braga/PR
R. quelen Lagoa da Usina Elétrica 3n=87 57m/sm+21st+92 - - Silva et al. (2011)
Ney Braga/PR
R. quelen RibeirGes da Bacia do Alto 58 32m+18sm+8st 2 116 Borba et al., (2011)
Parana
R. quelen R. Parana 58 46m/sm +12st - 116 Coles et al., (2013)
R. quelen R. Paraguai 58 46m/sm +12st - 116 Coles et al., (2013)
R.sapo Buenos Aires/Ar 58 44 m/sm + 14st/a 0-1 - Valcarcel et al., (1993)
Rhamdia sp. EUA 58 - - 100+4 Le Grande (1981)
Rhamdia sp. Us. Salto Segredo— 58 36m+14sm+4st+42 0-2 112 Abucarma e Martins-
R.lguagu/PR Santos (2001)
Rhamdia sp. Rb. Grande 58 46m/sm+12st/a 0-4 - Garcia et al., (2003)
Rhamdia sp. Rb. Grande/SP 3n=87 69m/sm+18st/a - - Garcia et al., (2003)
R. voulezi Us. Salto Segredo — 58 36m+14sm+4st+42 0-2 112 Abucarma e Martins-

R.lguagu/PR

Santos (2001)

Dados compilados de Moraes-Manécolo (2014) com atualizages.
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1.3 Mapeamento de DNAs repetitivos em Heptapteridae: localizacdo de
DNAs ribossomais 18S e 5S
O DNA repetitivo compreende segmentos de DNA de diferentes tamanhos, que se
repetem de dezenas a milhdes de vezes no genoma e compdem uma grande parcela do
genoma dos eucariotos (TAFT et al., 2007), podendo ser dividido em moderadamente
repetitivo com 10 a 10° cépias por genoma e sequéncias altamente repetitivas com mais

de 10° por genoma.

Por muitos anos, o DNA repetitivo foi considerado como um “DNA lixo”
(DOOLITTLE e SAPIENZA, 1980), entretanto, este tipo de DNA pode estar envolvido
em rearranjos cromossomicos, tais como delecdes, duplicagbes, inversdes e
translocacOes reciprocas, sendo responsavel por proporcdes significativas das variacdes
cariotipicas observadas em muitos grupos (KIDWELL, 2002). O mapeamento
cromossémico de DNAs repetitivos tem se mostrado um marcador citogenético muito
importante no grupo dos peixes, podendo auxiliar na compreensdo de problemas
taxondmicos (BLANCO et al.,, 2011), filogenéticos (TEIXEIRA et al., 2009),
diferenciagbes populacionais (MARTINEZ et al., 2011), evolucdo de cromossomos

sexuais (VICARI et al., 2008) e de cromossomos B (SILVA et al., 2014).

Uma familia multigénica, € um tipo de DNA moderadamente repetitivo, que
compreende um grupo de genes todos descendentes de um ancestral comum, que tem
sequéncias similares e estdo relacionados funcionalmente (NEI e ROONEY, 2005). Séo
sequéncias repetidas de DNA, que codificam importantes moléculas como 0os RNAs
ribossomais (RNAr) (MARTINS, 2007), histonas (CHILDS et al. 1981) e pequenos
DNAs nucleares (UDNAsn) (VALADKHAN, 2005). Eventos de duplicacdo durante a

evolucdo podem ser responsaveis pela formacdo das familias multigénicas, e que as
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diferencas observadas entre esses genes sdo causadas por acumulo de mutacdes
ocorridas ao longo do tempo. A presenca de pseudogenes € uma caracteristica comum
nas familias multigénicas, estes possuem grande semelhanca com os genes funcionais
da mesma familia, mas perderam sua capacidade de expressdo devido a mutacdes
adquiridas (FARAH, 2007).

Os RNAs ribossémicos sdo os mais abundantes RNAs na célula eucaridtica
(MARTINS e WASKO, 2004), que podem ser divididos em duas familias multigénicas,
repetidas em tandem: a primeira representada pelo DNAr 45S, que compreende as
regibes que transcrevem o0s genes RNAs 28S, 18S e 5,8S, além de espacadores
intergénicos; e a segunda, DNAr 5S, consiste de uma sequéncia altamente conservada
de 120 pares de base e espacadores nao transcritos (NTS) de tamanho variavel
(MARTINS, 2007). Os quatro genes de RNAr em eucariotos sdo transcritos por duas
RNAs polimerase distintas: 0s genes do DNAr 45S pela polimerase | e 0 gene de DNAr
5S pela polimerase 111 (MARTINS e WASKO, 2004).

Os dados copilados na tabela 2 evidenciam que, atualmente, apenas quatro dos 26
géneros da familia Heptapteridae (15,4%) e apenas 7,2% das suas 208 espécies,
apresentam algum dado sobre as sequéncias de DNAr 18S ou 5S, evidenciando que este
grupo de peixes tem muito para ser explorado do ponto de vista citogenético.

A hibridacdo in situ (FISH) com DNAr 18S realizada nas diferentes espécies de
Heptapteridae revela, com exatiddo, um padrdo simples de cromossomos portadores das
regides organizadoras de nucléolo, que € o mais predominante no grupo, sendo que das
15 espécies analisadas de diferentes populacdes, somente Pimelodella sp. apresentou
um sistema de RONs multiplas, confirmado pela sonda de DNAr 18S (Tabela 2). Duas
especies de Rhamdia: R. branneri (ABUCARMA e MARTINS-SANTOS, 2001) e duas

populacdes de Rhamdia sp. (ANDRADE et al.,, 1998; ABUCARMA e MARTINS-
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SANTOS, 2001), mostraram NORs multiplas, por meio da impregnacdo de nitrato de
prata entretanto, ndo foi realizada uma analise de FISH com a sonda de DNAr 18S para
confirmacdo deste sistema.

Em relacdo a utilizacdo da sonda de DNAr 5S, esta sequéncia mostra-se mais
heterogénea entre os géneros e espécies da familia Heptapteridae.O género Imparfinis
demonstra uma predominéncia de sitios ribossomais 5S multiplos para as espécies
analisadas, exceto uma populacdo de Imparfinis schubarti analisada porKantek et al.
(2009). No género Pimelodella existem espécies tanto com um padrdo simples quanto
maultiplo deste tipo de DNA repetitivo, caracterizando uma variabilidade interespecifica
na localizacdo deste sitio ribossomal (Tabela 2). Rhamdia é o género que apresenta o
maior numero de estudos com sonda de DNAr 5S (Tabela 2), sendo o sistema simples
caracteristico no grupo, onde a Unica excecdoé a populacdo de Rhamdia quelen do rio
Fortuna- SP (Tabela 2).

A sintenia entre os genes ribossomais 18S e 5S em peixes ndo € um evento muito
comum e este padrdo ndo é alterado dentro da familia Heptapteridae, onde somente o
género Imparfinis apresenta espécies com esta caracteristica: 1. mirini, l. minutus
(FERREIRA et al., 2014) e I. schubarti (KANTEK et al., 2009). Segundo Ferreira et al.
(2014), a sintenia entre este dois sitos ribossomais € considerada uma apomorfia para a
familia, e parece ser um carater plesiomdérfico para o género Imparfinis entretanto, este
padrdo s6 pode ser confirmado com o aumento no numero de estudos dessa natureza,
uma vez que poucas das analises apresentaram double FISH com estas sondas.

O mapeamento cromossdmico, por hibridacdo in situ com fluorescéncia (FISH),
dos DNAs ribossomais DNAr 5S e 18S, vem sendo realizado com grande frequéncia
em estudos citogenéticos de peixes, mostrando ser um importante marcador

cromossémico, uma vez que sua localizacdo pode diferir entre espécies, assim como
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entre populacGes da mesma espécie, podendo estar em um unico par cromossémico,
varios pares, em sintenia entre eles e com outros DNAs repetitivos (TRALDI et al.,
2013; PANSONATO-ALVES et al., 2013; SILVA et al., 2014).

Na familia Heptapteridae os estudos com estas sequéncias de DNAs ribossomais
sdo restritos, principalmente, a trés géneros: Imparfinis, Pimelodella e Rhamdia.
Comparado com a grande diversidade deste grupo, se faz necesséria a realizacdo de
mais analises sobre estes DNAs repetitivos em outros géneros e espécies de
heptapterideos, bem como a deteccdo simultanea destas sondas, podendo assim revelar

um cenério mais diversificado dentro da familia.
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Tabela 2 -Dados de DNAr 18S e 5S na familia Heptapteridae. 2n=nUmero dipldide; FISH=
hibridizacdo in situ ; Lg= lagoa; R= rio; Rb= ribeirdo; Rv = reservatério;GO=Goids;MG=Minas
Gerais;PR= Parana;RJ=Rio de Janeiro;RS= Rio Grande do Sul; SP=S3o Paulo.

Familia /Espécie Localidade 2n FISH 18S  FISH 5S Referéncia
Heptapteridae
Imparfinis minutus Ribeirdo Jacui’-SP 58 Simples Multiplo  Ferreira et al., (2014)
Imparfinis mirini Rb. Jacutinga/ PR 58 Simples - Gouveia et al., (2013)
Imparfinis mirini Rio Paraitinga-SP 58 Simples Multiplo  Ferreira et al., (2014)
Imparfinis mirini Rio Araras- SP 58 Simples Multiplo  Ferreira et al., (2014)
Imparfinis mirini Rio Ipero’-SP 58 Simples Multiplo  Ferreira et al., (2014)
Imparfinis mirini Rio Passa Cinco-SP 58 Simples Multiplo  Ferreira et al., (2014)
Imparfinis mirini Rio Pilar do Sul-SP 58 Simples Multiplo  Ferreira et al., (2014)
Imparfinis schubarti Drenagem 58 Simples Simples  Kantek et al., (2009)
Piumhi/MG
Imparfinis schubarti Rb. Trés Bocas/PR 58 Simples - Gouveia et al., (2013)
Imparfinis schubarti Rio Laranjinha/PR 58 Simples - Gouveia et al., (2013)
Imparfinis aff. schubarti Rb.Marrequinhas/ PR 58 Simples - Stolf et al., (2004)
Imparfinis aff. schubarti Rb Trés Bocas/ PR 58 Simples - Stolf et al., (2004)
Imparfinis aff. schubarti R. Agua da 58 Simples - Stolf et al., (2004)
Floresta/PR
Almparfinis aff. schubarti R.Vinicius/PR 58 Simples - Stolf et al., (2004)
Imparfinis aff. schubarti R. Taquari/PR 58 Simples - Stolf et al., (2004)
Imparfinis aff. schubarti R.Jataizinho/PR 58 Simples - Stolf et al., (2004)
Imparfinis cf. schubarti Rib. da Bacia do Alto 58 Simples - Borba et al., (2011)
Parana
Phenacorhamdia tenebrosa Ribeirdes da Bacia do 58 Simples - Borba et al., (2011)
Alto Parana
Pimelodella aff. avanhandavae R. Tibagi/PR 52 Simples - Swarga et al., (2003a)
Pimelodella boschmai Mogi-Guagu 46 Simples Simples  Garcia; Almeida-
Araras/SP Toledo (2010)
Pimelodella gracialis Parand Mariapolis/SP 46 Simples Multiplo  Garcia; Almeida-
Toledo (2010)
Pimelodella lateristriga Paraiba do Sul 58 Simples Simples  Garcia; Almeida-
Angra/RJ Toledo (2010)
Pimelodella laurenti Cordisburgo/MG 46 Simples Dazzani et al., 2012
Pimelodella meeki R. Limoeiro/PR 46 Simples - Vidotto et al., (2004)
Pimelodella meeki R. Couro de Boi/PR 46 Simples - Vidotto et al., (2004)
Pimelodella meeki R. Gabriel da 46 Simples - Vidotto et al., (2004)
Cunha/PR
Pimelodella meeki Sao Miguel 46 Simples Simples  Garcia; Almeida-
Arcanjo/SP Toledo (2010)
Pimelodella meeki Pilar doSul/SP 46 Simples Simples  Garcia; Almeida-
Toledo (2010)
Pimelodella meeki Rb. Jacutinga/PR 46 Simples - Gouveia et al., (2013)
Pimelodella meeki Rib. da Bacia do Alto 46 Simples - Borba et al., (2011)
Parana
Pimelodella sp. Pardo Cardoso/SP 46 Multiplo Multiplo  Garcia; Almeida-
Toledo (2010)
Pimelodella sp. Botucatu/SP 46 Simples Multiplo  Dazzani et al., 2012
Pimelodella sp. Colina/SP 46 Simples Simples  Dazzani et al., 2012
Pimelodella sp. Guapiara/SP 46 Simples Simples  Dazzani et al., 2012
Pimelodella sp. Pirassununga/SP 46 Simples Simples  Dazzani et al., 2012
Pimelodella spelaea S. Domingos/GO 46 Simples Multiplo  Dazzani et al., 2012
Rhamdia quelen Lg. dos Quadros/RS 58 Simples - Hochberg e Erdtmann
(1988)
Rhamdia quelen R.Guaiba/RS 58 Simples - Hochberg e Erdtmann
(1988)
Rhamdia quelen R. Iguagu/PR 58 Simples - Fenocchio et al.,
(2003b)
Rhamdia quelen FUNPIVI/SC 58 Simples - Moraes et al.,
(2009,2010)
Rhamdia quelen Sangdo — Cascavel/PR 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)
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Tabela 2 -Dados de DNAr 18S e 5S na familia Heptapteridae. 2n=nUmero dipldide; FISH=
hibridizacdo in situ ; Lg= lagoa; R= rio; Rb= ribeirdo; Rv = reservatério;GO=Goids;MG=Minas
Gerais;PR= Parana;RJ=Rio de Janeiro;RS= Rio Grande do Sul; SP=S3o Paulo.

Familia /Espécie Localidade 2n FISH 18S  FISH 5S Referéncia

Rhamdia quelen R. Oeste — 58 Simples Simples  Garcia et al.,(2010)
Cascavel/PR

Rhamdia quelen Angra dos Reis/RJ 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen R. S30 José /RJ 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen R. Paraiba do Sul/RJ 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen Araras/SP 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen R. Capivra- 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)
Botucatu/SP

Rhamdia quelen Colina/SP 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen Guapiara/SP 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen Iguapé/SP 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen R. Passa Cinco — 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)
Ipetna/SP

Rhamdia quelen Fortuna — 58 Simples Multiplo  Garcia et al., (2010)
Mariapolis/SP

Rhamdia quelen Piquete/SP 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)

Rhamdia quelen Sto. Antdnio do 58 Simples Simples  Garcia et al., (2010)
Pinhal/SP

Rhamdia quelen Rb. Lindéia/PR 3n=87 Simples Simples  Tsuda et al., (2010)

Rhamdia quelen Mogi-Guagu 58 Simples Simples  Martinez et al., (2011)

Rhamdia quelen Araguaia 58 Simples Simples  Martinez et al., (2011)

Rhamdia quelen Lg.da Usina Elétrica 58 Simples Simples  Silva et al., (2011)
Ney Braga/PR

Rhamdia quelen Lg.da Usina Elétrica 3n=87 Simples Simples  Silva et al., (2011)
Ney Braga/PR

Rhamdia quelen Rib.da Bacia do Alto 58 Simples Simples  Borba et al., (2012)
Parana

Rhamdia quelen Rio Parana 58 Simples Simples  Coles et al., (2013)

Rhamdia quelen Rio Paraguay 58 Simples Simples  Coles et al., (2013)

Rhamdia sp. Rb. Grande 58 Simples Simples  Garcia et al., (2003)

Rhamdia sp. Rb. Grande/SP 3n=87 Simples Simples  Garcia et al., (2003)
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1.4 Pequenos DNAs nucleares (DNAsn): um novo marcador citogenético

Os pequenos DNAs nucleares pertencem a uma familia multigénica de RNAs
ndo codificantes, que compdem o spliceossomo, grandes complexos de
ribonucleoproteinas que realiza o splicing, sendo a maior e mais complicada maquinaria
celular conhecida (VALADKHAN, 2005). A remoc¢do dos introns do prée-RNAm
(splicing), é uma etapa crucial e onipresente na expressao genética dos eucariotos.
Quase todos os transcritos primarios sofrem multiplos eventos de splicing e splicing
alternativo. Os RNAs nucleares pequenos (RNAsn) sdo componentes de um complexo
de pequenas ribonucleoproteinas (RNPsn) (MANCHADO et al., 2006), podendo ser
subdivididos em 5 tipos: U1, U2, U4, U5 e U6 (VALADKHAN, 2005). A maioria dos
RNAsn sdo transcritos pela polimerase 1l, exceto o U6 RNAsn que é transcrito pela

polimerase 11l (McNAMARA-SCHROEDER et al., 2001).

A utilizacdo destas sequéncias na citogenética de peixes teve inicio recentemente
com Ubeda-Manzanaro et al. (2010) que analisaram quatro espécies da familia
Batrachoididae. Nestas espécies a sequéncia de RNAsn U2 apresentou-se de forma
levemente distinta: em Amphichthys cryptocentrus foi dispersa e abundante; em
Batrachoides manglae também foi dispersa e abundante em todos 0s cromossomos, mas
um sinal mais forte foi visto em um par cromossdmico. Em Porichthys plectrodon a
hibridizacdo desta sequéncia foi dispersa, mas menos do que em A. cryptocentrus. O
padrdo mais distinto foi observado em Thalassophryne maculosa onde um sinal forte de
hibridizacdo da sonda de U2 RNAsn foi observado no braco longo de um par
cromossémico, sendo que neste mesmo cromossomo estd co-localizado o DNAr 18S.
Um Double FISH com as sondas de DNAr 5S e U2 DNAsn também foi realizada em

Batrachoides manglae, e mostrou que estes genes ndo estdo co-localizados.
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Merlo et al. (2010) analisaram duas espécies: Dicentrarchus labrax,
Dicentrarchus punctatus e o hibrido destas espécies, Dicentrarchus labrax (%) x
Dicentrarchus punctatus (J3) e utilizaram sondas de DNAr 18S, 5S e RNAsn U2. Nas
duas espécies e no hibrido um par portador s cistrons de DNAsn U2 foi observado,
sendo que as trés sequéncias utilizadas apresentaram-se em cromossomos distintos.

Uma espécie da familia Haemulidae, Plectorhinchus mediterraneus, foi
analisada por Merlo et al. (2012a), utilizando DNAr 18S e 5S e RNAsn U2 e U5. As
duas Ultimas sondas foram isoladas juntas, portanto estdo ligadas e foram observadas
em um par cromossdmico médio na posicdo subcentromérica. Nenhuma das outras
sondas apresentaram-se co-localizadas

Merlo et al. (2012b) analisaram Halobatrachus didactylus, da familia
Batrachoididae, e realizaram Double FISH com DNAsn U2 e outros trés DNAs
repetitivos, DNAr 18 e 5s e (GATA),, a fim de observar uma possivel co-localizacdo. A
sonda de DNAsn U2 foi localizada no meio do brago longo de um par cromossémico
médio submeta/subtelocéntrico, e nenhuma co-localizacdo desta sequéncia com as
outras foi detectada.

A sonda de DNAsn U1 foi analisada em 12 espécies da familia Cichlidae por
Cabral de Melo et al. (2012) e todas as espécies estudadas apresentaram pequenos sitios
em um par de homologos, na posicdo terminal, intersticial ou proximal. As espécies
africanas apresentaram esta sequéncia na regido terminal do braco longo de um par
subtelo/acrocéntrico. Em Etroplus maculates, uma espécie asiatica, esta sequéncia
ocupa a regido intersticial do braco longo de um pequeno subtelo/acrocéntrico. Nas
espéecies da América do sul um padrdo mais variado foi observado: em Retroculus
lapidifer, Cichlakelberi, Biotodoma cupido, Aequidens tetramerus, Heros efasciatus,

Geophagus brasiliensis, G. proximus e Satanoperca jurupari 0 cistron esta no bracgo
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longo de um par subtelo/acrocéntrico, sendo localizado na regido terminal nas cinco
primeiras espécies, intersticial em Geophagus brasiliensis e proximal nas ultimas duas
espéecies. Em Astronotus ocellatus e Mesonauta festivus o gene de RNAsn U1l esta
localizado na regido terminal de um par meta/submetacéntrico, em A. ocellatus no braco
longo e em M. festivus no brago curto (CABRAL DE MELO et al.,2012).

Em 2013, Supiwong e colaboradores caracterizaram citogenéticamente Mystus
bocourti, Bagridae, com nove classes de DNA repetitivos, incluindo DNAr 5S e 18S,
RNAsn U2, microsatellites(CA)15 e (GA)15, repeticdes teloméricas e retrotransposons
(Rex 1, 3 e 6). O gene de RNAsn U2 foi localizado no brago curto de um par
submetacéntrico, e na double FISH desta sequéncia com DNAr 5S ndo foi observada

nenhuma co-localizacao.

O trabalho mais recente utilizando este novo marcador citogenético, foi
realizado por Utsonomia et al. (2014) em seis espécies de Gymnotus e a distribuicdo de
DNAsn U2 foi observada em um unico par cromossémico, com exce¢édo de G. pantanal
que apresentou sinal em 12 cromossomos acrocéntricos nas fémeas e em 11 nos
machos, diferenga esta devida a ocorréncia de cromossomos sexuais nesta espécie. A
deteccdo simultanea com sonda de DNAr 5S revelou que estas sequéncias nao estao co-
localizadas em nenhuma das espécies analisadas, mesmo em G. inaequilabiatus que

apresentou varios sitios de DNAr 5S.

A maioria dos estudos relatados acima, propde uma tendéncia evolutiva de que
os sitios de DNAsn se acumulem em um Unico par cromossémico. Um cenario mais
diversificado para a distribuicdo desta sequéncia sé foi reportado, até 0 momento, por
Ubeda-Manzanaro et al. (2010), que observaram trés padrbes distintos em espécies de
Batrachoididae: a sequéncia compartimentalizada em um Unico par; bem distribuida em

todos os cromossomos e os dois padrdes simultdneos. Um outro padrdo de distribuicéo
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foi evidenciado por Utsunomia et al.(2014b) em Gymnotus pantanal, onde mais de um

par cromossomico apresentou blocos com esta sequéncia.

Na maioria dos trabalhos com esta sequéncia foram realizadas hibridizagdes
simultaneas com outros DNAS repetitivos e o Unico caso em que foi observada uma co-
localizagdo, foi em Thalassophryne maculosa, com o DNAr 18S (UBEDA-
MANZANARO et al. 2010). E claro que, a cada analise, novas contribuicdes sobre a
distribuicdo desta sequéncia vao se somando e uma real proposta evolutiva para sua

localizagcdo cromossdmica em peixes podera ser estabelecida.
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2. Objetivos: geral e especificos
O presente estudo tem por objetivo geral a analise de diferentes sequéncias de
DNA repetitivo em diferentes populacbes de Rhamdia quelen, visando melhor
compreender sua estrutura genética e evolugdo cariotipica e contribuir para elucidar
problemas taxondémicos.
Os objetivos especificos séo:
e Estabelecer nimero diploide, férmula cariotipica e localizacdo das Ag-RONs em
diferentes populagdes de Rhamdia quelen
o Identificar regides cromossomicas ricas em pares de bases AT e GC
e Localizar sitios de DNAs ribossdmicos 5S e 18S e de DNAsn U2
e Comparar os dados obtidos com a literatura, procurando compreender melhor a
organizacdo e evolucdo cariotipica deste complexo de espécies, assim como seu padréo

taxondmico.
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3. Material e Locais de coleta

No presente estudo foram analisadas seis populacfes de Rhamdia quelen
coletadas em diferentes pontos da bacia do rio Parana e da bacia do rio Paraguai.
(Tabela 3 ; Figural).

Os rios Paraguai e Parand formam um dos mais extensos e relevantes eixos
continentais de integracdo politica, social e econdbmica da América do Sul. Englobam
regides de cinco paises: Brasil, Bolivia, Argentina, Paraguai e Uruguai. Estes dois rios
formam o eixo de 3.442 quilémetros que liga 0 meio do continente ao oceano Atlantico
(AGENCIA NACIONAL DE TRANSPORTES AQUAVIARIOS 2013).

A bacia do rio Paraguai, que é um tipico rio de planicie e tem como
caracteristica uma excelente regularidade de seu regime hidrico, pode ser dividido nos
seguintes trechos: Paraguai Superior e Alto Paraguai, que percorrem o Brasil e suas
fronteiras; Médio Paraguai e Paraguai Inferior, que sdo trechos fora do pais. O Paraguai
Superior inicia nas cabeceiras do rio e vai até Caceres, porém ndo é um trecho
navegavel e é o Unico que ndo faz parte da hidrovia. O Alto Paraguai € o trecho situado
entre Caceres e a foz do Rio Apa, podendo ser dividido em dois subtrechos: Céceres a
Corumba e Corumba a foz do Rio Apa. O Médio Paraguai, por sua vez, representa o
trecho compreendido entre a foz do Rio Apa e Assuncdo. O Paraguai Inferior,
finalmente, compreende o trecho entre Assuncdo e a confluéncia com o Rio Parana
(AGENCIA NACIONAL DE TRANSPORTES AQUAVIARIOS 2013).

A Bacia do Paranad é uma ampla regido sedimentar do continente sul-americano
que inclui porgOes territoriais do Brasil meridional, Paraguai oriental, nordeste da
Argentina e norte do Uruguai, totalizandouma area que se aproxima dos 1,5 milhdo de
quildmetros quadrados (MILANI et al., 2007). Composta por 16 bacias hidrograficas

menores: Bacia Litoranea, Bacia do Ribeira, Bacia do Cinzas, Bacia do Iguacu, Bacias
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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 e 4 (MILANI et al., 2007).

Tabela 3-Locais de coleta e bacias hidrograficas dos exemplares de Rhamdia quelen

analisados. MS= Mato Grosso do Sul; PR= Parana

Locais de coleta Bacia N° de

individuos

Rio Miranda-MS Rio Alto Paraguai — Rio Paraguai 34,39

19°31°24.96”S/57°02°25.51”W

Rio Quexada —PR Rio lvai — Rio Parana 53,492,472

23°56°9.65°S/51°39°26.08”W

Rib. Penacho - PR Rio das Cinzas- Rio Parana 14,19

23°22°54.3”S/50°19°75.5”W

Rio Taquari -PR Rio Tibagi - Rio Parana 104,39

23°10°45.2°’S/50°56°30.9°W

Rib. Linddia -PR Rio Tibagi - Rio Parana 43,49,1?

23°16°24.24°°S/51°8°21.55°W

Rio Cambé-PR Rio Tibagi - Rio Parana 53,49

23°17°8.28’* S/51°16°67.7°W

Total de individuos: 52
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Figura 1- Mapa do Brasil: locais de coleta: (a) bacia do rio Alto Paraguai: rio Miranda
(MS); (b) bacia rio Parana: rio Quexada (PR), ribeirdo do Penacho (PR), rio Taquari
(PR), ribeirdo Linddia (PR), rio Cambé (PR).
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CAPITULO I

Mapeamento cromossdmico de genes ribossomais e de RNAsn U2 em
diferentes populagdes de Rhamdia quelen (Siluriformes,
Heptapteridae)

*Este artigo serd submetido a publicacdo na revista Genetica

Mapeamento cromossémico de genes ribossomais e de RNAsn U2 em

diferentes populagbes de Rhamdia quelen  (Siluriformes,
Heptapteridae)
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Resumo

Grande parte do genoma eucarioto é composto por DNA repetitivo, incluindo familias
multigénicas como DNA ribossdémico, histonas e UDNAsn. Anélises dessas sequéncias
podem auxiliar na compreensdo de problemas taxondmicos e filogenéticos em
diferentes grupos de peixes, embora esses estudos ainda sejam escassos neste grupo.
Diante disso, seis populacbes de Rhamdia quelen, considerada um complexo de
espécies, foram analisadas, confirmando o numero dipldide igual 58, a presenca de
variagdo nas formulas cariotipicas e AGQRON simples rica em bases GC. Além disso, foi
realizado um mapeamento cromossémico de genes ribossomais 18S e 5S e de DNAsn
U2. Os resultados mostraram diferentes padrfes de distribuicdo desta ultima sequéncia
entre as populacdes, sendo que apenas a do rio Miranda apresentou um padrdo simples.
A distribuicdo dos genes de DNAr 18S confirmaram o padréo simples da RON, estando
co-localizados com alguns sitios de U2 DNAsn. Foi evidenciado um padrdo simples de
distribuicdo do DNAr 5S, exceto na populacdo do rio Miranda. Os resultados
demonstram, de um modo geral, a evolugdo cromossomica conservativa de Rhamdia
quelen, mas com uma distribuicdo diferencial de alguns marcadores nas diferentes
populacdes, como na populacdo do rio Miranda, confirmando essas familias de DNA

repetitivos como importantes ferramentas em estudos filogenéticos e taxondmicos.

Palavras-chaves: Citogenética de peixes, complexo de espécies, familia multigénica,
FISH.

Introducéo
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O DNA repetitivo compreende segmentos de DNA de diferentes tamanhos, que
se repetem de dezenas a milhdes de vezes no genoma e compdem uma grande parcela
do genoma dos eucariotos (Taft et al. 2007). Essas sequéncias incluem familias
multigénicas, satélites, microssatélites e elementos transponiveis (Jurka et al. 2005). O
mapeamento cromossémico de DNAs repetitivos pode auxiliar na compreensao de
problemas taxonémicos (Blanco et al. 2011), filogenéticos (Teixeira et al. 2009),
diferenciacbes populacionais (Martinez et al. 2011), evolugdo de cromossomos sexuais
(Vicari et al. 2008) e de cromossomos B (Vicari et al. 2011; Silva et al. 2014).

Os RNAs ribossémicos sdo os mais abundantes RNAs na célula eucaridtica e
estdo organizados em familias multigénicas (Martins e Wasko 2004). Sdo organizados
em duas familias distintas denominadas DNAs ribossomais (DNAr) 45S e 5S, sendo
que 45S compreende os genes codificantes do RNAr 18S, 5.8S e 26-28S (Long e Dawid
1980) . Em peixes, a maioria dos estudos se concentram nesta classe de DNA repetitivo
(Kavalco et al. 2005; Rosa et al. 2006; Garcia et al. 2010; Mendes et al. 2011;
Bitencourt et al. 2012; Traldi et al. 2013; Pansonato-Alves et al. 2013; Silva et al. 2014)
e ainda sdo poucos os estudos em relacdo aos elementos transponiveis e histonas no
genoma de peixes, mas estes dados vem aumentando nos ultimos anos (Hashimoto et al.
2011; Hashimoto et al. 2013; Pansonato-Alves et al. 2013; Silva et al. 2014).

Os U DNAsn sdo uma familia multigenica de RNAs ndo codificantes que
compdem o spliceosomo, ribonucleoproteina responsavel pelo processo de splicing dos
precursores do RNAm, podendo ser subdivididos em 5 tipos: U1, U2, U4, U5 e U6
(Valadkhan 2005). A maioria dos RNAsn séo transcritos pela polimerase |1, exceto o
U6 que é transcrito pela polimerase 111 (McNamara-Schroeder et al. 2001). S&o poucos
os estudos em peixes com estes RNAsn (Ubeda-Manzanaro et al. 2010; Merlo et al.

2010, 2012a, 2012b; Cabral-de-Melo et al. 2012; Supiwong et al. 2013; Utsunomia et
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al. 2014). De modo que a realizacdo de novos estudos pode auxiliar na compreensao da
evolucdo destes genes no genoma dos peixes.

O género Rhamdia, ocorre em praticamente todas as bacias hidrograficas da
Ameérica do Sul (Silfvergrip 1996), compreendendol7 espécies validas (Ferraris 2007).
Rhamdia quelen € a espécie que apresenta maior distribuicdo geogréafica dentro da
familia Heptapteridae, podendo ser encontrada, inclusive, vivendo em simpatria com
outras espécies de Rhamdia, sendo considerada sinonimia para outras 50 (Ferraris 2007)
e consistindo em um complexo de espécies (Perdices et al. 2002).

Rhamdia quelen é a espécie do género com mais estudos morfologicos e
citogenéticos, apresentando 2n=58 e variacdes nas formulas cariotipicas entre as
populacgdes, sendo a presenca de cromossomos B uma caracteristica da espécie (Moraes
et al. 2009; Garcia et al. 2010;). Assim como na maioria dos peixes, a classe de DNA
repetitivo mais estudada em Rhamdia quelen é DNAr 18S. Esses estudos revelam o
sistema de RON simples é conservado na espécie e em relacdo ao DNAr 5S este parece
estar distribuido em um Gnico par cromossémico em posi¢do intersticial, na maioria das
populacdes analisadas (Garcia et al. 2010, Martinez et al. 2011).

Embora o DNAr tenha sido analisado, pouco se sabe sobre outras sequéncias de
DNA repetitivo no grupo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
andlise citogenética comparativa entre diferentes populacbes de Rhamdia quelen, por
meio de andlise convencional e do mapeamento cromossdmico de genes ribossomais e
de DNAsn U2, afim de compreender melhor a estrutura genetica, evolugéo cariotipica e

taxonémica deste complexo de espécies.
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Material e Métodos
Origem das amostras
No presente estudo foram analisadas seis populacdes de Rhamdia quelen

coletadas em diferentes bacias hidrograficas como relacionado na tabela abaixo.

Tabela 1-Locais de coleta e bacias hidrograficas dos exemplares de Rhamdia quelen

analisados. MS= Mato Grosso do Sul; PR= Parana

Locais de coleta Bacia N° de

individuos

Rio Miranda-MS Rio Alto Paraguai — Rio Paraguai 34,39

19°31°24.96”S/57°02°25.51”W

Rio Quexada PR Rio lvai — Rio Parana 53,49.,472

23°56°9.65°S/51°39°26.08”W

Rib. Penacho - PR Rio das Cinzas- Rio Parana 14,19

23°22°54.3”S/50°19°75.5”W

Rio Taquari -PR Rio Tibagi - Rio Parana 104,39

23°10°45.2°S/50°56°30.9°W

Rib. Linddia -PR Rio Tibagi - Rio Parana 43,49,1?

23°16°24.24°°S/51°8°21.55°W

Rio Cambé-PR Rio Tibagi - Rio Parana 53,49

23°17°8.28’* S/51°16°67.7°W

Total de individuos: 52

Anédlise Citogenética Convencional e Bandamentos Cromossdémicos

A mitose foi estimulada por injecéo de suspenséao de levedura nos animais, como
descrito por Lee e Elder (1980). Os cromossomos mit6ticos foram obtidos por
preparacdo direta, removendo o rim posterior, de acordo com a metodologia proposta
por Bertollo et al. (1978) e, para analise, as laminas foram coradas com Giemsa 5% em
tampéo fosfato pH 6.8. Os cromossomos foram classificados de acordo com Levan et al.
(1964) e para determinagdo do numero fundamental (NF), 0S cromossomos
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st) foram considerados
portadores de dois bragos e 0s acrocéntricos (a) um bracgo. As regides organizadoras de

nucléolo (AgRONSs) foram detectadas pela técnica de impregnagédo de nitrato de prata
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segundo Howell e Black (1980). Para a determinacdo dos sitios ricos em pares de base
GC e AT foram utilizados os fluorocromos cromomicina Az (CMA3) e 4,5-diamino-

phenylindole (DAPI), segundo Schweizer (1976).

Obtencéo e marcacéo das sondas e hibridacéo fluorescente in situ (FISH).

A sonda de DNAr 5s de Imparfinis schubarti (Gouveia, comunicacdo pessoal)
foi marcada por PCR utilizando nucleotideo digoxigenina-11-dUTP 1mM(Roche
Applied Science) e para a reacdo de 25ul foram utilizados: 2,5 pl de 10X PCR Buffer; 2
pul de DNA de Imparfinis schubarti 20ng/pl; dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a
2mM cada; primers a 10um; MgCl, (50 mM); Tag polimerase a 5U/ul e agua para
completar a reagao.

As sondas de DNAr 18S de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti 2004) e
de U2 RNAsn de Eigenmannia virescens utilizadas na double FISH foram marcadas por
PCR com biotina-16-dUTP e o sinal foi detectado com avidina-FITC (Roche Applied
Science) e com digoxigenina-11-dUTP, eo sinal detectado com anti-digoxigenina-
rodamina (Roche Applied Science), respectivamente. A FISH 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 fotomicroscépio Olympus BX61.

Resultados

Dos exemplares de Rhamdia quelen aqui estudados, duas populacgdes ja tinham
sido previamente descritas, por meio de coloragdo convencional, impregnagdo por
nitrato de prata e fluorocromos: as populagdes do rio Taquari e do ribeirdo Lindoia, por

Moraes et al. (2010) e Tsuda et al. (2010), respectivamente. Todas as populacdes
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apresentaram um numero diploide igual 58, com variagao na formula cariotipica para as
quatro populacdes analisadas no presente estudo: 40m+10sm+4st+4a e NF igual 112
para o rio Quexada (Fig. 2a), 40m+12sm+6st com NF igual 116 para o Ribeirdo do
Penacho (Fig. 2b), 32m+ 8sm+ 18st com NF igual para o rio Cambé (Figura 2c) e
34m+16sm+8st com NF igual 116 para o rio Miranda (Fig. 2d).

A impregnacdo por nitrato de prata revelou Ag-RONs na regido terminal do
braco curto de somente um cromossomo submetacéntrico, nas quatro populacfes de
Rhamdia quelen (Fig. 2 a,b,c, d- box). O tratamento com fluorocromo CMA; revelou
marcacdo positiva em um par submetacéntrico, provavelmente correspondente a
AgRONSs (Fig. 2 a,b,c,d box), sendo que na populagdo do rio Quexada foi encontrado
um heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homologos (Fig. 2a box). Com o
DAPI nenhuma marcacao foi observada.

A FISH com sonda de DNAr 18S também identificou apenas um par
cromossémico com 0s cistrons ribossomais na regido terminal nas seis populacGes de R.
quelen (Fig. 3a,b,c,d,e,f). A presenca de um heteromorfismo de tamanho entre os
cromossomos homologos também foi observada na populagédo do rio Quexada (Fig. 3a).

A sequéncia de DNAsn U2 foi observada em cinco cromossomos nas
populacdes do rio Quexada e do ribeirdo Lindoia (Fig. 3a, e, respectivamente), em seis
cromossomos nas populacdes do ribeirdo do Penacho e rio Taquari (Fig. 3b, d,
respectivamente) e em um Unico par na populacdo do rio Miranda (Fig 3c). Na
populacéo do rio Cambe néo foi utilizada a sonda desta sequéncia.

A detecgdo simultanea de 18S com DNAsn U2 evidenciou trés padrdes distintos
nas populacbes de Rhamdia quelen: (i) sintenia dos genes em um par cromossémico nas

populagcdes do rio Quexada, ribeirdo do Penacho e rio Taquari (Fig. 3a, b, d,
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respectivamente), (ii) sintenia em um Unico cromossomo, populacdo do ribeirdo
Lindoia, (Fig. 3e) e (iii) posicdo ndo sinténica, populacao do rio Miranda(Fig. 3c).

A sequéncia de DNAr 5S esta localizada na regido intersticial em um par
cromossémico nas populacdes do rio Quexada, ribeirdo do Penacho, rio Taquari,
ribeirdo Linddia e rioCambé (Fig. 4a, b,d,e, f). A populacdo do rio Miranda foi a Unica a

evidenciar mais de um par cromossdmico portador deste sitio de DNAr (Fig.4c).

Discussao

Dentro da familia Heptapteridae Rhamdia quelen é a espécie mais estudada
apresentando um 2n=58, bem conservado no género, apesar da familia possuir uma
notavel variacdo indo de 2n=42 em Imparfinis hollandi (Margarido e Moreira Filho
2008) a 2n=58 em Rhamdia (Moraes et al. 2009, Garcia et al. 2010; Silva et al. 2011).
As diferentes populacbes de R. quelen estudadas, todas com 58 cromossomos,
apresentam diferentes formulas cariotipicas, mas com predominancia de cromossomos
meta e submetacéntricos, com altos NF (Tabela 2), assim como as populacdes aqui
analisadas.

A presenca de cromossomos B é uma caracteristica marcante deste grupo de
peixes, sendo que polimorfismos numéricos ja foram relatados por diversos autores para
a espécie (Stivari e Martins-Santos 2004; Garcia et al. 2010; Martinez et al. 2011),
entretanto, ndo foi observada a presenca de cromossomos acessorios nas populacdes
analisadas, exceto na populacdo do rio Taquari, anteriormente reportada por Moraes et
al. (2010).

Perdices et al. (2002) sugerem o0 género Rhamdia passou por um processo de
divergéncia recente e que sua formula cariotipica ainda estaria em processo de

diferenciacdo. E valido ressaltar que a natureza pequena e a compactacdo dos
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cromossomos deste grupo de peixes podem interferir na sua classificacao, acarretando
na presenca das diferentes formulas cariotipicas.

Entretanto, a hipotese mais provavel para a manutencdo do nimero dipldide e a
divergéncia nas formulas cariotipicas em Rhamdia quelen, seria devido a ocorréncia de
rearranjos cromossdmicos estruturais do tipo inversdo pericéntrica ou translocacdo,
como ja proposto por outros autores (Garcia et al. 2010, Martinez et al. 2011). Apesar
de muitos estudos, um padréo de estrutura cariotipica, de acordo com a localidade ou
sistema hidrografico ainda nao foi bem estabelecido para a espécie (Garcia et al. 2010).

O padrdo de RON simples é predominante em R. quelen e sua presenca em
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos é o mais frequente, sendo
confirmado pela FISH com a sonda de DNAr 18S em algumas populac@es, inclusive as
do presente estudo (Tabela 2). Ag-RONs simples sdo um importante marcador
citogenético para a espécie e para 0 género, apesar de Ag-RONs multiplas ja terem sido
descritas para outras espécies de Rhamdia (Andrade et al. 1998; Abucarmae Martins-
Santos 2001).

Durante algum tempo, antes da utilizacdo de sondas de DNAr 18S que fornecem
uma localizacdo precisa dos cistrons de DNA ribossémico, os fluorocromos, como a
cromomicina Az foram utilizados para auxiliar na localizacdo da RON uma vez que,
segundo Salvadori et al. (1995), essa regido esta associada com familias de DNA ricas
em pares de base GC. Esse é um padrdo observado em todas as populacBes analisadas
de Rhamdia quelen (Tabela 2).

Um polimorfismo estrutural do sitio ribossdomico pode ser a causa do
heteromorfismo de tamanho da RON da populagédo do rio Quexada, sendo as possiveis
causas para este polimorfismo eventos espontaneos de duplicacdo, delecdo e crossing-

over desigual (Gold et al. 1990).
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Os estudos com a sequencia de DNAsn U2 em peixes ainda sdo muito restritos
entretanto, Ubeda-Manzanaro et al. (2010) analisando espécies da familia
Batrachoididae, observaram padrdes diferentes de distribuicdo desta sequéncia de DNA
repetitivo, como: bloco em um Unico par cromossémico, dispersa por todos 0s
cromossomos ou entdo apresentando os dois padrbes simultaneamente. Contudo, a
maioria dos estudos propde uma tendéncia evolutiva de que sitios de DNAsn U2 se
acumulem em um Unico par cromossdmico como foi observado em Batrachoidae
(Batrachoidiformes), Moronidae (Perciformes), Bagridae (Siluriformes), Haemulidae
(Perciformes) e Gymnotidae (Gymnotifomes) (Merlo et al. 2010, 2012a,b; Ubeda-
Mazanaro et al. 2010; Supiwong et al. 2013; Utsunomia et al. 2014).

Contrariando os estudos realizados, o presente trabalho mostrou a presenca de 5
a 6 cromossomos portadores da sequéncia de DNAsn U2 em todas as populacbes de
Rhamdia quelen, exceto para a populacdo do rio Miranda que apresentou apenas um par
portador. O Unico caso reportado, até 0 momento, de que essa sequéncia de DNAsn U2
se encontra em mais de um par cromossdmico foi em Gymnotus pantanal, com seis
pares (Utsunomia et al. 2014).

A presenca de mais sitios desta sequéncia poderia estar relacionada aos
transposons (ETs) e retrotransposons (ERTS), assim como ocorre com o DNAr em
algumas espécies de peixes, como relatado em Sorubim lima (Sczepanski et al. 2013) e
Astyanax scabripinnis (Barbosa et al. 2015). Segundo Le Rouzic e Capy (2005), a
associacdo entre ETs e ERTs e o DNA codificante pode favorecer a ocorréncia de
recombinacdo deste DNA, implicando em mutacGes que podem influenciar tanto na
organizacdo genémica quanto na expressdo destas sequéncias. Contudo, sdo necessarias
mais analises para estabelecer se esta associagdo esta realmente ocorrendo com o

DNAsn U2 nas populag¢des de Rhamdia quelen.
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A auséncia do sitio de DNAsn U2 em um dos cromossomos homologos nas
populacdes do rio Quexada e do ribeirdo Lindbia pode ser em decorréncia de um
heteromorfimo de tamanho deste sitio, que impossibilita sua deteccdo pela técnica.
Como este sitio estd localizado na regido terminal dos cromossomos, pode estar
ocorrendo a transferéncia de material genético, de um homdlogo para o outro, devido a
proximidade no ndcleo interfasico, de acordo com a orientacdo dos cromossomos
segundo o modelo de Rabl (Schweizer e Loidl 1987).

Dos estudos realizados, até o momento, com 0s pequenos DNAs nucleares
nenhum relatou sintenia deste com qualquer outra sequéncia de DNA repetitivo como
DNAr 18S, DNAr 5S e de (GATA), (Ubeda-Manzanaro et al. 2010; Merlo et al. 2010;
Supiwong et al. 2013; Utsunomia et al. 2014). Somente foi observada a co-localizacédo
de 18S e DNAsn U2 em Thalassophryne maculosa por Ubeda-Manzanaro et al. (2010),
sendo assim, os dados encontrados em Rhamdia quelen sé&o o0s primeiros que
evidenciam a sintenia deste DNAsn com um DNA repetitivo.

E claro que, a cada analise, novas contribuicbes sobre esta sequéncia vao se
somando e um maior conhecimento sobre sua distribuicdo nos cromossomos de peixes,
podera ser estabelecido. Entretanto, é interessante notar que os dados aqui apresentados
ja desviam do observado em outros grupos de peixes e até mesmo na ordem
Siluriformes. A variabilidade observada entre as cinco populacbes de R. quelen
demonstra que esta sequéncia pode ser mais um importante marcador citogenético em
peixes, sendo que a populacdo do Rio Miranda € a que mais se difere das demais.

O DNAr 5S é formado por uma regido altamente conservada de DNA (Wasko et
al. 2001) e devido sua dindmica de evolugdo como cdpia unica, tornou-se uma excelente
ferramenta na compreensdo da evolucdo de familias multigénicas, atuando como um

marcador genético entre espécies e populacdes (Martins 2000). Entre os Siluriformes,
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existe uma alta variabilidade no nimero de cistrons ribossdmicos 5S (Kavalco et al.
2004) e Rhamdia quelen é uma das poucas espécies que mantém-se conservada, com
apenas um par cromossémico portador deste cistron (Tabela 2). A excecdo foi
novamente a populacdo do rio Miranda com dois pares portadores desta regido, podendo
ser resultado de uma translocacdo como proposto por Garcia et al. (2010) para Rhamdia
quelen do rio Fortuna, que também apresentou sitios multiplos de DNAr 5S.

A presenca do DNAr 5S em um uUnico par na regido intersticial ou
pericentromérica parece ser caracteristico de Rhamdia quelen, como ja observado em
diferentes populacdes (Garcia et al. 2010; Martinez et al. 2011) e no presente estudo. De
acordo com Martins e Galleti Jr. (1999), a localizacdo desta sequéncia na regido
intersticial pode ser responsavel pela protecdo contra eventos de transposicdo e
crossing, que sdo mais frequentes em regibes terminais. Contudo, outros fenémenos
podem estar agindo para a manutencdo desta sequéncia nessa localizacdo, uma vez que
em Rhamdia quelen a sequéncia de DNAr 18S é conservada em posicdo terminal de um
unico par cromossémico.

O mapeamento cromossdmico dessa regido em peixes vem se tornando mais
frequente e a variabilidade em nimero e localizacdo de cistrons 5S tem sido observada,
podendo estar em um Unico par cromossémico (Hashimoto et al. 2011; Utsomia et al.
2014), véarios cromossomos (Garcia et al. 2010; Pansonato-Alves et al. 2013), em
sintenia com o DNAr 18S (Traldi et al. 2013) e em sintenia com histona (Hashimoto et
al. 2011). O aumento no numero de estudos com o gene ribossomal 5S demonstra que
este ndo é tdo conservado quanto se supunha (Hashimoto et al. 2011). Rhamdia quelen,
entretanto, apresenta-se conservada para essa caracteristica, uma vez que, das 24

populacdes analisadas para esta sequéncia somente duas apresentaram mais de um par
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portador de sitios de DNAr 5S, mas sabe-se que, com mais populacdes sendo
analisadas, este cenario pode se tornar mais diversificado.

Considera-se que Rhamdia quelen seja um complexo de espécies, portanto,
analises mais detalhadas, com o emprego de sequéncias de DNA repetitivo, em
diferentes populacdes da espécie, podem ser importantes ferramentas em estudos
filogenéticos e taxondmicos, como no caso da populacdo do rio Miranda no presente
estudo, que se mostrou mais heterogénea em relacéo as sequéncias de DNAS repetitivos
em comparagdo com as demais populacdes.

Os dados citogenéticos observados nas seis populacdes de Rhamdia quelen
confirmam o namero dipldide, as regides ricas em base GC, o numero e localizacdo dos
sitios de DNA ribossémicos 18S e 5S caracteristicos da espécie (Tabela 2). Entretanto, a
utilizacdo de uma nova sequéncia de DNA repetitivo, 0 DNAsn U2, mostrou uma
variacdo interpopulacional podendo ser um importante marcador citogenético. Sendo
assim, as analises de DNA repetitivo deste estudo aliado a outras sequéncias como
histonas, elementos transponiveis e outros DNAsnh podem contribuir para melhor
caracterizacdo deste complexo de espécies e na compreensdo da organizacgéo e evolugédo

dos DNA s repetitivos no genoma deste grupo de peixes.
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Tabela 2 - Dados cariotipicos em Rhamdia quelen. 2n=numero dipldide; Bs= cromossomo supranumerario; NF=numero fundamental; RON= regido
organizadora de nucléolo, FISH18S= hibridizacdo in situ com sonda de DNAr 18S; FISH 5S= hibridiza¢do in situ com sonda de DNAr 5S; CMA;=fluorocromos
cromomicina A;; Lg= lagoa; R= rio; Rb= ribeirdo; Rv = reservatério; Ar= Argentina; MS=Mato Grosso do Sul; PR=Parand; RJ=Rio de Janeiro; RS= Rio Grande do
Sul; SC=Santa Catarina; SP= Sdo Paulo.

Localidade 2n Foérmula Cariotipica Bs NF RON FISH 18S FISH 5S CMA; Referéncia
Lg. dos Quadros/RS 58 52m/sm/st+62 0-2 110 1parA - - Hochberg e Erdtmann (1988)
R.Guaiba/RS 58 52m/sm/st+62 0-2 110 1parA - - Hochberg e Erdtmann (1988)
R. Mogi-Guagu/SP 58 - 4 108 1 par ST - - - Fenocchio et al. (2000)
R.lguagu/SC 58 - 0-1 108 1 par ST - - - Fenocchio et al. (2000)
R.Parana/Ar 58 - - 108 1 par ST - - - Fenocchio et al. (2000)
R. Parana/Ar 58 26m+16sm+8st+8a - 108 Par 27 - - - Fenocchio et al. (2003a)
R. Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a 0-1 108 1 par ST 1 par ST - 1 par ST Fenocchio et al. (2003b)
R.lguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a - 116 1 par 1 par Swarga et al. (2003)
R.Taquarussu/PR 58 26m+20sm+6st+6a 1-4 110 Par 26 - - Par 26 Stivari e Martins-Santos (2004)
Rb. Maringd/PR 58 26m+22sm+6st+4a/ - 110 Par 18/ - - Par 18/ Stivari e Martins-Santos (2004)

26m+24sm+8st Par 19 Par 19

Serra da Bodoquena,/MS 58 36m+16sm+6st 0-3 116 Par 20 - - Par 20 Moraes et al. (2007)
Agua dos Patos/SP 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Par 28 - - Par 28 Moraes et al. (2009,2010)
Agua das Pedras/PR 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Par 28 - - Par 28 Moraes et al. (2009, 2010)
Taquari/PR 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Par 23 1 par 1 par Par 23 Moraes et al. (2009,2010) Presente estudo (2014)
FUNPIVI/SC 58 36m+16sm+6st 0-2 116 Par 28 Par 28 - Par 28 Moraes et al. (2009,2010)
R. Oeste — Cascavel/PR 58 36m+10sm+12st - 116 Par 27 Par 27 1parM Par 27 Garcia et al. (2010)
Sangdo — Cascavel/PR 58 32m+8sm+12st+6a 0-1 110 Par 26 Par 26 lparM Par 26 Garcia et al. (2010)

Angra dos Reis/RJ 58 40m+10sm+8st - 116 Par 24 Par 24 lparM Par 24 Garcia et al. (2010)



R. S30 José /RJ

R. Paraiba do Sul/RJ
Araras/SP

R. Capivra-Botucatu/SP
Colina/SP

Guapiara/SP

Iguapé/SP

R. Passa Cinco — Ipeuna/SP

Fortuna — Mariapolis/SP

Piquete/SP

Sto. Antdnio do Pinhal/SP
Rb. Linddia/PR

Rb. Linddia/PR
Mogi-Guagu

Araguaia

Lagoa da Usina Elétrica Ney
Braga/PR

Lagoa da Usina Elétrica Ney
Braga/PR

Ribeirdes da Bacia do Alto
Parana

Rio Parana

Rio Paraguay
Rio Quexada/PR
Rb. Penacho/PR

58
58
58
58
58
58
58
58
58

58
58
58
3n=87
58
58
58

3n=87

58

58
58
58
58

36m+14sm+8st
36m+14sm+8st
40m+10sm+8st
44m+12sm+2st
36m+10sm+12st
36m+10sm+12st
36m+10sm+12st
34m+16sm+8st

40m+10sm+8st

40m+10sm+8st
30m+14sm+12st+2a
30m+14sm+10st+4a
45m+21sm+15st+6a
11m+18sm+12st+6a
18m+18sm+14st+8a
38m/sm+14st+6a

57m/sm+21st+9a

32m+18sm+8st

46m/SM+12st
46m/SM+12st
46m+4sm+4st+4a

40m+12sm+6st

0-1
0-1

0-1

0-5

0-4
0-1

116
116
116
116
116
116
116
116
116

116
114
112
168

110

116

116
116
112
116

Par 27
Par 27
Par 24
Par 26
Par 27
Par 27
Par 27
Par 26
Par 24

Par 24
Par 27

1 par

3 cromo.

Par 28
Par 28
Par 28

3 cromo.

Par 18

Par 27
Par 27
1par
1par

Par 27
Par 27
Par 24
Par 26
Par 27
Par 27
Par 27
Par 26
Par 24

Par 24
Par 27
1 par
Par 28
Par 28
Par 28

3 cromo.

Par 18

1par
lpar

1parM
1parM
1parM
1parM
1parM
1parM
1parM
lparM

1parM.e
1par ST

1parM
1parM
1 par
Par 14
Par 10

1 par

3 cromo.

1par
1par

Par 27
Par 27
Par 24
Par 26
Par 27
Par 27
Par 27
Par 26
Par 24

Par 24
Par 27

1 par

3 cromo.

1par
1par
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Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)

Garcia et al. (2010)
Garcia et al. (2010)
Tsuda et al. (2010); Presente estudo(2014)
Tsuda et al. (2010)
Martinez et al. (2011)
Martinez et al. (2011)
Silva et al. (2011)

Silva et al. (2011)

Borba et al. (2012)

Coles et al. (2013)
Coles et al. (2013)
Presente estudo

Presente estudo



Rio Miranda/MS
Ribeirdo Cambé/PR

58
58

34m+16sm+8st

32m+ 8sm+ 18st

116
116

1par
1 par

1par
1 par

2 pares

1 par

1par
1 par

Presente estudo

Presente estudo
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Figura 1- Caridtipos de Rhamdia quelen: (a) rio Quexada; (b) ribeirdo do Penacho; (c)
Rio Cambé; (d) rio Miranda. Nos boxes laterais, oscromossomos da RON com
impregnacéo pelo nitrato de prata e como fluorocromo CMA;.



59

Rio Quexada DNAr 185/ Ribeirao do Penacho
DNAr 185/

Rio Miranda DNAr 18S/

&

Ribeirdo Lindéia DNAr 185/ Rio Cambé~ DNAr 185/

Figura 2-Metafases somaticas de Rhamdia quelen apds Double FISH com sondas de
DNAr 18S (verde) e DNAsn U2 (vermelho): (a) rio Quexada; (b) ribeirdo do Penacho;
(c) rio Miranda; (d) rio Taquari; (e) ribeirdo Linddia. E FISH com DNAr 18S (verde)
na populacdo do rio Cambé (f).As setas indicam os sitos de DNAr 18S e as cabecas de
seta indicam os sitios de DNAsn U2.
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Rio Quexada Ribeirao do Penacho

Rio Miranda Rio Taquari

Ribeirdo Linddia Rio Cambé

Figura 3- Metéfases somaticas de Rhamdia quelen apés FISH com sonda de DNAr 5S:
(@) rio Quexada; (b) ribeirdo do Penacho; (c) rio Miranda; (d) rio Taquari; (e) ribeirdo
Linddia; (f) rio Cambé. As setas indicam os sitos de DNAr 5S
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5. CONSIDERACOES FINAIS
As analises citogenéticas nas diferentes populacbes de Rhamdia quelen do
presente estudo corroboram os dados disponiveis na literatura e evidenciam dados
inéditos para a familia. Diante disto destacam-se as seguintes consideracdes:

1.0s dados cariotipicos para as populacbes do rio Quexada, rio Miranda, rio
Cambé e ribeirdo do Penacho confirmam o 2n conservado no género Rhamdia, com
variacdes na férmula cariotipica, devido, provavelmente, a ocorréncia de rearranjos
cromossémicos, como translocacdes ou inversoes.

2. Todas as populacGes apresentaram um sistema simples de AgRONS,
caracteristica marcante deste grupo de peixes, presente no braco curto de um unico
cromossomo submetacéntrico. A FISH com a sonda de DNAr 18S confirmou um par
com este sitio ribossdmico, sendo que um polimorfismo estrutural, foi a causa do
heteromorfismo de tamanho desta regido na populacéo do rio Quexada.

3. Os cromossomos portadores das RONs mostraram natureza GC rica e AT
pobre, apds coloracdo com os fluorocromos CMA; e DAPI, respectivamente,
caracteristicacompartilhada pelas espécies de Rhamdia.

4. Dados inéditos foram obtidos para a familia Heptapteridae e Rhamdia quelen
com a utilizacdo da sonda de DNAsn U2, evidenciando que esta espécie pode apresentar
variagcdes cromossdmicas em sua microestrutura que nunca haviam sido reportadas.A
Double FISH de DNAr 18S e DNAsn U2 em cinco das populacbes analisadas,
demonstrou que esta variabilidade pode ser ainda maior dentro deste grupo, devido a
presenca de sintenia ou ndo destas sequéncias.

5. Os resultados obtidos com 0 mapeamento cromossdmico de DNAsn U2 em
Rhamdia quelen mostram-se de extrema importancia, uma vez que mudam o cenario

desta sequéncia na citogenética de peixes, sendo que a maioria das populagbes aqui
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analisadas apresentaram mais de um sitio cromossémico desta sequéncia, contrariando o
padrdo encontrado na literatura, até 0 momento, de que se acumulem em um Unico par
cromossémico.

6. A presenca de um Unico par cromossdémico portador do sitio de DNAr 5S foi
confirmada em todas populacdes analisadas, corroborando com os dados existentes na
literatura para 0 género e espécie. Em todas as populac@es a sequéncia esta presente na
regido intersticial, o que pode ser responsavel por sua protecdo contra eventos de
transposicao.

7. Os dados aqui apresentados confirmam, de modo geral, a evolucao cariotipica
conservativa de Rhamdia quelen, no entanto, a populacdo do rio Miranda foi a que
apresentou caracteristicas particulares em relacdo as outras populacdes, como sitio
simples para o0 DNAsn U2 e mdltiplo para o DNAr 5S, revelando uma variagdo

interpopulacional na microestrutura da espécie nunca antes evidenciada.
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